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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IN VITRO KOSULLARDA DOMATES (Lycopersicon esculentum Mill.)BITKI
REJENERASYONU VE DOKU KULTURU PARAMETRELERININ
OPTIMiZASYONU

Derya SANCAK

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Musa KAVAS

Domates bitkisi, diinyada biiyiik miktarlarda yetistiriciligi yapilan bir bitki tiiriidiir.
Domatesin besin igeriginin zenginligi, kullanim alanlarinin fazlaligi, tarimimin kolay
olmasindan dolay1 {iretimi her gecen giin artmaktadir ve diinyada iiretimi en ¢ok
yapilan yas sebzedir. Tiirkiye diinyada domates iiretiminde 11,8 milyon ton {iretim
ile 4. siradadir. Diinya piyasasinda iiretim olarak 6nemli bir yere sahip olan domates
aynt zamanda laboratuvar caligmalar1 icin de model bir bitkidir. Doku kiiltiirii
optimizasyonu her genotipe 0zel olarak yapilmalidir. Bundan dolay1 SC 2121
domates ¢esidi i¢in laboratuvarimizda doku kiiltiirii optimizasyon islemi yapilmistir.
Ticari olarak satin alinan domates tohumu yiizey sterilizasyonu yapilarak,
¢imlendirilmistir. Elde edilen steril domateslerin hipokotil ve kotiledonlar1 eksplant
kaynagi olarak kullanilmigtir. IAA, NAA, BAP, KN, TDZ, ZEA ve 24-epiBL bitki
biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlar ile desteklenen
MS besiyeri kullanilmistir. Gelisimi takip edilen eksplantlardan siirgiin olusturanlar
alt kiiltlire alinarak biiytitiilmustiir. Kéklenme ortaminda gelisen domatesler saksilara
alimarak yeni bitkicikler elde edilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismasinin
sonucunda siirglin olusumunda en iyi ortam MS+0,5 mg/L [AA+3 mg/L KN igeren
ortam oldugu tespit edilmistir. Siirgiin olusum yiizdesi, hipokotil %82, kotiledon
%78dir. Kok olusumunda en iyi ortam ise; MS+2 mg/L IAA+0,5 mg/L KN igeren
ortam oldugu tespit edilmistir. K6k olusum yiizdesi, hipokotil ve kotiledonda
%94 tiir.

Ekim 2017, 65 sayfa

Anahtar Kelimeler: Domates, Bitki Biiylime Diizenleyicisi, Siirgin, Kok, MS
besiyeri



ABSTRACT

Master’s Thesis

IN VITRO OPTIMIZATION OF TISSUE CULTURE PARAMETERS AND
PLANT REGENERATION IN TOMATO (Lycopersicon esculentum Mill.)

Derya SANCAK

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa KAVAS

Tomato plant is a plant species grown in large quantities all over the world. Tomato
is rich in nutrients, used for various purposes and can be cultivated with ease as a
result its production is increasing on a daily basis. Hence it is regarded as one of the
most produced vegetable crop in the world. Turkey is in the 4th producer of tomatoes
in the world producing 11,8 million tons yearly. Tomato, which has an important
place among list of essential crops produced on the world market, is also auseful
model in studies related to plant biotechnology. However, major drawback is that
tissue culture optimization should be done specifically for each genotype. As a result,
tissue culture optimization process was performed in our laboratory for the tomato
variety SC 2121. In this study, commercially purchased tomatoes were surface-
sterilized and germinated. Hypocotyl and cotyledons of the obtained sterile tomatoes
were then used as explant sources and grown in IAA medium (MS medium)
supplemented with different concentrations and combinations of NAA, BAP, KN,
TDZ, ZEA and 24-epiBL plant growth regulators. Explants were obtained from the
normal tomato plants following the development by subculture. Tomato plants
growing in rooting environment were transfered into a pot and new plants were
obtained. Results from this study showed that the ideal environment for shoot
formation was medium containing MS+0.5 mg/L 1AA+3 mg/L KN with percentage
of shoot formation: hypocotyl 82%, cotyledon 78%. The ideal environment for root
formation are; MS+2 mg/L 1AA+0.5 mg/L KN. Overall root formation was 94% in
hypocotyl and cotyledon.

October 2017, 65 pages

Keywords: Tomato, Plant Growth Regulator, Shoot, Root, Murashige Skoog
Medium
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1. GIRIS

Insanoglu yeryiiziinde var olmaya basladifindan itibaren, diger tiim canlilar gibi
temel ihtiyacinin basinda beslenme gelmektedir. Hizla artan niifus orani, buna paralel
olarak azalan tarim alanlari, iklimsel degisimler gibi etkenler yeterli beslenme
sorununu her gecen giin daha da arttirmaktadir. Gelismis {ilkeler asir1 ve yanlig
beslenmeden dolay1 olusan obezite, kanser, kalp hastaliklar1 gibi sorunlarla miicadele
ederken; az gelismis tllkeler aglik veya yetersiz beslenme sorunuyla miicadele etmek

zorunda kalmistir (Liu vd, 2003).

Giliniimiizde kronik hastaliklara yakalanan insanlar, tibbi tedaviye yardimeci
olmasi amaciyla careyi dogada ve dogal liriinlerde aramaktadirlar. Bu sebeple
giiniimiizde tiiketilen meyve ve sebzeler besin ihtiyacim1 karsilamasinin yanisira,
icerdigi birtakim vitamin ve mineral maddeler ile antioksidan ozellikleri de

degerlendirilmeye baslanmistir. Bu iiriinlerden biri de domatestir (Willcox vd, 2003).

Domates bitkisinin ismi Aztek dilinden kokenini alan ‘xitomate’ veya
‘zitotomate’ kelimelerinden gelistirilmistir. Ik yazili kayitlara 1544 yilinda italya’da
ulagilmistir ve Avrupa’ya 16. yiizyilin baslarinda gelmistir (Uylager, 1996).
Domatesi ilk kez Meksika vyerlileri kiltire almistir ve oradan Avrupa’ya
gotiiriilmistiir. Avrupa’da ilk baslarda meyvelerinin kirmizi renkli olmasi sebebiyle
zehirli bir bitki olabilecegi diigiiniilmiis ve bundan dolay tiiketimi yapilmayarak siis
bitkisi olarak yetistirilmistir. Olgunlagsmamis yesil meyvelerinin igerdigi solanin
maddesinin insan sagligina olumsuz etki yapmasi sebebiyle bu izlenim
kuvvetlenmistir (Capanoglu ve Boyacioglu, 2010). Ulkemizde domates yetistiriciligi,
1900’11 yillarin baslarinda Adana’da baslamis olup, son 40 yil igerisinde hem 1slah
hem de yetistiricilik bakimindan oldukga biiyiik bir ilerleme kaydedilmistir (Oguz,
2010).

Degisen yasam sartlar1 ve teknolojik gelismeler sonucunda, 6zellikle islenmis
gida triinleri tiiketimi olduk¢a artis gostermistir. Zamanla bilinglenen tiiketici,
tilkettigi Urlinde lezzet, goriiniis, fiyat gibi Ozelliklere ek olarak saglik agisindan
faydali olmasini da istemektedir. Diinyada ve lilkemizde en fazla tiiketilen gidalardan

biri olan domates ve {irlinleri beslenmede Onemli bir yere sahiptir. Taze olarak

1



tilkketilmesinin yan sira iglenerek salga, domates suyu, konserve tursu, regel, ketcap

gibi gidalarin tiretiminde bilesen olarak da kullanilmaktadir (Sahlin vd, 2004).

Birinci Diinya Savasi sirasinda tanidigimiz domates, bugiin iilkemizde kiiltiirii
yapilan ve tiiketimi en fazla olan bitkilerin basinda gelmektedir (Kiigiiker, 1994).
Ulkemizin iklim sartlar1 domates yetistiriciligi icin olduk¢a uygundur. Ulkemizde
domatesi isleyecek sanayi 1970°li yillarda kurulmus ve hizla ilerlemistir. iklim
sartlar1 ve sanayinin yeterli olmasi domates meyvesine olan ticari yonelimi
hizlandirmistir. Domates, lilkemizde c¢ogunlukla Ege, Marmara ve Akdeniz

bolgelerinde yetistirilmektedir (Yoltas, 1996).

Bitki doku kiiltiiri genel bir terim olup; bitkilerin doku, organ, hiicre ya da
hiicre kisimlarinin izole edilerek, kapali ve cam kaplarda “in vitro” yapay besi
ortaminda ve steril sartlarda yetistirilerek, tam bitkilerin elde edilmesi islemidir
(Babaoglu, 2001). Doku kiiltiriiyle ¢ogaltim  “mikroiiretim”  olarakta
adlandirilmaktadir. Bu teknikle ¢ogaltmada bitkilerden yeni bitki olusturabilecek;
meristemler, slirglin uglari, bogum ve bogum aralari, hipokotil, yaprak, goévde

parcalari, kotiledonlar, kokler, tomurcuklar vb. eksplantlar kullanilabilir (Er ve

Canpolat, 1992).

Mikrogogaltim alaninda yapilan ilk g¢alisma 1902 yilinda, Haberlandt
tarafindan yapilmistir. Haberlant’mm amaci tek bir hiicreden tam bir bitki
olusturulabilecegini ispatlamakti, fakat ¢aligmasinda yalnizca hacim artis1 saglanmus,
cogaltim gerceklesmemistir. Sonraki yillarda yapilan calismalarda, Haberlant’in
cogaltim yapamamasinin sebebi olarak, hiicre boliinmesi, gelismesi ve farklilagmasi
icin besi ortaminda ihtiya¢ duyulan bitki biliylime diizenleyicilerinin o yillarda
bilinmemesi oldugu distiniilmiistiir. 1934 yilinda White, in vitro kosullarda maya
oziiti igerisinde domates koklerini gelistirmeyi basarmistir. 1939 yilinda ise
Fransa’da Nobecourt ve Gautheret, Amerika’da ise White birbirlerinden habersiz
olarak kallus dokusunun siirekli olarak kiiltiir ortaminda iretilebildigini

gostermislerdir (Hartman ve Kester, 1975).



2. DOMATES

2.1. Domatesin Yapisi

Domates (Solanum lycopersicum), diinyada biiyiik miktarlarda yetistiriciligi yapilan
Solanaceae familyasina ait bir bitki tiirtidir (Peralta ve Spooner, 2005). Domates
bitkisi gelismis bir kazik koke sahiptir ve kokleri 1 m®liik hacme yayilabilmektedir.
Domatesin govde gelisimi, ¢esidinin yer veya sirik olmasina baglh olarak farklilik

gosterir. Yapraklari ise bilesik yaprak seklindedir (Ayan, 2010).

Govde ve yapraklarimin tizerinde bulunan tiiyler domatese kokusunu veren bir
salg1 tretirler ve dokunuldugunda yesile boyayan bir yapilar1 vardir. Tohumlari
meyve i¢inde karpel loplarinda, ¢imlenmesini engelleyici peltemsi sivi igerisinde
bulunur. Domates tohumlar1 uygun saklama kosullarinda muhafaza edildiklerinde

¢imlenme yeteneklerini 5-6 yil koruyabilirler (Giineysu, 2004).

2.2. Domatesin Genetik Cesitliligi ve Botanik Olarak Siniflandirilmasi

Domatesin ¢ok sayida yabani ve kiiltiire alinmig uzak akrabalar1 hala Galapagos
adalarinda, Peru’da And daglarinda, Ekvator ve Bolivya’ya uzanan dar bir bolgede
bulunmaktadir (Rick, 1973; Taylor, 1986). Kiiltiir domatesinin bu yabani akrabalari,
deniz seviyesinden yiikseklige bagli olarak, enlem derecesinden de etkilenerek, genis
bir varyabilite gostermektedir. Bu sebeple tiirlerin gelisimi i¢in neredeyse hig
tilkenmeyecek nitelikte degerli bir gen havuzu sunmaktadir (Rick ve Holle, 1990;

Rosello vd, 1996; Peralta ve Spooner, 2005).
Domates bitkisine (Lycopersicon esculentum Miller) ait sistematik bilgiler:

> Alem : Plantae

» Alt Alem: Tracheobionta

» Bolim : Magnoliophyta

» Smf  : Magnoliopsida

» Takim : Solanales

» Alile : Solanaceae

» Cins : Solanum

» Tiir : Solanum lycopersicum



Domatesin, bitkiler alemindeki siniflandirilmasi ilk olarak 1753 yilinda
Isvecli botanik¢i Carl Linnaeus tarafindan Solanum lycopersicon olarak yapilmistir.
Bu isimlendirme 1768 vyilinda Ingiliz botanik¢i Phillip Miller tarafindan
Lycopersicon esculentum Mils. olarak degistirilmistir (Taylor, 1986; Heiser ve
Anderson, 1999). Orijinal isimlendirmenin Solanum lycopersicon oldugunu diisiinen
birgok taksonomist bulunmaktadir, fakat literatiirde Solanum esculentum olarak
ge¢mektedir. 2005 yilinda Peralta ve arkadaslarinin Kuzey Peru bélgesinde yaptigi
bir arastirmada, Solanaceae familyasina ait yeni yabani domates tiirlerinin bulunmasi
sonucu yapilan yeni smiflandirmada domates Solanum lycopersicum olarak
isimlendirilmistir (Peralta vd, 2005).

Yabani domatesler morfolojik karakterlerine, doéllenme biyolojilerine ve
tercih ettikleri yasama ortamlarina gore gosterdikleri biiyiik farkliliklar nedeniyle,
tarihsel gelisim boyunca arastirmacilar farkli siniflandirmalar yapmistir. Domates ve
yabani akrabalar1 bir¢gok ¢alismada farkli karakterler dikkate alinarak
simiflandirilmistir. Bu farkli karakterlerde; tek yillik veya cok yillik olmalari,
govdelerinde tity veya diken bulunmasi, yapraklarmin dizilis bigimleri, ince ya da
otsu govdelerinin olmast ve buna bagli olarak cali veya dik formda bulunmalari,
cicek salkimlarinin tekli, ikili veya ¢oklu olmasi gibi bir¢ok Kriter yer almaktadir. Bu

farkl kriterler degerlendirilerek siniflandirma yapilmistir (Peralta ve Spooner, 2005).

Yabani domates tiirlerinin botanik olarak smiflandirilmasinda, doéllenebilir
olgunluga geldigi asamada gosterdikleri dollenme biyolojisi 6zellikleri onemli bir rol
oynamaktadir. Birbirinden farklilik gosteren déllenme biyolojileri, kendine uyusur ve
kendine uyusmaz olmak tizere iki grupta incelenmektedir (Foolad, 2007). Kendine

uyusur ve kendine uyusmaz tiirler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Farkli bolgelerde farkli iklimsel sartlarda yetisen, ayni tiire ait biyotiplerde
farkli déllenme bicimi goriilebilmektedir. Ornegin, Solanum hirsutum’un hem
kendine uyusur hem de kendine uyusmaz tiirleri bulunmaktadir. Yabani tiirlerde
yabanci dollenmenin 6l¢iisii ile stigmanin anter konisinin disinda olmasi arasinda
oldukga yiiksek bir iliski oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligsmalarda tiirlerin kendine
uyusma durumlarinin, bazi genlerin kontroliinde oldugu anlasilmistir (Peralta ve

Spooner, 2005).



Cizelge 2.1. Solanum tiirlerinin déllenme 6zelliklerine gére ayrimlari (Foolad, 2007)

Kendine uyusur tiirler Kendine uyusmaz tiirler
Solanum chimielewskii
Solanum esculentum Solanum hirsutum
Solanum pimpinellifolium Solanum peruvianum
Solanum hirsutum Solanum pennellii
Solanum pennellii Solanum chilense

Solanum cheesmanii
Solanum parviflorum

2.3. Domatesin Kimyasal Bilesimi ve Botanik Ozellikleri

Domates, icerdigi seker miktarinin diisik olmasindan dolayr tiiketim
aligkanliklarinda diger meyveler gibi kabul goérmez, fakat kabul gormemesi
domatesin botanik olarak meyve oldugu gergegini degistirmez. Botanik olarak
meyve olup da sebze olarak tiiketilen tek bitki domates degildir. Patlican, hiyar ve
kabak da bu guruba dahildirler (Saydam, 2011).

Domates bitkisi taze veya kurutulmus olarak tiikketilmesinin yani sira salga,
konserve, ketcap, domates suyu, tursu seklinde de tiiketilebilmektedir. Domates,
likopen, karoten ve C vitamini kaynagidir (Bramley, 2000; Offord, 1998).
Icerigindeki likopen maddesi sayesinde meyveleri baslangicta yesil iken daha sonra
rengi kirmiziya doniismektedir. Gilinlimiiz beslenmesinde antioksidan iceren bitkiler
onemli bir yer almaktadir. Domatesin igeriginde antioksidan seviyesi yiiksek
bilesenler bulunmaktadir. igerdigi antioksidanlarinin insanlarda kalp hastaliklarini
onlemesi ve kanser riskini azaltmasi gibi etkilerinden dolay1 arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmektedir (Capanoglu ve Boyacioglu, 2010). Domatesin kimyasal
bilesimi detayli olarak Cizelge 2.2°de verilmistir.



Cizelge 2.2. Domatesin kimyasal bilesimi (Saribay, 2004)

Bilesim Ogesi Birim Minimum-Maksimum Ortalama
Kuru madde % 4,80 - 6,60 5,80
Titrasyon asitligi % 0,26 — 0,55 0,29
Sitrik asit % 1,92-4,74 3,33
Malik asit % 0,60 —2,08 0,95
Indirgen seker % 1,66 — 3,99 3,00
Glikoz % 0,79-1,90 1,49
Friiktoz % 1,15-2,59 1,90
Protein % 0,69 —1,00 0,95
Ham seliiloz % 0,60-0,84 0,75
Ham yag % 0,20-0,30 0,21
Kiil % 0,51-0,70 0,64
Potasyum mg/kg 1770 - 3400 2600
Fosfor mg/kg 128 - 277 206
Magnezyum mag/kg 68 - 124 97
Kalsiyum mg/kg 28 - 68 46
Sodyum mg/kg 12 -21 14
Demir mag/kg 3,50 -9,50 5,60
Mangan mg/kg 0,40 - 2,50 1,40
Cinko mg/kg 0,00 -1,40 0,70
Tiyamin mg/kg 0,16 - 0.80 0,57
Riboflavin mg/kg 0,20- 0.50 0,35
Pantotenik asit mg/kg 2,80 - 3.40 3,10
B6 vitamini mg/kg 0,74 -1.50 1
Kokler

Sera iiretiminde domates kokleri 40-100 cm derinlige ve 40-60 cm yanlara dogru
yayilmaktadir. Agikta yapilan yetistiricilikte koklerin toprakta dagilimi daha fazla
olabilmektedir. Koklerin %72 gibi biiyik bir g¢ogunlugu topragmm 0-20 cm
derinliginde bulunmaktadir (Aybak ve Kaygisiz, 2007).



Sekil 2.1. Domates kokleri (Anonim, 2011)

Yapraklar

Domates bitkisinin biiylik bir ¢ogunlugu bilesik yapraklidir. Govde {izerindekKi
yapraklar aralikli olarak sagda ve solda dizili sekilde ise bunlara diizenli yaprak
(regular leaf -RL) denir. Baz1 gesitler ise basit yapraga sahiptir ve bunlara patates
yaprak (patato leaf - PL) denilir (Sekil 2.2). Tiim bilesik yaprak gévdeye sap ile bagh
iken, yaprakgiklar petiol ile yaprak sapina baglanirlar (Aybak ve Kaygisiz, 2007).

Sekil 2.2. Domates yapragi (Anonim, 2013)

Govde

Domatesin otsu yapidaki govdesi baslangigta yuvarlak, yumusak ve tiylidiir.
llerleyen doénemlerde yuvarlaklik koselilige, yumusaklik sertlige déniismektedir.

Domateslerde govdenin tizeri domatese tipik kokusunu veren trichome denilen



tilylerle kaplidir (Sekil 2.3). Bu tiiyler dokunuldugunda ele yesil renk verir (Davis,
1978).

Sekil 2.3. Domates bitkisinin yiizeyindeki ‘glandular trichome’ (Anonim, 2011)
Cicekler

Domates bitkisinde ¢igekler basit veya bilesik salkim seklindedir. ilk olgunlasan ve
acan cicekler daima gdvdeye en yakin olan ¢igeklerdir. ilk salkimin gdvde iizerinde
meydana geldigi bogum aralig1 da gesitlere gore degisir. Domates biyolojik olarak
kendine dollenen bir bitkidir. Domateslerde ¢ok ender olsa da kisirlik goriilebilir
(Aybak ve Kaygisiz, 2007).

Sekil 2.4. Domates ¢igegi (Anonim, 2017)



Cizelge 2.3. Domatesin fizyolojik donemleri (Jones, 2007)

Asama Gelisme Donemi Siirec (giin)
0 Cimlenme 25-35
1 Yapraklanma 20-25
2 Vejetasyon 20-30
3 Ciceklenme 20-30
4 Meyve tutum 15-20
Toplam Meyve olum - hasat 100-140

2.4. Domatesin Saghk Uzerine EtKisi

Domates bitkisinin kanser, kan dolasimi, kalp sorunlari gibi hastaliklart
onlenmesinde etkisinin oldugu yapilan bircok arastirma sonucunda belirlenmistir.
Domates 6nemli derecede likopen ve karotenoid icerdiginden dolayr saglik iizerine
olumlu etkisinin oldugu belirtilmektedir (Abushita vd, 2000). icerigindeki yiiksek
likopen miktari, kanser riskini azaltmak igin insanlarda serbest radikallere karst bir
radikal uzaklastirict olarak rol oynamaktadir (Muratore vd, 2008). Ayrica, likopen ve
karotenoidler disinda igerdigi askorbik asit, flavonoidler ve E vitamini gibi
antioksidan bilesiklerden dolay1 da saglik iizerine koruyucu etkisinin oldugu ifade
edilmektedir (Willcox vd, 2003).

Yapilan calismalarda domates ve domates iirlinleri tiiketiminin bazi kronik
hastaliklarin (Rao vd, 1998) ve baz1 kanserlerin olusum riskini azalttig1 (Balestrieri
vd, 2004), alkol tiiketimine bagli karaciger hasarini onledigi (Tapiero vd, 2004)

saptanmistir.

2.5. Domatesin Ekolojik istekleri

Domates bitkisi toprak istegi bakimindan secici degildir ve besin igerigince zengin
hemen her toprakta yetisebilir. Domates bitkisinin yetistigi topragin pH degeri 5.5-

7.0 degerleri arasinda, tuzsuz — az tuzlu toprak oldugunda bitki iy1 yetisir. Bitki



gelisimi ve veriminin artmasi i¢in su tutma kapasitesinin yiiksek oldugu topraklar

tercih edilmelidir (Giineysu, 2004).

Domates, sicak ve iliman iklim bitkisidir ve en verimli gelisimi 15-28°C
sicaklik araligindadir. Gece ve giindiiz sicakliklar1 arasinda ¢ok fazla fark olmasi
istenmez, 6 ila 8°C’lik bir fark idealdir. 30°C’den yiiksek sicakliklarda domates
bitkisi gelisimini siirdiiriir, fakat yiiksek sicaklik polen ¢gimlenmesini olumsuz yonde
etkiler. Bundan dolay1 polen tiipii olusumu gercgeklesse de yeterli diizeyde uzayamaz
ve dollenme olusmaz. Dollenme olmamasinin sonucunda da ¢icek dokiilmesi

gerceklesir (Glineysu, 2004).

Domates bitkisinin kok c¢evresi diizenli su aldig1 durumlarda bitkinin gelisimi
ve verimi olumlu yonde etkilenir. Fakat asir1 sicak ve nemli ortamlarda bitkide cesitli
hastaliklar meydana gelmektedir. Yiiksek nem bitki biiyiime doneminde olumlu etki
yaparken, meyve olgunlasmasi doneminde olumsuz etki yapmaktadir (Akpinar,

2014).

2.6. Diinyada ve Ulkemizde Domates Uretimi

Domates, diinyada kiiltiir bitkileri igerisinde en ¢ok iiretimi yapilan bitkilerin basinda
gelmektedir. Domatesin taze, kurutulmus, sal¢alik, konservelik, tursuluk, ketgap
yapimi gibi bir¢ok sekilde kullanimlart mevcuttur. Domates tarimi besin iceriginin
zenginligi ve kullanim alanlarinin ¢oklugu sebebiyle her gegen giin artmakta ve
degerlenmektedir (Offord,1998).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin 2014 yili verilerine
gore; Diinyada toplam 4,6 milyon hektar alanda domates ekimi yapilmaktadir.
Domates iiretiminde diinyada onde gelen {ilkeler sirasiyla; Cin Halk Cumbhuriyeti
(50,5 milyon ton), Hindistan (18,2 milyon ton), Amerika Birlesik Devletleri (12,5
milyon ton), Tiirkiye (11,8 milyon ton) ve Misir (8,5 milyon ton)’dir. Diinyada 52,4
milyon hektar alanda yas sebze tliretimi yapilmistir. S6z konusu alanda yetistirilen
toplam yas sebze yaklasik 995 milyon ton olup, domates yaklagik 163,4 milyon
tonluk iiretimi ile diinyada en ¢ok yetistirilen yas sebze tirtinidiir. Domates bitkisini,
sirastyla, kuru sogan (84,7 milyon ton), lahana (71,4 milyon ton), hiyar ve kornison
(71,3 milyon ton) bitkileri takip etmektedir (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4. Diinya yas sebze tiretiminde ilk 10 {irtin (Anonim, 2014)

Sira  Uriin Ady 2012 2013 Degisim (%)
1 Domates 160.797.627  164.434.039 %1,6
2 Kuru sogan 81.462.299 84.758.190 %4
3 Lahana 70.281.933 71.434.080 %1,6
4 Hiyar ve Kornison 69.266.371 71.333.414 %3
5 Patlican 47.643.440 49.339.734 %3,6
6 Havug ve Salgam 36.931.325 37.209.469 %0,8
7 Biber 30.792.661 31.116.944 %1,1
8 Marul ve hindiba 25.545.999 24.896.115 %-2,5
9 Kabak 24.613.911 24.609.860 %0,0
10 Sarimsak 23.399.561 24.195.662 %3,4
11 Digerleri 405.480.566  411.944.895 %1,6

Genel Toplam 976.215.693  994.272.402 %1,8

Domates veriminin en yiiksek oldugu iilke ise Belgika’dir. Cin Halk
Cumhuriyeti diinya tiretiminin yaklasik ticte birini tek basina gerceklestirmekte olup,
tilkemizin kiiresel domates iiretiminden aldigr pay %7,2 seviyesindedir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2015 yilinda iilkemizde yas sebze iiriinleri
tiretim miktart bir onceki yila gore %4 oraninda artarak 23,9 milyon ton olarak
gerceklesmistir. Sebzeler grubunun Onemli iriinlerinden domates {iretimi %6,5

oraninda artarak 12,6 milyon ton olarak ger¢eklesmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Ulkemizde iiriin bazinda yas sebze iiretim verileri (Anonim, 2017b)

Sira Sebzeler Uretim (ton)
1 Domates 12.615.000
2 Biber (salgalik, dolmalik, sivri) 2.307.456
3 Sogan (kuru) 1.879.189
4 Hiyar 1.822.636
5 Patlican 805.259
6 Lahana 766.675
7 Fasulye 640.836
8 Havug 534.988
9 Kabak (sakiz, cerezlik) ve Balkabag1 449.898

10 Marul 447.492
11 Digerleri 1.644.583
Genel Toplam 23.914.012
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Cizelge 2.6. Ulkemizde ortii alt1 domates iiretimi yillara gdre dagilimi (Anonim,

2017h)

Yil Uretim (ton) Yil Uretim (ton)
2001 1.417.667 2009 2.657.461
2002 1.632.175 2010 2.852.863
2003 1.940.494 2011 3.092.083
2004 1.960.185 2012 3.096.349
2005 2.023.888 2013 3.200.930
2006 2.067.738 2014 3.285.570
2007 2.451.062 2015 3.394.447
2008 2.382.731 2016 3.614.472

Cizelge 2.7. Ulkemizde yillara gére domates iiretimi (Anonim, 2017b)

Yil Uretim (ton) Yil Uretim (ton)
2001 8.425.000 2009 10.745.572
2002 9.450.000 2010 10.052.000
2003 9.820.000 2011 11.003.433
2004 9.440.000 2012 11.350.000
2005 10.050.000 2013 11.820.000
2006 9.854.877 2014 11.850.000
2007 9.936.552 2015 12.615.000
2008 10.985.355 2016 12.600.000

12



3. BITKi DOKU KULTURU

Bitkilerin, beslenme maksadiyla gelistirilmesi c¢aligmalarinda iki onemli donem
vardir. ilk dénem Yesil Devrim olarak isimlendirilmektedir. Bu donemin icinde
klasik bitki 1slahi, ticari giibreler ve diger agronomik tekniklerin gelisimi
bulunmaktadir.  Yesil devrimde {retim, ‘tohum-bitki-tohum’  dongiisiinde
gerceklestirilir. Ikinci dénem ise Gen Devrimi olarak isimlendirilmektedir (Kung,
1993). DNA’nin yapisinin anlasilmasi, bakteri genetigi, bitki doku kiiltiiriiniin
gelisimi ve bu tekniklerin birgok bitkiye uygulanabilir olmasi gen devrimi donemini
baglatmistir. Gen devrimi ile yesil devrim karsilastirildiginda, gen devriminde hedefe
ulasma bakimindan bir tiimevarim s6z konusudur. Yani, ‘baz- niikleotid- gen-
kromozom’, ‘ribozom- aminoasit- protein- kloroplast- mitokondri’, ‘hiicre- doku-
organ- bitki’ ve tohum zincirinin her pargasi amaca ulagsmada ayr1 ayr1 veya birlikte
degerlendirilerek tizerinde degisiklikler yapilabilmektedir. Bunlar arasinda hiicreye
kadar olan konular genellikle bitki genetik miithendisliginin, hiicre-tohum arasindaki
konular ise bitki doku kiiltiiriiniin alanlaridir. Bitki doku kiiltiirii, bitki genetik
miithendisligi ile birlikte bitki biyoteknolojisini olusturan ana unsurlardan biridir
(Babaoglu vd, 2001).

Bitki doku kiiltiirii; bitkinin hiicre, doku ve organlarinin kontrollii kosullarda,
aseptik sartlar altinda, sentetik besi ortaminda kiiltiire alinarak yeni doku, bitki veya
bitkisel triinlerin tiretilmesidir (Babaoglu vd, 2001). Yapay besi ortamina alinan,
cogunlukla kii¢iik pargalar halinde, kimi zaman hiicreler halinde olan bitkilerin tim
bitkiyi meydana getirme yetenegi totipotensiden kaynaklanmaktadir. Totipotent
hiicre, yeni bir bitki olusturabilecek yetenege sahip olan hiicreye verilen isimdir.
Totipotensi doku kiiltiiriiniin temel dayanagidir. Bazi bitkilerde bir organin izole
edilmesi veya celik alinmasi totipotent hiicrelerin aktif hale gegmelerini saglar iken,
baz1 bitkilerde ise totipotent hiicrelerin aktiflesmesi i¢in birtakim hormonal

uyaricilarin kiiltiir ortamina ilave edilmesi gerekmektedir (Goniilsen, 1987).

Doku kiiltiiriinde yasanan gelismeler, bitkilerde fizyoloji, biyokimya, genetik
ve molekiiler biyoloji gibi konularda karsilasilan problemlerin ¢éziimiinde yardimet
olmaktadir (Kocagaligkan, 2002).
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3.1. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tarihcesi

Doku kiiltiiri galismalarinin, 1902 yilinda basladigi ilk zamanlardan itibaren devam

eden yillarda olgun embriyolarin kiiltiire alinmasi, oksinin tanimlanmasi, kok ve

siirgiin uglarinin laboratuvarda ¢ogaltimi, ilk kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi1 gibi

gelismeler ard arda gozlenmistir. Bu gelismeler 1995 yilina gelindiginde insanlar i¢in

ilk rekombinant gidanin iiretimine kadar ilerlemistir. Son 20 yil boyunca in vitro

kiltir teknikleri yogun bir sekilde geliserek 1000’den fazla farkl tiire uygulanmastir

(Bigot, 1987).

Cizelge 3.1. Bitki doku kiiltiiriinde baz1 6nemli ¢alismalar (Babaoglu vd, 2001).

Tarih Calismalar Arastiricilar
1902 [k izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii Haberlandt

1904 Olgun embriyolarin kiiltiirii Hanning

1917 Biyoteknoloji teriminin ilk kullanimi Karl Ereky

1920 Oksinin tanimlanmasi Went ve ark.

1924 [k embriyo kurtarma teknigi (misir) Dieterich

1934 Tk siirekli kok kiiltiirleri (domates) White

1934 [k kallus kiiltiirleri Gautheret

1953 DNA’nin yapisinin belirlenmesi Watson ve Crick
1954 Hiicre siispansiyonlarindan ilk bitki eldesi Muir ve ark.

1958 Ik somatik embriyogenesis (havug) Steward ve ark.
1962 MS besin ortaminin gelistirilmesi Murashige ve Skoog
1965 Tek hiicreden bitki rejenerasyonu Vasil ve Hilderbrandt
1967 [1k haploid bitki iiretimi Bourgin ve Nitsch
1968 B5 ortaminin gelistirilmesi Gamborg ve ark.
1971 Protoplastlardan ilk bitki rejenerasyonu Nagata ve Takabe
1983 Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (tiitiin) Murai ve ark.

1995 [k rekombinant insan gidasi Flavr Savr, domates
1997 E.coli genom dizilemesi Blattner ve ark.
2001 Insan genom dizilemesi Vetner ve ark.
2005 Celtik genom dizilemesi Uluslararast geltik

genom dizileme projesi
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3.2. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Avantaj ve Dezavantajlar

Doku kiiltiiriiniin avantajlart;

Yiiksek ¢ogaltim sonucunda kisa siirede ¢ok sayida bitkicik elde
edilebilmektedir.

In vitro ¢ogaltim mevsime bagli olmadan siirekli uygulanabilmektedir.

In vitro iretilen bitkiler mikroorganizmalardan bagimsiz olduklari igin,
mikroorganizma kaynakli hastaliklara yakalanma ihtimalleri ¢ok diisiik
olmaktadir.

Genotiplerin bitki virlislerinden korunabilmeleri miimkiindiir (Arora,
2010).

Bitkilere sivi nitrojen (-196°C) igerisinde kriyoprezervasyon islemi
uygulanarak, smirsiz bir zaman dilimi i¢in Dbitkiler muhafaza
edilebilmektedir (Callow, 1997).

Doku kiiltiiriinde gogaltilan bitkiler daha kontrollii bir fiziksel ve kimyasal
gevreye sahip olduklarindan dolayi, biiyiime ve gelismenin istenilen
herhangi bir sathasi rahatlikla gdzlemlenebilir ve tizerinde calisilabilir

(Neumann vd, 2009).

Doku kiiltiiriiniin dezavantajlari;

In vitro yontem ile diizenli olarak biiyiik miktarlarda bitki materyali tiretimi
oldugundan dolay1 bu durum in vitro koleksiyonlarmn yonetimi i¢in sorun
yaratmaktadir.

Kontaminasyon veya insan hatasi sebebiyle materyal yitirme riski her alt
kiiltiirde mevcut olmaktadir.

Kiiltiirlerde zamanla somaklonal varyasyon artigi sonucu bitki materyalinin

genetik biitlinligiinii kaybetme riski vardir (Scowcroft, 1984).
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3.3. Bitki Doku Kiiltiirii Teknikleri

Bitki doku kiiltiirii teknolojisi 5 sinifa ayrilmaktadir (Harisha, 2007);

Kallus kiiltiirii
Hiicre siispansiyon kiiltiirii
Protoplast kiiltiirii

Embriyo kiiltiirti

a c w N e

Meristem kulturia

3.3.1. Kallus kiiltiiri

Kallus kiiltiirii, kati ortam iizerinde istenilen dokunun farklilasmamis parankima
hiicrelerinin uyarilmas1 ve cogaltilmasi ile ilgili bir tekniktir. Kallus, bitkinin
herhangi bir yerinde olusan yaraya karsi verdigi in vitro tepkidir. Kallus olusumu,
besin ortamina ilave edilen endojen oksin ve sitokinin ile saglanir (Brown, 1990).
Bitki biiyiime hormonlar1 kullanilarak kallus siirekli olarak ¢ogaltilabilir. Sonrasinda
istege bagl olarak organ veya somatik embriyo olusumuna yonlendirilebilir. Ancak
kallus organ olusturmaya bir kez baslarsa, devaminda kallus olusumu durur.
Dolayisiyla kallus kiiltiirleri, organogenez veya embriyogenez i¢in yeni bir besi
yerine transfer edilebilir veya kiltiir ortaminda siirekli olarak kallus formunda

kalmas1 saglanabilir (Stewart, 2008).

3.3.2. Hiicre siispansiyon kiiltiirii

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin ¢ogunlugu, mekanik etkiyle ¢alkalanan sivi besiyeri
icerisinde bulunan kallus kiiltiirlerinden olusmaktadir. Kallus kiiltiiriinde, hiicreler
birbirlerine plasmodesmata ile baglantidadir, hiicre slispansiyonunda ise tiim hiicreler
izole edilmektedir. Sivi besiyerinde bulunan kallus kiiltiirleri siirekli olarak
calkalanir. Calkalamanin verdigi mekanik etki sonucunda genellikle 10-14 giin
sonunda, ekplantin dis ylizeyinden hiicreler kopar. Kopan hiicrelerin, siispansiyon
kiiltiirleri gelismeye baslar (Neumann, 2009). Somatik embriyolar genellikle hiicre

siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilmektedir (Augustine ve D’Souza, 1997).
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3.3.3. Protoplast kiiltiirii

Protoplastlar, hiicre duvar hari¢ bitki hiicrelerinin biitiin unsurlarini igermektedirler.
Protoplastlar1 kullanarak tek bir hiicreden tam bir bitki rejenere etmek miimkiindiir.
Protoplastlar mekanik parcalanma veya enzimatik ¢Oziinme ile kendilerini
cevreleyen hiicre duvarindan uzaklastirilabilir. Protoplastlar i¢in eksplant kaynagi
olarak genellikle fidelerden elde edilen geng yapraklar kullanilmaktadir. Protoplastlar
sivi veya kat1 besiyerinde kiiltiire alinir. Protoplastlar aljinat matriks igine
gomiildiikten sonra kati besiyeri {izerinde kiiltiire alindiginda daha yiiksek oranda
rejenerasyon elde edilir. Aljinat, protoplast kiiltlirinlin kritik olan ilk birka¢ giiniinde
mekanik strese ve c¢evresel sartlardaki degisime karsi hiicresel koruma saglar

(Stewart, 2008).

3.3.4. Embriyo Kiiltiirii

Embriyo kiiltiirii, olgunlasmamis oviil veya tohumlardan izole edilen embriyolarin in
vitro kosullarda kiiltiire alinmasidir. Bu teknik tohumlarin dormant, inatg1 veya
gelismenin erken asamasinda yok olan tiirlerde direkt rejenerasyon i¢in ¢ok kullanish
bir yontem olarak uygulanmaktadir. Embriyo kiiltiirii, ¢cimlenme yetenegi olmayan
tohumlar olusturan tiirler arast1 melezlerden, hibrit elde edilmesine de imkan

saglamaktadir (Stewart, 2008).

3.3.5. Meristem Kiiltiiri

Doku kiiltiirii, bitkilerin ¢ogaltimi i¢in kullanilan bir yontem olmasinin yani sira,
hastaliklardan ari bitkilerin {iretimi i¢in de Onemli bir aractir. Apikal meristem
uclarini kullanarak hastaliksiz bitkilerin tiretimi miimkiindiir. Bakteri veya fungustan
ar1 bitkilerin iiretiminin miimkiin olmasina ragmen, meristem kiiltlirii daha c¢ok
viriislerin eliminasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kartha ve Gamborg,

1975; Brown vd, 1988; Ayabe ve Sumi, 2001).
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3.4. Bitki Doku Kiiltiirii Asamalari

Doku kiiltiirii islemleri 5 asamadan olugmaktadir (Babaoglu vd, 2001):

Asama 1: Hazirlik

Bu asamada kullanilacak bitki parcasi yani eksplant ve besin ortami segilir,
hazirlanir ve sterilizasyon islemi yapilir.

Asama 2: Kiiltiir baslangici

Kallus ve hiicre siispansiyonlar1 olusturulur.

Asama 3: Siirgiin ¢ogaltim agamasi

Kallus veya hiicre siispansiyonlarindan bitki rejenerasyonu uyarilarak siirgiin
gelisimi tesvik edilir.

Asama 4: Siirgiin gelisimi ve koklendirme

Olusan siirgiinler g¢ogaltilir, boylar1 uzatilir ve yeterli diizeyde biiyiiyen
stirglinler koklendirilir.

Asama 5: Dis ortama aligtirma

Koklenen bitkiler kontrollii bir sekilde dis ortama alistirilir.

3.5. Bitki Doku Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bitki doku kiiltiiriinde, besin ortaminin igeriginde bulunan kimyasal maddeler,

sterilizasyonda, pH ayarlanmasinda, vitamin veya bitki biiylime diizenleyicisi stok

soliisyonlariin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar bulunmaktadir. Besiyerini

olusturan bilesenler;

Makro elementler; N, P, K, ClI, Mg, Na, Ca, S
Mikro elementler; Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Co, |
Seker; siikroz, glikoz, maltoz, rafinoz, fruktoz
Bitki biiylime diizenleyicileri
Vitaminler; B1, B2, B3, B5, B6, H, C, E, M, A, D3
Katilastiric1 ajanlar; agar, agaroz, aljinat, phytagel, jelatin
Amino asitler veya diger nitrojen saglayicilari; glisin, arginin, glutamin,
prolin aspartik asit
Kimyasal olarak tanimlanamayan maddeler; hindistan cevizi siitli, maya 6zii
Tamponlar (Nadiren kullanilirlar) (Dixon, 1987; Babaoglu vd, 2001)
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3.6. Besi Ortamlan

Birgok arastirmaci tarafindan ¢esitli besiyeri ortami gelistirilmistir. Gelistirilen
besiyerlerinden en ¢ok kullanilan1 1962 yilinda Murashige ve Skoog’un
gelistirdikleri MS besiyeridir (Murashige ve Skoog, 1962). MS besiyeri ilk defa tiitiin
bitkisi i¢in gelistirilmistir ve yiikksek tuz igermektedir. 1968 yilinda, Gamborg ve
arkadaglar tarafindan B5 besiyeri gelistirilmistir (Gamborg, 1968). B5 besiyeri soya
kallus kiiltiirleri i¢in gelistirilmistir. 1965 yilinda, Linsmaier ve Skoog tarafindan LS
besiyeri gelistirilmistir (Linsmaier ve Skoog, 1965). 1963 yilinda, White WH
besiyerini  gelistirmistir (White, 1963). WH besiyeri domates bitkisinin
koklendirilmesi igin gelistirilmistir ve diisiik tuz igermektedir. 1972 yilinda, Schenk
ve Hildebrandt tarafindan gelistirilen SH besiyeri ve Nitsch tarafindan gelistirilen

NN besiyeri de kullanilan ortamlar arasindadir (Babaoglu vd, 2001).

Cizelge 3.2. Yaygin olarak kullanilan besin ortamlar1 ve bilesenleri (Babaoglu vd,
2001)

Besi Ortamlarimin Kimyasal Icerigi

Bilesenler MS B5 SH LS WH NN
KNO3 1900 2500 2500 1900 80 950
NH4NO3 1650 - - 1650 - 720
NH4H2PO4 - - 300 - - -
(NH4)2S04 - 134 - - - -
MgSQ..7H.0 370 250 400 370 720 185
CaCl..2H,0 440 150 200 440 220
KH2PO4 170 - - 170 68 68
NaH2PO4 - - - - 16,5 -
MnSQO4.H,0 - 10 10 16,89 - -

Kl 0,83 0,75 1 0,83 0,75 -
H3;BOs 6,2 3 5 6,2 15 10
ZnS04.7H,0 8,6 2 1 10,58 3 10
CuSQ04.5H0 0,025 0,025 0,2 0,025 - 0,025
Na;Mo004.2H,O 0,25 0,25 1 0,25 - 0,25
CoCl,.6H,0 0,25 0,25 0,1 0,25 - -
FeSQO4.7H20 27,8 27,8 15 27,85 - 27,8
Na:EDTA 37,3 37,3 20 - - 37,3
Nikotinik asit 0,5 1 5 - - 5
Pridoksin-HCI 0,5 1 0,5 - - 0,5
Thiamin-HCI 0,1 10 5 0,4 - 0,5
Folik asit - - - - - 0,5
myo-inositol 100 100 1000 - - 100
Sakkaroz 30.000 20.000 30.000 - - 20.000
Glisin 2 - - - - 2
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3.7. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Fonksiyonlar:

Bitki biiytime diizenleyicileri, bitki doku kiiltiirii ortamlarinin en 6énemli unsurudur.
Bitki dokularinin iginde dogal olarak olusan bazi kimyasallar beslenmeden daha ¢ok
bliylime ve gelisme diizenleyici role sahiptirler. Bitki hormonlar1 veya bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak bilinen bu bilesikler genellikle ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
aktif olurlar (Machakova vd, 2008). Bitkinin kendi yapisindaki bilesikler “hormon”
olarak adlandirilirken, bitki doku kiltiirii ortamlarina sonradan ilave edildiklerinde
disardan eklendiklerini belirtmek i¢in “bitki biiyiime diizenleyicileri” olarak

isimlendirilirler (Cleland, 1999).

Bitki biiyiime ve gelismesinde kritik rol oynayan bitki biliylime diizenleyicileri
oksinler, sitokininler, giberellinler, absisik asit ve etilen olmak {izere 5 gruba

ayrilmaktadir.

Oksinler

Doku kiiltiiriine ilave edilen oksinler hiicre boliinmesini ve gelisimini uyarici etkiye
sahiptirler. Oksinler, siirgiin ve koklerin uglarinda {iretilerek, yaprak, govde ve
koklerinin biiyliyen hiicrelerine yayilirlar. Somatik embriyo olusumunu en fazla
etkileyen bilesiklerdir. Oksinler, doku kiiltiiriinde tek basina kullanildiklarinda kallus
olusumunu uyarirlar ve elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesini saglarlar

(Anderson, 2011).

Gegmiste oksinlerin dogal olarak iretildigi disiiniilmekteydi fakat
giiniimiizde dogal olarak olusan tek oksinin IAA (Indol-3-asetik asit) oldugu
belirlenmistir. Sentetik oksinler arasinda 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit), IBA
(indol-3-biitirik asit), NAA (naftalen asetik asit) ve Picloram (4-amino-3,5,6-trikloro
pikolinik asit) bulunmaktadir (Bidlack ve Jansky, 2011).

Sitokininler

Bitki doku kiiltlirinde en c¢ok kullanilan sitokininler, adenin (aminopiirin)
tirevleridir. ~ Sitokininler, c¢ogunlukla kok wuglarinda ve gen¢ yapraklarda

sentezlenirler. Hiicre boliinmesi, dokularin farklilasmasi, bitki rejenerasyonu,
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yapraklarda yaslanmanin geciktirilmesi ve siirgiin g¢ogaltiminda rol oynarlar.

(Babaoglu vd, 2001).

Dogal olarak bulunan sitokininler Zeatin, 21P (6-dimetil aminopiirin) (Staden
ve dig, 2008), sentetik olarak bulunan sitokininler ise BAP (6-benzilaminopiirin), Kn

(Kinetin) ve TDZ (Thidiazuron)’dir (Babaoglu vd, 2001).

Giberellinler

Bitki patojeni bir fungus olan Gibberella fujikuroi, bitkilerin asir1 uzun boylu olup
devrilmelerine ve tohum tiretememelerine sebep olmaktadir. 1926’da Japon bilim
adami Eiichi Kurozawa ve arkadaslart bu duruma sebep olan maddeyi fungustan

izole ederek, giberellin olarak isimlendirmislerdir (Heldt, 2005).

Giberellinler, ¢igeklenmenin diizenlenmesi, dormansinin kirilmasi, meyve
olusumu ve biiylimesi gibi olaylarda gorev alirlar (Heldt, 2005). Kallus geligimini,
organogenesisi ve adventif kok olusumunu engeller, gévdenin uzamasini ve
ciceklenmeyi arttirirlar  (Babaoglu vd, 2001). Bitkilerde teshislerine gore
numaralandirilmig olarak 100 den fazla giberellin bulunmaktadir. Fakat sadece
birka¢ tanesi bitki hormonu olarak gorev almaktadir ve en Onemlileri GA1 ve

GAgs’tiir (Katekar, 1999).

Absisik asit

Absisik asit sentezi, su depolanmasinin dogrudan gozlenebildigi yaprak ve kok gibi
organlarda goriliir (Heldt, 2005). Absisik asitin doku kiiltiiriindeki rolii heniiz tam
olarak anlagilmamistir, somatik embriyolarin olgunlastirilmasinda kullanilmaktadir.
Ayrica yaprak/meyve dokiimiinde ve dormanside etkilidir, stomalarin kapanmasini

diizenler. Absisik asitin 151k duyarliligi hassastir (Babaoglu vd, 2001).

Etilen

Etilen gaz halinde olan tek hormondur ve yiiksek bitkilerin farkli organlarinda

olusur. Dokular yoluyla tasinimi c¢ok hizli ve kolaydir. Etilen {iretiminin

uyarilmasinda kuraklik, sel, soguk, sicak stresi, tuz, ozon, enfeksiyon ve mekanik

yaralama gibi stres ve fizyolojik siirecler etkilidir (Vankova, 2011). Etilen meyve
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olgunlagsmasini diizenler ve hem dogal hem de kurakliga baglh yaslanma baglangicini
belirler. Abiyotik strese oldugu kadar biyotik strese de tepki ile iligkili bir hormondur
(Young vd, 2004).

Brassinosteroidler (BR)

Yukarida bahsedilen 5 farkli bitki biliylime diizenleyicilerinin yani sira, son yillarda
aragtirmacilarin yaptiklart c¢alismalar sonucunda, bitki biiyiime diizenleyicilerinin
altinc1 grubu olarak brassinosteroidi de goz oniine almay1 gerektiren kanitlar ortaya
konmustur. Brassinosteroidler, ilk kez 1970 yilinda Mitchell ve arkadaslar
tarafindan, Brassica napus bitkisinin polenlerinden elde edilmistir. Kesfedilen
hormon steroid yapiya uygun ilk bitki hormonu olarak tanimlanmistir (Malikova vd,
2008; Slavikova vd, 2008). Dogada var olan ve tanimlanmis 60 tan fazla
brassinostreoid bulunmaktadir (Haubrick ve Assmann, 2006). Dogada en ¢ok
bulunan ve ¢aligmalarda en fazla kullanilan brassinosteroidler; BL (brassinolit), 28-
HomoBL (28-homobrassinolit) ve 24-EpiBL (24- epibrassinolit)’dir (Vardhini vd,
2008; Malikova vd, 2008; Slavikova vd, 2008). Bu zamana kadar toplam olarak 58
bitki tiirlinden brassinosteroid izole edilmistir. Bunlardan 65 adet BR ve 5 adet BR

konjugati tanimlanmustir (Steigerova vd, 2012).
BR uygulamasi;

e Tohum ¢imlenmesini arttirir (Ashraf vd, 2010; Yang vd, 2011),

e Hiicre duvarmin esnekligini arttirarak hiicre uzamasina katki saglar (Sun vd,
2010),

o Kok uzamasini uyarir (Kartal vd, 2009; Yang vd, 2011),

e Niikleik asit ve protein miktarini arttirir (Anuradha ve Rao, 2001; Arora vd,
2010).
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Cizelge 3.3. Bitki doku kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri
(Babaoglu vd, 2001)

. . Stok Etkili
Ad1 Kisa adx NEOIelful Erime Toz ?,ak' soliisyon konst.
agirhg durumu  sic. (°C) sak.sic. °C)  arah@

Oksinler
Indol-3-asetik asit IAA 175.2 EtOH -0 -0 0.01-3
Naftalin asetik asit NAA 186.2 NaOH 0.S 0-5 0.1-10
24-Diklorofenoksi  , , 1 221.0 EtOH 05s 0-5 0.01-5
asetik asit
4-amino-3,5,6-
trikloro pikolinik asit  Picloram 241.5 DMSO 0.S 0-5 0.01-10
Sitokininler
6-Benzil amino BAP 2253 NaOH  0S 0-5 0.1-5
purin
Izopentil adenin 2IP 203.2 NaOH -0 -0 1.0-30
Kinetin KN 215.2 NaOH -0 -0 0.1-5

L DMSO, 0.001-
Thidiazuran TDZ 220.2 KOH 0.S 0-5 0.05
Zeatin ZEA 219.25 NaOH -0 -0 0.1-5
Giberellin GA; 346.4 H.0 0-5 -0 0.05-5
Absisik asit ABA 264 H.0 0-5 -0 0.1-5
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Cizelge 3.4. Bitki biiylime diizenleyicilerinin gruplandirilmasi, fonksiyonu ve en

yaygin kullanilanlar (Gaspar vd, 1996; Haberer ve Kieber, 2002)

BBD Fonksiyonu En yaygin kullanilanlar
-Hucre bolunmes%', y(?'nldelz farklilagma, _BAP (benzilaminopiirin)
rejenerasyon ve siirgiin ¢ogaltimi _BA (benziladenin)

- Cigeklenmenin geciktirilmesi - KIN (kinetin)
o - Yaprak dokiilmesinin engellenmesi L e

Sitokininler N . . . - Adenin Siilfat

- Siirgiinlerde koklenme ve embriyogenezin . . .
. - 2iP (izo pentil adenin)

engellenmesi i T

g . TDZ (thidiazuron)
- Cimlenmenin artirilmasi .

e . - Zeatin

- Yaglanmanin geciktirilmesi
- Koklenmenin tesvik edilmesi
- Apikal dominans
: %?ll%las?i(r)giei}ln;elisiminin baskilanmasi - IBA (indol butirik asit)

) e - IAA (indol asetik asit)

Oksinler pHicresind a -2,4-D (2,4diklorofenoksi
-Kallus olusumunun uyarilmasi, hiicre asetik asit)
slispansiyonlarinin eldesi ve somatik embriyo i I
olusumu NAA (naftalen asetik asit)
- Kallus olusumu, organogenez ve somatik embriyo
olusumu (sitokininlerle birlikte)

- Meristemlerden bitki rejenerasyonunun
uyarilmast
. . - Siirgiin boyunun uzamast . S

Gibberellinler Kallus gelisimini, organogenez ve adventif kok GA3 (Gibberellik asit)
olusumunun engellenmesi
- Bitkilerde ¢igeklenmenin artirilmasi
- Somatik embriyolarin olgunlagsmasi

. . - Yaprak ve meyve dokiilmesi (absisyon), o
Absisik Asit ) ABA (Absisik asit)
- Dormansi
- Stomalarin kapanmasi
- Meyve olgunlasmasi, senesens ve yaprak absisyonunun tesvik edilmesi
- Yiiksek derisimlerde, mikrotiibiil ve mikrofibrillerin yerlesimlerini etkileyerek,
hiicre uzamasinin azaltilip, hiicre genislemesinin artirilmasi
Etilen - In vitro Kkiiltiirlerde, alt kiiltiir sonrasinda zamana bagl olarak, biiyiime ve

organogenezin inhibe edilmesi
- Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimede, govde ve kok uzamasi, aksillar
ve adventif tomurcuk olusumu, embriyogenez
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3.8. Bitki Doku Kiiltiiriine Etki Eden Etmenler

Cizelge 3.5. Farkli ¢evre sartlarinin gesitli evrelerde kiiltiirler tizerine etkileri
(Babaoglu vd, 2001)

Cevre sartlan

Etkileri (in vitro)

Etkileri (ex vitro)

Sabit hava sicakligi

Diisiik-yiiksek sicaklik

Diisiik 151k yogunlugu

Diisiik hava girisi-yiiksek
nem

Ortamda diisiik erimis O2

Ortamda yiiksek inorganik
Iyon konsantrasyonu

Ortamda yiiksek seker
konsantrasyonu

BBD ve vitamin igeren
ortamlar

Uygun olmayan biiylime
diizenleyicileri

Yiiksek konsantrasyonda
agarla katilastirilmig
ortamlar

Diisiik CO2 konsantrasyonu

Karanlikta yiiksek solunum
Yavas-asir1 gelisme

Yaprak ¢ikiginda azalma,
kiiltiirlerde beyazlagma

Diisiik transpirasyon orani,
stomalarda diizensizlik, koklenme
ve besin aliminda zorluklar,
vitrifikasyon

Koklenmede zorluk, kiiltiirlerde
kahverengilesme, hiicre ve
dokularin 6limii

Ortamda yiiksek ozmotik basing,
yiiksek etilen {iretimi

Vitrifikasyon ve bazi
diizensizlikler, bakteriyel ve fungal
kontaminasyon, bitki 6liimii

Asirt konsantrasyonlarda mutasyon
ihtimali, somaklonal varyasyon

Kallus gelisimi, koklenme ve
biliylime bozukluklari

Diisiik Oz alimi, koklenmede
bozukluk

Etilen biyosentezinin uyarilmasi

Cevresel strese hassaslik
Yavag-asir1 gelisme

Fotosentezin azalmasi, biiyliime
ve gelismenin yavaslamasi

Asir1 transpirasyon, su ve besin
maddesi alim zorlugu

Kok ciirlimesi, yavas gelisme

Biiyiimede gerileme
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Bitki Materyali

Bu ¢alisma, Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Calismada bitki materyali olarak, ticari olarak satin
alinan Lycopersicon lycopersicum L. SC 2121 ¢esidi kullanilmistir.

4.1.2. Besin Ortam

Doku kiiltliri ¢alismalarinda besiyeri olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besiyeri kullanilmistir. Amaca yonelik olarak; tohum ¢imlendirme, siirgiin olusumu
ve koklendirme ortami i¢in farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicilerini

iceren MS besiyeri hazirlanmastir.

4.2. Yontem

4.2.1. MS Besiyerinin hazirlanmasi

1 litrelik cam siseye 4.4 gr/LL MS besiyeri ve 30 gr/L siikroz eklendikten sonra
tizerine 800 ml distile su eklenmistir. Hazirlanan karisim iyice ¢oziindiiriilmiistiir.

MS besiyeri icerigi ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Katilagtirici  ajan olarak kullanilan phytagel’den 6nce pH ayarlamasi
yapilmistir. pH degeri onceki ¢alismalar baz alinarak 5.8’e¢ ayarlanmistir. pH’1
Olciilen besiyeri istenilenden daha bazik ise 1M HCI, istenilenden daha asidik ise 1M
NaOH c¢ozeltisinden kontrollii bir sekilde damlatilarak pH 5.8’e ayarlanmistir. pH
ayarlamasi1 yapilan besiyerine 2.8 gr/L phytagel eklenerek son hacim 1 litreye

tamamlanmaistir.
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Cizelge 4.1. MS besiyeri igerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Bilesenler Besi ortamlarindaki konsantrasyon (mg/L)
KNOs3 1900
NH4NO3 1650
MgS0O4.7H20 370
CaCl2.2H20 440
KH2PO4 170
MnS04.4H,0 22,3
Kl 0,83
H3BO3 6,2
ZnS04.7H20 8,6
CuS04.5H,0 0,025
Na:Mo0s.2H20 0,25
CoCl2.6H20 0,025
Glisin 2
Na;EDTA 37,3
Nikotinik asit 0,5
Sakkaroz 30000

4.2.3. Sterilizasyon Islemi

4.2.3.1. Besiyeri ve kullamlacak ekipmanlarin sterilizasyonu

Cam sisede hazirlanan besiyerinin kapagi aliiminyum folyo ile kapatilmistir.
Caligmalarda kullanilacak olan ekipmanlar (pens, bistiiri, distile su, kurutma kagidi,
15 ve 50 ml’lik falkon tiipler, kavanoz) aliiminyum folyoya sarilarak otoklav
posetine konulmustur. Hazirlanan malzemeler 121°C°de 1.1 atm basingta 20 dakika

otoklavlanmaistir.

4.2.3.2. Calisma ortaminin sterilizasyonu

Doku kiiltiirli ¢alismalarinda, ¢alisma ortami olarak kullanilan steril kabin %70’lik
alkol ile 1yice silinmistir. Caligmamizda ihtiyacimiza yonelik otoklavdan ¢ikan steril
ekipmanlar %70’lik alkol ile silinip kurulandiktan sonra steril kabin igerisine

koyulmuslardir. Hazirlanan steril kabin 15 dakika UV 1s1k altinda steril edilmistir.
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Sekil 4.1. Sterilizasyon asamasi a; UV 1sik altinda steril olan kabin ve aletler, b;
%20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilen domates tohumlari, c;
Sterilizasyon isleminden sonra kurumasi i¢in bekletilen tohumlar.

4.2.4. Domates tohumlarimin yiizey sterilizasyonu

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in, 15 ml’lik falkon tiip igerisinde tohumlar 30
saniye %70’lik etil alkolde ¢alkalanmistir. Calkalama igleminin ardindan 2 defa steril
distile sudan gegirilerek %?20’lik sodyum hipoklorit (NaOCI)’te 20 dakika
bekletilmistir. 20 dakikanin sonunda tohumlar 5 defa steril distile sudan gegcirilerek,

kurutma kagidinin tizerine alinmistir.

4.2.5. Domates tohumlarimin besi ortamina ekimi ve ¢cimlendirilmesi

Hazirlanan MS besiyeri 1 litrelik kavanozlara 125 ml gelecek sekilde dokiilmiis ve
katilagsmaya birakilmigtir. Katilasan besiyerine, steril domates tohumlar1 her bir
kavanoza 6 adet tohum gelecek sekilde pens yardimiyla yerlestirilmistir. Hazirlanan
kavanozlarin agzi stre¢ film ile sarilarak, 10 giin boyunca 16 saat aydinlik, 8 saat

karanlik fotoperiyotta 26°C’de iklim dolabina ¢imlenmesi i¢in kaldirilmistir.
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Sekil 4.2. Cimlendirme agsamasi a; ylizey sterilizasyonundan sonra kavanoza ekilen
domates tohumlar1 b; 10 giinliik domates fideleri

4.2.6. Eksplantlarin Alinmasi

10 giinliik ¢imlenme doneminin ardindan biiyiiyen fidelerden steril kabin igerisinde
eksplantlar alinmistir. Farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicisi igeren
MS besiyeri 1 gilin Oncesinde hazirlanarak petri kaplarina dokiilmiistiir. Her
konsantrasyondan 3 tekrar hazirlanmistir. Hazirlanan 2 petriye pens ve bistiiri
yardimiyla kesilen 4’er adet 5x5 mm boyutlarinda kotiledon, 1 petriye 6 adet 5 mm
boyutunda hipokotil yerlestirilmistir (Sekil 4.3). Kullanilan pens ve bistiiriler her
eksplanttan sonra degistirilmis ve sterilizasyonu i¢in boncuk sterilizator
kullamilmistir.  Hazirlanan petrilerin kapaklar1 stre¢ film ile sarilarak, 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta 26°C’de iklim dolabina siirgiin olugumu igin
kaldirilmistir.

Sekil 4.3. Hazirlanan 6rnek bir set

29



4.2.7. Farklhh BBD konsantrasyonu iceren besiyerleri

Cizelge 4.2. Siirgiin, kok ve kallus gelisimi i¢in IAA’nin TDZ, Zeatin, BAP ve
Kinetin BBD’leriyle farkli konsantrasyonlarda kombinasyonlari

Sira no IAAmg/L TDZmg/L ZEATINmg/L BAPmg/L  KINETIN mg/L
1 0 0 0 0
2 0,5 0,5 0,5 0,5
3 0 1 1 1 1
4 2 2 2 2
5 3 3 3 3
6 0 0 0 0
7 0,5 0,5 0,5 0,5
8 0,5 1 1 1 1
9 2 2 2 2
10 3 3 3 3
11 0 0 0 0
12 0,5 0,5 05 0,5
13 1 1 1 1 1
14 2 2 2 2
15 3 3 3 3
16 0 0 0 0
17 0,5 0,5 05 0,5
18 2 1 1 1 1
19 2 2 2 2
20 3 3 3 3
21 0 0
22 05 0,5
23 3 - - 1 1
24 2 2
25 3 3
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Cizelge 4.3. Siirgiin, kok ve kallus gelisimi i¢in NAA’nin BAP ve Kinetin
BBD’leriyle farkli konsantrasyonlarda kombinasyonlari

Sira no NAAmg/L BAPmg/L  KINETIN mg/L

1 0 0
2 0,5 0,5
3 0 1 1
4 2 2
5 3 3
6 0 0
7 0,5 0,5
8 0,5 1 1
9 2 2
10 3 3
11 0 0
12 0,5 0,5
13 1 1 1
14 2 2
15 3 3
16 0 0
17 0,5 0,5
18 2 1 1
19 2 2
20 3 3
21 0 0
22 0,5 0,5
23 3 1 1
24 2 2
25 3 3
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Cizelge 4.4. Siirgiin, kok ve kallus gelisimi igin 24-epibrassinolid bitki biiylime
diizenleyicisinin farkli konsantrasyonlarda denemesi

Sira no 24- EpiBL mg/L

1 5

10
15
20
25

30
100

~N oo o BhAowWwODN

Yapilan tiim denemelerde, kullanilan biitiin bitki biiyiime diizenleyicisi

konsantrasyon ve kombinasyonlar1 3 tekrar olacak sekilde hazirlanmistir.

4.2.8. Siirgiin olusturan besi ortamlarimin alt kiiltiire alinmasi

Diizenli kontrolleri yapilan ortamlardan siirgiin olusturanlar 20 giin sonunda ayni
BBD konsantrasyonunu igeren taze ortamlara aktarilmislardir. Siirgiin olusturan
eksplantlar pens yardimiyla yeni ortamlarina alinmigtir. Hazirlanan yeni petriler streg
film sarilarak, siirgiinlerin gelisiminin devami i¢in tekrar 16 saat aydinlik, 8 saat

karanlik fotoperiyotta 26°C’de iklim dolabina kaldirilmistir.

4.2.9. Siirgiinlerin koklendirme ortamina aktarim

Biiytiyiip gelisen siirgiinler kesilerek koklendirme ortamini igeren kavanozlara dikey
olarak yerlestirilmistir. Koklendirme ortami olarak 1 litrelik cam kavanozlara 0,1 mg
IAA igeren MS besiyeri hazirlanmistir. Ayr1 konsantrasyondaki siirgiinler farkli
kavanozlara yerlestirilmistir. Kavanozun iizerine ortam icerigi ve onceki BBD
konsantrasyonu yazilmistir. Hazirlanan kavanozlarin agzi stre¢ film ile sarilarak,
koklenip rejenere olmalari i¢in 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta 26°C’de

iklim dolabina kaldirilmistir.
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4.2.10. Saksiya alim ve iklime alistirma

Koklendirme ortaminda yeterince biiyiiyen domates bitkileri kontrollii ve dikkatli bir
sekilde saksiya alinmistir. Bu islem i¢in Onceden gerekli olan saksi ve torf
malzemeleri hazirlanmistir. Kavanoz igerisinden ¢ikartilan domates bitkisinin kokleri
akan ¢cesme suyu altinda MS’den arindirilmistir. Temizlenen bitki saksiya dikkatli bir
sekilde dikilmistir. 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta 26°C’de iklim

odasina kaldirilmastir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu zamana kadar, domates igin bircok doku kiiltiirii optimizasyon protokolii
kurulmustur. Fakat doku kiiltiirii protokolii genotipe bagli olarak degismektedir.
Bundan dolay1 tiim c¢esitler i¢in gegerli bir protokol hazirlanmasi gerekmektedir. Bu
sebeple, SC-2121 domates ¢esidi i¢in laboratuvarimizda doku kiiltiirii optimizasyon

protokolii hazirlanmaistir.

Domates bitkisinde, eksplant kaynag: olarak, en yaygin hipokotil ve kotiledon
kullanilmaktadir. Eksplant tiiriiniin rejenerasyon frekanst {iizerindeki etkisi,
domateslerin genotiplerine bagli olarak degismektedir. Rejenerasyon frekansini
6lcmek i¢in eksplant kaynagi olarak hipokotil ve kotiledon kullanilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki farkli BBD’lerin hipokotil ve kotiledonlarda gosterdigi

rejenerasyon frekansi ¢izelgelerle agsagida agiklanmistir.

5.1. Farklh BBD Konsantrasyonlarimin Siirgiin Olusumuna Etkisi

Cizelge 5.1. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan IAA / Kinetin kombinasyonunun
stirglin gelisiminde rejenerasyon frekansina etkisi

IAA Kinetin Rejenerasyon Frekansi (%)
(mg/L) (mg/L) Hipokaotil Kotiledon
0,5 0,5 30 41
0,5 1 33 46
0,5 2 45 52
0,5 3 78 82
1 0,5 25 53
1 1 19 53
1 2 10 48
1 3 5 45
2 0,5 0 11
2 1 0 17
2 2 6 11
2 3 0 11
3 0,5 0 11
3 1 6 11
3 2 0 6
3 3 0 6

34



Cizelge 5.1 IAA ve Kinetin kombinasyonlarmin SC-2121 domates ¢esidinde
hipokotil ve kotiledonda siirgiin olusumu iizerindeki etkilerini gostermektedir.
Kotiledon ve hipokotil, rejenerasyon frekansinda maksimum yiizdelerine 0,5 mg/L
IAA + 3 mg/L Kinetin i¢eren ortamda ulagmislardir (kotiledon %82, hipokotil %78).
IAA’nin 2 ve 3 mg/L konsantrasyonunun Kinetin kombinasyonunda hipokotilde
stirgiin olusumu gozlenmez iken; kotiledon RF yiizdesi ise 0,5 ve 1 mg/L

konsantrasyonlarina gore oldukga diisiik kalmustir.

Cizelge 5.2. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan IAA / BAP kombinasyonunun
stirgiin gelisiminde rejenerasyon frekansina etkisi

Rejenerasyon Frekansi (%)

IAA (mg/L) BAP (mg/L)

Hipokotil Kotiledon
0,5 0,5 49 65
0,5 1 37 56
0,5 2 70 47
0,5 3 51 36
1 0,5 28 28
1 1 31 45
1 38 45
1 3 45 50
2 0,5 20 22
2 1 16 16
2 2 9 12
2 3 5 5
3 0,5 0 0
3 1 0 0
3 2 0 0
3 3 0 0

Cizelge 5.2 TAA ve BAP kombinasyonlarinin SC-2121 domates ¢esidinde
hipokotil ve kotiledonda siirgiin olusumu tizerindeki etkilerini gostermektedir.
Kotiledon rejenerasyon frekansi 0.5 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunda
maksimum yiizdesine (%65) ulasmistir, bu kombinasyonda hipokotil RF’si %49
olmustur. Hipokotil rejenerasyon frekansi ise maksimum yilizdesine %70 ile 0,5
mg/L IAA + 2 mg/L BAP kombinasyonunda ulagmistir, bu kombinasyonda
kotiledon RF’si %47 olmustur. IAA’nin 3 mg/L konsantrasyonu BAP ile

birlestiginde, hipokotil ve kotiledonda siirgiin olusumu gézlenmemistir.
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Cizelge 5.3. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan TDZ / IAA kombinasyonunun
stirgiin gelisiminde rejenerasyon frekansina etkisi

Rejenerasyon Frekansi (%)

TDZ (mg/L) IAA (mg/L)

Hipokotil Kotiledon
0,5 0,5 34 50
0,5 1 45 56
0,5 2 45 72
1 0,5 50 66
1 1 61 66
1 2 39 72
2 0,5 55 61
2 1 70 75
2 2 61 66

Cizelge 5.3 TDZ ve IAA kombinasyonlarinin SC-2121 domates ¢esidinde
hipokotil ve kotiledonda siirgiin olusumu iizerindeki etkilerini gostermektedir.
Hipokotil ve kotiledon RF maksimum yiizdelerine 2 mg/L TDZ + 1 mg/L IAA
kombinasyonunda ulasmiglardir (hipokotil; %70, kotiledon; %75). En disiik RF

yiizdesi 0,5 mg/L TDZ + 0,5 mg/L TAA kombinasyonunda goézlemlenmistir
(hipokotil %34, kotiledon %50).

Cizelge 5.4. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan Zeatin / IAA kombinasyonunun
stirgiin gelisiminde rejenerasyon frekansina etkisi

Zeatin Rejenerasyon Frekansi (%)

IAA (mg/L)

(mg/L) Hipokaotil Kotiledon
0,5 0,5 66 80
0,5 1 39 61
0,5 2 50 78

1 0,5 39 74
1 1 28 72
1 2 55 72
2 0,5 33 60
2 1 61 77
2 2 50 66
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Cizelge 5.4 Zeatin ve IAA kombinasyonlarinin SC-2121 domates cesidinde
hipokotil ve kotiledonda siirgiin olusumu iizerindeki etkilerini gostermektedir.
Hipokotil ve kotiledon RF maksimum yiizdelerine 0,5 mg/L Zeatin + 1 mg/L 1AA
kombinasyonunda ulasmislardir (hipokotil; %66, kotiledon; %80). En diisiik RF
yiizdesi hipokotil igin (%28) 1 mg/L Zeatin + 1 mg/L IAA kombinasyonunda
gbzlemlenmistir. Bu kombinasyonda kotiledon RF’si %72 olmustur. Kotiledon igin
en disiik RF yiizdesi (%60) 2 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IAA kombinasyonunda

gbzlemlenmistir. Bu kombinasyonda hipokotil RF’si %33 olmustur.

Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de verilen BBD konsantrasyon ve kombinleri
NAA/BAP ve NAA/Kinetin i¢in de denenmistir fakat bu kombinasyonlar SC-2121

domates ¢esidinde siirgiin olusumunda etkili olmamuistir.

Cizelge 5.5. BBD’lerin tekli konsantrasyonlarinin siirgiin gelisiminde rejenerasyon
frekansina % etkisi

Rejenerasyon Frekansi (%)

BBD Ad1 BBD konst.

Hipokotil Kotiledon
0,5 0 0
IAA (mg/L) ; 8 8
3 0 0
0,5 0 0
NAA (mg/L) ; 8 8
3 0 0
0,5 0 20
1 0 24
BAP (mg/L) 5 15 30
3 15 30
0,5 35 37
1 41 23
KN (mg/L) 2 40 44
3 48 50
0,5 31 26
TDZ (mg/L) 1 33 52
2 51 55
0,5 30 35
ZEA (mg/L) 1 44 40
2 37 35

37



Cizelge 5.5 BBD’lerin tekli konsantrasyonlarmin hipokotil ve kotiledonda
stirglin olusumuna etkisini gostermektedir. Tekli konsantrasyon denemelerinde IAA
ve NAA’nin siirgiin olusumuna etkisi olmadigi gozlemlenmistir. BAP’1in 0,5 ve 1
mg/L konsantrasyonlar1 hipokotilde siirgiin olusturmaz iken; kotiledonda %25
civarinda siirgiin olusturmustur. Tekli konsantrasyonda en yiiksek RF yiizdesi
hipokotilde %51, kotiledonda %55 orantyla TDZ’nin 2 mg/L konsatrasyonu oldugu

gozlemlenmistir.

5.2. Farklhh BBD Konsantrasyonlarinin Kok Olusumuna Etkisi

Cizelge 5.6. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan IAA / BAP kombinasyonunun kok
gelisimine etkisi

Kok Olusumu (%)

IAA (mg/L) BAP (mg/L)

Hipokotil Kotiledon
0,5 0,5 33 33
0,5 1 28 33
0,5 2 16 12
0,5 3 0 0
1 0,5 0 6
1 1 22 28
1 2 0 0
1 3 0 0
2 0,5 28 38
2 1 22 0
2 2 0 0
2 3 0 0
3 0,5 11 22
3 1 0 0
3 2 0 22
3 3 0 0

Cizelge 5.6 IAA ve BAP kombinasyonlarmin hipokotil ve kotiledonda kok
gelisimi tizerindeki etkilerini gostermektedir. En yiliksek kok olusum ylizdesi
hipokotil i¢in (%33) 0,5 mg/L TAA + 0,5 mg/L BAP kombinasyonunda
gozlemlenmistir. Bu kombinasyonda kotiledon kok olusum yiizdesi %33 olarak
gozlemlenmistir. Kotiledon i¢in en yiiksek kok olusum yiizdesi ise 2 mg/L IAA + 0,5
mg/L. BAP kombinasyonunda %38 olarak gozlemlenmistir. Bu kombinasyonda

hipokotil kok olusum yiizdesi %28 olarak gézlemlenmistir.
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Cizelge 5.7. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan IAA / Kinetin kombinasyonunun
kok gelisimine etkisi

Kok Olusumu (%)

IAA (mg/L)  Kinetin(mg/L)

Hipokotil Kotiledon
0,5 0,5 88 88
0,5 1 88 88
0,5 2 50 50
0,5 3 44 33
1 0,5 55 83
1 1 38 61
1 2 44 28
1 3 44 28
2 0,5 94 94
2 1 61 50
2 2 55 48
2 3 66 88
3 0,5 44 83
3 1 72 77
3 2 44 66
3 3 38 22

Cizelge 5.7 IAA ve Kinetin kombinasyonlarmin hipokotil ve kotiledonda kok
gelisimi tizerindeki etkilerini gostermektedir. Hipokotil ve kotiledonda en yiiksek
kok olusum yiizdesine %94 oramyla 2 mg/L IAA + 0,5 mg/L Kinetin
kombinasyonunda ulagilmistir. En diisiik kok olusum yiizdesi ise 3 mg/L IAA + 3
mg/L Kinetin kombinasyonunda g6zlemlenmistir (hipokotil %38, kotiledon %22)

Cizelge 5.8 NAA ve Kinetin kombinasyonlarinin hipokotil ve kotiledonda kok
gelisimi tizerindeki etkilerini gostermektedir. Hipokotil ve kotiledonda en yiiksek
kok olusum yiizdesi %80 oramiyla 0,5 mg/L NAA + 0,5 mg/L Kinetin
kombinasyonunda ulagilmistir. NAA’nin 1,2 ve 3 mg/L konsantrasyonunun Kinetin

ile kombinasyonunda hipokotilde kok olusumu gézlenmemistir.
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Cizelge 5.8. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan NAA / Kinetin kombinasyonunun
kok gelisimine etkisi

Kok Olusumu (%0)

NAA (mg/L)  Kinetin(mg/L)

Hipokaotil Kotiledon
0,5 0,5 80 80
0,5 1 61 78
0,5 2 61 77
0,5 3 55 61
1 0,5 0 55
1 1 0 33
1 2 0 33
1 3 0 28
2 0,5 0 11
2 1 0 16
2 2 0 6
2 3 0 16
3 0,5 0 6
3 1 0 16
3 2 0 11
3 3 0 11

Cizelge 5.6, 5.7 ve 5.8’de verilen BBD konsantrasyon ve kombinleri
NAA/BAP, TDZ/IAA ve Zeatin/IAA iginde denenmistir. Fakat bu kombinasyonlar,
SC-2121 domates ¢esidinde kok olusumunda etkili olmamustir.

Tekli BBD konsantrasyonlarinda kdk olusumu sadece Kinetinin 0,5 ve 1 mg/L
konsantrasyonunda gozlemlenmistir. 0,5 mg/L Kinetin konsatrasyonunda hipokotilde
%52, kotiledonda %46; 1 mg/L Kinetin konsantrasyonunda ise hipokotilde %80,

kotiledonda %73 kok olusumu gézlemlenmistir.

5.3. Farkh BBD Konsantrasyonlarinin Kallus Olusumuna Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda denenen IAA/BAP, IAA/Kinetin, NAA/Kinetin,
TDZ/TIAA ve Zeatin/IAA kombinasyonlarinin etkisinde, SC-2121 domates ¢esidinde

hipokotil ve kotiledonda kallus olusum yiizdesi %95-%100 arasinda gézlemlenmistir.

NAA/BAP kombinasyonunda NAA’nin 0,5 ve 1 mg/L konsantrasyonunun
BAP ile kombinasyonunda hipokotil ve kotiledonda kallus olusum ytizdesi %70-%85
arasinda gozlemlenmistir. Fakat NAA’nin 2 ve 3 mg/L konsantrasyonunun BAP ile
kombinasyonunda hipokotilde kallus olusumu gozlemlenmemistir.
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Farkli konsantrasyonlarda denenen 24-epiBL bitki biiyiime diizenleyicisi SC-
2121 domates ¢esidinde siirgiin ve kallus olusumu saglamamistir. 24-epiBL’nin 10,
15, 20, 30 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda kok olusumu goézlemlenir iken; 15

mg/L konsantrasyonunda direkt organogenesis gozlemlenmistir.

Cizelge 5. 9. BBD’lerin tekli konsantrasyonlarinin kallus gelisimine etKisi

Kallus olusumu (%0)

BBD Ad1 BBD konst.

Hipokotil Kotiledon
0,5 70 75
1 78 86
IAA (mg/L) 5 75 29
3 78 79
0,5 71 75
1 75 75
NAA (mg/L) 5 76 81
3 78 81
0,5 72 78
1 100 88
BAP (mg/L) 5 83 100
3 67 76
0,5 100 92
1 65 64
KN (mg/L) 5 94 95
3 71 100
0,5 100 100
TDZ (mg/L) 1 100 100
2 100 100
0,5 100 100
ZEA (mg/L) 1 100 100
2 100 100

Cizelge 5.9 BBD’lerin tekli konsantrasyonlarinda SC-2121 domates ¢esidinin
hipokotil ve kotiledonunda kallus olusumuna etkilerini gostermektedir. IAA ve

NAA’nin tekli konsantrasyonlar1 kallus olusumu {izerine etkili olmamistir.

Yapilan optimizasyon c¢aligmasinin sonucunda SC-2121 domates ¢esidi i¢in en
uygun doku kiiltiirii optimizasyon parametreleri elde edilmistir. Bunun sonucunda

kok ve stirglin olusumu i¢in en iyi BBD kombinasyonlar1 bulunmustur.
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Siirgilin olusumu i¢in en iyi BBD kombinasyonlari;

0,5 mg/L 1AA + 3 mg/L Kinetin (hipokotil %78, kotiledon %82)
2 mg/L TDZ + 1 mg/L 1AA (hipokotil %70, kotiledon %75)

0,5 mg/L IAA + 2 mg/L BAP (hipokotil %70, kotiledon %47)
0,5 mg/L Zeatin + 1 mg/L 1AA (hipokotil %66, kotiledon %80)

0,5 mg/L IAA + 0,5 mg/L BAP (hipokotil %49, kotiledon %65)

Kok olusumu i¢in en iyi BBD kombinasyonlari;

2 mg/L IAA + 0,5 mg/L Kinetin (hipokotil ve kotiledon %94)
0,5 mg/L IAA + 0,5 mg/L Kinetin (hipokotil ve kotiledon %88)
0,5 mg/L IAA + 1 mg/L Kinetin (hipokotil ve kotiledon %88)
0,5 mg/L NAA + 1 mg/L Kinetin (hipokotil %61, kotiledon %88)
0,5 mg/L NAA + 0,5 mg/L Kinetin (hipokotil ve kotiledon %80)

0,5 mg/L NAA + 2 mg/L Kinetin (hipokotil %61, kotiledon %77)

Sekil 5.1. 0,5 mg/L TAA + 3 mg/L Kinetin siirgiin olusumu

42



Sekil 5.3. 0,5 mg/L TAA + 2 mg/L BAP siirgiin olusumu
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Sekil 5.5. 0,5 mg/L Zeatin + 1 mg/L IAA siirgiin olusumu
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Sekil 5.7. Koklendirme ortaminda kdklenmeye baslayan siirgiin

45



Sekil 5.9. Domates koklerinin MS’den arindirilmasi
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Sekil 5.11. Iklim odasinda biiyiitiilen domates bitkileri
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6. SONUC

Domates bitkisi diinyada yetistiriciligi en fazla yapilan tarim {riintidir.
Yetistiriciliginin fazla olmasinin yani sira, domates laboratuvar ¢aligsmalar1 i¢in de
model bir bitkidir. Laboratuvarimizda domates tizerine yapilacak diger ¢alismalara
alt yapt1 olmast i¢in SC 2121 domates c¢esidi i¢in doku kiiltlirii optimizasyonu
yapilmustir. Tek bir protokol biitiin genotipleri kapsamadigindan dolay1, doku kiiltiirii
optimizasyonunun her genotip icin ayr1 olarak yapilmasi gerekmektedir. Her
genotipin doku kiiltiirtine verdigi cevap degismektedir. Optimizasyon ¢aligsmasi i¢in
oncelikle domates tohumlart steril edilerek ¢imlendirilmistir. Cimlenen domates
bitkilerinden kotiledon ve hipokotiller IAA, NAA, BAP, KN, ZEA, TDZ ve 24-
epiBL bitki biiyiime diizenleyicileriyle desteklenen MS ortamina alinmistir.
Ekplantlar kok, kallus ve slirglin olusumlart i¢in takip edilmistir. Siirgiin olusturan
eksplantlar alt kiiltiire alinarak biyiitiilmistiir. Yeterli diizeye ulasan siirgilinler
koklendirme ortamina alinmistir. Koklenme ortaminda biiyliylip, gelisen domatesler

saksilara alinarak yeni bitkicikler elde edilmistir.

Yapilan optimizasyon c¢aligmasinda kok, kallus ve siirgiin verileri tespit
edilerek yilizde olarak hesaplanmistir. Bunun sonucunda siirgiin olusumu i¢in en iyi
BBD kombinasyonunu igeren ortamin, 0,5 mg/L IAA + 3 mg/L Kinetin (hipokotil
%78, kotiledon %82); kok olusumu i¢in en iyi BBD kombinayonunu igeren ortamin
ise, 2 mg/L TAA + 0,5 mg/L Kinetin (hipokotil ve kotiledon %94) oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan hesaplamalar sonunda en 1y1 ortamlar tespit edilerek SC 2121 domates
cesidi igin doku kiiltiirii optimizasyonu gerceklestirilmistir. ilerleyen dénemlerde
laboratuvarimizda domates Tlizerine yapilacak olan caligmalar, ozellikle de gen

transferi ¢aligmalari igin, domates doku kiiltiiri protokolii hazir hale gelmistir.
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