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OZET

ASMADA FARKLI EKSPLANTLARIN IN VITRO REJNERASYONLARI
UZERINE BiR ARASTIRMA

Bu arastirmada bitkisel materyal olarak Kalecik karasi {iziim ¢esidine ait in vitro
bitkilerden alinan yaprak sapi, yaprak ayasi ve govde pargaciklarinin in vitro
rejenerasyonlar1 iizerine eksplant tipi, yaprak ayalarinin kesim sekilleri, besin
ortamlari ile 1siklanma siiresinin etkileri incelenmistir.

Eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D, zeatin, kazein hidrolizat ve ABA
iceren MS ve NN ortamlaria dikildikten sonra aydinlik ve karanlik kosullarda
kiltiire alinmiglardir. Arastirma sonucunda kallus olusturan eksplant orani, A tipi
kallus olusum orani ve adventif siirglin olusumu eksplant tipine, yaprak ayalarina
uygulanan kesim sekillerine, besin ortamlarina ve 1siklanma siiresine gore
degismistir. Buna gdre govde eksplantlar1 A tipi kallus ve adventif siirglin gelisimi
bakimindan en 1yi sonuglar1 verirken; ortamlar i¢inde A tipi kalluslarin da en fazla 2
mg/l zeatin katkili NN 2 ortamindan, adventif siirgiin gelisimi de 2 mg/I zeatin igeren
MS 2 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat igeren MS 9
ortamlarindan elde edildigi belirlenmistir. Yaprak ayalarina uygulanan kesim
sekillerinden bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi kallus olusum oran1 ve A tipi kallus
olusum oram1 bakimindan cork borer ile kesilenlere gore daha basarili sonuglar
verirken; adventif siirgiin gelisimi her iki uygulamada da elde edilememistir.
Karanlik kosullar ise kallus olusumu ve indirekt adventif siirgiin olusumu iizerinde
olumlu etkiler de bulunurken; 16/8 h 1siklanma ise A tipi kallus ve direkt adventif
stirglin gelisimini artirdig1 tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Asma (Vitis vinifera L.), eksplan tipi, besin ortamu,
kiiltiir kosullari, 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 karas1 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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1. GIRIS

Gilintimiizde biyotik ve abiyotik streslere kars1 dayanikli, verim ve kalitesi yliksek
lizlim ¢esitlerine olan talepler giin gectikge artmakta, bu da arastiricilart yeni ¢esitler
elde etmeye ya da var olan cesitlere baz1 ozellikler kazandirmaya yonelik 1slah

caligmalarina yoneltmektedir.

Asmada 1slah ¢aligmalar1 diger bitki tiirlerinde oldugu gibi basta klon seleksiyonu ve
melezleme 1slaht olmak iizere klasik yontemlerle yapilmaktadir. Ancak klon
seleksiyonu ile istenilen 6zellikleri kombine eden tek bir bireyin elde edilmesindeki
olanaksizliklar, melezleme 1slahinda ise yiiksek heterozigot kalitsal yapi, uzun
generasyon siiresi, uygun genetik 6zelliklere sahip melezlerin se¢iminin uzun zaman
almasi, bagli genler nedeniyle istenmeyen bazi Ozelliklerin dollere gegmesi ve
melezleme depresyonu nedeniyle kendilemenin engellenmesi gibi bir takim
dezavantajlar1 ile son derece uzun bir siireci gerektirmektedir. Biitiin bu
olumsuzluklar, 6zellikle son yillarda, kisa siirede kesin sonuglar sunan molekiiler ve
hiicre tekniklerinin kullanildig1 1slah metotlarinin gelistirilmesine neden olmustur. Bu
yeni 1slah metotlar1, sadece yeni bir ¢esidin gelistirilmesine olanak saglamamakta;
ayrica, bir ¢esidin temel niteliklerini bozmadan istenilen spesifik bir karakterin
kazandirilmasina iligkin modifikasyonlara da imkan saglamaktadir. Ancak molekiiler
genetik metotlarinin 1slah ¢aligmalarinda basarili bir sekilde uygulanabilmesi, her
seyden Once, bu yontemlerde 1slah materyali olarak kullanilan bitki pargaciklarinin
(eksplant) in vitro kosullarda tam bitkiye doniisiimlerinin saglanmasi ile miimkiin

olabilmektedir.

Asmada eksplant kaynagi olarak; siirgiin ucu (Thomas, 2000; Matsumoto ve Sakai,
2003) anter (Nakajima ve Matsuta 2003; Kikkert ve ark., 2005), ovul (Emershad ve
Ramming, 1994), meristem (Goktiirk Baydar, 1997), siiliik (Salunkhe ve ark. 1997),
olgunlagsmis ve olgunlagmamis zigotik embriyo (Gok Tangolar, 2002) gibi bir¢ok
bitki kismi degisik amaglara yonelik olarak basariyla kullanilabilmektedir. Bu
eksplantlar disinda yaprak ayasi ve sap1 (Nakano ve ark., 1997; Zhu ve ark., 1997;
Jayasankar ve ark., 1999) ile bogum arasi1 parcaciklar1 (Thomas, 2001) da doku



kiltiri  calismalarinda yogun olarak kullanilan eksplantlar olup, in vitro
rejenerasyonda Ozellikle 1slah caligmalar1 i¢in son derece degerli materyaller olan
kallus, adventif tomurcuk ya da somatik embriyo olusturma potansiyeline sahip olan

eksplantlardir.

Bitki biyoteknolojisinde kullanilan kallus kiiltiirti; in vitro ¢ogaltma, hiicre
boliinmeleri sirasinda ortaya c¢ikan somaklonal varyasyonlardan yararlanma,
sekonder metabolitlerin elde edilmesi ve hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasi gibi
amaglarla kullanilmaktadir. In vitro’da bitki rejenerasyon tekniklerinden bir digeri de
adventif organ olusumu yani organogenesistir. Organogenesis, hiicre ve dokulardan
yeni bireyler meydana getirmeye imkan tanidigi icin, generatif yoldan gogaltilmasi
zor olan bitki tiirlerinin iretiminde biiylik kolayliklar saglamaktadir. Somatik
embriyogenesis bitki rejenerasyonunda kullanilan tekniklerden birisi olup, haploid ya
da diploid yapidaki somatik hiicre ve dokulardan belirli embriyogenik asamalar
sonucunda meydana gelen embriyo olusumu olarak tanimlanmaktadir (William ve

Maheswaran, 1986).

Kisaca yaprak ayasi, yaprak sapi ve govde pargaciklarinin in vitro kosullarda
rejenerasyonlar1 sonucunda meydana gelen kallus, adventif siirgiin ve/veya somatik
embriyolar gen transferi ve somaklonal varyasyon ¢aligmalar1 i¢in son derece uygun
yapilar olup, bunlarin tam bitkiye doniigiimlerinin saglanmast da bu 1slah

caligmalarinin basarisin1 dogrudan etkilemektedir.

Bitkisel materyal olarak Kalecik karasi iiziim ¢esidine ait yaprak sapi, yaprak ayasi
ve govde pargaciklarimin kullanildigi bu arastirmada, bu eksplantlarin in vitro
rejenerasyonlart iizerine eksplant tipi, besin ortami, yaprak ayalarinin kesim sekilleri

ile 1s1klanma siiresinin etkilerinin incelenmesi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK BIiLGiSi

Asmada yaprak sapi, yaprak ayasi ve govde eksplantlarmin in  vitro
rejenerasyonlarint saglamak amaciyla degisik asma tiir ve cesitlerinde arastirmalar
yapilmis olup, bu ¢alismalarda bagari oranin1 artirmak amaciyla eksplantin alindigi
bitkinin kaynagi, uygulanan kiiltiir kosullar1 ve kullanilan besin ortamlarinin tip ve
konsantrasyonu gibi faktorlerin etkileri incelenmistir. Bu aragtirmalar agsagida kisaca

Ozetlenmistir:

Bazi asma genotiplerinin bogum arasi eksplantlarin1 kullanarak organogenesis
yoluyla bitki elde eden Rajasekaran ve Mullins (1981), arastirmalarinda,
kullandiklar1 ortam ve genotiplerin biiyiik bir kisminda adventif kék olusumunu
gergeklestirdiklerini belirtmislerdir. Adventif goz olusumunun ise 1 uM BA ve 5 uM
2,4-D; 1 uM BA ve 5 uM NOA; 1 uM BA + 5 uM 2,4-D + 5 uM NOA igeren sivi
NN ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda meydana geldigi bildirilmistir. Calismada
ayrica, ana bitki ve genotipin olgunlugu, eksplant orijini ve ortam kompozisyonunun

etkileri de aragtirilmistir.

Stamp ve Meredith (1988) ise yaptiklar1 ¢aligmalarinda Cabernet Sauvignon’un hem
in vitro da hem de serada yetistirilen ve V. rupestris ‘St. George’ ve PI 200692’nin
serada yetistirilen 5 mm’den daha kii¢iik yapraklarim1i NN ve MS temel besin
ortamlarinda kiiltiire aldiklarinda somatik embriyolar1 elde etmislerdir. Biiyiimeyi
diizenleyici madde kombinasyonlarinin somatik embriyogenesis olusumunu
etkiledigini bildiren arastiricilar, ayrica genotipin, eksplant tipi ve kaynaginin, kiiltiir
yonteminin, kiiltiir ortaminin bilesiminin ve donor bitkinin durumunun embriyo

olusumunu etkiledigini belirtmislerdir.

Matsuta ve Hirabayashi (1989), Vitis vinifera cv. Koshusanjaku cesidine ait
yapraklardan elde ettikleri embriyogenik kalluslart 1.0 uM 2.4-D igeren ve
igerisinde vitamin, inositol ve glisin bulunmayan NN ortaminda kiiltiire almislardir.
Bu kalluslarin yaklasik olarak 2 yil ayni ortama alt kiiltiire alinmasiyla yiiksek

embriyogenik yeteneklerini yitirmediklerini ve hormonsuz ortama transfer



edildiklerinde fazla miktarda embriyo iirettiklerini belirtmislerdir. Arastiricilar bu
calismada yaprak kalluslarindan elde ettikleri somatik embriyogenesisi tesvik etmek
amactyla sitokinin’lerin etkilerini de incelemislerdir. Bu amagla BA (6-
benzylamino), KIN (kinetin), ZEA, 2IP ((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 denenmistir. Sentetik sitokininlerden KT-30 ve TAG
somatik embriyogenesisin tesvikinde etkili oldugu bulunmustur. Bu sitokininlerin
hem 5.0 hem de 10.0 uM 2.,4-D ile kombine edilmesi halinde meydana gelen yaprak

kalluslar1 somatik embriyolar iiretilebilmistir.

Vitis labrusca Catawba ¢esidinin in vitro’da yetistirilen siirgiinlerinden alinan yaprak
ve yaprak sap1 eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonunu ve normal bitkileri elde eden
Cheng ve Reisch (1989), rejenerasyonun hem BAP hem de IAA (Indol asetik asit)’in
varliginda meydana geldigini, ancak 2,4-D veya NAA (Naftelin asetik asit)’in BAP
ile kombinasyonunda yaprak eksplantlarindan rejenerasyon saglanamadigini
belirtmislerdir. %15’in iizerinde yaprak ve %70’in lizerinde yaprak sap1 5-10 uM
BAP ve 0.1-0.5 pM IBA (Indol butirik asit) iceren ortam {iizerinde rejenere
olabilmistir. Yaklasik olarak siirgiinlerin %50’si 1s1kl1 ortama aktarildiklarinda
normal bir gelisme gostermislerdir. Yaprak saplarinda ve yapraklarda rejenerasyon

her zaman alt ugta gergeklesmistir.

Clog ve ark. (1990) c¢alismalarinda bazi asma anaclarinin yaprak dokularindan
organogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Biiyiime
cemberinde yetistirilen olgun bitkilerden ve in vitro’da yetistirilen bitkiciklerden
alman yapraklar bisturi ile yaralanmis ve BA’nin farkli konsantrasyonlarini igeren
modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Sonug olarak siirglin olusumu i¢in BA’e
mutlaka ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir. Rejenerasyon i¢in en uygun parametrelerin
eksplant kaynaginin yasi, kiiltlir ortaminin bilesimi ve kiiltiir ortaminin sicakligi

oldugu tespit edilmistir.

Stamp ve ark. (1990a) calismalarinda 2 mg/l BA iceren kati NN ortaminda kiiltiire

alman V. vinifera gesitleri olan French Colombard ve Thompson Seedless’in bogum



kiltlirlerinden elde edilen siirglinlerden alinan yaprak ayasi ve yaprak sapi

eksplantlarindan 3 hafta i¢cinde adventif siirgiinlerin gelistigini belirtmiglerdir.

Arastirmalarinda adventif stirgiinleri Vitis vinifera gesitleri olan Cabernet Sauvignon,
French Colombard, Grenache, Thompson Seedless ve White Riesling, Vitis rupestris
¢esidi olan St. George ve V. vinifera x V. rupestris ¢esidi olan Ganzin 1’in in vitro’da
biiyliyen yapraklarindan elde ettiklerini belirten Stamp ve ark. (1990b), 15 mm’den
daha kiiciik olan yaprak eksplantlarini bogum kiiltiirlerinden elde etmisler ve 0, 1, 2
ve 4 mg/l BAP iceren MS veya NN temel rejenerasyon ortamlarinda kiiltlire
almiglardir. Arastiricilar adventif siirglinlerin 4 hafta igerisinde yaprak sapindan ve
nadiren de yaralanmis yaprak ayasindan gelistigini gozlemlemiglerdir. Siirgiin
organogenesis’inin sadece BAP igeren ortamda ve ozellikle de 1 ve 4 mg/l BAP’a
gore 2 mg/l BAP da daha yiiksek oranda meydana geldigini saptamiglardir. 2 mg/1
BAP igeren ortamda, yaprak eksplantlarindan adventif slirgiin olusumunun ¢esitlere
gore farkli oranlarda oldugunu saptamislardir. Arastiricilar, kat1 kiiltiir ortaminin, sivi
kiiltiir ortamima gore daha iyi sonu¢ verdigini ve kati ortama transfer sikliginin
rejenerasyon oranini etkilemedigini bildirmislerdir. Eksplantlarin %80°den fazlasi
baslangicta adventif gozler olusturmus ve daha sonra da siirgiin biiylimesinin
meydana geldigini belirtmislerdir. Her bir eksplanttan yaklasik olarak 6 siirgiin
meydana geldigini, bu siirglinlerin kolaylikla koklendirilebildigini ve morfolojik

olarak ana bitkiye benzediklerini bildirmislerdir.

Colby ve ark. (1992), French Colombard ¢esidinin in vitro’da kiiltiire alinan yaprak
saplarindan direk silirglin olusumunun anatomisini incelemislerdir. Rejenere olan
yaprak sapt pargalart 2-3 giin arayla uzunluguna kesilmis ve fikse edilmistir.
Rejenerasyon ortaminda 3 giinliik iken, yeni hiicre bdoliinmeleri belirleyen
arastiricilar, 6 giin sonra meristematik aktivitenin 3 farkli bolgesi yaprak sapi
pargasinin genisleyen kisminda, yaraya tepkiyi, organogenik ve vaskiiler bolgelerde

gormiiglerdir.

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

nedenlerini anlamak amaciyla, bitkiye doniisiim yeteneklerinin farkli oldugu bilinen



CH 76 ve 41 B kullanilarak histolojik ¢alismalar yapmiglardir. Arastiricilar, CH
76’nin % 70 lik yiliksek bitkiye doniisiim oranina, iyi gelismis ve iplik sekilli
kotiledonlar arasinda fonksiyonel siirgiin uglarina sahip oldugunu belirlerken, 41
B’nin normal kok apeksine sahip, fakat bitkiye donilisiim oranmnin diisiik (%10),
siirglin uglarinin iyi gelismemis anormal sekilli oldugunu tespit etmislerdir. Bu
anormal olusum kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, adventif tomurcuk olusumu, kotiledon
ya da yaprak meristeminin fazla gelismesi gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir.
ABA, 41 B embriyolarinin tam bitkiye doniisim oranint %10’dan %20’ye
yiikseltmis fakat embriyo morfolojisini gelistirmede basarisiz bulunmustur. Zeatin ve
BAP ise gelismeyi tesvik etmis fakat anormal olusum oranini artirmis, bitkiye
doniisiim oranini artirmada ise etkisiz bulunmugstur. ABA ile kombine uygulamalar
ise kotiledonlu embriyo olusum oranini artirmig fakat tam bitkiye doniisiim oranini

azaltmistir.

Vitis rupestris’in yaprak ve yaprak sapindan elde edilen kalluslart BA ve 2,4-D’nin
(1+0.1 mg/l ve 1+1 mg/l) iki farkli kombinasyonu ile MS ortaminda kiiltiire alan
Martinelli ve ark. (1993) bunlardan sirasiyla %3.2 ve %4.2 oraninda somatik
embriyo olustugunu belirtmislerdir. Somatik embriyolardan embriyogenik kallus,
embriyo alt kiiltiirleri ve somatik embriyogenesis MS veya NN ortamlarina hem 1
mg/l IAA, hem de 0.1 mg/l IBA eklendiginde elde edilmistir. 4 aylik bir kiiltiirde, 1
mg/l BA + 0.1 mg/l IBA + 250 mg/l kazein hidrolizat iceren NN ortaminda 2 hafta
+4°C’de soguklatildiktan sonra aktarilan embriyolarda %13 oraninda embriyo
cimlenmesi meydana gelmistir. En yiiksek ¢imlenme oranm1 %51 ile 9 aylik uzun
kiiltiir sonucunda soguklamanin olmadig1 sadece IBA igeren ortamda elde ettiklerini

belirtmiglerdir.

Seyval blanc iiziim ¢esidinin in vitro bitkiciklerinden alinan yaprak eksplantlar1 i¢in
etkili bir rejenerasyon yontemi belirleyen Harst (1995) yiiksek oranda somatik
embriyo olusumunun 20 pM NOA (Naftoksi asetik asit) + 4 uM TDZ igeren
modifiye NN ortaminda saglandigin1 belirtmistir. 2.5 mM fenilalenin uygulanmasi
embriyo olusumunu olusum periyodunu azaltarak ve rejenerasyon oranini artirarak

tesvik etmistir. Dikilen yaprak eksplantlarinin yaklagik olarak %80’inde embriyolar



olusmus ve bunlarin, rejenerasyon kapasiteleri en az 2 yil siirdiirebildiklerini

belirtmistir.

Torregrosa ve ark. (1995) caligmalarinda 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
bogum kiiltiirlerinden aliman 0.5-4 mm biyiikliigiindeki yaprak eksplantlarini
kullanmiglardir. Kallus olusumunu ve proliferasyonunu saglamak amaciyla 6 g/l agar
+ 25 g/l sakkaroz igeren yarim kuvvetteki MS ortamimi1 kullanmislar ve biiyiime
diizenleyicilerinin en iyi kombinasyonunu belirlemek amaciyla NOA, 2,4-D ve 2,4,5-
T (2,4,5-trichloropphenoxyacetic acid) (5 ve 10 uM)’yi BAP (1,1 ve 2,2 uM) ile
kombine etmislerdir. Sonu¢ olarak NOA’nin herhangi bir organogenik veya
embriyogenik yetenek gostermedigini, 2,4,5-T’nin fitotoksik etkisi oldugunu
belirtmislerdir. Ortama ilave edilen 5 uM 2,4-D’nin 1yi yapida kallus olusturdugunu
ancak 10 uM’iin ise kallus olusumunu arttirmadig: aksine kahverengilesmeye neden
olarak embriyogenesisin azalmasina yol ac¢tigin1 bildirmislerdir. Aktif olarak ¢cogalan
biitiin embriyogenik kalluslar, 5 uM IAA ve 1.1 uM BA eklenmis ortama transfer
edildigi zaman cok yliksek oranda bitki olustugu gézlenmistir. Bu ortam {izerindeki,
globular embriyolar segilerek 1.1 uM BA iceren ortama yerlestirildiginde beyaz, iyi
sekillenmis embriyolarin gelistigi saptanmistir. Embriyolar ¢imlenmeyi takiben,
hormonsuz ortam bulunan kiiltiir tiiplerine aktarildiklarinda %95 oraninda normal

bitki olusturduklarini belirtmislerdir.

Perl ve ark (1995) yaptiklar1 caligmalarinda, asmada genetik transformasyon
sistemlerinin gelistirilmesi i¢in, bir farklilasma asamasindan diger farklilasma

asamasina gecmede rejenerasyon protokoliiniin ¢cok dnemli oldugunu bildirmislerdir.

Compton ve Gray (1996) calismalarinda Vitis vinifera L. cv. Thompson Seedless
cesidinde somatik embriyogenesis iizerine sakkarozun ve methylglyoxal bis-
(guanylhydrazone) (MGBG)’in etkilerini belirlemek amaciyla somatik embriyolar
ve embriyogenik hiicreleri 60, 90, 120, 150 ve 180 g/l sakaroz ve 0, 0.1, 1 ve 10 mM



MGBG igeren embriyo bakim ortaminda (MMS) alt kiiltiire alarak denemislerdir.
150 ve 180 g/l sakaroz igeren MMS ortamlarinin 60, 90 ve 120 g/l sakaroz igeren
MMS ortamiyla kiyaslandiklarinda embriyogenik kiiltiirlerin  biiylimesini ve
gelismesini engelledikleri goriilmiistiir. 90 ve 120 g/l sakaroz igeren MMS ortaminda
60 g/l sakaroz iceren MMS ortamina gore embriyogenik hiicrelerin biiylimesi igin
kiltiirin  kuru agirh@ olduk¢a Onemli derecede biiylik olmustur ki buda
embriyogenik hiicrelerin 90 ve 120 g/l sakaroz igeren MMS ortaminda daha iyi
gelistigini gdstermistir. Embriyogenik hiicrelerin 90 ve 120 g/l sakaroz igeren MMS
ortaminda inkiibe edilmesiyle zigotik embriyolara benzeyen kotiledon asamasindaki
somatik embriyolarin miktar1 sirasiyla 10.8’den 21.3’e¢ artmustir. Somatik
embriyolarin ¢imlenmesi ve bitki gelisimi BA’li ¢imlenme ortamina transfer
edilmeden once 150 g/l sakaroz iceren MMS ortaminda inkiibe edilmesi ile
saglanmistir. Bununla birlikte bu ortamda, diger sakaroz konsansantrasyonlar ile
karsilastirildiginda, pek cok embriyo lretilebilmistir. Arastiricilar 120 g/l sakaroz
iceren MMS ortaminda olusan embriyogenik kiiltiirlerin 150 g/l sakaroz igeren MMS
ortamina bir kez transfer edilmesiyle embriyo gelisiminin ve bitki rejenerasyonunun
artirilabilece@ini belirtmislerdir. Ote yandan, 1 den 10 mM’a kadarki MGBG
embriyogenik kiiltiirlerin biliylimesini ve gelismesini engellemis ve hatta kiiltiiriin

ticlincii ayinda dliimiine neden olmustur.

Caligsmalarinda kullandiklar1 farkli genotiplerden in vitro’da 2 mg/l BA bulunan NN
ortaminda bogum kiiltiirii yoluyla siirgiin elde eden Martinelli ve ark. (1996), bu
siirgiinlerden aldiklar1 yapraklar1 2.25 mg/l BA ve 0.03 mg/l NAA bulunan '/, MS
ortaminda kiiltiire almiglardir. ¢alismada, morfojenik potansiyel ilizerine genotipin
etkili oldugu belirlenmistir. Arastirmada test edilen 18 genotipte rejenerasyon orani

genotiplere gore degismis ve bitki olusumu farkl: siirelerde meydana gelmistir.

Scorza ve ark. (1996) Thompson Seedless iiziim g¢esidinin in vitro’da yetisen
bitkiciklerinden alinan yapraklardan elde edilen somatik embriyolardan transgenik

asma bitkileri yetistirmiglerdir.



Heloir ve ark. (1997) ¢alismalarinda Vitis vinifera cv. Pinot noir ¢esidinin in vitro’da
yetistirilen yanal tomurcuklarini hizli mikrogogaltimda yeni bir yontem gelistirmek
amactyla kullanmislardir. Bunun icin temel besin ortami olarak MS kullanilmistir.
Mikrogogaltimin erken safhasinda sitokinin’in etkisini belirlemek i¢in 1.1, 2.2, 4.4,
6.7 ve 8.9 uM olmak iizere BA’nin 5 konsantrasyonu denenmistir. 1.1 ve 2.2 uM BA
sadece ana siirgiin gelisimini saglamis fakat yanal tomurcuklarin olusmasini
engellemistir. 4.4 uM BA yanal tomurcuklarin gelismesini uyarmistir. 8.9 uM BA
ise ana siirgiiniin gelismesini durdurmus ve yanal tomurcuklarin gelisimini
artirmigtir. BA konsantrasyonunun artmasiyla siirgiin ¢ogalma hiz1 da artmustir.
Ancak alt Kkiiltiir ortaminda BA konsantrasyonunun 8.9 uM’dan 4.4 uM’a
diisiirilmesi vitrifikasyon oranini azalttigindan iyi bir proliferasyon saglamistir.
Siirglinlerin  koklendirilmesinde NAA ve IBA 2.5 ve 5 puM konsantrasyonda
denenmistir. Oksin bulunmayan ortam kontrol olarak kullanilmistir. Sonugta 2.5 uM

IBA kullanilan ortamda siirgiinlerdeki koklenme orani1 %100 olarak bulunmustur.

Biiyiikdemirci (1997), ¢alismasinda in vitro’da kiiltiire aldigi Valiant, Chancellor ve
St. Croix gesitlerinin yapraklarindan direkt siirglin olusumu ve bitki elde edilmesi
lizerine ortam, sakaroz, oksin ve sitokinin tipi ve konsantrasyonlarinin etkili
oldugunu belirlemistir. In vitro’dan elde edilen yapraklarin {ist yiizeyi ortama
degecek sekilde yerlestirildiginde yaprak sap1 ve/veya yaralannmis damarlardan direkt
rejenerasyon meydana gelmistir. Cogunlukla NN ortami1 MS ortamindan daha yiiksek

rejenerasyon yiizdesi olusturmustur.

Goktiirk Baydar ve Celik (1999) yaptiklari ¢aligmalarinda siirgiin ucu kaynaginin in
vitro mikroasilamada basari tizerine olan etkilerini incelemislerdir. Bitkisel materyal
olarak Kalecik karasi, Emir, Uslu, Hafizali ve Razaki iiziim ¢esitlerine ait siirgiin ucu
meristemleriyle Kober 5 BB anacina ait ¢ogiirleri kullanmiglardir. Siirglin ucu
meristemleri hem in vivo, hem de in vitro kaynaklardan alinmistir. Bu siirgiin
uclartyla tepeye yerlestirme yontemiyle asilanan bitkicikler, katt MS ortaminda iki ay
siireyle kiiltiire alinmiglardir. Sonugta, as1 tutma oranlarinin siirgiin ucu kaynagina
gore degistigini ve en yiiksek asi tutma oranlarinin (%40.9-68.2) in vitro siirgiin ucu

ile asilanan bitkilerden elde edildigini belirtmislerdir. As1 tutma oranlarindaki bu
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artirilmasiyla ve 3 mg/l NAA eklenmesiyle elde edilen 5 mmol/l Ca™ ve 6 mmol/l

Ca™ modifiye ortamlarindan elde etmislerdir.

Youngju ve ark. (2001) ¢alismalarinda V. labruscana x V. vinifera melezi olan
Kyoho {iziim ¢esidinin yaprak eksplantlarindan organogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonunu saglamak i¢in ortam bilesimini ve kiiltiir kosullarini iyilestirmeye
caligmiglardir. Arastiricilar, in vitro’da kiiltiire aldiklar1 yaprak pargalarindan
adventif siirgiin olusumunun, temel ortam, bitki biiylime diizenleyicileri ve 151k gibi
faktorlerden etkilendigini belirlemislerdir. Modifiye edilmis MS ortamlar iizerinde,
adventif siirgiinler etkili olarak rejenere edilmistir. En iyi silirglin rejenerasyonu

karanlikta 3 hafta siireli inkiibasyondan sonra elde edilmistir.

Gok Tangolar (2002) ¢alismasinda 41 B Amerikan asma anaci ve Yalova Incisi
tizim c¢esidinin farkli eksplantlarindan, embriyogenesis ve organogenesis yoluyla
bitki elde edilmesinde farkli besin ortamlar1 ve biliylimeyi diizenleyici maddeler ile
kiiltiir kosullarinin etkisini aragtirmistir. Somatik embriyogenesiste kullanilan biitiin
eksplantlarda degisen oranlarda embriyogenik kallus meydana gelmis ancak,
yalnizca olgunlasmamis zigotik embryo eksplantindan somatik embriyolar elde
edilmistir. Organogenesis c¢alismalarinda adventif gz olusumu bakimindan her iki

genotipte de en uygun eksplantin yaprak ayasi oldugu belirlenmistir.

Aragtirmalarinda interspesifik asma hibritleri olan Bianca, Podarok Magaracha ve
Intervitis Magaracha’nin in vitro’da yetisen bitkiciklerinin yaprak saplarin1 kullanan
Zlenko ve ark. (2002) 2,4-D ve BA’in ¢esitli konsantrasyonlarin kullanildig: kati
NN ortaminda bu eksplantlar1 kiiltiire almislardir. Gelismis kalluslar somatik
embriyolar1 olusturmak i¢in 0.5 mg/l BA igeren sivi NN ortaminda kiiltiir edilmistir.
Podarok Magaracha ve Intervitis Magaracha’nin Globular ve kalp sekilli somatik
embriyolar1 silispansiyon Kkiiltiirlerinde gelisme gostermiglerdir. Buna karsilik,
Bianca’da globular sathasindan 6teye gidilememistir. Bu globular embriyolarin kalp
safhasinda gelisme gosterebilmesi icin slispansiyonlarin 0.2 mg/l BA igeren HTE sivi
ortaminda alt kiiltlirliniin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Her {i¢ ¢esidinde 0.1

mg/l IAA ve 30 mg/l sodyum humat igeren sivi HTE ortamina alt kiiltiiriinden sonra
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farkliliga ragmen, siirgiin ucu kaynaginin mikroasilarda siirgiin ve kok gelismesini
fazla etkilemedigi saptanmistir. Ayrica, asma mikroasilarinda basarinin c¢esitler

arasinda farkliliklar gosterdigi de tespit edilmistir.

Organogenesis yoluyla 5 iiziim ¢esidi (Atasarisi, Cavug, Kalecik karasi, Sultani
¢ekirdeksiz ve Yapincak) ile 2 asma anacina (Kober 5 BB (V. berlandieri x V.
riperia) ve 41 B MG (Chasselas x V. berlandieri)) ait yaprak eksplantlarindan
adventif silirgiin gelisimi iizerine etkili olan genotip, eksplant kaynagi ve besin
ortamlarinin etkilerini inceleyen Goktiirk Baydar (2000) eksplant kaynagi olarak in
vitro siirgiinlerden izole edilen yaprak sapi ve ayalarini kullandig1 arastirmasinda,
adventif siirgiin gelisimi ile ilgili en yiiksek degerleri yaprak saplarindan elde ettigini
belirtmistir. Yaprak eksplantlari, degisik oranlarda BAP ve NAA katkilit MS ve NN
besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Arastirma sonunda, adventif siirgiin
olusumu i¢in en uygun besin ortaminin Kalecik karasi, Cavus, Sultani Cekirdeksiz ve
Kober 5 BB i¢in 2 mg/l BAP katkilit MS besin ortaminin oldugu tespit edilmistir. Bu
besin ortaminda kiiltiire alinan Kalecik karasi, Cavus, Sultani ¢ekirdeksiz ve Kober 5
BB’ye ait yaprak saplarinin %34.7-56.0°s1, yaprak ayalarimin da %18.7-22.7’si
adventif siirglin olusturmuslardir. Yapincak, Atasarist ve 41 B M.G. i¢in de 2 mg/I
BAP katkili NN ortaminin adventif siirglin olusumu i¢in en uygun besin ortami
oldugunun belirlendigi aragtirmada, bu genotiplere ait yaprak saplarmin %16.0-
34.7’sinin, yaprak ayalarinin da %8.0-14.7’sinin adventif siirglin olusturduklar1 tespit
edilmistir. Arastirmada ayrica adventif siirglin olusturma yetenekleri bakimindan

genotipler arasinda farkliliklar bulundugu da belirlenmistir.

Altun ve Yirekli (2000)’de c¢aligmalarinda kalsiyum miktar1 degistirilerek
hazirlanmig 5 farkli MS ortamindan elde edilen kallogenez ve rejenerasyon
sonuclarint degerlendirmislerdir. Sonug olarak en iyi kallus verimini % 100 ile MS
ortamindaki kalsiyum miktarinin azaltilmasiyla ve 3 mg/l NAA eklenmesiyle
hazirlanmis 2 mmol/l Ca™ ve 3 mmol/l Ca™ numaral ortamlardan elde etmelerine
ragmen en iyi kallus biyomasini normal MS ortaminda gozlemlemislerdir. En 1yi

govde ve kok gelisimini ise MS ortamindaki kalsiyum iyonunun miktarinin
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kalp asamasindaki embriyolar torpedo asamasina doniismiistiir. Torpedo
asamasindaki embriyolar 0.5 mg/l BA, 0.5 mg/l GA3 ve 0.5 mg/l GA3 + 0.2 mg/l BA
iceren sivi HTE ortaminda alt kiiltiir edilmislerdir. Kiiltliriin 12. giiniinden sonra
bitkicikler biiylime diizenleyicilerin olmadigi ve 0.5 mg/l BA igeren katt M2MS
ortaminda kiiltiir edilmistir. 0.5 mg/l GAz ve 0.5 mg/l GA3 + 0.2 mg/l BA igeren sivi
HTE ortaminda gelisen bitkicikler kiiltiiriin 50. giiniinden sonra 0.5 mg/l BA igeren
kat1t M2MS ortaminda % 82-90 siirgiin iiretmistir.

Goktirk Baydar ve Cetin (2003) arastirmalarinda Sultani g¢ekirdeksiz ve Kalecik
karasi ile 41B M.G. ve Kober 5BB asma anaglarina ait in vitro bitkilerden elde edilen
yaprak ayalar1 ile yaprak saplarmi kullanmislardir. Eksplantlar temel besin ortami
olarak MS ve NN’ in kullanildig1 26 farkli besin ortamina dikilmislerdir. Arastiricilar
calismalarinin sonucunda organogenesis yoluyla adventif kok ve siirgiin olusumu ile
A tipi kallus olusumunun genotip, eksplant tipi ve kullanilan besin ortamlarina gore

degistigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak yerli saraplik iiziim c¢esitlerimizden Kalecik
karasi’na ait celiklerden siirdiiriilen silirgiin ve bogum parcaciklarinin kiiltiire
almmasiyla elde edilen yaprak saplari, yaprak ayalar1 ve govde eksplantlari
kullanilmistir. Celikler Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri

Bolimii’nden temin edilmistir.

Arastirmada kullanilan Kalecik karasi iiziim ¢esidine ait bazi 6nemli 6zellikler Celik

(2002)’den yararlanilarak Cizelge 3.1.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1.1. Denemede kullanilan Kalecik karasi iiziim ¢esidine ait baz1 6zellikler

Cesitler Kalecik karasi
Degerlendirme sekli Saraplik
Sekli Konik, kanatl
Salkim Biiyiikliigii Kiigiik, orta
Sikhigi Sik
Sekli Yuvarlak
Biiyiikliigii Kiiciik, orta
Tane Rengi Mavimsi siyah
Cekirdek sayisi 1-2
Gelisme kuvveti Kuvvetli
Verimlilik durumu Yiiksek
Olgunlasma zamani Orta mevsim
Budama sekli Yar1 uzun, kisa
Yoresi Ankara, Kirikkale

3.2. Yontem

3.2.1. Eksplantlarin Hazirlanmasi

Degisik eksplantlarin in vitro rejenerasyon kapasitelerini belirlemek amaciyla
yapilmis olan bu arastirmada, oncelikle eksplantlarin alinacagi in vitro siirgiinlerin

elde edilmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla Kalecik karasi iiziim
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cesidine ait kis dinlenmesini tamamlamis 1 yasli dallardan hazirlanan gelikler iklim

odasina alinarak su i¢inde siirdiiriilmiislerdir.

3.2.2. Eksplantlarin Dezenfeksiyonu

Taze siirgiinlerden alinan siirglin uglari ile tizerinde tek g6z bulunduran bogumlar 1-2
damla 0.01°lik Tween 20 maddesi ilave edilmis %10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
kullanilarak 15 dakika dezenfekte edilmistir. Dezenfeksiyon sonrasi materyaller, her

biri en az 5 dakika olmak iizere 3 kez steril saf su ile durulanmiglardir.

3.2.3. Siirgiin Ucu Kaynag ve In Vitro Bitkiciklerin Yetistirilmesi

Dezenfeksiyon isleminin ardindan siirgiin uglari, meristem ile 3-4 yaprak taslagi;
bogumlar da 1 gozlii olacak sekilde hazirlanmislardir. izole edilen bu siirgiin uglari
ve bogumlu mini ¢elikler igerisinde 10 ml 0.5 mg/l GA3; ve 2.5 mg/l BAP ilave
edilmis Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog, 1962) steril besin ortami
bulunan 15x1.5 cm boyutlarindaki cam deney tiiplerinde kiiltiire alinmuislardir.
Ortama ayrica 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar katilarak, pH 5.8’e ayarlanmistir. Dikim
islemi tamamlandiktan sonra, iklim odalarinda atmosferden olusabilecek bulagmalar1
Oonlemek amaciyla tiiplerin agizlar parafilm ile sikica sarilmigtir. Siirglin uglar1 ve
bogumlu mini ¢elikler bu ortamda 2000-2200 lux 151k yogunlugunda, 16 h 1s1iklanma

rejiminde ve 25+1 °C sicaklikta kiiltiire alinmiglardir.

3.2.4. In Vitro Siirgiinlerin Cogaltilmasi

[k dikim ortaminda 4 haftalik gelismelerini tamamlayan siirgiin uclar1 ve bogumlarin
dip kisimlarindan 1-2 mm uzunlugunda kesimler yapilarak, 0.5 mg/l IBA ve 1.0 mg/I
BAP katkili MS besin ortamindan 100 ml i¢eren 250 ml’lik erlen mayerlerde kiiltiire
alinarak, deneme i¢in yeterli sayida siirgiin olusana kadar 4’er hafta araliklarla alt
kiltiire alinmiglardir. Siirgiin ortamlarina 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ilave edilerek,
pH 5.8’e ayarlanmistir. Arastirmada kiiltiire alinan siirgiin ucu ve bogumlarin iklim

odasindaki genel goriiniisleri Sekil 3.2.4.1.’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.2.4.1. Iklim odasmnin genel goriiniisii

3.2.5. In Vitro Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Stirgiinler yeterli biiylikliige ulastiktan sonra koklenmeleri i¢in 5 mg/1 IBA igeren MS
besin ortamina transfer edilmislerdir. Daha sonra bu in vitro bitkiciklerden alinan
yaprak ayalari, yaprak saplar1 ve govde eksplantlar1 daha sonraki asamalarda
kullanilmiglardir. Sekil 3.2.5.1’de eksplant kaynagi olarak kullanilan Kalecik
karasi’na ait in vitro bitki goriilmektedir. Tiim ortamlarda pH 5.8’ 1 N NaOH ve
HCI kullanilarak ayarlanmis ve ortamlar, otoklavda 121 °C’ de ve 1 atm basingta 20

dakika siireyle sterilize edilmistir.
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Sekil 3.2.5.1. Eksplant kaynagi olarak kullanilan Kalecik karasi’na ait in vitro bitki

3.2.6. In Vitro Bitkiciklerden Eksplantlarin Hazirlanmasi

Eksplant olarak in vitro bitkiciklerden alinan yaprak sapi, yaprak ayasi ve gévde
parcaciklar1 kullanilmistir. Yaprak sap1 ve gévde eksplantlar1 2-3 mm biiyiikliigiinde
kesilerek dikime hazir hale getirilirken; yaprak ayalar1 iki sekilde hazirlanmistir.
flkinde cork borer ile 0.5 cm capinda yuvarlak olarak, ikincisinde de tiim yaprak
iizerinde yaprak ana damarina dik olacak sekilde birbirine paralel ii¢ kesim yapilarak

hazirlanmustir.

3.2.7. Eksplantlarin Dikildigi Besin Ortamlari

Arastirmada farkli eksplantlarin rejenerasyonunu saglamak ic¢in degisik arastiricilar
tarafindan belirlenen MS ve NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ortamlarinin BAP, Zeatin,
2,4-D, ABA ve Kazein hidrolizat’li kombinasyonlar1 kullanilmis olup, bu ortamlar
Cizelge 3.2.7.3’de verilmistir. Her bir temel ortam i¢in stok soliisyonlar (Cizelge
3.2.7.1. ve 3.2.7.2.) hazirlanmis ve ortam hazirlamada bu stok soliisyonlardan

yararlanilmstir.



3.2.8. Kiiltiir Kosullar:

In vitro bitkiciklerden alinan eksplantlar 9 cm ¢apindaki petriler igerisine dikilerek,
sicakligi 25+1 °C olarak ayarlanmis iklim odalarinda iki farkli 1siklandirma rejiminde
tutulmuglardir. Bu amagla, kiiltiirlerden bir kismi karanlik, bir kismi da  giin
uzunlugu 16 saat ve 151k siddeti 2000-2200 lux olarak ayarlanmis iklim odalarinda

kiiltiire alinmiglardir. Arastirmada petriler i¢indeki kiiltiirlerin genel gériiniisleri Sekil

3.2.8.1.”de gosterilmistir.

—

Sekil 3.2.8.1. Kiiltiirlerin iklim odasindaki genel goriintisleri.

3.2.9. incelenen Ozellikler

Dikimden sonraki 4. haftanin sonunda kiiltiire alinan yaprak sapi, yaprak ayast ve

gbovde eksplantlar asagidaki kriterler bakimdan incelenmislerdir.

Adventif siirgiin olusturan eksplant orani (%): Adventif silirgiin gelisimi gosteren
eksplantlarin toplam eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir. Eksplantlardan

elde edilen direkt ve indirekt adventif siirglinler Sekil 3.2.9.1 a ve b’de sunulmustur.
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Sekil 3.2.9.1. Direkt ve indirekt adventif siirgiin olusumu

Adventif siirgiinlerin bitkiye doniisiim oram (%): Olusan adventif siirgiinlerden
bitkiye doniisenlerin (Sekil 3.2.9.2) elde edilen adventif siirglin sayisina

oranlanmasiyla elde edilmistir.

Sekil 3.2.9.2. Adventif siirgiinlerden tam bitkiye donlisiimii saglanmis bitki

Kallus olusturan eksplantlarin oram (%): Kallus olusturan eksplant sayisinin

kiiltiire alinan toplam eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir.

Kalluslarla ilgili olarak, kalluslarin renk, tip ve derecelerinin dikkate alindigi

gozlemlerde asagida belirtilen 6zellikler incelenmistir.
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Farkli kallus tipleri:

A: Beyaz, sar1 renkli, sert kirillgan yapida saglikli goriiniimdeki kalluslar (Sekil
3.2.9.3)
B: Sarimsi kahve ya da kahverenginin degisik tonlari, sulu yumusak, kolay

dagilabilen ya da beyaz pamuksu sagliksiz goriiniime sahip kalluslar (Sekil 3.2.9.4)

Farkli kallus dereceleri:

0: Kurumus
1: Canl1 hig kallus yok (Gelisme yok)
2: Eksplantin belli bir kisminda kallus var

3: Eksplantin her tarafinda kallus var.

4

L

Sekil 3.2.9.3. Eksplantlardan elde edilen A tipi kallus

Sekil 3.2.9.4. Eksplantlardan elde edilen B tipi kallus
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3.2.10. Kalluslarin Kiiltiire Alinmasi

Elde edilen A tipi kalluslar daha sonra somatik embriyolar olusturmak iizere 1 mg/I
NAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ile 1 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BAP igeren NN besin
ortamlarinda 25 °C£1 sicaklik ve karanlik kosullarda 1’er aylik periyotlarla ayni

bilesimdeki taze ortamlarda 3 kez alt kiiltiire alinmislardir.
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Cizelge 3.2.7.1. MS temel besin ortaminin bilesimi

I. inorganik maddeler

\ II: Organik maddeler

A. Makro elementler (mg/l)

NH4NO; - 1650 1) Vitamin ve amino asitler

KNO; : 1900 mg/l

CaCl, H,O : 440 Myo-inositol : 100

KH,PO4 1170 Thiamin HCL :0.1

MgS04.7H,0 2370 Pyridoxin HCL :0.5

NaFeEDTA :36.7 Nicotinic acid 0.5
Glycine :2.0

B. Mikro elementler (mg/l)

MnSOq :16.0

ZnSOy 1 8.6

H2B03 :6.2

KI : 0.830

Na Moy :0.250

CuSOy4 :0.025

CoCl, :0.025

Cizelge 3.2.7.2. NN temel besin ortaminin bilesimi

I. inorganik maddeler II: Organik maddeler

A. Makro elementler  (mg/l)

KNO; - 950 2) Vitamin ve amino asitler

NH,;NO; 1720 mg/l

MgS0O4.7H,0 : 185 Myo-inositol : 100

CaCl, H,O : 166 Glycine :2

KH,PO4 1 68 Nicotinic acid :5
Pyridoxin HCL :0.5

B. Mikro elementler (mg/l) Thiamin HCL :0.5

MnSO, : 25 Folic asit :0.5

ZnSOy4 210 Biotin :0.05

Na Moy :0.25

H2B03 : 10

CuSOy4 :0.025

C. Demirli bilesik (g/D

FeSO,4.7H,0 :0.557

Disodyumetilendiaminotetraocetate
7.450




Cizelge 3.2.7.3. Eksplantlarin dikildigi besin ortamlari

BESIN ORTAMLARI
MS/NN

BAP (mg/l)

ZEATIN
(mg/1)

2,4-D
(mg/1)

ABA
(mg/l)

KAZEIN
HIDROLIZAT

€4))

AGAR
(g

SAKKAROZ
(g

30

30

30

30

30

—_— | = | =]

30

0.2
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30
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0.2

30
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30
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4. BULGULAR

4.1. Yaprak Sapi1 Eksplantindan Elde Edilen Bulgular

Cizelge 4.1.1. ve 4.1.2.°de gortildiigii gibi, Kalecik karasi iiziim ¢esidine ait yaprak
sap1 eksplantlarinin in vitro kallus olusturma oranlar1 ortamlara ve kiiltiir kosullarina
gore farkliliklar géstermistir. Aydinlik kosullarda ve MS 1 ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlar disinda diger tiim uygulamalarda degisen oranlarda kallus olusumu
gbzlenmigtir. Buna gore, karanlik uygulamasinda en yiiksek kallus olusumu
%100’lik oranla MS 4 ortamindan elde edilirken, bunu %97.56 ile MS 6 ve %86.36
ile MS 5 ortamlar1 izlemistir. Karanlik kosullarda en diistik kallus olusumunun MS 2
ortaminda (%22.20) oldugu saptanmistir. Aydinlik kosullarda ise en yiiksek kallus
olusturma oranin1 %91.11 ile MS 3 ortami gosterirken, bunu MS 5 (%74.41) ve MS
8 (%61.11) ortamlar1 takip etmistir. Kallus olusumunun en diisiik oldugu ortam ise
aydinlik kiiltiirlin tam tersine MS 4 olmustur. NN ortamlar1 ve uygulamalarinda
kallus olusum oran1 MS ortamlariyla kiyaslandiginda oldukga diisiik bulunmus, hatta
bircok ortamda kallus olusumuna rastlanamamistir. En yiiksek kallus olusumu
%45.00 ile NN 10 aydinlik uygulamasinda elde edilirken, olusan kalluslardan en
diisiik oran %5.12 ile NN 3 aydinlik kiiltiirden elde edilmistir. Genel olarak MS
ortamlarinda karanlik kiiltiir kosullar1 daha iyi sonug¢ verirken, NN ortamlarinda ise
aydinhik kiiltiir kosullar1 daha iyi sonu¢ vermistir. Olusan kalluslarin niteligine
bakildiginda saglikli goriinlime sahip A tipi kalluslar, MS ortamlarinin sadece
karanlik uygulamalarinda 9%12.50 ile MS 6’da ve 9%8.10 ile MS 3’de; NN
ortamlarinin ise sadece aydinlik kiiltiir kosullarinda NN 4 (%100) ve NN 2 (%70.00)

ortamlarinda gozlenmistir.

Eksplantlarin  farkli derecelerde kallus olusturma oranlarinin da incelendigi
arastirmada, O dereceli kallus (canliligimi kaybeden eksplant) olusumu NN
ortamlarinda en fazla %100’lik bir oranla NN 10 ortaminin karanlik uygulamasindan
elde edilirken, MS ortamlarinda ise bu oran en fazla %57.69 ile MS 1 aydinlik
uygulamasindan elde edilmistir. Canliligini siirdiiren fakat hi¢ kallus olusturamayan

eksplantlar (1 derece) en fazla %77.50 ile NN 1 karanlik uygulamasinda
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gozlenmistir. MS ortamlarinda bu oran %44.40’1n altinda kalmistir. 2 dereceli kallus
olusumu %100’liik bir oranla MS 1, MS 4 ve MS 7 karanlik uygulamalarinda ortaya
cikmigtir. NN ortamlarinda ise NN 3 ve NN 7 karanlik, NN 4 ve NN 10 aydinlik
kiltiirlerinde %100’liik bir oran ile elde edilmistir. 3 dereceli kallus olusumu ise en
fazla %100 ile NN 2 aydinlik uygulamasindan elde edilirken, bu oran MS
ortamlarinda en fazla %90.62 ile MS 5 ve %82.35 ile MS 4 aydinlik

uygulamalarindan elde edilmistir.

Yaprak sap1 eksplantlarindan adventif siirgiin olusturma oranlarina bakildiginda,
direkt adventif siirgiin olusumu %2.38 ile en fazla aydinlik kosullarda kiiltlire alinan
MS 7 ortamindaki eksplantlardan elde edilmistir. MS 1 aydinlik ve karanlik, MS 2
karanlik, MS 4 aydinlik digindaki uygulamalarda ise direkt adventif siirgiin olusumu
gbzlenememistir. NN ortaminda ise direkt adventif siirgiin olusumu yalnizca NN 3
karanlik (%2.63) ve NN 1 aydinlik (%2.43) uygulamalarinda gézlenmistir. Yine ayni
sekilde indirekt adventif siirgiin olusumunun meydana gelme oranina bakildiginda,
en fazla %6.97 ile MS 5 aydinlik ortamindan elde edildigi, bunu %5.00 ile MS 9
aydinlik uygulamasinin izledigi saptanmistir. NN ortaminda indirekt adventif siirgiin
olusumu yalnizca NN 1 aydinlik uygulamasindan (%2.43) elde edilmistir. Adventif
stirgiinlerin bitkiye doniisiim oran1 MS 1 aydinlik ve karanlik, MS 2 karanlik, MS 7
aydinlik ve NN 3 karanlik uygulamalarinda kiiltiire alinan eksplantlarda %100

olmustur.

4 haftalik gelisme doneminin sonunda, 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ile 1
mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BAP iceren NN ortamlarinda kiiltiire alinan A tipi
kalluslarin bir kismi dikimlerini takiben birka¢ hafta igerisinde canliliklarini

yitirmisler, digerlerinde ise somatik embriyogenesis olusumu gézlenememistir.



Cizelge 4.1.1. Yaprak sap1 eksplantlarinin farkli biliyiimeyi diizenleyici madde iceren MS ortamlar ile farklh kiiltiir kosullarinda géstermis
olduklar1 gelisme durumlari

Adventif siirgiin Adventif
Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma oram (%) g P
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan olusumu (%) surlg)iltlll(liereden
no Kosullan Sayisi eksplant oram . ey
(%) A B 0 1 2 3 Direkt Indirekt doniisiim
orani (%)
MS-1 Aydinlik 52 0 0 0 57.69 40.38 0 0 1.92 0 100
Karanlik 48 33.30 0 100 0 39.50 100 0 2.00 0 100
MS-2 Aydinhk 45 40.00 0 100 44.44 13.33 27.77 72.22 0 2.22 0
Karanlik 45 22.20 0 100 0 44.40 60.00 40.00 2.00 0 100
MS-3 Aydinhk 45 91.11 0 100 6.66 2.22 36.58 63.41 0 0 0
Karanlik 53 69.81 8.10 91.89 0 28.30 29.72 70.27 0 1.75 0
MS-4 Aydinlk 46 36.95 0 100 0 39.13 17.64 82.35 2.17 4.34 33.33
Karanlik 25 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0
MS-5 Aydinlik 43 74.41 0 100 0 18.60 9.37 90.62 0 6.97 0
Karanlik 44 86.36 0 100 11.36 0 18.42 81.57 0 2.27 0
MS-6 Aydinlk 45 40.00 0 100 0 26.66 16.66 50.00 0 0 0
Karanlik 41 97.56 12.50 87.5 0 0 30.00 70.00 0 243 0
MS-7 Aydinlk 42 57.14 0 100 40.47 0 20.83 79.16 2.38 0 100
) Karanlik 39 76.92 0 100 0 5.12 100 0 0 0 0
MS-8 Aydinlk 36 61.11 0 0 11.11 27.77 36.36 63.63 0 0 0
Karanlik 39 84.61 0 100 0 0 66.66 33.33 0 0 0
MS-9 Aydinlik 40 45.00 0 100 22.50 12.50 38.88 61.11 0 5.00 0
Karanlik 38 39.47 0 100 0 0 20.00 80.00 0 0 0
MS-10 Aydinhk 40 50.00 0 100 15.00 0 50.00 50.00 0 0 0
Karanlik 39 56.41 0 100 28.20 15.38 18.18 81.81 0 0 0

4



Cizelge 4.1.2. Yaprak sap1 eksplantlarinin farkli biliyiimeyi diizenleyici madde iceren NN ortamlar ile farkh kiiltiir kosullarinda géstermis
olduklar1 gelisme durumlari

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma orani (%) Adventif sul;gun .. A(lventlf
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan olusumu (%) siirgiinlerden
p $ bitkiye
no Kosullar Sayist eksplant A B 0 1 2 3 Direkt | indirekt d6niisiim
orani (%)
orani (%)
NN-1 Aydinlik 41 0 0 0 12.19 0 0 0 2.43 2.43 50.00
Karanlik 40 0 0 0 0 77.50 0 0 0 0 0
NN -2 Aydinlik 42 23.80 70.00 30.00 0 52.38 0 100 0 0 0
Karanlik 42 23.80 0 100 38.09 35.71 30.00 70.00 0 0 0
NN -3 Aydinlik 39 5.12 0 100 0 28.20 50.00 50.00 0 0 0
Karanlik 38 7.89 0 100 42.10 47.36 100 0 2.63 0 100
NN -4 Aydinlik 41 9.75 100 0 60.97 0 100 0 0 0 0
Karanlik 39 0 0 0 48.71 48.71 0 0 0 0 0
NN -5 Aydinlik 51 25.49 0 100 0 64.70 53.84 46.15 0 0 0
Karanlik 41 0 0 0 51.21 39.02 0 0 0 0 0
NN -6 Aydinlik 40 0 0 0 45.00 32.50 0 0 0 0 0
Karanlik 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NN -7 Aydinlik 44 0 0 0 52.27 0 0 0 0 0 0
Karanlik 21 9.52 0 100 0 47.61 100 0 0 0 0
NN -8 Aydinlik 45 0 0 0 35.55 8.88 0 0 0 0 0
Karanlik 37 0 0 0 56.75 8.10 0 0 0 0 0
NN -9 Aydinlik 21 0 0 0 0 4.76 0 0 0 0 0
Karanlk 43 0 0 0 0 46.51 0 0 0 0 0
NN -10 Aydinlik 40 45.00 0 100 55.00 0 100 0 0 0 0
Karanhk 46 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0

9¢
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4.2. Govde Eksplantindan Elde Edilen Bulgular

Kalecik karas1 liziim ¢esidine ait in vitro bitkiciklerinden alinan govde
eksplantlarindan elde edilen ve Cizelge 4.2.1. ve 4.2.2.°de verilen bulgular
incelendiginde MS 2 ortami aydinlik ve karanlik, NN 6 aydinlik ve karanlik ile NN 7
karanlik uygulamalar1 hari¢ diger tim uygulamalarda degisen oranlarda kallus
olusumu goézlenmistir. Buna gére MS ortaminin karanlik uygulamalarinda en ytiksek
kallus olusum oran1 %95.00 ile MS 8 karanlik uygulamasindan elde edilirken, bunu
%94.59 ile MS 7 karanlik uygulamasi izlemistir. En diisiik kallus oranint %7.50 ile
MS 6 aydinlik uygulamasi gostermistir. NN ortaminin karanlik uygulamalarinda ise
en yiiksek kallus olusumu NN 1 ortaminda (%28.20) saptanirken, bunu %17.07 ile
NN 9 ortam izlemistir. NN 5 ortami ise %2.50 ile en diislik kallus olusturan ortam
olmustur. Aydinlikta kiiltiir edilen eksplantlarda ise MS 10 ortami %89.74 ile en
ylksek kallus olusum oranina sahip olurken, en diisiik kallus olusum oran1 %7.50 ile
MS 6 ortamindan elde edilmistir. NN temel besin ortaminin kullanildig1 ortamlarda
ise en iyi kallus olusum orani NN 10 ortamindan (%52.08), en diisiik kallus oran1 da
%4.65 ile NN 1 ortamindan elde edilmistir. Cizelgeden de anlasilacagi lizere NN
ortamlarinin  tiim uygulamalar1 kallus olusturma oranlar1 bakimindan MS
ortamlarinin tiim uygulamalarindan daha diisiik olmugstur. A tipi kallus olusumu MS
ortamlarinda yalnizca MS 9 karanlik uygulamalarinda %100 olarak ortaya ¢ikarken,
NN ortamlarinda ise sadece NN 2 aydinlik (%75.00) ve NN 9 aydinlik (%50.00)

uygulamalarinda saptanmaistir.

Canliligim1 kaybeden eksplant orant (0 dereceli kallus) denemede kullanilan
ortamlara ve kiiltiir kosullarina gore farklilik gdstermistir. En ytliksek oran %51.16 ile
NN 10 karanhik ortaminda gozlenmis, MS ortaminda ise bu oran %42.50
bulunmustur. 1 dereceli kallus olusumu MS ortamlarinda ve kiiltiir kosullarinda yar1
yartya olmustur. 1 dereceli kallus olusumu MS ortaminda %6.00-61.70 arasinda
olmustur. NN ortaminda ise bu oranin %4.34-37.20 arasinda degismistir. 2 dereceli
kallus olusumu en fazla %100 ile MS 1 karanlik ve MS 6 aydinlik uygulamalarindan
elde edilmistir. NN ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda 2 dereceli kallus

olusumu, MS ortamlarinda kiiltiire alinanlara goére daha yiliksek bulunmustur. 3



28

dereceli kallus olusumu bakimindan yapilan incelemede MS ortaminin NN

ortamindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Eksplantlarin adventif siirgiin olusturma durumlar1 incelendiginde, MS ortaminda
direkt adventif siirgiin olusumunun en fazla MS 1 ortaminin karanlik uygulamasinda
(%33.30) bulunurken, bunu %32.50 ile MS 2 aydinlik uygulamasinin izledigi
belirlenmistir. En yiiksek indirekt adventif siirglin olusumu ise %46.60 ile MS 9
karanlik uygulamasindan elde edilmistir. NN ortaminda direkt adventif siirgiin
olusturma yetenegi bakimindan en yiiksek degeri NN 1 aydinlik uygulamasi
verirken, indirekt adventif siirgiin olusumunda ise en yiiksek degeri NN 2 aydinlik
uygulamas1 vermistir. Bunun yan1 sira hem MS hem de NN ortamlarindan ¢ogunda

ne direkt ne de indirekt adventif siirgiin gelisimi gézlenememistir.

Govde eksplantlarindan elde edilen A tipi kalluslar 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP
iceren MS ortamma ve 1 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BAP iceren NN ortamina

aktarildiklarinda herhangi bir somatik embriyo olusumu meydana gelmemistir.



Cizelge 4.2.1. Govde eksplantlarinin farkli bliylimeyi diizenleyici madde igeren MS ortamlarinda ve farkli kiiltiir kosullarinda gdstermis
olduklar1 gelisme durumlari

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma oram (%) Adventif sul;gun .. A(iventlf
o olusumu (%) siirgiinlerden
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan bitkiye
no Kosullar1 Sayist | eksplant oram A B 0 1 2 3 Direkt | indirekt déniisiim
(%)
orani (%)
MS-1 Aydinlhk 47 10.63 0 100 0 61.70 0 100 0 27.65 23.00
Karanlik 45 40.00 0 100 0 0 100 0 33.30 0 73.30
MS-2 Aydinlhk 40 0 0 0 42.50 25.00 0 0 32.5 0 76.92
Karanlik 45 0 0 0 22.22 0 0 0 28.80 0 92.30
MS-3 Aydinlhk 45 35.55 0 100 31.11 0 12.50 87.5 4.44 6.66 40.00
Karanlik 46 73.91 0 100 0 35.29 14.70 85.29 0 0 0
MS-4 Aydinlhk 46 45.65 0 100 2.17 0 19.04 80.95 13.04 4.34 75.00
Karanlik 40 62.50 0 100 5.00 0 12.00 88.00 0 5.00 20.00
MS-5 Aydinlhk 41 24.39 0 100 0 0 40.00 60.00 0 0 0
Karanlik 37 21.62 0 100 0 18.91 37.50 62.50 0 0 0
MS-6 Aydinlhk 40 7.50 0 100 30.00 25.00 100 0 0 0 0
Karanlik 50 84.00 0 100 2.00 6.00 7.14 92.85 0 0 0
MS-7 Aydinlhk 35 42.85 0 100 2.85 22.85 0 100 0 0 0
Karanlik 37 94.59 0 100 0 0 25.71 74.28 0 0 0
MS-8 Aydinlhk 40 57.50 0 100 40.00 0 30.43 69.56 0 0 0
Karanlik 40 95.00 0 100 0 0 21.05 78.94 0 0 0
MS-9 Aydinlhk 43 48.83 0 100 20.93 9.30 14.28 85.71 11.62 2.32 66.66
Karanlik 15 46.60 100 0 0 6.66 0 100 0 46.60 28.57
MS-10 Aydinlik 39 89.74 0 100 7.69 0 14.28 85.71 0 2.56 0
Karanlik 40 70.00 0 100 0 17.50 37.71 64.28 0 0 0

6¢C



Cizelge 4.2.2. Govde eksplantlarinin farkli biiylimeyi diizenleyici madde igceren NN ortamlarinda ve farkli kiiltiir kosullarinda gostermis
olduklar1 gelisme durumlari

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma oram (%) Adventif s“f,g““ . A(.l.VEIltlf
o olusumu (%) siirgiinlerden
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan bitkiye
no Kosullar1 Saysi eksplant A B 0 1 2 3 Direkt | indirekt déniisiim
orani (%)
orani (%)
NN-1 Aydinlhk 43 4.65 0 100 25.58 25.58 100 0 13.95 0 83.33
Karanlik 39 28.20 0 100 0 7.69 36.36 63.63 10.25 2.25 60.00
NN -2 Aydinlhk 41 19.51 75.00 25.00 0 4.87 0 100 243 14.63 14.28
Karanlik 40 5.00 0 100 45.00 27.50 100 0 0 10 0
NN -3 Aydinlhk 41 17.07 0 100 7.31 7.31 57.14 42.85 7.31 4.87 40.00
Karanlik 40 10.00 0 100 0 30.00 100 0 2.50 2.50 100
NN -4 Aydinlhk 42 28.57 0 100 0 16.66 100 0 0 0 0
Karanlik 45 11.11 0 100 44.44 15.55 80.00 20 0 0 0
NN -5 Aydinlhk 43 20.93 0 100 0 37.20 0 100 0 0 0
Karanlik 40 2.50 0 100 0 30.00 100 0 0 0 0
NN -6 Aydinlhk 43 0 0 0 41.86 32.55 0 0 0 0 0
Karanlik 42 0 0 0 47.61 21.42 0 0 0 0 0
NN -7 Aydinlhk 48 6.25 0 100 35.41 0 0 100 8.33 2.08 60.00
Karanlik 23 0 0 0 0 4.34 0 0 0 0 0
NN -8 Aydinlhk 45 15.55 0 100 31.11 17.77 85.71 14.28 0 0 0
Karanlik 37 8.10 0 100 0 24.32 100 0 2.70 0 100
NN -9 Aydinlhk 44 22.72 50.00 50.00 0 11.36 30.00 70.00 6.81 0 100
Karanlik 41 17.07 0 100 0 0 100 0 0 0 0
NN -10 Aydinlik 48 52.08 0 100 0 0 100 0 6.25 4.16 60.00
Karanlik 43 6.67 0 100 51.16 13.95 100 0 0 0 0

0¢
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4.3. Yaprak Ayasi Eksplantlarindan Elde Edilen Bulgular

Aragtirmada in vitro bitkilerden alinan yaprak aylar iki sekilde hazirlanarak
dikilmislerdir. ilkinde tiim yaprak iizerinde yaprak ana damarmna dik olacak sekilde
birbirine paralel ii¢ kesim yapilarak, ikincisinde ise cork borer ile 0.5 cm capinda

yuvarlak olarak hazirlanmislardir (Sekil 4.3.1.).

Sekil 4.3.1. Yaprak ayalarina uygulanan farkli kesim sekilleri

Bisturi ile cizikler agilmis yaprak ayasi eksplantlarindan elde edilen bulgular
incelendiginde, MS ortaminin aydinlik ve karanlik uygulamalarinda kallus olusturan
eksplantlarin orani, genel olarak karanlik kiiltiirlerde daha yiiksek bulunmustur
(Cizelge 4.3.1. ve 4.3.2.). MS ortaminda en yiiksek degeri MS 9 ve MS 10 karanlik
uygulamalar1 (%100) vermis olup, bunlar1 %92.30 ile MS 3 ve MS 4 karanlik
uygulamalari izlemistir. Bunun yani sira bazi ortamlarda ise hi¢ kallus olusumu
gbzlenememistir (MS 1 karanlik; MS 2 aydinlik, karanlik; MS 5, MS 7, MS 9
aydinlik). NN 5 ortamiin karanlik uygulamasi disinda diger tiim ortamlar ve
uygulamalarinda degisen oranlarda kallus olusumu belirlenmistir. En yiiksek kallus
olusum oran1 %100 ile NN 8 aydinlik, en diisiik deger de %11.11 ile NN 7 aydinlik
uygulamasindan elde edilmistir. A tipi kallus olusumu MS ortaminin {i¢ uygulamast
disinda higbir ortamda saptanamamistir. Bunlar sirasiyla MS 5 karanlik (%42.85),
MS 6 karanlik (%33.33) ve MS 10 karanlik (%25.00) uygulamalaridir. NN
ortaminda ise NN 2 aydinlik uygulamast %350.00 oraninda A tipi kallus
olusturmustur. Bunun digindaki hi¢bir ortam ve uygulamasinda A tipi kallus olusumu

goriilmemistir.
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Eksplantlarin kallus olusturma oraninin da incelendigi arastirmada kuruyarak
canliligmmi kaybeden eksplant (0 dereceli kallus) oranina bakildiginda en yiiksek
deger MS 2 ve MS 9 aydinlik ve NN 5 karanliktan (%100) elde edilmistir. MS
ortamlarinda 1 dereceli kallus olusumu en fazla MS 1 karanlik ile MS 5 aydinlik
uygulamalarindan (%100) elde edilmistir. Genel olarak 1 dereceli kallus olusumunun
goriilmedigi ancak bunun disinda olusan oranin %7.69-50.00 arasinda degistigi
saptanmistir. NN ortaminda ise en yliksek olusumun %80.00 ile NN 9 aydinlik
uygulamasindan elde edildigi goriilmiistiir. 2 dereceli kallus olusumu MS in ¢ogu
uygulamalarinda gozlemis olup, 3 dereceli kallus olusumu ise yalnizca MS
ortamlarindan sadece A tipi kallus olusan ortamlarda ve uygulamalarinda
goriilmiistiir. Yani MS 5 karanlik (%42.85), MS 6 karanlik (%33.33) ve MS 10
karanlik (%25.00) uygulamalaridir. NN ortamlarinda 2 dereceli kallus olusumu NN 5
karanlik uygulamasinda hi¢ goriilmezken NN 2 karanlik uygulamasinda ise %25.00
oraninda gorlilmiistiir. Bunun disindaki tiim ortamlar ve uygulamalarindaki tiim

eksplantlarda (9%100) 2 dereceli kallus olusumu saptanmistir. 3 dereceli kallus

olusumu ise sadece %75.00 ile NN 2 aydinlik uygulamalarinda goriilmiistiir.

Farkli besin ortami ve kiiltiir sartlarinin uygulandig1 arastirmada, bisturi ile ¢izikler
acilmis yaprak ayasi eksplantlarinin hi¢ birinden adventif siirgiin gelisimi
saglanamamigtir. Ayrica elde edilen A tipi kalluslarin alt kiiltiir ¢aligmalar

sonucunda da herhangi bir somatik embriyo olusumu meydana gelmemistir.



Cizelge 4.3.1. Bisturi ile ciziler acilmis yaprak ayasi eksplantlarinin farkli biiyiimeyi diizenleyici madde igeren MS ortamlarinda ve farkli

kiiltiir kosullarinda gostermis olduklari gelisme durumlart

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma oram (%) Adventif siirgiin . A(.l.ventlf
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan olusumu (%) sirginlerden
p $ bitkiye
no Kogullar | Sayzst eksplant A B 0 1 2 3 Direkt | indirekt | déniisim
orani (%)

orani (%)
MS-1 Aydinlik 9 22.22 0 100 77.77 0 100 0 0 0 0
Karanlik 6 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
MS-2 Aydinhk 11 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 10 0 0 0 50.00 50.00 0 0 0 0 0
MS-3 Aydmlik 10 30.00 0 100 70.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 13 92.30 0 100 0 7.69 100 0 0 0 0
MS-4 Aydmlik 10 70.00 0 100 30.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 13 92.30 0 100 7.69 0 100 0 0 0 0
MS-5 Aydinhk 5 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
Karanlik 9 77.77 42.85 57.14 22.22 0 57.14 42.85 0 0 0
MS-6 Aydinhk 11 81.81 0 100 18.18 0 100 0 0 0 0
Karanlik 10 90.00 33.33 66.66 0 10.00 66.66 33.33 0 0 0
MS-7 Aydinhk 9 0 0 0 66.66 33.33 0 0 0 0 0
Karanlik 10 70.00 0 100 0 30.00 100 0 0 0 0
MS-8 Aydinlik 7 42.85 0 100 57.14 0 100 0 0 0 0
Karanlik 8 75.00 0 100 0 25.00 100 0 0 0 0
MS-9 Aydinlik 6 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 8 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0
MS-10 Aydinhk 8 62.50 0 100 37.50 0 100 0 0 0 0
Karanlik 8 100 25.00 75.00 0 0 75.00 25.00 0 0 0
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Cizelge 4.3.2. Bisturi ile ¢iziler acilmig yaprak ayasi eksplantlarinin farkli biiyiimeyi diizenleyici madde igeren NN ortamlarinda ve farkli
kiiltiir kosullarinda gostermis olduklart gelisme durumlari

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma oram (%) Adventif suf)gun . A('l.ventlf
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan olusumu (%) siirgiinlerden
P 3 bitkiye
no Kosullar1 Sayisi eksplant A B 0 1 2 3 Direkt | indirekt déniisiim
orani (%)

orani (%)
NN-1 Aydinlik 10 40.00 0 100 50.00 10.00 100 0 0 0 0
Karanlik 9 66.66 0 100 0 33.33 100 0 0 0 0
NN -2 Aydinlik 9 80.00 50.00 50.00 0 10.00 25.00 75.00 0 0 0
Karanlik 7 71.42 0 100 28.57 0 100 0 0 0 0
NN -3 Aydinlik 7 71.42 0 100 28.57 0 100 0 0 0 0
Karanlik 10 80.00 0 100 0 20.00 100 0 0 0 0
NN -4 Aydinlik 8 62.50 0 100 12.50 25.00 100 0 0 0 0
Karanlik 9 44.44 0 100 55.55 0 100 0 0 0 0
NN -5 Aydinlik 8 25.00 0 100 75.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 9 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
NN -6 Aydinlik 10 50.00 0 100 50.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 10 40.00 0 100 50.00 10.00 100 0 0 0 0
NN -7 Aydinlik 9 11.11 0 100 88.88 0 100 0 0 0 0
Karanlik 10 40.00 0 100 60.00 0 100 0 0 0 0
NN -8 Aydinlik 5 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0
Karanlik 4 75.00 0 100 0 25.00 100 0 0 0 0
NN -9 Aydinlik 10 20.00 0 100 0 80.00 100 0 0 0 0
Karanlik 9 44.44 0 100 55.55 0 100 0 0 0 0
NN -10 Aydinlik 9 44.44 0 100 55.55 0 100 0 0 0 0
Karanlik 9 66.66 0 100 33.33 0 100 0 0 0 0

143
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Cork borer ile kesilen yaprak ayasi eksplantlarindan elde edilen bulgular ise Cizelge
4.3.3. ve 4.3.4°de sunulmustur. Arastirmada kullanilan ortamlar ile aydinlik ve
karanlik uygulamalar1 incelendiginde, MS ortamlarinin tiimiinde karanhk
uygulamalari, aydinlik uygulamalarina gére ¢ok daha iyi sonuglar vermistir. Buna
gore en iyi sonucu %100’lik bir oranla MS 4 ve MS 5 ortamlar1 gostermistir.
Aydinlik uygulamalarda ise yalnizca MS 4 (%30.00) ve MS 9 (%13.63) ortamlarinda
kallus olusumu gozlenirken, bunlar disindaki ortamlarda herhangi bir kallus olugumu
gozlenememistir. NN ortamlarinda ise yalnizca NN 6 karanlik uygulamasinda kallus
olugsmamakla birlikte, diger ortam ve uygulamalarda farkli oranlarda kallus olusumu
saptanmistir. En yiiksek kallus olusumu %83.33 ile NN 4 aydinlik uygulamasindan
elde edilmistir. A tipi kallus hi¢cbir NN ortaminda ve uygulamalarinda goriilmezken,
MS ortamlarindan sadece MS 4 (%28.57) ve MS 3 (%27.58) karanlik

uygulamalarinda bulunmustur.

Kuruyarak canliligim1 kaybeden eksplantlarin oram1 en fazla MS ortamlarinda ve
ozellikle de aydinlik uygulamalarinda tespit edilirken, NN ortamlarinda bu oran
ortamin igerigine ve uygulanan kiiltiir kosullarmma gore farklilik goOstermistir.
Canliliginm1 siirdiiren fakat hi¢ kallus olusturmayan eksplantlarin orani (1 dereceli)
MS ortaminda en fazla %33.33, NN ortaminda ise %25.00 olarak bulunmustur. NN
ortamlarinda eksplantlarin tamamu tek tarafli yani 2 dereceli kallus olustururken, MS
ortamlarinda ise ¢ogu ortam ve uygulamalarinda eksplantlarin tamami 2 dereceli
kallus olusturmustur. 3 dereceli kallus yalnizca MS 4 (%28.57) ve MS 3 (%27.58)

karanlik uygulamalarindan elde edilmistir.

Adventif siirgiin olusumu ise bisturi ile ¢iziler agilmis yaprak ayalarinda oldugu gibi
hi¢cbir uygulamadan elde edilememistir. Cork borer ile kesilmis yaprak ayasi
eksplantlarindan elde edilen A tipi kalluslardan da herhangi bir somatik embriyo

olusumu elde edilememistir.



Cizelge 4.3.3. Cork borer ile kesilmis yaprak ayasi eksplantlarinin farkli biiytimeyi diizenleyici madde igeren MS ortamlarinda ve farkl kiiltiir

kosullarinda gostermis olduklar1 gelisme durumlari

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma oram (%) Adventif sul;gun . Aqventlf
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan olusumu (%) surgyn{erden
no Kosullan Sayisi eksplant . N ?lt{ﬂ)je

orani A B 0 1 2 3 Direkt Indirekt doniisiim

(%) orani (%)
MS-1 Aydinlik 10 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 30 16.66 0 100 50 33.33 100 0 0 0 0
MS-2 Aydinlik 30 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 30 0 0 0 66.66 33.33 0 0 0 0 0
MS-3 Aydinlik 30 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 30 96.66 27.58 72.41 0 3.33 72.41 27.58 0 0 0
MS-4 Aydinlik 10 30.00 0 100 70.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 28 100 28.57 71.42 0 0 71.42 28.57 0 0 0
MS-5 Aydinlik 30 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 10 100 0 100 0 0 100 0 0 0 0
MS-6 Aydinlik 10 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 10 70.00 0 100 0 30.00 100 0 0 0 0
MS-7 Aydinlik 7 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 25 16.00 0 100 56.00 28.00 100 0 0 0 0
MS-8 Aydinlik 32 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 28 7.14 0 100 67.85 25.00 100 0 0 0 0
MS-9 Aydinlik 22 13.63 0 100 86.36 0 100 0 0 0 0
Karanlik 29 62.06 0 100 37.93 0 100 0 0 0 0
MS-10 Aydmlik 21 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Karanlik 17 52.94 0 100 47.05 0 100 0 0 0 0

9¢



Cizelge 4.3.4. Cork borer ile kesilmis yaprak ayasi eksplantlarinin farkli biiytimeyi diizenleyici madde igeren NN ortamlarinda ve farkl kiiltiir
kosullarinda gostermis olduklar1 gelisme durumlari

Kallus Kallus tipi (%) Kallus olusturma orani (%) Adventif sul;gun . A(.l.ventlf
e olusumu (%) siirgiinlerden
Ortam Kiiltiir Eksplant olusturan bitkiye
no Kosullar1 Sayist | eksplant oram A B 0 1 2 3 Direkt | indirekt | déniisiim
(%)

orani (%)
NN-1 Aydinlik 20 5.00 0 100 95.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 21 23.80 0 100 76.19 0 100 0 0 0 0
NN 22 Aydinhk 20 50.00 0 100 90.00 10.00 100 0 0 0 0
Karanlik 20 50.00 0 100 50.00 0 100 0 0 0 0
NN -3 Aydinhk 20 70.00 0 100 30.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 20 20.00 0 100 80.00 0 100 0 0 0 0
NN -4 Aydinhk 18 83.33 0 100 16.66 0 100 0 0 0 0
Karanlik 10 30.00 0 100 70.00 0 100 0 0 0 0
NN -5 Aydmlik 20 60.00 0 100 40.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 20 45.00 0 100 55.00 0 100 0 0 0 0
NN -6 Aydmlik 19 15.78 0 100 84.21 0 100 0 0 0 0
Karanlik 20 0 0 0 75.00 25.00 0 0 0 0 0
NN -7 Aydmlik 20 10.00 0 100 90.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 19 63.15 0 100 36.84 0 100 0 0 0 0
NN -8 Aydmlik 20 35.00 0 100 65.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 20 65.00 0 100 35.00 0 100 0 0 0 0
NN -9 Aydinlik 20 20.00 0 100 80.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 17 35.29 0 100 64.70 0 100 0 0 0 0
NN -10 Aydinhk 15 20.00 0 100 80.00 0 100 0 0 0 0
Karanlik 16 12.50 0 100 87.50 0 100 0 0 0 0

LE
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4.4. Eksplant Tipinin Kallus Olusturan Eksplant Orani ile A Tipi Kallus ve

Adventif Siirgiin Olusum Oranlar1 Uzerine Etkileri

Eksplant tipinin arastirmada incelenen kriterlerden kallus olusturan eksplant orani, A
tipi kallus olusum orani ile adventif siirglin olusum oranlar1 iizerine etkileri Sekil

4.4.1.de sunulmustur.

B Kallus olugturan eksplant
60+ orant
B A tipi kallus olusum
50+ orani
M Adventif siirgiin olusum
40 orani
304
20+
104
0 \

Yaprak sap1 Govde B.Yaprak ayas1 CB.Yaprak ayasi

Sekil 4.4.1. Eksplant tipinin kallus olusturan eksplant orani ile A tipi kallus ve
adventif siirgiin olusum oranlar1 {izerine etkileri

Buna gore kallus olusturan eksplant oraninin en yiiksek oldugu eksplant %51.00 ile
bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasinda meydana gelirken, bunu sirasiyla %32.82 ile
yaprak sapi, %31.97 ile cork borer ile kesilmis yaprak eksplantlar1 ve %30.67 ile

gbvde eksplantlari izlemistir

A tipi kallus olusumunda ise, govde eksplanti %5.63 ile en yiiksek A tipi kallus
olusturan eksplant olarak belirlenirken, bunu sirasiyla %4.77 ile yaprak sap1, %3.78
ile bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi ve % 1.40 ile cork borer ile kesilmis yaprak ayasi

eksplanti izlemistir.

Adventif siirglin olusturma orani bakimindan en iyi sonucu %4.00 ile govde
eksplant1 verirken, bunu %0.54 ile yaprak sapi eksplanti izlemistir. Bisturi ile
cizilmis ve cork borer ile kesilmis yaprak ayasi eksplantlarinda ise herhangi bir

adventif siirgiin olusumu meydana gelmemistir.



39

4.5. Yaprak Ayas1 Eksplantlarinda Farkh Kesim Sekillerinin Kallus Olusturan
Eksplant Orani ile A Tipi Kallus ve Adventif Siirgiin Olusum Oranlar1 Uzerine
Etkileri

Yaprak ayasi eksplantlarinda farkli kesim sekillerinin aragtirmada incelenen
kriterlerden kallus olusturan eksplant orani, A tipi kallus olusum orani ile adventif

stirglin olusum oranlar tizerine etkileri Sekil 4.5.1.”de sunulmustur.

O Bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi

607 eksplanti

507 B Cork borer ile kesilmis yaprak

ayasi eksplanti

40+

304

20+

10+
LA

0 T T T
Kallus olusturan A tipi kallus olusum Adventif siirgiin
eksplant orani orani olusum oram

Sekil 4.5.1. Yaprak ayasi eksplantinda farkli kesim sekillerinin kallus olusturan
eksplant orani ile A tipi kallus ve adventif siirgiin olusum oranlar1 {izerine etkileri

Buna gore kallus olusturan eksplant orani en yiiksek %51.00 ile bisturi ile ¢izilmis
yaprak ayasi eksplantinda olurken, cork borer ile kesilmis yaprak ayasi eksplantinda

bu oran %31.97 olarak bulunmustur.

A tipi kallus olusum orani1 bakimindan yine bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi (%3.78),
cork borer ile kesilmis yaprak ayasina gore (%1.40) daha basarili sonug vermistir.
Adventif silirgiin olusumu bakimindan ise ne bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi
eksplantinda ne de cork borer ile kesilmis yaprak ayasi eksplantinda herhangi bir

sonug elde edilememistir.
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4.6. Besin Ortamlarinin Kallus Olusturan Eksplant Oram ile A Tipi Kallus ve

Adventif Siirgiin Olusum Oranlar1 Uzerine Etkileri

Farkli tip ve konsantrasyonlarda biiylimeyi diizenleyici madde iceren MS besin
ortamlarinin incelenen kriterlerden kallus olusturan eksplant orani ile A tipi kallus

olusum oranlari iizerine etkileri Sekil 4.6.1.’de sunulmustur.

e}
70 - — = O Kallus olusturan
= E 2 Al eksplant orani
60 - nof % o &
. N = o : B A tipi kallus
3 : 3 — @ .
50 1 ¥ S g 3 olusum orani
40 : . : . 5 - B : B Adventif siirgiin
: : : : - . 5 : olusum orani
30 : :
w : .
20 4w : o |
0 . . : | .
w-le == [12 155 HE 1 =]
< < || < |-|n ot foR [L2 vl 2 [ < | m“f
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0 - : 1 B | @ @ | 1 i

Sekil 4.6.1. MS besin ortamlarinin kallus olusturan eksplant orani ile A tipi kallus
olusum orani iizerine etkileri

Temel besin ortami olarak MS’in kullanildig1 besin ortamlarinda en yiiksek kallus
olusum oran1 %67.18 ile 1 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D iceren MS 4 ortamindan elde
edilirken, bu ortam1 %61.17 ile 1 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D i¢eren MS 3 ve %60.20
ile 2 mg/1 2,4-D iceren MS 10 ortamlari izlemislerdir. En diisiik kallus olusum orani

ise 2 mg/l zeatin’nin ilave edildigi MS 2 ortamindan elde edilmistir.

A tipi kallus olusumu ise en yiiksek 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein
hidrolizat katkili MS 9 ortaminda (%12.5) saptanirken; 2 mg/l BAP katkili MS 1, 2
mg/l zeatin katkili MS 2, 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 2.5 mg/l ABA + 1 g/l
kazein hidrolizat katkilit MS 7 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 2.5 mg/l ABA

katkilt MS 8 ortamlarinda A tipi kallus olusumu elde edilememistir.

MS besin ortamlarinin adventif siirgiin olusumu iizerine olan etkileri incelendiginde,

2 mg/l zeatin iceren MS 2 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/1 2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat
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iceren MS 9 ortamlar1 (%4.10) en yiiksek adventif siirgiin olusumuna sahip ortamlar
olurken, 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 2.5 mg/l ABA katkil1 MS 8 ortaminda ise

herhangi bir adventif siirgiin olusumu elde edilememistir.

Temel besin ortami olarak NN’nin kullanildig1 ortamlarin arastirmada incelenen

kriterler iizerine etkileri Cizelge 4.6.2°de sunulmustur.

50 - [ Kallus olugturan
I eksplant orani
S o 3
40 - ; - = P N B A tipi kallus
o a [ o olusum orani
: - : S
30 - 2 - B B Adventif siirgiin
— o olugum orani
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Sekil 4.6.2. Kallus olusturan eksplant orani ile A tipi kallus olusumu ve adventif
stirgiin olusumunun NN besin ortamlarina gore degisimi

Farkli tip ve konsantrasyonlarda biiylimeyi diizenleyici madde igeren NN
ortamlarindan en yiiksek kallus olusum orani %40.44 ile 2 mg/l zeatin iceren NN 2
ortamindan elde edilmistir. Buna karsin NN 6 ortami %13.22 ile en diisiik kallus

olusturan ortam olmustur.

A tipi kallus olusumu ise sadece 2 mg/l zeatin katkili NN 2 (%24.38), 1 mg/l BAP +
2 mg/1 2,4-D katkil1 NN 4 (%12.5) ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein
hidrolizat katkili NN 9 (9%6.25) ortamlarindan elde edilirken, diger ortamlarda A tipi

kallus olusumu gerceklesmemistir.

NN besin ortamlarinin adventif siirglin olusumu tizerine etkileri incelendiginde ise en
yiiksek deger %1.96 ile 2 mg/l BAP igeren NN 1 ortamindan elde edilirken, bunu
sirastyla %1.69 ile 2 mg/I zeatin katkilt NN 2 ve %1.24 ile 1 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-
D igeren NN 3 ortamlari izlemistir. 1 mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D katkili NN 4, 1 mg/1
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BAP + 1 mg/l 2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat katkil1 NN 5 ve 1 mg/l BAP + 2 mg/I
2,4-D + 1 g/l kazein hidrolizat katkili NN 6 ortamlarindan ise adventif siirgiin

olusumu ger¢eklesmemistir.

4.7. Kiiltiir Kosullarinin Kallus Olusturan Eksplant Oram ile A Tipi Kallus ve

Adventif Siirgiin Olusum Oranlar1 Uzerine Etkileri

Tamamen karanlik kosullar ile giin uzunlugu 16 h ve 1siklanma siddeti 2000-2200
lux olan aydinlik kosullarda kiiltiire alinan eksplantlarda aragtirmada incelenen

kriterler bakimindan elde edilen sonuglar Sekil 4.7.1.’de sunulmustur.

50 43,46

40+ B Karanlik
29,77
— O Aydinlik

304

20+

| i 431
10 PR il 0,98 1,29
. o R &7
Kallus olusturan A tipi kallus Adventif siirgiin
eksplant orani olusum orant olusum orani

Sekil 4.7.1. Isiklanma rejimlerinin kallus olusturan eksplant orani ile A tipi kallus ve
adventif siirgiin olusum oranlar1 {izerine etkileri

Buna gore kallus olusturan eksplant oram1 %43.46 ile siirekli karanlik kosullarda
kiiltiir edilen eksplantlarda daha fazla olurken, 16 h aydinlik 8 h karanlik kosullarda

kiiltiir edilen eksplantlarda bu oran %29.77 olmustur.

A tipi kallus olusumu %4.31 ile aydinlik kosullarda kiiltiir edilen eksplantlarda daha
yiiksek oranda gozlenirken, siirekli karanlikta kiiltiir edilen eksplantlarda ise bu oran

%3.47 olarak saptanmustir.
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Adventif siirglin olusum oranlar1 incelendiginde aydinlik kosullarda kiiltiir edilen
eksplantlar (%1.29), siirekli karanlik kosullarda kiiltiir edilen eksplantlara (%0.98)

gore daha basarili bulunmustur.



44

5. TARTISMA VE SONUC

Bir yiiksek lisans tezi olarak sunulan ve asmada farkli eksplantlarin in vitro
rejenerasyonlarinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bu arastirmada, bitkisel
materyal olarak Kalecik karasi saraplik iiziim ¢esidine ait in vitro bitkilerden elde
edilen yaprak sap1 ve govde eksplantlar ile iki farkli kesim sekli uygulanan yaprak
ayalart kullanilmistir. Arastirma, eksplant tipleri, besin ortamlari, biiylimeyi
diizenleyici maddelerin tip ve konsantrasyonu ile kiiltiir kosullarinin, in vitro’da
kallus olusturan eksplant orani, A tipi kallus olusum orani, kallus olusturma orani (0-
1-2-3 dereceli) ve adventif siirgiin olusum oranlar1 lizerine etkilerinin belirlenmesi

amactyla gerceklestirilmistir.

Kallus olusturan eksplant orani, A tipi kallus olusum orani, kallus olusturma orani
(0-1-2-3 dereceli) ve adventif siirgiin olusum oranlar1 bakimindan elde edilen
arastirma sonuclar1 degerlendirildiginde arastirmada incelenen kriterlerin eksplant
tiplerine gore biiyiik dl¢lide degistikleri saptanmustir. Kallus olusturan eksplant orani
bakimindan en yiiksek degerler bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi eksplantlarindan elde
edilirken, A tipi kallus ve adventif siirgiin olusum orant bakimindan goévde
eksplantlarinin daha iyi sonuglar verdigi saptanmistir. Yaprak eksplantlar1 arasinda
da yaprak saplari, yaprak ayalarma gore A tipi kallus olusum orani ile adventif
stirglin gelisimi bakimindan daha iyi sonuglar vermistir. Bu durum, Cheng ve Reisch
(1989), Goktiirk Baydar (2000), Gok Tangolar (2002) ve Goktiirk Baydar ve Cetin
(2003) tarafindan da bildirilmistir. Kiiltiire alinan eksplant tipine gore in vitro’da elde
edilen basarimin degistigi daha 6nce bu alanda yapilan pek ¢ok arastirma ile de
belirlenmistir (Stamp ve ark., 1990; Mhatre ve ark., 2000; Goktiirk Baydar ve Cetin,
2003; Jayasankar ve ark., 2003).

Yaprak ayalarinin kesim sekli de arastirmadan elde edilen sonuglar iizerinde etkili
olmustur. Kallus olusturan eksplant oran1 ve A tipi kallus olugumu bakimindan
bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasinin, cork borer ile kesilmis yaprak ayasina gore daha

basarili bulundugu belirlenmistir. Matsuta ve Hirabayashi (1989) cork borer1
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kullanmiglar, Stamp ve ark. (1990a)’da yaralanmis yaprak eksplantlarini

kullanmislardir.

Eksplant tiplerinin yani sira eksplantlarin alindiklar1 ana bitkilerin yetistikleri ortam
sartlar1 da eksplantlarin in vitro rejenerasyon kapasiteleri tizerine oldukg¢a etkili
olmaktadir. In vitro’da yetisen bitkilerden alinan eksplantlarin ¢ok daha basarili
olduklarinin belirlenmesi {izerine, arastirmada kontrollii kosullarda yetisen
bitkilerden alinan eksplantlar kullanilmistir. Nitekim in vivo ve in vitro’da yetistirilen
bitkiciklerden alinan eksplantlar1 kullanan Clog ve ark. (1990) da in vitro’da
yetistirilen bitkiciklerden alinan eksplantlarin in vitro kosullarda daha iyi rejenere
oldugunu belirtmis ve bunun nedeninin de in vivo’da yetistirilen bitkilerden alinan
eksplantlarin ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmasi ve doku zararlanmasindan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Benzer sonuglar Gk Tangolar (2002) da in
vitro da yetistirilen bitkiciklerden alinan yaprak eksplantlarin, bagdan alinanlara gore

in vitro kosullarda daha basarili sonuglar vermesiyle elde edilmistir.

Besin ortamlar1 ve besin ortamlarina katilan biiylimeyi diizenleyici maddelerin tip ve
konsantrasyonlarinin yaprak ayasi, yaprak sapi ve goévde eksplantlarinin in vitro
rejenerasyon yeteneklerine olan etkilerinin de incelendigi arastirmada, elde edilen
bulgularin besin ortamlarina ve kullanilan biiylime diizenleyici madde tip ve

PR

konsantrasyonlarina gore degistigi tespit edilmistir.

MS ve NN olmak tizere iki farkli temel besin ortaminin kullanildig: bu arastirmada,
her bir temel besin ortami i¢in 10’ar tane olmak tizere farkli tip ve konsantrasyonda
biliylimeyi diizenleyici madde igeren toplam 20 farkli besin ortami ve karanlik-
aydinlik olmak tizere iki farkli kiiltiir kosulunun eksplantlarin in vitro kosullarda
gostermis olduklar1 gelisme iizerine etkileri incelenmistir. Arastirma sonucunda
eksplantlarin gelisme durumlari, kullanilan besin ortamlarina gore degismistir.
Eksplant tiplerine gore degismekle birlikte, eksplantlar kiiltiire alindiklar1 bazi
ortamlarda herhangi bir gelisme gosterememislerdir. Nitekim karanlik kosullarda
kiiltiire alinan yaprak sap1 eksplantlart 10 no’lu NN ortaminda, aydinlik kosullarda

kiiltiire alinan bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi eksplantlarinda 2 ve 9 no’lu MS
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ortamlar ile karanlikta kiiltiire aliman 5 no’lu NN ortaminda ve aydinlik kosullarda
kiiltiire alinan cork borer ile kesilmis yaprak ayasi eksplantlarinda 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8
ve 10 no’lu MS ortamlarinda eksplantlarin dikimi takip eden ilk 20 giin igerisinde
kuruyarak canliliklarii yitirdikleri tespit edilmistir. Diger taraftan canliliklarini
stirdiiren eksplantlar da ise, 4 haftalik gelisme sonunda adventif siirgiin ya da kallus
olusumu goézlenmistir. Besin ortamlarinin igerigine gore elde edilen kalluslarin renk,
yap1 ve gorliniislerinde de farkliliklar oldugu gozlenmistir. Baz1 ortamlarda sarimsi-
kahverengi ya da kahverenginin degisik tonlarinda, sulu, yumusak ve sagliksiz
goriinime sahip kalluslar (B tipi) elde edilmistir. Kalluslarda goriilen bu tip
kahverengilesmenin nedeninin kiiltiire alinan asma eksplantlarinin yiiksek miktarda
fenolik bilesik tliretmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Jayasankar ve ark.,

1999; Gok Tangolar, 2002).

Aragtirmada A tipi kallus olusum orani olarak ifade edilen ve embriyogenik yapilar
olusturabilme bakimindan daha iimitvar 6zellikler tasiyan beyaz, sert, kirllgan yapida
kalluslar da elde edilmistir. Bu kalluslar besin ortami tipine gore farkh
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda 2,4-D, BAP ve kazein hidrolizat igeren 3,
4,5,6 ve 9no’lu MS ve 4 ile 9 no’lu NN ortamlari ile yalnizca 2,4-D igeren 10 no’lu
MS ortamindan ve yalnizca zeatin iceren 2 no’lu NN ortamindan elde edilmislerdir.
Bu ortamlardan elde edilen A tipi kalluslar daha sonra somatik ya da adventif yapilar
olusturmak {iizere kiiltiire alindiklar1 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ve 1 mg/l
2,4-D ve 0.25 mg/l BAP iceren NN ortaminda 30 giin siire ile kiiltiire alinmislardir.
Bu siire sonunda kalluslar ayni kompozisyona sahip taze besin ortamlarinda alt
kiiltiire alinmiglar; ancak alt kiiltiirler sirasinda kalluslarin hi¢birinde ne adventif yap1
ne de somatik embriyo olusumu gercgeklestirilememistir. Birinci alt kiiltiirden itibaren
kalluslarin bir kismi hacim olarak biiyiime gostermesine karsin, ilerleyen alt kiiltiirler
sonunda tekrar alt kiiltiire almaya uygun kallus bulunamamistir. Bu siire sonunda,

biitiin kalluslarin canliliklarini yitirmeleri nedeniyle kiiltlire son verilmistir.

Aragtirmada iki farkli temel besin ortami kullanilmis olup, elde edilen sonuglarin bu
iki farkli tipteki ortama gore biiyiik ol¢iide degistikleri saptanmistir. Nitekim kallus

olusturan eksplant orani ile adventif siirglin olusum orani bakimindan MS besin
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ortami1 daha iyi sonug verirken, A tipi kallus olusum oran1 bakimindan NN ortaminin
daha iyi sonug verdigi belirlenmistir. Benzer sekilde Gok Tangolar (2002), adventif
g6z olusumu tizerine MS besin ortaminin NN ve B5 ortamlarina gére daha basarili
sonuglar verdigini tespit etmistir. Kullanilan besin ortamlarinin in vitro kiiltiirde
sonucu etkileyen en 6nemli faktdrlerden birisi oldugu daha 6nce Stamp ve Meredith
(1988), Matsuta ve Hirabayashi (1989), Goktiirk Baydar (2000) ve Goktiirk Baydar
ve Cetin (2003) tarafindan da belirtilmistir.

Besin ortamlar1 igerisine konulan biliylimeyi diizenleyici maddelerin tip ve
konsantrasyonlari da kiiltiiriin basarisini etkileyen faktorler igerisinde yer almaktadir.
Bu c¢alismada BAP, 2.4-D, zeatin, kazein hidrolizat ve ABA’in farkli
konsantrasyonlar1 denenmis olup, bu maddelerin eksplantlarin gelisimi {iizerine
etkilerinin olduk¢a degisken oldugu belirlenmistir. Ornegin kallus olusum orani
bakimindan BAP ve 2,4-D igeren 4 no’lu MS ortamu ile yalnizca zeatin igeren 2
no’lu NN ortami iyi sonuglar verirken, adventif siirgiin olusumu bakimindan en iyi
sonuclar yalnizca zeatin i¢eren 2 no’lu MS ile BAP, 2,4-D ve kazein hidrolizat i¢eren
9 no’lu MS ortamindan ve yalnizca BAP igeren 1 no’lu NN ortamindan elde
edilmistir. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerin eksplantlarin in vitro gelismelerine
olan etkileri {izerine arastirma yapan Goebel Tourand ve ark. (1993) caligmalarinda
zeatin ve BAP’in embriyo morfolojisinin gelismesini tesvik ettigini ayn1 zamanda bu
maddelerin anormal olusum oranimi artirdigini ve bitkiye donlisiim oraninin
artmasinda da etkisiz oldugunu belirlemislerdir. Yine bir diger arastirmada Stamp ve
ark. (1990b), adventif siirgiin olusumu bakimindan en iyi sonuglar1 2 mg/l BAP
iceren ortamlardan elde edildigini belirlemislerdir. 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 arastirmalarinda farkli biiylimeyi diizenleyici
maddeler igeren besin ortamlarini kullanmiglar, bu maddelerin eksplantlarin in vitro
gelismelerinde olduk¢a Onemli olduklarmi ve Kkiiltiirde eksplant gelisimlerinin

yoniini belirlediklerini vurgulamiglardir.

Arastirmada karanlik ve aydinlik olmak iizere farkl iki kiiltiir kosulu denenmistir. A

tipi kallus olusum orani bakimindan aydinlik kiiltiir kosullarinin daha iyi sonug
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verdigi tespit edilmistir. Direkt adventif siirglin olusum orani bakimindan aydinlikta
kiiltire alinan eksplantlarda daha yiiksek sonuglar elde edilirken, indirekt adventif
siirglin olusumunda ise karanlik kiiltiir kosullar1 daha iyi sonu¢ vermistir. Kallus
olusturan eksplant oran1 bakimindan ise karanlik kosullar daha olumlu olup, benzer
sekilde Gok Tangolar (2002) da 41 B asma anacina ait yaprak sap1 eksplantlarindan
en yiksek kallus olusturan eksplant oranlarin1 karanhikta kiiltiire aldiklari

eksplantlardan elde ettiklerini belirtmistir.

Aragtirmada elde edilen sonuglar kisaca degerlendirildiginde gévde eksplantlart A
tipi kallus ve adventif siirglin gelisimi bakimindan en iyi sonuglar1 verirken; ortamlar
icinde A tipi kalluslarin da en fazla 2 mg/l zeatin katkili NN 2 ortamindan, adventif
stirglin gelisimi de 2 mg/1 zeatin igeren MS 2 ve 0.2 mg/l BAP + 1 mg/1 2,4-D + 1 g/l
kazein hidrolizat iceren MS 9 ortamlarindan elde edildigi belirlenmistir. Yaprak
ayalarma uygulanan kesim sekillerinden bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi kallus
olusum orant ve A tipi kallus olusum orani bakimindan cork borer ile kesilenlere
gore daha basarili sonuglar verirken; adventif siirgiin gelisimi her iki uygulamada da
elde edilememistir. Karanlik kosullar ise kallus olusumu ve indirekt adventif siirgiin
olusumu iizerinde olumlu etkilerde bulunurken; 16/8 h 1siklanmanin A tipi kallus ve
direkt adventif siirglin gelisimini artirdig tespit edilmistir. Cork borer ile kesilmis
yaprak ayasi eksplanti i¢in 4 no’lu MS ve NN ortamlar1 en iyi sonucu verirken,
yaprak sapi, govde ve bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi eksplanti i¢in 2 no’lu NN
ortami basarili bulunmustur. MS ortamlarindaki basar1 durumu eksplantlara gore
farklilik gostermistir. Ornegin, yaprak sap1 eksplant1 igin 3 no’lu, gévde eksplanti
icin 9 no’lu ve bisturi ile ¢izilmis yaprak ayasi eksplanti i¢in ise 6 no’lu MS ortamlari

genel olarak en 1yi sonuglar1 vermistir.

Asmada farkli eksplantlarin in vitro rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi iizerine
gergeklestirilen bu proje sonucunda eksplant tipi, besin ortamlar1 ve bu ortamlara
ilave edilen biiyiimeyi diizenleyici maddelerin tip ve konsantrasyonlari ile kiiltiir
kosullarina bagli olmak iizere kallus olusumu, A tipi kallus olusumu ile direkt ve
indirekt olmak tizere adventif silirgiin olusumu gozlenmistir. Bununla birlikte
herhangi bir somatik embriyo olusumu gozlenememistir. Somatik embriyo olusumu,

tiir ve ¢eside bagh olarak gerceklesen olusumlar olup, her genotipin embriyogenik
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yapilar olusturma kapasiteleri birbirinden farkli olmaktadir. Arastirmamizda
kullanilan {iztim c¢esidinin kullanildig1 bir diger arastirmada (Goktiirk Baydar ve
Cetin, 2003) da benzer sekilde somatik embriyo olusumunun gézlenememis olmasi
bu sonucu dogrulamaktadir. Nitekim bu konuda yapilan diger pek ¢ok aragtirmada
somatik embriyo olusumunun gerceklestirilemedigi pek ¢ok genotip bulunmaktadir
(Hollo ve ark., 2000; Perrin ve ark., 2001; G6k Tangolar, 2002). Arastirmamizda
adventif siirglin gelisimi ile bitki olusumu gerceklesmis olup, bu tip rejenerasyon da
molekiiler genetik metotlarinin  1slah  ¢alismalarinda  basarili  bir  sekilde
uygulanabilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Ciinkii bu ¢aligmalarda basar1 her
seyden Once 1slah materyali olarak kullanilan bu bitki pargaciklarinin in vitro
kosullarda tam bitkiye doniisiimlerinin saglanmasi ile miimkiin olabilmektedir.
Ancak somatik embriyo gelisiminin saglanamamis olmasi, asmada farkli eksplant
tipleri, besin ortamlar1 ve kiiltiir kosullar1 denenerek etkin bir somatik
embriyogenensisle bitki olusum protokoliiniin gelistirilmesi gercegini de ortaya

koymaktadir.
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