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Muz, diinya’da tropik ve subtropik iklim kusaginda yer alan ihracat ve
ithalat hacmi en yiiksek meyve gruplarindan biridir Muz bitkisinin, in vitro
kosullarda somatik embriyogenesis yontemi ile gogaltilmasi klonal ve kitlesel
iiretim agisindan 6nemlidir. Bu calismada; iilkemizde yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ muz ¢esitlerine ait olgunlagsmamus disi ve erkek
cicek tomurcuklart kullanilarak somatik embriyogenesis yontemi ile bitki
rejenerasyonu ve SSR markir sistemleri ile genetik kararliliginin saptanmasi
amaglanmigtir. Kallus gelisimini indiiklemek ve somatik embriyo elde etmek
amaciyla kurulan in vitro rejenerasyon denemelerinde; 2,4-D (0,5,1,0, 2,0 mg/l),
BAP (0,05 mg/l) ve Pikloram (0,5, 1,0 mg/l) bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli
konsantrasyon ve kombinasyonlarini igeren MS besin ortami Kkullanilmustir.
Calismada, ‘Azman’ ¢esidi i¢in 1,0 mg/l 2,4-D (%79,33), ‘Grand Naine’’ ¢esidi
icin 2,0 mg/l 2,4-D (%77,15) ortamu basarili bulunmustur. Calisma boyunca
histolojik analizler ile somatik embriyolarin varlig1r ve gelisimi tespit edilmistir.
Tez calismasi1 sonunda elde edilen muz bitkileri seraya aktarilmigtir. SSR markirlar
ile yapilan DNA analizlerinde kullanilan primerlerde, ana bitkilerle somatik
embriyolardan elde edilen bitkiler arasinda herhangi bir genetik agilimin olmadigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Muz, somatik embriyogenesis, histolojik analiz SSR genetik
kararlilik
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Bananas are one of the most important fruit groups with the highest export
and import volume in the tropical and subtropical climate zones of the world.
Propagation of banana plant by somatic embryogenesis method in in vitro
conditions is important in terms of clonal and mass production. This study is aimed
at plant regeneration by the somatic embryogenesis method by using immature
female and male flower buds of 'Azman' and 'Grand Naine' banana cultivars, which
are widely grown in our country, and to determine their genetic stability with SSR
marker systems. In vitro regeneration attempts to induct the development of the
callus and obtain a somatic embryo in an MS nutrient environment including
different concentrations and combinations of plant growth regulators 2,4-D (0.5,
1.0, 2.0 mg/L), BAP (0,05 mg/L), and Pikloram (0.5, 1.0 mg/L). In this experiment,
CL-1-2 (79,33%) medium for the 'Azman' variety and CL-1-3 (77,15%) medium
for the 'Grand Naine' variety were found to be successful. During the study,
histological analysis and the presence and development of somatic embryos were
detected. As a result of the study, embryos formed in MS nutrient media containing
1.0 mg/l 2,4-D (65%) for the 'Azman' variety and 2.0 mg/l 2,4-D (62,5%) for the
'‘Grand Naine' variety, the plant was transformed. Banana plants obtained at the end
of the thesis study were transferred to the greenhouse. As a result of DNA analysis
with SSR markers, it was determined that there was no genetic variation in plants
that developed with the germination of somatic embryos.

Key-words: Banana, somatic embryogenesis, histology analysis, SSR genetic
stability
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GENISLETILMIS OZET

Muz, Diinya’da tropik ve subtropik iklim kusaginda yer alan yaklasik 150
tilkede ekonomik olarak yetistirilen, ihracat ve ithalat hacmi yiiksek olan 6nemli
meyve gruplarindan biridir. Muzlar vejetatif olarak rizom ve rizom govde
iizerinden cikan yavru bitkiler ile cogaltilmaktadir. Fakat bu materyaller bazi
patojenlerden ve nematodlarla enfekte olmakta ve farkli zamanlarda gelistikleri i¢in
homojen olmamakta ve bu durum yetistiriciligi sinirlamaktadir. Bu nedenlerden
dolay1, dogrudan organogenesis (DO) veya somatik embriyogenesis (SE) yoluyla
elde edilen in vitro rejenere bitkiler, tropik bolgelerde muz ve muz materyallerinin
cogaltilmasi i¢in tavsiye edilir ¢iinkii bu yontemlerle yapilan yetistiricilikte elde
edilen Dbitkiler, birornek biiylime gosterir ve daha verimlidir. Somatik
embriyogenesis, in vitro ¢ogaltma tekniklerinden biridir ve haploid veya diploid
yapili somatik yapilardan bir dizi embriyojenik ¢aligmalarla birlikte embriyo elde
edilmesidir. Ticari 6nemi olan tiirler i¢in hizli ve birdérnek ¢ogaltim ve {iretim igin
biliyiik onem tasiyan bu teknik ile calisilan tek bir eksplanttan sinirsiz sayida
embriyo tretilebilir. Hiicre siispansiyonu teknigi ise embriyo elde etme konusunda
az i giici ile kisa zamanda daha fazla basarili sonug vermektedir.

Tez calismasinda, slirgiin ucu yontemi ile klonal ¢ogaltmada eksplant bulma
zorluklart ve kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi dolayst ile iilkemizde yaygin
olarak yetistirilen ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ muz ¢esitlerinde, farkl
konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyiciler kullanilarak somatik embriyogenesis
yoluyla bitki rejenerasyonu gerceklestirilmesi amaglanmistir. Altkiiltiirler boyunca
olusan kalluslarda ve somatik embriyogenesis araciligi ile elde edilen bitkilerde
Oonemli parametrelere bakilarak en iyi embriyo elde etme ve bitkiye doniisim
protokoliiniin optimize edilmesi hedeflenmistir. Baglangi¢ materyalleri ile somatik
embriyolardan elde edilen bitkilerde genetik kararliligmin belirlenmesi igin SSR

markir sisteminin ile DNA analizleri gergeklestirilmistir.



Somatik Embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu saglamak amaciyla
yapilan denemelerde, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esitlerine ait olgunlasmamis
erkek ¢igek tomurcuklari kullanilmistir. Giris ortaminda 0,175 mg/l 1AA ve 0,550
mg/l TDZ ile desteklenmis MS besin ortami kullanilmistir. Kallus olusumu igin
kiiltiirler, karanlik kosullar altinda 26+2°C'de muhafaza edilmistir. Kiiltiire alinan
olgunlasmamis erkek ¢icek tomurcuklar1 4 haftada bir olacak sekilde 3 kez
altkiiltiire alinmistir. Altkiiltiir sirasinda goézlemlenen yiizde kallus olusumlari,
‘Grand Naine’ olgunlasmamis erkek cicek eksplantlarinda 958,75, ‘Azman’
olgunlasmamis erkek ¢igek eksplantlarinda %32,6 olup ortama yanit veren
eksplantlar yaklagik 3 haftada kallus olusturmustur. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’
olgunlagmamis disi ¢igek eksplantlarinin altkiiltiirler boyunca salgiladigi fenolik
madde 6nlenemedigi icin gelisim gostermemistir.

Tez kapsaminda kallus gelisimini indiiklemek i¢in belirlenmis olan deneme
deseninde ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ eksplantlari, yalmz 2,4-D (0; 0,5; 1.0; 2.0
mg/l) igeren MS besin ortaminda ve BAP(0,5 mg/l) ve Pikloram (0,5, 1,0 mg/l)
konsantrasyon/kombinasyonlarini igeren MS besin ortaminda optimize edilmistir.
Yapilan caligmada, kalluslar ilk haftadan itibaren gelisim gostermis olup farkli
konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri i¢eren ortamlarda, ilk haftalarda
yumusak, dagilgan yapida olup rengi saydam-beyaz iken ilerleyen zamanlarda
agirlikli olarak krem-kahve renkte, yapilart 2,4-D igeren besin ortamlarinda
yumusak ve dagilmayan (kompakt) formda, BAP-Pikloram
konsantrasyon/kombinasyonlarini igeren besin ortamlarinda miisilajli, orta sert ve
dagilgan formda oldugu gézlemlenmistir. ‘Azman’ erkek ¢igek eksplantlari i¢in en
basarili kallus gelistirme ortami, %79,33 ile CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D) olarak
belirlenmistir. ‘Grand Naine’ erkek ¢icek eksplantlarinda, %77.15 ile CL-1-3 (2.0
mg/l 2,4-D), %75.85 ile CL-1-2 (1.0 mg/1) olarak tespit edilmistir.

Kallus gelistirme ortaminda elde edilen embriyojenik kallus ve somatik
embriyolar ¢ogaltilmak amaciyla 0,05 mg/l BAP+ 1.0 mg/l Pikloram igeren MS

besin ortaminda kiiltiire alimmistir. ‘Azman’ ¢esidine ait olgunlagmamis erkek
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cicek eksplantlarinda somatik embriyo olusumunda en basarili ortam %65 ile CL-
1-2 (1.0 mg/l 2,4-D) olarak belirlenmistir. ‘Grand Naine’ olgunlasmamis erkek
cicek eksplantlarinda %62.5 ile CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D) olarak tespit edilmistir.
Somatik embriyolar olugsmadan once koyu kahverengiye doniisen embriyojenik
kalluslarin, farklilasarak iizerinde, saydam ve beyaz renkte proembriyonik yapilar
seklinde olustuklar1 gbzlemlenmistir. Proembriyonik yapilar farklilasarak 2 hafta
icerisinde globular embriyoya doniismiislerdir. Olusan embriyojenik kalluslarin
yaklasik 8-12 hafta sonra embriyoya donilisiimii gerceklesmistir. ‘Azman’ ve
‘Grand Naine’ ¢esitlerine ait somatik embriyolar ¢imlendirilmek iizere hormon
icermeyen MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Hormonsuz MS ortaminda
gelisen bitkilerde; kok sayisi (adet), kok uzunlugu (cm), yaprak sayisi (adet), bitki
boyu (cm) ve yalanci govde uzunlugu (cm) parametrelerine ait veriler alindiktan
sonra aklimatizasyon islemine gegilmistir. Seraya aktarilan bitkilerin yasama orani,
‘Azman’ c¢esidi icin %87,5, ‘Grand Naine’ c¢esidi icin ise %85 olarak tespit
edilmistir. Verileri alinan parametrelerle yapilan istatistiksel analizler sonucunda
kok sayisi i¢in, genotip ve ortamlar arasinda istatistiki agidan fark goriilmemis olup
en fazla kok sayisinin 18,32 ile CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D) ortamindaki ‘Azman’
cesitine ait oldugu tespit edilmistir. Kok uzunlugu ile ilgili verilere baktigimizda,
ortam ile ilgili verileri inceleyecek olursak CL-1-3 besin ortaminin kdk uzunlugu
5,29 cm ile istatistiksel olarak daha fazla olarak tespit edilmistir. Cesit ortalamasi
verilerine gore en iyi gesit 5,29 cm kok uzunlugu ile ‘Grand Naine’dir. Cesit*ortam
interaksiyonuna bakildiginda, CL-1-3 ortamindaki ‘Grand Naine’ bitkilerinin kok
uzunlugu 10,59 cm ile ‘Azman’ bitkilerinin kok uzunlugundan daha fazladir.
Yaprak sayisina ait verilerin istatistiki analizi bulgularina bakildiginda ortam, cesit
ve ¢esit*ortam interaksiyonu istatiksel agidan onemli bulunmustur (P<0,05). En
fazla yaprak sayis1 8.08 ile CL-1-3 ortamindaki ‘Grand Naine’ ¢esidine aittir. Bitki
boyuna ait verilerin istatistiksel analizi bulgularina bakildiginda ortam, cesit ve
gesit¥ortam interaksiyonu istatiksel a¢idan 6nemli bulunmugtur (P<0,05). ‘Azman’

cesidi 3,58cm ile daha uzun bitkiler olusturmustur. Ortam*gesit interaksiyonu
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incelendiginde en yiiksek bitki boyunun CL-1-2’de 7,17 cm ile ‘Azman’ ¢esidine
ait oldugu goriilmektedir. Ortam verilerine gore CL-1-2 ortami 3,58 cm ortalama
ile CL-1-3"ten (1,48 cm) daha basarilidir.

Calismada  kullanmilan ‘Grand Naine’ Ve ‘Azman’ ¢esitlerinin
olgunlagmamis erkek ¢icek tomurcuklarindan somatik embriyogenesis yontemi ile
elde edilen embriyolardan gelistirilen bitkilerde genetik ag¢ilimin olup olmadigi,
SSR markir sistemine ait 12 SSR primeri kullanilarak tespit edilmistir. SSR
analizlerinde, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ g¢esitlerine ait giris materyali olarak
kullanilan bitkilerden ve somatik embriyogenesis yontemi ile elde edilen
bitkilerden alinan ornekler kullanilmistir. Sonu¢ olarak, bu bitkilerle baglangic

materyali arasinda genetik olarak fark olmadig tespit edilmistir.
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1. GIRIS

Muz (Musa spp.), Zingiberales takiminin Musaceae familyasina ait bir bitki
tiirlidiir. Meyvelerini yedigimiz muz, Musa cinsine aittir. Diinya’da yaklasik 150
tilkede ekonomik yetistiriciligi yapilan, subtropik ve tropik iklim kusaginda yer
alan, ticari degeri yiiksek olan, 6nemli meyve gruplarindan biridir (Marimuthu ve
ark, 2019). Muz, tropik bolgelerdeki milyonlarca insanin temel besin gidasidir.
Diinyada ekonomik hacmi yiiksek olan ve ticari olarak yetistirilen tiriinlerden kahve,
tall grubu, seker ve kakaodan sonra 5. siradadir. Onemli meyve gruplarindan
iiziim, elma ve turuncgiller arasindadir (Saridas ve ark, 2017).

Muz ile ilgili bugiine kadar 40 tiir ve 250 kadar ¢esit belirlenmistir. Diinya
capinda yetistirilen muz gruplarim1 %41 ile Cavendish, %24 ile pisirilerek yenen
muzlar, %14 Gross Michel, %21 plantain olusturmaktadir (Faruk ve ark, 2021).
Muz’un gen merkezi, Hindistan, Gliney Cin ve Avustralya arasinda kalan adalardir.
2021 yili FAO verilerine gore en fazla muz iiretimi yapan 10 iilke Hindistan, Cin,
Endonezya, Brezilya, Ekvator, Filipinler, Guatemala, Angola, Birlesik Tanzanya
Cumbhuriyeti ve Kolombiya’dir. Diinya muz iiretiminde ilk sirada yer alan tilkelere
ait tiretim miktarlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir (FAOSTAT, 2022). Muz diinya’da
119 milyon ton iiretim hacmine sahiptir (FAOSTAT, 2022). Diinya muz {iretiminin
yillara gore dagilimi Cizelge 1.2°de verilmistir.

Muz yetistiriciligi tropik kosullarda; Brezilya, Hindistan, Ekvador, Filipinler,
Honduras, Endonezya, Kolombiya ve Kosta Rika gibi tilkelerde, subtropik iklim
kosullarinda ise Misir, Avustralya, Kanarya Adalan (1spanya), Israil, Liibnan,
Giiney Afrika, Urdiin ve Tiirkiye gibi iilkelerde yapilmaktadir (Giibbiik ve ark,
2003). Diinya muz tiretim alanlar1 Sekil 1.1, muz {iretim degerlerinin kitalara gore

%’1ik dagilimi ise Sekil 1.2°de verilmistir (FAOSTAT, 2022).
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Sekil 1.1. Diinya Muz Ijretim Alanlar1 (FAOSTAT, 2022)
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Sekil 1.2.  Muz Uretim Degerlerinin Kitalara Gore %’lik Dagilimi (FAOSTAT,
2022)
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Cizelge 1.1. Ulkelere Ait Muz Uretim Miktarlart (FAOSTAT, 2022)

Ulke Uretim Miktari (Ton)
Hindistan 31.504.000
Cin 11.872.600
Endonezya 8.182.756
Brezilya 6.637.308
Ekvator 6.023.390
Filipinler 5.955.311
Guatemala 4.476.680
Angola 4.115.028
Birlesik Tanzanya Cumhuriyeti 3.419.436
Kolombiya 2.434.900

Cizelge 1.2. Diinya Muz Uretiminin Yillara Gore Dagilimi (FAO, 2022)

Yillar Diinya (Ton)
2010 108.977.923
2011 109.504.130
2012 109.772.225
2013 112.986.994
2014 112.353.105
2015 114.950.266
2016 112.112.614
2017 113.289.235
2018 116.653.973
2019 117.525.115
2020 119.833.677
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18. ylizyilinin ortalarinda Misir’dan Alanya’ya siis bitkisi olarak getirilmis
olan muz bitkisinin ticari yetistiriciligine, 1935 yilinda Anamur’da baglamistir
(Pinar ve ark, 2007). Muz iilkemizde, 36° kuzey enlemlerinde yetistirilmektedir.
Muz yetistiriciligi i¢in uygun sicaklik 27°C’dir ve sicaklik 15°C’nin altina
diistiigiinde yetistiricilik olumsuz etkilenmektedir (Espino ve ark, 1992). Anamur
ve Bozyazi’da ortiialt1 yetistiricilik, 1980’11 yillarda baslamis olmasina ragmen
1990 yilindan itibaren popiiler olmaya baslamistir (Saridas ve ark, 2017).

Tiirkiye’de muz yetistiriciligi yapan iller; Mersin, Antalya, Adana, Hatay,
Mugla ve Manisa’dir. Mersin ve Antalya 405.214 ve 296.456 tonluk iiretim ile en
fazla muz iiretim miktarma sahip illerdir (TUIK, 2022). Tiirkiye’de muz iiretim
alan1 2019-2020 yili sezonunda 85 bin dekar iken 2020-2021 sezonunda 111 bin
dekara yiikselmistir. 2020 yiliyla birlikte tiretim bolgeleri %535,7 ile Mersin, %40.7
ile Antalya’dir. Bu illerin yani sira %2,2 Adana, %0,8 Hatay, %0,5 Mugla ve %0,1
Manisa’da muz yetistiriciligi yapilmaktadir (Sekil 1.3) (TUIK, 2022). Muz iiretimi
2021 yilinda %21,3 oraninda artarken, muz verimi ise %1,05 artisla 6.528 kg/da’a
yiikselmistir (TUIK, 2022). Tiirkiye’de son 10 yilin muz iiretim tablosu Cizelge
1.3’te, muz tiretiminin yapildigi iller ve {retim miktarlart ise Cizelge 1.4’te

sunulmustur.
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Cizelge 1.3. Yillara Gore (2010-2021) Tiirkiye Muz Uretimi (TUIK, 2022)
Yillar Uretim (Ton)
2010 210.178
2011 206.501
2012 207.727
2013 215.427
2014 251.994
2015 270,500
2016 305.926
2017 369.909
2018 498.888
2019 548.323
2020 728.123
2021 883.455

Manisa %0,1
y ¢ Ad:ﬁ%z

.
Mugla %0.5 )5 ytalya %40,7 "
Mersin %55,7

—- Ha'tay %0,8
Sekil 1.3. Tiirkiye Muz Uretim Alanlar1 ve Degerleri (TUIK,2022)
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Cizelge 1.4. Tiirkiye’de ller’e Gére Muz Uretim Miktarlar1 (TUIK,2022)

iL Uretim Miktari (Ton)
Mersin 405.214
Antalya 296.456
Adana 16.192
Hatay 5.668
Mugla 3.663
Manisa 890

Muz meyvelerinin hem kabuk hem de meyve etinde, fenolik bilesik,
karotenoid, biyojenik amin ve besin igerigi olmayan ama insan saglig1 i¢in oldukga
onemli olan fitokimyasallar basta olmak iizere birgok biyoaktif bilesikleri igermesi
nedeniyle insan sagligi ve tedavisi agisindan, insan beslenmesinde ¢ok biiyiik
katkilar1 vardir (Singh ve ark, 2016; Saridas ve ark, 2017). Sayilan bilesiklerin
cogunun antioksidan 6zellikte olmalari da muz meyvesinin insan beslenmesindeki
Onemini bir kez daha ortaya koyar niteliktedir.

Muz, Musaceae (Muzgiller) familyasinin Musa cinsine bagh cok yillik
rizomlu ve otsu bir bitkidir. Muzun rizomlar1 ger¢ek gévdeyi olusturur. Yenilebilir
muzlar siiflandirmak i¢in Simmonds ve Shepherd (1955) tarafindan modern bir
yontem gelistirilmistir. Modern yenilebilir muzlarin ¢ogu baslangicta Giineydogu
Asya'ya 6zgii iki yabani, tohumlu tiir olan M. acuminata colla (B genomu) ve M.
Balbisiana colla (B genomu)'dan gelmistir. Bu iki yabani tiir vejetatif olarak ve
tohumlartyla cogaltilmaktadir. Bu tiirler diploid yapidadir ve 2n=2x=22
kromozomludur (Roux ve ark, 2008). Ploidy bilgisi ile ilgili olarak, eumusa
boliimiine ait yenilebilir muzlar 22, 33 veya 44 kromozoma sahiptir. Temel haploid
sayist 11'dir. Bu nedenle gesitler diploid, triploid veya tetraploid olabilir. Muz
cesitlerine ait 200-300 klonun yarisindan fazlasi triploid ve geri kalan1 ¢gogunlukla

6
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diploid yapidadir. Tetraploid klonlar ¢ok nadirdir. Kiiltiirii yapilan bir¢ok muz
klonu ve plantainler triploid olup, 2n=3x=33 kromozom sayisina sahiptir. Triploid
muz yetistiriciligi diploidlerden 100 kat daha fazladir ve triploidler daha sert, daha
giiclii ve biiylimesi daha kolaydir. Morfolojik olarak, triploidler ve tetraploidler
diploidlerden daha biiyiik ve daha saglamdir. Ayrica, yaprak kalinlig1 ve hiicre
boyutu, artan ploidy seviyesi ile birlikte artmaktadir (Robinson ve Satco, 2010).

Muzlarda Cavendish grubu tiiyesi olan klonlar genellikle AAA, Plantainler
AAB ve bir¢ok pisirilerek tiiketilen muz klonlar1 ise ABB genomuna sahiptir
(Glibbiik ve Pekmezci, 2001). Muzun, Musa cavendishii (Meyveleri pisirilmeden
yenen bodur bitkileri igeren ¢esitleri i¢ine alan tiir), Musa sapientum (Meyveleri
pisirilmeden yenen yiiksek boylu bitkileri igine alan tiir), Musa paradisiaca
(Meyveleri fazla nisastali olduklart igin ancak meyveleri pisirilerek yenen cesitleri
iceren tiir) gibi tiirleri mevcuttur.

Muz bitkisinde yaprak 2 kisimdan (yaprak ayasi ve yaprak sapi) olusur.
Yaprak saplari toprak yiizeyinden itibaren baslayan ve yaprak ayasina kadar olan
kisimdir. Yaprak olarak adlandirdigimiz kisim yaprak ayasidir. Yaprak ayasinin
dik durmasini saglayan damarlar kalindir ve ayanin ortasindan ge¢mektedir. Muz
bitkisinin toprak yiizeyinden itibaren olusan yaprak saplarinin birlesmesi sonucu
yalanc1 gdvde meydana gelir. Ayasi olduk¢a genis iri yapraklar vardir, riizgira
kars1 savunmasiz oldugu kosullarda su kaybi ve yirtilma gibi harabiyetlere karsi
hassas oldugu i¢in daha ¢ok sera sistemleri ile yetistirilmeye uygun bir bitki
tiirlidiir. Muz bitkisine ait yapraklar yalanci gévde olarak adlandirilan kisimin
merkezinden sarmal sekilde ve saat yoOniiniin tersinde rulo benzeri bir yapida
olusmaktadir (Barker ve Steward, 1962).

Her bir muz meyvesi ‘parmak’ olarak adlandirilir. Parmaklarin birleserek
olusturdugu yapiya ‘tarak’ denilmektedir. Taraklarmn birlesmesi sonucu olusan
salkima ise ‘muz hevengi’ adi verilir. Her bir tarak sayisi tiirlere ve gesitlere gore
degisim gostermektedir (Simmonds, 1953). Muz bitkisinde cicek ve meyveler

salkim seklindedir. Muz salkimlarinda 3 ¢esit ¢icek bulunduran trimonoik
7
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bitkilerdir. Hem disi ¢icek hem erkek ¢icek hem de hermafrodit ¢igek bulundurur.
Disi ¢igekler ilk agilan braktelerin hemen altindadir. Hermafrodit ¢igekler disi
cigeklerin hemen altinda, yeterince gelismemis erkek ve disi organlari bulunan, iki
eseyli ¢icekler halindedir ve disi ciceklerin bittigi yerden baslar. Erkek cicekler
salkimin en u¢ kisminda brakte yapraklarin icinde bulunur ve bu brakteler
genellikle agilmaz, meyve sapina bagli kalirlar. Triploid muzlarin neredeyse
tamamu kisirdir ve partenokarpi yoluyla tohumsuz meyve gelistirir.

Muz bitkisi vejetatif yollarla ¢ogaltilir (Paydas, 2011). Muzlar vejetatif
olarak rizom ve rizom govde tizerinden ¢ikan yavru bitkiler ile ¢ogaltilmaktadir.
Ancak bu materyaller, mantarlar, nematodlar, viriisler ve bocekler gibi zararlilari
barindirabilir. Hastaliklar genellikle vejetatif iireme yoluyla yayildigindan, doku
kiiltiiri yontemleriyle biiyiik Olgekte hastaliksiz bitki materyali olusturmak
onemlidir. Bu nedenle, muz plantasyonlarmin kurulmasi igin geleneksel
yontemlerle ve doku kiiltiirti yontemleriyle elde edilen bitkisel materyaller olmak
tizere iki tip gogaltma materyali kullanilir (Kagar ve Faber, 2012).

Geleneksel yontemler kullanilarak elde edilen ¢ogaltma materyali genellikle
rizom ve govde lizerinden ¢ikan yavru bitkilerdir (Robinson ve Galan, 2010;
Escobedo ve ark, 2018). Fakat bu materyaller bazi patojenlerden ve nematodlarla
enfekte olmakta ve farkli zamanlarda gelistikleri i¢in homojen olmamaktadir.
Dolayisiyla yetistiriciligi sinirlamaktadir. Sonug olarak, dogrudan organogenesis
(DO) veya somatik embriyogenesis (SE) yoluyla elde edilen in vitro rejenere
bitkiler, tropik bolgelerde muz ve muz materyallerinin yetistirilmesi i¢in tavsiye
edilir, ¢linkii bunlar hastaliktan ari olabilir, kararli biiyiime gosterir ve daha
verimlidir (Njuguana ve ark, 2011). Sterilite, poliploidi ve partenokarpik dogasina
ragmen, geleneksel lireme yoluyla ticari muz ¢esitlerinin 1slahi, embriyo kiiltiirii ve
embriyo kurtarma yoluyla miimkiin olmustur (Uma ve ark, 2009).

In vitro teknikler uzun ve zorlu 1slah siireglerini kisaltmak ve sorunlarin
tistesinden gelmek igin 6nemli bir aragtir (Tangolar ve ark, 2008).Doku kiiltiirii

teknigi kullanilarak, doku veya hiicrelerde degisimler olacak uygulamalarla siirgiin
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taslagr olusumu ve somatik embriyogenesis olmak tizere iki sekilde bitki elde
edlilir. Bu yontemler kullanilarak g¢ogaltilan bitkiler kisa siirede zararli ve
hastaliklardan arindirilmis olup, klasik yollar kullanilarak ¢ogaltilan bitkilere
oranla daha hizli olacak sekilde biiyiime ve gelisme gosterirler (Arias, 1992;
Giibbiik ve ark, 2003). Farkli arastirmacilar tarafindan doku kiiltiirii ile ilgili
yapilan caligmalar, meristem kiiltiiri yotemi kullanilarak cogaltilan bitkilerde
Klasik yollar kullanilarak c¢ogaltilan bitkilere gore bitkinin biiyiliylip gelismesi,
verimi ve 6nemli diger kalite kriterleri konusunda daha ¢ok avantaj sagladigini
gostermistir (Daniells ve Smith, 1994; Robinson ve ark, 1993; Giibbiik ve ark,
2003).

Somatik embriyogenesis, uygun kosullar altinda embriyojenik hiicrelerin
somatik hiicrelerden {iretildigi ve daha sonra bir dizi biyokimyasal ve morfolojik
degisiklik yoluyla organize embriyolarin elde edildigi biyolojik bir siirectir
(Quiroz-Figueroa ve ark, 2006). Somatik embriyogenesis, muz klonal ¢ogaltimi ve
genetik kaynaklarin  korunmasi ic¢in yararli bir aragtir, ayrica genetik
miihendisligine tabi tutulan bitkilerin yenilenmesi i¢in olduk¢a basarili bir
sistemdir (Khalid ve Tan, 2016).

Somatik Embriyogenesis, in vitro ¢ogaltma tekniklerinden biridir ve haploid
veya diploid yapili somatik yapilardan bir dizi embriyojenik c¢alismalarla birlikte
embriyo elde edilmesi yoOntemidir. Ticari 6nemi olan tiirlerin hizl, birdrnek
cogaltimi, iiretimi i¢in Snemli olan somatik embiyogensis yontemi sayesinde tek
bir eksplant kullanimindan sinirsiz embriyo tiretimi gergeklestirilebilir olarak kabul
edilmektedir. Anag bitkiden alinan kisitli materyalle hazirlanan hiicre stispansiyon
teknikleri ile az iscilikle ¢ok kisa siirede ¢ok sayida iyi gelismis embriyo elde
etmek miimkiindiir. Bu sekilde klasik yontemlerle cogaltilan bitkiler i¢in rekabet
ortami saglanmig olur (Erisen, 2005; William ve Maheswaran, 1986). Hiicre
siispansiyonu teknigi ise embriyo elde etme konusunda az is giicii ile kisa zamanda
daha basarili sonu¢ vermektedir. Elde edilen embriyolar zigotik embriyolar gibi

gelisim gosterirler ve somatik embriyo olarak adlandirilirlar. Zigotik embriyo ile
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somaik embriyolar arasindaki fark embriyolarun elde edilme tekniklerinden
kaynaklanmaktadir. Déllenme yoluyla elde edilen zigotik embriyolar genetik agilim
goOsterirken, somatik embriyodan gelisen bitkiler birérnek yapi olustururlar. Yani
genetik olarak agilim gostermedikleri i¢in klon olugturmaktadirlar.

Somatik embriyogenesis basarisini etkileyen faktorler, kullanilan eksplantin
cesiti, kaynagi, tipi eksplantlarin kiiltiire alindig1 besin ortaminin igerigi, kullanilan
bitki biiyime diizenleyiciler ve diizeyleri olarak sayilabilir. Somatik
embriyogenesis yonteminde eksplant olarak ¢igek kisimlari, anterler, polen ve
endosperm dokularmin kullanilmasinin iyi bir baslangic materyali oldugu
bildirilmistir (Pierik, 1987). Somatik embriyogenesis yonteminde bitkilerin degisik
kisimlart kullanilmasinin yani sira, énemli bir eksplant kaynagi olarak zigotik
kokenli olgunlagsmamig embriyolar da sayilabilir. Bunun nedeni ise zigotik
embriyolarin embriyojenik yapilart gelistirmeye yonelik genleri aktif hale
getirdikleri olarak diigtiniilmektedir.

Somatik embriyolarin gelisme siireci birgok faktdre bagli olarak gerceklesir.
Bunlar, kallus safhasi olmadan eksplant dokusunun hiicre veya hiicre gruplarindan
gelisim saglanmasi (Direkt Embriyogenesis) ve ara bir kallus safhasi olusumunun
ardindan gelisim saglanmas: (Indirekt Embriyogenesis) olmak iizere 2 sekildedir.
Cogunlukla tozlanma gergeklestikten iki hafta sonra bitkilerden izole edilen zigotik
embriyolarda fazla miktarda direkt somatik embriyogenesis elde edildigi
gbzlemlenmistir. Eksplantlarin besin ortami igerisinde oksin(2,4-D, 1AA, NAA,
Pikloram) miktarinin fazla olmasi durumunda kalluslarda embriyojenik yap1
olusumu gozlenir ve iizerinde pro-embriyo yapilar olusur. Kalluslar, oksin grubu
icermeyen besin ortamina ihtiva edildiginde plumula ve radikula meristemleri ayni
anda gelisen siirgiin ekseni (bipolar yapili) embriyolar gelistirir ve bitkiciler bu
yapilardan geligir bu yontem indirekt somatik embriyogenesis olarak tanimlanir.
Tek bir hiicreden veya hiicre gruplarindan Pro-embriyolar gelisir (Dalkilig, 2013).

Somatik embriyo caligmalarinda en biiyiik avantaj, dollenme sonucu elde

edilen bitkilerde gerceklesen genetik agilimlarin olmamasidir. Eksplantin alindig
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bitkiler somatik hiicrelerden gelistikleri i¢in, genotip 6zelliklerini biinyelerinde
muhafaza ederek klon bitkiler olustururlar. Klonal gogaltim bitkilerde birérneklik
saglamasi nedeniyle ticari yetistiricilikte tercih edilmektedir.

Somatik embriyogenesis sentetik tohum iiretiminde de kullanilan bir
tekniktir ve elde edilen iriin embriyo oldugu i¢in tohumlarda bulunan embriyoyla
benzerdir. Sonugta gercek ve tam bir bitki elde edilir. Bu nedenlerden dolayi,
tohum olarak kullamilmak istenilen embriyolar sentetik yollarla kaplanarak
degerlendirilebilir. Somatik embriyolarin kaplanmasiyla elde edilen sentetik
tohumlarda zigotik embriyolarda oldugu gibi genetik agilim, goriilmedigi igin
Klonal olarak ¢ogaltimi destekler niteliktedir. Cimlenme sirasinda zigotik
embriyolarda olan ama somatik embriyolarda olmayan en 6nemli fark ise besin
kaynagi olarak kullanilan endosperm, depo kotiledonlar1 ve tohum kabuguna
somatik embriyolarin sahip olmamasidir (Ozcan ve ark, 2001; Dalkilig, 2013).

Doku kiiltiiri, ekonomik agidan 6nemli bitkilerin iiretimi i¢in 6nemli bir
potansiyel sunmaktadir. Yogun kullanimina ragmen, muz g¢esitlerinin in vitro
kiiltiiri igin siirgin ug¢larmin kullanilmas1 genellikle ciddi genetik varyasyona
neden olur (Hwang ve Ko, 1987; Stover, 1987). Bu genetik varyasyon, somaklonal
varyasyon (Larkin ve Scowcroft, 1981) olarak adlandirilir ve ¢ok sayida tip dist
olusum veya somaklonal varyasyon ile sonuglanir.

Muz ve plantain muzlarda embriyojenik kalluslari indiiklemek ve bitkileri
yenilemek igin c¢esitli eksplant tiirleri kullanilmigtir. Bunlar arasinda zigotik
embriyolar (Cronauer-Mitra ve Krikorian, 1988; Escalant ve Teisson, 1989;
Marroquin ve ark, 1993; Navarro ve ark, 1997) bazal yaprak kiliflar1 ve rizom
dokusu, direkt erkek ve disi ¢igeklerden veya indirekt olarak siirgin ucu
meristemlerinin, scalp ve erkek tomurcuklarinin c¢ogaltilmasindan sonra olusan
dokulardir. Olgunlagsmamis erkek c¢igekler, Cavendish muzunun embriyojenik
kiltiirlerini baglatmak i¢in en uygun baslangic materyali olarak goriinmektedir
(Escalant ve ark, 1994; Cote6 ve ark, 1996; Navarro ve ark, 1997; Domergue ve

ark, 2000; Becker ve ark, 2000). Sekonder embriyogenesisin yani sira, muz
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protoplastlarindan dogrudan somatik embriyogenesis bildirilmistir. (Escobedo-
GraciaMedrano ve ark, 2016). Bir¢ok arastirmaci etli soganli yapidan olusan,
karnabahara benzer yapilarin embriyogenesis ve embriyojenik  hiicre
siispansiyonlar1 i¢in iyi bir kaynak oldugu ve cogalma yetenegi oldukca fazla
oldugunu bildirmistir (Dhed'a ve ark, 1991; Strosse ve ark, 2004).

Doku kiiltiirii ile tiretilmis muzlarda varyasyon siklig1 g6z oniine alindiginda,
muz bitkilerinin genetik stabilitesi hakkinda bilgi edinmek olduk¢a 6nemlidir
(Morais-Lino ve ark, 2016). Bu nedenle muzun in vitro mikrogogaltim
calismalarinda SSR markir sistemi somaklonal varyasyonun tespiti igin farkl
arastirmacilar tarafindan kullanilmustir (Guimardes ve ark, 2009; Morais-Lino ve
ark, 2016). SSR markirlar1 1-4 bant arasinda tekrar eden niikleotid motifleri
igerirler, bu bolgeler “mikrosatellit” olarak isimlendirilir ve PCR reaksiyonlarinda
bireysel olarak amplifiye olurlar. Kodominant, nispeten kolay, giivenilir, yiiksek
polimorfizm oranina sahip ve maliyeti diisiik olarak kullanilan markirlardir (Aka
Kagar ve ark, 2007).

Bu tez galigmasinda, siirglin ucu yontemi ile klonal ¢ogaltmada eksplant
bulma zorluklar1 ve kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi dolayisi ile Gilkemizde
yaygin olarak yetistirilen ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ muz g¢esitlerinde, farkli
konsantrasyonlarda biiylime diizenleyiciler kullanilarak somatik embriyogenesis
yoluyla bitki rejenerasyonu gerceklestirilmesi amaglanmistir. Altkdiltiirler boyunca
olusan kalluslarda ve somatik embriyogenesis araciligi ile elde edilen bitkilerde
Oonemli parametrelere bakilarak en iyi embriyo elde etme ve bitkiye doniisim
protokoliiniin optimize edilmesi hedeflenmistir. Baglangi¢ materyalleri ile somatik
embriyolardan elde edilen bitkilerde genetik kararliligmin belirlenmesi igin SSR

markir sisteminin ile DNA analizleri ger¢eklestirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Muz Tiirlerine Iliskin Somatik Embriyogenesis Calismalar:

Jalil ve ark (2003), Musa acuminata'min olgunlasmamis erkek c¢icek
tomurcuklarindan embriyojenik kallus olusturmay1 hedeflemislerdir. Kiiltiire alinan
750 olgunlasmamis erkek cicek salkimindan 5-6 ay sonunda %21,75 oraninda
embriyojenik kallus elde etmislerdir. Embriyojenik kallus elde etmek amaciyla 4-
11 pozisyonunda bulunan erkek cicek kiimelerini basarili bulmuslar ve ¢igek
kiimesi bagina 3-10 somatik embriyo olustugu gézlemlemislerdir.

Youssef ve ark (2010), Musa acuminata (Cavendish, AAA),
genotiplerinden ‘Williams’ ve ‘Grand Naine’ cesitlerinde 1 ve 2 haftalik
olgunlagmamis erkek ¢icek tomurcuklarinda embriyojenik kapasiteleri iizerine
arastirma yapmuslardir. Kallus giris ortami igin MS+Vitamin, 5,71 uM [AA, 18 uM
2, 4-D, 54 uM NAA, 4,1 uM biotin, 87 mM siikroz kullanmiglardir. Kallus
¢ogaltma ortamu igin % MS + Vitamin, 4,5 uM 2, 4-D, 200 mg/l KH2PO4, 174
mM siikroz, 2 g/l gelrite kullanmislardir. 4 aylik bir indiiksiyon sonucunda olusan
toplam Kkallus yiizdesi, iki haftalik ‘Williams’ tomurcuklarinin eksplantlarinda
%97,81 ve iki haftalik ‘Grand Naine’ tomurcuklarinin eksplantlarinda %52,11
olarak belirlemislerdir. Embriyojenik kallus olusumunda, iki haftalik ‘Williams’
eksplantlarinda %10,01 ile bir haftalik eksplantlardan (%0,78) daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. ‘Grand Naine’ ¢esitlerinde ise bir haftalik tomurcuklarin
eksplantlarinda tretilen %7,51 embriyojenik kallus ile iki haftalik tomurcuklarin
%2,49 embriyojenik kallus miktarinin daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Elde
edilen embriyolarin %15-35’inde bitki doniistiirme kapasitesinin yiiksek (%99)
oldugunu saptamislardir.

Dai ve ark (2010), Da Jiao (Musa paradisiaca) ABB Linn. muzlarinda
olgunlasmamis erkek ¢icek tomurcuklart kullanilarak indirekt somatik
embriyogenesis, embriyojenik hiicre slispansiyonu ve protoplast kiiltiirii ile bitki

rejenerasyonu lizerinde aragtirma yuriitmiislerdir. Kallus giris ortami icin MS, 4,1
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uM biotin, 5,7 uM 1AA, 54 uM NAA, 18 uM 2,4-D, 30 g/l siikroz, 7 g/l agar
kullanmiglardir. Kallus ¢ogaltma ortami igin, MS, 4,1 uM biotin, 5,7 uM TAA, 5,4
uM NAA, 9 uM 2,4-D, 30 g/l siikroz, 7 g/l agar kullanmiglardir. Embriyojenik
kallus olusturma kapasitesini %5,79, bitki rejenerasyonunu ise %23 olarak
saptamiglardir.

Meenakshi ve ark (2011), ‘Lal Kela’(AAA) muz ¢esidinin olgunlasmamig
erkek ¢igeklerinde somatik embriyogenesis Kkapasitesi ve elde edilen rejenere
bitkilerin molekiiler analizi {izerine ¢alisma yapmiglardir. Kallus girig ortami igin,
MS, 18,10 uM 2,4-D, 5,71 uM TAA, 5,37 uM NAA, 1 mg/l d- biotin, %3 siikroz ve
%0,2 gelrite kullanmiglardir. Kallus ¢ogaltma ortaminda MS, 4,52 uM 2,4-D, 1 mg/I
biotin, 100 mg/l malt ekstrakt, 100 mg/l glutamine, %4,5 siikroz ve %0,2 gelrite
kullanmiglardir. Olusan embriyolarin biiylime ve gelismesi igin MS+Vitamin,
glutamine (100 mg/l), malt ekstrakt (100 mg/l), pikloram (1 mg/l), %4,5 siikkroz ve
%0,2 gelrite ortami kullanmiglardir. Somatik embriyolarin gelismesi i¢in 1/2 MS,
100 mg/l malt ekstrakt, %0,1 aktif karbon, %2 gelrite uygun bulunmustur. BAP'in
somatik embriyo gelisimi tizerindeki etkisi arastirilmis bunun i¢in 0,02-20 mg/I
konsantrasyon denemeleri yapilmis ve 0,5 BAP olan ortamda %50 ¢ogalma, %44
koklenme gergeklestigini belirtmislerdir.

Uma ve ark (2012), Musa acuminata ssp. Burmannica’nin olgunlagmis ve
olgunlasmamis zigotik embriyolarinda somatik embriyogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonu iizerine aragtirma yapmuislardir. Kallus giris ortami icin MS+MW, 30
g/l siikroz, 2 g/l phytagel 4,5 uM 2.,4-D kullanmislardir. Kallus ¢cogaltmak ve bitki
rejenerasyonu i¢in kurulmus MS, Morel vitaminleri, siikkroz (30 g/l), phytagel (2
g/l) ve BAP, 2,4-D, pikloram, IAA konsantrasyon denemesi ¢alismasinda her 3
haftada bir altkiiltir yapmuslardir. Olgunlagsmamis zigotik embriyoda; %54
embriyojenik kallus, kallus olusum basaris1 sirayla; 2,4-D 4,5 uM (%93), 2,4-D 2,2
UM (%85,9) ve pikloram 4,1 uM (%84) elde edilmistir. Olgunlagsmis zigotik
embriyo; 0,8 uM pikloram (%54), BAP 2,2 uM+IAA 5,8 uM (%51) embriyojenik

kallus elde etmislerdir. En yiliksek ¢ogalma yiizdesini 2,4-D ile desteklenmis
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ortamda gozlemlemislerdir.

Ali ve ark (2013), ‘Grand Naine’ ¢esidinde olgunlasmamis erkek ¢icek
tomurcuklart kullanarak somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu iizerinde
arastirma yapmiglardir. Kallus giris ortami ig¢in, MS, 2,4-D konsantrasyonlari (0,5,
1,0, 2,0 ve 4,0 mg/l) ve BAP (1,25, 2,5 ve 5,0 mg/l) konsantrasyonlarinda, 8
haftalik inkiibasyondan sonra MS ortaminda erkek c¢icek eksplantlarinin
embriyojenik kalluslardan rejenere edilen muz bitkilerinin biiyiime parametreleri
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Diisiik konsantrasyonlarda (0,5-1,0 mg/l)
kullanilan 2,4-D’nin embriyojenik kallus olusumunu arttirdigini gézlemlemislerdir.
Daha yiiksek 2,4-D konsantrasyonu (2,0-4,0 mg/1), daha diisiik konsantrasyonda
kallusun nispeten kompakt oldugu ve kirilgan bir kivamina neden oldugunu
belirtmislerdir. Bitki olgunlagsmasi i¢in oksinlerin gerekli oldugunu saptamislardir.

Kulkarni ve ark (2013), nesli tiikenmekte olan bir muz c¢esidi olan
Rajeli'nin (AAB) olgunlagsmamis erkek ¢igek primordiumlari kullanilarak hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinden somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu iizerine
arastirma yapmuslardir. Kallus girig ortami i¢in, MS + 4 uM 2,4-D + 1uM IAA +
1uM NAA + 1,0 mg/l D-Biotin, %3 siikroz, %0,2 gelrite, kullanmislardir. Kallus
¢ogaltma ortamu i¢in, MS+1uM, 2,4-D+1mg/l, D-Biotin+100 mg/l malt ekstrakt,
100uM  Glutamine, %4,5 siikroz %0,2 gelrite kullanmiglardir. Embriyolarin
biiylimesi ve gelismesi i¢in, SH+MS+Vitamin, 1mg/l Pikloram+100 mg/I
Glutamine+100 mg/l malt ekstrakt, %4,5 siikroz, %0,2 gelrite kullanilmigtir.
Calismalarinda, %52-54 0,8 uM BAP konsantrasyonda maksimum ¢imlenme elde
etmiglerdir. Torpedo evresindeki somatik embriyolarmm yaklasik %401 uzun
stirglinler ve iyi bir kok sistemi olan bitkilere doniistiiglinii gézlemlemislerdir.
Embriyojenik kallus indiiklemek i¢in daha yiiksek 2,4-D seviyesine ihtiyag
duyulmasia ragmen, uzun siireli maruz kalmanin embriyojenik yap olusturma
potansiyelini azalttigin1 belirlemislerdir.

Remakanthan ve ark (2014), Musa acuminata AAA cv. ‘Grand Naine’

cesitlerinde yan siirgiinleri kullanarak indirekt somatik embriyogenesis ve
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embriyojenik hiicre siispansiyonunda eksplant ve kiiltiir kosullarinin etkisini
aragtirmiglardir. Calismalarinda girig ortami i¢in MS,13,31 uM BAP, 30 g/l siikroz
ve 7 g/l agar kullanmislardir. Kallus giris ortami igin MS, 30 g/l siikroz ve 7 g/l
agar ve 0,45-18,1 puM 24-D konsantrasyonlari; 0-8,28 pM pikloram
konsantrasyonlar1 ve pikloram 0-8,28 uM + BAP 0,22-4,44 pM kombinasyonu
denemesi yapmislardir. Kallus ¢ogaltma ortami i¢in MS, 30 g/I siikroz, pikloram ve
BAP kombinasyonlari denemesi (4,14 pM pikloram + 0,22 uM BAP, 2,07 uM
pikloram + 0,22 uM BAP, 2,68 uM NAA + 0,89 uM BAP, 0,44-2,22 uM BAP),
jel yapict madde konsantrasyonlari denemesi (8, 10, 12 ve 14 g/l agar ya da 2, 4 ve
6 g/l phytagel) yapmiglardir. Test edilen 36 farkli ortamda pikloram ve BAP
kombinasyonundan sadece 19 kombinasyon embriyojenik bir yanitla
sonuclandigimi belirtmislerdir. En iyi yanit (347 embriyo/eksplant) 4,14 uM
pikloram ve 0,22 uM BAP ile desteklenmis MS kullanilarak elde edilmistir. 2,4-D
konsantrasyon denemesinde embriyo olusturmada maksimum basar1 0,9 uM olarak
gbzlemlemisler ve konsantrasyon arttik¢a embriyo olusumunda azalma oldugunu
belirtmislerdir. Pikloram, tek basina kullanildiginda, somatik embriyogenesis
tesvik ettigi ve daha biiyiik boyutlu embriyolarin olusumunu sagladigi tespit
etmislerdir. Ancak olusan embriyolarin kalitesi, BAP ile desteklendiginde daha iyi
sonug verdigi belirlenmistir.

Morais-Lino ve ark (2016), ‘Grand Naine’ (AAA) ve Tropical (AAB)
cesitlerinin olgunlagsmamis erkek cigek tomurcuklarini kullanarak indirekt somatik
embriyogenesis, hiicre siispansiyonu ve bu ¢esitlerin genetik stabilitesi tizerine
molekiiler ¢aligmalar yiiriitmiislerdir. Kallus giris ortami i¢in, MS+Vitamin, 1 mg/I
IAA, 4 mg/l 2,4-D, 1 mg/l NAA ve glutamine konstatrasyonlar1 (0, 50, 100, 150
ve 200 mg/l), 30 g/l siikroz, 7 g/l agaroz kullanmislardir. Olusan embriyolarn
biiylimesi ve gelismesi i¢in, MS+Vitamin, 30 g/l siikroz, 7 g/l agar ve 5 farkli BAP
ve IAA, (Kontrol, 0,2+0,1 mg/l, 0,4+0,3 mg/l, 0,6 +0,5 mg/l ve 0,8+ 0,7 mg/l)
konsantrasyon denemeleri yapmislardir. Rejenere bitkiyi en fazla 0,8 mg/l BAP ve

0,7 mg/l IAA iceren ortamda elde etmislerdir. Bu c¢alismada, embriyogenesis
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indiiklemek i¢in sadece otoklavlanmis glutamin kullanilmis ve ‘Tropical’ i¢in 200
mg/l glutamine’nin somatik embriyogenesis indiiksiyonu i¢in gerekli oldugunu
saptamiglardir. Somatik embriyolarin olusumu, ‘Grand Naine’ ¢esidinde glutamin
yoklugunda meydana gelmistir (Assani ve ark, 2001; Ramanathan ve ark, 2014).
Embriyolarin bitkilere donisme sikligi, ‘Grand Naine’ ile maksimum %20,21 ve
“Tropical’ %55,52-%79,72 ile net sekilde genotipik farklilik gozlemlemiglerdir.
Genetik stabilite i¢in SSR markir sistemi kullanilmis ve herhangi bir somaklonal
varyasyon gozlemlememislerdir.

Nandhakumar ve ark (2018), ‘Grand Naine’ (Musa AAA, Cavendish-sub
group) ve Rasthali (Musa AAB, Silk-sub group) genotiplerinde olgunlagsmamis
erkek ¢igek tomurcuklari kullanarak indirekt somatik embriyogenesis ve
embriyojenik hiicre siispansiyonu ¢alismiglardir. Calismada, kallus giris ortami i¢in
MS besin ortami, 30 g/l siikroz, 1 mg/l maltoz, 1 mg/l biotin, 1 mg/l 1 IAA, 2 mg/I|
2,4-D, 1 mg/l NAA, 50 mg/l melatonin, 100 mg/l glutamine, 4 g/l agar
kullanmiglardir. Somatik embriyolarin biiyiime ve gelismesi i¢in MS besin ortami
ve 2,4-D (0, 2, 4, 6, 10 mg/l), BAP (0, 0,5, 1, 1,5 mg/l), Askorbate (0, 10 mg/l),
Zeatin (0, 0,5 mg/1), Siikroz-Maltoz (20:20 mg/1) konsantrasyon/kombinasyonlarini
denemislerdir. Somatik embriyolarin bilyliime ve gelismesi i¢in MS + 10 mg/1 2,4-
D + 10 mg/l Askorbate + 0,5 mg/l Zeatin + 20:20 mg/1 Siikroz-Maltoz) ortaminda
basar1 elde etmisler; globular saftha %37, kalp safha %29, torpedo %22-25 olarak
saptanmig Ve ayrica farkli aminoasitlerin etkisi arastirilmis, en iyi tepkiyi glutamine
400 mg/l konsantrasyonunda tespit etmislerdir. Genetik stabilite igin ISSR markir
sistemi kullanilmiglar ve herhangi bir genetik farklilik g6zlemlememislerdir.

Escobedo ve ark (2018), False Horn Plantain (AAB, cv. Curraré) ‘de disi
cicek ve erkek ¢icek tomurcuklart kullanarak indirekt somatik embriyogenesis ve
embriyojenik hiicre siispansiyonu galismuslardir. Caligmalarinda, girig ortami igin
MS+Vitamin, 87 mM siikroz ve 1,0 uM IAA ve 2,5 uM TDZ kullanmiglardir. Kallus
girig ortami i¢in, MS+Vitamin, 4,1 uM biotin, 18,1 uM 2,4-D, 5,7 uM IAA, 5,4

uM NAA, 87 mM siikroz, %0,2 gelrite kullanmislardir. Kallus ¢ogaltma ortami
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icin, MS+1/2 Vitamin, 4,52 uyM 24-D, 87 mM siikroz, %0,2 gelrite
kullanmiglardir. Somatik embriyolarm biiyiime Ve gelismesi i¢in, MS+Vitamin,
1,25 mM KH,PO,, %0,2 gelrite kullanmislardir. Bu galismada, ikincil proliferatif
disi tomurcuklarin somatik embriyogenesis ig¢in %52 oranda daha iyi basar
sagladig1 ve embriyojenik kiiltiir igin uygun bir se¢im oldugu belirlemislerdir.
Natarajan ve ark (2020), Musa laterita, Musa beccarii ve Musa velutina
siis muzlarinda olgunlasmamis erkek ¢icek tomurcuklari kullanilarak indirekt
somatik embriyogenesis ve genetik stabilite lizerine ¢alismiglardir. Kallus giris
ortami i¢in, MS, 4,1 uM biotin, 175,3 mM siikroz, 5 mM asparajin, 684 mM
glutamine, 1,1 uM NAA, 1,1 uM TAA, 181 mM 2,4-D, %0,5 aktif karbon, %0,25
agar kullanmiglardir. Kallus ¢ogaltma ortamu i¢in, MS, 4,1 uM biotin,90,5 uM 2,4-
D, 87,6 mM (%3) siikroz, 100 ml/lI Hindistan cevizi suyu, 0,5 uM kinetin, %0,5 aktif
karbon, %0,25 agar kullanmislardir. Embriyolarin biiyiime ve gelismesi i¢in, SH
basal, MS vitamins, 4,1 uM biotin,175,3 mM (%6 w/v) maltoz, 5 uM BAP, 0,7 uM
N"-(2-isopentenyl) adenine, %0,5 aktif karbon, %0,25 agar kullanmislardir. Somatik
embriyo indiiksiyon sikliginin, inokiilasyondan 120 ve 150 giin sonra analiz
edildiginde test edilen muzlara gore degistigi bulmuslardir. 120 giin sonra sirasiyla
M. beccarii %33,33 ve M. velutina %32,37 indiiksiyon frekanslari ile esit perforans
gosterdigini gozlemlemislerdir. Buna karsilik, M. laterita %17,25'lik zayif bir
indiiksiyon frekansi sergilemistir. Ancak, inokiilasyondan 150 giin sonra indiiksiyon
siklig1 hesaplandiginda, M. beccarii %57,24 indiiksiyon ile %46,59 ile M. velutina
ve %39,76 ile M. laterita ile karsilastirmiglardir ve en iyisi oldugunu
gozlemlemislerdir. Genetik stabilite icin SRAP markir sistemi kullanilmis ve

herhangi bir somaklonal varyasyon gézlemlenmemistir.
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2.2. Farkh Tiirlere Iliskin Somatik Embriyogenesis Calismalari

Tangolar ve ark (2007), 41 B Amerikan asma anaci (V. vinifera L. cv.
‘Chasselas’ x V. berlandieri) ve Yalova incisi iziimlerinin (V. vinifera L.)
anterlerini kullanarak embriyojenik kallus elde etmek amaciyla MS, NN ve B5
ortamlarinda, farkli 2,4-D (0. 0,5, 1, 2 ve 4 mg/l) ve BAP (0. 0.1, 0.2, 1 ve 2 mg/l)
kombinasyonlarini kullanarak, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve siirekli karanlik
olacak sekilde kiiltiire alinmustir. Sonug olarak yalnizca 2,4-D konsantrayonlari
iceren besin ortamlarinda kallus elde edememislerdir. 41B Amerikan asma
anaclarina ait anterlerde kallus olusumu i¢in en uygun ortamin 2,4-D + BAP
kombinasyonlarinin 1 mg/l + 0.2 mg/l (%70) ve 2 mg/l + 1 mg/l (%73.1) igeren BS
besin ortaminda karanlik kiiltiir kosullarinda oldugunu saptamuslardir. Yalova
incisinde kallus olusumunun %4,17’sinde 4 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l BAP igeren B5
ortaminda %1,52’sinin ise 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP iceren NN ortamindaki
anterlerde tespit etmislerdir.

Bigen ve ark (2008), On farkli turungil genotipinde stil ve oviil kiiltiirii
kullanilarak kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu ile
ilgili galismiglardir. Eksplantlari birinci y11 500 mg/l Malt Ekstrakt ile 1.0 mg/I 2,4-
D, 3 farkli BAP(0. 0,5, 1,0 mg/l) eklenmis MS ve MT vitaminleri igeren besin
ortamlarinda kiiltiire almuslardir. ikinci yil stillere ait eksplantlar, MS-basal ortama,
ME ile BAP (1,0, 2,0, 3,0 mg/l) konsantrasyonlar: igeren ortamda kiiltiire
almuslardir. ikinci yil denemelerinde oviil eksplantlari i¢in hormon igermeyen MS
macro ve micro, MT vitaminleri ile ME ortamlarinda kiiltiire almuslar, ayrica 2,4-D
(1,0 mg/l) ve 3 farkli BAP (0, 0,5, 1,0 mg/l) konsantrasyonu igeren ortamlar
kullanmislardir.  Stil ve oviil eksplantlarmin  somatik embriyo eldesinde
genotiplerin ayni tepkileri vermediklerini tespit etmislerdir. Stil eksplantlarindan
somatik embriyo olusumu %0 (AREC Swingle Sitrumelo, M2 Sitranji,
Volkameriana, Pomeroy ii¢ yapraklisi) ve %100 (Gou Tou turuncu) iken oviil
eksplantlarinda somatik embriyo olusum oranlart %0 (Carrizo Sitranji, Alanya

Dilimli Portakali, AREC Swingle Sitrumelo) ile %100 (Tuzcu 891 ve Kleopatra
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Mandarini) olarak saptamislardir.

Temiz ve ark (2009), Nar (Punica granatum)’da Hicaz ve Silifke Asist
cesitlerinin, yaprak, hipokotil, kotiledon ve kok eksplantlarini, 2,4-D ve BAP
kombinasyonlarinin somatik embriyo olusumundaki roliinii ve Spermin (poliamin
tiirevi) konsantrasyonlarinin, eksplantlarda rejenerasyonu yetenegi {izerine
etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda kullandiklar1 c¢esitlerden Silifke Asisinda
%36,60 beyaz kallus ile daha iyi sonug¢ elde etmislerdir. Nar ¢esitlerinin embriyo
olusturmada istatistiki olarak etkili olmadigin1 bulmuslardir. Calismada yer alan
eksplant tiplerindeki basariy1 sirasiyla, %10.01 kotiledon, %9,78 hipokotil, %8,53
kok ve %7,53 yaprak, olarak tespit etmislerdir.

Sezgin ve ark (2009), ¢alismalarinda Castanea sativa Mill. Osmanoglu ve
Sariaglama c¢esitlerinde serbest tozlanma yoluyla elde edilen olgunlasmamis
tohumlarin ~ kotiledonlarinda  somatik embriyogenesis yontemi ile bitki
rejenerasyonunu incelemislerdir. Kotiledon eksplantlarinda MS, DKW ve WPM
ortamlarini, organik maddeler (L-glutamin (250 mg/l) veya kazein hidrolizat (1000
mg/l)), AgNO; (0 ve 1.7 mg/l), katilagtiric ve 7 farkli bilyiime diizenleyici madde
kombinasyonu denemislerdir. Osmanoglu ¢esidinde en yiiksek somatik
embriyogenesis degerleri %4.7-9,7 olarak saptanmustir. Sariaglama g¢esidinde ise
%12 ve %11,2 olarak saptamiglardir. WPM ortamlarinda somatik embriyo elde
edememislerdir.

Dalkilig ve ark (2013), Sarilop incir ¢esidinin yaprak segmentlerinin direkt
ve indirekt somatik embriyogenesisi lizerinde ¢aligsmislardir. Eksplantlar1 Kasim ve
Mart aylarinda MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Kallus olusumunu %66.66
2 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN iceren ortamdaelde etmisler fakat somatik embriyo
elde edilmedigini rapor etmislerdir. Direkt somatik embriyo eldesi ¢alismalarinda
yaprak eksplantlarint TDZ ve 2IP igeren MS ortamlarinda kiiltiire almuslar ve
embriyo olusumu gézlemislerdir. Ilkbahar doneminde MS + 2 mg/l TDZ + 8 mg/I
2IP igeren ortamda %42.76 kdk olusum orani1 ve %20 embriyo olusum orani elde

etmislerdir. Eksplant basina 0.83 somatik embriyo olusumu tespit etmislerdir. 2
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mg/l TDZ + 4 mg/l 2IP igeren MS ortaminda %83 oraminda kallus geligmesi

gozlemlemislerdir.

2.3. Somatik Embriyogenesis ile Tlgili Histolojik Calismalar

Triploid Musa cv. ‘Grand Naine’nin rizom eksplantlarindan elde edilen
somatik embriyolarin kokeni, ontogenetik gelisimin farkli asamalar1 siiresince
histolojik ¢alismalarinin konusu olmustur.

Lee ve ark (1996), arastirmalarinda, somatik embriyolarin gogunlugunun
normal kdk olusumu gosterdigini ve zayif yapili siirgiin ucu olusturdugunu ortaya
koymuslardir. Embriyojenik kiitle ve somatik embriyolar ¢cogunlukla morfolojik
olarak yetkin birka¢ hiicreden olugmustur. Kiiresel embriyolarin ge¢ evreleri kiiciik
hiicreli, yiiksek oranda sitoplazma iceren epidermal hiicrelerden olustugunu
gozlemlemislerdir. Bazi embriyolarin beyaz renkli bir hipokotil ile yesil renkli bir
plumulaya sahip oldugu, yiiksek oranda vakuolasyonlu hiicrelerden olusan bir kok
ve sadece kok gelistiren embriyolar gelistirdigini belirtmislerdir. Olgunlagmis
embriyonun bir boliimiinde, hipokotilden koke kadar vaskiiler ipliklerle baglantil
bir kotiledon yarigi oldugunu gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, bu somatik
embriyolardan bitki rejenerasyonu gézlemlememislerdir.

Jalil ve ark (2008), arastirmalarinda morfolojik ve histolojik ¢alismalar ile
somatik embriyogenesisin asamalarini incelemislerdir. Histolojik analizler ile
embriyojenik ve embriyojenik olmayan kallus arasindaki farki arastirmiglardir.
Musa acumunata’nin somatik embriyogenesisi sirasinda, somatik embriyo
olusumlarin baglatilmasindan baglayarak hiicre siispansiyonunun olusturulmasina
ve ardindan somatik embriyolarin bitkicige doniismesinden, ¢imlenmeye kadar
olan rejenerasyon siirecini kapsayan cesitli asamalarin histolojik caligmalarimi
yapmislardir. Globular veya torpedo yapili somatik embriyolarin, iyi siispansiyon
kiiltiirlerine ve ardindan gelisim asamasinda somatik embriyolarin geri
kazanilmasiyla sonuglandigim1 belirtmislerdir. Yapmis olduklar1 morfolojik

gbzlemleri, tiim agsamalari kapsayan histoloji caligmalar1 ile desteklemislerdir.
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Histolojik incelemede pro-embriyolarin kallus yiizeyine baglanan vaskiiler demet
gostermedigini saptamislardir. Morfolojik ve histolojik calismalarla, daha Once
elde ettikleri kalluslarin embriyojenik oldugu ve yari saydam kiiresel yapilarin ise
somatik embriyolar oldugunu dogrulamislardir. Somatik embriyo olusumunda
gosterge olarak kullanilabilecek bir diger faktoriin, gelismekte olan bir embriyonun
en dig tabakasi olan protodermin varligi oldugunu belirtmisler ve incelemelerinde,
nisasta rezervlerinin birikmesiyle yogun meristematik embriyojenik hiicreleri
cevreleyen protodermin varligini saptamislardir. Isik mikroskobu ile embriyojenik
olmayan kallus gozlemleri i¢in slingerimsi yapilar ortaya ¢ikarmiglar, bu hiicrelerin
embriyojenik hiicre icermedigini saptamislardir. Boylece, kallus yiizeyindeki yari
saydam kiiresel yapilarin somatik embriyolar oldugu agikca dogrulamiglardir.
Histolojik ¢alismalar ile hem siirglin hem de kdk uglarina ve bu yapilarin vaskiiler
baglantilara sahip iyi gelismis somatik embriyolar oldugunu belirtmislerdir. Elde
ettikleri bitkilerde ise somaklonal varyasyon saptanmadigini belirtmislerdir.

Bartos ve ark (2018), C. arabica'nin yaprak eksplantlarindan elde edilen
somatik embriyogenezin histo-farklilagmasini karakterize etmeyi amaglamislardir.
Bu nedenle, islemin: 0. 4, 7, 15 ve 30 giinliik yetistirme siirecinde yaprak
kisimlarini, Tip 1 birincil kallus (embriyojenik yeterlilige sahip birincil kallus) ve
Tip 2 ikincil kallus (embriyojenik yeterlilige sahip olmayan birincil kallus),
embriyojenik kallus, globiiler, torpedo ve kotiledon embriyolart ve olgun zigotik
embriyolarini histolojik olarak analiz etmislerdir. Kallus olusumu, prokambiyum
hiicresinin art arda boliinmesiyle yedi giinliik kiiltiirden sonra meydana geldigini
belirtmislerdir. Bu yetistirme asamasinda, Tip 1 primer kalluslarin temel olarak
hiicreler aras1 bosluklar1 azaltilmis parankimal hiicrelerden olustugu, Tip 2 primer
kalluslarin ise agirlikli olarak genis hiicreler arasi1 bosluklara sahip parankimal
hiicrelerden ve tamamen meristematik hiicrelerden olusan embriyojenik
kalluslardan elde edildigi bildirilmistir. 330 giin sonra, somatik embriyogenesisin
farklilagmasindan, temel meristemi c¢evreleyen karakteristik bir protodermden

olusan kiiresel somatik embriyolarin olusumunun oldugunu, bu propagiillerin 360
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giin sonra olgunlasmasiyla, doku polarizasyonunun ve prokambiyal ipliklerin erken
farklilagmasinin dogrulandig1 torpido safhasindaki somatik embriyolarin ortaya
ciktigini belirtmislerdir. 390 gilin sonra, ksilem/floem kanallar1 dokularindaki
farklilasma baslangicinin dogrulandigi kotiledon sathasindaki somatik embriyolari
elde etmisler ve bu 6zelligi olgun zigotik embriyolarda da gbézlemlemiglerdir. C.
arabica yapraklarindan elde edilen somatik embriyolarin gelistirilmesi sirasinda,
bitkilerin rejenerasyona uygun, olgun somatik embriyolar iireten prokambiyum
hiicre boliinmelerinden bagladigi sonucuna varmislardir.

Ruyue jing ve ark (2019), Cinnamomum camphora L.’nin somatik
embriyogenesisi sirasinda tretilen primer, sekonder ve hatali bi¢imlendirilmis
embriyolar tizerinde histo-Sitolojik ¢alismalar yapilmiglardir. Kallus tiplerini ve
yapilarimi arastirmak, zigotik embriyo mekanizmasina 1sik tutabilecek somatik
embriyo mekanizmasini agikliga kavusturmak icin teorik bir temel saglamistir.
Somatik embriyolar indiiklemek i¢in olgunlasmamus zigotik embriyolar1 eksplant
olarak kullanmis ve olgun somatik embriyolara farklilagsan bir¢ok embriyojenik
kallus olusturmuglardir. Elde ettikleri sonuglar C. camphora'nin somatik
embriyogenesi’nin  zigotik embriyolar ile benzer oldugunu gostermistir.
Embriyojenik olmayan hiicrelerle karsilastirildiklarinda, embriyojenik hiicrelerin,
daha biiyiik ¢ekirdege, daha kalin sitoplazmaya, daha fazla nisasta graniiliine sahip
olup daha kolay siyaha boyandigi sonucuna ulasmiglardir. C. camphora'nin ikincil
ve birincil embriyolarinin birbirlerine benzer gelisim siireglerinden gegtigini
sonucuna varmisglardir. Aynm1 zamanda, i¢sel etmenlerden kaynakli anormal
embriyolar olusturma olasilig1r daha yiiksek olan yapisik kotiledon embriyolar ve

morfolojik agidan anormal embriyolar oldugunu saptamislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu calisma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Boliimii biinyesinde bulunan Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
Tez calismasinda bitkisel materyal olarak ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ olmak {izere
2 farkli muz gesidine ait iki farkli eksplant tipi (olgunlagmamis disi ve erkek ¢igek
tomurcuklart) kullanilmaistir.

‘Grand Naine’ (Musa AAA, Cavendish subgroup): Kromozom sayisi
33’tlir ve partenokarpi yoluyla tohumsuz meyveler tiretmektedir. Diinya'da yaygin
olarak yetistirilen muz cesitlerinden biridir. Ticari olarak yetistiriciligi yapilan
‘Grand Naine’, iyi bir ihracat giiciine sahip Cavendish muz ¢esidi grubu iiyesidir.
Tropik ve subtropik bolgelerdeki muz yetistiriciligi agisindan biiyilk dnem arz
etmektedir. 3-4 metre boylanan ‘Grand Naine’ orta boylu ve verimli bir ¢esittir.
Uzun ve yukari dogru dik gelisen yapraklart vardir. Hevenkler gelisimini
tamamladiginda, 1.y1l iizerinde 10-12 tarak, 2.y1l 13-15 tarak muz bulunmaktadir.
Saglikli kok gelisimi, genis govdesi ve meyvesinin uzun parmak yapisi ile ‘Grand
Naine’ cesidi, acikta yetistiricilige uygun olmasiyla peyzaj bitkisi potansiyeline
sahip ve yapraklar riizgara karsi direng sahibidir (Sekil 3.1). Kis dogumlarina
dayanikli, meyveleri kaliteli ve hizli gelisen, bir gesittir (Morais-Lino ve ark.
2016). ‘Grand Naine’nin kuraklik ve soguga karsi toleransi yoktur. Toprak
kaynakli mantar Fusarium oxysporum f'nin neden oldugu fusarium solgunluk
hastaligina kars1 hassastir. (Robinson ve Sauco, 2010). Kok ur nematodlar
(Meloidogyne spp.) ve kok ciiriikliigiine yiiksek dirence sahip olmasindan dolay1
tercih edilen bir cesittir. ‘Grand Naine’ diinya toplam muz {retim alanmin
%44.75’ini olusturur ve {iretimde en fazla tercih edilen cesittir (Subast ve ark,
2016).
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Sekil 3.1. Grand Naine

‘Azman’: Tirkiye’de ticari Onemi yiiksek olan Gross Michel (AAA)
grubuna ait bir gesittir. Ulkemiz igin yerli bir cesit olmas1 nedeniyle énemlidir.
Yapraklar: Cavendish ¢esidine gore daha uzun ve yukari dogru dik gelismektedir.
Meyveleri oldukga lezzetli, iri, parlak ve sar1 renktedir. Agaglar1 hizh
biiylimektedir. Boylar1 4-5 metreye kadar ulagmaktadir. Eylil ayinda ortalama
hevenk agirligi 1.y11 40-50 kg olup her bir hevenk 10-12 tarak olusturur. 2.yil
hevenk agirligi 40-60 kg, tarak sayist 13-15 ve gelisimini tamamlamis her bir
tarakta 60-100 g agirh@inda uzunlugu 14-18 cm olan 20-25 parmak bulunur (Sekil
3.2). Muz bitkisi meyve ve erkek ¢igeklerinin yapisina ait gérsel Sekil 3.3’te
verilmistir. Kig dogumlarina ve don zararina karsi diger muz gesitlerine gére daha
dayaniklidir. Kok gelisimi iyi, nematod ve kok ciiriikliigiine karsi direngli olmasi
gibi Ozellikleri nedeniyle tercih edilebilir. Tek {irlin yetistiriciligine uygun bir

gesittir (Anonim, 2020).
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Sekil 3.2. Azman

Sekil 3.3. ‘Azman’a ait Meyve ve Erkek Cigeklerin Farkli Evreleri
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3.2. Metot
3.2.1. Bitkisel Materyalin Temin Edilmesi

Bitkisel materyal olarak kullanilan olgunlagsmamis Muz ¢igek tomurcuklari,
Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi serasinda
bulunan ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ gesitlerine ait muz bitkilerinden temin
edilmistir. Oncelikle baslangi¢ materyali temini i¢in kullanilacak seradaki muz
agaclar1 arasindan en dogru bitki secimi kesfi yapilmustir (Sekil 3.4). Belirlenmis
Ozeliklere sahip olan saglikli muz bitkilerinden ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esidi
icin ayr1 olacak sekilde olgunlasmamis disi ve erkek ¢icek tomurcuklari alinarak

laboratuvara getirilmistir.

Sekil 3.4.  ‘Azman’ Bitkisine it Cigeklenmenin Goriiniimii, A) Olgunlagsmamis
Meyveler, B) Olgunlasmamis Disi Cigek, C) Erkek Cigek Tomurcugu
(Erkek c¢igekler mor braktenin altinda yer almaktadir), D) Erkek
Cicek
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Laboratuvara getirilen materyallerden olgunlasmamis erkek ¢igek
tomurcuklar1, mor brakte yaprakli ¢igek konisinden 10 cm boyuta ulagincaya kadar
kiigiiltiilecek sekilde (Sekil 3.5) temizlenip, 0-15 pozisyonundaki brakte yapraklar

steril kabin igerisinde agilmustir.

Sekil 3.5. Muz Bitkisi Olgunlagmamig Erkek Cigek Tomurcugu

Olgunlagsmamis disi ¢igek tomurcuklar: saglikli ve yaklasik 7 aylik olan 22-
25 yaprak olusturmus bitkinin toprak yiizeyinden itibaren 1 m uzunlukta olacak
sekilde kesilerek laboratuvara getirilmistir. Yeni salkim olugturmus olan muz ¢igcek
salkiminda bulunan olgunlagsmamis disi ¢igek tomurcuklart da materyal olarak
kullanilmak iizere laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.6). Muz bitkisinin yalanci
govdesi tizerinde farklilasmis disi ¢igeklerin varligini gosteren siskin kisma ulasana
kadar yalanci govdeyi olusturan yapraklar yavas yavas kesilerek uzaklagtirilmigtir.
Disi ¢igek tomurcuklarina ulasildiktan sonra yaklasik 10 cm’lik tomurcuklar
bitkisel materyal olarak kullanilmak {izere segilmistir (Sekil 3.7). Olgunlasmamis

erkek cigek tomurcuklarina ait ayrintili goriintiiler Sekil 3.8°de verilmistir.
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Sekil 3.6. ‘Azman’ ve ‘Grand Nalne Cesltlerme A1t Clqeklenme ve Tomurcuk
Olusumu, A) ‘Azman’ Cesidine Ait Cigek Tomurcugu, B) ‘Grand
Naine’ Cesidine Ait Cigek Tomurcugu

Sek113 7. Muz Bitkisi Olgunlagsmamis Disi Cl(;ek Tomurcugu Behrleme
Asamasi, A) Ciceklenme Donemine Girmek Uzere Olan Muz
Bitkisinin Secilmesi, B) Disi Cigek Tomurcugunun Yalanci Gévdede
Farklilasmis Yapisinin Goriiniimii, C) Olgunlasmamis Disi Cicek
Tomurcugunun Yalanci Gévde igerisinde Goriintiisii
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Sekil 3.8.

‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ Erkek Cigek Tomurcuklarinin Brakte
Yapraklarindan Ayrilmasi Asamasi, A) ‘Grand Naine’ Erkek Cicek
Tomurcugu, B) ‘Azman’ Erkek Cigek Tomurcugu, C) ‘Grand Naine’
Cicek Salkimi ile Olgunlasmamis Erkek Cicek Tomurcugu
Goriiniimii, D) ‘Grand Naine’ Olgunlasmamis Erkek Cicek
Tomurcugu, E) ‘Azman’ Erkek Cicek Tomurcugu Goriiniimii

3.2.2. Olgunlasmamis Erkek ve Disi Cicek Tomurcuklarinin Sterilizasyonu

Bitkisel materyale ait tomurcuklar steril kabin igerisinde 6nce %70’lik etil
alkolde 15 dk bekletilip ardindan, %10’luk sodyumhipoklorit + 1-2 damla tween 20
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¢ozeltisinde 5 dk bekletilmistir. Daha sonra 3-4 kez steril saf su ile ¢alkalanarak

yikanmis olan ¢icek tomurcuklarinin yiizey sterilizasyonu tamamlanmistir (Sekil
3.9).

......

Sekil 3.9.  Sterilizasyon Asamalar1 A, B) Olgunlasmamis Disi ve Erkek Cicek
Tomurcuklarinin %70’lik Etil Alkol’de Bekletilmesi, C) %10’luk
NaOCl’de Bekletilen Olgunlasmamis Disi ve Erkek Cigek
Tomurcuklari, D) Tomurcuklarin Steril Saf Su ile Yikanmas1 Islemi

3.2.3. Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasi ve Kiiltiir Kosullar:
Olgunlagsmamis erkek cigek tomurcuklar: sterilizasyon islemi sonrasi steril
kabin igerisinde, pens ve bistiiri kullanilarak ¢i¢ek sarmalinda 0-15 pozisyonundaki

olgunlagmamis erkek cicek kiimeleri ¢ikarilmis ve kallus indiiksiyonu i¢in eksplant
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olarak kullanilmigtir. Braktelerin i¢ katmanlari, ¢igek ekseni 1,5 cm uzunlugunda
olacak sekilde soyulup ve gelisen erkek ¢icek tomurcuklari primordiumlari, sapin
tabanindan nazikge kesilerek ¢ikartilmig ve 6nceden hazirlanmis 0,175 mg/l 1AA
ve 0,550 mg/l TDZ ile desteklenmis MS besin ortamina aktarilmigtir (Sekil 3.10).
Kallus olusumu i¢in kiltiirler, karanlik kosullar altinda 26+2°C'de muhafaza
edilmistir. Kiiltire alinan olgunlasmamis erkek ¢igek tomurcuklari 4 haftada bir
olacak sekilde 3 Kkez altkiiltire alinmustir. Olgunlagsmamis disi  ¢icek
tomurcuklarimdan embriyojenik kallus elde etmek amaciyla ¢igek kiimelerinin
brakteleri steril kabin icerisinde pens ve bistiiri yardimi ile 3-5 mm kiigiiltiilmiis
disi ¢icek taraklari ince kesitler seklinde eksplant olarak kullanilmak amacryla
onceden hazirlanmis 0,175 mg/l IAA ve 0,550 mg/l TDZ ile desteklenmis MS
besin ortaminda karanlik kosullar altinda 26+2°C'de kiiltiire alinmustir (Sekil 3.11).

Kiiltiire alinan tomurcuklar 4 haftada 1 olacak sekilde 2 kez altkiiltiire alinmugtir.

Sekil 3.10. Olgunlagsmamis Disi Cigek Tomurcugunun Kiiltiire Alinmasi
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Sekil 3.11. Olgunlagsmamis Erkek Cigek Tomurcugunun Kiiltiire Alinmasi

3.2.4. Olgunlasmamis Erkek ve Disi Cicek Tomurcuklarinin Kiiltiire Alinmasi
Besin Ortamm

Sterilizasyon sonrasi ¢i¢ek tomurcuklari, 0,175 mg/l 1AA, 0,550 mg/l TDZ,
30 g/l siikroz ve 7 g/l agar iceren MS besin ortaminda karanlikta bekletilmistir. In
vitro caligmalarda, sterilize edilmis MS besin ortami, Laminar Flow Kabin
icerisinde her petriye (20x100 mm) 30 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Ardindan
muz eksplantlari, steril kurutma kagitlar {izerinde 3-5 mm capinda olacak sekilde
bistiiri ve pens yardimi ile parcalara ayrilarak MS besin ortaminda 26+2°C
sicakliktaki biiylitme odalarinda, karanlikta kiiltiire alinmiglardir. Denemeler, 5
tekerriirlit ve her tekerriirde 5 petri ve her petride 5 eksplant olacak sekilde

kurulmustur.
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Olgunlagsmamis erkek ve disi ¢igek tomurcuklarinda 15/30 giinde bir gézlem
alinmis ve 4 haftada bir altkiiltiire alinmustir. Altkiiltiir sirasinda % kallus olusumu
ve olusan kalluslarin morfolojisi gdzlemlenmistir. MS besin ortami igerigi Cizelge
3.1’de sunulmugtur. Gozlem sirasinda rejenerasyon, kallus olusumu ve embriyo
doniisiim oranlar1 incelenmistir. Her 4-6 haftada bir eksplantlar altkiiltiire

alimmugtir. Besin ortami hazirligi agamalar Sekil 3.12°de gosterilmistir.

N

PN/

—
*

Sekil 3.12. Besin Ortam1 Hazirlig1 Asamalart
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Cizelge 3.1. MS (Murashige and Skoog, 1962) Besin Ortanu icerigi

Bilesik ‘ | Konsantrasyon(mg/l)

Makro Elementler |l|

(MS, 1962)

CaCl2.2H20 440.0

KH2PO4 170.0

KNO3 1900.0

NHsNO3 1650.0

MgS04.7H20 370.0

Mikro Elementler (MS, 1962)

H3BO3
MnSO4.H20

ZnS04.7H,0

NazMo0O4.2H20
CuS04.5H,0
CoCly.6H,0
Kl
FeS0O,4.7H,0

Na, EDTA

Organik Bilesikler (MS, 1962)

Sakkaroz (g/l)

Myo-inositol
Nikotinikasit
PiridoksinHCI

Thiamine HCI

Glisin
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3.2.5. Kallus ve Somatik Embriyo Gelistirme Ortami

Bitkisel materyali kiiltiire alma besin ortaminda, 2 kez altkiiltiirii yapilan
cicek tomurcuklarindan elde edilen kalluslar ile deneme kurulmustur. Eksplantlar
farkli biiytime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 (0,5, 1,0, 2,0 mg/l 2,4-D
ve 0,5/0,05, 1,0/0,05 mg/l Pikloram/BAP), 30 g/l siikroz ve 8 g/l agar iceren MS
besin ortaminda kallus-1 (Cl-1) ve kallus-2 (CI-2) olmak tizere 2 farkli MS besin
ortaminda 5’er tekerriir olacak sekilde kiiltiire alinip karanlikta bekletilmistir. S6z
konusu besin ortamu igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda
belirlenmis olan deneme deseni Cizelge 3.3’te verilmistir. Altkiiltiirler sirasinda
eksplantlara ait kallus biiyiime yiizdeleri, kallus yogunlugu, kallus rengi, renk
yogunlugu, kallus yapist ve farklilagsmis yap1 parametrelerini incelemek amaciyla
gozlemler alinmistir. Ortamlar arasindaki farkliligi tespit etmek i¢in ortalamalar
hesaplanirken Cizelge 3.4°te verilen numaralandirma tablosundan yararlanilmigtir

Kallus gelistirme ortaminda elde edilen embriyojenik yapilar 1,0 mg/l
Pikloram, 0,05 mg/l BAP ilave edilmis 30 g/l siikroz, 8 g/l agar iceren MS besin
ortaminda ¢ogaltilarak embriyolara doniigiimleri saglanmuistir. Somatik embriyolar
belirgin duruma gelene kadar aynt MS besin ortaminda indiiklenmis ve yapilan
altkiltiirler sirasinda, kalluslarin gelisimi, % embriyo olusumu ve somatik
embriyolarin tipi goézlemleri alimmustir. Elde edilen somatik embriyolarin
biiyiimeleri ve farklilagmalarini1 hizlandirmak amaciyla 30 g/1 siikroz, 8 g/l agar ve
0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA ilave edilmig MS besin ortami kullanilmistir ve 2

altkiiltiir boyunca ayn1 ortamda indiiklenmeye devam edilmistir
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Cizelge 3.2. Kallus Gelistirme Ortam1

Kallus Geligtirme Ortami (Cl)

EKSPLANT Cl1 [I] Cl2
2,4D (mg/) [I] Picloram (mg) BA (ma/l)
0 0 0
Igunlasmamis erkek cicek 05 05 0.05
omurcuklari 1 1 0.05
w
2 2 - E
E 0 0 0
% lgunlagmamis disi cicek 05 05 0.05
& omurcuklan 1 1 0.05
o 2 - 2
; 05 05 0.05
Iguniasmarmis Erkek Cigek :
c:islfil:::rct{;rk‘l1arr|“§ ot 1 1 0.05
2 = =
0 0 0
= S 05 05 0.05
= Igunlagsmanmis disi cicek 1 1 0.05
N omurcuklan
= 2 =
Cizelge 3.3. Kallus Gelistirme Ortami Deneme Plani
Cesit
Besin Ortam -
AZMAN GRAND NAINE
5 petri (Her petride 5|5 petri (Her petride 5
Kontrol
eksplant) eksplant)
5 petri (Her petride 5 petri (Her petride
0,5 mg/l 2,4-D
5 eksplant) 5 eksplant)
5 petri (Her petride 5|5 petri (Her petride 5
1,0 mg/l 2,4-D P ( P P ( P
eksplant) eksplant)
5 petri (Her petride 5|5 petri (Her petride 5
2,0 mg/l 2,4-D P ( P P ( P
eksplant) eksplant)
0,05 mg/l BAP+ 5 petri (Her petride 5|5 petri (Her petride 5
0,5 mg/l Pikloram eksplant) eksplant)
0,05 mg/l BAP+ |5 petri (Her petride 5|5 petri (Her petride 5
1,0 mg/l Pikloram | eksplant) eksplant)
30 petri 30 petri

Toplam

60 petri (300 eksplant)
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Cizelge 3.4. Kallus Gelisimine Ait Gozlem Tablosu
Kallus Geligimi Gézlem Tablosu
Kallus Biiyiime Yok |  %30-50 %50-%100 Huc(f/flgg@p
Biiyiime
0 1 2 3
Cok
Kallus Yumusak Yumusak Orta Sert
Yogunlugu 0 1 2 3
. Beyaz-Krem Krem Krem-Kahve Kahve
Kallus Rengi
1 2 3 4
Renk Agik Orta Koyu Cok Koyu
Yogunlugu 1 2 3 4
Homojen 4
Kallus Yapisi Kompakt Kirilgan Cok Kirilgan Pamuksu 5
1 2 3 Musilajli 6
Farkiilasmig Yok Kok Sirgin Emb\r(lggiemk
Yap! 0 1 2 3

3.2.6. Histolojik Analizler
Deneme kallus

konsantrasyonlar1 i¢eren (0,05 mg/l BAP + 1,0 mg/l Pikloram) besin ortaminda

sonucunda olusum asamalarinda belirlenen en iyi
histoloji analizlerinde kullanmak {izere yeni bir deneme kurulmustur.

Caligmada ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ olgunlasmamis erkek cicek
tomurcuklarinda somatik embriyogenesis sonucunda olusan embriyo yapilarinin
gelisim durumlarini belirlemek amaciyla histolojik analizler yapilmigtir. Bu amacla

farkli asamalarda gelisen yapilar ve farkli ortamlardan 6rneklemeler yapilmustir.

3.2.6.1. Orneklerin Fiksasyon Soliisyonu ile Muamele Edilmesi

Alinan ornekler FPA 70 tespit sivist (FPA: formaldehit: propiyonik asit:
alkol) (900 ml %70’lik alkol + 50 ml propiyonik asit +50 ml formaldehit)
icerisinde fikse edilerek incelenene kadar bekletilmis ve ‘Parafine gomme’ yontemi

kullanilarak mikrotomda ince kesitleri alinmigtir (Karabiyik, 2019).
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3.2.6.2. Orneklerin Parafin Bloklar I¢erisine Alinmasi

Parafine gomme yonteminde Orneklerin kesit islemine hazirlanmasi
amaciyla, Ornek bilinyesinde bulunan suyun alinmasi i¢in artan alkol
konsantrasyonlarina sahip saf su, Etil alkol ve Tersiyer butil alkol (TBA) igeren

Johansen karigimlari icerisinde {iger saat siireyle bekletilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Johansen Karisimlarinda Kullanilan Saf Su, Etil Alkol ve Tersiyer
Biitil Alkol (TBA) Miktarlar1 (ml)

Karisim Saf Su EtilAlkol TBA
Johansen 1 (%70) 300 500 200
Johansen 2 (%85) 150 500 350
Johansen 3 (%95) - 450 550
Johansen 4 (%100) - 200 800

Orneklerin %100’liik Johansen ¢ozeltisi (Johansen 3) icerisinde bulundugu
sirada, 30 dakika siireyle desikatdr icerisinde vakum pompasi kullanilarak
orneklerin havalarinin alimmasi ve tamamen alkol ile dolmasi saglanmisgtir.
Ardindan, TBA-1 (Saf Tersiyer butil alkol) TBA-2 ve TBA-3 sivilari igerisinde
yine 7-8 saat bekletilen drnekler, bekleme siiresinin sonunda énceden 60-65°C’lik
etiivde petri kaplari icerisinde eritilmis siv1 parafin igerisine alinmistir. Bu sekilde
en az 3 gilin siireyle etiiv icerisinde bekletilen 6rneklerde alkoliin ugmasi ve
parafinin dokulara gecmesi saglanmistir. Bu siirenin sonunda buz iizerinde parafin
sertlestirme islemi yapilarak hazirlanmis olan 6rneklerin tamamen sertlesmesi i¢in
+4°C°de 1-2 giin bekletilmistir. Ardindan, kaliplar halindeki érneklerin etrafindaki
fazla parafin kesilerek oOrnekler tahta bloklar iizerine monte edilmistir. Bu
orneklerden rotasyon mikrotom ile 10 p kalinliginda kesitler alinmistir.

Elde edilen parafin geritler 1:1 oraninda yumurta aki ve gliserin karigimi
siiriilmiis lamlar iizerine yerlestirilmis ve hazirlanan lamlar 35-40°C sicakligindaki
sicak ylizey (Hot plate) iizerine konularak lamla kesitler arasina saf su
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damlatilmistir. Bu sekilde 1s1 etkisiyle parafinin su iizerinde gerginleserek suyun
buharlagsmasindan sonra gergin bir sekilde lam iizerine yapismasi saglanmustir.
Bundan sonra 30-35°C’lik etiivde bir gece bekletilerek tamamen kurumasi saglanan

lamlarda boyama islemine gegilmistir.

3.2.6.3. Orneklerin Hematoxylin Boya Cozeltisi ile Boyanmasi

Boyama sirasinda lam tasiyicilar ilk once onar dakika siirelerle saf
ksiloldan olusan ‘ksilol-1" ve ‘ksilol-2’ dolu kiivetlerde bekletilmis ve bu sekilde
ornekler etrafindaki fazla parafinin ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra, 6rnekler
beser dakika ‘izopropil alkol-1° ve ‘izopropil alkol-2’de; ardindan iiger dakika
konsantrasyonlar1 giderek azalan alkol kiivetlerinde (%96, %70. %40 ve %20) ve
en son da saf su ile dolu kiivet i¢inde bekletilerek orneklerin biinyesine su alarak
boyayr kabul edebilir diizeye gelmesi saglanmistir. Ardindan, Ornekler
‘Hematoxylin boya ¢dzeltisi’ igerisinde 30 dakika bekletilmesi ile dokularin
boyanma islemi gerceklestirilmistir.

Orneklerin boyanmasi tamamlandiktan sonra, lamlar lam tastyiciyla siirekli
akan musluk suyu altinda fazla boyadan arindirmak igin 15 dakika siireyle
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, 6rnekler bu kez konsantrasyonu giderek artan
alkol serilerinde (%20. %40. %70 ve %96) bu kez kurutma amaciyla yine 3’er
dakika; ‘izopropil alkol-1’ ve ‘izopropil alkol-2’de ise beser dakika bekletildikten
sonra en son temiz ksilol (ksilol-3) kab1 igerisine alimustir.

Tim bu islemler ile boyanmasi tamamlanan lamlar devamli preparat haline
getirilmek amaciyla her lamelin altina birer damla gelecek sekilde “Entellan” adli
seffaf bir yapistiric1 kimyasaldan damlatilip kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar bu
sekilde 30°C’deki etiivde 3 giin siireyle bekletilerek kurutulmus ve devamli
preparatlar elde edilmistir.

Elde edilen devamli preparatlar Olympus BX51 floresan-1sik mikroskobu

altinda incelenerek DX 7200 fotograf makinesi ile goriintiilenmistir.
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3.2.7. Farklilasma ve Cimlenme

Eksplantlar, son 4 haftalik kiiltiir periyodunun ardindan, MS-HF
(hormonsuz) besin ortamina aktarilmistir. Bu safhada, embriyolar ayrilarak bireysel
olarak hormon igermeyen farklilasma ortamlarinda kiiltiire alimmistir. Somatik
embriyolar 22-25°C’de ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda
geliserek, 3-5 mm biiyiikliige ulastiklar1 zaman, kdk ve kotiledon yapraklarini
icerip icermedikleri gozlemlenmistir. Cimlenmis embriyolar, gelisip iyi bir kok
sistemi ve gercek yapraklari olusturana kadar, her 4 haftada bir altkiiltiire
almmustir. Bitkicikler, hormonsuz MS besin ortamina transfer edildikten 2-4 ay

sonra, dis kosullara alistirma asamasina gegilmistir.

3.2.8. Doku Kiiltiirii Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen Bitkilerde Genetik
Kararhhgin Belirlenmesi

Baslangi¢ materyalleri ile somatik embriyolardan gelisen bitkilerin genetik
kararliliginin belirlenmesi i¢cin SSR markir sistemi kullanilmigtir. S6z konusu
calisma i¢in baglangicta kullanilmis olan olgunlasmamis erkek ve disi ¢igek
tomurcuklariin alindigi bitkinin yaprak ornekleri ile bunlardan gelisen somatik

embriyolar -196°C’de s1v1 azota daldirilip ve -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.9. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin farkli donemlerde alinan materyallere ait dokular sivi
azota daldirilarak havanda ogiitiilmiistiir. Ardindan 1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine

yerlestirilmis (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. DNA Izolasyonu i¢in ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ Yapraklarinin Sivi
Azotla Muamele Edilerek Havanda Ogiitiilmesi

3.2.10. DNA izolasyonu i¢in Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi kullanilmigtir (Dellaporta
ve ark. 1983). DNA izolasyonu asamasinda kullanilan tampon ¢6zeltinin igerigi
Cizelge 3.6.°da verilmistir. izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon ¢dzeltiler
disinda kloroform: izoamilalkol (24:1 oraninda), Tris-EDTA (Tris 1 M pH:8,
EDTA: 0,5 M pH:8), RNase A (10 mg/ml) soliisyonu, izopropanol ve etil alkol (%
99) kullantlmistir.

Cizelge 3.6. DNA Izolasyon Yonteminde Kullanilan Tampon Cézeltisinin Igerigi

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB %2,0
NaCl (5 M) 1,4M
EDTA (0,5 M) Ph 8,0 0.2M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0.1M
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3.2.11. DNA izolasyon Asamalari

*  Hazirlannmg ekstraksiyon sollisyonundan her tiipe 396 ul ve 4 pl B-
merkaptoetanol eklenmistir.

*  Bir pipet aracilifiyla tiipler homojenlik saglanana kadar karigtirilmistir.
Daha sonra tiipler 65°C’de 20 dakika bekletilip ve iki defa karistirilmstir.

*  Her tiipe 400ul kloroform: izoamilalkol eklenecek ve 15 dakika karistirict
yardimiyla karistirilmastir.

*  Tiipler 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir. Bekleme sirasinda her
ornek i¢in yeni temiz bir santrifiij tlipii hazirlanip etiketlenmis ve her
birinin i¢ine 400 ul soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

*  Santriflij tamamlandiginda tiiplerin iist kismindaki sivi kisim steril pipet
aracihigiyla 400 mikrolitre soguk (-20°C) izopropanol igeren santrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Tiipler dikkatli bir sekilde karigtirilarak 1 saat —
20°C’de bekletilmistir.

*  Bir saatin ardindan tiipler 5 dakika 13 000 devirde santriflij edilmistir.

*  Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilerek pelletin kurumasi igin tiipler ters
birakilip bekletilmistir.

*  Kuruyan Pellet 100 ul TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢oziilmiistiir. Her tiipe 4
ul RNAase A eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda tiipler bekletilmistir.

*  Her tiipe 500 pl soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢ikmis) eklenip ve tiipler
dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat —20°C’de bekletilmistir.

* 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir.

*  Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilerek ve pelletin kurumasi igin tiipler
ters cevirilmistir.(yaklasik 10 dakika).

*  Pellet 100 ul TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢oziilmiistiir.

*  Ornekler —20°C’de saklanmistir.
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Sekil 3.14. DNA izolasyonu Asamalari
Orneklerin bulundugu tiiplerin 65°C’de 20 dk inkiibasyonu
Tiiplere kloroform:izoamilalkol eklenmesi

Tiiplerin santrifiij edilmesi

Siipernatant’in alinmasi

Siipernatant’in izopropanol igeren santrifiij tiiplerine aktarilmasi
[zolasyonu tamamlanmis DNA pelleti

TMooO P

3.2.12. DNA Kalitesi ve Kantitesinin Belirlenmesi

izolasyonu  gerceklestirilen =~ DNA’larin  Kkalitesi ~ve  miktarlari
spektrofotometre ile (NanoDrop ND 100) odl¢limler yapilarak belirlenmis olup
Sekil 3.15” de verilmistir.
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R AT
Sekil 3.15. DNA Kalite ve Miktarinin Spektrofotometre ile (Nanodrop ND 100)

Olgiilmesi A. Nanodrop Cihazina Orneklerin Yiiklenmesi B. DNA
Kalitesi ve Miktarinin Ol¢iilmesi

3.2.13. SSR- PCR Kosullar1

‘Grand Naine’ ve ‘Azman’’nin bitki materyallerine ait DNA’lar ve sentetik
olarak  tasarlanan ~SSR  primerleri  kullanilarak PCR  reaksiyonlar
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan PCR protokol ve PCR dongii kosullari
asagida belirtilmistir.

PCR Reaksiyon Kosullari; Toplam hacim: 20 pl olacak sekilde Cizelge
3.7°de verilen kosullarda reaksiyon gerceklestirilmistir. PCR ¢aligmalarina ait

goriintiiler Sekil 3.16’da verilmistir.
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Cizelge 3.7. PCR Reaksiyon Kosullarinin Igerigi

Her Ornek igin Kullanilan

Kullanilan Kimyasallar

Miktar (ul)
PCR Master Mix 2X 8,00
‘ MgCl, 0,50
‘ M13 primer (Forward&Reverse) 0,50
‘ F + R primer 1,00
‘ DNA (5ng) 5,00
ddH,O 5,00
Toplam Hacim 20

4
Sekil 3.16. PCR Reaksiyonlarimin Kurulmasi
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35

déngi

Sekil 3.17. PCR Reaksiyonlar1 Déngii Programi
* Her primer i¢in annealing sicakligi ayr1 ayr1 belirlenmistir.

3.2.14. SSR Primerlerinin Belirlenmesi

SSR analizlerinde 3 adet Crouch ve ark, (1998), 4 adet Lagoda ve ark,
(1998) ve 5 adet Creste ve ark, (2004) tarafindan gelistirilen toplam 12
mikrosatellit primeri kullanilmistir (Mattos ve ark, 2010). Kullanilan primerler

Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. SSR Analizlerinde Kullanilan Primerler

PRIMER ADI SEKANS BILGISI
F: TTTGATGTCACAATGGTGTTCC
AGMI 24-25 —
R: TAAAGGTGGGTTAGCATTAGG 2
F: ATACCTTCTCCCGTTCTTCTTC 2
AGMI 67-68 o
R: TGGAAACCCAATCATTGATC S
F: ACAACTAGGATGGTAATGTGTGGAA 2
AGMI 93-94 x~
R: GATCTGAGGATGGTTCTGTTGGAGTG =
[(e]
F: CAGAATCGCTAACCCTATCCTCA ©
AGMI 103-103 =
R: CCCTTTGCGTGCCCCTAA
F: AGGCGGGGAATCGGTAGA
MA 1-17 o
R: GGCGGGAGACAGATGGAGT S
F: TCGCCTCTCTTTAGCTCTG = 8
MA 3-103 © =
R: TGTTGGAGGATCTGAGATTG 25
VA 1.27 F: TGAATCCCAATTTGGTCAAG 2
R: CAAAACACTGTCCCCATCTC
F: TCTCAGGAAGGGCAATC
MAOCEN 01
R: GGACCAAAGGGAAAGAAACC 0
@D
F: GGAGGAAATGGAGGTCAACA 21
MAOCEN 03 >
R: TTCGGGATAGGAGGAGGAG 5
F: GGAAGAAAGAAGTGGAGAATGAA 2
MAOCEN 10 Z
R: TGAAATGGATAAGGCAGAAGAA B
F: GCAAGAAAGAACGAGAAGGAAA S
MAOCEN 12 E
R: GTGGGGAGGGAGGCATAG
MB 1-100 F: TCGGCTGGCTAATAGAGGAA Oriero ve ark,
R: TCTCGAGGGATGGTGAAAGA (2006)

3.2.15. Li-Cor i¢in Poliakrilamide Jel Hazirhg:
Laboratuvar calismasi sonucunda elde edilen PCR iiriinlerini kosmak
amaciyla %6,5 poliakrilamid jel hazirlanmistir. Bu jelin hazirlanmasinda kullanilan

kimyasallarin listesi ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 3.9’da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Li-Cor Poliakrilamide Jel I¢in Kullamlan Kimyasallar

Ure 8.4¢g
‘ %50 LongRangerAkrilamide 2.4 ml
‘ 10X TBE Buffer 2.0ml
‘ TEMED 15 l
Ammonium persulfate(APS-%10) 150 pl

3.2.16. Li-Cor Elektroforez Kosullar:

Jel polimerizasyonu tamamlandiktan sonra aparat Li-Cor Elektroforez
cihazina yerlestirilmistir. Poliakrilamid jel hazirlig1 ve aparatin Li-Cor Elektroforez
cihazina yerlestirilmesi ile ilgili goriintiiler Sekil 3.17°de verilmistir. Cihazda
calisma degerleri; 1000 V, 35 mA, 25 W 45°C’de yaklasik 30 dk. 6n 1sitma
yapilarak ardindan esit miktarda formamide yiikleme buffer’t eklenmistir ve
PCR’da 95°C’de 4 dk denatiire edilen orneklerden 1 pl jel’e pipet yardimiyla
yiiklenmistir. Daha sonra cihaz ¢alisma sartlari olan 1500 V, 35 mA, 50 W 48°C’de

jel kosullarinda 1,5 saat kosturulmustur.
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™

Sekil 3.18. Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi ve Li-Cor Elektroforez Cihazi. A.
Jelin Aparata Dokillmesi, B. Aparata Taragin Yerlestirilmesi, C.
DNA’larin PCR’da  95°C’de Denatiire Edilmesi D. Aparatin Li-Cor
Elektroforez Cihazina Yerlestirilmesi

3.2.17. Deneme Plam, istatistik Analizleri ve incelenen Kriterler

‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ ¢esitlerinde somatik embriyogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonu eldesi isimli tez caligmasina ait kurulan denemelerin tamami 3
tekerriirlii olacak sekilde, faktoriyel diizende tesadiif parselleri deneme deseni

uygulanmistir. Deneme deseni: 2 ¢esit X 2 ortamdir.
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Somatik embriyo yoluyla bitki rejenerasyonu amaglanan bu tez
calismasinda, giris ortaminda gelisen kalluslarin 4. haftadan itibaren kallus
olusturma yiizdesi (%) hesaplanarak, kallus tipleri (Kompakt, kirllganlik ve
saydamlik) ve kallus renkleri (Beyaz, krem, kahverengi, yesil, sarims1) kategorize
edilmistir. Kalluslarin yapisi, kallus olusumu gerg¢eklesiminin 4. haftasindan
itibaren makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Kallus bagina gelisen
ortalama embriyo sayisi; deneme planindaki herhangi bir uygulamaya yanit veren
eksplant bagina tiretilen somatik embriyolarin ortalama sayisidir. Kalluslarin rengi
ve genel durumlari belirlenmistir. Kalluslarim  bitkiye donilisiim oranlari
incelenmistir. Gelisen embriyolarin tipleri (Globular, kalp, torpedo, kotiledon)
kategorize edilmistir. Somatik embriyolardan gelisen bitkicikler 4 haftada bir
olmak tizere 3 kez altkiiltiire alinmustir.

Koklenmis bitkilerde, 3 alt kiiltiir sonunda incelenmis olan kriterler;

*Bitki boyu (cm)

*Yaprak sayisi (adet)

*Kok sayisi (kok/bitki),

*Kok uzunlugu (cm)

*Klorofil miktari (spad degeri)
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Somatik embriyolardan gelismis olan bitkiler ile ilgili parametrelerin

incelenme kriterleri agagida tanimlanmigtir.

Bir bitkinin basal kisimdan itibaren
Bitki boyu surglin ucuna kadar cetvel yardimi ile

boyunun élgulerek belirlenmesidir.

Bir bitkinini tim yaprak sayisini ifade
Yaprak sayisi )
etmektedir.

Bir bitkinin basal kismindan olusan kok
Kok sayisi . )
sayisini ifade etmektedir.

Bir bitkinin basal kismindan olusan
K6k uzunlugu | koklerin uzunlugunun cetvel yardimi ile

olgulerek belirlenmesidir.

Acik havadaki bitkilerin yapraklarindan
Klorofil miktar1 | 6gleden sonra (14:00-16:00) spad
cihazi yardimiyla okunan degerdir.

Tez c¢alisgmasinda elde edilen yiizde degerlere ag1 transformasyonu
uygulanmigtir. Somatik embriyolardan gelisen bitkilerde incelenen parametrelere
ait veriler ile varyans analizleri gergeklestirilmistir. Onemli ¢ikan ortalamalar
arasindaki farkliliklar LSD testi ile belirlenmistir. Istatistik analizlerde JMP 8.01

programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez c¢aligmasi kapsaminda, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esitlerinin
olgunlagmamis erkek ve disi ¢igek tomurcuklart eksplantlarmin, somatik
embriyogenesis yontemi ile bitki rejenerasyonu, histolojik analizleri ve molekiiler

calismalarina ait bulgular asagida sunulmustur.

4.1, Bulgular
4.1.1. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ Cesitlerinde Somatik Embriyogenesis
Bulgular
4.1.1.1. Yiizey Sterilizasyonuna Ait Bulgular

Tez galismasinda, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ olgunlasmamus disi ve erkek
cigek tomurcuklari steril kabin icerisinde %70’lik etil alkolde 15 dk, %10’luk
NaOCl + 1-2 damla tween 20 ¢ozeltisinde 5 dk. bekletilmistir. Bu protokol ile
%100 basar1 saglanmig, iki gesitte de sterilizasyondan kaynakli kontaminasyon
problemi ile Kkarsilasilmamigtir. Bu nedenle tez ¢alismasi igin ylizey

sterilizasyonunda farkli yontemlere bagvurulmamustir.

4.1.1.2. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ Olgunlasmamis Disi ve Erkek Cicek
Tomurcuklarma Ait Kallus Olusturma Bulgulari

Somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonunu en iyi sekilde saglamak
ve eksplant kaynaginda kallus olusturma basarisini gozlemlemek amaciyla 6n
deneme kurulmustur. On deneme sirasinda 10 cm’e kadar kiiciiltiilen erkek ¢igek
tomurcugunun, brakte yapraklarinin altindaki ¢igek kiimelerinin cesitli asamalari
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda en iyi
eksplant kaynaginin 0-15 pozisyonundaki olgunlasmamis erkek ¢icek
kiimelerinden ¢ikarilan tomurcuklar olduguna karar verilmistir.

Yiizey sterilizasyonu tamamlanmis olan ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’

cesidine ait olgunlagsmamus disi ve erkek cigek tomurcuklari eksplantlarinda kallus
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olusumu saglamak amaciyla 0,550 mg/l TDZ ve 0.175 mg/l IAA, 30 g/l Siikroz, 7
g/l Agar iceren MS besin ortaminda kiiltiire (4-8 hafta) alinmustir. ilk denemelerde
kallus olusumu saglanmasi amaciyla olgunlasmamis erkek ve disi cigeklerinin
farkli ¢igek pozisyonlar1 ve kisimlar 3 altkiiltiir boyunca giris ortaminda kiiltiire
alimmugtir. Altkiiltiir sirasinda gézlemlenen yiizde kallus olusumlari, ‘Grand Naine’
olgunlagsmamus erkek ¢icek eksplantlarinda %58,75 ve olgunlagsmamis disi ¢igek
eksplantlarinda %46,6, ‘Azman’ olgunlagmamisg erkek cicek eksplantlarinda %32,6
olgunlagsmamis disi eksplantlarinda ise %354,6 olup ortama yanit veren eksplantlar
yaklasik 3 haftada kallus olusturmustur. Kallus olusumlarina ait goriintiiler sekil
4.1°de verilmistir.

‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ olgunlagmamis disi c¢icek eksplantlarinin,
altkiiltiirler boyunca salgiladig: fenolik maddeler nedeni ile gelisim gostermemistir.
Ayrica baglangic materyali olarak muz hevenki olusturacak olan disi ¢i¢eklerin
kullanilmasi, retici i¢in ekonomik kayiba neden olacaktir. Bu nedenlerden dolay1
disi ¢igek ile ilgili galismalara devam edilmemistir. Calisma siiresince gézlemlenen

gelismeler Sekil 4.2 de gosterilmistir.

- y e WG =
Sekil 4.1. Olgunlagsmamis Erkek Cigcek Tomurcugu Eksplantlarinda Kallus
Olusumu A-B. 0,550 mg/l TDZ+ 0.175 mg/l IAA Igeren Ortamda
Siskinlesme Gosteren Erkek Ciceklere Ait Eksplant C-D. Kallus
Olusturmus Eksplantlar
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Sekil 4.2. Olgunlasmanus Disi Cigek Tomurcugu Eksplantlarinda Curds (ismi ile
tamimlanan karnabaharimsi) Yapilarin Olusumu A. Eksplantlarda 8
Haftada Curds Olusumlarinin Baslangict B-C. Curds Yapilarinin
Embriyojenik Kallus Rejenerasyonu D. Olusan Yapmin Kiltiire
Alinmast

4.1.1.3. ‘Azman’ Ve ‘Grand Naine’ Muz Cesitlerine Ait Kallus Gelistirme ve
Somatik Embriyo Bulgular

‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ c¢esitlerine ait olgunlasmamis erkek c¢igek
tomurcuklarina ait eksplantlar her 4 haftada bir Kontrol, CL-1-1 (0,5 mg/I 2,4-D),
CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D), CL-1-3 (1.5 mg/l 2,4-D), C-2-1 (0,05 mg/l BAP- 0,5 mg/I
Pikloram) ve CL-2-2 (0,05mg/l BAP-1.0 mg/l Pikloram) ortamlarinda altkiltiire
almmustir. Tez kapsaminda kallus gelisimini indiiklemek igin belirlenmis olan
deneme deseninde ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ eksplantlari, yalmiz 2,4-D (0; 0,5;
1.0; 2.0 mg/l) ve BAP+Pikloram konsantrasyon/ kombinasyonlarini (0,05+0,5;
0,05+1 mg/1) igeren MS besin ortaminda optimize edilmistir.

Eksplantlarin ~ kallus  gelistirme  diizeyleri  altkiiltiirler =~ boyunca
gozlemlenmigtir. Alman gozlemler sonucu metotta daha Once bildirilen
numaralandirma tablosu kullanilarak elde edilen ortalama veriler Cizelge 4.1°de

verilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’
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cesidi icin, Kallus biiylimesi degerlendirildiginde, ortamlar arasinda belirgin
farklilik gézlemlenmemistir. Kallus yogunlugu degerlendirildiginde ‘Grand Naine’
cesidi i¢in kalluslar orta yogunlukta, ‘Azman’ ¢esidine ait kalluslar ise orta-sert
olarak belirlenmistir. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ ¢esitleri i¢in kallus rengi agirlikli
olarak krem kahve olup renk yogunluklari orta-koyu olarak gozlemlenmistir.
‘Grand Naine’ i¢in kallus yapisi degerlendirildiginde BAP+Pikloram iceren(CL-2-
1, CL-2-2) ortamlarda pamuksu ve miisilajli olarak belirlenirken, yalmz 2,4-D
iceren (CL-1-1, CL-1-2, CL-1-3) ortamlarda kompakt-kirilgan yapida olduklari
tespit edilmistir. ‘Azman’ ¢esidi igin kallus yapisi CL-1-3 ortaminda misilajl
olarak belirlenirken, CL-1-1 CL-1-2 CL-2-1 CL-2-2 ortamlarinda kompakt-kirilgan
yapida olduklar1 belirlenmistir. Kalluslardan elde edilen farklilasmis yapilar
degerlendirildiginde, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ cesitleri i¢in, 2,4-D igeren
ortamlarda embriyojenik yapilar tespit edilirken, BAP + Pikloram igeren (CL-2-1,
CL-2-2) ortamlar, tez ¢alismasi1 boyunca farklilasma gézlemlenmedigi i¢in basarili
bulunmamugtir. Yapilan ¢alismada, kalluslar ilk haftadan itibaren gelisim
gostermistir. Farkli konsantrasyonlarda bitki biliylime diizenleyicilerini igeren
ortamlarda, kalluslar ilk haftalarda yumusak, dagilgan yapida olup rengi saydam-
beyaz iken (Sekil 4.3, Sekil 4.4) ilerleyen zamanlarda agirlikli olarak krem-kahve
renktedir.

Her altkiiltiir sonunda kallus ¢ogaltma ve gelistirme yiizdelerine ait veriler
almmustir. Ug altkiiltiir sonunda alinan veriler ile istatistiksel analizler yapilmus,
veriler yiizde deger oldugu i¢in ag¢i transformasyonu yapilmustir. Elde edilen
istatistiksel analizler sonucunda kallus gelistirme ylizdesine iligskin bulgular Cizelge
4.2’de verilmistir. Istatiksel analiz sonucunda ‘Azman’ erkek ¢icek eksplantlari i¢in
en basarili kallus gelistirme yiizdeleri ortamlara gore, %79,33 ile CL-1-2 (1.0 mg/I
2,4-D) ,%70,17 ile CL-2-2 (0,05 mg/l BAP, 1 mg/l Pikloram), %68,33 CL-1-1 (0,5
mg/l 2,4-D), %63,6 CL-1-3 (2.0 mg/l 2,4-D) ve %62,29 CL-2-1 (0,05 mg/l BAP,
0,5 mg/l Pikloram) olarak belirlenmistir. ‘Grand Naine’ erkek ¢icek

eksplantlarinda, %77,15 ile CL-1-3 (2.0 mg/l 2,4-D), %75,85 ile CL-1-2 (1.0 mg/l),
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%71,92 CL-2-2 ile (0,05 mg/l BAP, 1 mg/l Pikloram), %66,45 CL-2-1 (0,05 mg/I
BAP, 0,5 mg/l Pikloram) ve %64,16 CL-1-1 (0,5 mg/l 2,4-D) seklindedir. Varyans
analizi sonuglarina gbre besin ortami*gesit interaksiyonunun istatistiksel olarak
onemli oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda hi¢bir gelisim saglanmamis ve
eksplantlarin tamami kurumustur. Bu sonug, embriyojenik kallus olusumunun
indiiklenmesi i¢in her iki cesit iginde farkli konsantrasyon/kombinasyon oranini
iceren bitki biiylime diizenleyicilerinin ortamda varliginin 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Cizelge 4.1. ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ Erkek Cigek Eksplantlarimin Kallus
Gelistirme Ortamlarinda Kalluslara Ait Gézlem Bulgulari

Cesit | Ortam K_al_llus rgallusv Kallu§ Benk 5 Kallus | Farklilagm
Buyume | Yogunlugu | Rengi |Yogunlugu | Yapisi 1s Yapi

o KNT 0 0 0 0 0 0
£ CL-1-1 2,6 1,8 2,8 2,2 1,4 3
2 [ cL12 2,8 14 2.2 2.2 16 3
2 CL-1-3 2,8 2,2 2,8 1,8 2 3
& [cL21 2.8 2.4 3 2.2 5 0
CL-2-2 3 1 3 2 6 0

KNT 0 0 0 0 0 0

> CL-1-1 2,4 2,4 2,2 1,4 1,2 3
< CL-1-2 2,8 2 3 2,2 1,8 3
E CL-1-3 1,2 2 3,8 2,4 4,2 3
< [TcLea 2,2 2 38 28 14 0
CL-2-2 3 2,6 3,8 2 1,2 0
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Sekil 4.3. ‘Azman’ Erkek Cigek Eksplantlarinda Ortam Denemesinde 2. Haftadan
Itibaren Gergeklesen Kallus Gelisimi A. CL-1-1, B. CL-1-2, C. CL-1-3.
‘Grand Naine’ Erkek Cicek Eksplantlarinda Farkli Ortamlarda Kallus
Gelisimi D. CL-1-1, E. CL-1-2, F. CL-1-3

Sekil 4.4. ‘Azman’ Erkek Cigek Eksplantlarinin BAP+Pikloram Konsantrasyon/
Kombinasyon Ortamlarinda Kallus Gelisimi A. CL-2-1, B. CL-2-2,
‘Grand Naine’ Erkek Cigek Eksplantlarimin  BAP+Pikloram
Konsantrasyon/Kombinasyon Ortamlarinda Kallus Gelisimi C. CL-2-1
D. CL-2-2
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Cizelge 4.2. Deneme Desenindeki Ortamlarin Kallus Olusturma Yiizdelerine Ait

Veriler
GESIT
GESIT KNT | CL-1-1 | CL-1-2 | C-1-3 C-2-1 | CL-2-2 | ORTALAM
ASI

68,33 79,33 63,60 62,29 70,17 59,25

AZMAN 0(0)b
(56,29)a | (63,50)a | (53,61)a | (52,18)a | (57,32)a | (48,40)A

GRAND 0(0)b 64,16 75,85 77,15 66,45 71,92 57,28
NAINE (53,72)a | (61,07)a | (62,06)a | (55,45)a | (58,10)a | (47,15)A
ORTAM

66,24 77,59 70,37 64,37 71,05
ORTALAM |0(0)C
- (55,01)A | (62,29)A | (57,83)A | (53,82)A | (57,71)A
LSDCESiT : OD
I—SDORTAM : 8190***

LSDORTAM*CESiT: OD

Yapilan calismalara ek olarak materyal ve metotta belirtilmis olan
protokolden farkli konsantrasyonlar igeren oksin ve sitokinin kombinasyonlu
denemeler de yapilmistir. Bu denemelerde diisiik konsantrasyonlu 2,4-D (0,5, 1,0.
2,0 mg/l)’ye oranla 1,0-1,5 mg/l 2,4-D + 0,1-0,3-0,5 mg/l 2iP iceren MS besin
ortamlarinda daha kisa siirede ve daha fazla kallus olusumu gézlemlenmistir. 2,4-D
+ 2iP igeren besin ortamlarinda 1-2 haftada kallus olusumu indiiklenerek 2,4-D ve
BAP+Pikloram konsantrasyon/kombinasyon ortamlarindan (3 hafta) daha hizl
kallus olusumu gozlemlenmistir. Ayrica bu ortamlarda embriyojenik kallus ve
somatik embriyo olusumu da gerceklesmistir. Bu nedenle 2,4-D’nin 2iP ile
kullanilmasinin kallus indiiklenmesinde basarili oldugu sonucuna varilmustir.

Kallus gelistirme ortamlarinda gelistirilen embriyojenik kalluslar, 0,05 mg/I
BAP+ 1,0 mg/l Pikloram i¢ceren MS besin ortaminda embriyo ¢ogaltmak amaciyla
altkiiltiire alinmustir. S6z konusu besin ortamu igerisinde 8 haftalik kiiltlir siiresi
icerisinde pro-embriyolar ve somatik embriyolar elde edilmeye baglanmistir.
‘Azman’ olgunlagsmamis erkek cicek eksplantlarindan elde edilen somatik embriyo

yiizdeleri sirastyla %65 ile CL-1-2 (1,0 mg/l 2,4-D), %40 ile CL-1-3 (2,0 mg/l 2,4-

61



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve OZLEM

D) ve %30 ile CL-1-1 (0,5 mg/l 2,4-D) seklindedir. ‘Grand Naine’ igin %62,5 ile
CL-1-2 (1,0 mg/l 2,4-D), %50 ile CL-1-3 (2,0 mg/l 2,4-D) ve %42 ile CL-1-1 (0,5
mg/l 2,4-D) seklindedir. Elde edilen embriyojenik yapilar Sekil 4.5°te verilmistir.
Somatik embriyolar olugsmadan o6nce koyu kahverengiye doniigen
embriyojenik kalluslarin, farklilagsarak {izerinde, saydam ve beyaz renkte
proembriyonik yapilar seklinde olustuklar1 gdzlemlenmistir. Proembriyonik yapilar
farklilagarak 2 hafta icerisinde globular embriyoya doniigsmiiglerdir. Olugan
embriyojenik kalluslarin yaklagik 8-12 hafta sonra embriyoya dontisiimi
gerceklesmistir  (Sekil 4.6). Kallus gelistirme ortamlarinda goézlemlenen
embriyojenik yapilar kisa siirede embriyoya farklilagsmistir. Somatik embriyo elde
edilmesi sirasinda embriyojenik kalluslarin farklilasmasi1 konusunda homojen bir
stirec  gozlemlenememistir. Olusan pro-embriyolarin  globular embriyoya
farklilagmalarini diizensiz bir siireg izlemektedir. S6z konusu embriyo olusumlarina

ait gortntiiler Sekil 4.7, ve 4.8”de verilmistir

Sekil 4.5. Erkek Cigek Eksplantlarina Ait Embriyojenik Kallus Gériintiileri A.B.
‘Azman’; Yari Saydam, Dagilgan Embriyojenik Kallus, C. ‘Grand
Naine’; Krem Renkli Kompakt Embriyojenik Kallus, D. ‘Grand Naine’;
Beyaz ve Krem Renkli, Kompakt Embriyojenik Kallus, E.F. ‘Azman’;
Miisilajlt Soluk Sar1 Embriyojenik Kallus
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Sekil 4.6. ‘Grand Naine’ Cesidinde 10. Hafta’nin Sonunda Meydana Gelen
Yapilar, A) Globular (G) ve Kalp (Kp) Asamalari, B) Kp ve G
Asamalari, C) Kp ve G Asamalari, D) G ve Kp Asamalari

_ 9. “ . .-

Sekil 4.7. ‘Grand Naine’ Cesidinde 20. Hafta’nin Sonunda Meydana Gelen
Yapilar A. Siirgiin Olusumu, Kalp Asamasi (Kp), B. Torpedo (Tr), Kalp
(Kp) Asamalari
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Sekil 4.8. ‘Azman’ Cesidinde 16. Hafta Sonunda Meydana Gelen Yapilar, A.
Kalp (Kp) Asamasi, B. Embriyolarin Kalp (Kp), Torpedo (Tr),
Kotiledon (Kt) Globular (G) Asamalari, C. Kallus (CL) Uzerinde
Stirglin Olusumu, D. Kp, Kt, G Asamalari

4.1.2. Somatik Embriyogenesis Yontemi ile Elde Edilen Bitkilere Ait Bulgular
‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esitlerine ait somatik embriyolar
¢imlendirilmek {lizere hormon igermeyen MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir.
Elde edilen bitkiler (Sekil 4.9) (Sekil 4.10) dis kosullara aktarilmaya uygun
buiyiikliige ulasana kadar, 4 haftada bir olacak sekilde hormonsuz MS ortaminda
indiiklenmeye devam edilmistir. Gelisen bitkiciklerin 2. altkiiltiir 6ncesi goriintiileri
Sekil 4.11 ve 4.12°de verilmistir. Ug altkiiltiir sonunda (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14),
gelisen bitkilerde; kok sayisi (adet), kok uzunlugu (cm), yaprak sayisi (adet), bitki
boyu (cm) ve yalanci govde uzunlugu (cm) parametrelerine ait veriler alindiktan
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sonra aklimatizasyon islemine gegilmigtir (Sekil 4.15). Bitkilerin aklimatizasyon
Oncesi goriintiileri Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmigtir.

Seraya aktarilan bitkilerin yasama orani, ‘Azman’ ¢esidi icin %87,5,
‘Grand Naine’ ¢esidi i¢in ise %85’tir. D1 ortama aktarilan bitkilere ait goriintiiler
Sekil 4.18 de verilmistir. Tez ¢aligmasinda yapilan islemlerin tamamini temsil
eden sema Sekil 4.19’de verilmistir. Analiz sonucunda 2 farkli (CL-1-2, CL-1-3)
ortamdan elde edilen ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esitlerinin incelenen
parametrelerine istatistiksel analiz uygulanmistir. ‘Azman’ ¢esidine ait bitkiler
sadece CL-1-3 besin ortamindan ‘Grand Naine’ ¢esidine ait bitkiler ise CL-1-2
besin ortamindan elde edildigi i¢in istatiksel analiz yapilirken ‘Azman’ ¢esidi i¢in

CL-1-3 ortamindaki verilere 0, ‘Grand Naine’ ¢esidi igin CL-1-2 ortam verilerine O

girilmistir.

Sekil 4.9. ‘Grand Naine’ CL-1-3 (1.5 mg/l 2,4-D) MS Besin Ortaminda Gelisen
Kalluslardan 0,05 mg/l BAP + 1 mg/l Pikloram MS Besin Ortaminda
Elde Edilen Somatik Embriyolarin 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA MS
Besin Ortaminda Gelistirildikten Sonra Hormonsuz MS Ortaminda
Cimlendirilmesine Ait Goriintiiler
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Sekil 4.10. ‘Azman’ Cesidine Ait Eksplantlarda CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D)
Ortaminda Gelisen Kalluslardan 0,05 mg/l BAP + 1 mg/l Pikloram
Iceren MS Besin Ortaminda Elde Edilen Somatik Embriyolarin 0,5
mg/l. BAP + 05 mg/l NAA iceren MS Besin Ortaminda
Gelistirildikten Sonra Cimlendirilmesine Ait Goriintiiler, A. Siirgiin
Olusturan Embriyonun Hormonsuz MS Ortamina Alinmasit B.
Cimlenmis Bitkiciklerde Kotiledon Yapraklarin Olusmasi ve Kok
Olusumu C. Kok ve Siirgiin Olusturmus ‘Azman’ Bitkicigi

Sekil 4.11. ‘Grand Naine’ Cesidi, Hormonsuz MS Ortaminda Gelisen
Bitkiciklerin 4 Hafta Sonra 2. Altkiltire Alinmasi Sirasindaki

Goruntiiler
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Sekil 4.12. ‘Azman’ Cesidi, Hormonsuz MS Ortaminda Gelisen Bitkiciklerin 4
Hafta Sonra 2. Altkiiltiire Alinmas1 Oncesi Goriintiileri

kil 4.13. ‘Grand Naine’ Cesidine Ait Bitkiciklerin Hormonsuz MS Besin
Ortaminda 3.Altkiiltiire Alinmas1 Islemine Ait Gériintiiler

-t

Sekil 4.14. ‘Azman’ Cesidine Ait Bitkiciklerin Hormonsuz MS Ortaminda 3.
Altkiiltiire Alinmasi Islemine Ait Gériintiiler
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AZMAN cesidine ait eksplantlarda,

1.0 mg/l 24-D iceren MS besin ortaminda kallus
olusturduktan sonra, 0.05 mg/I BA + 1.0 mg/I Picloram
iceren MS besin ortaminda geligen somatik
embriyolarinin, 0,5 mg/l NAA+ 0,5 mg/l BA iceren MS
besin ortaminda buyume geligmesi isleminden sonra,
Hormonsuz MS ortaminda cimlenerek bitkiciklere
donusmesiyle birlikte Gc altkdtir boyunca geligen
bitkicikler. |

GRAND NAINE cesidine ait eksplantlarda,
1.5 mg/l 2,4-D iceren MS besin ortaminda kallus
olusturduktan senra, 0.05 mg/I BA + 1.0 mg/l Picloram
iceren MS besin ortaminda geligen somatik
embriyolarinin, 0,5 mg/l NAA+ 0,5 mg/l BA iceren MS
besin ortaminda buyume geligmesi isleminden sonra
Hormonsuz MS ortaminda cimlenerek bitkiciklere
donusmesiyle birlikte Gc¢ altkdftir boyunca geligen
bitkicikler.

Sekil 4.15. ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ Bitkilerinin 3. Altkiiltiir Sonunda Besin
Ortamindan Cikarilmasina Ait Gorseller

i D

Sekil 4.16. Ug Altkiiltiir Boyunca Hormonsuz MS Besin Ortaminda Kok ve

Siirglinleri  Gelisen ‘Grand Naine’ Cesidine Ait Bitkiciklerin
Aklimatizasyon Oncesi Goriintiileri
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Sekil 4.17. Ug Altkiiltir Boyunca Hormonsuz MS Besin Ortaminda Kok ve
Stirglinleri ~ Gelisen ‘Azman’ Cesidine Ait  Bitkiciklerin
Aklimatizasyon Oncesi Goriintiileri

\ §1 '.ﬁi.!; LS L e f e L LT

Sekil 4.18. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ Cesidine Ait Bitkilerin
Aklimatizasyon Sonrasit Goriintiileri, A. ‘Azman’ Cesidine Ait
Bitkiler, B. ‘Grand Naine’ Cesidine Ait Bitkiler C. ‘Azman’

Cesidine Ait Bitkiler D. ‘Grand Naine’ Cesidine Ait Bikiler
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Sekil 4.19. F.1. Olgunlasmamis Erkek Cicek Tomurcugu, F.2. Olgunlagmamis
Erkek Cicek Tomurcuklarinin Kiiltiire Alinmasi, F.3. Kiiltiire Alinan
Eksplantlarda Kallus Olusmasi, F.4. Eksplantlarin Somatik Embriyo
Olusturmasi, F.5. Somatik Embriyolarin Bitkiye Farklilasmasi, F.6.
Bitkiciklerin Biiyiimesi, F.7. Aklimatizasyon Sonras1 Muz Bitkileri (F:
Fotograf) (F1: En Kiigiik Fotograf)

4.1.2.1 Kok Sayisina Ait Bulgular

‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ ¢esitlerinden elde edilen somatik embriyolarin
hormonsuz MS ortaminda ¢imlenmeleri ardindan olusan bitkilerin kdk sayisina ait
istatistiki verileri ¢izelge 4.3’de verilmistir. Cizelge incelendiginde c¢esit ve
ortamlar arasinda istatistiki agidan fark goriilmemis olup en fazla kdk sayisinin

18,32 ile CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D) ortamindaki ‘Azman’ ¢esitine ait oldugu tespit

edilmigstir. Cesit*ortam interaksiyonu istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Kok Sayisina (Adet) Ait Veriler

KOK SAYISI (Adet)
. i i Cesit
Cesit CL1-2 CL1-3 Ortalamasi
‘Azman’ 18,32a Ob 9,16A
‘Grand Naine’ Ob 16,91a 8,45A
Ortam
Ortalamasi 9,16A 8,45A
LSDcesit : O.D.
LSDORTAM : O.D.

LSDortamrcesit  : 4,36%**

4.1.2.2 Ortalama Kok Uzunluguna Ait Bulgular

Veriler incelendiginde kok uzunlugu igin gesit ve ortam etkisi istatiksel
agidan Onemli bulunmustur (P<0,05). Arastirmada kullanilan cesitlerin kok
uzunluguna ait verileri Cizelge 4.4°te verilmistir. Ortam ile ilgili verileri
inceleyecek olursak CL-1-3 besin ortaminin kok uzunlugu 5,29 cm ile CL-1-2
(3,33 cm) ortamina gore istatistiksel olarak daha fazla olarak tespit edilmistir. Cesit
ortalamasi verilerine gore en iyi ¢esit 5,29 cm kok uzunlugu ile ‘Grand Naine’’dir.
Cesit*ortam interaksiyonuna bakildiginda, CL-1-3 ortamindaki ‘Grand Naine’
bitkilerinin k6k uzunlugu 10,59 cm ile CL-1-2 ortamindaki 6,66 cm kok

uzunluguna sahip olan ‘Azman’ ¢esidinden daha fazladir.
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Cizelge 4.4. Kok Uzunluguna (cm) Ait Veriler

KOK UZUNLUGU (cm)
esit
Cesit CL1-2 CL1-3 Ges
Ortalamasi
‘Azman’ 6,66b Oc 3,33B
‘Grand Naine’ Oc 10,59b 5,29A
Ortam
3,33B 5,29A
Ortalamasi
LSDcesit :1,038**
LSDORTAM : 1,038**
LSDortamecesit  : 1,46***

4.1.2.3. D1s Kosullardaki Bitkilerin Yaprak Sayisina Ait Bulgular

Yaprak sayisina ait verilerin istatistiki analizi bulgularina bakildiginda
ortam, cesit ve c¢esit*ortam interaksiyonu istatiksel a¢idan O6nemli bulunmustur
(P<0,05). Tez galismasinda kullanilan gesitlerin olusturdugu yaprak sayisina ait
veriler Cizelge 4.5’te verilmistir. Azman ¢esidi 1,43 ile Grand Naine ¢esidinden
daha fazla yaprak olusturmustur. En fazla yaprak sayis1 8.08 ile CL-1-3
ortamindaki ‘Grand Naine’ ¢esidine aittir. Ortam ortalamasi agisindan ise CL-1-3

(4.04), CL-1-2 (2.87)’den daha basarili sonug vermistir.
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Cizelge 4.5.Yaprak Sayisina (Adet) Ait Veriler

YAPRAK SAYISI (Adet)
Cesit
Cesit CL1-2 | CL1-3
Ortalamasi
‘Azman’ 2,87b Oc 1,43B
‘Grand Naine’ Oc 8,08a 4,04A
Ortam
1,43B 4,04A
Ortalamasi
LSDCE$iT 1 0.26%**
LSDORTAM . 0.26***

LSDORTAM*QEsiT : 0.36***

4.1.2.4. Bitki Boyuna Ait Bulgular

Bitki boyuna ait verilerin istatistiksel analizi bulgularina bakildiginda
ortam, cesit ve c¢esit*ortam interaksiyonu istatiksel a¢idan O6nemli bulunmustur
(P<0,05). Tez g¢alismasinda kullanilan ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esitlerinden
somatik embriyogenesis yontemi ile elde edilen bitkilerin boylarina ait veriler
Cizelge 4.6’da verilmistir.

Genotip bakimindan degerlendirildiginde ‘Azman’ c¢esidi 3,58cm ile
‘Grand Naine’ (1.48cm) ¢esidinden daha uzun bitkiler olusturmustur. Ortam*¢esit
interaksiyonu incelendiginde en yiiksek bitki boyunun CL-1-2’de 7,17 cm ile
‘Azman’ ¢esidine ait oldugu goriilmektedir. Ortam verilerine gére CL-1-2 ortarm

3,58 cm ortalama ile CL-1-3’ten (1,48 cm) daha basarilidir.
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Cizelge 4.6. Bitki Boyuna (cm) Ait Veriler

BITKi BOYU (cm)
) Genotip
Genotip CL1-2 | CL1-3
Ortalamasi
‘Azman’ 7,17a Oc 3,58A
‘Grand Naine’ Oc 2,97b 1,48B
Ortam
3,68A | 1,48B
Ortalamasi
LSDcesit 1 0.26%**
LSDorTtam 1 0.26%**

LSDorram+cESIT 1 0.37%**

4.1.2.5. Yalanc1 Govde Uzunluguna Ait Bulgular

Yalanci gévde olusturan muz bitkileri igin, bitki boyu ile ilgili yapraklarla

birlikte olacak sekilde bitkinin tamaminin 6lgiilmesi ile elde edilen verilere ait

bulgular ise cizelge 4.7’de verilmistir. Veriler incelendiginde g¢esit, ortam ve

cesit*ortam interaksiyonu istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur.

Elde edilen bitkilerin boylarinin tamamina ait verilere bakildiginda Genotip

agisindan ‘Azman’ ¢esidinin bitkileri 6,33 cm ile ‘Grand Naine’’dan daha uzundur.

Bitki boyu agisindan ortam verilerine bakildiginda CL-1-2 ortami1 6,33 cm ile daha

basarili sonu¢ vermistir. Ortam*gesit interaksiyonunda 12,66 cm ile CL-1-2

ortamindan elde edilen ‘Azman’ bitkilerinin boyu istatistiki a¢idan daha &nemli

bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Yalanct Govde Uzunluguna (cm) Ait Veriler

YALANCI GOVDE UZUNLUGU (cm)

Cesit CL1-2 CL 1-3 | Cesit Ortalamas

Azman 12,66a Oc 6,33A
Grand Naine Oc 7,82b 3,91B

Ortam

6,33A 3,91B
Ortalamasi

LSDcesit 1 2,34*
LSDORTAM . 2,34**

LSDortamscesit - 3,31%*

4.1.2.6. Yaprak Klorofil Miktarina Ait Bulgular

Aklimatizasyondan hemen sonra ve serada gelisimine devam eden
bitkilerin yapraklarindan farkli zamanlarda olacak sekilde toplamda 4 defa 6lgiim
almmstir. Olgiim sirasinda tagmabilir klorofilmetre (SPAD-502) kullanilmustir.
Olgiimlerden elde edilen verilerin degerlendirilmek iizere ortalamalari almmustir.
Olgiimlere ait bulgular ¢izelge 4.8’de verilmistir. Olgiimlerden elde edilen
ortalamalar sonucunda 51.99 cci ile ‘Grand Naine’ gesidine ait bitkilerin 50.74 cci
ortalamaya sahip olan ‘Azman’ ¢esidine ait bitkilerden daha fazla klorofil
miktarina sahip oldugu saptanmistir. Sera ortaminda ayni kosullar altinda muhafaza
edilen bitkilerdeki farkliligin sebebi gesit farkliligindan kaynakli oldugu sonucuna

ulagtimisgtir.

75



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve OZLEM

Cizelge 4.8. Klorofil Miktarina Ait Bulgular

Klorofil Miktarina Ait Bulgular (cci)
Genotip Ortam Mi}l<(lt(;:'(|)(g1:i)
Azman CL-1-2 50.74

Grand Naine CL-1-3 51,99

4.1.3. Molekiiler Cahismalara Ait Bulgular

Tez calismasi sonucunda, ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ olgunlasmamis erkek
cicek tomurcuklari eksplantlarindan somatik embriyolardan bitkicikler elde
edildikten sonra, 6rnekler bitki biiyiime diizenleyici icermeyen MS besin ortaminda
3 kere altkiiltire alinmistir. Yeterli biiyiikliige ulasan bitkilerin dis kosullara
aligtirilmast islemi basarili bir sekilde sonu¢landirilmistir. Calismada indirekt
somatik embriyogenesis yontemiyle elde edilen bitkilerde herhangi bir genetik
farklilik olup olmadigmin tespiti baslangi¢ materyali ile karsilastirilarak
gerceklestirilmistir.

Tez c¢aligmasi kapsaminda somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu
saglamak amaciyla uygun bir protokoliin gelistirilebilmesi i¢in elde edilen
bitkilerin baglangic materyali ile genetik olarak farkli olmamasi gerekmektedir.
Calismada kullanilan ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ ¢esitlerinin olgunlagmamis erkek
¢icek tomurcuklarindan elde edilen bitkilerde genetik a¢ilimin olup olmadigi, SSR
markir sistemine ait primerler kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla toplam 12
SSR primeri kullamlmugtir. SSR analizlerinde, ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’
cesitlerine ait giris materyali olarak kullamilan ana bitkilerden birer ve somatik
embriyogenesis yontemi ile elde edilen bitkilerden birer 6rnek olmak {izere toplam
4 ornek kullanilmistir. SSR analizlerinde kullanilan 6rneklerin DNA kalite ve
miktarina ait bilgiler Cizelge 4.9°da sunulmustur. Kullanilan bu SSR primerleri

polimorfik sonug veren primerler arasindan segilmistir.

76



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve OZLEM

Cizelge 4.9. DNA Kalite ve Miktarlarina Ait Sonuglar

Ornek No Ornek Adi ng/ul | 260/280
1 ‘Azman’ Ana Bitki 12559 |1,74
2 ‘Azman’ Somatik Embriyodan Gelisen Bitki 372,13 | 2,03
3 ‘Grand Naine’ Ana Bitki 250.96 |2,17
4 :trljnd Naine’ Somatik Embriyodan Geligen 405.34 | 1,07
itki

Calismada PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra tez ¢aligmasinda
kullanilan ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ cesitlerinin olgunlagsmamis erkek cicek
tomurcuklarin kullanilarak somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu
denemelerine ait bitkisel materyallerden alinan DNA 6rnekleri ile SSR analizleri
gergeklestirilmigtir.  Kullanilan bu primerlerin  polimorfik sonuglar vermesi
nedeniyle bu ¢aligma sonucunda elde edilen monomorfik DNA bant profilleri bu
bitkilerin genetik olarak sabit oldugunu ispatlamaktadir. Sonug olarak, bu bitkilerle
baslangic materyali arasinda genetik olarak fark olmadigi tespit edilmistir.

Sonuglara ait jel goriintiisii Sekil 4.20°de verilmistir.

77



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve OZLEM
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Sekil 4.20. 1-4 MA 1-17 No’lu Primer, 5-8 AGMI 93-94, 9-12 AGMI 103-103,
3-16 MAOCEN 03, 17-20 MAOCEN 12 No’lu Primerlere Ait
Poliakrilamid Jel Goriintiisi

4.1.4. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ Histolojik Analiz Bulgulari
4.1.4.1. ‘Grand Naine’ Cesidine Ait Histolojik Bulgular

‘Grand Naine’ ¢esidine ait 1.0 mg/l 2,4-D iceren MS ortamindaki ornekte,
hem globular hem de ileri sathada embriyolar goriilmiistiir (Sekil 4.21). Bu 6rnekte
globular embriyolarin (Sekil 4.22) diger embriyolara oranla daha az goriildiigii ve
genelde ileri satha embriyolarin oldugu goézlemlenmistir. Embriyo olarak tabir
edilen hiicrelerde yogun nisasta birikimi de tespit edilmistir (Sekil 4.22). Bu
konuda yapilmis olan literatiir taramalar1 sonucunda muzda embriyo geligimi

sirasinda hiicrelerde nisasta birikiminin oldugu belirlenmistir.
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Ileri safhalara ait embriyolarda Sekil 4.23’te sunulmustur. Olusan kallus
iizerinde sekilde de izlenebilecegi iizere globular sathanin uzamis haldeki oblong

yapili embriyo ve kalp, torpedo, kotiledon yapili embriyolar bulunmaktadir.

Sekil 4.21.  A. ‘Grand Naine’ Cesidine Ait Ornekte Olusan Farkli Safhalardaki
Embriyolarin Birlikte Gériiniimii, B. Analiz I¢in Verilen Ornege Ait
Fotograf

Gorlntiisii, B. Gelismekte Olan Embriyolara Ait Hiicrelerdeki Yogun
Nisasta Birikimi
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ekil 4.23. ‘Grand Naine’ Cesidine Ait rnekte Gelismekte Olan Ileri Safhadaki
Embriyolar; A. Oblong, B. Yiirek, C. Torpedo, D. Kotiledon

‘Grand Naine’ ¢esidine ait 1,5 mg/l 2,4-D iceren MS besin ortamindaki
kallusta pro-embriyolar olugmaya baslamistir (Sekil 4.24). Yapilan seri kesit
incelemeleri sonucunda olusan pro-embriyolari 32-64 hiicreli olduklar ve hiicre
boliinmelerinin de yogun oldugu gozlenmistir (Sekil 4.25). Cok az olmakla birlikte
baz1 kisimlarda hiicrelerde dejenerasyon oldugu ve bu hiicrelerin de boyanmamis
hiicreler oldugu gozlenmistir. Bu durum ¢ok yogun olmadig1 icin kallustaki sari
yapinin gelismekte olan embriyolarin renk degistirmesini gosteriyor oldugu
diisliniilmektedir. Literatiirde kalluslarda farkli donemlerde farkli renkler
olusabildigi de belirtilmistir. Embriyo elde etmek amaciyla belirlenmis olan 0,05
mg/l BAP+ 1,0 mg/l Pikloram igeren MS besin ortamina alinmasi gerektigi
sonucuna varilmistir. Bu nedenle bahsi gegen olusumlarda farkli ortama alindiktan

sonra embriyo gelisme siirecine devam edecektir.
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Skil 4.24, ProEmbn'yolann Olusumu

Sekil 4.25.  Geligsmekte Olan Pro-Embriyolar. A. 32-64 Hiicreli Bir Pro-Embriyo,
B. Proembriyo Olusumu Sirasindaki Hiicre Boliinmeleri ve Nisasta
Biriktirmis Hiicreler

‘Grand Naine’ 1,5 mg/l 2,4-D ortaminda gelisen kalluslarin embriyo
olusturmasi amaciyla 0,05 mg/l BAP+ 1.0 mg/l Pikloram ortamina alinmis 6rnekte
(Sekil 4.26), ¢ok iri embriyolar yaninda yeni olugsmaya baslayan embriyolarin da
oldugu go6zlemlenmistir. Olusan embriyolardaki hiicrelerin ¢ogunda nisasta
birikimi oldugu da goriilmiistiir (Sekil 4.27). Uzun yapil kotiledon safhasinin ileri
asamalarina benzer yapilar da goriilmiis olup bu yapilar igerisindeki iletim
demetleri de izlenmistir (Sekil 4.27/28). Bunun yaninda uzamis armut sekilli olan

sathaya da rastlanmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.26.  “‘Grand Naine’ Cesidine Ait Eksplantlarin 1.5 mg/l 2,4-D Iceren MS
Besin Ortaminda Gelisen Kalluslarinin 0,05 Mg/l BAP ve 1.0 mg/l
Pikloram Igeren MS Besin Ortaminda Olusturdugu Embriyolar ve
Safhalarinin Belirlenmesi Amaciyla Segilmis Ornek

eil 4.28. A. Kotiledon Safhasi ile otidon’un Ileri Safhalar1 B. Uzamis
Armut Seklindeki Embriyolar
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4.1.4.2 ‘Azman’ Cesidine Ait Histolojik Bulgular

‘Azman’ ¢esidine ait erkek ¢icek eksplantlarinin, 1,0 mg/l 2,4-D igeren MS
besin ortaminda kallus gelisiminden sonra, embriyo olusturmasi amaciyla 0,05
mg/l BAP ve 1,0 mg/l Pikloram igeren MS besin ortamindaki kalluslarin ug
kisimlarinda hiicre bozulmalarini gosteren yapilara rastlanmistir (Sekil 4.29). Bazi
yerlerde embriyo gelisiminin basladigi, bu embriyolara ait hiicreler igerisinde
nigsasta birikiminin de oldugu gozlemlenmistir. Ancak bu tip dokularda da
bozulmalarin basladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.29). Ornekteki olusumlar ve
deformasyonlar diger Ornekler ile karsilastirildiginda bozulma sebebinin

enfeksiyon olduguna karar verilmistir.

TN
o NS

. ) Olan Embriyoda
Baglayan Hiicre Dejenerasyonu C. Hiicrelerde Meydana Gelen
Deformasyon
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4.2. Tartisma

Tez c¢aligmasina ait yiizey sterilizasyonu, kallus olusturma, kallus
gelistirme ortami, embriyojenik kallus ve somatik embriyo olusumu ortamlari,
genetik kararliligin  belirlenmesi ile ilgili molekiiler calismalar, somatik
embriyolarin varligin1 saptamak ve dogrulamak amaciyla histolojik calismalar ve
elde edilen somatik embriyolardan gelisen bitkilerin aklimatizasyonu ile ilgili tim
bulgular yukarida sunulmustur. Calismada yiizey sterilizasyonunda oldukca basarilt
sonuclar elde edilmis ve bu asamada kayip yasanmamustir. Farkli arastirmacilar
yiiey sterilizasyonu asamasinda farkli sterilant maddeler kullanmiglardir. Literatiir
ile kiyasladigimizda 6rnegin Remakanthan ve ark (2013), ‘Grand Naine’ ¢esitinde
somatik embriyogenesis c¢alismalar1 yiriitmisler ve kontaminasyon problemini
asmak i¢in HgCl, (%0,1) kullanmiglardir. Belirledigimiz protokol sonucu herhangi
bir kaylp yasanmadigi igin boylesi agir bir sterilant kullanilmaya gerek
duyulmamustir.

Tez calismasi kapsaminda kallus gelistirme ortami degerlendirildiginde,
farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve farkli konsantrasyonlarda BAP ve Pikloram
kombinasyonlari ile ¢alisan Remakanthan ve ark (2013), ‘Grand Naine’ ¢esitinde
test ettikleri 36 farkli Pikloram ve BAP igeren ortamlardan 19 ortamda
embriyojenik yapilar elde etmiglerdir. Somatik embriyo elde etme siirecinde BAP
ve Pikloram kombinasyonlarinin 6nemli etkileri oldugunu ortaya koymuslardir.
Fakat bu calismada BAP ve Pikloram konsantrayon/kombinasyonlarint igeren
denemelerde kallus gelisimi saglanamadigi i¢in embriyojenik yapi ve embriyo
olusumu gerg¢eklesmemistir. Ayni bitki biiyiime diizenleyicilerle ¢alisilan 0,05 mg/I
BAP + 0,5 mg/Il Pikloram (CL-2-1) ve BAP 0,05 mg/I+ Pikloram 1,0 mg/l (CL-2-2)
ortamlarinda miisilajli yapida kalluslar elde edilmistir. Olusan yapinin biiyliimeyi
baskiladigi, embriyoya ve dolayisiyla bitkiye doniisiimiine olanak vermedigi igin
BAP+Pikloram denemelerinde tez c¢aligmasi boyunca basarili bir sonuca
ulagilamamistir. Ancak calismalarinda en basarili somatik embriyo olusturma

ortami (0,05 mg/l BAP + 1,0 mg/l Pikloram), tez ¢alismasinda gelisip ¢ogalan,
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embriyojenik yapilar olusturmus kalluslarin gelismesi ve somatik embriyo elde
etme ortamu icin kullanmilmigtir. Kaliteli embriyo elde etmek i¢in BAP varliginin
o6nemli oldugu sonucuna ulasilmistir. Sadece 2,4-D’nin kullanildigi konsantrasyon
denemelerinde ise somatik embriyo olusumunu en fazla %83,33 ile 0.1 mg/l 2,4-D
kullanilan ortamda elde etmislerdir. Calismalarinda 1,0-2,0 mg/l 2,4-D
kullandiklar1 ortamlarin ikisinde de %58.33 oranda basar1 elde etmislerdir. Bu tez
calismasinda ise ‘Azman’ ¢esidi i¢cin %79,33 ile 1.0 mg/l 2,4-D, ‘Grand Naine’
gesiti i¢in  %77,15 ile 2.0 mg/l 2,4-D basarili bulunmustur. Sonuglar
degerlendirildiginde basariy1 etkileyen faktoriin Remakanthan ve ark (2013)’nin
eksplant kaynagi olarak c¢oklu meristem kiiltiirii ile siirgiinlerin apikal
meristemlerini kullanmalarindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Somatik
embriyolarin olusum yiizdeleri bulgular1 degerlendirildiginde, ‘Azman’ ¢esidi i¢in
sirastyla %65 ile CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D), %40 ile CL-1-3 (2.0 mg/l 2,4-D) ve
%30 ile CL-1-1 (0,5 mg/l 2,4-D) seklindedir. ‘Grand Naine’ cesidine ait
eksplantlarinin somatik embriyo yiizdeleri ise %62.5 ile CL-1-2 (1.0 mg/l 2,4-D),
%50 ile CL-1-3 (2.0 mg/l 2,4-D) ve %42 ile CL-1-1 (0,5 mg/l 2,4-D) seklindedir.
Pikloram ve BAP konsantrasyon ve kombinasyon denemelerinde kalluslarda
gelisme olmamasina ragmen, 2,4-D igeren besin ortamlarinda gelisen kalluslarin,
0,05 mg/l BAP ve 1.0 mg/l Pikloram igeren MS besin ortamina alinmasinin
ardindan bu yapilarin embriyojenik yapilara farklilagmasi, proembriyolar
olusturmasi ve globular embriyoya doniisiim oranlari daha hizli olmustur.

Uma ve ark (2012), Musa acuminata ssp. Burmannica’nin olgunlagmis ve
olgunlagmamis zigotik embriyolarinda somatik embriyogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonu saglamak amaciyla 2,4-D ve Pikloramin farkli konsantrasyonlarini
denemisler ve en yiksek c¢ogalma yiizdesini %93 ile 1.0 mg/l 2,4-D ile
desteklenmis ortam denemelerinde elde etmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda da benzer
olarak 2,4-D’nin 1.0 — 2.0 mg/l konsantrasyonlar1 basarili bulunmustur. Ancak
basart oranlarinin farkli olmasinin kullanilan ¢esit ve eksplant tipinden

kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Ali ve ark (2013), ‘Grand Naine’ ¢esidinde
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olgunlasmamus erkek c¢i¢ek tomurcuklari kullanarak somatik embriyogenesis ve
bitki rejenerasyonu iizerine yaptiklart ¢aligmalarinda diisiik konsantrasyonlarda
(0,5-1.0 mg/1) kullanilan 2,4-D’nin embriyojenik kallus olusumunu arttirdigin
gozlemlemislerdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda ise 0,5 mg/l 2,4-D igeren ortamda
kallus gelisiminin ve embriyo olusumunun en diisiik diizeyde olmas1 ve bitki elde
edilmemesi nedeniyle farkli sonug elde edilmistir.

Embriyo gelistirmek icin, somatik embriyogenesis yoOntemi ile bitki
rejenerasyonu saglanilan calismalarda kullanilan literatiirlerden yola ¢ikilarak
belirlenen 0,5 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BAP igeren MS besin ortaminda indiiklenen
embriyolarda kontaminasyon sorunu olugmustur. Fakat konu ile ilgili literatiirler
incelendiginde ornegin, Remakanthan ve ark, (2013), somatik embriyolarin
¢ogalmasi i¢cin BAP, BAP+Pikloram, BAP ve NAA kombinasyonlarini denemis ve
bir sorun bildirmemislerdir. Kontamine olmayan embriyolarin bitkiye doniismesi
ve bitkilerin gelisme siireci daha hizli olmaktadir. Bu tez kapsaminda elde edilen
embriyolarda kayip yasamamak amaciyla embriyojenik kallus gelistirme ve
somatik embriyo elde etme ortaminda muameleye devam edilmis gelisen somatik
embriyolar hormon igermeyen MS besin ortaminda c¢imlenerek kok ve siirgiin
olusturmuslardir. Tez c¢alismasinin siirecini  Gzetleyen gorsel Sekil 4.21°de
verilmistir.

In vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda uygulanan bitki biiyiime
diizenleyicilerinin tiirii ve konsantrasyonu, eksplantin genetik yapisi, alt kiiltiir
sayist ve yapilan alt kiiltiirlerin siiresi, somatik embriyolardan rejenere edilen
bitkilerin 6zelliklerini etkileyebilir (Konieczny ve ark, 2012). Bu nedenle
calismamizda elde ettigimiz bulgular diger arastirmacilarin bulgularindan farklilik
gosterebilir.

Genetik kararlilik ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendginde; ‘Grand Naine’
ve Tropical cesitlerinde Somatik Embriyogenesis yontemi ve hiicre stispansiyonu

kullanarak elde ettikleri bitkilerde 11 SSR markirt kullanan Morais-Lino ve ark
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(2008), yapmis olduklar1 molekiiler ¢alismalar sonucunda somaklonal varyasyon
tespit etmemislerdir.

Natarajhan ve ark (2019), Musa laterita, Musa beccarii ve Musa velutina
olmak iizere ii¢ siis muzunun, olgunlasmamis erkek cicek tomurcuklarinda somatik
embriyogenesis yontemi kullanarak bitki rejenerasyonu {tizerine calismislardir.
Yapmis olduklar1 ¢aligmanin sonunda genetik kararlilig1 tespit etmek amaciyla
SRAP markir sisteminden yararlanmiglar ve bir dizi monomorfik bant elde
etmislerdir. Kullandiklar ii¢ ¢esitte de ¢alismalar1 sonucunda elde ettikleri bitkiler
ile baslangic materyali arasinda farklilik gozlemlememislerdir. Tez calismasi
kapsaminda SSR markirlar1 ile yapilan DNA analizleri sonucunda somatik
embriyogenesis yontemi ile elde edilen bitkilerde herhangi bir genetik agilimin
olmadig1 molekiiler ¢aligmalarla belirlenmis olup baslangi¢ materyali ile herhangi
bir fark bulunmamistir. Bu sonu¢ somatik embriyogenesis yonteminin ‘Grand
Naine’ ve ‘Azman’ ¢esitlerinde kullanilmasimin gilivenilir bir yontem oldugunu
desteklemektedir.

Nandhakumar ve ark (2018), ‘Grand Naine’ ve Rasthali ¢esitlerinde
yapmig olduklar1 somatik embriyogenesis yontemiyle meydana gelen kalluslarin
dokularindaki farklilagmalar1 incelemek amaciyla, farkli donemlerde aldiklari
ornekleri kullanarak histolojik ¢aligmalar yiiriitmiislerdir. Arastiricilarin bulgulari,
yapilan bu tez ¢aligmasi ile biiyiik benzerlik gostermektedir.

Somatik embriyolardan olusan embriyojenik ve embriyojenik olmayan
kalluslar1 ayirt etmek amaciyla Jalil ve ark (2008), Musa acumunata da somatik
embriyo olusumlarin baslamasindan, hiicre siispansiyonunun olusturulmasina ve
ardindan somatik embriyolarin bitkicige doniismesinden, ¢imlenmeye kadar olan
rejenerasyon siirecini kapsayan ¢esitli asamalarin histolojik c¢aligmalarii
yapmuglardir. Histolojik incelemede pro-embriyolarin kallus yiizeyine baglanan
vaskiiler demet gostermedigini saptamislardir. Somatik embriyo olusumunda
gosterge olarak kullanilabilecek bir diger faktoriin, gelismekte olan bir embriyonun

en dis tabakasi olan protodermin varlig1 oldugunu sdylemisler ve incelemelerinde,
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nisasta rezervlerinin birikmesiyle yogun meristematik embriyojenik hiicreleri
cevreleyen protodermin varligimi saptamiglardir. Bu tez c¢aligmasinda yapilan
histolojik analizlerde benzer olarak embriyo olarak tabir edilen hiicrelerde yogun
nigasta birikimi de belirlenmistir. Bu konuda yapilmis olan literatiirler
incelendiginde muzda embriyo gelisimi sirasinda hiicrelerde nisasta birikiminin
oldugu belirlenmistir. Histolojik bulgularda globular safthanin uzamis hali olan
oblong yapili embriyo, ylirek, torpedo ve kotiledon yapili embriyolar bulumaktadir.
Yapilan tez calismasinda elde edilen embriyolarin somatik embriyo olduklari

literatiirlerle de desteklenmektedir.

88



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve OZLEM

Anne bitki Olgunlagmamis erkek cigek tomurcuklar

Somatik embriyolardan olugmus bitkicik

u Embriyojenik kallus
v Somatik embriyo

Sekil 4.30. Tez Calismasina Ait Asamalarinin Sematize Edilmis Goriiniimii
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5. SONUC VE ONERILER

Tez caligmasinda kullanilan, meyvesi insanlarin temel gidalarindan biri
olan muz bitkisinin {ilkemizde ekonomik olarak yetistiriciligi yapilan ve
iireticilerin tercih ettigi ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ muz ¢esitlerinin, somatik
embriyogenesis yontemi ile bitki rejenerasyonu gergeklestirilmis, deneme
sonucuna gore eksplantlarin embriyojenik kallus olusturma, somatik embriyolara
doniigiimii ve bitki rejenerasyonu performanslarina bakilmistir. Caligmada
histolojik analizler yapilarak somatik embriyolarin varligi ve dogrulugu tespit
edilmistir Ayrica caligmada somatik embriyogenesis yontemiyle elde edilen
bitkilerin genetik kararliliklar1 test edilmistir.

Kallus gelisimini indiiklemek ve embriyojenik kallus elde etmek amaciyla
MS besin ortaminda 2,4-D (0. 0,5, 1.0. 2.0 mg/l), BAP+Pikloram (0,0 5+ 0,5, 0,05
+1.0 mg/1) olmak tizere farkli konsantrasyon ve konsantrasyon/kombinasyonlardaki
bitki biiylime diizenleyicilerle calisilmistir. S6z konusu denemede kallus olusturan
eksplant sayisi, kalluslarin tipi, rengi, yapisi gibi parametrelere bakilmisgtir.
Embriyojenik Kalluslar1 gelistirmek ve embriyo elde etmek amaciyla BAP (0,05
mg/l) ve Pikloram (1.0 mg/l) iceren MS besin ortamu kullanilmistir. Cimlenen
embriyolardan bitkiye doniisiim bitki biliylime diizenleyici igermeyen MS besin
ortami1 kullanilmistir.

Olgunlasmamig erkek ¢igek tomurcugu eksplantlarinin kallus olusturma
oranlar1 degerlendirildiginde ‘Grand Naine’ c¢esidi i¢in %58.75 ile ‘Azman’
cesidinden daha basarili oldugu sonucuna ulasilmistir Kallus gelistirme denemeleri
degerlendirildiginde, ‘Azman’ gesidi i¢in %79.33 ile 1.0 mg/l 2,4-D iceren MS
besin ortamui basarili bulunmustur. ‘Grand Naine’ ¢esidi i¢in %77.15 ile 2.0 mg/I
2,4-D igeren MS besin ortami basarili bulunmustir. Kallus gelistirmede cesitler
arasinda onemli bir fark gozlemlenmemistir. CL-1-1 ad1 verilen 0,5 mg/l 2,4-D
iceren MS Dbesin ortaminda elde edilen embriyojenik kalluslardan embriyoya

doniisim uzun siire gerceklesmemis olup elde edilen embriyolardan bitkiye
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doniisim saglanamamistir. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ ¢esitleri i¢cin BAP +
Pikloram konsantrasyon/kombinasyonlarini igeren kallus gelistirme ortamlarinda
miisilaj goriiniimlii olusumlarin gelisimi sinirlandirmasi nedeniyle ¢alisma boyunca
embriyo ve bitkiye doniisiim saglanmamistir. ‘Grand Naine’ ve ‘Azman’ cesitleri
icin kallus rengi agirlikli olarak krem kahve olup renk yogunluklari orta-koyu
olarak gdzlemlenmistir. Kalluslarin yapilart 2,4-D igceren besin ortamlarinda
yumusak ve dagilmayan (kompakt) formdayken, BAP-Pikloram konsantrasyon ve
kombinasyonlarini igceren besin ortamlarinda orta-sert ve dagilgan formda oldugu
gozlemlenmistir. Gelisen kalluslarda embriyojenik yapilar1 gelistirmek ve embriyo
olusumu saglamak amaciyla 0,05 mg/l BAP+ 1,0 mg/l Pikloram igeren MS besin
ortaminda altkiiltiire alinmustir. Elde edilen embriyojenik yapilarin embriyolara
doniismesini 8 haftalik bir siire¢ izlemistir. ‘Azman’ ¢esidi i¢in CL-1-2 (%65) ve
‘Grand Naine’ ¢esidi i¢in CL-1-3 (%62,5) ortamlarinda gelisen kalluslarin
embriyolarindan  bitkiye doniisiim  saglanmistir.  Embriyojenik  yapilarin
embriyolara doniisme siirecinin, krem kahve renkteki kalluslardan koyu kahverengi
doniisen embriyojenik kalluslarin, farklilasarak iizerinde saydam beyaz renkte pro-
embriyonik yapilar olusturmasi seklinde oldugu sonucuna ulasilmistir. Olusan pro-
embriyolardan 2 hafta sonra globular embriyolar meydana gelmistir. Elde edilen
embriyojenik kalluslar 8-12 haftalik bir siirecte embriyoya doniisiim saglamistir.
Embriyolarin ardindan hormonsuz MS ortaminda indiiklenmis ve embriyolardan 2
hafta sonra bitkiye doniigiim saglanmistir. Bitkiye doniisiim sirasinda kok ve
stirglin olusumu es zamanli ger¢eklesmistir. ‘Azman’ ve ‘Grand Naine’ ¢esitlerine
ait embriyolarda yapilan histolojik analizler sonucunda somatik embriyo olduklari
dogrulanmigtir. Calisma sonucunda SSR markir sistemi kullanilarak, ‘Azman’ ve
‘Grand Naine’ cesitlerine ait ana bitki ile somatik embriyogenesis yontemiyle elde
edilen bitkiler arasinda genetik olarak fark olmadigr tespit edilmistir. Calisma
sonunda elde edilen bitkilerde kdk sayis1 (adet), kok uzunlugu (cm), yaprak sayisi

(adet), bitki boyu (cm) ve klorofil miktar1 parametrelerine bakilmistir.
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Tez g¢aligmasi boyunca ‘Grand Naine’ ¢esidine ait kalluslarin ‘Azman’
cesidine ait kalluslara oranla yavas gelisme gosterdigi saptanmustir. Bitki olusturan
bu ¢esitlerde ise ‘Grand Naine’ bitkilerinin daha giiclii gelisme gosterdikleri
gozlemlenmistir.

Embriyolarin siirglinlere doniismesini 2 haftalik bir siire¢ izlemis olup
kotiledon yapraklar olustuktan hemen sonra bitkilerde kok ve yaprak olusumu es
zamanl gerceklesmistir. Aklimatizasyon islemi sirasinda kayiplar sadece gelisimi
sinirli kalmis olan bitkilerde olmus olup, iki ceside ait bitkiler icinde dis ortama
adaptasyon yiiksek oranda saglanmistir. Yasama oran1 ‘Azman’ ¢esidine ait bitkiler
icin %87,5 iken ‘Grand Naine’ ¢esidi i¢in %85 olarak saptanmistir.

Yapilan calismalar ve elde edilen bulgular sonucunda ‘Azman’ ve ‘Grand
Naine’ ¢esitlerinde farkli oksin ve sitokininlerin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlari ile denemeler kurularak somatik embriyogenesis kapasitelerine
bakilmasi, kullanilacak materyalin rejenerasyon yetenegi agisindan ¢igek
pozisyonuna dikkat edilmesi gerektigi diistiniilmektedir. Ayrica muz bitkisine ait
disi cicek eksplantlart i¢in heniiz dogum yapmamis bitkilerin yalanci gévdesinin
kesilerek kullanilmasi, ireticinin 0 yil ki hevenkten vazgegmesinin ekonomik
kayba neden olacagi igin ticari anlamda Onerilmemektedir. Somatik
embriyogenesis ¢aligmalarinda hiicre siispansiyonu yapilmasinin daha fazla basari
saglayacag1 disiintilmektedir. Geleneksel yontemler kullanilarak vejetatif yollarla
cogaltilan muz bitkilerinde, dogru protokol ve multidisiplinler araciligiyla
olgunlasmamus erkek ¢igekleri kullanilarak daha fazla bitkisel materyal elde etmek
icin somatik embriyo calismalar1 yapilmali ve genetik materyallerin muhafazasi
konusunda biyoteknolojik yontemlerden yararlanilmalidir. ‘Azman’ ve ‘Grand
Naine’ i¢in embriyojenik kalluslarin embriyolara doniisiimlerindeki kisitlilik
olusturma nedenleri tespit edilmelidir. Muz bitkisi olgunlasmamis hermafrodit
ciceklerinin somatik embriyogenesis yontemi ile bitki rejenerasyonu arastirilmali,
olgunlagmamis disi g¢igeklerde fenolik salgilama ve embriyojenik kallus

olusturamama nedenleri aragtirilmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER Merve OZLEM

Klonal muz yetistiriciliginde basarili bitki rejenerasyonu ve somatik
embriyogenesis  protokollerinin  gelistirilmesi  i¢in  somatik  embriyolarda
enkapsiilasyon yontemi ile sentetik tohum caligmalar Onerilmektedir. Ayrica
bilindigi en uzun muhafaza yontemi olan Kriyoprezervasyon teknikleri kullanilarak
sodyum aljinatla kaplanan somatik embriyolar -196°C ‘de saklanma performanslari

degerlendirilmelidir.
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