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Bu calismada, 41 B Amerikan asma anaci ve Yalova Incisi Gziim cesidinin farkh
eksplantlarindan, embriyogenesis ve organogenesis yoluyla bitki elde edilmesinde farkh besi ortamlan
ve bliyiimeyi diizenleyici maddeler ile kiiltiir kogullarinin etkisi aragtirilmagtir.

Somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda eksplant olarak anter, in vivo ve in vitro yaprak ayasi
ve yaprak sapy, siiliik, olgunlagmamig ve olgun zigotik embriyo; organogenesis ¢alismalarinda ise in
vitro yaprak ayasi ve yaprak sap1 kullamilmigtir.

Somatik embriyogenesiste kullanilan biitiin eksplantlarda uygulamalara gﬁre degisen oranlarda
embriyojenik kalluslar meydana gelmis ancak, yalnizca olgunlagmamis zigotik embriyo eksplantmdan
somatik embriyolar elde edilebilmistir,

41 B anacinin olgunlagmamg zigotik embriyolary, igerisinde 0.5, 1, 2 ve 4 mg/1 2,4-D bulunan
MS, NN ve BS ortamlarmin aydinhik ve karanbik kiiltiirlerinde degigik oranlarda somatik embriyo
olusturmuglardir. En yiiksek oranda somatik embriyo olusumu 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D igeren BS
ortammin karanhk kiiltiirlerinde (sirasiyla %30 ve %28.9) saptanmigtir. Yalova Incisinin
olgunlasmamw zigotik embriyolar: yalmzca 1 mg/l 2,4-D igeren MS’in aydlnllk kiiltiirlerinde %5; 0.5
mg/l 2,4-D igeren NN ortammin aydinlik ve karanlik kiltiirlerinde ise sirasiyla %6.3 ve %2.3
oranlarinda somatik embriyo olugturmugtur. Sekiz aylik kiltiir siiresi sonunda 41 B’nin BS + 1 mg/l
2,4-D + karanlik kiltirlerinde 559 adet, Yalova Incisi’nin NN + 0.5 mg/l 2,4-D + aydmhk
kiilttirlerinden ise 912 adet embriyonun torpedo devresinde oldugu belirlenmistir.

En yiiksek ¢imlenme ve tam bitkiye doniisim orani 41 B’de hormonsuz NN ortaminda
(strastyla %58 ve %75), Yalova Incisinde ise hormonsuz MS ortaminda (sirastyla %77.4 ve %45)
meydana gelmistir. Elde edilen somatik bitkiciklerin %91.9u bagariyla topraga aktaritmigtir.

Organogenesis ¢alismalarinda adventif goz oluspumu bakimindan her iki genotipte en uygun
eksplantin yaprak ayasi olduBu belirlenmigtir. Ayrica 2 mg/l BA eklenen B5 ve NN ortamlarinda diger
uygulamalardan daha yiiksek degerler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asma (Vitis vinifera L.), Rejenerasyon, Somatik embriyo, Adventif goz
olugumu, Kallus
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In this study, the effects of different media, plant growth regulators and incubation conditions
on the plant regeneration from different explants of 41 B American rootstock and Yalova Incisi cv.
(Vitis vinifera L.) table grape through somatic embryogenesis and organogenesis were investigated.

In the somatic embryogenesis part of the study, as the source of explants, anther, in vivo and
in vitro lamina and petiole, tendril, immature and mature zygotic embryo were used. For
organogenesis part, lamina and petiole were isolated from in vitro shoots.

From all explants used in somatic embryogenesis occurred embryogenic callus at different
rates dependent on different applications. Somatic embryos were only obtained from immature
zygotic embryo explants. Immature zygotic embryos of 41 B rootstock cultured on MS, NN and BS
medium supplemented with 0.5, 1, 2 and 4 mg/1 2,4-D produced in different rates of somatic embryos
both in light and dark culture conditions. The highest somatic embryo formation rate was determined
on B5 medium containing 0.5 and 1 mg/l 2,4-D cultured in dark condition (30% and 28.9%
respectively). Immature zygotic embryos of Yalova Incisi proeduced somatic embryo at 5 percent only
in light cultures of MS supplemented with 1 mg/l 2,4-D and besides this in light and dark cultures of
NN containing 0.5 mg/l 2,4-D 6.3% and 2.3% rate respectively. After 8 months of culture on BS + 1
mg/l 2,4-D + dark cultures of 41 B 559 embryos and on NN + 0.5 mg/l 2.4-D + light cultures of
Yalova Incisi 912 embryos at torpedo stage has been determined.

The highest germination rate and converting to plantlets rate obtained from 41 B on free NN
medium (58% and 75% respectively) and from Yalova Incisi on free MS medium (77.4% and 45%
respectively). 91.9 % of the regenerated somatic plantlets were successfully transferred to soil.

Adbventitious bud formation in organogenesis studies, lamina was determined as the most
suitable explants for both genotypes. In addition, on B5 and NN media supplemented with 2 mg/l BA
were obtained the higher values than the other applications.

Key Words: Grapevine (Vitis vinifera L.), Regeneration, Somatic embryo, Adventitious bud
formation, Callus
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1. GiRiS Serpil GOK TANGOLAR

1. GIRIiS

Asma, tarihgesi ¢ok eskilere kadar uzanan 6nemli bir bitki tiiriidlir ve bu
tiirlin kullamm amacma uygun ana¢ ve kiiltiir gesitleri yiiz yillardan beri klonal
¢ogaltma ile muhafaza edilmigtir. Ancak, giiniimiizde ticari Oneme sahip baz
genotiplerde, verim ve kalite diigiikliigii ile 6zellikle anaglarda gesitli toprak ve iklim
kosullarma adaptasyondaki giicliik, hastalik ve zararhlara duyarhihk gibi baz
eksiklikler ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarmn giderilmesi i¢in yeni
asma 1slah1 caligmalarina ihtiyag vardir.

Bagcilikta, yiiriitiilen 1slah g¢ahsmalarinda esas itibariyle; farkh ekolojik
kogullar icin daha erkenci veya daha geggi, adaptasyon yetenegi yliksek, hastalik ve
zararlilara dayanmikh, kullamm amacma uygun, kaliteli ve verimli yeni gesitlerin elde
edilmesi amaglanmaktadir. Bu hedefe ulagabilmek icin; 1) Mevcut tiir ve ¢esitlerde
dogal veya yapay mutasyonlarla meydana gelen varyasyonlardan yararlamlmakta
veya 2) Begenilen bir gegidin bir veya birden fazla karakterinin islahina, ya da iki
gesitte var olan olumlu &zelliklerin bir gesit {izerinde toplanmasma ¢ahgiimaktadir.

Asma islahinm; seleksiyon, melezleme ve mutasyon gibi geleneksel
yontemlerle yapilmasit zordur ve difer meyve tlirlerinde oldufu gibi asma islahu
¢ahsmalarinda da sorunlarla kargilagiimaktadir. Geleneksel asma slahindaki bashca
sorunlar; asmanm uzun bir generasyon siiresinin varhgs, yiiksek oranda heterozigoti
gOstermesi ve iyi bir cesit elde etmek amactyla kullamlacak &zelliklerin polijenik
karakterli olmasidir. Bunlar, yontemlerin yararhhifim ve yeterliliini smirlamaktadir.
Asma 1slahinda gogunlukla kullamlan tiir i¢i ve tiirler aras1 melezleme galigmalarinda
cesitlerin baza olumlu 6zellikleri kaybolabilmekte, bu yontemlerde bazen istenmeyen
Ozellikler de yeni bireylere gecgebilmektedir. Klon seleksiyonu c¢aligmalarinda da
istenen Szelliklerin bir bireyde toplanmas1 smurh diizeyde kalmaktadir.

Belirtilen nedenlerle, bagda geleneksel slah galigmalarmin zorlugu veya
cofunlukla istenilen amaca uygun gesitlerin elde edilememesi karsisinda yeni
gesitlerin 1slahmda in vitro teknikler uygun bir arag olarak goriilmektedir (Maitz ve
ark. 2000). Son yilarda yaygmlasan genetik mihendislifi ydntemlerinin,
geleneksel {iziim gesitlerinin kalitelerinde Snemli bir degigiklik yapmadan yeni ve
istenilen karakterlerin aktarilmasinda oldukca etkili olabildigi belirlenmistir. (Colby
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ve ark., 1991; Berres ve ark., 1992; Gall ve ark., 1994; Scorza ve ark., 1995;
Scorza ve ark., 1996; Perl ve ark., 1996 a).

Melezleme 1slahi ile yeni gesitler elde edilebilmesine kargm, gen aktarma
(transformasyon) c¢ahgmalarinda, kullamlan c¢esitlerin dogrudan modifikasyonu
saglanmaktadir. Bu teknikler, diinyada yetistirilen saraphk ve sofralik {iziimlerin esas
kaynad1 olan Vitis vinifera’ya gen transferi amaciyla kullanlmustir (Colby ve ark.,
1991; Berres ve ark., 1992; Gall ve ark., 1994; Scorza ve ark., 1995 ve 1996; Perl
ve ark., 1996 a; Gdlles ve ark., 1997; Kikkert ve ark., 1997; Lipsky ve ark.,
1997). Ancak, stabil transjenik bitkilerin, Vitis vinifera gesitlerinden ¢ok, anaglar ve
tiirleraras1 melezlerden elde edildigi bildirilmektedir (Berres ve ark., 1992; Kikkert
ve ark., 1996).

Yeni slah yontemlerinin etkin bir gekilde kullanilabilmesi igin rejenerasyon
yetenegi yiiksek eksplantlarm (hiicre, doku veya organlarin) bulunmas: ve bunlardan
¢ok sayida bitkicigin olusturulmas: gerekmektedir. In vitro bitki rejenerasyonunun
basarilmasi, gen transferinin yapiimasma ve transjenik bitkilerin elde edilmesine
imkan vermektedir. Ayrica bu yolla, ana bitkinin gogu &zelligi degistirilmeden,
somaklonal varyasyon gergeklestirilmekte ve bdylece yeni genotiplerin segilmesine
de olanak saglanmaktadir.

Cesitli bitki tiirleriyle ¢alisan aragtiricilar, doku kiiltiirlerinde farklilagmay:
uyarmadaki bagarmm, ¢ahsma icin segilen genotiplere bagh oldugunu
belirtmiglerdir. Bugiine kadar kiiltiire alinnmg asma eksplantlarmdan bitki elde
edilmesi ile ilgili birgcok ¢ahyma bulunmaktadir (Hirabayashi ve ark., 1976;
Mullins ve Srinivasan, 1976; Krul ve Werley, 1977; Rajasekaran ve Mullins,
1979 ve 1983; Mauro ve ark, 1986; Gray ve Mortensen, 1987; Stamp ve
Meredith, 1988 a ve b; Robacker, 1993; Martinelli ve ark., 1993; Mozsar ve
Siile, 1994; Emershad ve Ramming, 1994; Mozsar ve Viczian, 1996; Salunkhe ve
ark., 1997; Jayasankar ve ark., 1999; Salunkhe ve ark., 1999).

Bitki rejenerasyonunda kullamlan tekniklerden  birisi de somatik
embriyogenesistir. Somatik embriyogenesis, somatik hiicre ve dokulardan embriyo
olusumu olarak tammlanmaktadir. Olusan embriyolar yapr bakmmndan yumurta
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hiicresinin dollenmesiyle olusan zigotik embriyolara benzemektedir (Hatipoglu,
1997).

Somatik embriyogenesis direkt ve indirekt olmak lizere iki yolla
gerceklestirilebilmektedir. Direkt ~ somatik  embriyogenesiste embriyo elde
edilmesinde, kallus agamas: olugsmadan eksplant iizerindeki hiicre veya hiicrelerin
farkhilagmas: goriilmekte ve bu tip hiicrelere, “embriyojenik hiicreler” denilmektedir.
Indirekt somatik embriyogenesiste ise, ilk asamada eksplanttan kallus elde edilmekte,
daha sonra bu kallustan somatik embriyolarn olugumu saglanmaktadir. Somatik
embriyo olugturan Kkalluslara, “embriyojenik kallus” denilmektedir. Embriyojenik
kalluslar; genellikle sik1 bazen gevsek yapida ve beyazdan agik sartya kadar degisen
renklerde, nadiren de olsa yesil renkte olabilmektedir. Embriyojenik kallus hiicreleri
kiigtik, ince hiicre duvarh, sitoplazmaca zengindir ve gok sayida kiictik vakuoller ve
nisasta daneleri igerirler (Biiyiikalaca, 1993; Hatipoglu, 1997).

Somatik embriyogenesis, bitki islal, genetik mithendisligi ve bitki cogaltmak
icin etkili bir aractr (Maitz ve ark., 2000). Zimmermann (1993)’mn bildirdigine
gbre 1958’de kesfedilen somatik embriyogenesis teknifi model bir bitki olarak
havugta (Daucus carota) uygulanmmgtir. O giinden sonra pek ¢ok bitki tiiriinde
somatik embriyogenesis yontemi basarili bir gekilde kullanilnugtir.

Asmada somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu ilk olarak, sivi
kiilttir kosullarmda V. vinifera gesidi olan Cabernet Sauvignon’un bir klonunda,
dollenmemis oviillerin nuseller dokusu kullamlarak yapimustr (Mullins ve
Srinivasan, 1976). Daha sonra melez bir {iziim gesidi olan "Seyval” mn goévde
pargaciklarindan (Krul ve Worley 1977), V. rupestris ve V. rotundifolia’ nin yaprak
ve saplarindan (Martinelli ve ark., 1993; Robacker, 1993), V. vinifera ve V.
rotundifolia’min  zigotik embriyolarmdan (Emershad ve Ramming, 1994), son
olarak da V. vinifera gesitlerinden Thompson, Sonaka ve Tas-e ganesh’in siilitk
eksplantlarindan diisiik oranda somatik embriyo elde edilmigtir (Salunkhe ve ark.,
1997).

Asmada somatik embriyogenesis, V. thunbergii (Hirabayashi ve ark,
1976), V. longii (Rajasekaran ve Mullins, 1983; Gray ve Mortensen, 1987), V.
rupestris cv. St. George (Rajasekaran ve Mullins, 1983; Stamp ve Meredith, 1988



b; Cersosimo ve ark., 1990), V. riparia cv. Gloire de Montpellier (Mozsar ve Siile,
1994), V. vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon (Mullins ve Srinivasan, 1976; Krul ve
Worley, 1977; Rajasekaran ve Mullins, 1979; Mauro ve ark., 1986; Stamp ve
Meredith, 1988 b), Grenache (Stamp ve Meredith, 1988 b), Chardonnay, French
Colombard, Pinot noir ve White Riesling (Stamp ve Meredith, 1988 a) ile Superior
Seedless, Centennial Seedless, Novamuscat Seedless, Ruby Seedless, Italia ve Red
Globe (Perl ve ark., 1995 ve 1996 b) ve V. rupestris x V. vinifera melezi Gloryvine
(Rajasekaran ve Mullins, 1979 ve 1983) i¢in rapor edilmistir. Kullamlan bu
genotiplerden somatik embriyolar saglanmugtir. Tiirlerarasi melez asmalarda da
(Krul ve Worley, 1977; Cersosimo ve ark., 1990) vejetatif dokularm kiiltiire
almmasi ile in vitro’da rejenerasyon gergeklestirilmis ve bitkicikler elde edilmistir.

Somatik embriyogenesise iligkin bagarih ¢ahgmalarda, eksplant olarak anter
(Hirabayashi ve ark., 1976; Rajasekaran ve Mullins, 1979 ve 1983; Mauro ve
ark., 1986; Gray ve Mortensen, 1987; Stamp ve Meredith, 1988 b; Cersosimo ve
ark., 1990; Langenbucher ve Alleweldt, 1993; Mozsar ve Siile, 1994; Bensaad ve
ark., 1996; Salunkhe ve ark., 1999), dollenmemis oviil (Mullins ve Srinivasan,
1976), yumurtahk (Gray ve Mortensen, 1987), olgun zigotik embriyo (Stamp ve
Meredith, 1988 a), olgunlagsmamg zigoik embriyo (Emershad ve Ramming, 1994),
geng yaprak ve gvde (Krul ve Worley, 1977), olgun yaprak (Stamp ve Meredith,
1988 b), yaprak sap1 (Martinelli ve ark., 1991 ve 1993; Robacker, 1993), ve siiliik
(Salunkhe ve ark., 1997) kullamimugtir. Bu ¢aligmalarda, somatik embriyolar kallus
agamasindan sonra, yani indirekt olarak elde edilmigtir.

Yaprak ve yaprak sap1 gibi dokulardan yiiksek oranda somatik embriyo elde
edilmesi diger eksplantlara gbre daha biiyiik yarar saglamaktadir. Ciinkii bu
eksplantlan ir vivo’dan aktif vejetasyon siiresince, in vitro’dan ise biitiin y1l temin
etmek miimkiin olmaktadr (Martinelli ve ark., 1993). Diisiik oranda somatik
embriyo elde edilebilen siilik eksplantlan da (Salumkhe ve ark., 1997) aktif
vejetasyon siiresince ahmnabilmektedir. Anter, olgunlagmams zigotik embriyo,
déllenmemis oviil ve yumurtalik eksplantlarinm alim dénemi ise oldukga kisadir ve
bunlar ancak iz vivo kogullarinda temin edilebilmektedir.
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In vitro’da  bitki  rejenerasyonu  organogenesis  yoluyla da
gergeklegtirilebilmektedir. Bu yontemde, adventif siirglin olugumunu saglamak igin
eksplant olarak anter (Hirabayashi ve ark. 1976), kesilmis silirglin pargalar
(Barlass ve Skene, 1978), bogum arasi pargalar1 (Rajasekaran ve Maullins, 1981),
yaprak (Stamp ve ark., 1990 a ve b; Tang ve Mullins, 1990; Clog ve ark., 1990;
Singh ve Brar, 1993; Martinelli ve ark., 1996; Baydar, 2000) ve yaprak saplari
(Baydar, 2000) kullamimigtir. Adventif siirglin elde edilmesinde de somatik
embriyogenesiste oldugu gibi, eksplant kaynagi ve uygulama kosullari oldukca
O6nemlidir.

Bitki 1slahi igin gen transferinin kullammu, bitki genomundaki genlerin girigi
icin uygun tekniklerin gelistirilmesine baghdir. Gen ftransferi igin kullamlan en
yaygmn yOntemler transjenik dokulardan, bitki rejenerasyonuna izin veren doku
kiiltiirii sistemlerine ihtiyag duymaktadir. Gelistirilecek bir rejenerasyon sistemi gen
transferine uygun ve birgok genotipte uygulanabilir olmahdir.

Basarih somatik embriyo ve adventif siirglin olugumlan ekonomik olarak
onemli baz1 V. vinifera gesitleri ve tiirler arast melezlerden elde edilmistir. Ancak,
kullamlan  yOntemlerin  biiyiikk bir kisom birkag genotipten fazlasma
uygulanamamaktadir. Uygun rejenerasyon kosullann ¢esite, eksplant tipine ve
eksplant kaynagma gore Snemli Slgiide degismektedir (Stamp ve Meredith, 1988 a).

Ulkemizde, asmada somatik embriyogenesis konusunda yapilms ¢ok az
calhisma (Kalyon ve Agaoglu, 1999) bulunmaktadir. Bu nedenle bdyle bir ¢ahgmanin
Tiirkiye bagciliginda biyoteknoloji konusunda yapilacak ¢ahgmalara Gnemli bir
kaynak olusturacagi diigiiniilmektedir. Uygulanabilir bir rejenerasyon protokolu,
gelecekte gen aktarim yoluyla yapilacak asma 1slal gahsmalarma da etkin bir katk:
saglayacaktr.

Bu g¢alismamn amaci, somatik embriyogenesis ve organogenesis yoluyla bitki
elde edilmesini saglayacak bir protokolun olusturuimasidir. Bu amagla, in vivo ve in
vitro kogullarinda yetistirilen asma bitki ve bitkiciklerinden alman farkh
eksplantlarin tipi, yontemin degisik asamalarinda kullanilabilecek temel ortamlar,
bilylimeyi diizenleyicilerin tiiri ve konsantrasyonlar: ile inkiibasyon kosullari
aragtirilnmgtir.  Ayrica, somatik embriyogenesis c¢aligmasinda bir protokol
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belirlenememesi durumunda asma igin  kullaniabilecek bir rejenerasyon
protokoliiniin gelistirilebilmesi i¢in organogenesis yoluyla bitki elde edilmesi
olanaklann da incelenmigtir.  Organogenesis g¢aliymasinda, in vitro kosullarinda
yetistirilen asma bitkiciklerinden alman farkh eksplantlar, degisik ortam ve hormon
konsantrasyonlan ile farkh inkiibasyon kosullarina yerlestirilerek bir organogenesis
protokolu olugturulmaya ¢ahgilnmstir.

Dokyora tez c¢ahgmasmn ilk bdlimiinde c¢aligmanm Gnem ve amacim
vurgulamak igin bir giriy yapumus, ikinci boliimiinde somatik embriyogenesis ve
organogenesis ile ilgili daha Onceden yapilmig g¢aligmalar sunulmug, {giinci
boliimiinde protokol belirlemek amaciyla kullanilan materyal ve metot hakkinda bilgi
verilmig, dordiincii boliimiinde elde edilen bulgular agiklanmg, besinci boliimiinde
elde edilen sonuglar, literatiir bulgulartyla birlikte tartigilnus, altnc: bollimiinde ise
elde edilen bulgulara dayanarak oneriler yapilmg, son kisminda ise bu ¢ahgma ile
ilgili kaynaklara yer verilmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR Serpil GOK TANGOLAR

2. ONCEKI CALISMALAR

Asmada, somatik embriyogenesis ¢aligmalarinda, uygun rejenerasyon
kosullarimn saptanmasi amaciyla, degisik gesit, tiir ve melezlerinde eksplant tipi,
farkh uygulamalar ve ortamlar ile biiylimeyi diizenleyicilerin etkisi arastribomstir. Bu
¢ahismalardan bazilan asagida verilmigtir.

2.1. Somatik Embriyogenesis

Asmada, somatik embriyogenesis ilk olarak Mullins ve Srinivasan (1976),
tarafindan bir V. vinifera c¢esidi olan Cabernet Sauvignon’un doéllenmemis
oviillerinde  nuseller embriyoninin  uyartumyla (apomiksis) salanmgtir.
Aragtirmada, 5-10 uM BA (benziladenin) ve 5-25 uM NOA (B-naftoksiasetik asit)
iceren sivi kiiltiirde biiyiiyen oviillerin nusellus hiicrelerinden kallus, bunlardan da
somatik embriyolar olusturulmugtur. 1 pM GA; (Gibberelik asit) ve 5 pM IPA (2-
izopentenil adenozin) igeren kati bir ortama transfer edilen embriyolardan bitkicik
olusmas: saglanmgtir.

Krul ve Worley (1977) gahsmalarinda bir melez iiziim ¢esidi olan Seyval
((Seyve-Villard 5-276) (Vitis sp.))’in bogumarasi, yaprak sapi, ¢igek sapi ve
yapragin ana damarmi eksplant olarak kullanmuglar ve bunlardan kallus elde
etmiglerdir. Bu kalluslar, igerisinde 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) bulunan bir
besin ortamindan, NAA (cc-naftalinasetik asit) iceren bir besin ortamma
aktardiklarinda somatik embriyolar elde etmiglerdir. Olugan bu embriyolar, hormon
ve vitamin bulunmayan bir besin ortamuna aktarihp aydinlk kosullarda kiiltiire
alindiginda, ¢imlenerek normal bitki olugturmuslardir. Yapilan dokusal
incelemelerde, elde edilen bitkilerin, kallustan meydana gelen embriyo benzeri
yapilardan olustufu saptanmugtir. Birincil embriyolar iizerinde ikincil embriyolar,
ikincil embriyolar lizerinde, nadiren de olsa iigiinciil embriyolar olugmustur. Yaklagik
1cm’ kallustan yiizlerce somatik embriyo ve 50 den fazla bitkicik elde edilmistir.

V. vinifera x V. rupestris melezlerinin kiiltlire alinan anterlerinden olugan
kaltuslardan ¢ok sayida embriyo ve bitkicik elde etme bagarisim gdsteren
Rajasekaran ve Mullins (1979), V. vinifera’nm kiiltiire alinan anterlerinden az
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miktarda kallus olugtufunu ve bunlarm in vifro’da biilyiimelerinin basarisiz oldugunu
bildirmigtir. Caligmalarmda embriyo olusumu igin tek gekirdekli mikrosporlari
bulunan anterler +4°C de 72 saat sofuklatildiktan sonra 5 uM 2,4-D ve 1 uM BA
iceren NN (Nitsch and Nitsch, 1969) ortamunda kiiltiire almmustir. En yliksek
embriyo iiretimi karanhkta kiiltiire alman anterlerde gergeklesmigtir. Normal bitkicik
lretimi i¢in embriyolar 2 hafta +4°C de soguklama ihtiyact g&stermigtir.
Soguklatilmayan embriyolardan, c¢oguniukla anormal bitkicikler elde edilmigtir.
Soguklama, embriyo olusumunun herhangi bir sathasinda uygulandifi zaman
bitkicik biiylimesinde uyarici bir etkiye sahip oldugu saptanmstir.

Mauro ve ark. (1986), V. vinifera ¢esidi olan Cabernet Sauvignon’un
anterlerinden somatik embriyogenesis yoluyla diploid bitkiler elde etmislerdir.
Aragtiricilara gore polen olusumundaki ilk mitoz bSlinmesine yakm devredeki
mikrosporlari iceren anterler somatik embriyogenesis i¢in uygun olarak bulunmustur.
Ancak bir goriige gore optimal fizyolojik anter sathasim belirlemede en 6nemli
dzelligin anter uzunlugu (0.3 — 0.7 mm) oldugu belirtilmigtir. Anterlerden elde edilen
kalluslar, yalmzca kazein hidrolizat (250 mg/l) eklenmis bir ortamda kiiltiire alindig:
zaman somatik embriyolar olugmustur. Glutamin (100 mg/l) ve adeninin (1 mg/l) de
embriyo olugumunu uyardigi bulunmugtur. Glutamin ve adenin eklenen
ortamlardaki anterlerin %27.9°u kallus, kalluslarm %81.8’i somatik embriyo
olugturmug ve embriyolarmn da %19.4’{i bitkicige dontigmiistiir.

Gray ve Mortensen (1987), V. longii ¢esidi ‘Microsperma’nin yumurtahk ve
anter eksplantlarmi, 5 pM 2,4-D ve 1uM BA igeren kati1 MS (Murashige and Skoog,
1962) ortamunda kiiltlire alarak bunlardan embriyojenik kallus elde etmislerdir.
Ancak, olusan ilk kalluslar kisa Omiirlii olur iken, taze kallustu yigm halindeki
embriyolarin, dikkatli secilip uygun ortama diizenli bir sekilde transfer edilmesiyle
embriyo olugumu uzun bir siire muhafaza edilmigtir. Buna alternatif olarak biiyiimeyi
diizenleyicileri icermeyen ortamlar {izerinde birincil embriyolardan meydana gelen
ikincil embriyolarm olugmasiyla da kiiltlirler uzun siire muhafaza edilebilmigtir.
Yapilan histolojik incelemelerde embriyojenik kalluslarin yag benzeri maddeler ve
bol miktarda nigasta igerdigi saptanmugtwr. Somatik embriyolar tipik olarak,
epidermal, cortical ve vascular dokulara sahip, daralip genisleyen suspensor benzeri
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yapilarla kallusa baglanmigtr. Embriyo hiicrelerinde bol miktarda yag birikimi
belirlenmis ancak, nigastaya rastlanmamigtir. Embriyolar, 1 pM BA igeren ortama
yerlestirildiginde %50°si ¢imlenerek normal goriiniislii bitkiler olusturmuglardir.

V. longii gesidi Prince ve V. vinifera L. gesitleri Chardonnay, French
Colombard, Grenache ve White Riesling’in olgun tanelerinden izole edilen zigotik
embriyolar: kat1 NN ortaminda kiiltiire alan Stamp ve Meredith (1988 a) bunlardan
somatik embriyolarm olugmasm saglamugtir. 1.0 mg/l NOA + 0.2 mg/l BAP (6-
benzil aminopurin) igeren ortamlarda Chardonnay’da %16, French Colombard’da
%13, Grenache’da %32, Vitis longii’de %14 oramnda somatik embriyo meydana
gelmistir. White Riesling ¢esidinde ise, en iyi sonucu %8 oram ile 1.0 mg/l NOA +
1.0 mg/l BAP igeren ortam vermistir. Somatik embriyolar, beyaz renkli
proembriyo’larm yiZmmndan diizenli olarak gelismis ve globular, kalp ve torpedo
sathalarindan gegmiglerdir. Embriyojenik dokular, morfolojik yapilarm diizenk
transferler ile bir yil siireyle korumuglardir. Zigotik embriyo eksplantlari, bilyiimeyi
diizenleyici bulunmayan ortamda kiltiire alindigmda 10 giin iginde ¢imlenmis ve
saghkh ¢ogilirler olugturmugtur. Ana kiiltiirlerden izolasyon ve taze ortama
transferden sonra somatik embriyolarin yaklagik %40’1 ¢imlenmistir. NAA, BAP ve
GAjs’in denenen konsantrasyonlarmda ¢imlenme oram artirlamamug, haita baz
durumlarda ciddi azalmalar gozlenmistir. Ancak, NN (NN’in makro, mikro ve
vitaminleri ile 5.57 g FeS04.7H2O/litre bulunan) ortaminda ¢imlenme elde
edilmigtir. Elde edilen bitkiler seraya aktariimis ve morfolojik anormallikler
goriilmemistir. Ancak V. vinifera gesidi Pinot noir eksplantlarmdan somatik embriyo
elde edilememistir.

Stamp ve Meredith (1988 b)’in bagka bir aragtirmasinda V. vinifera gesidi
Cabernet Sauvignon’un serada ve in vitro’da yetistirilen; V. rupestris St. George (sin.
Rup. du Lot) ve PI 200692°nin ise yalnizca serada yetistirilen bitkilerinden alnan 5
mm’den kisa yapraklari NN ve MS temel ortaminda kiiltiire alindi1 zaman somatik
embriyolar elde edilmistir. Benzer sekilde, Cabernet Sauvignon, Cardinal, Grenache,
Sauvignon Blanc, Thompson Seedless ve White Riesling gibi V. vinifera gesitleri ile,
Rup. du Lot ve PI 200692 ve V. vinifera x rupestris “Ganzin No 1” in bagda ve
serada yetigtirilen bitkilerinden alnan geffaf, agik yesil renkli anterler de NN ve
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MS ortamlarinda somatik embriyolar olusturmugtur. Yapraklar yalmzca kati
ortamlarda ozellikle de, eksplantlar ortama batirildi1 zaman embriyojenik yeterlilik
gOstermistir. Anterler, kat1 ortam {izerinde ve ayrica sividan katiya aktarildiklarinda
somatikk embriyo olugturmuglardr. Bazi  bilylimeyi diizenleyici madde
kombinasyonlan hem yaprak ve hem de anter dokusundan veya ikisinden birinde
somatik embriyogenesisi uyarmugtir. Nitekim NN ortamma 1.0 mg/l NOA ve 0.2
mg/l BAP eklendiginde biitlin genotip eksplantlarmmn embriyojenik yeterliligi artmus,
ancak her zaman optimal bir tepki goriilmemistir. Embriyo olusumunu; genotip,
eksplant tipi ve kaynags, kiiltlir yontemi ve kiiltiir ortanm kompozisyonu etkilemigtir.
Embriyojenik doku parcalari, eksplantlardan somatik embriyogenesisi uyaran aym
formulasyonlu taze ortamda kiiltiire ahndig1 zaman embriyojenik dokunun gogalmasi
gergeklesmistir. Diizenli transferler ile, boyle dokularm embriyojenik yeterliligi bir
yildan fazla siireyle muhafaza edilebilmistir. Biyiimeyi diizenleyicilerin oldugu
veya olmadif1 ortam {izerinde somatik embriyolarm izolasyonu ve inkiibasyonu bitki
gelisimi ile sonuclanan apikal k6k ve siirgiin ekseninin biiylimesini tegvik etmigtir.
Bitkiler topraga kolayca transfer edilmis ve morfolojik olarak normal
goriinmiiglerdir.

Vilaplana ve Mullins (1989), V. vinifera gesitleri Thompson Seedlees ve
Gerenache ile V.vinifera x V.rupestris melezi Gloryvine 'm olgun, dinlenme
halindeki somatik embriyolarim 10uM BA igceren NN ortaminda kiiltlire aldiklarmda
hipokotil ve kotiledonlar iizerinden adventif gbzlerin olugtugunu belirlemislerdir.
Hipokotil tizerindeki g6zlerin siirmesiyle siirgiinler olugmus ve daha sonra da bunlar
tam birer bitkiye doniigmiislerdir. Somatik embriyolardan adventif g6z olugumunu
etkileyen diger faktdrlerin genotip, somatik embriyolarm dinlenme d6neminde
olmasi ve doku orjininin gelisme donemi oldugu belirlenmistir

Matsuta ve Hirabayashi (1989), makalelerinde yaprak dokusundan somatik
embriyolarin uyartim iizerine daha once yaptiklari ¢ahgmalarda; 5.0 veya 10.0 pM
2,4-D’nin aym miktarlarda BA ile yaptiklar1 kombinasyonlarm eklendigi bir ortamda
somatik embriyogenesisin etkili bir sekilde uyarildiim ancak, 2,4-D veya BA’dan
herhangi birinin veya birlikte eksiklikleri durumunda somatik embriyogenesis
olusumunun uyarilmadidm saptamuslardir. Ortama 2,4-D yerine NAA veya IAA

10
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(indolasetik asit) eklenmesi de bu olumsuz sonucu degistirmemistir. Aragtiricilar,
somatik embriyogenesis uyartimmin genotipe gore degistifini bildirmiglerdir. S6z
konusu embriyojenik kalluslar aym ortamda tekrar tekrar alt kiiltlire alindiklarinda
yiikksek embriyojenik aktivitelerini iki yildan daha fazla bir slire muhafaza etiklerini
belirlemiglerdir. Bu kalluslar hormonsuz ortama transfer edildiginde ise, cok sayida
embriyonun olugtugu gériilmiigtiir. Aragtiricilar gahismalarnda yaprak kalluslarimdan
somatik embriyo elde etme iizerine sitokinin uygulamasinin etkisini de incelemigler
ve sonu¢ olarak somatik embriyo olugumunun baglatiimasmda N-(2-chloro-4—
pyridyl)-N’-phenylurea (KT-30) ve N-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)-N’-phenylurea (TAG)
gibi iki sentetik sitokininin etkili oldugunu saptamuglardir.

Martirelli ve ark. (1991), Vitis rupestris’in yaprak ayasi ve yaprak saplarmm
eksplant olarak kullandiklar1 ¢ahgmalarmda bu eksplantlardan somatik embriyolar ve
bunlardan da ¢ok sayida bitkicikler elde etmiglerdir. Arastiricilar, embriyogenesisi
tesvik etmek ve embriyoyu olgunlastirmak igin en iyi protokolu belirlemek amaciyla
biiylimeyi diizenleyicilerin optimal kombinasyonlarim incelemiglerdir. Somatik
embriyo uyartim i¢in en uygun 2,4-D ve BA konsantrasyonlarmmn yaprak ayasi icin,
1/0.1 mg/l; yaprak sap: igin, 1/1 mg/l oldugunu saptamislardir. Eksplantlar kiiltiire
alndiktan 7 ay sonra yapraklarm %3 ve yaprak saplarmin %4’tinde beyaz
embriyojenik kalluslar ve globular embriyolar go6riilmiigtiir. Arasgtiricilar, her bir
somatik embriyodan normal geligen bitkicikler elde etmek igin bunlarin
soguklatilmaya gereksinim duyduklarim belirlemiglerdir. Kallustan-bitkicige kadar
olan farkh gelisgme safhalarim belirlemek ig¢in total proteinlerin iki boyutln
elektroforetik analizlerini yapmuglardir. Sonugta, farkh gelisme safhalan ile ilgili
protein yapilarinmn farkh olabilecegi bildirilmistir.

Coutos-Thevenot ve ark. (1992) cahgmalarinda 41 B (Vitis vinifera cv.
Chasselas x Vitis berlandieri) asma anacinm anter eksplantlarindan elde edilen
embriyojenik hiicre siispansiiyon kiiltiirinden olugan somatik embriyolarn,
icerisinde oksin bulunmayan modifiye edilmis sivi MS ortaminda (yarim giigte MS
tuzlari + 18 mg/l maltoz + 4.6 mg/l gliserol + 1g/l kazein hidrolizat, pH 5.8)
gelismenin  kalp safhasinda durdugunu belirlemiglerdir. Aragtiricilar, bunun
nedeninin muhtemelen engelleyicilerin  kiiltiir ortamma ge¢mis olmasmdan

11



2. ONCEKI CALISMALAR Serpil GOK TANGOLAR

kaynaklandigim1 diiglinmiiglerdir. Embriyolarin her giin taze ortama aktarimas:
esasma dayanan yeni Kkiiltlir kosullarmda tam embriyo gelisimini bagariyla
saglamiglardir.

Robacker (1993), Muscadinia ¢esidi (Vitis rotundifolia Michx.) Regale ve
Fry’in olgunlagmams yaprak ayasi ve yaprak sap1 eksplantlarinda kallus olugumunu
baslatmak i¢in bunlar1 9.0 uM 2.4-D ve 4.4 uM BA eklenmis kat1 NN ortaminda
kiltiire alomgtrr. Kallus olusumunu artirmak amaciyla, 5-7 hafta sonra olugan
kalluslar1 ve orijinal dokular1 10.7 pM NAA ve 0.9 pM BA igeren NN ortamma
aktarmmstir. Arastiric: elde ettifi embriyojenik kalluslari bilyiimeyi diizenleyicilerin
olmadit NN ortamma aktardifi zaman  globular embriyolarin olustugunu
gbrmiigtiir. Embriyolar1 biiylimeyi diizenleyicilerin olmadif: taze ortama aldiktan
sonra bunlarin olgunlagip ¢imlendifini belirlemigtir. Sonugta yaprak saplarinm,
yaprak ayalarmdan daha yikksek oranda somatik embriyo olusturdugunu tespit
etmigtir. Fry’mn yaprak saplarinin %50’si ve Regal’in %90°n1, benzer sirayla ayalarin
%14 ve %2’sinin embriyo olusturdugu kaydedilmistir. Cimlenmis somatik
embriyolar 1uM BA igeren NN ortamm iizerinde kiiltlire alindiginda siirgiin
biiyiimelerinin arttigy belirlenmigtir.

Martinelli ve ark. (1993), V. rupestris’in yaprak ve saplarindan elde edilen
kalluslar1 MS ortamina eklenen BA ve 2,4-D’nin (1 + 0.1 mg/l ve 1 + 1 mg/]) iki ayn1
kombinasyonunda kiiltiire aldiklar1 zaman sirastyla, %3.2 ve %4.2 oraninda somatik
embriyo olugtufunu saptamuglardir. Somatik embriyolardan, embriyojenik kallus,
embriyo alt kiiltiirleri ve ikincil somatik embriyolar, MS veya NN ortamlarma 1mg/l
IAA veya 0.1 mg/l IBA’in ikisinden birinin eklenmesiyle elde edilmistir. Dort
ayhk bir kiiltiirde, 1 mg/l BA ve 0.1 mg/l IBA eklenmig 250 mg/l kazein hidrolizat
iceren NN ortammna, iki hafta +4 °C ‘de soguklatildiktan sonra aktarlan embriyolarm
%13’iinde embriyo ¢imlenmesi meydana gelmigtir. Soguklatmanin olmadii  ve
ortamda yalmzca IBA bulundugu zaman 9 ay gibi uzun bir kiiltir siiresinde %351
gibi yiiksek bir ¢imlenme oram elde edilmistir.

Emershad ve Ramming (1994) arastirmalarinda stenospermokarpik
¢ekirdeksiz iiziimlerin oviillerinde bulunan olgunlagsmamug zigotik embriyolardan,
hormon bulunmayan sivi Emershad ve Ramming ortaminda kiiltiire aldiklarmdan iki
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ay sonra somatik embriyo olusumunun meydana geldigini belirlemiglerdir. Bu

somatik embriyolar izole edilip, 1yM BAP ve % 0.65 agar eklenmis Emershad ve

Ramming ortammna tranfer edildiklerinde ¢ogalmaya devam ettikleri goriilmiigtiir.
Somatik embriyolardan bitki olusumunun; genotipe, ortama, ortamin kati veya sivi
olmasina, embriyonun iginde bulundufu asamalara (torpedo, olgun) ve bunlarm
interaksiyonuna bagh oldugu belirlenmigtir. Optimal bitki gelisimi, 2 — 3.99 mm
uzunlugundaki somatik embriyolarm %1.5 sakkaroz + 1pM BAP + % 0.3 aktif
karbon ve % 0.65 agar iceren Woody Plant ortamma aktarilmasiyla meydana
gelmigtir.

Birgok aragtiricinin gesitli Vitis genotiplerinden somatik embriyo elde etmek
lizere yiiriittiikleri aragtrmalarda bitki rejenerasyonunun genellikle diisiik diizeyde
olugtugunu bildiren Mozsar ve Siile (1994), baglangi¢ kiiltiirlerinden itibaren bes
aydan daha kisa siirede V. riparia ¢esidi olan Gloire de Montpellier’in anterlerinden
somatik embriyogenesis yoluyla bitki olugturmak amaciyla oldukga hizh bir yontem
gelistirmiglerdir. S6z konusu y6ntemde kati bir ortamdaki kiiltiir asamalar1 arasinda
kisa bir siire i¢in siv1 ortamda tutmak suretiyle %60 gibi oldukga tatminkar bir
rejenerasyon oranina ulagilmgtir.

Reustle ve ark. (1994)’nin ¢ahsmalarmda Seyval Blanc gesidinin yaprak
disklerinden elde edilen embriyo ve embriyoidlerden yiiksek embriyojenik kapasiteli
protoplastlar izole edilmistir. Bunlar, 4 mg/l NOA ve 0.9 mg/l TDZ (thidiazuron)
eklenmiy NN ortaminda 4 hafta kiiltliire alindiktan sonra hormonsuz ortama
aktarildiklarmda mikro Kkalluslardan %38.5 oraninda somatik embriyo geligimi
saptanmugtir. 1 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/l BA veya NOA/TDZ eklenmis CPW ortaminda
uyartimdan sonra karsilastirldigmda sirasiyla %13.8 ve % 1.4 oraminda somatik
embriyolar olusmustur. Bu somatik embriyolarin %30’dan fazlasi ¢imlenmis ve
kiltiir tiiplerindeki Linsmaier ve Skoog ortamma transfer edildiklerinde yaklagik
yarist tam bitkicige doniismiigtiir.

Perl ve ark. (1995)’na gore, asmada genetik transformasyon sistemlerinin
gelistirilmesi i¢in, bir farklilagma asamasindan diger bir farkhlagsma asamasma
gecmede rejenerasyon protokolii ¢ok Onemlidir. Arastiicilar, V. vinifera’mn ticari
cekirdeksiz gesitlerinin anterlerinden somatik embriyogenesis yoluyla diploid
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bitkilerin olusumunu gergeklestirmislerdir. Yaptiklan incelemelere gore bu cegitlerin
embriyogenesisinin zor oldugu ve embriyojenik hiicre hatlarmin uzun siireli
muhafazast ile ilgili bir rapor yaymlanmadifim saptamuglardir. Anterleri 2,4-D ve
BA iceren MS ortamu lizerinde kiiltlire alindiklar1 zaman embriyojenik kallus, IASP
(indol-3-aspartik asit) ve NOA igeren MS ortamina transfer ettiklerinde embriyo
olusumu meydana geldigini ve bu ortamda uzun siire muhafaza edilebildigini
belirlemiglerdir. Tek bir embriyo, IASP ve 2,4-D iceren MS ortammna aktarildiginda
yeniden kallus olupumu meydana gelmis ve bu kallusun uzun siireli muhafazasinda
ABA (absizik asit) esas Onemli rolii oynamustir. Cimlenme ve bitkicik olusumunda
yilksek oranda anormal, camlagmus bitkiler g6zlenmistir. Morfolojik normal
bitkilerin elde edilmesi, anormal bitkilerin NAA ilave edilmis MS ortaminda
koklendirilmesiyle miimkiin olmustur.

Torregrosa ve ark. (1995), VRH 8715 — (V. vinifera (Ugni Blanc x Cabernet
Sauvignon) x V. rotundifolia gesidi Carlos), VRH 8773- (V. vinifera (Cabernet
Sauvignon x Alicante Bouschet) x M. rotundifolia gesidi NC 184-4) ve VH1-VRH
8773 x 140 Ru (V. berlandieri x V. rupestris)’nun bogum kiiltiirlerinden alnan
yaprak eksplantlari, 5 pM 2,4-D eklenmis MS ortaminda kiiltiiriin ilkk aymda kallus
olusturup, giiclii bir bilylime gdstermislerdir. Kallus olusumu kiiltiiriin ikinci aymnda
azalmmg ve fgiincii ayda ise durmugtur. Cok fazla embriyojenik olusumlar 6-10 hafta
sonra elde edilmistir. Embriyogenesis tigiincii ayda azalmig fakat embriyojenik kallus
ve embriyolar 6 ayhk bir periyotta goriinme ve ¢ogalmaya devam etmigtir. Aktif
olarak gogalan biitiin embriyojenik kalluslar, 5 uM IAA ve 1.1 pM BA eklenmis
ortama transfer edildifi zaman ¢ok yiiksek oranda bitki olugturmugtur. Bu ortam
tizerindeki, globular embriyolar segilerek 1.1 uM BA iceren ortama yerlestirildiginde
beyaz, iyi sekillenmis embriyolar gelismigtir. Embriyolar ¢imlenmeyi takiben,
hormonsuz ortam bulunan kiiltiir tiplerine aktarildiklarmda %95 oraminda normal
bitki olugturmuglardr.

Hamburg misketi tiziim gesidinin anter filamentlerini 1 mg/l 2,4-D ve 2mg/1
BA eklenmis B5 ortaminda kiiltiire alan Lu ve ark. (1996) 20 giin sonra %30
oranmnda bir uyartimla embriyojenik kallus olusturmugstur. Bu kalluslar 0.5 mg/l BA
bulunan ortama transfer edildikten 30 giin sonra somatik embriyolar meydana
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gelmistir. Bu embriyolar 0.3 mg/l BA ve 0.01 mg/l NAA igeren ortama aktanldiktan
30 giin sonra da bitkicikler elde edilmigtir.

Vallania ve ark. (1996), ii¢ {iziim gesidi ( Barbera, Dolcetto ve Nebbiolo) ve
ayrica Barbera gesidinin tetraploid bitkilerinden alman geng¢ yaprak diskleri ve
yaprak saplarm somatik embriyolar elde etmek igin in vitro’da kiiltiire almuslar.
Buna ek olarak 2n ve 4n olan Barbera’nm olgun tohumlarmm endospermlerini de
eksplant olarak kullanmiglar. Yaprak diskleri ve saplari in vitro’da yetigtirilen
bitkilerden kesilip almmugtir. Farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda NOA veya
24-D ve BA eklenmis MS ve NN temel besin ortamlan kullamlmmstrr. 14
stenospermokarpik gesitten tam giceklenmeden 45 giin sonra oviiller toplanmug farkh
konsantrasyonlarda  aktif karbon ve IAA, GAj; igeren NN ortamunda kiiltiire
almmgtrr. Kullanmlan tiim ortamlarda ve hormon konsantrasyonlarinda tiim
eksplantlardan kolayhkla kallus elde edilmistir. Kok olusumu, BA eklenmis NN ve
MS ortaminda gozlenmistir. Perlon, Superior Seedless, Imperatrice ve Carina gibi
stenospermokarpik bazi c¢esitlerin oviilleri test edilen iki ortamda da somatik
embriyo olugturmugtur. Embriyolar BA iceren NN ortamma transfer edilmigtir.
Ancak hormonsuz NN ortamina transfer olanlar bitkicik olusturmustur.

Faure ve ark. (1996 a), ¢alismalarinda 1 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BA igeren
NN ortammda Grenache Noir tzlim ¢esidinin anter eksplantlarm: kullanarak
embriyojenik kallus, anterin bag dokusundan (connective tissue) da somatik
embriyolar, elde etmislerdir. Proembriyolarm bu kalluslardan veya endotesyum
(polen kesesi ¢eperinin en diginda zayif gelismis bir epidermis tabakasi ve bunun da
altmda endotesyum denilen kuvvetli gelismis lifli tabakadir)’dan bir kallus sathas
olmadan meydana geldigini bildirmiglerdir. Her iki durumda da, proembriyolar tek,
bol nisasta igeren, farkhlagmmg hiicrelerden meydana geldigini ve proembriyolarmn
polaritesinin itk bolinmelerde suspensoriin erken gelismesiyle saptandigim
belirlemiglerdir.

Faure ve ark. (1996 b), Grenache Noir {iziim ¢egidinin anter kdltiiriinden
elde ettikleri somatik embriyolarm, zigotik embriyolarin torpedo safthasma benzer
histolojik bir yap1 g6sterdigini bildirmislerdir. Somatik embriyolarm, kok ve siirgiin
meristemlerinin erkenden gelisip farklhilagmasiyla bipolar yonler olusturdugunu ve
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hizh hiicresel farklilasma ile, tek kotiledonln veya g¢oklu kotiledonlarin olugmasiyla
zigotik embriyolardan farkh olduklarm saptamuglardir. Torpedo sathasmm sonunda
iri embriyo agamasmda somatik embriyolarm, kok biiylimesi, tanen biriktirme ve ilk
deriyi olugturan hiicrelerin olugmasi gibi bazi karakteristik ¢imlenme olaylan
gosterdikleri ve siirgiin ucunun organize olmaylp hizla kayboldugunu
belirlemiglerdir.

Mozsar ve Viczian (1996), asmada somatik embriyo olugumu iizerine
genotipin etkisini 5 V. vinifera ¢esidi (Chasselas vd.), V. amurensis clone No. 66, V.
riparia gesidi Gloire de Montpellier ile tiirleraras1 melez ana¢ G 28 (V. berlandieri x
V. riparia x V. vinifera) lizerinde incelemistir. Eksplant olarak anteri kullandiklar
cahsmalarmda 8 genotipin 6°sinda gesitli oranlarda somatik embriyo elde etmeyi
basarmuglardir. Embriyolar, aydinhk kogullara alinmadan once karanhk kosullarda,
hem kat1 hem de sv1 ortamda ¢imlendiriimis ve rejenerasyon oram %8-81 arasinda
degismistir. Somatik embriyogenesisin yeniden uyartimm igin torpedo ve erken
kotiledon agamasindaki somatik embriyolara iki bitki biiylime diizenleyicisi
uygulamast yapilmig ve sonugta somatik embriyo olugumunu tekrarlamada ve
embriyolarm ¢imlenmesini gergeklestirmede genotiplerin tepkilerinin  olduk¢a
degisken oldugu goriilmiigtiir.

Bensaad ve ark. (1996) arastrmalarinda V. vinifera L. gesitleri Regina ve
Reichensteiner’in anterlerinden kallus ve somatik embriyo elde etmek igin gigekleri
+ 4 °C’de 1, 2 veya 3 hafta sogukta tutma, sakkaroz, glikoz, maltoz, galaktoz ve
mannitol gibi farkh karbon kaynaklari kullanma ile %0.7 agar ve %0.25 gelrite gibi 2
farkh katilagtirict maddenin etkilerini belirlemeye ¢aligmmglardir. Regina ¢esidinde, 2
haftahk soguk uygulamasi 1 veya 3 haftahk soguk uygulamas ile karsilastirldiginda
eksplantlarm daha yiiksek oranda embriyojenik olmasm saglamug, embriyojenik
oram iyilestirmis ve ¢imlenen somatik embriyolarm sayisii arttirmugtir. En yiiksek
kallus olusumu sakkarozda ve bunu takiben sakkaroz + mannitol, glikoz ve maltozda
da gergeklesmistir. Mannitol ise kallus olusumunu saglamanugtir. Somatik embriyo
olusumu sakkaroz ve glikoz eklenmis ortamlarda meydana gelmistir. Reichensteiner
¢esidinde de karbon kaynadi olarak ortama eklenen sakkaroz ve glikoz, kallus
olusumu ve somatik embriyogenesisi onemli diizeyde etkilemigtir. Ancak kiiltiire
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alman embriyolarda embriyojenik oran ve embriyo g¢imlenmesi, glikoz bulunan
ortamda, sakkaroz bulunan ortamdan daha yiiksek bulunmustur. Reichensteiner
¢esidinde katilagtirict maddenin tipi, karanhk kosullardaki 4 hafta kiiltiire alma
stiresince kallus olusumu {izerine nemli bir etki yapmamgtir. Agar veya gelrite ile
katilagtirilan ortamda kiiltiire alinan anterler benzer bir embriyojenik oran ile somatik
embriyo Uretmislerdir. Bu denemelerin hepsinde normal ve anormal somatik
embriyolar elde edilmistir.

Perl ve ark. (1996 b) cahsmalarmda Vitis vinifera’nn ticari cekirdeksiz
gesitlerinin anterlerinden somatik embriyolar ve bunlardan da diploid bitkilerin elde
edildigini belirtmiglerdir. Anterler, 2,4-D ve BA eklenmis Chee ve Pool ortammda
kiltiire alindiklar1 zaman embriyojenik Kkallus olusturmuglardir. Elde edilen
embriyojenik kiiltiirler 2,4-D, NOA, IASP ve BAP eklenmis MS ortamma transfer
edilerek muhafaza edilmistir. Normal ¢imlenme ve bitki olugpumu NAA eklenmis MS
ortaminda koklendirmeyle bagarilmustir. Hygromycin’e dayamkh stabil transgenik
bitkiler, V. vinifera gesidi Red Globe’m embriyojenik hiicre hatlarinin genetik
degisikliine aracilik eden Agrobacterium vasitasiyla elde edilmigtir.

Zhu ve ark. (1997), V. vinifera cesidi Koshusanjaku’'nun yaprak
eksplantlarindan elde ettikleri embriyojenik  kalluslardan izole ettikleri
protoplastlardan yliksek oranda bitki rejenerasyonuna iligkin basit bir protokol
belirlemiglerdir. Somatik embriyo elde etmek i¢in protoplastlar gellan gum disc
yontemi ile basartyla ayrilmigtir. Bu ydntemde protoplastlar 1 x 10° protoplast / ml
yogunlukta, 2 mg/l NAA, 0.5 mg/l BA, 0.09 M sakkaroz ve 0.3 M glikoz igeren, 2 g/l
gellan gum ile katilagtrlmis NN ortamma gOmiilmistir. Kolonilerin
kahverengilesmeden biiytimeleri i¢in kiiltiir baglangicinda sivi stok kiiltiir ortamina
agirhk/hacim olarak % 0.3 oraninda aktif komiir eklemek gerektigi belirlenmistir. Bu
kiltir kosullarmda protoplastlar, kiltiirin 10. giiniinden sonra boliinmeye
baglamiglar ve kiiltlir baglangicindan 4 ay sonra torpedo sathasindaki embriyolara
doniigmiiglerdir. Torpedo sathasindaki embriyolar, 30 g sakkaroz igeren, 2 g/l gellan
gum ile katilastmilmmg ve biiylimeyi diizenleyici madde igermeyen NN ortamma
yerlestirildiklerinde normal sekilde ¢imlenmiglerdir. Rejenere olan bitkiler, seraya
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bagariyla transfer edilmis ve  bitkiler normal morfolojik gériintiilerini
sergilemiglerdir.

Popescu (1997), Frumoasa Alba (White beauty), Otilia, Valerien, Mission
ve Siegfried Rebe (FS,) {iziim ¢egidi anterlerini (mikrosporlarin tek gekirdekli oldugu
dénem) 4.9 pM 24-D ve 4.4 pM BA cklenmis MS ve NN ortaminda kiiltiire
almigtir. Bu ortamlarda olugan ilk kalluslarm biiylimesi ve bitki rejenerasyonu igin
bunlar 6.6 uM BA ve 1.1 yM IAA igeren MS ortamna alt kiiltiire alimmugtir. 7 ay
sonra Frumoasa Alba’dan (%2.7), Otilia’dan (%0.3) ve Valerien’den (%4.5) vejetatif
gbzler elde edilmistir. Mission’dan embriyojenik kalluslar ve Siegfried Rebe’den
bitki rejenerasyonu gerceklesmistir. Mission ¢esidi anterlerinden elde edilen
embriyojenik kalluslarm diizenli transferi ve secimi ile 4 yil gibi bir siire
embriyogenesis muhafaza edilmistir. Embriyojenik kalluslarin normal olmayan
somatik embriyolar olusturabildigi belirlenmigtir (1, 2 veya 3 kotiledonlu, veya
kotiledonlar1 kaybolmus kupa veya boru seklinde). Embriyojenik olay ile birlikte
organogenesisin (g6z, yaprak ve siirgiin farkhlagmasi) de diizenli olarak meydana
geldifi saptanmgtir.

Regner ve ark. (1997), Griiner Veltliner, Rheinriesling, Blaufrankisch,
Zweigelt ve Rosler gesitlerinden eksplant olarak aldiklan anter, yumurtalik ve biitiin
gicekleri kullanarak in vitro’da somatik embriyo elde etmeye ¢ahsmglardir. Yalmzea
zigotik olmayan dokulardan, embriyojenik hiicreler meydana gelmistir. En fazla
tepki gosteren (aktif olan) dokular yumurtahgm dis kismu ve anterin filament ve
birlesme kisimlar1 olmugtur. Embriyojenik hiicreler LSN ortammda kiiltiire
alindiginda olgun somatik embriyolar elde edilmis ve somatik embriyolar burada
kék ve siirglin olusturmuglardir. Elde edilen bitkicikler basariyla serada dis kosullara
ahgtirilmgtir.

Nakano ve ark. (1997), 23 asma genotipinin (Vitis spp.) embriyojenik
kiiltiirlerini elde etmek amaciyla farkh doku eksplantlarrm kullanmuglardir.
Eksplantlar baglangicta 2 ay boyunca kallus uyartim ortaminda (C ortami) kiiltiire
ahnmmgtir. Eksplantlardan elde edilen kalluslar dabha sonra embriyo uyartimi igin
1uM 2,4-D iceren ortama (E ortamu) transfer edilmistir. Transferden 4-6 ay sonra
embriyojenik kalluslar veya somatik embriyolar uyarimstir. V. vinifera gesidi
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Koshusanjaku’nin yaprak eksplantlarmdan somatik embriyo uyartim i¢in en uygun
ortammn 10pM 2,4,5-T ile 10pM CPPU (N-(2-chloro-4-pyridyl)-N’-phenylurea)
veya TDZ kombinasyonunu igeren C ortamu oldugu belirlenmistir. Somatik embriyo
olusumu, olgunlasmamis yumurtalik eksplantinda yaprak ve anter ekspantindan g¢ok
daha etkili olarak tegvik edilmistir. Incelenen 23 gesit arasmdan, ikincil embriyo
olusumu yoluyla embriyojenik kallus veya somatik embriyo gogalmasi V. vinifera
gesitleri Sekirei, Rosario Bianco, Semillon ve Merlot ve V. labruscana ¢esidi
Delaware’yi kapsayan 10 gesitte saptanmugtir. Bu embriyojenik kiiltiirler, taze E
ortaminda alt kiiltlire alindiklarmda 20 aydan fazla bir siire, yiiksek rejenerasyon
kapasitelerini kaybetmeden muhafaza edilebilmigtir.

Trautmann ve Burger (1997), caligmalarinda mevcut sofralk {izim
gesitlerinin gelistirilmesini ve yenilerinin 1slah edilmesini amaglayan transformasyon
ve seleksiyon tekniklerinde kullanilabilecek somatik embriyogenesis teknigini
yerlestirmeyi amaglamiglardir. Caligmada Muscat Seedless x Centennial Seedless
melezi gegci bir gesit ile Sultanina ve Muscat Seedless’m somatik embriyolarmmn
uyartilmas: ve daha sonra gelistirilmesi i¢in uygun bir protokol gelistirilmistir. Ir
vitro da kiiltiire alinan olgulasmamus yapraklar baglangic ortammnda biiyiitiilmiis ve
kallus kiiltiirleri geligtirilmistir. 5 ay sonra proembriyojenik yigmlar goriinmiigtiir,
Bunlar gelisme ortamnda 30 giin tutulduktan sonra farkh gelisme devrelerinde
embriyolar saptanmustir. Sultanina’nin embriyo ¢imlenmesi ve gelismesini +4 °C de
5 giin sofuk uygulamas: iyilestirmigtir. Bouquet ortamu +4 °C de 5 giin sofuk
uygulamas: ile kombine edildiginde %50 den fazla oranda ¢imlenme elde edilmesini
saglanustir. Bu ortamm MS’den daba fazla amino asit ve daha az geker icermesi daha
iyl gimlenmenin olmasma neden olmustur.

Salunkhe ve ark. (1997), 1pM BAP eklenmis Emershad ve Ramming
ortaminda V. vinifera cesitleri olan Thompson Seedless, Sonaka ve Tas-e-Ganesh'in
siilik eksplantlarmdan olusturulan kalluslardan somatik embriyolar elde etmistir.
Kalluslarm aym ortamda 3. ve 4. alt kiiltiiriinde diigiik oranda siirglin olusumu
saptanmugtir. Olusan siirgiinler 1uM IAA igeren sv1 koklendirme ortaminda tam
bitkiciklere déntigmiistiir. Uziimde somatik embriyogenesis igin siiliiklerin de bir
eksplant olarak kullamlabilecegi bu ¢cahismada gosterilmigtir.
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Salunkhe ve ark. (1999), bagka bir ¢ahsmalarmda Vitis latifolia L.’nin
anterlerinin, 20 UM 2,4-D ve 9 yM BAP eklenmis NN ortaminda kiiltlire alindiktan
4-6 hafta sonra kallus olugturdugunu saptamuslardir. Kalluslar, 10 yM NAA ve 9 uM
BAP igeren NN ortaminda alt kiiltiire alindiktan alt1 hafta sonra somatik embriyolar
olusturmugtur. Somatik embriyolar hormonsuz NN ortaminda 6-8 hafta tutulduktan
sonra bitkiciklere doniigmiislerdir. Bir gram kallusda 400°den fazla somatik embriyo
olusmus ve bunlarm %13.7 si bitkiciklere doniigmiis ve ardindan topraga
aktarilmigtir. Rejenere olan bitkilerin hiicrelerinin karigik ploidi diizeyine sahip
oldugu bulunmustur.

Thompson Seeddless ¢esidinin yapraklarmdan ve Chardonnay ¢esidinin anter
ve yumurtahk eksplantlarmdan embriyojenik kiiltiirler ve bunlardan da somatik
embriyolar elde eden Jayasankar ve ark. (1999) farkh devrelerde bulunan yaklagik
1 g gelen somatik embriyolar: hiicre siispansiyon kiiltiiriine almigtir. Chardonnay
cesidinde tam gelismis somatik embriyolar, 2,4-D igermeyen ortamda alt kiiltiire
alman proembriyojenik yigmlardan elde edilmigtir. Ancak, Thompson Seedless
¢esidinin siispansiyon kiiltiiriinde somatik embriyo geligimi kalp safhasindan ileriye
gidememistir. 2,4-D bulunmayan sivi ortama 960 pm den az proembriyojenik yigm
inokiilasyonu ile yiiksek oranda aym gelisme safhasma sahip somatik embriyolar
elde edilmistir. 2,4-D icermeyen yar1 kat1 ortamda her iki gegidin proembriyojenik
kitlelerinden olusan siispansiyonlardan ¢ok sayida somatik embriyolar
olugturulmugtur. % 3 sakkaroz iceren temel MS ortaminda somatik embriyolar
olgunlagmis ve bitkiye d6nitigmiiglerdir. Kullanilan bu metotla somatik embriyolarin
% 60’mndan fazlasi bitkiye doniigmiistiir. Rejenere olan bitkilerin % 90’dan fazlasi
basariyla seraya transfer edilmigtir.

Martinelli ve ark. (2001), V. vinifera cesitleri Chardonnay ve Brachetto’nun
olgunlagsmarmus anter ve yumurtahklarmdan somatik embriyogenesis uyartmm, bitki
elde edilmesi ve embriyojenik kiiltiirlerin mubafazas: i¢in uygulanabilir bir metot
geligtirmigtir. Embriyojenik uyartim oram Chardonnay ve Brachetto g.I'nin
anterlerinde sirastyla %2 ve %17; her iki ¢esidin yumurtaliklarinda ise %14 oraninda
olmugtur. Her iki genotipin embriyojenik kiiltiirleri baglangigtaki uyartimdan itibaren
3.5 wil stireyle cogaltilmg ve hala morfojenik olduklari tespit edilmigtir.
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Embriyolarm bitkiciklere doniigmesi igin kullamlan iki ortamda (hormon
bulunmayan NN ve 4.4 yM BA + 0.5 yM IBA + NN) da 100 giinliik kiiltiir siiresinde
Chardonnay’de sirasiyla %37 ve %15 ve Brachetto g.l.’da sirastyla %30 ve %29

olarak gergeklesmistir.
2.2. Organogenesis

Asmada yapilan organogenesis ¢aliymalarmda farkh eksplantlar kullanilmg
ve bunlardan bazilarinda bagarih sonuglar elde edilmistir. Ekonomik olarak &nemli
sofralik, saraphk, kurutmahk ve Amerikan asma anaci gesitlerinden bazlarinda
onceden belirlenen metotlar kullamlougtir. Ancak yiiksek oranda bir rejenerasyon
gelistirmek igin degigik cesitlerde eksplant tipi, farkh uygulamalar ve ortamlar ile
bliylimeyi diizenleyicilerin etkisi aragtmlmakta boylece bir ¢ok genotipe
uygulanabilir ve gen transferine uygun metotlar gelistirilmeye c¢ahsilimaktadir. Bu
caligmalardan bazilar: agagida verilmigtir.

Rajasekaran ve Mullins (1981), bazx asma genotiplerinin bogum arasi
eksplantlarmi kullanarak organogenesis yolu ile bitki elde etmeye c¢ahsmmglardir.
Kullamlan ortam ve genotiplerin biylikk bir kisminda adventif kdk olugumu
gergeklesmigtir. Adventif g6z olugumu, 1 pM BA ve 5 uM 2,4-D; 1 uM BA ve 5 uyM
NOA; 1uM BA + 5 uM 2,4-D + 5 uM NOA igeren sivi NN ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarda meydana gelmistir. G6z olugumu yalmzca M. rotundifolia, Gloryvine
(V. vinifera L. x V. rupestris Scheele) ve V. vinifera x Gloryvine, (Grenache x
Cabernet Sauvignon) x Gloryvine ve (Sumoll x Cabernet Sauvignon) x Gloryvine’m
¢ogiirlerinden elde edilen kiiltiirlerde meydana gelmigtir. V. vinifera gesitleri ve
klonal Gloryvine’m olgun asmalarinin geliklerinden olugan siirglinlerden almnan
eksplantlarda g6z olusumu meydana gelmemistir. Arastrmada ayrica, ana bitki ve
genotipin olgunlugu, ecksplant orjini ve ortam kompozisyonunun etkileri
aragtimlmgtir.

Cheng ve Reisch (1990)’in aragtirmalarinda koltuk siirgiinlerinden alman
stirgfin uclari, 4 ptM BA eklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmmgtir. Burada olugan
yaprak ve saplar in vitroda kiiltiire ahndifinda yaprak sap1 eksplantlarmm %701 ve
yapraklarin %15’inden fazlasmdan stirgiinler elde edilmigtir. Rejenerasyon 5-10 uM
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BA ve 0.1 — 0.5 uM IBA iceren ortamiarda gergeklesmistir. Rejenerasyon igin
karanhkta inkiibasyona ihtiyag duyulmus ve kiiltiirler karanhkta 2, 4 ve 8 hafta
tutuldugunda sirastyla %2.5, %15 ve %20 oranmda siirgiin elde edilmistir. BA’nin
2,4-D veya NAA ile kombinasyonlarinda yaprak eksplantlarmdan siirgiin olugumu
engellenmigtir. Yaprak saplarindan ve yapraklardan rejenerasyon her zaman basipetal
taraftan olmustur.

Stamp ve ark. (1990 a) ¢aligmalarinda 2 mg/l BA iceren kat: NN ortarmnda
kiiltiire alman V. vinifera gesitleri French Colombard ve Thompson Seedless’in
bogum kiiltiirlerinden elde edilen siirgiinlerden ahinan yaprak ayas1 dokularmdan ve
yaprak kimindan (petioler stub) 3 hafta iginde adventif siirgiinler gelistiSini
bildirmistir. 1-8 mm uzunluktaki en geng yapraklar kullamldiginda eksplantlarin
%90°1 siirgiin olugturmus, eksplant olarak 6. yaprak kullamidifinda bagart %16
olmustur. Kiltiiriin ilk 3 haftas1 icinde yaprak ayasmdan, yaprak kinmnmn ¢ikariimast
slirgiin lirctimini azaltnugtir. Taze ortama aktarilmadan bekletilen bogum
kiiltiirlerinden alman en geng yapraklarda rejenerasyon oram %43 den %20°ye
diigmiigtiir. Diizenli olarak alt kiiltiire alman bogum kiitiirlerinde, transfer sayisi
sonraki rejenerasyonu etkilememigstir. Siirgiin ucu kiiltiirlerinden elde edilmig
siirgfinlerden alinan yapraklar, bogum kiiltiiriinden elde edilen siirgiinlerden alman
yapraklardan ¢ok daha fazla etkili olmugtur. Siirgiin olusturma oram, ikiye bSHinmiig
yapraklarda (%70) bolinmemis tam yapraklardan (%43) daha yiiksek bulunmugtur.
Stirgiin olugsumu, rejenere olan dokularm izole edilerek taze rejencrasyon ortamina
alt kiiltiire ahnmasiyla tegvik edilmigtir. Yaprak kmmnm kesilip ¢ikariimasi ile yaprak
ayasmda olugan yara yeri silirglin olusumunu uyarmustir. Siirglinler 1 mg/l IAA
iceren MS ortammda yiiksek oranda koklenmigler ve morfolojik olarak normal
bitkiler olusturmuglardir.

Stamp ve ark. (1990 b), V. vinifera gesitleri Cabernet Sauvignon, Frenc
Colombard, Grenache, Thomspon Seedless ve White Riesling, V. rupestris gesidi St
George ve V. vinifera x V.rupestris gesidi Ganzin 1’in in vitroda biyiyen
yapraklarindan adventif siirgiinler geligtigini bildirmiglerdir. 15 mm’den daba kiigiik
yaprak eksplantlari bogum kiiltiirlerinden kesilip ¢ikariioug ve 0, 1, 2, veya 4 mg/l
BA igeren MS veya NN temel rejenerasyon ortamunda kiiltlire ahnmgtir. Yaprak

22



2. ONCEKI CALISMALAR Serpil GOK TANGOLAR

kmmdan ve nadiren de yaralanmmg yaprak ayas: dokusundan 4 hafta iginde adventif
stirgiinler gelismistir. Siirgiin olugsumu yalnizca BA igeren ortamlarda ve 2 mg /1 BA
iceren ortam ilizerinde 1 veya 4 mg/l icerenden daha yliksek oranda meydana
gelmistir.  Yaprak eksplantlarmdan 2 mg/l BA igeren ortamda, Cabemet
Sauvignon’dan %47, French Colombard’dan %67, Thompson Seedlees’dan %60 ve
White Riesling’den %42 gibi yiiksek oranda, Grenache ve St George’dan %14 ve
Ganzin 1’den %29 gibi diger genotiplerden biraz diisilkk oranda adventif siirgiin
olmustur. Kat: kiiltiir ortam, sivi ortamdan daha iyi sonu¢ vermis ve kati ortama
transfer sikhii rejenerasyon orammm etkilememigtir.

Rejenere olan siirgiinlerin biiylimesi, taze rejenerasyon ortamna transferle
tegvik edilmigtir. Eksplantlarm %80°den fazlasi baglangigta adventif go6zler
olusturmus ve daha sonra da siirgiin biiylimesi gostermigtir. Her bir eksplanttan
ortalama 6 dan fazla siirgiin meydana gelmigtir. Stirgiinler kolaylikia koklendirilmig
ve bu bitkiler morfolojik olarak, ana bitkiye benzemistir.

Clog ve ark. (1990) arastirmalarinda bazi asma genotiplerinin (Kober 5 BB,
41 B, LN 33 ve 1613 C anaglan ile Pinot noir ve Chardonnay {izlim gesitleri) yaprak
dokularindan organogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu igcin bir yOntem
belirlemiglerdir. In vitro kosullarda yetistirilen bitkiciklerden veya biiylime kabininde
yetigtirilen olgun bitkilerden alnan yapraklar bir bistiirli ile yaralanmig ve BA’nn
farkli konsantrasyonlarmm (0, 2.21, 4.43, 6.65, 8.87 ve 13.29 uM BA) igeren
degistirilmis stvi MS ortanunda kiiltlire almmugtir. Sonugta slirgiin olusumu i¢in
BA’nin varhgma mutlaka ihtiyag duyuldugu belirlenmistir. Kullamlan genotiplerde
rejenerasyon kapasitesi farkh olmugtur. En yiiksek organogenik kalluslar 5 BB’den
%38.6 oraninda elde edilmis ve bunlarm yalmzca %30’unda adventif géz olugumu
meydana gelmigtic. V. vinifera cesitlerinden Pinot noir ve Chardonnay’den
rejenerasyon saglanamamugtir. Eksplant kaynagmmn yag, kiiltiir ortamunmn bilegimi
ve kiiltlir sicakhfinm rejenerasyon igin en Onemli parametreler oldugu tespit
edilmigtir.

Cersosimo ve ark. (1990)’nm bildirdigine gére Rupestris du Lot ve V.
berlandieri x V. rupestris melezi olan Px’in kiiltiire alinan anterlerinden olugan
kalluslardan embriyogenesis ve organogenesis yoluyla tam bitkiler elde edilmigtir.
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Yapilan dokusal incelemelerde bitkilerin diploid ve somatik bir orjinden geldigi
belirlenmistir. Glucose phosphate isomerase (GPI) ve phospo gluco mutase (PGM)
kullanilarak yapilan izozim analizleri sonucunda somatik bitkilerin, arazide
yetigtirilen ana bitkilerle genetik bir benzerlik iginde oldugu saptanmustrr.

Colby ve ark. (1992), French Colombard ¢esidinin in vitro’da kiiltiire aliman
yaprak saplarindan direkt siirglin olusumunun anatomisini 151k mikroskobu ile
incelemistir. Rejenere olan yaprak sapi pargalar1 2 veya 3 gilin arayla uzunluguna
kesilmis ve fikse edilmistir. Rejenerasyon ortaminda 3 giinliik iken, yeni hiicre
bolinmeleri belirlenmigtir. 6 giin sonra meristematik aktivitenin 3 farkh bdlgesi
yaprak sap1 par¢asmn genisleyen kismunda, yaraya tepki, organogenik ve vaskiiler
bolgelerde goriinmiigtiir. Organogenik bdlgede, vakollin diginda kortikal hiicrelerin
hizh dig bolinmeleri ile nodiiler ¢ikntilar olusmugtur. Bunlarm ¢ogunda vaskiiler
bag ve kenar meristemleri gelismis ve adventif yapraklar olugmustur. Pro
meristemler, kiigiik, yogun hiicreler ve farkh bir tunika tabakasi da organogenik
boélgede epidermal ve altepidermal hiicre tabakasinda hiicre boliinmesiyle meydana
gelmistir. Yaprak primordia’smmn ve vaskiiler dokularin olusumu ile birgok
promeristemler adventif siirgiin meristemlerine doniigmiistiir. Adventif yaprak ve
promeristemler 10. dan 33. giine kadar siirekli olugsmustur. Adventif yaprak ve
slirgiin meristemleri, orjinal eksplantmn iletim demetleri ile vaskiiler baglantilar
geligtirmigtir.

Martinelli ve ark. (1996), caligmalarmda V. vinifera (Barbera, Cabernet
Franc, Cabernet Sauvignon, Canner Seedless Bianco, Chardonnay, Enantio, Moscato
Bianco, Riesling, Sultana Moscato Bianco ve Sultanina Rouge), V. vinifera silvestris
G, V. amurensis R., V. armata D. ve G., V. riparia M., V. simpsonii M., 110 R ve
Schwarzmann anaglar1 ile tiirlerarasi melez c¢esit Staufer’n rejenerasyon
potansiyellerini incelemislerdir. Cahsmalarinda kullandiklan genotiplerden  in
vitro’da 2 mg/l BA bulunan NN ortaminda bogum kiiltiirii yoluyla siirglin elde
etmisler ve bu siirgiinlerden aldiklar1 yapraklar1 2.25 mg/l BA ve 0.03 mg/l NAA
bulunan % MS ortaminda kiiltlire almiglardir. Rejenerasyon geng yapraklardan direkt
organogenesis yoluyla tesvik edilmigtir. Morfojenik potansiyel {izerine genotipin
etkili oldugu belirlenmigtir. Test edilen 18 genotipde rejenerasyon oram genotiplere
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gbre degismis ve bitki olusumu farkh siirelerde meydana gelmistir. Enantio ve
Cabernet Sauvignon’da siirgiin rejenerasyonu zor iken; Sultana Moscato, Riesling,
Chardonnay ve Cabernet Franc’dan kabul edilebilir yeterlilikte rejenerasyon oram
elde edilmigtir. Kullanilan rejenerasyon sisteminde en iyi sonucu V. armata
vermistir.

Biiylikdemirci (1997), cahgmasinda in vitro’da kiiltiire aldig1 Valiant,
Chancellor ve St. Croix gesitlerinin yapraklarmdan direkt siirgiin olusumu ve bitki
elde edilmesi lizerine ortam, sakkaroz, oksin ve sitokinin tipi ve konsantrasyonlarmm
etkili oldugunu belirlemistir. In vitro’dan elde edilen yapraklarin iist yiizeyi ortama
degecek sekilde yerlestirildiginde yaprak kim ve/veya yaralannmg damarlardan direkt
rejenerasyon meydana gelmigtir. Cogunlukla NN ortasm MS ortamindan daha yliksek
rejenerasyon yiizdesi olusturmustur. Sakkaroz konsantrasyonu %1°den %3’e
arttirldiginda  yapraklar kahverengilegsmis ve yapraklardan daha diigik bir
rejenerasyon meydana geldii goriilmiigtiir. En iyi sonucu Valiant gesidi vermis ve
bunu Chancellor ve St. Croix ¢esidi takip etmistir. En yiiksek rejenerasyon yiizdesi 1
mg/l BA veya 0.2 mg/l TDZ cklenmis ve %1 seker bulunan NN ortaminda Valiant
cesidinin yapraklarmdan %91.7 oraninda elde edilmistir. 2,4-D bulunan MS veya NN
ortamlarmdan her hangi birinden rejenerasyon saglanamanmustir.

Bes fiziim g¢egidi (Ata sarisi, Cavug, Kalecik karasi, Sultani Cekirdeksiz ve
Yapincak) ile 2 asma anacna (Kober 5 BB (V. berlandieri x V. riparia) ve 41 B
(Chasselas x V. berlandieri)) ait yaprak eksplantlarindan organogenesis yoluyla
adventif siirgiin elde etme {lizerine bir aragtirma yapan Baydar (2000), rejenerasyon
{izerine genotip, eksplant kaynag1 ve besin ortammm etkilerini incelemigtir. Eksplant
kaynag1 olarak kullamlan yaprak sap1 ile yaprak ayalarn in vitro da yetigtirilen
stirgiinlerden izole edilmigtir. Arastiricy, yaprak saplarm, 1, 2, 3 mg/l BAP, 2 mg/l
BAP + 1 mg/l NAA bulunan MS ve NN besinn ortamlarinda kiiltiire almugtir.
Aragtirma sonunda, adventif siirgiin olusumu i¢in en uygun besin ortammin, Kalecik
karasi, Cavusg, Sultani Cekirdeksiz ve Kober 5 BB i¢in 2 mg/l BAP katkih MS besin
ortamn oldugunu tespit edilmigtir. Bu besin ortaminda kiiltiire alinan Kalecik karasi,
Cavus, Sultani Cekirdeksiz ve Kober 5 BB’ye ait yaprak saplarmin %34.7 —56.0’si;
yaprak ayalarmin da %18.7 - 22.7°si adventif silirglin olugturmustur.
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Yapincak, Ata saris1 ve 41 B igin ise 2 mg/l BAP katkih NN ortammnin en uygun
besin ortamu oldugunun belirlendi8i arastirmada, bu genotiplere ait yaprak saplarmin
%16.0 — 34.7’sinin, yaprak ayalarimn da %8.0 — 14.7°sinin adventif stirgiin
olugturduklar1 saptanmustir. Arastrmada ayrica adventif slirglin  olugturma
yetenekleri bakimindan genotipler arasinda farkhliklarm bulundugu da belirlenmigtir.
Yaprak saplarindan adventif siirgiin olusumu, Kalecik karasi (%34) ve Sultani
Cekirdeksiz’de en fazla (%32.7); Kober 5 BB (%23), Cavus (%21.5) ve Yapincak
(%21.2)’ta orta derecede; Ata sarist (%18) ve 41 B (%8.5)’de ise en diigiik oranda
elde edilmistir.

Youngju ve ark. (2001) c¢ahsmalarinda V. labrusca x V. vinifera melezi olan
Kyoho iiziim ¢egidinin yaprak eksplantlarindan oganogenesis yoluyla bitki
rejenerasyonunu saglamak i¢in ortam bilesimini ve kiiltlir kosullarm iyilestirmeye
cahigmuglardwr.  Aragtmicilar, in vitro’da kiiltire aldiklann yaprak pargalarmdan
adventif siirgiin olugsumunun, temel ortam, bitki biiylime diizenleyicileri ve ik gibi
faktérlerden etkilendigini belirlemiglerdir. Siirgiin rejenerasyon ortaminda, kiiltiiriin
ilk 7 gliniinde eksplantm yaprak km kabarmmg ve kallus olugmugtur. 14 giin sonra
yaprak kim lizerinde adventif yapilar g6zlenmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu
2 mg/l BA ve 0.01 mg/l IBA ile saptanmmgtir. Modifiye edilmis MS ortamlan
iizerinde, adventif siirglinler etkili olarak rejenere edilmistir. Test edilen
katilagtinicilardan agar, agarose ve phytogelden daha fazla siirglin rejenerasyonu
saglanmgtir. Kiiltiirin  baglangic asamasmda, eksplantlarm 3-4 hafta karanlikta
inkiibe edilmesi siirglin rejenerasyonunda etkili olmugtur. En iyi siirgiin
rejenerasyonu 2 mg/l BA, 0.01 mg/l IBA ve 8 g/l agar eklenmig 1/2 TMS ortaminda
3 hafta karanhkta inkiibasyonu takiben elde edilmistir. Bu durumda rejenerasyon
oram % 80’c ulagmugtw. Rejenere edilen siirgiinler 0.1 mg/l JAA eklenmis MS
ortaminda bagariyla kéklendirilmigtir.

Onceki gahgmalar1 toplu halde genel olarak inceledigimizde, cahismalarda en
iyi rejenerasyon protokoliinii belirlemek igin arastiricilar farklh asma genotipini,
eksplantlari, ortamlari, biiylimeyi diizenleyicilerin tiiriinli ve konsantrasyonlarmm,
kiiltiir kogullarim belirlemeye galigmiglardir.
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Asmada bagarih embriyogenesise iligkin ¢cahgmalarda, eksplant olarak; anter,
déllenmemis oviil, yumurtahk, zigotik embriyo, olgunlagmamis ve olgun yaprak,
yaprak sap1, bogum aralar1 ve siiliik kullamlmistr.

Anterlerle yapilan aragtirmalarda; sofuk uygulamasi, farkh karbonhidrat
kaynaklan ve katilagtirma maddesi gibi somatik embriyojenesisi etkileyen birkag
faktér bulunmugtur. Asmada, anterleri kiiltiire almadan 6nce gigekleri soguklatmanin,
embriyojenik anterlerin oraninda bir artmaya neden oldugu bildirilmis (Rajasekaran
ve Mullins, 1979) ve anterlere sofuk uygulamasmin kullanmm tizerindeki
aragtirmalarin cofunda 3 giin (Rajasekaran ve Mullins, 1979 ve 1983; Mauro ve
ark., 1986, Gray ve Mortensen, 1987 ve Perl ve ark., 1995) veya nadiren de 4 giin
on sogutma Snerilmistir. Ote yandan, baz aragtmcilar da soguk uygulamasma gerek
olmadigim bildirmiglerdir (Hirabayashi ve ark., 1976; Stamp ve Meredith 1988 a;
Mozsar ve Siile, 1994).

Somatik embriyogenesis gahigmalarinda anter rengi ve biiyiikliigii iizerinde de
durulmus ve sar1 anter rengi (Stamp ve Meredith, 1988 a) veya 0.5-0.7 mm anter
uzunlugu (Mauro ve ark, 1986) embriyojenik yeterlifin en Snemli belirtisi olarak
nitelenmigtir.

Diger taraftan baz aragtiricilar, tam ¢igeklenmeden 5-15 giin 6nce ahnan 0.5-
1.0 mm uzunlugundaki anterlerin bagarih oldugunu saptamuglardir (Perl ve
ark.,1995, 1996 b).

Yaprak eksplantlar: 1.5-5 mm (Stamp ve Meredith, 1988 b; Baydar, 2000;
Matsuta, 1989), yaprak sap:t 15 mm veya (Robacker, 1993), 2-3 mm (Baydar,
2000), siilik 1 cm uzunlugunda (Salunke ve ark., 1997), zigotik embriyo ise 0.5-
1.5 mm (Stamp ve Meredith 1988 a) biiyiikliigtinde kullanitmmgtur.

Aragtirmalarda genellikle MS (Murashige ve Skoog, 1962), NN (Nitsch ve
Nitsch, 1969), B5 (Gamborg ve ark., 1968) ve CP (Chee ve Pool, 1987)
ortamlarmn kullamldig1 saptanmugtir. Ancak, kiiltiirtin farkh agamalarinda kullamlan
bliylimeyi diizenleyici maddeler ve konsantrasyonlar1 degismektedir. Embriyojenik
kallus uyartim agamasmda genellikle 2,4-D’nin 1.1, 2.0 mg/l , BA’m 0.2, 1.0 mg/l
konsantrasyonlar1 (Maure ve ark., 1986; Cersosimo ve ark., 1990; Mozsar ve
Siile, 1994; Perl ve ark., 1995,1996 b) kullanilirken; diger asamalarda 2,4-D, BA,
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NOA, IASP, ABA, NAA gibi biiylimeyi diizenleyicilerin farkh konsantrasyonlarmin
(Mauro ve ark., 1986; Cersosimo ve ark., 1990; Mozsar ve Siile, 1994; Perl ve
ark., 1995,1996 b) tercih edildigi goriilmektedir.

Seker, bitki doku kiiltiirlerinde ¢ok yaygm olarak kullanilan bir
karbonhidrattir. Uziimiin de dahil oldugu birgok bitki tiiriinde (Stamp ve Meredith,
1988b; Emershad ve Ramming, 1994) embriyojenik kallus’un olugsumu igin ana
karbonhidrat kaynag1 olarak %1 den (Mazsar ve Sule, 1994) %6’ ya kadar degisen
(Emershad ve Ramming, 1994; Perl ve ark., 1995) cesitli konsantrasyonlarda
sakkaroz kullamlmustir. Agar ise bitki doku kiiltiirli ¢ahgmalarinda yaygin olarak
kullanilan bir katilagtirict maddedir. Uziimde somatik embriyogenesisin olusumu ile
ilgili gahigmalarm gogunda agar katilagtirict madde olarak %0.65 ile %0.8 arasinda
degigen konsantrasyonlarda kullamlmistir (Mozsar ve Sule, 1994; Robacker, 1993;
Bensaad ve ark., 1996). Nadir olarak da %0.25 veya %0.3 oraminda Gelrite’e yer
verilmigtir (Perl ve ark., 1995; Bensaad ve ark., 1996).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu aragtirma, 1998 — 2001 yillarmda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Bolimii Aragtrma ve Uygulama Bagindan alman bitkisel
materyallerle aym boliimiin Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiiriitiilmiigtiir.

3.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Yalova Incisi iiziim gesidi (V. vinifera L.)
ve 41 B M.G. (ChasselasxBerlandieri) Amerikan asma anacinin Boliim Aragtirma
Baginda yetistirilen bitkilerinden ve in vitro da yetistirilen bitkiciklerden alnan
eksplantlar kullamlmustir. Denemede yer alan genotiplerle ilgili genel 6zellikler

asagida verilmigtir.
3.1.1. Yalova Incisi

Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Aragtirma Enstitiisii'nde Honiisii ile Siyah
Gemre melezi olarak elde edilmigtir (Sekil 3.1). Omca gelismesi orta, verimi
yiiksektir. Erdisi ¢icek yapisina sahip gesidin salkimlan orta biiyiikliikte, silindirik ve
konik sekilli ve hafif gevsek yapihidir. Taneleri oval gekilli, kabuk orta kalnhkta ve
san renklidir. Tane eti az sulu, lezzetli ve ¢ekirdeklidir. Cardinal’den bir hafta énce
olgunlagmaktadir. Son yillarda Akdeniz bolgesinde hizh bir yayilma egilimi
gostermektedir (Tangolar ve ark., 1996).

3.1.2. 41 B M.G.

V. vinifera gesidi Chasselas ile V. berlandieri melezi olan 41 B anaci
Millardet tarafindan elde edilmistir (Sekil 3.2). Kisa bir vejetasyon peryoduna sahip
olan bu ana¢ yiiksek oranda aktif kirece (%40) dayammm ile bilinmektedir.
Vejetasyon doneminin kisa olmas: nedeni ile iizerine agilanan {izilm gesitlerini daha
erken olgunlagtirmaktadwr. Tuzluluga ve nematod zararina karsi duyarh olan 41 B
anaci kuraa dayamkh olarak bilinmektedir. En 6nemli sorunu geliklerde koklenme
yeteneginin zayif olusudur. Bu da agih koklii asma fidam iiretiminde bagarmyr
smirlamaktadir (Oraman, 1959; Celik, 1998).
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Somatik embriyogenesis ¢aligmalan i¢in bu genotiplerin in vivo’da yetigen
bitkilerinden anter, yaprak ayasi, yaprak sapi, siiliikk, olgunlagmamus zigotik embriyo
ve olgun zigotik embriyo; in vitro’da yetigen bitkilerden ise yaprak ayasi ve yaprak
sapt eksplantlar alimmustir.

Organogenesis ¢ahgmalarinda ise, eksplant olarak yalmzca ir vitro’da yetigen
bitkilerden alinan yaprak ayas1 ve yaprak sapt kullamimugtir.

3.2. Meted
3.2.1.Eksplantlarin Hazirlanmasi
3.2.1.1. Somatik Embriyogenesis

Anter: Bunun i¢in ¢gicekler acilmadan 5-15 giin 6nce seffaf, agik yesil renkte
ve 0.5-1 mm uzunluktaki anterlere sahip gi¢ek salkumlar1 almnustir. Kiiltiire alma
oncesinde bu salkimlara buzdolabinda +4 °C de 72 saat siireyle soguk uygulamasi
yapilmstir. Soguk uygulamasindan sonra her bir gicekten anterler ¢ikanilmug ve bu
anterler her uygulama igin 5 yinelemeli olarak besin ortamlarna yerlestirilmigtir. Her
yineleme her birinde 5 eksplant bulunan ikiger petriden (toplam 10 eksplanttan)
olusmustur.

Yaprak ayas: ve sap1 : Calismada, in vivo kosullarda yetistirilen asmalardan
aktif vejetasyon doneminde siirgiinlerin en u¢ kismmdaki ilk ii¢ yapragm ayasi ve
sapi almmugtir.

Bu eksplantlar i¢in ayrica, in vitro kosullarda siirgiin ucu kiiltiirii ile elde
edilen bitkilerin stirgin ucu kismundaki ilk ii¢ yapragin ayasi ve saplart da
kullamlmustir. Yaprak ayalari yaklagtk 1 cm® biyiikliigiinde, saplar ise 1 cm
uzunlugunda almmisti. Bu  eksplantlann  dikimi 5  yinelemeli olarak
gergeklestirilmigtir. Her yineleme her birinde 3’er cksplant bulunan 3 petriden
meydana gelmistir.

Siiliikk: /n vivo kosullarda yetisen ve aktif bilyiime d6neminde olan asmalarin
geng siirgiinleri tizerindeki ilk ¢ siiliigiin uglarmin 1 cm’lik kismu kullamlmigtir. Bu
cksplantlarm dikimi de 5 yinelemeli olarak gergeklestirilmistir. Her yineleme her

birinde 3’er eksplant bulunan 3 petriden meydana gelmistir.
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Olgunlasmamis zigotik embriyo: Bu eksplant i¢in tam ¢i¢eklenmeden 5-7
hafta sonra (Emershad ve Ramming, 1994; Tangolar ve ark., 1998) olusan
koruklardan ¢ikartdan tohum taslaklarmdan izole edilen yaklasik 1 mm

uzunlugundaki embriyolar kullamlmugtir.

Olgun zigotik embriyo: Olgunlasma zamaninda olgun iiziimlerden ¢ikartilan
tohumlardan izole edilen 1 mm uzunlugundaki embriyolar kullamilmigtir. Zigotik
embriyolarda da dikimler 5 yinelemeli olarak yapilmigtir. Her yinelemede her birinde
5%er eksplant bulunan 2 petri yer almugtir.

3.2.1.2. Organogenesis

Yaprak ayasi ve yaprak sapu: In vitro’da MS + 1mg/l BA ortaminda kiiltiire
alman bogumlardan elde edilen siirgiinlerin MS + 1 mg/l IBA ortaminda
koklendirilmesiyle elde edilen bitkilerden kesilen yaprak aya ve saplart denemeye
almmugtir. Bu eksplantta her uygulama igin 10 yineleme yapilmis ve her yinelemede

3-4 eksplant incelenmistir.

3.2.2. Yiizey Sterilizasyonu

Anter: %20 ‘lik sodyum hipoklorit ve 1-2 damla Tween 20 igeren ¢ozeltide
20 dakika tutularak sterilizasyon yapilmustir.

Yaprak ayasi: %10’luk sodyum hipoklorit ve 1-2 damla Tween 20 iceren
cozeltide 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Yaprak sapr ve siiliik : %15’lik sodyum hipoklorit ve 1-2 damla Tween 20
iceren ¢zeltide 15 dakika siireyle sterilize edilmigtir.

Olgunlasmams ve olgun zigotik embriyo: Bu eksplantlar, %50°lik sodyum
hipoklorit ve 1-2 damla Tween 20 iceren ¢ozeltide 1 saat siireyle tutularak sterilize
edilmigtir.

In vitro kosullardan ahnan yaprak ayasi ve yaprak sapi kok eksplantlarinda
sterilizasyon yapilmamis bunlar, dogrudan besin ortamlarina dikilmistir.

Organogenesis ¢ahgmalarinda kullamlan yaprak ayasi ve yaprak sapi, in
vitro’da blyliyen bitkiciklerden alindigi icin bunlarda herhangi bir sterilizasyon
yapiimayip ortamlara dogrudan dikimleri yapilmustir.
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3.2.3. Besin Ortammin Hazirlanmasi

Aragtirmada, somatik embriyogenesis ve organogenesis ¢alismalart igin
degisik arastiricilar tarafindan Onerilen MS (Murashige ve Skoog, 1962), NN
(Nitsch ve Nitsch, 1969) ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) ortamlar: kullamlmugtir.

Her bir temel ortam i¢in stok soliisyonlar (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3) hazirlanmg
ve ortam hazirlamada bu stok ¢ozeltilerden faydalamlmugtir. Makro ve mikro besin
maddeleri, Fe-EDTA ve vitaminlerin hazirlanan stok ¢ozeltileri kullamlana kadar
150 ml’lik cam kavanozlara konularak —20°C deki derin dondurucuda saklanmustir.
Biitiin ortamlara, ortam hazirlama esnasinda myo-inositol, agar ve seker, eklenmistir.
Tiim ortamlarda pH 5.8’¢ 1N NaOH ve HCI kullanilarak ayarlanmis ve ortamlar,
otoklavda, 121°C’de, 1 atmosfer basingta, 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

3.2.4. Kiiltiir Kosullari

Biitiin agamalarda petri kaplan igerisindeki eksplantlar ve tiip icerisindeki
bitkicikler, sicakhigi 25+1 °C, fotoperyotu 16 saat, isiklanmasi 3000-4000 liiks
(11000-15000 watt.m™) siddetinde olan bir biiyiitme odasmda tutulmustur. Istklanma
Cool-daylight tipi TLD 36 w/54 cool floresan lambalar ile saglanmstir.
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Cizelge 3.1. MS temel besin ortaminn igerigi

Standart ortam | Stok ¢ozelti Stok ¢ozelti
Kimyasallar konsantrasyonu | hazirlama konsantrasyonu
(mg/1) katsayisi (g/D)
MAKRO ELEMENTLER
CaCL.2H,0 440 4.4
KNO; 1900 19.0
NH4NO; 1650 (x10) 16.5
KH,PO, 170 1.7
MgSO47H,0 370 3.7
MIKRO ELEMENTLER
MnSQ;.4H,0 22.3 2.23
H;BO; 6.2 0.62
ZnS0O,;. 7TH,O 8.6 0.86
Na,Mo004.2H,0 0.25 (x100) 0.025
CuS04.5H,0 0.025 0.0025
KI 0.83 0.083
CoChL.6H,0O 0.025 0.0025
Fe EDTA ELEMENTLERI

Na,EDTA.2H,0O 37.3 3.73
FeSO,.7H,0 27.8 (x100) 2.78

VITAMINLER
Glycine 2.0 0.2
Nicotinic Acid 0.5 0.05
Thiamine-HC] 0.1 (x100) 0.01
Pyridoxine-HC1 0.5 0.05

mg/l
Myo-Inositol 1 100 i
g/l

Seker 30
Agar 8
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Cizelge 3.2. Nitsch ve Nitsch temel besin ortaminm igerigi

Standart ortam | Stok ¢ozelti Stok ¢ozelti
Kimyasallar konsantrasyonu | hazirlama konsantrasyonu
(mg/l) katsayisi (g/))
MAKRO ELEMENTLER
CaCL.2H,0 223.9 2.239
KNO3; 950 9.5
NHsNO; 720 (x10) 7.2
KH,PO, 68 0.68
MgSO47H,0 185 1.85
MIiKRO ELEMENTLER
MnSO,.41H,0 25 2.5
H3;BO; 10 1
ZnS0,4.7H,O 10 (x100) 1
Na,Mo04.2H,0O 0.25 0.025
CuS0,.5H,0 0.025 0.0025
Fe EDTA ELEMENTLERI

Na,EDTA.2H,0 37.3 3.73
FeSO4.7H,0 278 (x100) 2.78

VITAMINLER
Glycine 2.00 0.200
Nicotinic Acid 5.00 0.500
Thiamine-HCl 0.50 (x100) 0.050
Pyridoxine-HCl 0.50 0.050
Folic acid 0.50 0.050
Biotin 0.05 0.005

mg/1
Myo-Inositol [ 100 l
g/l

Seker 30
Agar 8
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Cizelge 3.3. BS temel besin ortamimn i¢erigi

) Standart ortam | Stok ¢6zelti Stok ¢ozelti
Kimyasallar konsantrasyonu | hazirlama konsantrasyonu
(mg/1) katsayisi (g/)
MAKRO ELEMENTLER
CaChL.2H;0 150 1.50
KNO; 2500 25.0
(NH;)SO4 134 (x10) 1.34
NaH,PO, 150 1.50
MgSO,7H,O 250 2.50
MnS0O,.4H,0 10 0.10
MIKRO ELEMENTLER
ZnS04.7H,O 2 0.2
H;BO3 3 0.3
K1 0.75 0.075
CuS04.5H,0 0.025 (x100) 0.0025
Na;Mo00,4.2H,O 0.25 0.025
CoCL.6H,O 0.025 0.0025
Fe EDTA ELEMENTLERI

Na,EDTA.2H,O 37.3 3.73
FeSO,.7H,0 278 (x100) 278

VITAMINLER
Nicotinic Acid 1 0.1
Thiamine-HCl 10 1
Pyridoxine-HCl 1 0.1

mg/l
Myo-Inositol [ 100 [
g/l

Seker 30
Agar 8
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3.2.5. Somatik Embriyogenesis Asamalar:
3.2.5.1. Embriyojenik Kallus Uyartimi

Cesitlerin farkh eksplantlarindan kallus uyartimum saglamak i¢in 3 temel
besin ortammda 2,4-D’nin 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l konsantrasyonlar1 denemeye
almmugtir. Anter eksplantinda ise yukaridaki konsantrasyonlara ek olarak 2,4-D’nin 1
ve 2 mg/l konsantrasyonlari, BA’'nn 0.1, 0.2 ile 2,4-D’'nin 2 ve 4 mg/l
konsantrasyonlar,, BA’'mn 1 ve 2 mg/l konsantrasyonlartyla kombineli olarak
denenmistir. Bu ortamlarda kiiltiire alman eksplantlar siirekli karanlik ve fotoperyotu
16/8 saat olan iki ayrn yetistirme kosulunda tutularak kallus olugturulmaya
cahigiimugtir.

Bu asamada agagidaki 6zellikler incelenmistir:

Kallus olusturan eksplantlarm orami (%): Kallus olugturan eksplant
sayismin kiiltiire alman toplam eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir.

Embriyojenik kallus orani (%): Bu deger embriyojenik kallus olusturan
eksplant sayisim, kallus olugturan eksplant sayisina oranlanmasiyla belirlenmistir.
Embriyojenik kallus yigmnlar1 siki yapida ve beyazdan agik sari renge kadar degisen
renklerde olmalar (Bilyiikalaca, 1993; Hatipoglu, 1997) ile diger yignlardan ayrt
edilmigtir. Yapilan mikroskop incelemelerinde, embriyojenik kallus yigmnlarmda
(Sekil 3.3) hiicrelerin yuvarlak, kiigiik, ince hiicre duvarh, sitoplazmaca zengin ve
cok sayida kiiglik vakuoller ve nigasta daneleri igerdigi renk ve tip bakimindan
embriyojenik olmayan gurupta degerlendirilen kalluslarm ise ince, uzun ve kolay
dagilan hiicrelerden (Sekil 3.4) meydana geldikleri, unsu yapida olduklan
belirlenmistir.

Olugan kallus miktan (g/eksplant): Her eksplantta olugan kallus yignlar:
tek tek tartilarak bulunan toplam kallus agirhg: eksplant sayisma béliinerek ortalama
kallus agrhg1 bulunmustur.

Kalluslarla ilgili olarak renklerinin, tiplerinin ve derecelerinin dikkate alindig
gozlemlerde asagida belirtilen kallus 6zellikleri incelenmistir (Biiyiikalaca, 1993).
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Sekil 3.4. Embriyojenik olmayan kallus ve hiicreler
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Farkh kallus dereceleri:

Yaprak ayas: igin;

0. Kararmus

1. Canl, hig kallus yok

2. Yalmzca damar aralarmda kallus var

3. Yalmzca damarlar tizerinde kallus var
4. Yalmzca kesim ylizeylerinde kallus var
5. Eksplantn tiim ylizeyinde kallus var

Yaprak sapa ve siiliik igin;

0. Kararmmg

1. Canl, hig¢ kallus yok

2. Yalmzca bir ugta kallus var

3. Iki ugta kallus var

4. Arada kallus var

5. Eksplantm her tarafinda kallus var

Olgunlasmamis zigotik embriyo eksplantinda;
0. Kararmig

1. Canl, hig kallus yok

2. <40 mg

3. 40-480 mg

4. 481-960 mg

5. >960 mg

Olgunlagmamig  zigotik embriyo eksplantinda yukarida verilen smuf

genigliklerinin saptanmasi i¢in 2. derecenin en yiiksek (40 mg) ve 5. derecenin en
diisiik (1000 mg) degeri arasmndaki agirhk farki (960 mg) ikiye bolinmiigtiir.
Anter eksplant1 digindaki eksplantlarda kallus olusumu ¢ok fazla olmanustir.

In vivo ve in vifro yaprak ayast ve yaprak sapt eksplantlarindan ve siiliik

eksplantndan olusan kalluslarm agwlklart ortama yerlestirildikten 2 ay sonra
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belirlenmigtir. Olgunlasmamig ve olgun embriyo eksplantinda kallus agwrliklar ¢ok
yavas arttid1 icin 9 ay sonra tespit edilmigtir.

3.2.5.2. Embriyo Uyartim

Birinci yil denemelerinde ii¢ farkl ortama eklenen 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D
konsantrasyonlartyla hazirlanan ortamlara eksplantlar yerlestirilmis ve ayda bir kez
ayn1 ortamlarm tazesine iki kez aktariimalarindan sonra gozlemler yapilmustir.
Bunlarda kallus ¢ogalmasi fazla olmadig: igin aym ortamm tazesine ii¢ ayda bir
yapilmigtir. fkinci @ig aylik aktarma sonrasmda 41 B anacmn olgunlasmamus zigotik
embriyo eksplantlar1 iizerinde degisik devrelerde somatik embriyolar goriilmeye
baslamustir. Bu devrede somatik embriyolar az sayida goriilmiis olup {iglincii ii¢ ay
aktarmasi sonrasinda ¢ok sayida somatik embriyo belirlenmistir. Bu donemde 16/8
fotoperyot ve siirekli karanlik kosullarinda bulunan, kallus olugturup da embriyo
olusturmayan eksplantlar ii¢ farkh ortamin hormonsuzuna aktarilmig ve bunlar yine
aynt kogullara yerlestirilmigtir. Iki ii¢ alt kiiltiirden sonra yapilan incelemelerde
herhangi bir embriyo olugsumuna rastlanmamustir.

Kalluslar iizerinde embriyonun torpedo safhasmm bulunduranlar binokiiler
mikroskop altinda se¢ilip embriyonun olustugu ortamin hormonsuzuna aktarilarak
aydmlbk kosullara konularak ¢imlenmeleri saglanmugtir. Globular ve kalp sathasm
olusturan eksplantlar 2 MS ortamina aktarilarak aydinbk ve karanhk kosullara
konularak embriyolarin torpedo safthasma gelmeleri saglanmustir. Daha sonra bu
embriyolar orijinal ortamlarmmn hormonsuzuna yerlestirilerek ¢imlendirilmistir.
Ikinci yil denemesinde birinci yil denemesi tekrarlanmis ve eksplantlarda olugan
farkli devredeki embriyolar sayilmustir (Sekil 3.5).

Bu asamada agagidaki 6zellikler incelenmigtir.

Embriyo olusturan eksplantlarnin oram (%): Somatik embriyo olusumunun
herhangi bir devresinde bulunan eksplant sayisiun, toplam eksplant sayismna
béliinmesiyle hesaplanmustir.

Kallustan olusan globular sekilli embriyo sayisi (n): Bu deger, bir
eksplantta meydana gelen kallus yigmmda olusan globular devredeki embriyolarin

saymmiyla bulunmustur.
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Kallustan olusan kalp sekilli embriyo sayisi1 (n): Bir eksplantta meydana
gelen kallus yigminda olusan kalp devresindeki embriyolarin saymmiyla bulunmustur.

Kallustan olusan torpedo sekilli embriyo sayisi (n): Bir eksplantta
meydana gelen kallus yigiminda olusan torpedo devresindeki embriyolarm saymmyla

bulunmustur.

3.2.5.3. Embriyo Cimlenmesi

Olusan beyaz renkli 1-3 mm uzunlugundaki somatik embriyolar ¢imlenmeleri
i¢in hormonsuz hazirlanan {i¢ temel besin ortaminda kiiltiire alinmugtir.

Bu asamadaki kiiltiir sonucunda asagidaki 6zellikler incelenmistir:

Cimlenen embriyo oram (%): Cimlenen embriyo sayisinm ortama
yerlestirilen toplam embriyo sayisina oranyla bulunmustur.

Tam bitkiye doniisme oram1 (%): Cimlenen embriyolardan kok ve siirgiin
olugturarak bitkiciklere doniisenler tam bitki olarak nitelendirilmistir. Bu ozellik

bitkicik olugturan embriyolarm, toplam ¢imlenen embriyolara oraniyla belirlenmistir.

3.2.6. Organogenesis Asamalar

3.2.6.1. In Vitro Siirgiinlerin Elde Edilmesi

Bunu icin aktif vejetasyon donemindeki asma siirgiinlerinin u¢ kisimlarmdaki
odunlagmamig bogumlar MS + 1mg/l BA bulunan ortamda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiire almdiktan ti¢ hafta sonra bogumlardaki gozlerin stirmesi ile siirgiinler
meydana gelmistir.

3.2.6.2. In Vitro Siirgiinlerin Cogaltilmasi

Uc hafta siirgiin biiylitme ortamunda tutulan bogumlardan elde edilen
sirgiinler kesilerek ayni ortamun tazesine alnmmg ve bu ortamda kardeslenen
siirgiinler 3 haftada bir tek tek ayrilarak aym ortamin tazesinde alt kiiltiire almmak
suretiyle stirgiinlerin ¢ogaltilmasi saglanmgtir.
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3.2.6.3. Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Stirglin ¢ogaltma ortamindan elde edilen siirgiinler 1 mg/l IBA iceren MS

ortamma dikilerek kdklenmeleri saglanmustir.

3.2.6.4. Adventif Goz Olusumu

Koklendirme ortammdan elde edilen bitkiciklerden izole edilen yaprak
ayalar1 1 cm® biiyiikliigiinde; yaprak saplar ise 1 cm biiyiikliigiinde kesilerek 1.0 ve
2.0 mg/l BA igeren MS, NN ve B5 ortamlarma dikilmis ve sicakhgi 25 + 1 °C olan
aydmhk ve siirekli karanhk kiiltiir kosullarina dikilmistir. Aydinhkta 15tk yogunlugu
3000 — 4000 liiks ve fotoperyot 16 saat olarak diizenlenmistir. Dikimden sonraki 4.
haftada eksplantlar lizerinde gerekli gbzlemler yapilmug sonra bunlar tekrar aym
hormon konsantrasyonundaki taze ortamlara aktanlmugtir. Kiiltiir baslangicindan 8
hafta sonra organogenesisin bu agamasmnda g6z olusturup da siirgiine déniismeyenler
ayni1 ortamin tazesine aktarihms ve eksplantlarda asagidaki gbzlemler yapilmgtir:

Kallus olusturan eksplant orami (%): Ortama yerlestirilen eksplantlardan

kallus olusturanlar, toplam eksplant sayisma béliinerek kallus olusum oram

hesaplanmustir.
Canbligim kaybeden eksplantlarin oram (%): Ortama yerlestirilen

eksplantlarlardan karararak Slenlerin sayisi toplam eksplant sayisma oranlanmustir.
Adventif goz olusturan eksplantlarm oram (%): Goz olusturan
eksplantlarm  sayismin  belirlenip toplam eksplant sayisma oranlanmasiyla

bulunmugtur.
Ortalama adventif géz sayis1 (adet/ eksplant): Her eksplantta olusan

adventif gozler sayilmus ve adventif géz olusturan eksplantlara oranlanmstir.

3.2.7. Elde Edilen Bitkilerin Dis Kosullara Ahstirilmasi

Somatik embriyolardan elde edilen ve yeterli miktarda kdk ve siirgiin
olusturmus bitkicikleri igeren tiiplerin kapaklari biiyiitme odasmda asamah olarak
agilmak suretiyle dig kosullara abgtirma iglemi baslatilomgtir. Bitkicikler tiipten

¢ikarildiktan ve agar ile bulagik kokleri yikandiktan sonra, mantarlara kars: korumak
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amactyla benomyl igeren ¢6zeltiye bandmilmustir. Bunlar daha sonra igerisine, 1:1
oraminda sterilize edilmis torf ve perlit karigimi konulmus plastik saksilara dikilmis
ve iki farkh biiyiitme ortammna yerlestirilmistir. Birinci ortamda bitkicikler, yar
golge bir yere konulup iki li¢ hafta plastik altmda tutularak nemin muhafazasma
¢absilmmg daha sonra plastik ortii kaldmilarak, dogal isik kosullarinda bitytimeleri
saglanmstir. Ikinci kosulda bitkicikler, doku kiiltiirii laboratuvarmda bulunan
bilyiitme odasindaki rafa yerlestirilip, nemi muhafaza etmek amaciyla tizerleri plastik
ile Ortiilmiigtiir. Plastik yaklagtk 15 giin sonra tamamen kaldwidmugtir. Biiyiitme
odasmn sicakhgi 26 + 2 °C , fotoperyodu 16 saat, 1giklanmast ise 3000-4000 likstiir.
Dis kosullara ahistirilan bitki oram (%): Bir ay sonra dis kosullara aktarilan
bitkilerden canh kalanlarm sayisi, dig kosullara aktarilan toplam bitki sayisma

oranlanarak bulunmustur.

3.2.8. Somaklonal Varyasyonun Belirlenmesi

Somatik  bitkilerde somaklonal varyasyonun belirlenmesi amaciyla
olgunlasmamis  zigotik embriyolardan elde edilen somatik embriyolarin
¢imlendirilmesiyle olusan somatik bitkiciklerin kék uglarinda kromozom saymm
yapilmgtir.

Saymmlar i¢gin Feulgen yonteminden (Darlington ve La Cour, 1963)
yararlantmustir.  Yontemde kullamlan kimyasallar ve hazirlamglar1  asagida
sunulmustur:

Feulgen hazirlanisi : 200 ml saf su kaynatildiktan sonra igine 1 g Fuchin
Basic konulur. Daha sonra bu karigimmn sicakh@ 50 °C’ye kadar diistiriiliir.
Kanigimm filtre kagidindan siiziilmesinden sonra, sogutulup tizerine 25 ml 1 N HCI
asit ilave edilir ve ¢Ozelti oda sicakhigma geldiginde 1.5 g K,S,0s konulur ve ¢ozelti
karistirlir. Daha sonra bu ¢6zelti icerisine 0.5 g aktif karbon eklenip tekrar
kangtirilip filtre kagidiyla siiziilerek ¢ozelti hazirligi tamamlanmstir.

Asetokarmin hazirlamisi : 55 ml saf su icerisine 45 ml glasiyel asetik asit
konulup kaynatilmus ve sonra karisima 1 g carmin ilave edilmigtir.

Alfabromonaftelin hazirlamst : Cozelti 100 ml saf su icerisine 4 damla
alfabromonaftelin damlatilarak hazirlanmgtir.
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Kromozom saymlari icin Once deney tiiplerinde bulunan somatik bitkicikler
tiipten bir pens yardimiyla g¢ikarilmig ve bitkiciklerin 1 cm’lik kok uglart kesilerek
almmugtir. Daha sonra kokler lizerinde bulunan agar kalntiart su ile iyice yikanmustir.
Kokler penisilin siseleri iginde bulunan alfamonobromonaftalin ¢ézeltisine konarak 5 saat
stireyle karanhkta, oda sicakhgmda tutulmugtur. Bu siire sonunda alfamonobromonaftalin
¢Ozeltisi bosaltilmus ve kokler 3 kez saf su ile yikanmugtir. Kokler daha sonra yarim saat
siireyle glacial asetik asit icinde tutulmus, sonra glacial asetik asit bosaltilip, kékler 3 kez
saf su ile yikanmug ve ardindan 5 dakika siireyle su i¢inde bekletilmigtir. Bir filtre kagidi
yardimyla suyu alman kokler, 1 N HCl iginde 60°C sicakliktaki su banyosunda 15
dakika siireyle hidroliz edilmistir. Hidroliz edilen kok uglari, 3 kez saf su ile yikanmus ve
Feulgen ¢ozeltisi iginde 1 saat kadar karanhkta bekletilerek boyanmalari saglanmugtir.
Boyanmadan sonra Feulgen ¢ozeltisi dokiilmiis ve kok uglart 10 dakika siireyle cesme
suyu iginde bekletilmistir. Son olarak kok wuglarmin, %1°lik asetokarmin ¢ozeltisi
kullamlarak lam ve lamel arasmda ezilmesi yoluyla ezme preparatlar hazirlanmstir.

Bu sekilde hazirlanan 6rnekler 1tk mikroskobunda énce 20x10 ve 40x10
bityiitmeyle incelenmis ve belirlenen kromozomlar 40x10 biiyiitmeyle immersion
yag1 da kullamlarak sayilmug ve fotograflan ¢ekilmistir.

Cahsmada, c¢imlenen somatik embriyolardan bitkickk elde edilmesi
agamasinda ve organogenesiste in vifro siirgiinlerin elde edilmesi ve
koklendirilmesinde 15 c¢m uzunlugundaki sigma kiiltiir tiipti, bunun disindaki tiim
asamalarda 60x15 mm lik cam petriler kullamlmgtir.

Uygulamalardan elde edilen verilerin ortalamalar: ¢izelgelerde standart
hatalariyla birlikte verilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Somatik Embriyogenesis Bulgular
4.1.1. Anter Eksplantindan Elde Edilen Bulgular
41.1.1.41B
4.1.1.1.(1). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Denemenin birinci yilinda, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/1 2,4-D iceren MS, NN ve
BS ortamlarma yerlestirilip aydinlik ve karanhk olan iki ayr1 biiylitme ortammda
kiiltiire alman 41 B anaci anterlerinde herhangi bir kallus olusumu meydana
gelmemis ve eksplantlar 1-2 ay icinde kahverengileserek canhbiklarim
kaybetmislerdir (Sekil 4.1). Ikinci yil ise 2,4-D’nin 1 ve 2 mg/l konsantrasyonu,
BA’nm 0.1 ve 0.2 mg/l konsantrasyonu ile birlikte kullamlmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen degerler Cizelge 4.1. de verilmistir.

Sekil 4.1, 2,4-D’nin tek bagna kullamidid1 ortamlarda canlihgin
kaybeden anterler
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Cizelgeden de goriilebilecegi gibi denemede kullanilan biitlin besin
ortamlarinda 2,4-D + BA’nin tiim konsantrasyonlarimin karanlik uygulamalarinda,
aydinliktan daha yiiksek degerler elde edilmistir. NN’in biitiin konsantrasyonlarinin
aydnlik kiiltiirlerinde kallus olugturan eksplant goriilmemistir. MS ortaminda ise
yalnizca 1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l BA konsantrasyonunun, aydmlik uygulamasi
yapilan eksplantlarinda %4.4 oranminda kallus olusmustur. Aydinlik uygulamasi, BS
ortaminin biitiin konsantrasyonlarinda %2.0 - %4.0 arasinda degisen oranlarda kallus
olusumunu saglamigtrr. 2 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l BA eklenen MS ile NN
ortamlarindaki aydinlik ve karanlik kiiltiirlerde kallus olusmamustir. Karanlikta
tutulan B5 ortaminda kullanilan biitiin hormon konsantrasyonlarinda %27.5 (1 mg/l
2,4-D + 0.1mg/l BA) ile %70.0 (1 mg/1 2,4-D + 0.2 mg/l BA) arasinda degisen
oranlarda kallus olusumu ger¢eklesmis olup, bu degerler diger ortamlardaki karanlik
uygulamasi degerlerinden oldukga yiiksek bulunmustur (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. 1 mg/l 2,4-D + 0.1 ve 0.2 mg/l BA eklenen B5 ortaminmn karanlik
kiiltiirlerindeki anterlerde kallus olugumu

41 B anac: anterlerinden degisik ortam ve hormon konsantrasyonlan ile
aydmlhk ve karanlik kosullarda elde edilen kalluslarin tamaminin (%100)
embriyojenik kapasiteye sahip oldugu belirlenmigtir.

Denemenin iigiincii yilinda da, en yiiksek oranda kallusun karanlkta tutulan

eksplantlardan elde edildigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. 41 B anaci anter eksplantlarmin degisik ortam ve kogullarda
elde edilen kallus ve embriyojenik kallus olusturma oranlar1

(1999 yilv)
Besi |2,4-D+BA | Kiiltir Kallus olusturan | Embriyojenik
Ortam1 mg/l kosullar1 | eksplantlarin orami | kallus oram
() (%)
Aydinhik 0 0
1+0.1
Karanlik 2.0+2.0 100
Aydinlik 4.4+29 0
1+02 [0 = 10
Karanlik 120+5.4 100
MS Aydmnlk 0 0
2+0.1 |20
Karanhk 0 0
Aydini 0
240n |Aydmbk 0
Karanlik 14.0+7.3 100
Aydmhik 0 0
1+0.1 L
Karanlik 18.0 +4.7 100
dinl 0
p 4o |AYdmbk 3
NN Karanlik 26.0+5.2 100
Aydinl 0
2401 |Aydmik 0
Karanhk 0 0
Aydmlik 0
2+0p [AY40 0
Karanhk 4.0+2.7 100
dinl 0+4
1401 Ay mxk’ 4.0+4.0 100
Karanhik 27.5+9.2 100
S+2.
1402 Aydmhk 25+2.5 100
B3 Karanlik 70.0 +5.4 100
Aydinhik 22422
2+0.1 |20 = 100
Karanlik 37.8 +12.2 100
Aydmlik 2.0+20 0
2+02 |20 - 10
Karanhk 33.3+9.4 100
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Aydmhk kosullardaki MS ortaminda 2 + 1 (2,4-D + BA) kombinasyonunda
eksplantlarm %5.1’i, 4 + 2 (2,4-D + BA) de ise eksplantlarin %3.0%ii kallus
olusturmustur. NN ortammnin  aydinliktaki kiiltiirlerinde 2 + 1 hormon
kombinasyonunda eksplantlar kallus olusturamamig, 4 + 2 kombinasyonunda %5.7
oranmda kallus meydana getirmiglerdir. Aydinlik uygulamalarinda en yiiksek
degerler BS ortamlarmdan elde edilmigtir. 2 + 1 ve 4 + 2’de kallus olugumlar:
birbirine ¢ok yakmn degerler vermistir (swrasiyla %26.4, %27.6). Karanhk
uygulamalarinda da en yiiksek oranlar yine BS ortamlarinda saptanmustir. 2 + 1
kombinasyonu %73.1 ile en fazla kallus olugturan eksplant oranina sahip olmug, 4 +
2’de de %61.1 oranmda bir deger elde edilmistir. MS ortanunin NN ortamindan daha
iistiin degerler verdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. 41 B anac1 anter eksplantlarmin degisik ortam ve kosullarda
elde edilen kallus ve embriyojenik kallus olusturma oranlari

(2000 y1l1)
Besi | 2,4-D+BA Kiiltiir Kallus olusturan | Embriyojenik
Ortami mg/l kosullart | eksplantlarin oram | kallus oram
(%0) (%)
Aydmhk 51+3.8 100
2+1
Karanlik 7.7+3.7 100
MS Aydinlik 30+19 100
4+2
Karanhk 26.5+3.1 100
Aydmlk | 0 0
2+1
Karanlik 9.7 +3.9 100
NN Aydinhk 5.7+3.0 100
4+2 ~
Karanhk 7.1+48 100
Aydmhk 26.4 + 6.5 160
2+1
Karanlik 73.1+17.2 100
B3 Aydinlik 27.6 +4.7 100
4+2 ,
Karanlik 61.1 +8.5 100
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B5 ortammnmn degisik hormon ve konsantrasyonlarmda kiiltiire alman 41 B
anact anterlerinden elde edilen 1 g yas kallustan 4 hafia iginde farkh
kombinasyonlarda birbirine olduk¢a yakm agwhkta (3.1 — 3.7 g arasinda) kallus
olusmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. 41 B anterlerinden elde edilen 1 g (yas) kallustan 2,4-D ve BA’nin
farkli kombinasyonlarmni iceren B5 ortaminda ve karanlik kosullarda 4
hafta sonra meydana gelen kallus miktarlart

2,4-D + BA (mg/l) Kallus agirhg: (g)
1+0.1 3.5+0.2
1+0.2 3.7+0.2
2+0.1 3.1+0.7
2+02 3.1+0.5

4.1.1.1.(2). Embriyo Uyartim

Ikinci ve iiglincii yillarda, farkli ortamlarda, farkh hormon konsantrasyonu
kombinasyonlarmda, aydmlik ve karanhk kogullarda elde edilen embriyojenik
kapasitedeki kalluslar olugtuklar: ilk ortamin hormonsuzuna yerlestirilmis ve ayda bir
olmak fiizere 3 kez alt kiiltiire almmustr. Bu siire sonunda kalluslarda herhangi bir
embriyo olugsumu gézlenmemistir. Daha sonra kalluslar Salunkhe ve ark. (1999)’nin
dnerdigi 2 mg/l NAA + 2 mg/l BA igeren NN ortamimna ve ayrica 2 mg/l NAA + 0.5
ve 1 mg/l BA iceren NN ortamina da konulmug ve bunlar ayda bir olmak iizere ii¢
kez alt kiiltire almmugti. Bu kombinasyonlara yerlestirilen kalluslardan
aydmbktakiler aydmlik, karanbktakiler ise karanhk kosullara konulmustur. Karanhk
kosullarda ii¢ ay sonra 2 mg/l NAA + 2 mg/l BA iceren NN ortamina yerlestirilmis
kalluslarm 10 petrisinden {i¢ tanesinde globular ve kalp asamasinda embriyolar
gOzlenmis, bunlar hormonsuz taze ortama aktarildignda kokgiikler olusmus ancak,
bitkicige doniisememislerdir. Bu deneme daha sonra tekrarlandiginda kalluslardan

embriyo olusmamustir. Bu durumun muhtemelen kalluslari ¢ogaltmak amaciyla ¢ok
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fazla alt kiiltiir kullanilmasi nedeniyle embriyo uyartimm saglayacak rejenerasyon

yeteneginin azalmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.1.1.2. Yalova incisi

Birinci yil, 2,4-D’nin 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l konsantrasyonlar1 eklenerek
hazirlanan MS, NN ve BS5 ortamlarna yerlestirilen Yalova Incisi anterleri, yaklasik
1-2 ay sonra tutulduklar: tiim ortam ve hormon konsantrasyonlarmda (hem aydinhk
hem de karanlik kosullarda) kahverengileserek canliliklarini kaybetmislerdir.

Ikinci yil MS, NN ve B5 ortamma 2,4-D’nin 1 ve 2 mg/l konsantrasyonlar ile
BA’nin 0.1 ve 0.2 mg/l konsantrasyonlan birlikte eklenmistir. Bu ortamlarda hem
aydmhk hem de karanhk kogullarda kiiltlire alman anterlerden kallus elde
edilememistir.

Ugiinii yil MS, NN ve BS ortamma 2,4-D’nin 2 ve 4 mg/l konsantrasyonlar1 ile
BA’nin 1 ve 2 mg/l konsantrasyonlan birlikte eklenmis ve bu ortamlara yerlestirilen
anterler aydmlik ve karanhk kosullarda kiiltiire almmustir. Karanhk kosullarda, 4
mg/l 2,4-D + 2 mg/l BA iceren B5 ortaminda, kiiltiire alinan anterlerin % 4.17’sinde
ve 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BA bulunan NN ortamuna yerlestirilen anterlerden %1.52’
sinde kallus olugmustur. Olusan kalluslarm %100’tinlin embriyojenik kapasiteye
sahip oldugu saptannustir.

Elde edilen kalluslar baglangic ortamlarm hormonsuzuna yerlestirilmis ve
kalluslarm elde edildigi karanhk kosullarda kiiltiire almmug ancak bunlarda herhangi

bir embriyo olusumuna rastlanmamugtir.

4.1.2. Yaprak Ayasi Eksplantindan Elde Edilen Bulgular

4.1.2.1. In Vivo Bulgular
4.1.2.1.(1). 41 B
4.1.2.1.(1).(a). Embriyojenik Kallus Uyartimi

41 B anacinmn in vivo’da yetigen bitkilerinden alnan yaprak eksplantlarindan
MS ortammda yalmzca 4 mg/l 2,4-D bulunan aydinlik kiiltiirlerde %20 oraninda
kallus elde edilebilmistir. NN ve B5 ortamlarinda ise farkl uygulamalardan degisik
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oranlarda kallus elde edilmistir. NN ortaminda en yiiksek kallus olusumu (%100)
2 mg/l 2,4-D bulunan karanhk kiiltiirlerde saptanmustir. BS ortaminda ise 1 mg/l 2,4-
D’nin karanhik kiiltiirlerinde kallus olusturan eksplant oram %100 bulunmustur. B5
ortaminin karanbk kiiltiirleri aydinbktan daha iyi sonuglar vermistir (Cizelge 4.4,
4.5 ve 4.6).

Kallus olusum derecelerine iliskin oranlar incelendiginde MS + 1 mg/l 2,4-
D’nin karanlik (%87.5) ve 4 mg/l 2,4-D’nin aydinhk (%80) uygulamalar1 digindaki
tiim uygulamalarda eksplantlarm tamamu (%100) karararak (0 derece) canlihklarm:
kaybetmiglerdir. NN ve B5 ortamlarinda kararma MS ortamma gore ¢ok daha az
olmustur. NN ortaminda kararma oram %0 ile %66.7, B5S ortaminda ise %0 ile
%58.4 arasmda degismistir. 1mg/l 2,4-D bulunan MS ortammin karanhk
uygulamalarinda ise eksplantlarm %12.5°1 kallus olusturmamustir (1 derece). NN
ortaminda tiim 2,4-D konsantrasyonlarmm yalmzca aydinlik kiiltiirlerinde
eksplantlarin %8.3 ile %41.7’sinde, B5 ortaminda ise 4 mg/l 2,4-D bulunan karanhk
kiiltiirleri digindaki tiim aydinhk uygulamalarinda %52.2 ile %66.7 arasinda degisen
oranlarda eksplantlar canli olmalarma karsin kallus olusturamamislardir. Denemede
kullanilan tiim uygulamalarda 2 dereceli kallus olusumu meydana gelmemistir. Ug
dereceli kallus olusumu MS ortaminda yalmizea 4 mg/l 2,4-D’nin aydmhk
kiiltiirlerinde %20 oraninda, en yiiksek ii¢ dereceli kallus olusumunun (%75) NN
ortaminda 4 mg/l 2,4-D’nin aydmbk kiiltiirlerinde, B5 ortaminda ise 2 mg/l 2,4-
D’nin karanlik kiiltiirlerinde (%33.4) oldugu tespit edilmigtir. D6rt dereceli kallus
olusumu MS ortamumin higbir uygulamasinda goériillmemistir. NN ortaminda %8.3 —
%66.7, BS ortaminda %5.6 - %45.8 arasinda degisen oranlarda 4 dereceli kallus
olusumu meydana gelmistir. Bes dereceli kallus olusumunun yalmzca 2 ve 4 mg/l
2,4-D bulunan NN ortammm karanlk kiiltiirlerinde, B5 ortammda ise 1 ve 4 mg/l
2,4-D’nin karanhk kiltiirlerinde gergeklestigi saptanmugtir. NN ve B5 ortamindan
elde edilen kalluslarin genelde 3 ve 4 dereceli kalluslar oldugu goérilmiistiir (Cizelge
4.4, 4.5 ve 4.6).

MS ortammnda yalmizca bir uygulamadan elde edilen kalluslarm da
embriyojenik olmadif1 tespit edilmistir. NN ve BS ortamundan elde edilen kalluslarin
uygulamalara gore degisen oranlarda embriyojenik oldugu ve bu oranlarin da NN
ortaminda %25 ile %100, B5 ortammda ise %0 ile %91.7 arasinda degistigi
bulunmustur (Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6).
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4.1.2.1.(1).(b). Embriyo Uyartimi

MS, NN ve BS ortamlarmn farkli uygulamalarindan elde edilen embriyojenik
kalluslar aym ortamlarm hormonsuzuna aktarldiginda somatik embriyo olusumu

meydana gelmemistir.

4.1.2.1.(2). Yalova Incisi
4.1.2.1.(2).(a). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Yalova Incisi iiziim cesidinin in vivo'da yetistirilen bitkilerinden alinan
yaprak eksplantlarmin denemede kullamilan farkli uygulamalarda gosterdikleri
tepkilere iligkin bulgular Cizelge 4.7, 4.8 ve 4.9°da verilmigtir.

Denemede kullanilan biitiin uygulamalarda en yiiksek oranda kallus olusumu
(%100) 2 mg/t 2,4-D eklenen NN ortaminda aydmnlik kosullarinda, en diigiik oran
(%8.4) ise 4 mg/l 2,4-D iceren NN ortaminda karanlik kosullarda kiiltiire ahnan
eksplantlarda gozlenmistir.

Kallus agrhg: degerlerine bakildigmda 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D bulunan MS ve
NN ortamlarinin karanlhiginda bu uygulamamn aydmhgindan daha yiiksek, 2 ve 4
mg/l 2,4-D’ lilerde ise aydmhkta tutulan eksplantlarda karanliga gére daha yiiksek
miktarda kallus olusumu saglanmustir. En yitksek kallus agiwrhgi MS ortaminda 456.8
mg (4 mg/l 2,4-D + aydmmlik), NN ortammnda 125.6 mg (0.5 mg/l 2,4-D + karanhk)
olarak tespit edilmistir.

BS ortaminda, karanhktaki eksplantlar aydinbiktakilere gore daha yiiksek
miktarda kallus olusturmuslardir. B5 ortaminda en yiiksek kallus agirhigt 158.6 mg (2
mg/l 2,4-D + karanlk), en diisiik kallus agirhg1 ise 3.4 mg olarak (4 mg/l 2,4-D +
aydnlik) olarak kaydedilmigtir. Kallus agirh@t bakimindan genel olarak MS
ortamindaki kallus yigmlarmin NN ve BS ortamlarmdan daha agr ¢iktig:
gOriilmiigtiir.

Farkl: derecelerde kallus olugturma oranlari incelendiginde MS ortaminm
aydinhk uygulamalarindaki eksplantlar 2,4-D konsantrasyonlarma gore %50.0-
%73.3 arasmda degisen oranlarda canbklarmi kaybetmiglerdir (0 derece). NN
ortanunda canlihifini kaybeden eksplantlar %0 ile %43.3 arasinda degisen oranlarda
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ortaya cikmmustir. B5 ortammda ise yalmzca 2 ve 4 mg/l 2,4-D’nin aydmhk
kiiltirlerinde (swrasiyla %16.7 ve %4.2) eksplantlarm canhliklarim kaybettikleri
gOriilmiistiir. MS ve NN ortamlarmmn genelde tiim karanhk uygulamalarindaki
eksplantlar 2,4-D konsantrasyonlarmal gore degisen oranlarda canh olmalarmma kargin
kallus olusturamamiglardir. BS5 ortamunda ise hem aydinlik hem de karanhk
kiiltiirlerdeki eksplantlar uygulamalara gore degismek iizere degisik oranlarda kallus
meydana getirmemislerdir (1 derece).

Denemede kullamlan tiim uygulamalarda iki dereceli kallus olusumu
goriilmemistir. Kullanilan tiim ortam ve hormon konsantrasyonlarmda genelde 3 ve
4 dereceli kallus olusumunun oldugu goriilmektedir. 3 dereceli kallus olusumu MS
ortaminda yalnizca 4 mg/l 2,4-D’nin aydmlik (%5.6) ve karanlk (%6.7) kosullarinda
ortaya ¢tkomgtr. NN ve B5 ortamunda aydinhk uygulamalart karanhk
uygulamalardan daha yiiksek degerler vermistir. Bes dereceli kallus olusumu
yalnizca MS ortamuinda, bu ortamda da 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D + karanlik kiiltiirlerinde
%16.7, 2 ve 4 mg/l 2,4-D + karanlk kiiltiirlerinde %6.7 oramnda meydana gelmistir.
Genel olarak tiim uygulamalardaki eksplantlar 3 ve 4 dereceli kallus
olusturmusglardir.

Embriyojenik kallus oram1 bakimindan en iyi sonu¢ MS ortamma eklenen tiim
2,4-D konsantrasyonlarmin aydmnhk ve karanhk uygulamalarmdan (%100) alnmustir.
NN ortamunda bu oran ise %83.3 ile %100, B5 de ise %50 ile %100 arasinda

degismistir.
4.1.2.1.(2).(b). Embriyo Uyartimi

Yalova Incisi tiziim gegidinin in vivo’dan ahnan yaprak eksplantlan farkh besi
ortami, 2,4-D konsantrasyonu ve biiyiitme kosullarindan elde edilen embriyojenik
kalluslar aym besi ortamlarmm hormonsuzuna yerlestirildiginde herhangi bir somatik

embriyo olusumu meydana gelmemistir.
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4.1.2.2. In Vitro Bulgulan
4.1.2.2.(1).41B
4.1.2.2.(1).(a). Embriyojenik Kallus Uyartim

41 B Amerikan asma anacmmn in vitro’da yetistirilen bitkiciklerinden alinan
yaprak eksplantlarmn dort farkl 2,4-D konsantrasyonunu igeren ii¢ ortamda aydinhk
ve karanlk kiiltiirlerinden elde edilen bulgular1 Cizelge 4.10, 4.11 ve 4.12°de
sunulmustur. Buna goére ¢ogu uygulamalarda, kiiltiire alman eksplantlarm tamamu
(%100) veya tamamuna yakini kallus olusturmustur. Bu 6zellik bakimindan en diisiik
deger (%66.7) aydinlik kosullarda tutulan 0.5 mg/l 2,4-D ekli NN ortamindan elde
edilmigtir. Kallus agrhg: yoniinden bakildiginda NN + 0.5 mg/l 2,4-D ortam ayn
tutulacak olursa biitiin uygulamalarda karanliktaki eksplantlar aydmliktakilere gore
daha yiiksek miktarda kallus olusturmustur. Kallus miktarlart 36.1 mg (NN + 1 mg/l
24-D’nin  aydmhgy ile 3223 mg (B5S + 2 mg/l 2,4-D’in karanhgi) arasmda
degismistir. Denemedeki tiim uygulamalarda canlihgim kaybeden (0 derece) eksplant
bulunmamugtir. Canli olmasina kargm kallus olugturmayan eksplantlar (1 derece) MS
ve NN ortamlarma eklenen 0.5 mg/l 2,4-D’nin aydmhiginda (swasiyla %5.6 ve
%33.3) ve MS + 1 ve 2 mg/l 2,4-D’nin karanhgmda (swrasiyla %16.7 ve %6.7)
gozlenmigtir. BS ortaminda ise 2 mg/l 2,4-D’nin aydinliginda (%25.0) ve 4 mg/l 2,4-
D’nin aydinlik (%11.1) ve karanhk kosullarinda (%5.6) saptanmustir. Iki dereceli
kallus olusumu goriilmemistir. Ug dereceli kallus olusumu, MS ortanuna eklenen
farkh 2,4-D konsantrasyonlarinda aydmlik kiiltiirlerde karanlktakilere kiyasla ¢ok
daha yiiksek oranda meydana gelmigtir. MS’e eklenen 1 ve 2 mg/l 2,4-D ve NN’e
eklenen 1 , 2 ve 4 mg/l 2,4-D ile B5’in 1 mg/l 2,4-D bulunduran uygulamalarin
aydmbik kosullarmdaki biitiin eksplantlarda %100 oranmda 3 dereceli kallus olusumu
tespit edilmistir. Dort dereceli kallus olusumu NN + 0.5 mg/1 2,4-D (%5.6) ile B5 +
2 ve 4 mg/l 2,4-D’nin aydmhk kiiltiirlerinde sirasiyla, %33.4 ve %5.6 oraninda
goriilmiistiir. Bes dereceli kallus olusturan eksplantlar incelendiginde bunlarm
aydinbkta yalnizca MS + 4 mg/l 2,4-D ve BS + 0.5 mg/l 2,4-D uygulamalarinda,
denemede kullanilan tiim uygulamalarm karanh@inda degisik oranlarda meydana
gelmistir. BS + 1 mg/l 2,4-D’in karanhk uygulamasmda %100 oraninda 5 dereceli
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kallus olugsumu saptanmustw. Farkli kallus dereceleri birlikte incelendiginde
eksplantlarin genelde 3 ve 5 dereceli kallus olusturdugu goriilmektedir.

B5 ve NN + 0.5 mg/l 2,4-D’nin aydmligmda (sirasiyla %83.3 ve %76.7) ve
B5 + 4 mg/l 2,4-D ortamunin aydmlik (%40.0) ve karanlik (%66.7) kiiltiirleri disinda
denemede kullamlan biitiin ortamlarda olugan kalluslarm %100’iiniin embriyojenik
6zellikte oldugu belirlenmistir.

4.1.2.2.(1).(b). Embriyo Uyartimi

Farkh uygulamalardan elde edilen embriyojenik kalluslar olustuklan ortamn
hormonsuzuna aktarildiginda herhangi bir somatik embriyo olusjumu meydana

gelmemigtir.
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4.1.1.1.(2). Yalova Incisi
4.1.1.1.(2).(a). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Cizelge 4.13, 4.14 ve 4.15°de goriildiigii gibi Yalova Incisi iiziim gesidinin in
vitro yaprak eksplantlarindan kallus olugturma oranlari ortamlara gére ¢ok az
farkhlik gOstermistir. 1 mg/l 2,4-D’li MS ortam karanlik uygulamas: (kallus oram
%87.5) disinda diger 2,4-D konsantrasyonlarinda karanbk kosullardaki kallus
olusumu %100 oraninda gergeklesmistir. Aydinhkta ise kallus oram %62.5 ile %100
arasinda degigmistir. NN ortaminda 0.5 mg/l 2,4-D konsantrasyonundaki aydmhk
uygulamasinda %77.5 oramndét; diger konsantrasyonlarin aydmlik uygulamalarinda
ise %100 oranminda kallus olusarak karanlik kosullara gére daha yiiksek degerler elde
edilmistir. Biitin B5 + 2,4-D ortamlarmin hem aydmhk hem de karanhk
uygulamalarinda kallus olugsumu oldukga yiiksek oranlarda (%80 - %100)
gerceklesmistir.

Kallus agwhklar incelendiginde en agir kallus yifinlarmnin genel olarak B5
ortamindan elde edildigi goriiimektedir. B5 ortamindaki karanhkta kiiltiire alman
eksplantlarda kallus agirhig1 aydinliktakilere gore daha fazla miktarda olugmugtur. B5
ortaminda elde edilen en yiiksek kallus aguhgi 198.5 mg olarak 2 mg/l 2,4-D’nin
karanbk kiiltiirlerinde tespit edilmistir. NN ortaminda 0.5 mg/l 2,4-D’nin karanhk
uygulamasindaki eksplantlardan 110.5 mg kallus elde edilirken bunun digindaki
uygulamalardan elde edilen kallus miktarlan 32.0 mg ile 64.5 mg arasinda
degismistir. MS ortaminda en yliksek kallus miktar: 174.5 mg olarak 0.5 mg/l 2,4-
D’nin karanhk kiiltiirlerinden en diigiik kallus miktar1 36.0 mg olarak 1 mg/l 2,4~
D’nin aydmmlik kiiltiirlerinden elde edilmigtir.

Tim uygulamalarda sifir dereceli kallus olusumu (canhhgmi kaybeden
eksplantlar) yalnizca 5 ortamda meydana gelmistic (MS + 2 mg/l 2,4-D + karanlik,
NN + 0.5 mg/l 2,4-D + aydmbk, BS + 0.5 ve 2 mg/l 2,4-D + aydmlik, MS + 2 mg/l
2,4-D + aydmbhk). Kallus olusturmayan eksplantlarin orani (1 dereceli) ise %8.4 (MS
+ 4 mg/l 2,4-D + aydmlk) ile %33.4 (NN + 4 mg/l 2,4-D + karanlk) degerleri
arasinda deZismistir. Iki dereceli kallus olusumu yalmzca BS ortamma eklenen 4

mg/l 2,4-D’pnin aydinhk uygulamalarmda %10 oraninda tespit edilmistir.
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Eksplantlarm tamamu biitiin uygulamalarda 3 dereceli kallus olusturmuglardir. 1 mg/1
2,4-D eklenmis MS ve B5 ortamlarinin karanlik uygulamalarnda %100 oranmda ii¢
dereceli kallus olusumu gozlenmistir. Diger uygulamalarda MS’te %62.5 ile %87.5,
NN’de %22.5 ile %90, B5’te %10.0 ile %90.0 arasinda degisen oranlarda 3 dereceli
kallus olusumu saptanmmstir. DOrt dereceli kallus olusumu genelde aydinhk
uygulamalarinda goriilmiigtiir. Bu bakimdan en yiiksek deger 0.5 mg/l 2,4-D igeren
BS ortammda %80 olarak tespit edilmistir. Bes dereceli kallus olusumu yalmzca 2
ve 4 mg/l 2,4-D eklenen MS ortamumin karanliktaki kiiltiirlerinde (sirasiyla %8.4 ve
%12.5) ve 0.5 mg/l 2,4-D bulunan NN ortamu aydmlik uygulamalarinda (%10)
meydana gelmistir. Tiim uygulamalar incelendiginde kallus olusumunun genelde 3
dereceli olarak meydana geldigi gbzlenmigtir.

Denemede kullanilan biitiin ortam ve 2,4-D konsantrasyonlar: ile aydmbk
karanhk uygulamalari incelendiginde embriyojenik kallus oranmnin %60’ iizerinde
(B5 +2 mg/12,4-D + aydmnlk) oldugu dikkati gekmektedir.

4.1.1.1.(2).(b). Embriyo Uyartimi

Yalova Incisi @ziim ¢esidinin in vitro yaprak ayasi eksplant: farkh
uygulamalarda degisik oranlarda embriyojenik kallus olugturmus ve bu kalluslar aym
ortamlarm hormon igermeyenine yerlestirildifinde somatik embriyo olusumu

meydana gelmemistir.
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4.1.3. Yaprak Sap: Eksplantindan Eide Edilen Bulgular
4.1.3.1. In Vivo Bulgulan
4.13.1.(1).41B
4.1.3.1.(1).(a). Embriyojenik Kallus Uyartimi

41 B anacinm in vivo kosullardan alinan yaprak sapi eksplantlarindan elde
edilen bulgular Cizelge 4.16, 4.17 ve 4.18’de sunulmustur.

MS ortamina eklenen tiim 2,4-D konsantrasyonlarinda karanhktaki kiiltiirler
aydmbhktakilere gore daha yiiksek oranda kallus olusturmuglardr. NN ve BS
ortamlarinda ise aydmhk ile karanlik etkileri 2,4-D konsantrasyonlarma gore
degisiklik gostermistir. Kallus olusum oranlar1 MS’de %26.7, NN’de %70 ve BS
ortammda ise %83.3’lin tizerinde gergeklesmistir. Kallus agwhg: incelendiginde B5
ortamundaki kiiltiirlerin ¢ok belirgin olarak MS ve NN ortamlarina gére daha yiiksek
miktarda kallus olusturdugu goriilmektedir. B5S ortamunin aydinlik uygulamalarinda
karanliktan daha yiiksek miktarda kallus olugsmugtur. BS ortaminda en yiiksek kallus
olusumu 1 ve 2 mg/l 2,4-D’nin aydnbk kiiltirlerinden (sirasiyla 1434.3 mg ve
1319.1mg) elde edilmigtir.

41 B anacmn in vivo yaprak eksplantinda farkl derecelerde kallus olusturma
oranlarina bakildiginda, B5S ve NN ortamlarmda 0 dereceli kallus olusumu %20.0’yi
(NN + 0.5 mg/l 2,4-D + aydmlik) gegmemis, oysa MS ortaminda aydinlik kiiltiirlerde
0 dereceli kallus olusumu %3.3 (MS + 4 mg/l 2,4-D + karanlik) ile %73.3 (MS +
0.5 mg/l 2,4-D + aydmlik) arasinda degisen oranlarda ortaya ¢ikmmstir. Bir dereceli
kallus olugumu ortamlara, 2,4-D konsantrasyonuna ve kiiltiir kosullarma gore
degigmistir. Bu degerler %0 ile %20 arasinda yer almistir. Denemede kullanilan tiim
uygulamalarda eksplantlar degisen oranlarda 2 ve 3 (MS + 2 mg/l 2,4-D + karanhk
uygulamas1 disinda) dereceli kallus olusturmuglardir. Dort dereceli kalluslar MS
ortamina eklenen 2 ve 4 mg/l 2,4-D’nin karanhk kiiltiirlerinde (swrasiyla %12.5 ve
%3.3), NN + 1mg/l 2,4-D’nin karanhk uygulamalarinda (%3.3), B5 ortaminda ise 1
ve 2 mg/l 2,4-D’nin karanlhk (swrastyla %6.7 ve %3.3) ve 4 mg/l 2,4-D’nin aydinlk
kosullarmda (%3.3) olugmustur. Denemede kullanilan tiim ortam ve 2,4-D

konsantrasyonlarmm aydmhk ve karanhk kiiltiirlerinde 5 dereceli kallus olusumu
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meydana gelmistir. En yiiksek 5 dereceli kallus olugumu %70.0 oraninda ve B5
ortamma eklenen 0.5 ve 2 mg/l 2,4-D’nin karanhk kiiltiirlerinde, en diigiik deger ise
%6.7 ile MS + 0.5 mg/l 2,4-D + aydinhk uygulamalarinda elde edilmistir. Genelde
tim uygulamalarda 2, 3 ve 5 dereceli kallus olusumu meydana gelmistir.

Embriyojenik kallus olusturma oram bakimindan en yiiksek degerlerin B5’de
ozellikle 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D bulunan ortamlarin karanbkta tutulan kiiltiirlerinden
(sirasiyla %84.7, %92.7 ve %90.0) elde edildigi belirlenmistir.

4.1.3.1.(1).(b). Embriyo Uyartimi

Farkli uygulamalardan elde edilen embriyojenik kalluslar olustuklar: besin

ortaminmn hormon i¢ermeyenine aktarildiginda somatik embriyo olusturamammslardir.
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4.1.3.1.(2). Yalova Incisi
4.1.3.1.(2).(a). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Yalova Incisi {iziim c¢esidinin in vivo kosullarda yetistirilen bitkilerinden
alman yaprak sapi eksplantlarindan elde edilen ve Cizelge 4.19, 4.20 ve 4.21°de
verilen bulgular incelendiginde denemede kullanlan biitlin ortam ve 2,4-D
konsantrasyonlarmm aydmhk kiiltlirlerinde karanh@a gére daha yiiksek oranda kallus
olusumu saglanmugtir. MS ortaminda en yiiksek kallus oram %76.7 (2 mg/l 2,4-D +
aydmnlik), NN ortaminda %79.2 (4 mg/l 2,4-D + aydmnhk), B5 de ise %100 (1 mg/]
2,4-D + aydinhk) olmustur. Eksplantlarda olusan kalluslarin agwliklan, MS
ortammin degisik 2,4-D konsantrasyonlan incelendiginde aydmnlk uygulamalarinda
1 ve 2 mg/1 2,4-D konsantrasyonlarinda en yiiksek bulunmugtur. NN’de 0.5 ve 1 mg/i
2,4-D’nin karanhk uygulamalar1 aydmhga gore nispeten daha iyi olur iken 2 ve 4
2,4-D mg/l konsantrasyonlarinin aydinhk uygulamalari karanliktan daha iyi degerler
vermigtir. B5 ortammda da aydinhk wuygulamalar  karanhktan daha {istiin
bulunmustur. Bu kiiltiirlerdeki B5 konsantrasyonlan iginde en yiiksek degeri 1 mg/l
2,4-D (352.4 mg) igeren ortam vermistir. B5 ortamimda olusan kalluslarm diger
ortamlardakilerden daha agir oldugu belirgin olarak goriilmiistiir.

Sifir dereceli kallus olusumu ortam ve 2,4-D konsantrasyonlarmin aydmhk
karanhk uygulamalarma goére degismistir. Bu bakimdan MS ortaminda NN ve B5’e
gore daha yiiksek degerler elde edilmistir. Bir dereceli kallus olugumu 0.5 mg/1 2,4-D
ilavei MS ve 1 mg/l 2,4-D ilaveli B5’in aydmlk kosullar1 diginda tiim
uygulamalarda degisik oranlarda belirlenmistir. 1ki dereceli kallus olusumu
bakimindan yapilan incelemede MS ortammm  aydmhk kiiltiirlerinde oranlarmn
karanliktan dabha yiiksek oldugu ortaya ¢iknustir. B5 ortaminda ise MS ortammm
tamamen tersi bir durum goézlenmistir. 2 mg/l 2,4-D iceren NN ortammda 2 dereceli
kallus meydana gelmemis, 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D igeren ortamlarin aydmlkta
tutulanlarmda karanliktan, 4 mg/l 2,4-D bulunduranlarda ise karanliktakiler
aydmnliktan daha yiiksek oranlar vermistir. Ug dereceli kallus olusumu denenen tiim
ortamlar ve kosullarda ya hi¢ olugmams yada ¢ok diisiik degerde (%4.2) olmustur. 4
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dereceli kallus olusumu uygulamalara gore degismek tizere % 0 ile %37.5; 5 dereceli
kallus olusumu ise %0 ile %76.7 arasinda degisen oranlarda gergeklesmistir.

Embriyojenik kallus orani, 1 mg/l 2,4-D bulunduran MS ortammin aydinlikta
tutulan kiiltiirlerinde %96, diger 2,4-D konsantrasyonlarmmn aydmbk ve karanhk
kiiltiirlerinde ise %100 olarak tespit edilmistir. NN’e eklenen 0.5 mg/l 2,4-D’nin
aydinbk ve karanhk kosullarinda ve 4 mg/l 2,4-D’nin aydmlik kogullarinda %85.0
olur iken diger konsantrasyonlarin aydinbk ve karanhk kosullarmdan elde edilen
kalluslarm tamam embriyojenik kapasiteli bulunmustur. B5 ortaminda ise bu 6zellik
icin saptanan degerler %54.2 ile %100 arasinda degismistir (Cizelge 4.19, 4.20 ve
4.21).

4.1.3.1.(2).(b). Embriyo Uyartimi

Yalova Incisi’nin in vivo yaprak sap1 eksplantlarindan farkh besi ortamu, 2,4-
D konsantrasyonu ve biiyiitme kosullarmda elde edilen embriyojenik kalluslar

olustuklar: besi ortamumin hormonsuzuna aktarildiinda somatik embriyo olusumu

meydana gelmemistir.
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4.1.3.2. In Vitro Bulgulan
4.1.3.2.(1). 41 B
4.1.3.2.(1).(a). Embriyojenik Kallus Uyartimm

41 B anacmin in vitro da yetigtirilen bitkiciklerinden alman yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.22, 4.23 ve 4.24°de gésterilmigtir.

Cizelgeden de goriilebilecegi gibi denemede kullamlan tiim uygulamalarda
eksplantlarm tamam kallus olugturmustur. Bu eksplantlarda olusan kalluslarin
agirhklarma bakildiginda ise MS’de 122.7 mg ve NN’de 125.7 mg’m altinda, B5’de
ise 143.9 mg’in tizerinde kallus agirhik degerleri elde edilmigtir. Tiim uygulamalar
dikkate alindigmda kallus agirhklarimn 56.0 mg ile 269.6 mg arasinda degistigi
gorlilmektedir. Aydmhk ve karanhk uygulamalari arasmda da genellikle bytk
farkhhiklar g6zlenmemistir.

41 B anaci yaprak sap1 eksplantlarinin tamam kallus olugturmustur. 2 ve 3
dereceli kallus olusumu, ortamlara, konsantrasyonlara ve kiiltiir kogullarma gére
degismistir. Tki dereceli kallus olugumu %0 ile %16.7 arahfinda meydana gelmistir.
0.5 mg/l 2,4-D + NN + aydmlik uygulamasmdaki eksplantlarm tamam (%100) ii¢
dereceli kallus olugturmugtur. Dort dereceli kallus olusumu 4 mg/1 2,4-D bulunan NN
ortammm karanhk kiiltiirleri (%5.6) diginda hichir uygulamada goriilmemigtir.
Hemen hemen tiim uygulamalarda (NN + 0.5 mg/l 2,4-D + aydmbk disinda) 5
dereceli kallus olusumu tespit edilmigtir Aydmhk ve karanlik birlikte
degerlendirildiginde MS’de %61.1 ile %94.4, NN’de %0 ile %94.4, B5’de %73.3 ile
%100 arasnda deg@igen oranlarda 5 dereceli kallus olugumu meydana gelmigtir.
Farkh derecelerde kallus olusumu tiim uygulamalarda genelde 2, 3 ve 5 dereceli
olarak meydana gelmistir.

Embriyojenik kallus olusumu MS + 1 ve 2 mg/l 2,4-D’nin aydmhktaki
kiiltiirlerinde %89.9 oranminda meydana gelirken diger 2,4-D konsantrasyonlarmin
aydmhk ve karanlk uygulamalarinda %100 oranmnda gergeklesmistir. Genel olarak
embriyojenik kallus oram1 NN ortaminda %61.1°in, B5’de ise %53.3’{in iizerinde
meydana gelmigtir. NN ve B5’in 1 ve 2 mg/l 2,4-D bulunduran ortamlarimn karanhk
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kiiltiirlerinden %100 oramnda embriyojenik kapasiteye sahip kalluslar elde
edilmigtir.
4.1.3.2.(1).(b). Embriyo Uyartim1

Farkh uygulamalardan elde edilen embriyojenik kalluslar olustuklar1 besi
ortammm hormon igermeyenine aktarildiginda somatik embriyo olusumu meydana

gelmemistir.
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4.1.3.2.(2). Yalova Incisi
4.1.3.2.(2).(a). Embriyojenik Kallus Uyartim:

Yalova Incisi’nin in vitro bitkiciklerinden alman yaprak sap1
eksplantlarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.25, 4.26 ve 4.27°de sunulmustur.

MS’e eklenen 0.5 mg/l 2,4-D’li ortam da ve aydnlik kosullarda tutulan
eksplantlarin tamam: (%100) kallus olustururken, diger konsantrasyon ve kosullarda
ise kallus olusturan eksplantlarin oram %36.7 ile %95.0 arasinda degismigtir. NN’e
eklenen 0.5, 1 ve 2 mg/l 24-D’nin aydmlik ve karanhk kiiltiirlerindeki eksplantlarin
%100’ kallus olusturmugtur. B5 ortarminda ise 4 mg/l 2,4-D’nin karanlik uyulamas:
diginda diger tiim konsantrasyon ve kogullardan %100 oraninda kallus elde
edilmistir. Denemede kullamlan tiim uygulamalar birlikte incelendiginde elde edilen
kallus agirhiklarmm genelde diigiik oldugu goriilmektedir. B5 ortammdan digerlerine
gére daha yiiksek degerler elde edilmistir. Biitiin uygulamalar icerisinde en yiiksek
kallus agirhf1 0.5 mg/l 2,4-D igeren BS ortammn aydmnlik kiiltiirlerinde 83.4 mg
olarak tespit edilmigtir.

Farkh derecelerde kallus olusturma oranlari incelendiginde farkh ortam, 2,4-
D konsantrasyonu ve kiiltiir kogullarmda, 0 — 5 arasinda degisen derecelerde kallus
olusumu gdzlenmistir. Sifir dereceli kallus olusumu (canhhfm kaybeden
eksplantlar) daha ¢ok MS ortammin farkh 2,4-D konsantrasyonlarmn aydmlik ve
karanhk kiltlir kogullarmda %26.7’nin altindaki oranlarda meydana gelmistir. Bir
dereceli kallus olusumu 4 mg/1 2,4-D bulunduran MS ortammnin aydinlik (%36.7) ve
karanhk (%20) kiltiirlerinde, 4 mg/l 2,4-D bulunduran NN ve B5’in karanlik
kosullarinda (sirasiyla %12.5 ve %10) saptanmustr. Denemede kullandan tiim
uygulamalar birlikte degerlendirildifinde 2 dereceli kallus olusumu %0 ile %70, 3
dereceli %0 ile %30, 4 dereceli %0 ile %50 ve 5 dereceli kallus olugumu ise %0 ile
%100 arasinda degisen oranlarda meydana gelmisgtir. Tiim uygulamalar dikkate
ahndigmnda eksplantlardan en yogun olarak 2, 4 ve 5 dereceli kalluslarin elde edildigi
saptanmigtir.

Embriyojenik kallus olusumu MS ortammin 4 mg/l 2,4-D igeren karanhk
kiiltiirlerinde %87.5, 1 mg/l 2,4-D ekli NN ortammm karanhinda %90.0, MS ve
NN’in diger tiim konsantrasyon ve kosullarmda ise %100 oraninda saptanmigtir. B5
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+ 0.5 mg/l 2,4-D’nin aydinlk ve karanhk uygulamalarmdan %90 oramnda, B5 + 4
mg/l 2,4-D’nin aydnlik ve karanhgmndan %100 oraminda, 1 ve 2 mg/l 2,4-D igeren
B5 ortammmn aydmbiktaki kiiltiirlerinden %100, karanhgmndan da swrasiyla %75 ve
%387.5 oraninda embriyojenik kapasiteye sahip kalluslar elde edilmistir.

4.1.3.2.(2).(b). Embriyo Uyartimi

Yalova Incisi’nin in vitro yaprak sap: eksplantlan farkl besi ortamy, 2,4-D
konsantrasyonu ve biiyilitme kogullarinda olusturduklari embriyojenik kalluslar
olugtuklan besi ortamlarmmm hormon igermeyenlerine aktarildigmda herhangi bir
somatik embriyo olugumu meydana gelmemigtir.
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4.1.4. Siilitk Eksplantindan Elde Edilen Bulgular
414.1.41B
4.1.4.1.(1). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Cizelge 4.28 ve 4.29 ve 4.30’dan da goriilebilecegi gibi siiliik eksplantlari en
yiiksek orandaki kallusu 2 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminin aydinhk kiiltiirlerinde
(%100) ve 4 mg/l 2,4-D bulunan B5 ortammnmn karanhk Kkiiltiirlerinde (%100)
olusturmugtur. Kallus olusturan eksplantlarm oram MS ortammda %55.6, NN’de
%66.7 ve B5 de ise %70.9’un iizerinde olmugstur. Elde edilen kallus agirliklarmin,
MS ortammndaki en yiksek degeri 3924 mg (2 mg/ll 2,4-D + aydnlik), NN
ortamindaki en yiiksek degeri 468.2 (2 mg/l 2,4-D + aydmlk) ve BS ortamindaki en
yiiksek degeri ise 925.9 mg (4 mg/l 2,4-D + aydmlik) olarak bulunmustur. En diisiik
kallus agirhign degeri MS’te 76.4 mg, NN’de 27.0 mg, B5’te ise 288.9 mg olarak
saptanmgtir.

Denenen uygulamalara gére 0 ile 5 arasmda degisen derecelerde kallus
olusumlar1 gézlenmistir. Canliifmm kaybeden eksplantlar (sifir dereceli kallus) daha
¢ok MS ortaminda gozlenirken, NN ve BS5 ortamlarmdan nispeten daha diigiik
degerler almmustr. Canh olmalarma rafmen kallus olusturmayan eksplantlar (bir
dereceli) MS ortaminda yalmzca 0.5 mg/l 2,4-D bulunan aydmnlik kiltiirlerde %4.2
oraninda, NN ve B5 ortamlarmma eklenen farkh 2,4-D konsantrasyonlarmm aydmhk
uygulamalarmda degisik oranlarda meydana gelmistir. Iki dereceli kallus olugumu
MS ortaminda 2,4-D konsantrasyonlarma g6re aydmhk ve karanhk Kkiiltiirlerde
diizenli bir farkliik gostermemigtir. MS ortaminda 0.5 ve 2 mg/l 2,4-D’nin aydinhk
kiiltiirleri karanlktan, 1 ve 4 mg/l 2,4-D’nin karanhk kiiltiirleri aydinhktan daha
yiiksek degerler vermistir. NN ve B5 ortamlarinda aydnhk kiiltiirler karanhktan
daha yiiksek oranda iki dereceli kallus olusturmuslardwr. Ug¢ dereceli kallus
olusumunda MS, NN (1 mg/l 2,4-D dismda) ve B5 ortamlarmdaki 2,4-D
konsantrasyonlarmm aydmhk uygulamalar1 karanliktakilerden daha yliksek degerler
vermigtir. Uygulamalara gore degigmek lizere 4 dereceli kallus olusumu %0 ile
%27.8 arasinda degigen oranlarda goriilmiigtiir. Bes dereceli kallus olugumu tiim
ortamlarin karanhk uygulamalarinda aydinhktan daha yiiksek c¢ikmugtir. Karanhk
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degerleri %6.7 ile %66.7 arahinda yer almistir. Tiim uygulamalarda genel olarak 2,
3, 4 ve 5 dereceli kallus olugsumu gézlenmigtir (Cizelge 4.28, 4.29 ve 4.30).

Embriyojenik kallus bakimindan yapilan incelemede bu &zellikteki olugumun
yalmzca 2 mg/l 2,4-D bulunan MS ortaminin karanhk kiiltlirlerinde %100 oraminda
meydana geldigi saptanmugtir. Cizelge genel olarak incelendiginde tiim ortamlarin
karanhk uygulamalari ¢ogunlukla aydinhfa gore daha yiiksek oranda embriyojenik
kallus olusturmustur. Embriyojenik kallus olugumu %34.6 (BS + 2 mg/l 2,4-D +
aydmhk)’min iizerinde gergeklesmistir (Cizelge 4.28, 4.29 ve 4.30).

4.1.4.1.(2). Embriyo Uyartim:

Farkh uygulamalardan elde edilen embriyojenik kalluslar olustuklar1 besin
ortamlarmmm hormonsuzuna aktarildifinda herhangi bir embriyo olusumu meydana

gelmemigtir.
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4.1.4.2. Yalova incisi

4.1.4.2.(1). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Yalova Incisi siiliik eksplantlarindan elde edilen bulgulara gore, kullamlan
ortam ve 2,4-D konsantrasyonlariin aydmlik ve karanhk uygulamalarmda kallus
olugturan eksplantlarm oram genel olarak aydmnlik kiiltiirlerde daha yiiksek
bulunmugtur (Cizelge 4.31, 4.32 ve 4.33). Kallus olusturan eksplant oram
bakimindan MS’e eklenen 4 mg/l 2,4-D’nin karanhk uygulamalarindan en diigiik
degerler elde edilmigtir. 0.5 ve 4 mg/l 2,4-D + NN + karanlik uygulamalar1 digindaki
ortamlarm ve 2,4-D konsantrasyonlarinm aydinhk ve karanhk kiiltiirleri birbirine
yakm degerler vermistir. B5’e eklenen 0.5 mg/l 2,4-D’nin aydinh@1 diginda tiim
uygulamalarda aydinlikta tutulanlar karanhktaki eksplantlardan daha fazla agirhkta
kallus olusturmuglardr. Aydinhktaki kiiltiirlerde ortalama kallus agirhgi, MS, NN ve
BS ortamlarmda 0.5 mg/l 2,4-D den 1 mg/l 2,4-D ye dogru artig, 1 mg/l1 2,4-D den 4
mg/l 2,4-D ye dogru da bir azahg gostermistir. En yliksek kallus agirhiklar1 1 mg/l
2,4-D bulunduran aydinhktaki ortamlardan (B5’de 521.0 mg, MS’de 342.0 mg ve
NN’de 221.8 mg) ahnmgtir (Cizelge 4.31, 4.32 ve 4.33). NN ortammnda canhhmt
kaybeden eksplant ( O dereceli) goriilmezken MS ve B5’¢ eklenen farkh 2,4-D
konsantrasyonlarmm aydmhk ve karanhk kosullarindaki eksplantlarda canhhk kaybi
meydana gelmistir. Bir dereceli kallus olusumu (canh fakat kallus yok) tiim
uygulamalarda %0 ile %41.7 arasinda defisen oranlarda meydana gelmistir.
Kullanilan ortamlar ve 2,4-D konsantrasyonlarinda aydmbktaki kiiltiirler genelde
karanhktan daha yiiksek oranda 2 dereceli kallus olusumunu saglamustir. Ug dereceli
kallus olusumu MS ortaminda karanhkta; NN ve B5 ortamlarmda ise aydmbkta
daha yiiksek oranda belirlenmigtir. Dort dereceli kallus olugumu 1 mg/1 2,4-D
eklenen B5 ortammin aydinbk kiiltiirlerinde goriilmemis bunun digindaki tiim
uygulamalarda oran %4.2 ile %62.5 arasinda deZismistir. Beg dereceli kallus
olusumu 0.5 mg/l 2,4-D bulunan NN’in aydmlik kiiltiirlerinde saptanmamugtir. 1 mg/l1
2,4-D bulunduran MS ortammm aydmlik kiiltiirlerindeki eksplantlardan en yiiksek
oranda (%66.7) 5 dereceli kallus olusumu elde edilmigtir. Farkh derecelerde kallus
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olugturma oram genel olarak incelendifinde tiim uygulamalarda daha ¢ok 2, 3, 4 ve 5
dereceli kallus olusumu meydana gelmigtir (Cizelge 4.31, 4.32 ve 4.33).

Embriyojenik kallus orani, MS’e eklenen 0.5 mg/l 2,4-D nin aydmnhgmda
%95.8 oramnda, diger 2,4-D Kkonsantrasyonlarnin aydmnhk ve karanhk
uygulamalarinda %100 oraninda tespit edilmistir. NN ortaminda ise degerler 2,4-D
konsantrasyonlar1 ve aydmhk karanbk uygulamalarma gore farkhhk gostermis,
oranlar %80 ile %100 arasnda degismigtir. BS5 ortaminda ise karanhktaki
uygulamalar aydinhktan daha yiiksek oranda embriyojenik kapasitede Kkallus
olugturmuglardir. Karanhktaki degerler 2,4-D konsantrasyonlarinin artigina paralel
olarak artmustr (sirastyla %54.2, %87.5, %100 ve %100). BS + 0.5, 1 ve 2 2,4-D
ortamlarindan aydmlik kosullarda elde edilen degerlerin denemede kullamlan diger
biitlin uygulamalardan daha diisiik oldugu saptanmigtir (Cizelge 4.31, 4.32 ve 4.33).

4.1.4.2.(2). Embriyo Uyartimi

Farkli besi ortamu, 2,4-D konsantrasyonu ve biiylitme kosullarinda Yalova
Incisi siilik eksplantlarmdan elde edilen embriyojenik kalluslar, olustuklar1 besin
ortamlarmn hormon igermeyenlerine aktarilmug ve bu kalluslardan somatik embriyo
olusumu meydana gelmemigtir.
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4.1.5. Olgunlagsmamig Zigotik Embriyo Eksplantindan Elde
EdilenBulgular

415.1.41 B
4.1.5.1.(1). Embriyojenik Kallus Uyartinn

41 B’nin olgunlasmamis zigotik embriyo eksplantindan elde edilen bulgular
Cizelge 4.34, 4.35 ve 4.36”da g6sterilmigtir.

Denemede kullamlan ortam ve 2,4-D konsantrasyonlarmin aydmnbk ve
karanhk uygulamalar1 incelendiginde karanhkta kiiltiire alman eksplantlarn
aydinliktakilerden daha yiiksek miktarda kallus olusturdugu goriilmektedir.
Karanhkta tutulan MS ortamma eklenen 2,4-D Kkonsantrasyonu artarken kallus
agrrhklarmda azalma saptanmistir (srrasiyla 392.3 mg, 348.3 mg, 345.0 mg ve 266.1
mg). Karanbk uygulamalarinda NN ortamma eklenen 0.5 mg/l 2,4-D (505.8 mg)’den
1 mg/1 2,4-D (514.6 mg)’ye dogru artan kallus agirhigs, 1 mg/l 2,4-D’den 4 mg/1 2,4-
D (344.7 mg)’ye dogru azalma gostermistir. BS ortamumin karanlk kiiltiirlerinde 2,4-
D konsantrasyonlarinin artigma bagh olarak kallus miktarlarinda azalma g6zlenmigtir
(strasiyla 2101.3 mg, 1239.8mg, 997.2 mg ve 633.4 mg). Ortalama kallus dereceleri
incelendiginde g¢oguntukla 3 dereceli, az miktarda 2 dereceli, nadiren de 4 dereceli
kallus olusumu saptanmustir. En diiglik ortalama kallus derecesi 2.6 olarak 2 mg/l
2,4-D bulunduran MS ortammin aydmh@indan, en yiiksek ortalama kallus derecesi
ise 4.1 olarak 0.5 mg/l 2,4-D bulunduran B5 ortammm karanhgmdan elde edilmistir.

Farkli derecelerde kallus olusturma oranlart incelendiginde, karararak
canliigii kaybeden eksplantlarm oram (0 derece) uygulamalara gdre degigmis ve
bu oran %10’u gegmemistir. Canh olan eksplantlarm tamam: kallus olugturmugtur.
Iki dereceli kallus olusumu %1.4 (B5 + 1 mg/l 2,4-D + karanlk) ile %36.3 (MS + 2
mg/l 2,4-D + aydinlk) arasinda, 3 dereceli kallus olugumu %40.5 (NN + 0.5 mg/l
" 2,4-D + karanlik) ile %80.6 (MS + 1 mg/l 2,4-D + aydinhk) arasinda, 4 dereceli
kallus olusumu %0 (MS + 1 ve 4 mg/l 2,4-D + aydmhk) ile %31.3 (NN + 0.5 mg/l
2,4-D + karanlik) arasinda, 5 dereceli kallus olugumu ise %0 (MS + 1, 2 ve 4 mg/l
2,4-D + aydmnlk) ile %43.1 (BS + 0.5 mg/l 2,4-D + karanhk) arasinda degigmistir.
Farkh derecelerde kallus olusturma oranlarma genel olarak bakildiginda 3 dereceli
kallus olusum oranlarmmn difer kallus derecelerinden daha yiksek oldugu
goriilmektedir.
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4. BULGULAR Serpil GOK TANGOLAR

Cizelge 4.37°de verilen kallus olusturan eksplantlarm oram incelendiginde
MS ortamindaki eksplantlarm %90.0 ve iizerinde, NN ortamnda %90.9 ve lizerinde,
B5 de ise %95.7 ve lizerinde Kkallus olugturma oranlarma sahip olduklar
goriilmektedir. En yiiksek kallus oram MS ortaminda %96.7, NN ve B5 de ise %100
olarak belirlenmistir. Denemede kullanillan tiim uygulamalarda meydana gelen
kalluslarin tamammm (%100 oraminda) embriyojenik kapasiteye sahip olduklari

saptanmugtir.
4.1.5.1.(2). Embriyo Uyartimi

Cizelge 4.37°de verilen embriyo olusturan eksplantlarn orammmm MS
ortammin karanhk uygulamalarinda aydinbktan daha yiikksek oldugu gézlenmistir.
Bu oran karanhkta artan 2,4-D konsantrasyonlarmin tersine azalmustir (sirasiyla
%22.7, %21.5, %12.0 ve %6.7). Aydinlik kosullarda da aym egilim izlenmektedir
(smrastyla %9.4, %3.5, %3.8 ve %2.4). NN ortamumn karanhk uygulamalarinda 0.5
(%20), 1 mg/l 2,4-D (%24.3) ve 2 mg/l 2,4-D (%25.5) ekli olanlarda yiiksek ¢ikmig
ancak, 4 mg/l2,4-D (%8) de diigiik ¢ikmmgtir. MS ve NN ortamlarmin tam tersine B5
ortammin karanhk kiiltiirlerinde 2,4-D konsantrasyonlarinmn artigma ters olarak
embriyo olusturan eksplant oranlar azalmigtir (sirasiyla %30.0, %28.9, %23.2 ve
%5). En yiiksek oranda embriyo olusturan eksplantlar B5 ortammm karanhk
uygulamalarindan 6zellikle de 0.5 mg/l 2,4-D’nin bulundugu kiiltiirlerde %30.0
oranmda elde edilmigtir (Sekil 4.3).

41 B’nin olgunlasmamug zigotik embriyo eksplantlarmdan elde edilen farkh
asamadaki somatik embriyolara (Sekil 4.4) iligkin bulgular Cizelge 4.38de
sunulmustur. Cizelgeden de takip edilebilecegi gibi globular sgekilli embriyo
denemedeki tiim ortam ve 2,4-D konsantrasyonlarinda ve karanhk uygulamalarmda
aydinhkian daba fazla sayida olugmustur. MS ortammda 2,4-D konsantrasyonlarma
gbre degismek iizere globular embriyo olugumu ($ekil 4.5) karanhk uygulamalarinda
4, 0.5, 2 ve 1 mg/l 2,4-D bulunan ortamlarda, sirasiyla 871, 776, 775, 166 adet; NN
de 4, 2, 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D bulunan ortamlarda sirastyla 771, 580, 534 ve 500 adet,
B5 de 0.5, 4, 2 ve 1 mg/l 2,4-D’li ortamlarda sirasiyla 971, 839, 603 ve 560 adet
olarak belirlenmigtir,
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Sekil 4.3. 41 B anacimin olgunlagsmamus zigotik embryo eksplantlarindan
farkli ortamlarda meydana gelen somatik embriyolar
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Sekil 4.4. Farkli devrelerde bulunan somatik embriyolar

Sekil 4.5. Globular gekilli somatik embriyolar
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_ Kalp devresindeki embriyo (Sekil 4.6) olusumunda da karanliktaki
uygulamalarin aydinhiktan daha yiiksek degerler verdigi saptanmistir. Karanhk
uygulamasi yapilan ortamlar igerisinde bu bakimdan en yiiksek degerleri (879 adet)
MS ortamina eklenen 2 mg/l 2,4-D, en disiik deferi (248 adet) 1 mg/l 2,4-D
bulunanlar vermistir. NN ortarminda karanhktaki kiiltiirlerde 304 (2 mg/1 2,4-D) ile
544 adet (0.5 mg/l 2,4-D) arasinda, BS de ise 410 (4 mg/l 2,4-D) ile 658) adet (2
mg/1 2,4-D arasinda degisen sayilarda kalp sekilli embriyolar olugsmustur.

Sekil 4.6. Kalp sekilli somatik embriyolar

Torpedo devresine (Sekil 4.7) gelmis embriyo sayisi bakimindan denemede
kullanilan tiim uygulamalarda karanliktakilerin aydinliktan daha iyi sonu¢ verdigi
belirlenmigtir. Karanlikta tutulan ortamlardan 1 mg/l 2,4-D bulunduran B5 ortami
icerisinde torpedo devresinde somatik embriyo olusumunun 559 adet ile en yliksek
diizeyde meydana geldigi saptanmugtir. Ikinci sirayr 385 adet ile 4 mg/l 2,4-D
bulunduran BS ortami almigtir. NN ve MS ortamlarinda torpedo asamasindaki en
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4. BULGULAR Serpil GOK TANGOLAR

yiiksek embriyo sayisi sirastyla 370 adet ve 186 adet ile 0.5 mg/l 2,4-D bulunduran
karanhktaki uygulamalarda tespit edilmigtir. Aydinlik uygulamalarinda degerler, MS
ortaminda 0.5, 2 ve 40 mg/l 2,4-D bulunanlarda 8 adet 1 mg/l 2,4-D de 24 adet
olarak, NN ortaminda 2,4-D konsantrasyonlarinin artisina paralel olarak 46 (0.5 mg/1
2,4-D) ile 162 (4 mg/l 2,4-D) adet arasinda, B5 ortaminda ise 0 adet (0.5 ve 4 mg/1
2,4-D) ile 203 (1 mg/l 2,4-D) adet arasinda degisen sayilarda torpedo devresinde

embriyolar saptanmugtir.

Sekil 4.7. Torpedo sekilli somatik embriyolar
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Cizelge 4.37. 41 B anacinmn olgunlagsmamis zigotik embriyo eksplantlarinda degisik
ortam ve kosullarda elde edilen kallus, embriyojenik kallus ve

embriyo olugturan eksplantlarm oranlari

24D Kallus Embriyojenik Embriyo
Ortam| © Uygulama olusturan kallus olusturan olusturan
mg/l eksplantlarin | eksplantlarmn eksplantlarin

orant (%) oramt (%) orant (%)
)5 |Aydmik 96.5+ 1.9 100 9.4 + 4.1
Karanlik 90.0 + 3.1 100 2.7 +4.7
o |[Avdmiik 94.7 +2.5 100 35+1.9
MS Karanlik 92.0+3.8 100 21.5+6.2
Lo |Aydmlk 96.7+ 1.7 100 38427
Karanlik 90.8 + 4.8 100 12.0+3.8
1o |Avdmiik 90.5 +3.6 100 24+ 1.6
Karanhik 96.0 + 2.9 100 6.7 +3.2
o5 |Aydmik 94.7 + 2.4 100 16.7+4.9
Karanlik 91.2+3.6 100 20.0 + 5.0
Lo |Avdmiik 91.9+ 4.0 100 7.7+3.8
Karanlik 100 100 243 + 6.4
NN [Aydmbk 98.7 +1.3 100 8.9 +3.7
Karanhik 100 100 25.5+ 6.1
4o | ydmik 95.4+2.4 100 6.7+2.5
Karanhk 90.9+3.1 100 8.0 +3.3
o5 | ydmik 97.6+ 1.6 100 L1+1.1
Karanhik 100 100 300454
Lo |Aydmik 100 100 5.0+23
BS Karanlik 95.7+2.3 100  289+54
b | Yk 100 100 21+15
Karanik 100 100 232 +4.1
4o |AYdmik 96.3 +2.7 100 0
Karanlik 98.8 + 1.2 100 5.0+29
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Cizelge 4.38. 41 B anacinin olgunlagmamis zigotik embriyo eksplantlarindan
degisik ortam ve kosullarda elde edilen somatik embriyolarmn farkli

asamalardaki sayilar1

24D Globular sekilli | Kalp sekilli | Torpedo sekilli

Ortam n’l o/l Uygulama | embriyo sayist |embriyo sayisi| embriyo sayisi
0.5 Aydmbik 60+0 6+0 8+0
Karanlik 776 + 543 346 + 185 186 + 64

10 Aydimnlik 3240 10+5 24 +2
Karanhk 166 + 43 248 + 135 90+ 42

MS 20 Aydmlik 100 +0 16 +0 8§+0
Karanlik 775 + 608 879 + 791 157+ 71

A0 Aydinhk 126 + 119 29+16 8§+2
Karanhk 871 + 266 820 + 328 169 + 75

0 Aydmbik 251+ 188 92 +49 46 + 30
Karanlik 534 + 148 544 + 182 370 + 110
10 Aydmmhk 326 + 160 203 + 145 86 + 43‘
Karanhk 500 + 180 349 + 152 166 + 50

NN | | Aydmiik 158 + 33 139+ 52 153 + 59
Karanhik 580 + 236 304 + 144 314+ 173

40 Aydinhik 567 + 196 287 + 162 162 + 82
Karanlik 771 +277 347 + 114 135+26

0.5 Aydmbik 323+0 0 0
Karanlik 971 + 645 551 + 366 98 +51

10 Aydmnlhik 298 + 175 519+95 203 + 16
Karanlik 560 + 143 485 + 143 559 + 230

B5 20 Aydmlik 34+18 122 +36 50 +4
Karanhik 603 + 289 658 +313 253 +66

40 Aydmlik 0 0 0
Karanlik 839 + 65 410+ 319 385 +172
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4.1.5.1.(3). Embriyo Cimlenmesi

Somatik embriyogenesis calismalarmuin en Onemli agamalarindan birisi de
elde edilen embriyolarin ¢imlendirilmesi ve bitkiye doniistiiriilmesidir (Sekil 4.8 ve
4.9).

Somatik embriyolar meydana geldikleri baglangic besin ortamlarmm
hormonsuzuna aktarildidinda, farkli oranlarda ¢imlenme gosterdikleri belirlenmistir.
Torpedo devresindeki somatik embriyolarm NN ortaminda %58.0’i, MS ortaminda
%53.6’s1 ve  BS ortaminda %51.8°1 ¢imlenmis ve tam bitki olusumu MS ve NN
ortaminda %75, BS ortaminda %60.7 oranminda ger¢eklesmistir (Cizelge 4.39).

Cizelge 4.39. 41 B anacmn olgunlasmamug zigotik embriyo eksplantlarmdan degisik
ortam ve kosullarda elde edilen somatik embriyolarin aydinhk
kosullarda ¢imlenme ve tam bitkiye déniisme oranlar

Toplam Cimlenme | Bitki sayist Tam bitkiye
Ortam embriyo sayisi orant (n) doniisme orani
(m) (%) (%)
MS 55 53.6+3.4 21 75.0+24.9
NN 71 58.0+7.6 20 75.0 +24.9
B5 54 51.8 £18.5 19 60.7 +10.7

4.1.5.2. Yalova Incisi
4.1.5.2.(1). Embriyojenik Kallus Uyartimi

Yalova Incisinin farkhi 2,4-D konsantrasyonlarmi iceren MS ve NN
ortamlarmda ve aydmlikta tutulan olgunlasmamig zigotik embriyo eksplantlar:
karanliktan daha yiiksek kallus agirhgi degerleri vermistir (Cizelge 4.40 ve 4.41).
Kallus miktart aydinhk uygulamalarda MS’e eklenen 0.5 mg/l 2,4-D (98.4 mg) den
1 mg/l1 2,4-D (119.5 mg) ye dogru bir artig gbstermesine ragmen bu noktadan sonra 4
mg/l 2,4-D (47.3 mg) ye dogru hizli bir azalma géstermigtir. NN ortammnda 0.5 mg/1
2,4-D (69.8 mg) den 2 mg/l 2,4-D (245.3 mg) ye dogru bir artig gdzlenmis ve en
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diigik deger 4 mg/l 2,4-D’de (9.5 mg) saptanmustir. B3 ortammmun karanhk
uygulamalarinda aydnliktan daha yiiksek miktarda kallus elde edilmistir.

Sekil 4.8. 41 B’nin ¢imlenen somatik embriyolar:
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Sekil 4.9. 41 B’nin ¢imlenen somatik embriyolarinda farkl gelisme durumlar

B5 ortanundaki en yiiksek kallus miktar1 588.6 mg ile 2 mg/l 2,4-D ve bunu
takiben 323.5 mg ile 1 mg/l 2,4-D’nin karanlik uygulamalarmda saptanmustir.
Denemedeki tiim uygulamalarda kallus derecesinin 2.7 (MS + 0.5 mg/l 2,4-D +
aydinlik) nin altinda oldugu goriilmiistiir. En diisiik kalus derecesi 1.2 (B5 + 4 mg/l
2,4-D + karanlik) olarak belirlenmigtir (Cizelge 4.40 ve 4.42).

Eksplantlarda kararma (0 dereceli kallus olusumu) MS ortaminda 0.5 ve 4
mg/l 2,4-D’nin karanhk kiiltiirlerinde sirastyla %1.8 ve %7, 1 mg/l 2,4-D + aydinhk
uygulamasinda %7.5, NN’de 2 ve 4 mg/l 2,4-D bulunan karanlik uygulamalarinda
%?2 oraminda, B5” de 4.0 mg/l 2,4-D (%3.3)’nin aydmliginda ve 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/l
2,4-D’nin karanhfmda (sirastyla %5.9, %6.0 ve %7.0) meydana gelmistir. En yiiksek
oranda 1 dereceli kallus olusumu 4 mg/l 2,4-D eklenen MS, NN ve BS ortamlarinin
karanhk kiiltiirlerinde sirasiyla %42.5, %34.0 ve %69.2 oranlarinda saptanmugtir.
Farkli derecelerde kallus olusturma oranlari bakimindan tiim uygulamalar birlikte
incelendiginde en yitksek oranlarin 2 dereceli kallus olusumunda oldugu ve bunu 3
dereceli kallus olusumunun izledigi Cizelge 4.40, 4.41 ve 4.42°de goriilmektedir. En
yiikksek oranda iki dereceli kallus olusumu MS ortaminda %96.7 (2 mg/l 2,4-D +
aydmhik), NN ortammda %94.0 (2 mg/l 2,4-D + karanlik) ve BS ortaminda %77.5 (1
mg/l 2,4-D + aydinhik) oraninda meydana gelmistir. Ug dereceli kallus olusumu %0 -

114



4. BULGULAR Serpil GOK TANGOLAR

%62.0, 4 dereceli kallus olusumu %0 - %5.7, 5 dereceli kallus olusumu ise %0 -
%38.0 arasinda degisen oranlarda gerceklesmistir (Cizelge 4.40, 4.41 ve 4.42).

Kallus olugturan eksplantlarm oraninm MS’e eklenen 4.0 mg/l 2,4-D’nin
karanlik kiiltiirlerinde %50.5 oraminda, bunun disindaki 2,4-D uygulamalarinda ise
oranin %90 ve iizerinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.43). Bu degerler NN
ortaminda 4 mg/l 2,4-D uygulamasmin aydmligmmda %80 ve karanlhiginda %64
oranmda, diger 2,4-D uygulamalarmin aydinhk ve karanhiginda ise %98 ve lizerinde
degisen oranlarda saptanmustir. BS ortaminda 4 mg/! 2,4-D + aydmlikta %38.3 ve
karanbkta %23.8 oraninda, bunun digindaki uygulamalarda %71.5 ve iizerinde
olmustur. Cizelge 4.43’den de goriilebilecegi gibi denenen tiim ortamlarda 4 mg/l
2,4-D uygulamasi her iki 15k kosullarinda da en olumsuz sonuglari olusturmustur.
Biitiin uygulamalarda meydana gelen kalluslarin tamanmimin embriyojenik kapasiteye

sahip oldugu belirlenmistir
4.1.5.2.(2). Embriyo Uyartimi

Embriyo olusumu yalmzca 1 mg/l 2,4-D bulunan MS’in aydinhk ve 0.5 mg/l
2,4-D bulunan NN ortamimn aydmlik ve karanlik kiiltiirlerinde gozlenmistir. 1 mg/1
2,4-D bulunan MS’in aydnlik kiiltiirlerinde %5, 0.5 mg/l 2,4-D bulunan NN’in
aydmhk kiiltiirlerinde %6.3, karanlik kiiltiirlerinde %2.3 oraminda embriyo olusumu
belirlenmistir (Cizelge 4.43).

Bu embriyolardan globular, kalp ve torpedo devresinde olanlarn sayisi
sirastyla MS + 1 mg/l 2,4-D + aydinlikta 2032, 2211 ve 981 adet olarak bulunmusgtur.
Benzer srrayla NN + 0.5 mg/l 2,4-D + aydmlkta 997, 1530 ve 912; NN + 0.5 mg/l
2,4-D + karanhkta 276.5, 284 ve 108 adet olarak degisik devrelerde embriyo
saptanmugtir (Sekil 4.10) (Cizelge 4.44) .
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Sekil 4.10. Yalova Incisinin olgunlasmanus zigotik embriyolarindan elde edilen
farkh devrelerdeki somatik embriyolar
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Cizelge 4.43. Yalova Incisi iiziim ¢esidinin olgunlagmanus zigotik embriyo
eksplantlarmda degisik ortam ve kosullarda elde edilen kallus,
embriyojenik kallus ve embriyo olusturan eksplantlarm oranlari

24D Kallus Embriyojenik Embriyo
Ortam| ™ Uygulama olusturan kallus olusturan olusturan
mg/l eksplantlarm eksplantlarin eksplantlarin

orani (%) oram (%) orant (%)
05 Aydmnhk 100 100 0
Karanlik 96.4+2.3 100 0
L0 Aydmhk 90.0 + 10.0 100 50+29
Karanhk 100 100 0
MS - Aydmlik 100 100 0
Karanhk 91.4+4.2 100 0
™ Aydmhk 80+ 0 100 0
Karanlk 50.5 +6.1 100 0
05 Aydinlk 100 100 63+6.3
Karanhk 98.2 + 1.8 100 23+23
0 Aydinhik 100 100 0
NN Karanlik 100 100 0
- Aydmhk 100 100 0
Karanhk 98.0+1.9 100 0
40 Aydmnhk 80.0 + 8.0 100 0
Karanhk 64.0 +10.3 100 0
05 Aydnhk 943 +3.6 100 0
Karanlik 78.6+7.6 100 0
o Aydinhik 97.5+2.4 100 0
B35 Karanhk 76.9+7.9 100 0
- Aydnlk 77.1+9.3 100 0
Karank 71.5+9.0 100 0
40 Aydmnhik 38.3+15.2 100 0
Karanhk 23.8+5.8 100 0
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Cizelge 4.44. Yalova Incisinin olgunlagmamis zigotik embriyo eksplantlarindan
depisik ortam ve kosullarda elde edilen somatik embriyolarm farkh
devrelerdeki sayilart

24D Globular sekilli Kalp sekilli | Torpedo sekilli
Ortam I;g 1 Uygulama | embriyo sayis1 | embriyo sayist | embriyo sayisi
Aydmnlik 0 0 0

0.5
Karanhk 0 0 0
1.0 Aydinlik 2032 +317 2211 + 587 981 +113
" |Karanhk 0 0 0
Ms [ ] Aydlk 0 0 0
" |Karanhk 0 0 0
Aydmlk 0 0 0

4.0
Karanhk 0 0 0
0% Aydmhk 997 + 881 1530 + 790 912 + 393
. Karanhk 276.5 +122 284 + 109 108 + 19
o |Avdmik 0 0 0
NN |  |Karanlk 0 0 0
Aydmik 0 0 0

2.0
Karanhk 0 0 0
Aydnlik 0 0 0

4.0
Karanlik 0 0 0
Aydmhk 0 0 0

0.5
Karanhk 0 0 0
o |Avdmiik 0 0 0
B5 " |Karanlk 0 0 0
Aydmlik 0 0 0

2.0
Karanlik 0 0 0
Aydmnlik 0 0 0

4.0
Karanlik 0 0 0
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4.1.5.2.(3). Embriyo Cimlenmesi

Yalova Incisi iiziim cesidinden elde edilen torpedo devresindeki somatik
embriyolar baglangi¢ ortamlarinin hormonsuzuna yerlestirildiginde MS’de %77.4 ve
NN’de %74.3 oraninda ¢imlenmislerdir. Tam bitkiye doniigiim oram1 MS’te  %45.0
ve NN ortaminda %38.5 diizeyinde gerceklesmistir (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.45. Yalova Incisi iiziim ¢esidinin olgunlasmamis zigotik embriyo
eksplantlarindan degisik ortam ve kosullarda elde edilen somatik
embriyolarda ¢imlenme ve tam bitkiye doniisme oranlari

Ortam Toplam Cimlenme Bitki sayisi Tam bitkiye
embriyo sayist orani (%) (n) doniisme oran (%)
(n)
MS 19 77.4 +6.0 7 45.0+5.1
NN 36 74.3+12.3 11 385+6.5

4.1.6. Olgunlasmis Zigotik Embriyo Eksplantindan Elde Edilen
Bulgular

4.1.6.1.41 B
4.1.6.1.(1). Embriycjenik Kallus Uyartim

Cizelge 4.46 dan da goriilebilecegi gibi 41 B’nin olgun zigotik embriyo
eksplantlarindan birinci yil ¢cok diisiik oranlarda kallus olusturulabilmistir. Denemede
kullamlan ortamlarda bazi 2,4-D konsantrasyonlarmin yalmzca karanhk
kiiltiirlerinden kallus elde edilebilmistir. 2 ve 4 mg/l 2,4-D eklenen MS ortamindan
%5.0 ve %11.1; 0.5, 1 ve 4 mg/l 2,4-D bulunan NN ortamunda sirasiyla %5.6, %33.3
ve %3.3; 0.5 ve 1 mg/12,4-D eklenen BS ortaminda %20.9 ve %20.0 oraninda kallus
meydana geldigi saptanmustir. Bu ortamlarda meydana gelen kalluslarin tamaminin
embriyojenik kalluslar oldugu belirlenmistir.

Olgun zigotik embriyo eksplantlarmdan degisik ortam ve 2,4-D
konsantrasyonlarmda birinci yil ¢ok diigiik oranda kallus meydana gelmesi nedeniyle

ikinci yilda tohumlarm 6 hafta katlamaya ahnmasindan sonra izole edilen olgun
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zigotik embriyo eksplantlar: kullamlmistir. Bunlardan elde edilen bulgular Cizelge
4.47°de sunulmugtur. Cizelgeden de goriilebilecegi gibi bu uygulama ile denemede
kullamlan ortam, 2,4-D ve biyiitme kosullarma gore degisen oranlarda kallus
olusumu arttirilabilmigtir. Kallus olusturan eksplantlarin oram1 MS ortammnda %70.9
(4 mg/l 2,4-D + aydmbk) ile % 100 (0.5 mg/l 2,4-D + karanhk), NN ortammda
%54.2 (4 mg/l 2,4-D + aydmlik) ile %100 (1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D + karanhk) arasmda
degismistir. BS ortammnda 0.5, 1 ve 4 mg/l 2,4-D’nin aydmhk kiiltiirlerinde %83.4
oramnda, B5’in bunun digmndaki uygulamalarinda ise eksplantlarm %100 oraninda
kallus olugturdugu tespit edilmistir. Kallus agwligy bakimindan tiim uygulamalar
karstlagtirildiginda en yiiksek kallus agirhgi B5 ortamunda 1 mg/l 2,4-D’nin
aydinligindan 82.5 mg, 4 mg/l 2,4-D’nin karanhgmdan ise 80.8 mg olarak
belirlenmigtir. En az kallus agirhg1 4 mg/l 2,4-D bulunan NN ortanmunin aydmbktaki
kiiltiirlerinden  10.9 mg olarak tespit edilmistir. Farkli ortam, 2,4-D ve kiiltiir
kosullarinda meydana gelen kalluslarm tamammm embriyojenik kapasiteye sahip
olduklar1 belirlenmistir.
4.1.6.1.(2). Embriyo Uyartimi

Embriyojenik kalluslar olustuklan ortamda ii¢ ay bekletildiklerinde veya aym
ortamlarm hormonsuzuna yerlestirilip ayda bir alt kiiltiire alindiklarinda da embriyo

olusumu meydana gelmemistir.
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Cizelge 4.46. 41 B asma anacmn olgunlasmig zigotik embriyo eksplantlarunda
degisik ortam ve kosullarda elde edilen kallus ve embriyojenik kallus

olusturma oranlar1 (1999 yil)
Kallus olusturan Embriyojenik kallus
Ortam | 2,4 D mg/l | Uygulama | eksplantlarm oram (%) orant (%)
0.5 Aydinhk |0 0
Karanbk |0 0
1.0 Aydmlik |0 0
Karanlhk |0 0
MS o |Avdmik |0 10
Karanlikk |5.0+3.5 100
vo  |Avdmik |0 0
Karanlik 11.1 +4.8 100
0.5 V'Aydlnllk 0 0
Karanhk 56 +35.5 100
o |Aydmlk o 0
NN Karanhk 33.3+96 100
20 Aydmlik O 0
Karanlik |0
40 Aydmhk |0 |
Karanhk |3.3+3.3 100
o5 |Avdmik o | lo
Karanhk (20.9+4.2 100
o |Avdmik to 10
B5 Karanhk 20.0+9.8 100
2o Aydmik |0 0
Karanhk |0 0
40 Aydmhk |0 0
Karanlikk |0 0
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Cizelge 4.47. 41 B asma anacmm 6 hafta katlamaya alman tohumlarindan izole

edilen olgunlagmug zigotik embriyo eksplantlarinda degisik ortam ve
kosullarda elde edilen kallus oram ve kallus afirhig: ile embriyojenik
kalus oran1 (2000 y1li)

24D Kallus olugturan | Kallus agirlig1 | Embriyojenik
Ortam l;lg/l Uygulama | eksplantlarin (mg) kallus orant
orani (%) (%)

05 |Avdmbk 83.3+9.6| 320+11.1 100
Karanhk 100+0|  50.1+5.8 100
Lo |Avdmik 83.3+9.6| 493+57 100
Karanlik 722+42| 349+8.1 100
MS | |Aydhk 944155 14333 100
Karanlik 94.4+55| 78.7+13.6 100
4o |Avdmik 709+35| 124+1.2 100
Karanlik 91.7+92| 484+12.1 100
o5 |Avdmik 778+45| 161403 100
Karanhk 90.8+4.5 43.1+86 100
Lo |Avdmik 77.8+18.0] 23.1+12.0 100
NN Karanlik 100+0{ 29.0+7.3 100
2o |Avdmlik 66.7+133] 278+1L1 100
Karanlik 100+ 0 20.5+0 100
1o |Avdulik 542+108] 109+65 100
Karanhk 100+0| 48.5+16.8 100
o5 |Aydmik 100+0| 38.1+10.8 100
Karanlik 100+0| 47.1+54 100
[0 |Avdmik 83.4+17.7| 8254350 100
B5 Karanlik 100+0| 354410 100
,o |Avdmik 83.4+177| 164+8.1 100
Karanhk 100+ 0 79.2 +0 100
4o |Avdmik 83.4+144 169+29 100
Karanlk 100+0| 80.8+34.3 100
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4.1.6.2. Yalova Incisi
4.1.6.2.(1). Embriyojenik Kalus Uyartimi

Yalova Incisinin olgun zigotik embriyo eksplantlarmdan Kkallus olusturanlarin
oram Cizelge 4.48°de verilmistir.

MS’in 1 ve 4 mg/ll 24-D eklenen ortamlarm karanhk kiltiirlerinde
eksplantlarda kallus olugmamugtir. Karanhkta kiiltiire alinan MS + 0.5 mg/l 2,4-D de
%25, MS + 2 mg/l 2,4-D’de ise %6.7 oraninda eksplantlar kallis olugturmustur. 0.5
ve 1 mg/l 2,4-D bulunan MS ortamumn aydmbgmnda bulunan eksplantlarin
%13.3’linde kallus meydana gelirken 2 mg/l 2,4-D de bu oran artarak %20.8’e
ulagng sonra tekrar 4 mg/l 2,4-D de %4.2 oranina kadar diigmiigtiir. NN ortaminin
aydinhklarindan iyi sonug¢ almamamustrr. Yalmzca 1 ve 2 mg/l 2.4-D igerenlerden
sirastyla %4.2 ve %3.3 gibi ¢ok diisiik oranda kallus elde edilebilmistir. NN’in
karanhgmnda 0.5 mg/l 2,4-D (%3.3) den, 2 mg/l 2,4-D (%26.6) ye dogru bir artig, 2
mg/l 2,4-D’den de 4 mg/l 2,4-D (%20) ye dogru bir azalma oldugu g&zlenmistir.
B5’e eklenen 1 mg/l 2,4-D’nin karanliginda %23.3, 0.5 mg/l 2,4-D’nin aydmhigmda
%20.7 oranminda eksplant kallus olugturmus, difer kansantrasyon ve kosullarda kallus
olusum oranlar1 %10°dan daha az olarak bulunmustur. Olusan kalluslarin tamaminin
embriyojenik oldugu belirlenmistir

4.1.6.2.(2). Embriyo Uyartimi

Farkh ortam, 2,4-D ve yetigtirme kosullarnda kiiltiire alnan olgunlagmis
zigotik embriyo eksplantlarndan elde edilen kalluslar yine aym 2,4-D
konsantrasyonlar1 bulunan ortamlarda ii¢c ayda bir alt kiiltiire alindifinda veya aym
ortamm hormonsuzuna yerlegtirilip ayda bir alt kiiltiire alndiginda bu kalluslardan
herhangi bir somatik embriyo olusumunun meydana gelmedigi goriilmiigtiir.
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Cizelge 4.48. Yalova Incisinin olgunlagmg zigotik embriyo eksplantlarinda degisik
ortam ve kosullarda elde edilen kallus, ve embriyojenik kallus

olugturma oranlar1
Ortam| 24D | Kultir Kallus olusturan Embriyojenik kallus
mg/l | kosullan1 | eksplantlarin oram (%) orani (%)

05 Aydmnhk |13.3 +5.9 100
Karanhk |25.0 +15.0 100
L0 Aydmbk }13.3+3.6 100

MS Karanhk {0 0
2.0 Aydmhk [20.8 +8.3 100
Karanhk 6.7 +4.2 100
o |Avdmik 42442 100

Karanhk |0 0

05 |Avdmik |0 0
Karanhk [3.3+3.3 100
10 Aydmhk [4.2+4.2 | 100
NN Karanhk {16.7+0 100
20 'Aydmllk 33+33 100
Karanlk [26.6 + 7.1 100

4.0 Aydinlk |0 0
Karanhk |20.0+9.8 100
0.5 Aydmhk {20.7 +12.0 100
Karanhk [8.3+5.8 100
1.0 Aydnhk [8.4+3.8 100
B5 Karanhk [23.3 +10.4 100
Lo |Avdmik 84446 100
Karanhk (3.3 +3.3 160
40 Aydmnbk {10.0+6.7 100
Karanhk [8.4+4.6 100
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4.1.7. Elde Edilen Bitkiciklerin Dig Kosullara Ahgtirilmas: ile flgili
Bulgular

Cizelge 4.49°dan da goriilebilecegi gibi oda sicakhfinda yar1 gélge bir
ortamda dig kosullara ahstmilmaya ¢aligilan 92 somatik bitkiden 58’1 canh kalmig ve
yagama oram %63 olmustur. Biiyiitme odasinda kontrollii kogullarda tutulan 99
somatik bitkicikten 91°i canhhfma devam etmis ve yasama oram %91.9 olmugtur
(Sekil 4.11).

Cizelge 4.49. 41 B anacinin olgunlagmams zigotik embriyolarindan elde edilen
somatik embriyolarm, cimlendirilmesiyle meydana gelen bitkiciklerin
dis kogullara aktariimasindan 30 giin sonra alnan sonuglar

. il Topraga aktarilan bitki | Yagayan bitki | Yagama orant
ks sayst (n) sayis1 (n) (%)
A 92 58 63
B 99 91 91.9

A: Oda sicakhgy, yan golge ortam
B: Fotoperyodu 16/8 saat, sicakh@i 25 °C, isiklanmasi1 3000-4000 liks olan iklim
odasi

4.1.8. Elde Edilen Bitkiciklerde Kromozom Sayim: le ilgili Bulgular

41 B apacmm olgunlagmammg zigotik embriyo eksplantlarindan olugan
somatik embriyolarm ¢imlendirilmesiyle elde edilen bitkiciklerin 24°tinden kok ucu
ornekleri almmigtir. Bu Ornekleme 5 kez tekrarlanmmgtir. Ancak kok uglarinda her
defasinda boyanma ¢ok diigiik diizeyde olmustur. Bu kék uglarinda yapilan
incelemeler sonucunda asma kromozomlarinm ¢ok kii¢lik oldugu goriilmiis ve sayim
giicliikle yapilabilmigtir. Kromozom saymnlann sonunda somatik bitkilerin 2n = 38
kromozoma sahip olduklarn belirlenmigtir (Sekil 4.12). Gorsel incelemeler
sonucunda da somatik bitkiler ile siirgiin ucu kiiltiirinden elde edilen bitkiler
arasmda morfolojik farklihklarm olmadigi belirlenmigtir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.11. Dis kosullara alistirilmis somatik bitkilerin farkh gelisme dénemlerindeki
goriintimleri
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Sekil 4.12. 41 B’nin somatik bitkilerinde kromozomlarm goriintimii

Sekil 4.13. 41 B anacina ait somatik embriyonun ¢imlenmesiyle elde edilen
somatik bitkicik ve siirgiin ucu kiiltiirii ile elde edilen bitkicigin
genel goriintimii
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4.2. Organogenesis Bulgulan
4.2.1. Yaprak Ayasi Eksplantindan Elde Edilen Bulgular

42.1.1.41B

Cizelge 4.50’den de goriilebilecegi gibi kallus olugturan eksplantlarm oram
aydmhk ve karanlk uygulamalara, ortamlara ve BA Kkonsantrasyonlarina gore
farklilik gostermistir. 2 mg/l BA bulunan B5 ortamundaki aydmlik kiiltiirlerde %100,
karanlik kiiltiirlerde de %95 gibi yiiksek oranlarda kallus olusumu saptanmustir. 1
mg/l BA iceren MS ortammin aydmlik ve karanhk kiiltiirlerinde kallus olugmamustir.

Denemede kullanilan ortam ve BA konsantrasyonlarmin aydinlik ve karanlk
kosullar1 birlikte degerlendirildiginde aydinlik kosullarda kiiltiire alman eksplantlarn
karanhktakilerden daba yiiksek oranda canhliklarmi kaybettikleri belirlenmistir.
Canhbk kaybi, aydmnbktakilerde %0 ile %51.8, karanlktakilerde ise %0 ile %19.0
arasmda degisen oranlarda olmugstur (Cizelge 4.50).

Adventif g6z olusumu, MS ve B5 ortamlarma eklenen 2 mg/l BA” da, 1 mg/l
BA’dan daha bagarih bulunmustur (Sekil 4.14). NN’de ise farklilik saptanmanustir.
Aydmlik kosullarda 2 mg/l BA bulunan B5 ortaminda %70, NN ortaminda %41.7,
MS ortammnda %20.5 oranmda adventif g6z olusumu tespit edilmistir. Karanhk
kosullarda ise 2 mg/l BA bulunan NN ortaminda %40, B5 ortanunda %30 ve MS
ortammnda %9.5 oramnda olugum belirlenmistir. 1 mg/l BA bulunan ortamlar
igerisinde en iyi sonucu NN ortamunmn aydmlik (%40.7) ve karanlk (%43.3)
kosullar1 vermigtir. 2 mg/l BA’h B5 ortammm karanlik kiiltiirlerinden ortalama 2.8
adet, aydmhgmndan 2.5 adet adventif goz elde edilmistir. Bu konsantrasyonlarda NN
ortammn aydmhgmndan ortalama 2.6 adet, karanhgmdan 1.9 adet, MS ortammm
aydmbk ve karanhgindan ortalama 2 ser adet adventif goz olustugu belirlenmistir. 1
mg/l BA bulunan MS ortaminm aydmhktaki kiiltiirlerinde ortalama 2 adet goz
bulundururken karanhktakilerden adventif gbz elde edilememistir. 1 mg/l BA
bulunan NN ve B5 ortammun karanhfmdan aydmhfa gore daha yiksek degerler

almmgtir (Cizelge 4. 50).
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Sekil 4.14. 41 B anacinin yaprak ayas1 eksplantinda adventif g6z olugumunun
goriiniimii
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Cizelge 4.50. 41 B anacinin yaprak ayasi eksplantlarinda adventif g6z olugumu

Kallus Canhligm | Adv. goz Ort. adv. goz
Ortam | BA Kiiltiir olusturan kaybeden olusturan sayisi
(mg/l) | kosullari | eksp oram | eksp. oram | eksp. oramt | (adet/eksplant)
(%) (%) (%)
{ Aydinhik 0 20.0+7.6 | 10.0+5.1 20+0
Karanlk 0 3.7+3.7 0 0
MS
5 Aydmlik | 659+99 | 22.7+8.9 | 20.5+ 8.0 2.0+0.5
Karanbk [61.9+16.419.0+144] 95+6.1 20+1.0
1 Aydmhk |[48.1+12.851.8+13.8] 40.7 +6.8 1.8+0.2
Karanhk | 33.3+6.3 0 433+9.6 23+0.2
NN
3 Aydmhk |52.8+14.1{222+12.6| 41.7+8.8 2.6+0.6
Karanlik | 75.7+6.8 | 83+54 [40.0+ 16.1 1.9+0.2
{ Aydmhk |80.0+10.1( 6.7+4.4 0 0
Karanhk {19.2+11.5 3.3£3.3 6.7+4.4 1.0+0
BS5
5 Aydinhk 100 0 70.0 + 8.9 25+0.3
Karanlik | 95.0 +4.2 0 30.0 + 18.8 2.8+0.5

4.2.1.2. Yalova incisi

Yalova Incisi yaprak eksplantlarmda, yalmzca 2 mg/l BA iceren NN
ortaminm  karanliktaki kiltiirlerinde ve 1 mg/l BA
aydinliklarmda kallus olugumu (sirastyla %7.1 ve %3.0) goriilmiigtiir (Cizelge 4.51).

2 mg/1 BA igeren MS ortamundaki eksplantlarm tamam (%100), NN + 1 mg/l
BA + aydinhkta %93.3’4, MS + 1 mg/l BA + aydinhkta %88.6’s1, karararak

iceren BS5 ortammin

canlihklarimt  kaybetmiglerdir. 2 mg/l BA bulunan B5 ortammmn karanbk
kiltiirlerindeki yapraklarda herhangi bir kararma ve o6lim meydana gelmemistir
(Cizelge 4.51).

Adventif g6z olusturan eksplantlarin oram (Sekil 4.15) 2 mg/l BA iceren NN
ve B5 ortamlarinda yiikksek bulunmustur. 2 mg/l BA bulunduran B5 ve NN’nin

133



4. BULGULAR Serpil GOK TANGOLAR

aydiniik kosullarinda sirasiyla %25 ve %20, karanhik kosullarmda %10 ve %12.5
oramnda eksplant adventif g6z olusturabilmistir. 2 mg/l BA igeren MS ortamundaki
eksplantlarda adventif g6z olugumu meydana gelmemistir. 1 mg/l BA igeren MS’in
karanhiginda ve NN’in aydmhiginda adventif goz olusumu sirasiyla %5.6 ve %6.7
oranlarmda saptanmugtir. Bunun digindaki uygulamalarda bulunan eksplantlarda
adventif g6z belirlenmemigtir (Cizelge 4.51).

Ortalama adventif g6z sayisi incelendiginde NN ve B5’in 2 mg/l BA
bulunduran ortamlarinin  aydinbk kiiltiirlerinden sirasiyla 1.0 ve 1.5 adet;
karanliktakilerden ise 1.7 ve 1.0 adet adventif g6z elde edilmistir. 1 mg/l BA igeren
MS’in karanhginda ve NN’in aydinh@mnda ortalama 1.0’ er adet adventif géz oldugu
saptannugtir (Cizelge 4.51).

Cizelge 4. 51. Yalova Incisi yaprak ayasi eksplantlarinda adventif goz olusumu

Kallus Canhligim Adv. goz Ort. adv. goz
Ortam | BA Kiiltiir olusturan | kaybeden olusturan sayist
(mg/l) | kosullart | eksp. oram | eksp. oram | eksp. orami | (adet/eksplant)
(%) (%) (%)
) Aydinlik 0 88.6 + 8.0 0 0
Karanhk 0 200+93 | 5.6+3.7 1.0+0
MS
5 Aydmlik 0 100 0 0
Karanlik 0 100 0 0
i Aydmhk 0 93.3+59 | 6.7+6.6 1.0+0
Karanlik 0 42+42 0 0
NN
5 Aydmhk 0 10.0+7.0 {20.0+114 1.0+ 1.0
Karanhk | 7.1+4.6 | 3.1+3.1 | 125+6.6 1.7+0.3
! Aydmbk | 3.0+3.0 | 21.2+7.0 0 0
Karanhk 0 3.7+3.7 0 0
B5
, Aydinlik 0 83+8.1 |[25.0+144 1.5+0.5
Karanlik 0 0 10.0 +9.8 1.0+0
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Sekil 4.15. Yalova Incisi’nin yaprak ayasi eksplantinda adventif gz olusumunun
goriniimit
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4.2.2. Yaprak Sap1 Eksplantindan Elde Edilen Bulgular
4.2.2.1. 41 B

Cizelge 4.52°den de goriilebilecegi gibi 2 mg/l BA eklenen MS ve NN
ortamlarmin aydinhk ve karanlik kiiltiirlerindeki eksplantlar kallus olusturmazken B5
ortaminda, karanhktaki kiiltiirler %81.3 ve aydinliktaki kiiltiirler %65.6 oraninda
kallus olusturmuslardir.

2 mg/l BA eklenen MS ortamunin karanbktaki kiiltiirlerinde eksplantlarin
%1001, aydmliktakilerin %91.7°si; 2 mg/l BA iceren NN ortamimnin aydmnhk
kiiltiirlerinde ise eksplantlarn %84.4’#i canliligim kaybetmistir. Diger uygulamalarda
canlilik kayb: degerleri %18.2 den daha diigiik olarak saptanmustir.

Adventif g6z olugturan eksplantlarm oramt %32.1 ile 2 mg/l BA iceren NN
ortamunin karanbk kiiltlirlerinde en yiiksek diizeyde tespit edilmigtir (Sekil 4.16).
Bunu %13.3 ile 1 mg/l BA bulunan NN ortamunin aydinbktaki eksplantlar1 ve %10
ile 1 mg/l BA bulunduran BS ortammin karanhk kiiltiirleri izlemistir.

Adventif g6z olusturan ortamlar, BA konsantrasyonu ve biiyiitme kosullan

incelendifinde tim uygulamalarda ortalama 1 er adet adventif goz olustugu

gériilmektedir.

Sekil 4.16. 41B’nin yaprak sap1 eksplantinda adventif g6z olusumunun gériiniimii
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Cizelge 4.52. 41 B anacin yaprak sapi eksplantlarinda adventif goz olusumu

Kallus Canlihgim Adv. goz Ort. adv. goz
Ortam | BA Kiiltiir olusturan kaybeden olugturan say1si
(mg/1)| kosullan | eksp oram | eksp. oram | cksp. oram | (adet/eksplant)
(%) (%) (%)
! Aydinlik | 16.7+74 | 6.7+44 0 0
Karanhk |27.3 +10.7 0 3.0+3.0 1.0+0
MS
5 Aydmlik 0 91.7+3.1 0 0
Karanhk 0 160+90 0 0
{ Aydnhk | 33.3+9.5 0 13.3+5.5 1.0+ 0
Karanhk | 12.2+9.1 | 182+ 7.1 0 0
NN
5 Aydinlik 0 84.4+6.0 0 0
Karanhk 0 3.1+3.1 |32.1+109 1.0+0
1 Aydnhk [33.3 +12.6 0 0 0
Karanlk |30.0 +123 0 10.0 +5.1 1.0+0
B5
5 Aydmhk | 65.6+7.0 | 25+25 | 2.5+25 1.0+0
Karanhk |{81.3 +12.2 0 0 0

4.2.2.2. Yalova incisi

Yalova Incisi yaprak sap:r eksplantlarmdan elde edilen bulgular Cizelge
4.53’de sunulmustur.

Bu eksplantlarda kallus olusumu, yalmzca NN ve B5 ortamlarma eklenen 1
ve 2 mg/l BA’nin karanlik kiiltiirlerinde gériilmiistiir. 1 ve 2 mg/l BA igeren NN
ortaminda sirasiyla %11.9 ve %3.1; B5 ortanminda da aym sirayla %26.7 ve %20.8
oraninda eksplantta kallus olugmustur.

2 mg/l BA bulunan MS ortamindaki eksplantlarm tamam (%100) aydinhk ve
karanlik kosullarin her ikisinde canhibklarm: kaybetmistir. Buna karsin 2 mg/l BA
bulunan NN’in karanbk kiiltiirlerindeki eksplantlarda ve 1 mg/l BA bulunan B5
ortammmn aydinhk ve karanlk kosullarmdaki eksplantlarda herhangi bir canliik
kaybi goriilmemigtir
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Adventif gbz olusturan eksplantlar incelendiginde bunlarm 1 mg/l BA iceren
MS ortaminm aydinlik ve karanhgmda sirastyla %10.7 ve %10, 2 mg/l BA iceren
NN ortammin karanhginda %3.1, 1 mg/l BA iceren B5 ortammn karanhginda ise
%3.3 oraninda olduklar1 goriilmektedir. Adventif géz olusturan tiim uygulamalarda

ortalama 1’er adet g6z saptanmustir.

Cizelge 4.53. Yalova Incisi yaprak sap: eksplantlarinda adventif géz olusumu

Kallus Canliligim | Adv. géz | Ort. adv. goz
Ortam | BA Kiiltiir olusturan kaybeden | olusturan sayist
(mg/l) | kosullart | eksp. oramt | eksp. oram | eksp. oram | (adet/eksplant)
(%) (%) (%)
i Aydinhk 0 20.0+95 {10.7+73 1.0+0
Karanhk 0 129+4.1 [10.0+5.4 1.0+0
MS
5 Aydinhk 0 100+ 0 0 0
Karanhk 0 100+ 0 0 0
Y Aydinhk 0 185 +11.1 0 0
Karanhk | 11.9+8.1 | 4.8 +4.7 0 0
NN
5 Aydinhk 0 10.4+7.0 0 0
Karanhk | 3.1+3.1 0 3.1 +3.1 1.0+0
4 Aydinhk 0 0 0 0
Karanhk | 26.7 +9.3 0 33+33 1.0+0
BS5
5 Aydinlik 0 87.5+8.8 0 0
Karanhk |20.8+16.1| 3.1 +3.1 0 0
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5. TARTISMA
5.1. Somatik Embriyogenesis

Asmada somatik embriyogenesis ile ilgili yapilan c¢aligmalar incelendiginde,
anter (Hirabayashi ve ark., 1976; Rajasekaran ve Mullins, 1979 ve 1983; Mauro
ve ark., 1986; Gray ve Mortensen, 1987; Stamp ve Meredith, 1988 b; Cersosimo
ve ark., 1990; Langenbucher ve Alleweldt, 1993; Mozsar ve Siile, 1994; Bensaad
ve ark., 1996; Salunkhe ve ark., 1999), déllenmemis oviil (Mullins ve Srinivasan,
1976), yumurtalik (Gray ve Mortensen, 1987), olgun zigotik embriyo (Stamp ve
Meredith, 1988 a), olgunlasmamus zigotik embriyo (Emershad ve Ramming,
1994), olgunlagmamig yaprak ve siirgiin parcalari (Krul ve Worley, 1977), olgun
yaprak (Stamp ve Meredith, 1988 b), yaprak sap1 (Martinelli ve ark., 1991 ve
1993; Robacker, 1993) ve siiliik (Salunkhe ve ark., 1997) gibi farkl eksplantlarin
somatik embriyo elde edilmesi amactyla kullamldigi ve basarili sonuglarm elde
edildigi gbzlenmistir.

Bu tezde somatik embriyo elde etmek amaciyla eksplant olarak anter, yaprak
ve yaprak sapt (in vivo ve in vitro), siilik, olgunlasmamis ve olgun zigotik
embriyolar kullamlnustir.

Bu ¢alismada kullanilan iki genotipten biri olan 41 B Amerikan Asma Anaci
anterleri 2,4-D’nin yalmz bagmna kullamldig:i ortamlarda kallus olugturmaz iken 2.4-
D ve BA’nin birlikte kullanildigi ortamlarda kallus olusturmuslardw.  Kallus
olusumu daha ¢ok, ortamlarmn karanhk kiiltiirlerinde gozlenmistir. Cizelge 4.1 ve
4.2’de de goriilebilecegi gibi 41 B anterleri i¢in en uygun ortamin karanlik kosullarda
kiiltiire ahman ve swasiyla 1 mg /12,4-D + 0.2 mg /1 BA, 2 mg /12,4-D + 1 mg /l BA
ve 4 mg /1 2,4-D + 2 mg /1 BA kombinasyonlarmm eklendigi B5 ortammmn oldugu
belirlenmigtir. Elde edilen kalluslarin tamam: embriyojenik kapasiteye sahip
olmasina ragmen bu kalluslardan hormonsuz ortamda somatik embriyo uyartmm
saglanamamustir. Ancak 2 mg/l NAA ve 2 mg/l BA iceren NN ortaminda ¢ok az da
olsa embriyo uyartim olmustur. Bu durum 41 B kalluslarindan embriyo uyartim i¢in
ortama mutlaka bliylimeyi dilizenleyici maddelerin  eklenmesi  gerektigini

gOstermigtir. Matsuta ve Hirabayashi (1989) ise besin ortamma 2,4-D yerine NAA
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ve IAA eklendiginde V. vinifera hiicre hatlarinda somatik embriyo uyartim
olmadigm, 2,4-D ve BAP’m her ikisinin veya birinin ortamda olmamasi durumunda
V. vinifera hiicre hatlarindan somatik embriyo uyartimu olumsuz etkilendigini
bildirmektedirler. Oysa Salunkhe ve ark. (1999) calismalarinda 2,4-D yerine 2 mg/l
NAA ve 2 mg/l BA igeren NN ortammda somatik embriyo olugsumunu saglanuglar
ancak, 1.8 mg/l IAA ve 2 mg/l BAP eklenen NN ortaminda anter kalluslarindan
somatik embriyo olusturamamuslardir. Bu durum muhtemelen 2,4-D igeren ortamda
kallus olusturuldugu icin 2,4-D’ye maruz kalma daha sonraki alt kiiltiirlerde
embriyojenik potansiyeli baslatmms olabilir. Arastiriclarin elde ettikleri somatik
embriyolarm %69.5’i gelismemis, %16.8’i yalmzca kék olusturmus ve %13.7’si
bitkicige dontigmiistiir. Ancak bunun tersine embriyo uyartimi igin hormonsuz
ortamin yeterli oldugunu savunan baz arastiricilar da (Robacker 1993; Salunkhe ve
ark., 1997) bulunmaktadir.

Bu tezde, Yalova Incisi {iziim gesidi anterlerinden {i¢ degisik ortam, farkl 2 4-
D ve BA kombinasyonlarinda ve iki ayri kiiltiir kosulunda kallus elde edilememistir.
Bu durum anter eksplantindan kallus ve bunlardan da somatik embriyo olusumu
lizerine genotipin ¢ok etkili oldugunu gdstermektedir. Bu konuda yapilan
¢ahgmalarda da somatik embriyo olusumunda genotipin ¢ok etkili bir faktor oldugu
pek ¢ok degisik arastiict tarafindan da (Rajasekaran ve Mullins, 1983; Stamp ve
Meredith, 1988; Clog ve ark., 1990; Mozsar ve Viczian, 1996) belirtilmektedir.

Rejenerasyon ¢ahsmalarinda kullanilacak genotiplerin  yapist ve bunlarm
cigeklerinden ahnan eksplantlar, kiiltiirlerin basarismu 6nemli diizeyde etkilemektedir
(Gray ve Mortensen 1987). Baz: arastiricilar anterlerden basariyla somatik embriyo
elde edebilirken (Mauro ve ark. 1986; Gray ve Mortensen 1987; Stamp ve
Meredith 1988 b, Perl ve ark. 1995, Bensaad ve ark., 1996); baz arastiricilar ise
yalmzca erkek cigekli asmalarin anterlerinin embriyogenesise daha fazla egilimli
oldugunu (Rajasekaran ve Mullins 1983), bazian ise hermafrodit bitkilerin
yalmzca oviilden somatik embriyo ile firetildigini agiklamuslardir (Mullins ve
Srinivasan 1976).

Nakano ve ark. 1997 ise yumurtalik eksplantindan anter ve yapraga gére daha
yiiksek oranda embriyo elde etmistir. Martinelli ve ark. (2001) da Chardonnay ve
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Brachetto g.l. gesitlerinin yumurtalik eksplantlarmdan (%14), anter eksplantlarina
gore daha yiiksek oranda (sirasiyla %2 ve %17) somatik embriyo elde etmistir.

Bu tezde, in vitro da yetistirilen 41 B bitkiciklerinden alman yaprak
eksplantlari, in vivo da yetistirilen bitkilerden alinanlara gére denemede kullanilan
farkh ortam, 2,4-D ve kiiltiir kosullarmda belirgin bir sekilde daha yiiksek oranda
kallus olusturmusglardir. In vivo kosullardan alinan yaprak eksplantlarinda en diisiik
kallus oran1 % 0 iken, in vitro’da ise bu oran %66.7 olmustur. Embriyojenik kallus
oran in vitro eksplantlarda 4 uygulama hari¢ bunun digindaki uygulamalarda %100
olarak bulunmus, in vivo eksplantlarda bu oran uygulamalara goére oldukca
degiskenlik gostererek %0 ile %100 arasinda deZismistir. Calismanmuzda genelde in
vivo'da 3 ve 4 dereceli, in vitro da ise 3 ve 5 dereceli kalluslarm olustugu
saptanmustir.

Yalova Incisi iiziim ¢esidinde de in vitro kosullardan alman yaprak eksplantlar
in vivo kosullardan alnanlara gére daha iyi sonu¢ vermistir. Ir vivo kosullardan
alman yapraklar %8.4 ile %100 arasinda, in vitro da ise %62.5 ile %100 arasinda
degisen oranlarda kallus olusturmustur. Embriyojenik kallus olusumu in vivo 'da %50
ile %100, in vitro’da %60 ile %100 arasinda degisen oranlarda gergeklesmistir. In
vivo eksplantlar in vitro eksplantlardan daha yiiksek oranda kallus olusturmuglardir.
Bunun nedeninin muhtemelen iz vivo kosullarda yetistirilen bitkilerden alinan yaprak
eksplantlarmin yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmasi ve doku zararlanmasina
ugramasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Clog ve ark. (1990) da bu
distinceyi desteklemektedirler.

Bu denemede yaprak eksplantlart yalmzca 2,4-D’nin farkh konsantrasyonlan
eklenmis besin ortamlarinda kilttire alndiginda eksplantlardan degisik oranda
embriyojenik kallus elde edilmistir. Torregrossa ve ark. (1995) caligmalarinda besin
ortamma yvalnizca 2.2 mg/l 2,4-D eklendiginde Euvitis x Muscadinia hibritlerinin
yaprak kiiltiirlerinde embriyojenik olmayan kallus olusumu gerceklestirdigini
bildirmigtir. Bir bagka arastiric1 ise 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BA ilave edilen ortamda
Muscadinia {iziimlerinin vaprak eksplantlarmdan embriyojenik kallus elde etmistir
(Robacker 1993). Martinelli ve ark. (1991) da yaprak ayas: eksplantindan somatik
embriyogenesisi tesvik etmek icin ortama eklenen en uygun BAP/2,4-D
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konsantrasyonunun 1/0.1 mg/l oldugunu belirtmistir. Yaprak ayalarinda meydana
gelen beyaz embriyojenik kalluslardan 7 ay sonra %3 oraninda globular embriyolar
gorilmiistlir. Stamp ve Meredith (1988 b) calismalarinda embriyogenesiste
genotip/eksplant kombinasyonunun diger faktorlerden daha etkili oldugunu
belirlemislerdir. St. George ¢esidinde en yitkksek somatik embriyo olusum oram
yaprak ayasi eksplantlarinda %25, anter eksplantindan ise %80 olarak
gergeklesmigtir. Tang ve Mullins (1990) dikkatli se¢ilmis yaprak ayas:
eksplantlarmdaki rejeneratif yeterliligin ¢ok degisken olmasmin nedeninin
bilinmedigini bildirmislerdir.

Bu tezde, 41 B anacinin in vitro yaprak sapi eksplantlari in vivo 'dakilerden
daha yitksek oranda kallus olusumu gerceklestirmis ve embriyojenik kallus orani da
bu eksplantta yliksek bulunmustur. Irn vitro yaprak sap: eksplantlari denemede
kullamlan tiim uygulamalarda %100 oranmnda kallus olusturmustur. /n vive da ki
vaprak sapi eksplantlarmda kallus olusumu uygulamalara gére %26.7 ile %100
arasmnda degismistir. Embriyojenik kallus oranlari in vitro eksplantlarda minimum
%53.3, in vivo da ise minimum %0 oramnda meydana gelmigtir. Kallus agirhg
bakimindan in vivo eksplantlar in vitro’dakilerden daha yiiksek degerler vermistir. In
vivo’da kallus afhklan zellikle B5 ortammnda 1 ve 2 mg/l 2,4-D bulunan aydmlik
kiiltiirlerde oldukga yiiksek (swrasiyla, 1434.3 ve 1319.1 mg) cikmmstw. In vitro
yaprak sapi eksplanlarinda da en yiiksek kallus agirliklart BS ortamundan $zellikle de
2.0 mg/1 2,4-D bulunan aydmlik kiiltiirlerde (269.6 mg) bulunmustur.

Yalova Incisi iiziim gegidinin in vitro yaprak sap1 eksplantlari in vivo yaprak
sapt eksplantlarindan daha yiiksek oranlarda kallus olusumu ve embriyojenik kallus
oram1 vermistit. In vifro yaprak sap: eksplantlarnda 4 mg/l 2,4-D bulunan MS
ortammmn aydnbk kiiltiiri (%36.7) digmdaki uygulamalarda %67.5’in iizerinde
eksplantlar kallus olusturmuglardir. In vivo’da ise kallus olusumu %8.4 ile %100
arasinda degisen oranlarda meydana gelmistir. /n vitro yaprak sap: eksplantlarinda
embriyojenik kallus oram %75 - %100, in vivo’da ise %54.2 -%100 arasmda
degismistir. Diger 6zelliklerden farkh olarak kallus agirhg: in vivo eksplantlarda in
vitro eksplantlara gére daha yiiksek ¢ikmugtir, Kallus agwrhigi in vivo’da en fazla
352.4 mg olarak ve 1 mg/l 2,4-D eklenen BS ortaminin aydmbk uygulamalarindan,
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in vitro’da 83.4 mg olarak B5 ortamma eklenen 0.5 mg/l 2,4-D’nin aydmhk
uygulamalarindan elde edilmistir.

Cahgmada yaprak saplar1 yalnizca 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarini igeren
iic ortamda ve farkh kiiltiir kosullarinda degisik oranlarda kallus olusturmus ve
olusan kalluslarm degisik oranda embriyojenik kapasiteye sahip olduklan
belirlenmigtir. Bu kalluslar hormon icermeyen ortamlarda alt kiiltiire alindiginda
herhangi bir somatik embriyo olusumu goriilmemistir.

Martinelli ve ark. (1991), yaprak saplarindan somatik embriyogenesisi tesvik
etmek i¢cin besin ortamma BAP ve 2,4-D’nin farklh konsantrasyonlarm eklemigtir.
Ortama eklenen en uygun BAP/2,4-D konsantrasyonunun 1 mg/l /1 mg/l oldugunu
belirtmistir. Yaprak saplarindan elde edilen beyaz renkli embriyojenik kalluslardan,
7 ay sonra %4 oraninda globular embriyolar elde edilmigtir.

Bu c¢ahsmada kullanilan 41 B’nin siiliik eksplantlarinda, denemede kullamlan
tim uygulamalarda kallus olusturan eksplant oram %355.6 ve iizerinde bulunmus,
Yalova Incisi’nde ise bu oran 4 mg/l 2,4-D’nin karanhk (%58.3) uygulamasi diginda
%70.8 ve lizerinde gergeklesmistir. Kallus agirhg: bakmmndan en yiiksek degerleri
41 B’nin siiliik eksplantinda B5 ortammin aydmhk uygulamalary; Yalova Incisi’nde
ise BS ortamma eklenen 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D’nin aydinhk ve karanlik uygulamalar:
vermigtir. Embriyojenik kallus olusumu Yalova Incisinde MS ortammna eklenen 0.5
mg/l 2,4-D’nin aydmnlk uygulamasi disindaki uygulamalarinda %100 oraninda
gerceklesmistir. NN ve B5 ortamlarinda ise embriyojenik kallus oram %12.5 ile
%100 arasinda de@ismistir. 41 B’de %100 oraninda olusum ancak 2 mg/l 2,4-D
bulunan MS ortaminin karanhk kiiltiirlerinde meydana gelmistir

Somatik embriyogenesis c¢aligmalarinda siiliigtin eksplant olarak kullamldig:
yalmiz bir cahsmaya ulasgilugtir. Bu tez siiliigiin eksplant olarak kullamldigy ¢ok az
¢ahigmadan birisi olma 6zelligi tagimaktadir.

Salunkhe ve ark. (1997) caligmalarinda embriyojenik kallus uyartimi igin
besin ortamma BA, NAA ve GA; eklemisler ve Thompson’da %13.3, Tas-e-Ganesh
ve Sonaka’da %34.8 oramnda embriyojenik kallus elde etmislerdir. Embriyo
uyartimi i¢in ise ortama yalnizca BA eklemislerdir. Embriyolardan bitkicik elde etme

oram ise Tas-e Ganesh’de %1.9, Sonaka’da %4.3 ve Thompson’da %8.5 olarak
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bulunmustur. Bizim ¢ahsmamizda ise embriyojenik kallus uyartim igin 2,4-D;
embriyo uyartimu igin de hormonsuz ortam kullanimig, sonugta embriyo elde
edilememistir.

Bu ¢alismada, yaprak ayasi, yaprak sapt ve siiliik gibi eksplantlardan, yalnizca
2,4-D bulunan ortamlarda degisik oranlarda embriyojenik kallus elde edilmis ancak,
daha sonra bu kalluslardan embriyo uyartmm saglanamamugtir. Bunun muhtemelen
ortamda bir sitokinin eksikliginden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Diger
¢ahigmalarda ortamda BA’ min bulunmasi nedeniyle somatik embriyo olusumunun
meydana gelmis olabilecegi diigiiniilmektedir.

Bu tezde, 41 B’nin olgunlagsmanmg zigotik embriyo eksplantlarmmn %90.0° dan
fazlasi kallus olugturmus ve kallus agirliklar: en yiikksek miktarda (2101.3 mg) B5 +
0.5 mg/1 2,4-D + karanhk uygulamasindan meydana gelmistir. Elde edilen kalluslarm
ortalama 3 dereceli oldugu bulunmustur. Tiim uygulamalardan elde edilen kalluslarin
tamammin embriyojenik kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu embriyojenik
kalluslar yine aym ortam ve 2,4-D konsantrasyonlarmin aydinlik ve karanhk
uygulamalarmda iki kez ayda bir ve iki kez de ii¢ ayda bir alt kiiltiire alindiginda B5
ortamina eklenen 4.0 mg/l 2,4-D’nin aydmhk uygulamalari disinda denemede
kullanilan tiim uygulamalarda degisik oranlarda embriyo uyartiminin oldugu
goriilmiigtiir. Genelde karanhk uygulamalarda aydinliga gore daha yiiksek oranda
embriyo olusumu saptanmustir. En iyi sonuglar BS ortamindan alinmig bunu sirasiyla
NN ve MS ortamlan izlemistir. Somatik embriyo olusumunda globular, kalp ve
torpedo devresindeki embriyolar belirlenip bunlarm saymm yapidmustir. Torpedo
devresine gelmis en yiiksek sayida embriyo olugumu B5 + 1 mg/l 2,4-D’nin karanlhk
uygulamalarmda 559 adet olarak meydana gelmistir.

Yalova Incisinin olgunlasmanus zigotik embriyo eksplantinda en diisiik kallus
olusumu ortamlara eklenen 4 mg/l 2,4-D’nin aydmlik ve karanhk uygulamalarmdan
elde edilmistir. 4 mg/1 2,4-D uygulamas: disindaki uygulamalarda %71.5’in tizerinde
kallus olusumu gergeklesmistir. Kallus agwrhgi, B5 ortamunda diger ortamlara goére
daha yiiksek olmustur. Ortalama kallus derecesi 2 olarak saptanmustir. Denemede
kullamlan uygulamalarda olusan kalluslarm tamammin embriyojenik olmasina

ragmen, yalnizca 1 mg/l 2,4-D bulunan MS ortammmn aydinhk ve 0.5 mg/l 2,4-D
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bulunan NN ortamunin aydinhk ve karanhk uygulamalarinda iki kez, ayda bir ve iki
kez, ti¢ ayda bir alt kiltiire alma islemi yapidiginda embriyo olugumu
saglanabilmigtir. En yiiksek sayida torpedo devresine gelmis somatik embriyo 0.5
mg/1 2,4-D bulunduran NN’in aydinlik kiiltlirlerinde 912 adet olarak bulunmustur.

Test edilen iki genotipte de 2. alt kiiltiirden sonra olgunlagmamg zigotik
embriyo eksplantlarmdan koyu kahverengi, kolay dagilabilir kalluslar elde edilmistir.
Koyu kahverengi kalluslardan 3-4 alt kiiltiir sonra somatik embriyolar olusmustur
(Sekil 5.1). Bu bulgular Robacker (1993)’in Muskadin {iziimlerinden Regale ve
Fry'm yaprak ve yaprak saplarindan elde ettikleri kallusun tipiyle ve somatik
embriyolar ile benzerlik gostermektedir. Aym sekilde Martinelli ve ark. (1993) V.
rupestris’in yaprak saplarindan, Salunkhe ve ark. (1997) V. vinifera gesitleri
Thompson, Sonaka ve Tas-e-Ganesh’in siiliik eksplantlarindan, Salunkhe ve ark.
(1999) da V. latifolia’nin anterlerinden aymi tipte kalluslar elde etmiglerdir. Koyu
kahverengi kalluslarin kiiltire alman asma eksplantlarmin yiikksek miktarda fenolik
bilesik liretmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu diisiince Jayasankar ve
ark. (1999) tarafindan da desteklemektedir.

Sekil S§.1. 41 B nin olgunlasmamis zigotik embriyo eksplantindan
elde edilen koyu kahverengi kalluslardan somatik embriyolarm
olusumu

145



5. TARTISMA Serpil GOK TANGOLAR

Somatik embriyo uyartiminda genotipin ¢ok fazla etkili oldugu belirlenmistir.
41 B’de hemen hemen tiim ortamlarda somatik embriyo olugmasmna ragmen, Yalova
Incisi'nde ancak ii¢ uygulamada somatik embriyo olugsumu saptanmistir. Bu
bakimdan 41 B’den elde edilen en yiiksek torpedo asamasmdaki embriyo sayisinin
559 adet, Yalova Incisi’nde ise 912 adet olmas1 dikkat ¢ekici bulunmustur.

Daha 6nce yapilan somatik embriyogenesis ¢aligmalarda genotip olarak 41 B
Amerikan Asma Anaci kullamilmig ve bazi problemlerle karsilasiimustir. Coutos-
Thevenot ve ark. (1992) cahsmalarmda 41 B anacinm siispansiyon kiiltiiriinde
somatik embriyolarm kalp devresinde durdugunu belirlemigler ve bunlar1 her giin alt
kiiltiire alarak embriyogenesis evrelerinin tamamlanmasim ve olgun embriyo
olusumunu saglammslardir. Bu yontemin ¢ok fazla zaman almasi, maliyetinin yiksek
olmast ve enfeksiyon riskini arttrmasi nedeniyle ¢ok da pratik olmadig
diigiiniilmektedir. Bizim ¢ahgmamizda ise ortamlar ii¢ ay gibi bir zaman arahifinda
degistirilerek sorunla kargilagiimadan olgun embriyolar elde edilmistir.

41 B’nin somatik embriyolarinda c¢imlenme %51.8 ile %58.0 arasinda
degisirken, Yalova Incisinde gimlenme oram %74.3 ile %77.4 diizeyinde olmustur.
Buna kargn tam bitkiye doniigiim, 41 B’de Yalova Incisi'nden daha yiiksek
oranlarda meydana gelmistir. 41 B’de maksimum tam bitkiye doniisiim oram %75
olur iken Yalova Incisi’nde %45 diizeyinde kalmustir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, elde edilen somatik embriyolarin ¢imlenme ve
bitkiye doniisim oranlan1 genelde %50’nin {izerinde gergeklesmis olup bizim
sonuglar ile uyum igindedir. Ornegin Martinelli ve ark. (1993) arastirmalarinda bazt
V. vinifera ve V. rupestris cesitlerinin yaprak saplarindan elde ettikleri somatik
embriyolarm IBA bulunan ortamlarda %51 oramnda ¢imlendigini, Gray ve
Mortensen (1987) BA bulunan ortamda kiiltiire aldiklar1 V. longi’nin anter ve
yumnurtalik eksplantlarindan elde ettikleri somatik embriyolarda ¢imlenme orammmn
%30 oldugunu, Goebei-Tourand ve ark. (1993) Chardonnay ¢esidinin anterlerinden
elde edilen somatik embriyolarm %70’inin ¢imlenip bitkicik olugturdugunu,
Jayasankar ve ark. (1999) ise anter ve yumurtabk eksplantlarmdan olugturulan
somatik embriyolar siispansiyon kiiltiirlerinde %88 oraninda bitkicige doniistiigiinii

saptanuslardir.
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Baz: arastiricilar 3 mm den biiyiik somatik embriyolarin ¢imlenmesi igin
soguklatilmalar1 gerektigini ileri siirmislerdir. Bu embriyolarm yiiksek miktarda
ABA igerikleri nedeniyle dinlenmeye girdikleri diislintilmektedir. Aragtiricilara gére
1 mm den kiigiik embriyolar ise yeterince olgunlasmamig olduklarmdan
¢imlenememektedir (Emershad ve Ramming 1994). Rajasekaran ve Mullins
(1979), Mauro ve ark. (1986) ve Martinelli ve ark. (1993) ilc Trautmann ve
Burger (1997) gibi aragtiricilar da dinlenmenin kirflmasit i¢in -~ embriyolarm
soguklatiimalart gerektigini bildirmektedir.

Bu tezde 1-3 mm biyiikliigiinde kullanilan somatik embriyolar soguklatmaya
gerek kalmadan ¢imlenebilmislerdir.

Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar, somatik embriyo olusumunun genotipe ve
eksplant kaynafmna gore degistigini gostermistir. Olgunlagsmamig zigotik embriyo
eksplantlarmmm 8 aylik kiiltlir siireleri sonunda 41 B’de %30 oraminda somatik
embriyo ve 559 adet torpedo devresinde embriyo; Yalova Incisi’'nde ise %6.3
oranmnda somatik embriyo ve 912 adet torpedo devresinde embriyo bulunmustur.

Somatik embriyo olusumu, 41 B’nin olgunlagmamg zigotik embriyo
eksplantinda ayda bir olmak iizere iki kez, ii¢ ayda bir olmak iizere bir kez alt
kiiltire alinma sonucunda gozlenirken; Yalova Incisi'nde ayda bir, iki kez ve iig
ayda bir, iki kez alt kiiltiire alindipinda eksplantlarda somatik embriyo olusumuy
meydana gelmistir. Bu siire sonunda yani 41 B’de 5 ay sonra, Yalova Incisi’nde 8§ ay
sonra kalluslardan globular, kalp, torpedo ve kotiledon devresinde embriyolarin
olustugu goriilmiistiir (Sekil 5.2).

Ikinci ti¢ ay sonunda eksplantlarda olusan torpedo agamasmdaki embriyolar
olustuklar1 ortamun hormonsuzuna aktarilarak ¢imlenmeleri saglanmstr. MS
ortammda meydana gelen globular ve kalp devresindeki embriyolar hormonsuz %
MS ortaminda kiiltiire alnarak torpedo asamasina gelmeleri saglannustir. Bunlar
daha sonra tam giligte MS ortaminda ¢imlendirilip tam bitkicik elde edilmistir.

Bu c¢aliymada, farkh konsantrasyonlarda 2,4-D eklenen MS, NN ve B35
ortamlarma  yerlestirilen olgunlagmammg  zigotik embriyo  eksplantlarindan
embriyojenik kalluslar elde edilmistir. Onceki ¢ahsmalar incelendiginde elde edilen

bu kalluslarm, hormon icermeyen ortamda veya embriyo uyartimm saglamak
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amaciyla ortama eklenen hormon veya hormonlarm etkisiyle somatik embriyo
olusturmas: gerektigi sonucu ¢ikarilabilmektedir. Ancak bu ¢alismada elde edilen
kalluslar hormon igermeyen ortamlarda kiiltiire alindiginda somatik embriyo
olusumu meydana gelmemigtir. Bizim ¢aligmamizda somatik embriyolarin  kallus
olugturmak amactyla ortama eklenen 2,4-D’nin ii¢ aybk kiiltlir sliresinde azalan
miktarmin uyaric1 etkisiyle meydana geldigi diisiiniilmektedir. Martinelli ve ark.
(1991) da buna benzer sonuglar elde etmislerdir. Arastiricilar, kazein hidrolizat ekli
NN ortamina yerlestirilen somatik embriyolarin olgunlagip tam bitkiye doniismesi

icin soguklatmaya ve derece derece azalan biiylime diizenleyicisine ihtiyag

duyduklarin bildirmiglerdir.

Sekil 5.2. 41 B anacimn olgunlasmamus zigotik embriyolarindan elde edilen farkh
gelisme devrelerindeki somatik embriyolar

Bizim ¢abgmamizda, somatik embriyo elde etmek i¢in kullamlan eksplantlar

icinde en uygun eksplantin olgunlagsmamig zigotik embriyo oldugu belirlenmigtir.

Emershad ve Ramming (1994) de stenospermokarpik iiziimlerin oviillerini

kullanarak hormonsuz ortamda in ovulo embriyo kiltiri yaptiklarinda

olgunlasmamig zigotik embriyolardan somatik embriyolar elde etmislerdir.
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Emershad ve Ramming (1994)’in bildirdigine gore Tisserat ve ark. (1979)
yaptiklar1 bir cahgmada in vitro’da kiiltire alman oviillerde bulunan geng
embriyolarin, olgun ve daha yash embriyolardan daha iyl embriyojenik kiiltiirler
olusturduklarin belirlemislerdir.

41 B’nin olgunlagmig zigotik embriyo eksplanti, denemede kullandan bazi
uygulamalarda hi¢ kallus olugturmanus, bazi uygulamalarda ise ¢ok diisiik oranda
kallus olusturmustur. Bu embriyolarn dinlenme halinde oldugu ve yiiksek oranda
ABA icermesi nedeniyle kallus olugturmadigt disiiniiliip bu eksplantlarda sogukta
katlama yapmanin dinlenmeyi kiracagi, dolayisiyla kallus olusumuna olumlu katki
yapilacag: diisiiniilmiistiir. + 4°C’de 6 hafta siireyle nemli kum igerisinde katlamaya
alinan tohumlardan izole edilen olgunlasmis zigotik embriyolar denemede kullanilan
uygulamalar cer¢evesinde kiiltiire alindiginda kallus olusturmayan uygulamalarda da
cok belirgin olarak kallus olustugu ve kallus olusanlarda da oranlarin yiikseldigi
goriilmiistiir. Yalova Incisi’nde ise eksplantlar katlamaya alinmadan da 41 B’ye gore
nispeten daha iyl sonu¢ vermistir. Bu durum, muhtemelen erkenci bir ¢esit olan
Yalova Incisi'nde fiziimlerin olgunlastizi  domemde tohumlarm yeterince
olgunlasmamis ve dolayisiyla heniiz dinlenmeye girmemis olmasindan kaynaklanms
olabilir. Bu ¢esitte de kallus olusum oranlarini daha da arttirabilir diisiincesiyle
+ 4°C’de 6 hafta katlama yapilmis ancak kullamlan bir ¢ok ortam ve 2,4-D’nin
aydmlik ve karanlik kosullarinda yogun bakteri zarar1 ortaya ¢ikmmstir. Daha sonraki
denemelerde ortama antibiyotik eklenmis bunun da olgun zigotik embriyolarin
gelismesini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.

Elde edilen somatik embriyolarin disartya aktartimasinda kontrollii kosullarm
cok Onemli oldugu belirlenmistir. Oda sicakhginda yar1 golge bir yerde tutulan
bitkilerde yagsama oram %63 iken kontrollii kosullarda biiyiitme odasinda tutulan bu
bitkiciklerde yasama oram %91.9” lara cikmustir. Bu da uygun kosullar saglandiginda
in vitro bitkiciklerin dis kogullara adapte edilmelerinde bir sorun olmadigmi agik¢a
gostermigtir. Jayasankar ve ark. (1999) da somatik embriyogenesis yoluyla elde

ettikleri bitkilerin %90’dan fazlasini topraga aktarmuslardir.
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5.2. Organogenesis

41 B ve Yalova Incisi’nin yaprak eksplantinda en yiiksek adventif goz olusumu
B5 ortamma eklenen 2 mg/l BA’nin aydinhk kiiltiirlerinde (swrastyla %70 ve %25)
meydana gelmistir. En yiiksek degerde ortalama adventif g6z sayist 41 B’de 2 mg/l
BA bulunan BS ortammn karanlik kiiltiirlerinden 2.8 adet olarak saptanmus; Yalova
Incisi’nde ise 2 mg/l BA igeren NN ortammin karanbk kiiltiirlerinden 1.7 adet olarak
elde edilmistir.

Yaprak sap1 eksplantindan, 41 B’de en yiiksek oranda adventif gbz olusumu, 2
mg/l BA iceren NN ortamumin karanhk kiiltiirlerinde %32.1 oraninda saptanmustir.
Yalova Incisi’nde ise en iyi sonucu 1 mg/l BA bulunduran MS ortammnm aydmhk ve
karanlik kiiltiirleri (sirastyla %10.7 ve %10) vermistir. Her iki genotipte de kullamlan
eksplantlardan ortalama birer adet adventif g6z elde edilmigtir.

Adventif g6z olusumu lizerine genotip, eksplant kaynagi ve besin ortanmu ile
kiiltiir kosullarinm etkili oldugu saptanmmstir. Organogenesis ¢alismalarinda adventif
siirglin olusumunun tiir ve c¢esitlere gére degistigi daha 6nce yapilan ¢ahismalarda
belirlenmistir (Stamp ve ark., 1990; Tang ve Mullins, 1990; Clog ve ark., 1990;
Baydar, 2000).

Cahgmada yaprak ayalari, yaprak saplarma gére nispeten daha iyi sonug
vermistit. Eksplant bagma elde edilen ortalama géz sayisinin, yaprak ayasinda 1.7
adet, yaprak sapmnda 1 adet oldugu belirlenmigtir. Tang ve Mullins (1990) de yaprak
ayalarinn, yaprak saplarma gore daha basarih oldugunu belirtmistir. Arastiricilar
¢aligmalarinda, eksplant bagmna diigen siirgiin sayisinin yaprak ayalarinda 1-12 adet,
yaprak saplarmda ise 1-6 adet oldugunu bildirmislerdir.

Clog ve ark. (1990) BAP katilmayan ortamlarda eksplantlarin 61diigiinii BAP
eklendiginde adventif siirgiin sayisim arttifim belirlemiglerdir. 1 ile 1.5 mg/l BAP
konsantrasyonunun adventif stirgiin gelisimi icin en uygun oldugumu belirleyen
aragtiricilar  BAP’mn  daha yiiksek konsantrasyonlarinda eksplantlarm  kallus
olusturdugunu saptanuglardir. Stamp ve ark. (1990) da 2 mg/l BA
konsantrasyonunun adventif siirglin olusumunu olumlu yonde etkiledigini

belirlemiglerdir. Baydar (2000), yaprak saplarmu eksplant olarak kullandiginda
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eksplant bagmna ortalama siirgiin sayismin 7.6 adet, yaprak ayasi kullanildiginda bu
degerin 7.2 oldugunu saptamustir. Arastirici, adventif siirgiin olusturan eksplantlarm
oram1 ve eksplant bagma elde edilen ortalama slirgiin sayist bakimindan en diisiik
degerleri (2.4 adet) 41 B’den elde etmistir. Clog ve ark. (1990) da kullandiklar:
genotipler arasinda en diigiik rejenerasyonu 41 B’den elde etmislerdir.

Organogenesis g¢aligmalarmda adventif g6z olusumunu tesvik etmek icin
mutlaka besin ortamma BA’nmn katimasi gerektigi belirtilmektedir. Clog ve ark.
(1990) biiyiitme kabininde yetistirilen bitkilerden aldiklart yapraklarda 25 giin sonra
meristematik alamin, 30 giin sonra siirgiinlerin biiytidiklerini gormiiglerdir. In vitro’
da yetigtirilen bitkilerden alman yapraklarda ise meristematik bélge 10 giin sonra
goriiniir hale gelmis ve 15 gilin sonra siirgiinler olugmustur. Sonuglar rejenerasyon
kapasitesinin eksplant kaynagi (in vivo, in vitro) ile kontrol edildigini gdstermistir.

Cahymamizda, yaprak ayalarindaki adventif g6z uyartmm 1 - 2 ayhk kiiltiir
stiresi sonunda yaprak sapmm kesildigi ylizeylerde kabarma seklinde goériinmeye
baglamustir. Elde edilen adventif gozler direkt olarak meydana gelmistic. Martinelli
ve ark. (1996) da geng yapraklardan siirgiin rejenerasyonunu, 80 gtinliik kiiltiir siiresi
boyunca yaprak sapmm kesilen ylizeyinden dogrudan organogenesis yoluyla
saglanuslardir. Colb ve ark. (1991) da aragtirmalarmda benzer sonuglar elde
etmigtir. Martinelli ve ark. (1996)’ nn yaptiklarn bir ¢alismada organogenesisin
direkt veya indirekt olmasi durumu gesitlere gore deismistir. V. armata, V.
simpsonii ve Sultana moscato’da bitki rejenerasyonu kallustan sonra yani indirekt
olur iken; Sultano moscato da rejenerasyon kallus olugmaksizin yapragm orta

damarmdan direkt olarak gergeklesmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirma sonunda elde edilen sonuclar somatik embriyogenesis ve

organogenesis igin ayrt ayr1 ve maddeler halinde sunulmugstur:

6.1. Somatik Embriyogenesis

1. 41 B anter eksplantindan embriyojenik kalluslar elde edilmis ancak somatik
embriyo uyartim saglanamamigtir. Somatik embriyo elde edilmesi igin embriyojenik
kalluslarin B5 ortammna eklenecek farkh NAA ve BA veya baska hormon ve
kombinasyonlarinda kiiltiire alimmasmda yarar oldugu diistiniilmektedir. Yalova
Incisi  anterlerinden kallus elde edilememistir. Bunun icin 2,4-D ve BA
kombinasyonlar1 disinda IBA, IAA, NAA, NOA ve IASP gibi bagka hormonlarm
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarimin denenmesi 6nerilmektedir.

2. Yaprak ayasi ve yaprak sapr eksplantlarmin in vitro’da yetistirilen
bitkiciklerden alinmasi daha uygun bulunmustur.

3. Yaprak ayasi, yaprak sap1 ve siilikk eksplantlarindan degisik oranlarda
embriyojenik kallus elde edilmistir. Ancak embriyojenik Kkalluslar hormonsuz
ortamda kiiltiire ahndiginda herhangi bir embriyo olugumu meydana gelmemistir. Bu
eksplantlar icin 2,4-D’nin yalmz degil BA ile kombine edilerek denenmesi ve elde
edilen embriyojenik kalluslarin hormonsuz ortamda kiiltiire alnmasiyla somatik
embriyolar elde edilebilir. Ya da elde edilen embriyojenik kalluslarda embriyo
uyarttmmm saglamak amaciyla ortama BAP gibi degisik biiylimeyi diizenleyicilerin
farkli konsantrasyonlariun eklendigi bagka aragtwmalarm yapilmasi tavsiye
edilmektedir.

4. Olgunlasmus zigotik embriyo eksplantindan degisik oranlarda kallus elde
edilmigtir. Elde edilen kallus miktarim ve oranmi artirmak amaciyla +4 °C de farkh
sirelerde katlama, karbon kayna@i olarak degisik karbonhidratlarin (sakkaroz,
glikoz, fruktoz ve maltoz) farkh konsantrasyonlari yanmda, degisik katilastiricilar
ve oksinler denemeye alnabilir. Daha sonra bu embriyojenik kalluslardan embriyo

uyarttmmm  saglamak = amaciyla  de@igik  hormon  kombinasyonlar1  ve
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konsantrasyonlart, organik asitler, amino asitler (prolin, glutamin, arginin vs) , farkh
pH ve karbon kaynag1 denenebilir.

5. Kullamlan eksplantlar igerisinde en bagarili sonucu olgunlagsmamus zigotik
embriyo eksplanti vermistir. 41 B anaci ¢ogu ortamda embriyo olustururken, Yalova
Incisi secici olmus ¢ok az ortamda embriyo olusturmustur. Bu durum genotip ve
eksplantm 6nemini bir kez daha gostermigtir.

Asmada somatik embriyogenesis yoluyla bitki elde etmeyi amaglayan bu
calismada uygulanmasi kolay ve yiiksek verimlilikte bir protokol belirlenmistir. Bu
protokol asagida 41 B anac1 ve Yalova Incisi iiziim gesidi igin ayr1 ayr1 sunulmugtur
(Sekil 6.1 ve Sekil 6.2)

En iyi sonucun olgunlagmamis zigotik embriyo eksplantindan ahnmasi oldukga
olumiu bulunmustur. Bu durum, protokolun 6zellikle stenospermokarpik ¢ekirdeksiz
cesitler i¢in de kullamlabilme sansim arttirmaktadir.

Geligtirilen bu protokolde de incelenmesi gereken bazi noktalar bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari asagida sunuimustur:

a) Aym ortam ve hormon konsantrasyonunda aym siire i¢inde eksplantlar
iizerinde ¢ok farkh devrelerde bulunan somatik embriyolar tespit edilmistir. Bu da
¢imlenme sirasmda sorunlar yaratabilmektedir. Bu nedenle somatik embriyolarin
¢ogunun aym donemde olgunlasmasim saglamak gerekmektedir. Farkhh devredeki
embriyolar1 olgunlagtirip daha yiiksek oranda ¢imlenme elde etmek igin ABA
uygulamasma ihtiyag vardir. Bu ¢ahsmada farkli ABA konsantrasyonlari denenmistir
ancak embriyolarda anormallikler gériilmistir ABA’nin bu agidan incelenmesinde
yarar gOriilmektedir.

b) Arastirmamiz sonunda elde edilen bu protokol kitle halinde iiretim yapmak
amaciyla biyoraktére uyarlanmahdir.

Elde edilen bu protokolun asmada somaklonal varyasyon olusturma ve ayrica
dolayh 1slah ¢ahgmalarinda basariyla uygulanabilecegi ortaya konmulmustur. Somatik
embriyogenesiste elde edilen bu sonuglarn 6zellikle asma genetik kaynaklarimzn

gelistirilmesine biiyiik katkilar saglanacagi umulmaktadir.
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Olgunlagmamig zigotik embriyo

;

1.0 mg/l 2,4-D + B5 + karanhkta kiiitiire alma
(Kallus uyartimi)

y

Ayda bir alt kiiltlr (iki kez)
(Embriyojenik kallus olusumuy)

v

Ug ayda alt kiiltar (iki kez)
(Embriyo uyartimi)

‘

Somatik embriyo olusumu

l l l

Globular Kalp Torpedo
devresinde devresinde devresinde
Hormonsuz

B5 ortami + Aydinhk

Hormonsuz B5 ortami + Karanlik

'

Torpedo devresinde embriyolar

'

Hormonsuz B5 ortami + Aydinhk

Cimienme ve tam bitkiye dénlisiim

;

Topraga aktarma ve dis kosullara adaptasyon

Sekil 6.1. 41B anaci icin gelistirilen somatik embriyogenesis protokolu
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Olgunlagmams zigotik embriyo eksplanti

'

1.0 mg/l 2,4-D + MS + aydinlik
0.5 mg/l 2,4-D + NN + aydinlik
(Kallus uyartimi)

Ayda bir alt killtir (iki kez)
(Embriyojenik kallus uyartimi)

Ug ayda bir alt kiiltiir (iki kez)
(Embriyo uyartimi)

Somatik embriyo olugumu

l i l

Globular Kalp Torpedo
devresinde devresinde devresinde
/ Hormonsuz
MS veya NN ortami

NN ortamindan gelenler
Hormonsuz NN ortami + Karanhik

MS ortamindan gelenler
Hormonsuz Y% MS ortami + Aydinlik

Torpedo devresinde

«— T

Hormonsuz NN + Aydinhk  Hormonsuz MS + Aydinhik

T~

Cimlenme ve tam bitkiye dénisim

Topraga aktarma ve dig kosullara adaptasyon

Sekil 6.2. Yalova incisi igin gelistirilen somatik embriyogenesis protokolu
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6.2. Organogenesis

1. Organogenesis ¢ahsmalarinda kullanilan yaprak ayasi eksplantlari yaprak
saplarina gore daha basarih bulunmugtur. Denemede kullamlan her iki genotipte de
farkh oranlarda adventif g6z olusumu saglanmustir. Adventif g6z olusumunda
BA’nm 2 mg/l konsantrasyonunun ¢ok daha etkili oldugu ve en uygun ortamlarin da

BS5 ve NN oldugu belirlenmistir.

2. Elde edilen adventif gozlerden, siirgiin elde etmede sorunlar yasanmgtir.
Eksplantlar alt kiltiire ahndiklarmda kallus olusturmuslar ve  adventif gézlerin
kaybolmasma neden olmuglardir. Baslangicta olugan adventif gézlerin  siirgiin
olugturup tam bitkicige doniismesi i¢in sonraki caligmalarda ortam ve hormon

denemelerinin yapilmasi gerekmektedir.
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