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OZET

Y. Lisans Tezi

IN VITRO KOSULLARDA BAZI KAYISI ( Prunus armeniaca L.) CESITLERININ
EMBRIYOLARINDAN BITKi REJENERASYONU
Hilal ERTURAN
Ataturk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Bahce Bitkileri Anabilim Dall

Dansman: Dog. Dr. Ahmet EITKEN

Bu calsmada bazi kayisi g#lerinin (Hasanbey, Kabaa Saianci ve Hacihalilglu) olgun
embriyolardan bitki rejenerasyonununglsamasi, bunun gkanmasi icin kullanilan farkli
hormonlarin etkileri ve farkli gélerin gosterdikleri performanslari kalastirilmistir. Birinci
kiltdr ortaminda Dikamba, 2,4-D, NAA (4-8 mg/l), BA,1mg/l), ikinci kiltr ortaminda BA,
TDZ (2-4 mg/l), 2,4-D (0-0,1 mg/l), Spermin, Puire¢0-0,25 g/I) hormonlari kullanilrgtir.
Kallus olisum gamasinda kallus ojumuna genotiplerin etkisi Shemsiz bulurgnen iyi kallus
olusumunun 4 2,4-D 0,1 BA uygulamasinda (%84,51) @ldbelirlenmitir. En fazla
kahverengilgme Hasanbey smlinde (%42,04) ve 4 mg/l 2,4-D+0 mg/l BA uygulanraa
(%62,97) meydana gelgtir. Rejenerasyon ortaminda en fazla kahveregsmite Hasanbey
¢esidinde (%40,10) ve 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 in§permin uygulamasinda (%50,51),
en yuksek embriyogenik kallus glumu 15 giin 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Sparm
ortaminda bekletilip daha sonra hormonsuz ortanmardgén (%78,75) uygulamasinda tespit
edilmistir. Genotipler arasinda ise embriyogenik kallussomu dnemsiz olarak saptarytm.
Rejenerasyon orani en iyi olansitdHasanbey (%24,84), uygulama ise 15 gin 4 mgZ+¥M)1
mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin ortaminda tutulup honsuz ortama aktarilan uygulama
(%56,25) olmgtur. En iyi sirglin olgumunun ise Hasanbey si@ginde (%22,87) ve 15 giin 4
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin ortaminddulup daha sonra hormonsuz ortama

aktarilan (%67,50) uygulamasinda dgidwelirlenmitir.

2008, 49
Anahtar Kelimeler: Kayisl, olgun embriyo kiltird, kallus glumu, bitki rejenerasyonu



ABSTRACT

Master Thesis

IN VITRO PLANT REGENERATON FROM EMBROS OF SOME APRCOT (Prunus
armeniaca L.) VARIETIES
Hilal ERTURAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahme$ HKEN

In this study, providing plant regeneration of somgericot varieties (Hasanbey, Kakgaa
Sasanci ve Hacihalilgiu) from mature embriosis, effects of others horgsrthat used for
providing this and performances of other varietige comparised. In first culture medium
Dikamba, 2,4-D, NAA (4-8 mg/l), BA (0,1mg/l), in send culture medium BA, TDZ (2-4
mg/l), 2,4-D (0-0,1 mg/l), Spermin, Putresin (0®&g/l) hormones are used. In first culture
medium, effects of genotypes to callus occurringas important, the best callus occurring is
determined in 4 2,4-D 0,1 BA (84,51%) medium. Thesmbrown coloring occurred in
Hasanbey variety (42,04%) and 4 2,4-D 0 BA (62,9T8€dium. In the second medium, the
most brown coloring occurred in Hasanbey variet§,18%) and 4 TDZ 0 2,4-D Spermin
evaluating (50,51%), the highest embriogenicalusaticcuring is determinated in (78,75%) that
replaced in hormonless medium after holded in 4 B§#0,1 mg/l 2,4-D+ 0,25 mg/l Spermin
for 15 days. Embryogenical callus occuring betwebfferent genotypes established as
unimportant. The best regeneration ratio is in IHbeeg variety (24,84%), also the best
evaluating is (56,25%) that replaced in hormonieeslium after holded in 4 mg/l TDZ+0,1
mg/l 2,4-D+ 0,25 mg/l Spermin for 15 days. The ls®iot occuring is determined in Hasanbey
variety (22,87%) and evaluating (67,50%) that reptain hormonless medium after holded in 4
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+ 0,25 mg/lI Spermin for 15 days

2008, 49

Keywords: Apricot, mature embryo culture, callus occurinignp regeneration
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1.GIRIS

Turkiye, dinya Uzerinde uygun iklim gagindaki konumu ve uygun toprajartlari
itibariyle bahce bitkileri yettiricili gi acisindan bircok ekolojik avantaja sahiptir.
Dunyada mevcut gen merkezleri arasinda hem Yagwndem de Akdeniz havzasi
icinde yer alan Turkiye, bircok tiir ve gi@in gen merkezi durumundadir. Oyle ki;
bugln dinya Uzerinde kultirt yapilan 150’'ye yakieywe tirtinden yakiek 100’e
yakini ulkemizde vyettirilebilmektedir. Anavatani Ulkemiz olmayan ancakun
yillardir tlkemizde yetitirilen ve llkemizle 6zddesmis bazi meyve turleri de vardir.
Bu 6nemli meyve tirlerinden biri de kayisidRrgnus armeniaca L.) (Ozbek 1978;
Anonim 1995; Anonim 2004).

Yakin veya uzak akraba tirler arasinda, icindgative yapay melezlemeler, sieve
klonlarda d@al ya da yapay mutasyonlar sonucu ortaya cikan tigedegisimlerin
seleksiyonlar ile dgerlendiriimesi meyve islahinda yiz vyillardir uygutzaktadir.
Bununla birlikte uygmazlik, kisirlik, genetik agilim, uzun genclik kigii periyodu,
cogaltim ve 0Ozel kiltirel uygulamalar gibi meyve tiire 6zgi bircok biyolojik,
fizyolojik ve yetsitiricilik sorunlari geleneksel yontemler ile islakglreyi uzatmakta ya
da ¢cg@u zaman bgariyr olanaksiz kilmaktadir. Buna kaik Ozellikle 20. yuzyilin
sonlarindan itibaren biyoteknoloji alaninda kaytedihizli gelgmeler klasik 1slah
kapsaminda ele alinan bu ybntemlerin etginli arttirmanin yaninda lkariyi
engelleyen sorunlara kar ¢cozUmler sunmaktadir. Boylece meyve tlrlerinin
karakterizasyonu genom analizleri ile yapilabilnegkkalitsal yapilari gen aktarimi,
somaklonal varyasyon ve somatik hibridizasyon gibvitro teknikler ile taksonomik
bir sinirlama olmaksizin hizh ve etkili biekilde deistirilebilmektedir. Bunun yani sira
hizli, yogun ve virtslerden ari @altim, gen kaynaklarinin korunmasi, homozigotinin
cok kisa surede glmnmasi, melezlerin embriyo kultiru ilesgéilmasi ve birgok etkene
karsi genotiplerin reaksiyonlarinin kisa sirede tedtressi sglanabilmektedir (Litz ve
Gray 1992; Schuerman ve Dandekar 1993; Hglip@999; Jain 2001; Heslop-Harrison

2005). Biyoteknolojik yontemlerin en fazla kullaamlarindan biride doku kaltarudur.



Bitki doku kilttr(; aseptilsartlarda yapay bir besin ortaminda, bitin bir bitkicre
(meristematik hucreler, sispansiyon veya kallusrdiéd), doku veya organ (apikal
meristem, kok vb) gibi bitki kisimlarindan yeni dopkbitki veya bitkisel Grlnlerin
(metabolitler gibi) Uretilmesidir. Yeni g# gelistirmek ve mevcut gétlerde genetik
farkhliklar (varyabilite) olgturmak doku kultriinin temel amacglari arasindalaiair.
Bu nedenle bitki doku kalturleri genetik iygigrme calsmalarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tarlerin kuonasinda ve @altilmasi zor olan
turlerin Oretiminde, c¢@tli doku kualtiri yontemleri rutin olarak kullanilaktadir
(Babaglu vd 2002).

Hucrelere ve dokulara baski uygulayip bazigkliklere sebep olarak strgiin veya kdk
taslagl diye adlandirlan tek kutuplu ve vaskuler sistékenini aldgl dokuya bal
olan bir yapinin meydana gelmesine organogeneasis (f&irel, 2001). Organogenezde
bitki pargalarindan ya goudan adventif sturgiin veya kok (direkt) yahuttagbamanize
olmams bir htcreler ygini olan kallus ve daha sonra bu kallustan surgéyawkok
(indirekt) meydana gelir.Bitki parcalarindan organ ggiini direk olarak dgil de énce
“embriyoid” adi verilen embriyo benzeri yapilariatéh sonra bu embriyolardan kok ve
surgun gekliminin  meydana gelmesi ise embriyogenesis olarakdanaililir.
Embriyogenesis; bireysel bitkilerin htcrelerindealigen somatik embriyogenesis ve
dollenmi bir zigottan gelen gametik (zigotik) embriyogenesiseklinde
siniflandinlabilir. Somatik embriyogenesis, fiansiz vaskuiler sistemi olan ve kok ile
surgun aksini iceren iki kutuplu bir yapinin gteasina yol agan bir strectir. Vejetatif
hicrelerden gelen embriyolar da somatik embriyo olarak adlandiriiBireysel
bitkilerin hucrelerinden gediikleri icin somatik embriyolardan elde edilen ik
genetik olarak klon okiururlar. Déllenmg yumurtadan geden embriyoda oldgu gibi,

iki ¢cenekli bitkilerde somatik embriyolar da “glolan’, kalp, torpedo ve kotiledon
olusum safhalarini gecirirler. Govde-kdk eksenine aamanda sahip olup, asil doku
ile vaskular bglantilari olmadgindan dolayr dokudan kolaylikla ayrilabilirler (Deng
vd 1993).



Bir bitkinin htcre, doku, organ, meristem veya emwbrgibi ¢esitli parcalarindan
(eksplant) yeni bitki veya bitkiler elde edilmesibéki rejenerasyonu denilmektedir
(Babaglu vd 2002). Bitki rejenerasyonu kotiledon, embriygpokotil, gévde, yaprak,
surgun ucu, kok, genc tomurcuklar, cicek ta¢ yarakyumurta dokusu, yumurta
hicreleri, yaprak sapi vs. eksplantlardan yapnadhitedir. Olgun ve olgun olmayan
organlardan dgrudan eksplant alinarak rejenerasyon yapilabilikspgiant kayngu
olarak son zamanlarda kullanilan endosperm destkllin embriyolar daha hizl kallus
olusumu ve daha yuiksek rejenerasyon kapasitesine shigtur (Ozgenet al. 1996;
Ozgenet al. 1998).

Eksplant kaynaklar icinde en yuksek kallus salmu ve bitki rejenerasyonu
olgunlgsmamg embriyo kilttrlerinde gorilmgiir. Ancak, olgunlgmamsg embriyolarin
elde edilmeleri icin bazi kollarin s@&lanmasi gerekmekte ve kullanimi belirli
zamanlarla sinirli kalmaktadir. Bu nedenle olgurbeyolar kalluslarin tretimi igin
uygun eksplant kaygadir (Turhan and Baser 2004).

Bitki rejenerasyonu, kultiri yapilan htcrelerin likkeri itibariyle tU¢ kisimda
incelenebilir: 1) Organize olmumeristematik hicreleri ihtiva eden somatik dokdder
rejenerasyon, 2) Meristematik olmayan somatik Hacden rejenerasyon, 3) Mayoz
bolinme gecirmi gametik hicrelerden rejenerasyon. Birinci tipte ue yan
meristemlerden bitkiler g@ltilir. ikinci tip rejenerasyon dwudan bir bitki eksplantinin
kesilmis ylzeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kismm genellikle bitki blyime
duzenleyicilerinin (6zellikle oksin ve sitokininjeetkisi sonucu bdoliinerek ve organize
olarak, organlar ve daha sonrada bitkiyi (direkgamogenesis) veya bir somatik
hiicrenin surekli bélinerek embriyo ve daha sonrtadabir bitkiyi oluturmasi (direkt
somatik embriyogenesisjeklinde olabilir. Son olarak normal kromozom sayusi
yarisini ihtiva eden hucrelerden de direkt veyaayolyollarla bitki rejenerasyonu
olabilir (Babaglu vd 2001).

Bitkilerden alinan farkl eksplant kaynaklarindaadlés olyturmada ve rejenerasyonda

ortama dgisik buylumeyi duzenleyici maddeler ilave edilmektedu amacla en fazla



kullanilan maddeler oksin ve sitokinin grubu horaodir. Oksin tipi hormonlar
koklenmeyi, hiicre gelimini ve kallus olgumunu tgvik ederler. Sitokininler ise hicre
bolinmesini, yeniden farkligana ve bitki rejenerasyonunustek ederler. Oksin grubu
hormonlarin dgal olarak bulunan en 6énemli formu Indol-3-asetiit @&A) dir. Ancak
IAA'nIn 151k ve sicaklikta kararsiz olmasi nedeniyle mikgatomda sinirli kullanima
sahiptir. Embriyogenesisi g¢ek icin en fazla kullanilan oksin grubu hormon 2,4
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D) olmasinggm&n Naftalin asetik asit (NAA),
pikloram ve dikamba gibi oksinler ya tek st@ina ya da 2,4 D ile birlikte
kullaniimaktadirlar. Kallus okumunu balatmak icin ise siklikla 2,4-D tercih
edilmektedir. Dger yandan diuk oksin ve yiksek sitokinin konsantrasyonlari siarg
morfogenesisini t@ik etmektedir (Thorpe 1981; Ozgen 1998). Ayric@matik
embriyogenesisi uyarmak amaciyla bu hormonlarini y@na baka maddeler de
kullaniimaktadir. Bu maddelerden biri de poliamrdie Poliaminler (putresin, spermin
ve sipermidin) prokaryotik ve 0©karyotik hicrelerdmilunan organik polivalent
katyonlardir (Tabar 1976). Bitki hiicre metabolizmaski rolleri tam olarak acikia
kavusturulmamsg olmasina kain son yillarda yapilan camalarla poliaminlerin bitki
biylme ve gejme olaylarinda 6nemli rol oynagisaptannytir (Smith 1985). Dgal
olarak meydana gelen poliaminler, hayvan hicredesin gagi ve yuksek
organizasyonlu batin bitki hicrelerinde bulunmaita hormonlardan ¢cok sekonder
mesajci olarak adlandirilmaktadir (Evans 1989). akndagni (1986), ggalan
hiicrelerde hizla sentez edilmeleri ve kolayrabilirlikleri nedeniyle, Rosela ve ark.
(1993) ise diiik molekul girliklar, geng kapsamli etkileri ve organizmada ¢ok yuksek
dizeyde bulunmalarindan dolayr poliaminlerin dahek chormonlara benzerlik
gosterdgini ifade etmglerdir. Diger yandan Galston (1983) i¢csel poliaminlergnk,
hormon, polinasyon, stres vesianma gibi uyarilara vergi cevaplari, tanimlari ve
digsal uygulama sonucundaki etkileri nedeniyle bitkite diizenleyici rol oynagini
ifade etmektedir. Poliaminler tek ¢tarina embriyogenesis (Meijer 1988), kok
blyumesi (Jarvis 1985), ciceklenme (Torrigiani 198ilicre buylmesi (Kaur-Sawhrey
1980; Palavan 1982), nukleik asit ve protein ser{téasta 1983) ve ¢imlenme gibi pek
cok fizyolojik olayda etkili olabilmektedir. Niteka yapilan bir caimada embriyonik
ve embriyonik olmayan kdiltrlerde poliamin seviyelencelenmg ve Somatik

embriyogenez ile bitki rejenerasyonu 6zgllblan kiltir dokularinda poliamin seviyesi



ve putresin-spermidin orani arasinda bir korelasgtmugu tespit edilmgtir (Kagkar
2007). Ayrica bir bgka calsmada farkli hormon gruplarinin bitki morfolojisimkileri
farkli olmakla birlikte Poliaminler G&ten daha etkili oldgu saptanmtir (Kirecci
2006).

Ulkemizde farkh bitki tirleriyle birgok ¢cajma yapilmasina gmen en 6nemli meyve
turlerinden biri olan kayisida somatik embriyogesesle ilgili pek calsma
bulunmamaktadir. Ayrica daha o6nceleri kayisida leképkayn& olarak olgun
embriyolar pek kullaniimargiir. Bundan dolay! ¢calmada, tlkemizin en 6énemli meyve
turlerinden birisi olarkayisi Prunus armeniaca L.)’da Hasanbey, Kabaa Sgzanci ve
Hacihalilgzlu ¢esitlerinde olgun embriyodan bitki rejenerasyonunaglanmasi, bunun
sgglanmasi icin kullanilan farkli hormonlarin (NAA,42D, BA, Dikamba, Putresin,
Spermin) etkilerinin ve farkli gélerin kallus olgumu, embriyogenik kallus ojumu,
rejenerasyon ve sirgin eumu performanslarinin belirlenmesi ve d«kastiriimasi

amaclanmytir.



2. KAYNAK OZETLER i

Bitki doku kultirt, bitkilerin c¢eitli kisimlarindan alinan hicre, doku ve organlarin
sterilize edildikten sonra géli besin maddeleri iceren steril ortamlarda veyuy cevre
kosullarinda kultire alinmasi ve buydtilmesiemidir (Gonuken 1987). Pratikte
kullanimina 1960l yillardan &anan doku kalttra tekniklerinde, gunimuize kadar
hizli gelsmeler kaydedilmitir. Bu tekniklerde htcre, doku, embriyo ve farkli
organlardan alinan eksplantlardan sterjullar altinda ve 6zel besin ortamlarinda yeni
kultirlerin  tretilmesi amaclangur (Okstiz 1993). GunlUmuzde bu teknikler, gen
mihendislgi ve biyoteknolojik cakmalar ile kombine edilerek ¢cok amacl olarak
kullaniimaya bglanmstir.

Chawla and Wenzel (1987), arpada sirgun rejenemasym hormonsuz ortamda ya da
2,4-D'nin disuk konsantrasyonlarinda IAA ve BAP iceren ortamdarddaha iyi

oldugunu bildirmglerdir.

Royal kayisi ¢gdinin olgun olmayan embriyolari (25-100 PF indéx)vitro sartlarda
bitki rejenerasyonu eldesi i¢in kullanilghr. Calsmada birinci durumda kallus 4.5 pM
2,4 D'ye ilave olarak 0.44 uM BA iceren MS ortamhanelde edilmi ve kalluslardan
bitki rejenerasyonu 4.4 pM BA'ya ilave olarak 1u®1 2,4 D iceren MS ortaminda
meydana gelngtir. ikinci durumda geng tomurcuklar 4.4 pM BA'ya ilaskarak 1.0
UM 2,4 D iceren MS ortaminda kotiledonlardargidalan rejenere edilstir (Pieterse
1989).

Carman (1990) ve Bhaskaran and Smith (1990), kaldlgsumu ve bitki
rejenerasyonunda genotipler arasindaki fagkhliicsel (bitki blinyesindeki) hormon

seviyesindeki farklilikla ilgili olabilecgni bildirmislerdir.

Berrioset al. (1999), aycicginde organogenesis yoluyla in vitro rejenerasyoerine
phytagar (3 g/l), phytagel (3 g/l), agarose (5,dfcagel (4 g/l) ve agar-agar (7 g/l) jel



yapict maddelerin etkisini agrmislardir. Strgin olgumu igin agarose ve agar-agar’'in
diger jel yapict maddelerden daha iyi aidubelirlenmitir.

Li et al. (2003), ylizey sterilizasyonu yaptiklari tohumlas+/- £C’de %2 MB (B5
vitamini + 2 mg/l glycine, 300 mg/l glutamin+500 fhgasein hydrosate + %3 sakkaroz
+ %0,7 agar +MS tuzlar) ortaminda 20-24 saat emirdikten sonra aseptik
kosullarda cikardiklari bgday embriyolarini, olgunfmamg embriyolar icin
kullandiklari 2 mg/l 2,4-D iceren MB ortaminda Kiik almglardir. Meydana gelen
kalluslar bitki rejenerasyonu igin Thidiazuron (TPZiceren MB ortamina
aktarmglardir. Bitki rejenerasyonu i¢cin TDZ'nin 1 mg/l dezun uygun dger oldyzunu
bildirmislerdir.

Dort farkli badem c¢gdinin (Ne Plus Ultra; Non Pareil, Carmel, Parkinsalgun
olmayan kotiledonlarindan genc surguinler rejendriengstir. Acik tozlanmg meyveler
tam ciceklenmeden 100-115 gin sonra bahceden topkan Kotiledonlarin bitim
noktalari kesilip ¢ikariimgtir. TDZ ve IBA’nin farkli konsantrasyonlari ve kiafin ilk
bir haftasindasikli ve isiksiz ortamlarin etkisi belirlenstir. Strgiin rejenerasyon orani
bitki buyimesini dizenleyicilerin bulunmadidért haftalik streyi takiben, TDZ (10.0
HM) iceren MS alt kulturinde 8 hafta icin kulturenan kotiledonlarda en yuksek
olmustur. Kotiledonlar 7 gun icin karanlkta tutulmasiytejenerasyon seviyesi ¢ok
daha fazla olmgtur. IBA (0.5 puM) 6nemli oranda genc¢ sidrgunlerinligmini
azaltmstir (Ainsleyet al. 2004).

Adi dis budak bitkisinin 3 farkli (K-59, N-5, T-3) tipinielgun embriyolarin in vitro
sartlarda MS ortaminda kultire aligdi calsmada her 10 ginde morfogenesis
gozlemlenmy ve T-3 tipi ayni kiltisartlan altinda en ytksek morfogenesis gostgrmi

ve 20 gun i¢inde organlar glmustur (Mockeliunaite and Kuusiene 2004).

Scirpus acutus (Hasirotu) bitkisine in vitrgartlarda embriyo kilturt yapilgtir. izole
edilmis embriyolar kiltiire alinggnda %385,6’'lik maksimum bir ¢cimlenme gostegtini
(Lauzer 2004).



Zapadaet al. (2004), arpada olgun embriyo kiltirinde MS, N& $ J 25-8
ortamlarini kullannglardir. En fazla kallus okwmu %75,5 ile 2 mg/l 2,4-D igceren J 25-
8 ortamindan elde edilirken, 2 mg/l 2,4-D iceren M&aminda bu dgr %35e
dismistar.

In vitro sartlarda kltir gereksinimlerini belirlemek, olgagrha, cimlenme ve in vitro
sartlarda cimlenmeleri icin embriyo glarini belirlemek amaciyla erkenci subtropikal
seftali ¢ceidinde alti yalh embriyo alinmgtir. Calsmanin sonucunda tam karanhk
ortam, MS (mikro + organik bikkler) +B5 (makro) kultir ortamiyla birlikte Casein
hydrolate (200 mg/l) + L-glutamin (200 mg/l), ¢$akoz (40 mg/l) ve
BAP (2 mg/l)+IAA (0.5 mg/l) olgunlgma icin daha iyi etkiye sahip olrglardir.
Cimlenme B5+MS kiiltir ortamiyla birlikte sakkard&0(mg/l) ve BAP (15 mg/l)+GA
(1 mg/l) ve 12 saat gece 12 saat gundiz ortami igohdr icin daha iyi olmsgtur
(Srivastawet al. 2005).

Tilia patyphyllos (BUyuk Yaprakli Ihlamur)'un olgun tohumlarindamole edilen
embriyolarin farkliseker, BAP, kinetin dozlarinin eklergdiMS ortaminda kilttre
alinmg ve bu ortamlarin in vitro kuollarda embriyo gegimi, bitkicik olusumu ve
tomurcuk olgumuna olan etkileri agarilmistir. Arastirmada sonug¢ olarak, olgun
thlamur tohumu embriyolariningekerli ortamlarda cimlendirilerek bitki elde
edilebilecgi ve buradan elde edilen bitki epikotillerinin kife alinmasiyla,

tomurcuklarin ¢galtilabilecesi gosterilmitir (Ucler ve Mollamehmetgiu 2001).

Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla BitkilerBolimiu biyoteknoloji
laboratuvarinda 1998-99 yillarinda yulafta kalldlasomu ve rejenerasyon yeteme
belirlemek amaciyla yapilan ¢cghada 10 yulaf gt yada hatti kullanilngtir. Kallus
olusturmada olgun embriyolardan yararlangmielde edilen veriler sonucunda; kallus
olusumu ve rejenerasyon kapasitesinigitcee hatlara gore destigi, kallus olgumu ve
rejenerasyon kapasitesi arasinda onemli bikiflin olmadgi, rejenere bitki sayisinin

dogrudan kallus olsumuna bgl oldugu saptannstir (Birsin vd 2001).



Kishk bugdayin {Triticum aestivum) 12 farkli genotiplerinin olgun embriyolarindan
kallus eldesi ve bitki rejenerasyonu amaclgndbir calsmada aseptilsartlarda olgun
olmayan embriyolar 2mg/l 2,4-D iceren MS ortamirkddtiire alinmgtir. Daha sonra
olgun embriyolar 8mg/l 2,4 —D ortamina kallus splumak amaciyla konulngtardir.
Gelisen kallus ve rejenerasyonla elde edsinitkiler 2,4-D olmayan MS ortamina
alinmslardir. Calsmada elde edilen bitkiler haploid kromozom sayisisahip
olmuslardir. Kallus olgma orani, kallusun rejenerasyon kapasitesi ve eegmyonla
elde edilmg bitki sayilari birbirinden bamsiz olmgtur. Olgun embriyolar buyuk
oranda kallus okturma ve rejenerasyon kapasitesine sahip ghmdir (Ozgen 1998).

Erzincan ilinden temin edilen hasanbey kayissidigle yapilan bir cakmada
embriyolar 0,0; 0,1; 1,0 ve 2,0 mg/l NAA iceren M8aminda tam ciceklenmeden 30
gin sonra 15er gun araliklarla kultire aliglandir. 30. ginde alinan embriyolar
hormonsuz MS ortaminda %11,11 oraninda ¢imlglemdir. Tam ¢imlenme 1,0+0,0;
1,0+0,1; 2,0+0,0 ve 2,0+0,1 mg BA+NAA iceren ortardh elde edilmstir. Sonraki
donemlerde hormonsuz ortamda c¢imlenme oranindg saptanirken hormon iceren
ortamda azalma meydana gejtmi 90. giinde hormon icermeyen ortamda %89,89’luk
bir ¢cimlenme orani belirlenmi buna kayi 2,0+0,1 mg/l BA+NAA iceren hormon
ortaminda ancak %22,22’lik bir oran elde editini Calismada sonuclar hormon ve

embriyolarin olgunluk gamalarinin 6nemli oldiunu gostermiir (Esitken vd1997).

100 mg/l hidrolize-kazein, 100 mg/l askorbik astBAP ile desteklenmisivi MS besi
ortaminda kultire alinmiolan Pistacia atlantica (Atlantik Sakizi)’nin tohumlarindan
embriyogenik doku rejenere edilgti. Embriyogenik dokular sivi besi ortaminda
BAP(0.5-4 mg/l) kultire alindiktan 3 hafta sonraum eksplantlarindan direkt olarak
farklilasmistir. Rejenere olan dokular BAP ile ayni besi ortaga birkac kez alt kalttri
yapildiktan sonra somatik embriyolar tretgtii Olgunlgsmamg somatik embriyolar
olgunlgma icin agarla katikurilmis MS besi ortamina transfer edigniolgunigmis
somatik embriyolar ise bitki buyime dizenleyicisimayan besi ortaminda
cimlendirilerek fideler elde edilrglir (Onay 1998).
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Verime yatmg melez findik Corylus avellana L.) bitkileriyle yapilan bir cakmada
dormant celiklerin siirmesi ile meydana gelen targimlerden alinan gozler 6.7 uM,
11.1 pM veya 15.5 uM N-6 benziladenin (BA) ile paofinler (0.2 mM putresin+0.2
mM spermidin+0.05 mM spermin) iceren veya icermejurashige ve Skoog [ MS
(1962)] ortami ve modifiye Driver ve Kuniyuki [DKW1984)] ortami Uzerine kdilttre
alinmstir. Kultir ortami ile BA'nin eksplant reaksiyoniarzerine olan etkileri 6nemsiz
bulunmutur. Ortama ilave edildiklerinde, poliaminlerin giin uzunlgunu %83 ve
surgin baina tomurcuk sayisini %41 oraninda artirma sonuadu egkili olduklar
gozlenmgtir. Poliamin iceren ortam Uzerindeki bazi sirgiinle4.0 cm’ye kadar,
poliamin icermeyen ortam Uzerindeki sdrgunlerin ise fazla 2.0 cm’ye kadar
blyuyebildikleri gozlenmsiir. Bulgular, ortama ilave edildiklerinde polianhénin
eksplantlarin kultire alinmalarini kolaytieiabilecesini ve morfojenik kapasitelerini
artirabilecgini gostermgtir ( Nas 2003).

Yapilan bir cagmada bazi ayvaCydonia oblonga Mill.) genotiplerinde yaprak
disklerinden in vitro sidrgin organogenesisi uyagtm Organogenesis igin iki
denemede TDZ+NAA kombinasyonlari ya da BA+NAA, AgNGQre putrasin
uygulamalarim etkileri aratiriimistir. Sdrgln organogenesisi sadece
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+2.0 mg/l AgN©iceren MS (Murashige ve Skoog)
temel besin ortaminda 6nemli diizeyde uyagtim(Aygin 2006).

Lasirus scindicus, Sorghum halepense ve Urochloa panicoide icin potansiyel explant
kayna olarak geng ciceklerin bazal kisimlari kullaralabitki rejenerasyonu i¢in doku
kaltirtd metotlari gefitirilmistir.  Embriyonik ve embriyonik olmayan kultirlerde
poliamin seviyeleri incelenmgtir. Somatik embriyogenez ile bitki rejenerasyorzelfgi
olan kultir dokularinda poliamin seviyesi ve puinespermidin orani arasinda bir

korelasyon oldpu tespit edilmgtir (Kackar 2007).

Yuksek oranda bir adventif stirguin rejenerasyone etdhek igin 6 farkli burgak/{cia
ervilia (L.) Wild.) hattina ait olgunkamams kotiledon ve embriyo eksenleri glgik
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oranlarda TDZ iceren Murashige ve Skoog (MS) bestaminda kilttre alinrgtir.
Thidiazuron (TDZ) konsantrasyonlari, hatlar ve &uollan eksplantlarin strgin
rejenerasyonuna etkisi genbir varyasyon gosterstir. En yiuksek strgin ofturan
eksplant orani %90 ve eksplantsivea en fazla sirgin sayisi da 22 adet olarak
belirlenmstir (Erdogan 2004).

Yapilan bir cagmada armutRyrus communis L. cu “Ankara”), ayva Cydonia oblanga
Mill. Cu “ekmek”), elma (Malus x domestica Barkh.vCGloster”), erik @runus
domestica L. cu “Stanley”), kayisiFrunus armeniaca L. cu “sekerpare”), wne (Prunus
cerasus L. cu “Kutahya”), kiraz (Prunus avium L:Balbasti”), ceviz Juglansregia L.
“Kaman”), findik Corylus avellana L. cu “Tombul”) ve limonda Citrus limon (L.)
Burm. Cu “Kara limon”) d§i organ dokularindan stigma, stil ve ovaryumdan aiikn
embriyo ve kallus olgum oranlar tzerine 1, 3, 5 mg/l benziladenin (BA) 2,4-
diklorofenoksiasetikasitin (2,4-D) etkileri incelmistir. iki yil yapilan calgmalar
sonucunda erik ¢indaki tim turlerde oOzellikle 2,4-D uygulamalarindallus
olusumlari meydana gelstir. Somatik embriyo olgumu, sadece limonda 5 mg/l BA
uygulamasinda ovaryumdan %21 ve stilden %23,5 amaaa belirlenmtir (Glrcan
2003)

Baz! kolza Brassica napus L.) ¢ssitlerinde doku kultiri yontemiyle adventif surgin
rejenerasyonunun getirilmesinin amaclangs bir calsmada, alti kolza g&ine ait
hipokotil  ve gbvde eksplantlari farkh  bitki blylime zgnleyicilerinin
6-benzylaminopurine (BAP)g-Naphtaleneacetic acid (NAA), Thidiazuron (TD2Z))
kombinasyon halinde bulungu MS ve B5 ortamlarinda kilttre alirgtar. Yapilan
calismalar sonucunda en yuksek sirgin rejenerasyagiucdin ¢git %90 oraninda 3
mg/l BAP+0,2 mg/l NAA kombinasyonunu iceren MS onta Spok olarak tespit
edilmigtir (Dargin 2003).

Yapilan bir cagmada hghas (Papaver somniferum L.) bitkisinin tohumlari MS besi
ortaminda cimlendirilmstir. Bu ortamda yegen bitkilerin hipokotil eksplantlarindan 1

mg/l NAA iceren MS besi ortaminda kallus kultirleide edilmgtir. Bu kalluslarin
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hormonsuz besi ortamina aktariimasiyla somatik sogenez ortaya cikrgtir. Ayni
ortamda alt kiltire alinmaya devam edilen embrigtsla ileri dbnemde rejenere

surgunler gekierek tam bir bitkigite dongmuslerdir (Oluk 2005).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Arastirmada materyal olarak Malatya’dan
Hasanbey, Sganci

temin

kayisi

kullaniimis ve caitlerle ilgili bilgiler Cizelge 3.1.’de verilmtir.

Cizelge 3.1 Calsmada kullanilan kayisi géeri

edilenacHalilglu,

Kabaal,

Prunus armeniaca) c¢ssitlerinin  olgun embriyolari

Cesit Ozellikleri Temin
Edilen Yer
Malatya’nin en o0Onemli kurutmalik kayisi
cesididir.  Meyveleri orta irilikte, 25-30g Malatya
HACIHALILOGLU | agirlikta, meyve sekli oval, simetrik, meyve Merkez
kabuk ve et rengi sari, sert dokulu ve kirmiziArastirma
yanak olgturma eilimindedir. Meyve az sulu, Enstitlsi
cok tatli, aromali, SCKM’si yuksektir.
Son vyillarda Malatya ve c¢evresinde geni Malatya
miktarda yetjtiriimeye baglanmstir. Meyveleri Merkez
KABAA S| orta irilikte, 30-35g airhginda, meyve oval Arastirma
sekilli ve et rengi saridir. Meyve tatli, SCKM % EnstittisU
24-26, meyve eti sert dokuludur. Kurutmalik pir
cesittir.
Malatya’nin 6nemli kayisi gélerinden biridir. Malatya
Meyve Kkalp seklinde, iri, 40-45g @rliginda, Merkez
HASANBEY meyve eti sert dokulu ve tatlidir. SCKM % 18- Arastirma
22, meyve kabuk ve et rengi saridir.GeneldeEnstitlsu
sofralik olarak dgerlendirilir.
Meyveleri 28-38g arliginda, yuvarlaksekilli, Malatya
meyve kabuk ve et rengi sarndir. Meyvesi tatli, Merkez
SG5ANCI SCKM’ si % 23-26, meyve eti sert dokuludur. Arastirma
Kurutmalik bir ¢aittir. Enstitlsu
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3.1.2. Kimyasallar

3.1.2.a. Sterilizasyonda kullanilan kimyasallar

- % 70'lik etil alkol
- % 15’lik sodyum hipoklorit

3.1.2.b. Kiltur ortamlarinda kullanilan kimyasallar

Kallus, embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu sgahlarinda Murashige ve Skoog
(1962) tuzlan [Sigma M5524] ve vitaminleri [Sigm&3900] kullaniimstir. MS
ortaminin icerdii kimyasallar ve miktarlari Cizelge 3.2'de veriktir.

Cizelge 3.2.MS kaultir ortaminin kimyasal bganleri ve miktarlari (Murashige ve
Skoog, 1962)

KIMYASAL B iLESIMI Miktar(mg/l)
INORGANIKLER

Makro elementler

NH4sNO3 1650
KNO3 1900
CaCb.2 H,0 332,2
MgSO,.7 H,O 180,7
KH-PO, 170
Mikro elementler

Na, EDTA 37,26
Fe(SOy).7H,O 27,8
MnSO, H,O 16,9
Kl 0,83
H3BOs 6,2
ZnSQ, 7H,O 8,6
NapsM0QO,4.2H,O 0,25
CuSQ5H,0 0,025
CoCL6H,0 0,025
ORGANIKLER

Glycine 2
Myo-inositol 100
Nicotonic acid 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
Thiamine HCI 0,1
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3.1.2.c. Calsmada kullanilan jel yapici maddeler

Calismada kallus olgum ortaminda ve bitki rejenerasyonu ortaminda gglign madde
olarak agar (7 g/l) kullanilrgtir.

3.1.2.d. Calsmada kullanilan oksin, sitokinin ve polyamine tiplei

- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)
- 3,6-Dichloro-o-anisic acid (Dikamba)

- NAA (naftalin asetik asit)

- 6-Benzil amino pirin (BAP)

- TDZ (Thidiazuron)

- Putresin (Polyamin)

- Spermin (Polyamin)

3.2. YOontem

Bu calsmada, 4 kayisi ga&inin (Hacihalilgglu, Hasanbey, S@manci ve Kabaa) olgun
embriyolari kallus olgumu icin agar (7 g/l) iceren MS ortaminda 3 fad#tsin tipinin
(2,4-D, Dikamba ve NAA) 3 farkl dozu (0,0, 4,0 rhgé 8,0 mg/l) ile BA’nin 2 dozu
(0,0, 0,1 mg/l) kombinasyon halinde 3 tekerir dtadenemeye alinrgtir. Olgun
embriyolar 25+iC'de karanlik ortamda 4 hafta sireyle beklettimi Bitki
rejenerasyonu icin meydana gelen kalluslar 2 faskbkinin tipinin (BA ve TDZ) 2
degisik miktarinda (2,0 mg/l ve 4,0 mg/l), oksin tipin{@,4-D) 2 farkl miktari (0,0 ve
0,1 mg/l) ve 2 farkh polyamine tipinin (putresire wspermin) 2 farkli miktari (0,0 ve
0,25 mg/l) kombinasyon halinde 2 tekerirli olak&® ortamina aktariingtir. 15 giin
sonra tekrar ayni ortam hazirlanarak salu kalluslarin yarisi bu ortama yarisi da
hormonsuz ortama aktarilgnive 25+PC'de 8:16 saat karanlik:sik fotoperyotta
bekletilmistir. Aydinlatma kayngi olarak floresan lambasi ve gnlugu olarak 1500
luks kullaniimstir. Bu calsmanin yoriatilmesi sirasindasagiidaki su islemler

uygulanmgtir.
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3.2.1. Sterilizasyon teknikleri

3.2.1.a. Calsma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan aletler (bisturi, pens v.b.) etiyti8(C, 2 saat) steril edilrgiir.
Steril kabin i¢i cagmadan dnce %70’lik etil alkolle silinmive UV lambasi acilmtir.
Kiltire alma ¢lemi balamadan 6énce UV lambasi kapatgim Eksplantlarin kesimi
aliminyum folyo icine sarilarak etiv edilgnilOx15 cm boyutlarindaki kurutma
kagitlarina sarlmy fayans tzerinde yapilgtir. Kabin igine alinan aletler (bisturi, pens)

tohumlarin her kesiminden 6nce sterilizatérle seatilmistir.

3.2.1.b. Tohumlarin ylzey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra stehirkécerisinde %70’lik etil alkolde
3 dakika, %30’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iciedde 15 dakika kagtirilarak
bekletilmistir. Ylizey sterilizasyonu yapilgmtohumlar steril saf suyla 3 kez yikandiktan
sonra bir gece steril su icerisinde bekletymie daha sonra olgun embriyolar

ctkariimstir.

3.2.1.c. Besin Ortaminin ve bitki biytme dizenleyilerinin sterilizasyonu

Besin ortamlari otoklavda 15 dakika boyunca 105 WReincta 12C'de steril
edilmistir. Sicakta bozulan vitamin ve bitki blyime duzsmtileri 0,22 pm poroziteli
seltloz filtreler (milipor) yardimiyla sterilize #ohis ve gida ortamina otoklavdan
cikanldiktan sonra ilave edilgtir.

3.2.1.d. Steriliasyonda kullanilan ¢ézeltilerinin azirlanisi

%70’lik Etil alkoliin hazirlani si: %96’k etil alkolden 365 ml alinmive hacim 500

ml'ye saf suyla tamamlangiir.
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%1.5’lik Sodyum hipoklorit ¢ozeltisinin hazirlanisi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticariDomestos® marka ¢amgr suyundan 150 ml alinarak hacim 500 ml'ye saf

suyla tamamlanmtir.

3.2.2. Kallus olgum ortami

Oksin ve sitokinin stok cozeltilerinin hazirlanmada ¢ozicl ve seyreltici olarak
kullanilan kimyasallar ve saklama sicakliklari galisma konsantrasyonlari Cizelge

3.3'te verilmtir.

Cizelge 3.30ksin ve sitokinin stok ¢cozetilerinin hazirlani

Oksin tipi Saklama Calisma
Cozuci Seyreltici kosulu konsantrasyonu
2,4-D etil alkol su +5C 4/8 mgl/l
Dikamba su/etil alkol su ‘e 4/8 mgl/l
NAA etil alkol su +5C 4/8 mg/l
Sitokinin tipi
BA Baz su +8C 0/0,5/0,1 mgl/l

3.2.2.1. Kallus olyum ortaminin hazirlanisi

Asagidaki islemler sirasiyla uygulanstir.

1. 1 litrelik bir behere 500 ml bidistile su konulgtur.

2. Murashige and Skoog (1962) tuzlari [Sigma M5528]g sakkaroz tartilip
eriyinceye kadar kagtiriimistir.

3. Dereceli silindirde hacim 1000 ml’ ye tamamlastmn)

4. Beherdeki kagim tamamen ¢dzulince manyetik karici tzerinde 1 N NaOH ve

HCI solisyonlari kullanilarak pH 5,7’ ye ayarlagtm
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5. 7 g agarla kagtirilan ¢ozelti otoklavda 15 dk boyunca 105 kPaigts 122C’ de
sterilizasyona tabi tutulngtur.

6. Isi ile bozulabilen maddeler otoklavdan sonaael edilmgtir. Bunun icin 1 It'lik MS
vitamin solisyonundan (1000X) 1 ml kullanilnn.

7. Bitki bayume duzenleyicileri (2,4-D, BA, NAA, Ramba) milipordan gecirilerek
sterilize edildikten sonra isI ile bozulan maddel&irlikte 4 mg/I-8 mg/l (2,4-D), 0-0,1
mg/l (BA), 4 mg/l-8 mg/l (NAA), 4 mg/l-8mg/l (Dikaiwa) oranlarinda eklengtir.

3.2.3. Bitki rejenerasyon ortami

Bitki rejenerasyon ortami i¢in ortamda kullanilaA,R,4-D, TDZ, Spermin ve Putresin
bitki buylme duzenleyicilerinin stok cozeltileri hidanmsgtir. BA ve TDZ stok
cOzeltilerinin hazirlanmasinda ¢o6zicu olarak NaGH4-D icin ise etil alkol ve
seyreltici olarak ta su kullanilgtir. Spermin ve Putresin coézeltileri hazirlanirken

herhangi bir ¢ozlcu kullaniimatir.
3.2.3.1. Bitki rejenerasyon ortaminin hazirlangi
Asagidaki islemler sirasiyla uygulansgtir.

1. 1 litrelik bir behere 500 ml bidistile su konulgtur.

2. Murashige and Skoog (1962) tuzlan [Sigma M5523) g sakkaroz tartilip
eriyinceye kadar kagtiriimistir.

3. Dereceli silindirde hacim 1000 ml'ye tamamlaginn.

4. Beherdeki kagim tamamen ¢o6zilince manyetik karici Gzerinde 1 N NaOH ve
HCI solusyonlari kullanilarak pH 5,7’ye ayarlargtm.

5. Cozelti 200 ml'lik erlenlere aktarilip her bitj4 g agarla kagtirilarak otoklavda 15
dk boyunca 105 kPa basincta i21de sterilizasyona tabi tutulngtur.

6. IsiI ile bozulabilen maddeler otoklavdan soneaél edilmgtir. 200 ml'lik erlenlere

200u! vitamin eklennstir.
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7. Bitki buyume duzenleyicileri (BA, 2,4-D, TDZ, Rasin ve Spermin) milipordan
gecirilerek sterilize edildikten sonra isi ile bt@u maddelerle birlikte 2 mg/lI-4 mg/l
(BA), 0-0,1 mg/l (2,4-D), 2 mg/l-4 mg/l (TDZ), 085 mg/l (Putresin ve Spermin)
oranlarinda farkli kombinasyonlar halinde eklegtmi
8. 15 gin sonra ayni ortamdan tekrar hazirlanald& edilen kalluslarin yarisi bu
ortamlara yarisi da hormonsuz ortamlara aktagtimi

3.2.4. Arastirmada incelenen konular

1. Kallus olusum orani (KOO) (%): Eksplantlar kallus ogum ortamina alindiktan 30

gln sonrgu formtle gore belirlenngiir.

KOO (%)= Olyan kallus sayisi/ kiltire alinan eksplant say®)&

2. Kahverengilesme orani (KahO) (%): Eksplant sayisina gore hesaplagtmi

KahO (%)= Kahverengiken kallus sayisi/ eksplant sayisi x 100

3. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus okumu (ESEKO) (%):

ESEKO= Embriyogenik kallus sayisi/ eksplant sayi500

4. Rejenerasyon olgumu (RO) (%): Yesil noktalara sahip kalluslara gore

belirlenmitir.

RO= Rejenere kallus sayisi/ kallus sayisi x 100

5. Surgun olksumu (SO) (%): Meydana gelen siirgtin sayisina goére belirlgtimi

SO= Surgun sayisli/ kallus sayisi x 100
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3.2.5. Verilerin istatistik analizi

Bu argtirmada doku kultariinde géerin (Hacihalilglu, Kabaal, Hasanbey, S@anci),

farkl bitki biyime duzenleyilerinin (2,4-D, NAA, B Dikamba, TDZ, Pikloram,
Spermin) etkileri argirilmis ve kallus olgum orani, kahverenggeme, embriyogenik
kallus olgumu, rejenerasyon ajumu, sitrgin olgumuna ilskin hesaplamalar ilk
ortamda 13x4x3, ikinci ortamda ise 24x4x2 faktdriggzende tansansa bgli deneme
plani uygulanngtir. Tim konulara ait 6énemli cikan ortalamalar amdaki farklar

Duncan c¢oklu kawlastirma testi ile ifade edilmtir (SAS 1982). Ayrica, istatistik
analizinden 6nce elde edilenggelere (kallus olgumu, kahverengikeme, embriyogenik
kallus olumu, rejenerasyon ve siurgin @lmu) arcsin transformasyonu yapigtm

(Duzging vd. 1993).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calsmada kayisida olgun embriyolar kullanilarak, doKitiki ortaminda gadin
(Hacihalilgzlu, Kabaal, Hasanbey, Sg@anci) ve farkh bitki biyume dizenleyicilerinin
(2,4-D, NAA, BA, Dikamba, TDZ, Putresin, SpermirRallus olum orani (KOO),
kahverengileme orani (KahO), eksplant sayisina gore embriydég&allus olyumu
(ESEKO), rejenerasyon alumu (RO) ve sirgin ojumu (SO) Uzerine etkileri

araggtirimistir.

4.1. Kallus olusum asamasinda farkli Uygulamalarin Etkisi

4.1.1. Caitlerin ve uygulamalarin kallus olusum oranina (KOO) etkisi

Farkli dozlarda hormon ilave edilen besi ortamiraleytirilen olgun embriyolarda
kallus olsum orani bakimindan g#er arasindaki farkliliklar 6nemsiz olarak
bulunmutur. Uygulamalar arasindaki farkhliklar ise cokedmi olarak saptanrgtir
(P<0.01). En yiuksek kallus alumu %84,51 ile 4 mg/l 2,4-D+0,1 mg/l BA
uygulamasinda tespit edilirken, kontrolde hi¢ ksllmeydana gelmestir, hormon
uygulamalari icinde en duk kallus olgumu ise %47,02 ile 4 mg/l Dikamba+0,1 mg/l
BA uygulamasinda belirlengive kontrol ile hormon uygulamalari arasinda istéi
olarak onemli farkliliklarin oldgu tespit edilmgtir (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1.'de de
goruldigt gibi NAA ve Dikamba’nin yuksek, 2,4-D’nin diik dozlari kallus olgumu
Uzerine daha olumlu etkilere sahiptir. BA ile komdsyonlarda ise genel itibariyle
BA'nin  katthmi  kallus olgumunu tevik etmistir. BA’nin Dikambayla
kombinasyonunda guk dozlari, 2,4-D ile kombinasyonunda ise yukseklao etkili
olmustur. NAA ile kombinasyonunda ise NAA'nin gliik dozunda yiiksek dozlu BA,
NAA'nin yiksek dozunda ise diik dozlu BA etkili olmutur.
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etkileri (%)
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Cesit

Uygulama Kabaas! Saggancl H.Halilo glu Hasanbey Ortalama
Kontrol 0,00d** 0,00 c** 0,00e** 0,00e** 0,00e**

4mg/l Dikamba+0 mg/l BA 60,00abc 60,00ab 90,00a 47,31bc| 64,33bc
4mg/l Dikamba+0,1mg/l BA 51,15abc 38,85b 68,07abc 30,00cd| 47,02d

8mg/l Dikamba+0 mg/l BA 64,23abc 90,00a 81,14ab 76,92ab| 78,07abc
8mg/l Dikamba+0,1mg/| BA 51,15abc 90,00a 60,00abc 81,14ab| 70,57abc
4mg/l 2,4 D+0mg/l BA 81,14ab 63,44ab 90,00a 55,37abg 72,49abc
4mg/l 2,4 D+0,1mg/l BA 90,00a 68,07ab 90,00a 90,00a 84,51a

8mg/l 2,4 D+0 mg/l BA 34,23cd 81,14ab 42,70c 90,00a | 62,01cd
8mg/l 2,4 D+0,1mg/l BA 90,00a 68,07ab 81,14ab 90,00a | 82,30ab
4mg/l NAA+0 mg/l BA 43,09bc 60,00ab 51,15bc 90,00a | 61,06cd
4mg/l NAA+ 0,1mg/l BA 55,37abc 90,00a 90,00a 54,99abg 72,59abc
8mg/l NAA+O mg/l BA 90,00a 81,14ab 47,31c 81,14ab| 74,90abc
8mg/l NAA+0,1mg/l BA 54,99abc 76,92ab 90,00a 76,92ab| 74,71abc
Ortalama 58,87°° 66,44 66,74 67,81

**: p<0,01 cok énemli  OD: 6nemsiz

(@)

Sekil 4.1 Farkli uygulamalarin kallus ajumuna etkisi

(a)4 mg/l 2,4-D+0,1 mg/l BA, (b) 4 mg/l Dikamba+0,1 MBA

Kallus olwsum oranlari acisindan g#der tek tek incelengiinde butin cgtlerde
uygulamalar arasindaki farkliliklar cok 6nemli @lrbelirlenmgtir (p<0,01). Kabag
¢esidinde en yuksek kallus ajumu %90,00 ile 4 mg/l 2,4-D+0,1 mg/l BA, 8 mg/l 2,4
D+0,1 mg/l BA ve 8 mg/l NAA+0,0 mg/l BA uygulamalada olurken kontrol
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uygulamasinda kallus alumu hi¢ saptanamastr. En digik kallus olgumu ise
%34,23 ile 8 mg/l 2,4-D+0,0 mg/l BA uygulamasindanastur. Cizelge 4.1.’de de
goruldigl gibi Kabaal c¢esidinde Dikamba ve NAA'nin yuksek, 2,4-D'nin glik
dozlari kallus olsgumunda etkili olmsgtur. S@anci ¢sidinde ise en yiksek kallus
olusum %90,00 ile 8 mg/l Dikamba+0,0 mg/l BA, 8 mg/lkhkmba+0,1 mg/ BA ve 4
mg/l NAA+0,1 mg/l BA uygulamalarinda, en gdik ise %38,85 ile 4 mg/l Dikamba+0,1
mg/l BA uygulamasinda bulunrstwr. Cizelge 4.1.’den gorulgii gibi Sganci
¢cesidinde Dikamba, NAA ve 2,4-D'nin  yuksek dozlari lkes olusumunda etkili
olmustur. Hacihalilglu ¢esidinde en yiksek kallus gjum orani %90,00 ile 4 mg/l
Dikamba+0,0 mg/l BA, 4 mg/l 2,4-D+0,0 mg/l BA, 4 h@,4-D+0,1 mg/l BA, 4 mg/|
NAA+0,1 mg/l BA ve 8 mg/l NAA+0,1 mg/l BA uygulamatinda, en ditik kallus
olusumu ise %42,70 ile 8 mg/l 2,4-D+0 mg/l BA uygulanmas tespit edilnstir.
Hacihalilgzlu ¢esidinde gizelge 4.1.’den de goralglii gibi kallus olgumunda Dikamba,
2,4-D ve NAAnin dguk dozlan etkili olmgtur. Hasanbey ga&linde ise en yuksek
olusum %90,00 ile 4 mg/l 2,4-D+0,1 mg/l BA, 8 mg/l 2%-0,1 mg/l BA, 8 mg/l 2,4-
D+0 mg/l BA ve 4 mg/l NAA+0 mg/l BA uygulamalarindan dguk ise %30,00 ile 4
mg/l Dikamba+0,1 mg/l BA uygulamasinda belirlegtini Hasanbey g¢gdinde
Dikamba ve 2,4-D'nin yuksek dozlari, NAA'nin iserhaisik hem de yiksek dozlari
kallus olgumunda etkili olmstur. Kabaa c¢esidinde old@gu gibi s@anci,
Hacihalilgzslu ve Hasanbey g#lerinde de kontrol uygulamalarinda hic¢ kallus spionu
tespit edilmenyitir (Cizelge 4.2).

4.1.2.Cessitlerin ve uygulamalarin kahverengilesme oranina (KahO) etkisi

Kahverengileme oranlari agisindan ger arasi farkliliklar ¢ok 6nemli olarak
bulunmutur. En cok kahverengigene %42,04 ile Hasanbeysidinde, en az da %26,51
ile Sagzanci ceidinde saptanmstir (Sekil 4.1). Yapilan buyimeyi dizenleyici madde
uygulamalarinin da kahverengiee oranina etkileri ¢cok 6nemli bulungtur. En
yuksek kahverengifge %62,97 ile 4 mg/l 2,4 D+0,0 mg/l BA uygulamasineén
distk ise %13,18 ile 4 mg/l Dikamba+0,1 mg/l BA uyguksinda meydana gektir
(Cizelge 4.3 veSekil 4.1). Cizelge 4.1.’de de gorulgii gibi kahverengilgme Uzerine
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yapilan uygulamalardan Dikamba ve NAAnin yiksek4-B’nin distk dozlari
kahverengileme oranini artirmgtir. BA ile kombinasyonlarinda ise BA’siz olan
uygulamalarda kahverengjlee daha fazla olngtur. Ayrica NAA ilaveli olan
uygulamalar dier uygulamalara gére daha sdid oranlarda kahverengime

gostermgtir.

Cizelge 4.2. Farkh kayisi cgtlerinde vyapilan uygulamalarin kahverengie

oranlarina (%) etkileri

Cesit

Uygulama Kabaas! Sogancl H.Haliloglu | Hasanbey| Ortalama
Kontrol 21,93 ab** | 21,93b-e**| 35,02b-e** 0,00b**| 19,72cde**
4mg/l Dikamba+0 mg/l BA 21,93ab 46,93abc 21,93cde] 51,14ab 35,48bcd
4mg/l Dikamba+0,1mg/l BA 21,93ab 21,93b-e 8,85de 0,00b 13,18e

8mg/l Dikamba+0mg/| BA 35,02ab 46,93abc 30,00b-e 38,07ab 37,50bc

8mg/l Dikamba+0,1mg/| BA 26,56ab 35,02a-d 26,16cde 38,86ab 31,65b-e

4mg/l 2,4 D+0mg/l BA 51,15a 55,37a 72,29a 73,08a 62,97a
4mg/l 2,4 D+0,1mg/l BA 38,86ab 50,77ab 46,93abc 38,07ab 43,65b
8mg/l 2,4 D+0mg/l BA 34,23ab 0,00e 63,44ab 72,29a 42,49b
8mg/l 2,4 D+0,1mg/l BA 43,09a 0,00e 42,70a-d 81,14a 41,73b
4mg/l NAA+Omg/l BA 21,93ab 0,00e 39,25a-d 46,92ab 27,02b-e
4mg/l NAA+0,1mg/l BA 8,85b 17,70cde 0,00e 33,84ap 15,10de
8mg/l NAA+Omg/l BA 30,79ab 13,08de 34,63b-e 43,098b 30,39b-e
8mg/l NAA+0,1mg/| BA 8,85b 35,02a-d 35,02b-e 30,00ab 27,22b-e
Ortalama 28,08b** 26,51b 35,09ab 42,04a

** . p<0,01 cok 6nemli
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() (d)

Sekil 4.2 Kultire alindiktan 15 gun sonra farkli sgkerde ve uygulamalarda
kahverengilegme durumlari

(a) Hasanbey, (b) Sancl, (c) 4 mg/l 2,4 D+0,0 mg/l BA, (d) 4 mg/l Dikda+0,1 mg/l BA

Cesitler kahverengilgme oranlar bakimindan tek tek inceleqdde yine uygulamalar
arasindaki farklilklar ¢cok 6nemli olarak bulungtwr. Kabaal ¢esidinde en yuksek
oran %51,15 ile 4 mg/l 2,4-D+0,0 mg/l BA uygulanmaia, en d§ik ise %8,85 ile 4
mg/l NAA+0,1 mg/l BA ve 8 mg/l NAA+0,1 mg/l BA uydamalarinda belirlenngiir.
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Cizelge 4.2.’de de gorulgia gibi Kabaal c¢eidinde Dikamba ve NAAnin yiksek
dozlari, 2,4-D’nin diik dozu kahverengi$ene Uzerine daha etkili olngtur. S@anci
cesidinde en yuksek okum %50,77 ile 4 mg/l 2,4-D+0,1 mg/l BA uygulamasanén
distik %0.0 ile 4 mg/l NAA+O mg/l BA, 8 mg/l 2,4-D+0 MidA ve 8 mg/l 2,4-D+0,1
mg/l BA uygulamalarinda tespit edilgtir. Sogzanci ve Hacihalilglu ¢esitlerinde de
kabaal ¢esidinde old@gu gibi Dikamba ve NAA'nin yiksek dozu, 2,4-D'nin gik
dozu kahverengilene Gzerine daha fazla etkileri olgtur. Hacihalilglu ¢esidinde en
yuksek kahverengitene %63,44 ile 8 mg/l 2,4-D+0,0 mg/l BA uygulamasnd
belirlenmstir. 4 mg/l NAA+0,1 mg/l BA ise hi¢ kahverenggime olmamgtir. Hasanbey
¢esidinde en yuksek %81,14 ile 8 mg/l 2,4-D+0,1 mgA Bygulamasinda, en gliik ise
kontrol ve 4 mg/l Dikamba+0,1 mg/l BA uygulamalatanhi¢ %0.0 olarak saptarghr
(Cizelge 4.2). Hasanbey geinde Dikamba ve 2,4-D'nin yiuksek NAA'nin gliik
dozlari kahverengilenede etkili olmgtur (Cizelge 4.2.)

4.2. Rejenerasyon gamasinda farkli uygulamalarin etkisi

4.2.1. Genotipin ve uygulamalarin embriyogenik kalis olusumuna etkisi (ESEKO)

Kallus olisum ortaminda bir ay stire ile bekletilen eksplartituslar olgtuktan sonra
rejenerasyon ortamina aktarijtn. Rejenerasyon ortaminda 2-4 mg/l BA, 2-4 mg/|
TDZ, 0-0,1 mg/l 2,4-D, 0-0,25mg/l spermin ve 0-0/2%/l putresin kullanilngtir. Bu
hormon kombinasyonlarinin kullanifdi rejenerasyon ortaminda kalluslar 15 gin
bekletilmis, daha sonra kalluslarin yarisi yine ayni ortanmasyése hormonsuz ortama
aktariimstir. Somatik embriyo okturan kallusa embriyogenik kallus adi verilir.
Embriyogenik kallus; kompakt yapida ve beyazdark aari renge kadar ggen
renklerdedir (Hatipglu 1997). Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslegitler arasi
goOsterdikleri embriyogenik kallus alum farkhiliklari énemsiz olarak bulunrgtur.
Uygulamalar arasi farklilik ise istatistiksel antéancok énemli olmgtur. En ytksek
embriyogenik kallus okumu %78,75 ile K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 Symeén)
uygulamasinda saptanirken, egigkiolusum %11,25 ile 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25
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Putresin uygulamasinda saptagtmi Diger uygulamalarda hemen hemen ayni
embriyogenik kallus okumu meydana gelstir (Sekil 4.3. ve Cizelge 4.3). Cizelge
4.3’den de goruldgll gibi uygulamalarda hem ayni hormonlu ortama akiar
kalluslarda hem de daha 6nceden hormonlu olupiikktidiltirde hormonsuz ortama
aktarilan kalluslarda TDZ'nin ve BA’nin yuksek dam embriyogenik kallus
olusumunu tgvik etmistir. Genel itibariyle 2,4-D’nin 0,1 mg/l dozunda tkani da

embriyogenik kallus okumunda etkili olmstur.

(@) (b)

Sekil 4.3. Farkl ¢git ve uygulamalarin rejenerasyogaanasinda embriyogenik kallus

olusum orani tzerine etkileri,

(a) 15 gin 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 Spermirgulamasinda tutulup hormonsuz ortama aktarilan
uygulama, (b) 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 Putresin
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Cizelge 4.3Rejenerasyon kultir ortamindasiteve uygulamalara gére embriyogenik

kallus olgumu oranlari (%)

Cesit
Uygulama Poliamin | Hasanbey | Saganci | Kabaasl H.Haliloglu | Ortalama
Kontrol 67,50ab** | 56,25ab** | 67,50ab*} 0,00b** | 45,00a-g**
2mg/l BA+Omg/l 2,4 D Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 45,00ab| 11,25¢g
Spermin 0,00b 45,00ab 0,00b 90,00a| 33,75b-g
Kontrol 45,00ab 67,50ab 67,50ak 0,00b| 50,63a-g
2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 45,00ab 45,00ab 0,00b 90,00a| 45,00a-g
Spermin 67,50ab 33,75ab 0,00b 45,00ay  28,13c-g
Kontrol 60,00ab 30,00ab 0,00b 0,00b 15,00fg
4mg/l BA+Omg/l 2,4 D Putresin 45,00ab 56,25ab 0,00b 0,00b 28,13c-g
Spermin 90,00a 56,25ab 90,00a 90,00a| 73,13ab
Kontrol 25,39ab 57,69ab 52,50af 90,008 64,47a-d
4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 45,00ab 67,50ab 0,00b 0,00b 33,75b-g
Spermin 67,50ab 56,25ab 60,00al 0,00b 43,13a-g
Kontrol 67,50ab 33,75ab 0,00b 45,00ah 28,13c-g
2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 30,00ab 60,00ab 72,32ak 45,00ah 59,33a-e
Spermin 62,69ab 50,09ab 0,00b 0,00b 25,05d-g
Kontrol 52,50ab 62,41ab 76,72al 90,00a] 72,88ab
2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D Putresin 0,00b 45,00ab 0,00b 90,00a| 45,00a-g
Spermin 0,00b 0,00b 72,32ab 90,00a 40,58a-g
Kontrol 17,69ab 23,84ab 45,00al 67,50ab 22,50efg
4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 0,00b 0,00b 45,00ab 67,50ab| 28,13c-g
Spermin 0,00b 22,50ab 0,00b 45,00ab| 40,05a-g
Kontrol 52,50ab 47,89ab 45,00al 0,00b| 35,20b-g
4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D Putresin 0,00b 45,00ab 45,00ab 72,32ah  51,83a-g
Spermin 0,00b 45,00ab 90,00a 0,00b 45,00a-g
Kontrol 0,00b 0,00b 72,32ab 90,00a| 40,58a-g
K(2mg/l BA+0mg/l 2,4 D) Putresin 0,00b 45,00ab 0,00b 90,00a| 33,75b-g
Spermin 0,00b 0,00b 54,63ab 90,00a| 36,16b-g
Kontrol 0,00b 0,00b 45,00ab 90,00a| 33,75b-g
K(2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) Putresin 54,63ab 19,63ab 0,00b 90,00a| 41,06a-g
Spermin 90,00a 30,00ab 0,00b 90,00a| 52,50a-g
Kontrol 62,69ab 0,00b 90,00a 0,00b 38,17a-g
K(4mg/l BA+Omg/l 2,4 D) Putresin 90,00a 0,00b 90,00a 90,00a| 67,50abc
Spermin 0,00b 27,32ab 0,00b 45,00ab| 18,08efg
Kontrol 90,00a 90,00a 54,63al 0,00b 58,66a-e
K(4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) Putresin 45,00ab 90,00a 0,00b 0,00b 33,75b-g
Spermin 90,00a 90,00a 45,00ah 90,00a| 78,75a
Kontrol 90,00a 0,00b 45,00ab 0,00b 38,57a-g
K(2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 22,50ab 45,00ab 75,00ak 45,00abh 46,88a-g
Spermin 72,32ab 0,00b 0,00b 0,00b 18,08efg
Kontrol 90,00a 45,00ab 15,00aH 52,50ah 50,63a-g
K(2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) | Putresin 67,50ab 0,00b 0,00b 90,00a| 39,38a-g
Spermin 0,00b 45,00ab 27,32ab 62,69a 33,75b-g
Kontrol 0,00b 76,72ab 62,69ab 0,00b 34,85b-g
K(4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 90,00a 0,00b 90,00a 45,00abl  56,25a-f
Spermin 0,00b 60,00ab 45,00ah 67,50ah  43,13a-g
Kontrol 90,00a 0,00b 90,00a 15,00ab  39,38a-g
K(4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) | Putresin 72,32ab 27,32ab 90,00a 45,00aly 58,66a-e
Spermin 0,00b 22,50ab 90,00a 45,00ab  48,75a-g
ORTALAMA 40,79°° 38,77 39,80 47,81

K: Hormonsuz ortam

OD: 6nemsiz
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Rejenerasyon ortaminda kalluslarin gosg@rdimbriyogenik kallus olgum oranlari
¢ssitler bazinda incelenginde bitin ¢gtlerde istatistiksel olarak onemli farkliliklarin
oldugu saptannstir. ilk olarak Hasanbey gilinde en yiiksek embriyogenik kallus
olusumu %90,00 ile 4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l &mén, K(4 mg/l BA+0 mg/l
2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(2 mg/l BA+0,1 mg/l Z¥0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/l
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol), K(4 mg/l TDZ+0,1 mgR,4-D+Kontrol), K(2 mg/I
TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol) ve K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,D+0,25 mg/l Putresin)
uygulamalarinda belirlenirken, en @ik olusum %0,0 ile 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin, 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,2%MnPutresin, 2 mg/l TDZ+0,1
mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 2 mg/l TDZ+0,1 mg/#zD+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/l
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 4 mg/l TDZ10mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Putresin, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putrest2amg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25
mg/l Spermin, K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l &min), K(2 mg/l BA+0,1 mg/I
2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mhgSpermin), K(4 mg/l
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/l BB+tng/l 2,4-D+Kontrol), K(2
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(2 mgdA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin), K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol) ve K@g/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25
mg/lI Spermin) uygulamalarinda saptastmi(Cizelge 4.3.).

Sazanci ¢gidinde en yuksek okum %90,00 ile K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25
mg/l Putresin), K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrole K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin) uygulamalarinda, ersigkiise 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25
mg/l Putresin, 2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 m§fpermin, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin, K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,8%/I Putresin), K(4 mg/| BA+0
mg/l 2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kdrol), K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/
2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(4 mg/l TDZ+0,1 mg/UZD+Kontrol), K(2 mg/l BA+0
mg/l 2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,28ng/l Spermin), K(2 mgl/l
TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/l TDZ+0g/| 2,4-D+Kontrol) ve K(4
mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin) uygula@yahda saptanmgtir (Cizelge
4.3.).
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Kabagi ¢esidinde en iyi olgum %90,00 ile 4 BA 0 2,4-D Spermin, 4 mg/| TDZ+0nl
g/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, K(4 mg/l BA+0 mg/l 23+0,25 mg/l Putresin), K(4
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+Kontrol), K(4 mg/l TDZ+0,1 mg2,4-D+Kontrol), K(4 mg/l
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(4 mg/l ZB0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Spermin) ve K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Radin) uygulamalarinda, en
distik 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 3inBA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25
mg/l Putresin, 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mgfedmin, 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin, 2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kortr@ mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin, 4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+Kontrad mg/l BA+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin, 2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+B,ehg/l Putresin, 2 mg/l BA+0
mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 2 mg/l BA+0 mg/l 2240,25 mg/l Spermin, K(2 mg/l
BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/l BAf0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Putresin), K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l tRasin), K(2 mg/l BA+0 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin), K(2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D26, mg/l Spermin) ve K(4 mg/l
BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin) uygulamalaarbelirlenmgtir (Cizelge 4.3.).

Hacihalilgzlu ¢esidinde en yiksek oran %90,00 ile 4 mg/l BA+0,1 n&4-D+Kontrol,

2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 4 mBA+0 mg/l 2,4-D+0,25 Spermin,
2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 2 mgZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Putresin, 2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 md@A+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Spermin, K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putm@siK(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-
D+Kontrol), K(2 mg/l BA+0,1 2,4-D+0,25 mg/l SpermjrK(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin), K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-025 mg/l Putresin), K(2 mg/l
BA+0 mg/l 2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-03;25 mg/l Putresin), K(2 mg/
BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin) ve K(4 mg/l BAAOmg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Spermin) uygulamalarinda, 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4a@5 mg/l Putresin, 4 mg/l
BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 2 mg/l BA+0Omg/l 2,4-D+Kontrol, 2 mg/l

TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 4 mg/l BA+0 rh@,4-D+Kontrol, 4 mg/l

BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/l TDZ+0yig/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin,
4 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 mg/l BA+0 mg2,4-D+Kontrol, K(4 mg/l

BA+0 mg/l 2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-E0,25 mg/l Spermin),
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K(2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol), K(4 mg/l TDZ+0ng/l 2,4-D+Kontrol), K(4
mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin) ve K(4MmBA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol)
uygulamalarinda saptangtir. Diger uygulamalarda ise hemen hemen birbirine yakin

olusumlar belirlenmgtir (Cizelge 4.3).

4.2.2. Caitlerin ve uygulamalarin kahverengilesme oranina etkisi (KahO)

Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslarigitige arasi gosterdikleri kahverengifee
oranlari bakimindan denemede kullanilagitlger arasinda farklilik ¢ok énemli olarak
bulunmutur (p<0,01). En fazla kahverengitee gorulen cgt %40,10 ile Hasanbey
olurken en az kahverengjlee gorulen c¢gt %24,96 ile Hacihalilglu olmustur.
Uygulamalar arasinda ise en yuksek kahveregigge %65,19 ile 15 gun 4 mg/l
TDZ+0,0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin iceren ortamdbekletilip daha sonra
hormonsuz ortama aktarilan uygulamada saptanirieen,digik kahverengilgme
%12,26 ile yine rejenerasyogaanasinda 15 gun 4 mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin iceren ortamda bekletilip daha sonra hosupmrtama aktarilan uygulamadan
elde edilmgtir. Diger uygulamalarda ise hemen hemen ayni oranlardeekahgileme
meydana gelmgtir (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.5). Cizelge 4.4’'den de gougld gibi
uygulamalarda hem ayni hormonlu ortama aktarildluslarda hem de daha dnceden
hormonlu olup ikinci alt kiltirde hormonsuz ortamarilan kalluslarda TDZ'nin ve
BA'nin yuksek dozlari kahverenggime oraninin artmasinda etkili olgtur. Ayni

zamanda kombinasyonlarda ise 2,4-D’nin 0 mg/l datwverengilgmeyi artirmstir.
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() (d)

Sekil 4.4. Farkh ¢ait ve uygulamalarin rejenerasyogamasinda kahverengglae orani

uzerine etkileri,

(a) Hasanbey, (b) Hacihalgtu, (c) 4 mg/l TDZ+0,0 mg/l 2,4-D 0,25 mg/l Spermi) 15 giin 4 mgl/l
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin ortaminda tupudaha sonra hormonsuz ortama aktarilan
uygulama
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Cizelge 4.4. Rejenerasyon kiltir ortaminda site ve uygulamalara gore
kahverengilegme oranlari (%)
Cesit
Uygulama Poliamin Hasanbey | Sasanci Kabaasi H.Halilo glu Ortalama
Kontrol 33,21a-d** | 33,21abc**| 33,21ab** 0,00e** | 24,90c-1**
2mg/l BA+Omg/l 2,4 D Putresin 56,79abc 61,22abc 80,78a 41,67a-¢ 60,67ab
Spermin 45,01a-d 45,00abc 35,78ab 0,00e 31,44c-1
Kontrol 47,88a-d 23,94abc 19,62ab 0,00e | 16,87f
2mg/l BA+0,1mg/1 2,4 D Putresin 34,60a-d 39,80abc 0,00b 0,00e | 19,90d-I
Spermin 33,21a-d 61,60abc 0,00b 0,00e 30,80c-1
Kontrol 16,60a-d 44,08abc 39,25ab 45,00a-¢ 43,10a-g
4mg/l BA+0mg/l 2,4 D Putresin | 45,00a-d 51,05abc 33,21ab 63,44a 49,68abc
Spermin 18,44a-d 19,03abc 47,88ab 16,60cde 25,63c-I
Kontrol 45,01a-d 31,72abc 16,60ab 29,88a-¢ 27,48c-I
4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 45,00a-d 41,30abc 45,00ab 26,56b-¢ 38,54a-I
Spermin 13,28bcd 13,28bc 50,77ab 0,00e 19,33e-I
Kontrol 50,77a-d 53,78abc 0,00b 0,00e 26,89c-1
2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 61,16abc 47,88abc 16,60ah 25,82b-¢ 34,55b-1
Spermin 9,22cd 17,30abc 67,50ab 67,50ab| 42,40a-h
Kontrol 0,00d 16,60bc 42,12ab 16,60cdg 22,98c-I
2mg/I TDZ+0,1mg/1 2,4 D Putresin | 45,00a-d 27,11abc 48,02ab 0,00e | 25,56c-1
Spermin 49,06a-d 47,03abc 35,78ab) 13,28dd 35,78Db-I
Kontrol 35,78a-d 42,05abc 19,62ab 45,01a-¢ 37,18a-1
4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 63,44abc 61,77abc 35,78ab) 0,00e | 39,83a-I
Spermin 52,38a-d 56,25abc 35,78ab) 53,78a-d 50,5labc
Kontrol 45,00a-d 45,00abc 45,00ab) 29,88a-¢ 41,22a-I
4mg/l TDZ+0,1mg/ 2,4 D Putresin | 61,16abc 48,69abc 52,38ah 37.6la¢ 4684ae
Spermin 56,79abc 28,39abc 9,22b 0,00e 16,50ghi
Kontrol 56,79abc 0,00c 37,61ab 9,22de 25,90c-1
K(2mg/l BA+0mg/l 2,4 D) Putresin 71,56a 38,66abc 45,00ab 33,21la-¢ 47,10a-e
Spermin 71,56a 0,00c 50,77ab 0,00e 30,58c-1
Kontrol 0,00d 0,00c 50,77ab 33,21a-e| 20,99c-I
K(2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D)  "Pytresin | 26,56a-d 70,38ab 0,00b 0,00e | 24,23c-i
Spermin 18,44a-d 56,74abc 47,88ab 0,00e 30,76¢-1
Kontrol 45,00a-d 49,06abc 39,25ah) 50,77a-d 46,02a-f
K(4mg/l BA+Omg/l 2,4 D) Putresin | 53,78ad | 50,77abc|  56,79ab 33,21a-¢ 48,63ae
Spermin 56,79abc 25,38abc 63,44ab 45,00a-¢ 47,65a-e
Kontrol 64,17abc 0,00c 0,00b 39,25a-¢| 25,85c-I
K(4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) | putresin | 37,61a-d 0,00c 50,77ab 0,00e | 22,09c-I
Spermin 0,00d 0,00c 39,25ab 13,28de| 13,13hi
Kontrol 18,44a-d 71,56ab 39,10ab 49,06a-d 40,68a-I
K(2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 28,39a-d 0,00c 35,78ab 35,78a-¢  24,98¢c-I
Spermin 35,78a-d 0,00c 45,01ab 45,00a-¢ 31,44c-I
Kontrol 33,21a-d 57,78abc 32,90ab 0,00e 30,97c-1
K(2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) [ Pputresin 0,00d 80,78a 41,99ab 0,00e | 30,69c-!
Spermin 71,56a 45,00abc 45,01ab 25,38b-e¢ 46,73a-e
Kontrol 26,56a-d 16,60bc 0,00b 71,56a 28,68c-1
K(4mg/l TDZ+0mg/l 24 D)  "putresin | 71,56a 73,39ab 63,44ab 52,38a-d 65,192
Spermin 0,00d 56,79abc 0,00b 58,28abg 28,76c-I
Kontrol 67,50ab 80,78a 0,00b 49,06a-d  49,33a-d
K(4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) "pytresin_ | 56,79abc | _ 45,00abc| __ 34,60ab 41,99a-¢ 44,59ag
Spermin 49,06a-d 0,00c 0,00b 0,00e 12,261
ORTALAMA 40,1030a** | 36,4463a 33,9442a 24,9649b

K: Hormonsuz ortam
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Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslarin kamgitesme oranlari ¢gtler bazinda
incelendginde dort ceitte istatistiksel olarak dnemli bulunitur (p<0,01). Hasanbey
¢cesidinde en fazla kahverenggime %71,56 ile 6nce 15 gun 2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-
D+ 0,25 mg/l Spermin, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+ 0,2%y/l Putresin, 2 mg/l BA+0
mg/l 2,4-D+ 0,25 mg/l Spermin ve 4 mg/l TDZ+0 m@MuU-D+ 0,25 mg/l Putresin
iceren ortaminda tutulup daha sonra hormonsuz eartaktarilan uygulamalarda
olurken, en d§ilk %0,0 ile 2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, K(&g/l BA+0,1
mg/l 2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+,856 mg/IPutresin), K(4 mg/I
TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin) ve K(4 mg/l BBA mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Spermin) uygulamalarinda saptagtmi(Cizelge 4.4).

Sazanci ¢eidinde en fazla kahverengiime %80,78 ile K(2mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin) ve K(4 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2¥-Kontrol) uygulamalarinda
saptanirken, en dik %0,0 ile K(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol), K(mg/l
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/l BB+ing/l 2,4-D+Kontrol), K(2
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/DE+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Spermin), K(2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Pugi@), K(4 mg/l BA+0,1 mgl/l
2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(4 mg/l BA+0,1 mg/l ZX¥-Kontrol) ve K(4 mg/l BA+0,1
mg/l 2,4-D+0,25 Spermin) uygulamalarinda belirlegtm{Cizelge 4.4).

Kabag! c¢eidinde en ylksek oran %80,78 ile 2 mg/l BA+0 mg/4-B+0,25 mgl/l
Putresin uygulamasinda, ensdld %0,0 ile 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin, 2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol, K(2 mdlA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Putresin), K(4 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol), &(mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin), K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kiwal), K(4 mg/l TDZ+0 mg/l
2,4-D+0,25 mg/l Spermin) ve K(4 mg/l BA+0,1 mg/MZD+Kontrol) uygulamalarinda
saptanmytir (Cizelge 4.4).

Son olarak Hacihalilglu ¢esidinde ise en yuksek kahverengitee orani %71,56 ile K(4
mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol) uygulamasinda saptag) en digik oran %0,0 ile 4
mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 2 mg/l B8,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
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Putresin, 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 md@A+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin, 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 Putresin, B/lMfDZ+0 2,4-D+Kontrol, 2
mg/l TDZ+0,1 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/l TDZ30mg/l 2,4-D+0,25 mgll
Spermin, 2 mg/l BA+0 mg/I+2,4-D+Kontrol, 2 mg/l BA&+mg/l 2,4-D+0,25 mgll
Spermin, K(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spénin K(2 mg/l BA+0,1 mg/l
2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l4D+Kontrol), K(2 mg/l
TDZ+0,1 2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(4 mg/l TDZ+0smg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Spermin) ve K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/ItRasin) belirlenmytir (Cizelge
4.4).

4.2.3. Caitlerin ve uygulamalarin rejenerasyon olisumuna etkisi (RO)

Rejenerasyon ortamina aktarilan kalluslarigitcee uygulamalara gore gosterdikleri
rejenerasyon okwmu istatistiksel olarak 6nemli bulungtur. Csitler icinde en iyi
olusum %24,84 ile Hasanbey geinde olurken en zayif ofum %13,95 ile sganci
¢cesidinde olmytur. Uygulamalarda ise en iyi rejenerasyonsotau %56,25 ile K(4
mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin) uygulasnada elde edilirken, daha
onceden 4 mg/l BA+0,1 mg/ 2,4-D+0,25 mg/l Spernminmg/l BA+0 mg/l 2,4-
D+Kontrol-Putresin, 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25MSpermin, 4 mg/l BA+0 mg/I
2,4-D+0,25 mg/l Putresin ortamlarinda bekletilip @§&n sonra hormonsuz ortama
aktarilan uygulamalar ve 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+®,2ng/l Spermin-Putresin-
Kontrol, 4 mg/I+0 2,4-D+0,25 mg/l Spermin uygulasrahda bekletilen kalluslarda hic
rejenerasyon olwmu meydana gelmestir (Sekil 4.5 ve Cizelge 4.5). Cizelge 4.5'de
de gorildigu gibi uygulamalarda BA ve TDZ'nin yuksek dozlangrmonsuz ortamda
ise BA ve TDZ'nin dguk dozlari rejenerasyon aglumunda daha etkili olngtur.
Hormonlarin kombinasyon halinde kullaniminda iseajée 2,4-D’nin 0,1 mg/l dozu ve

poliaminlerin kullanimi rejenerasyonuwk etmistir.
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() (d)

Sekil 4.5. Farkh c¢ait ve uygulamalarin rejenerasyonsamasinda rejenerasyon

olusumuna etkileri

(a) Hasanbey, (b) Sanci, (c¢) 15 gin 4 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 h§permin uygulamasinda
tutulup daha sonra hormonsuz ortama aktarilan ayga) (d) 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Putresin



Cizelge 4.5.Rejenerasyon kultiir ortamindasiteve uygulamalara gére rejenerasyon

olusum oranlari (%)
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Cesit
Uygulama Poliamin | Hasanbey Saggancl Kabaasl H.Halilo glu Ortalama
Kontrol 0,00b** 0,00b** 0,00b** 0,00b** 0,00e**
2mg/l BA+Omg/l 2,4 D Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Spermin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Kontrol 45,00ab 22,50ab 0,00b 0,00b 11,25b-e
2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 22,50ab 11,25b 0,00b 0,00b 5,63e
Spermin 22,50ab 11,25b 0,00b 45,00ab| 16,88a-e
Kontrol 45,00ab 22,50ab 0,00b 45,00ab| 22,50a-e
4mg/l BA+Omg/l 2,4 D Putresin 45,00ab 22,50ab 0,00b 0,00b 11,25b-e
Spermin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Kontrol 45,00ab 22,50ab 0,00b 0,00b 11,25b-e
4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 45,00ab 22,50ab 0,00b 0,00b 11,25b-e
Spermin 0,00b 0,00b 30,00ahb 0,00b 7,50de
Kontrol 67,50ab 33,75ab 90,0048 0,00b 39,38a-e
2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 27,32ab 6,83e
Spermin 45,00ab 37,50ab 0,00b 0,00b 18,75a-e
Kontrol 37,50ab 18,75ab 0,00b 0,00b 9,38c-e
2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D Putresin 90,00a 45,00ab 45,00ab 0,00b 33,75a-e
Spermin 45,00ab 45,00ab 0,00b 0,00b 22,50a-e
Kontrol 72,32ab 58,66ab 17,69b 0,00b 33,75a-e
4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 90,00a 45,00ab 0,00b 45,00ab| 33,75a-e
Spermin 90,00a 45,00ab 45,00ab 0,00b 33,75a-e
Kontrol 0,00b 0,00b 0,00b 72,32ab | 18,08a-e
4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D Putresin 90,00a 45,00ab 0,00b 0,00b 22,50a-e
Spermin 67,50ab 33,75ab 0,00b 45,00ab| 28,13a-e
Kontrol 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
K(2mg/l BA+0mg/l 2,4 D) Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Spermin 0,00b 0,00b 0,00b 90,00a 22,50a-e
Kontrol 0,00b 0,00b 0,00b 90,00a 22,50a-e
K(2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 90,00a 22,50a-e
Spermin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Kontrol 0,00b 45,00ab 0,00b 0,00b 11,25b-e
K(4mg/l BA+Omg/l 2,4 D) Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Spermin 0,00b 45,00ab 0,00b 0,00b 11,25b-e
Kontrol 0,00b 90,00a 0,00b 0,00b 22,50a-e
K(4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) Putresin 22,50ab 0,00b 0,00b 0,00b 5,63e
Spermin 0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 0,00e
Kontrol 0,00b 0,00b 45,00ah 45,00ab| 25,71a-e
K(2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 75,00ab 45,00ab 45,00ab 45,00ah 52,50ab
Spermin 45,00ab 90,00a 45,00ab 15,00ab| 48,75a-d
Kontrol 0,00b 45,00ab 57,32al] 37,50ab| 34,95a-e
K(2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) | Putresin 22,50ab 0,00b 90,00a 90,00a | 50,63abc
Spermin 0,00b 45,00ab 22,50al 0,00b 16,88a-e
Kontrol 0,00b 0,00b 45,00ab 0,00b 11,25b-e
K(4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 0,00b 0,00b 0,00b 90,00a 22,50a-e
Spermin 45,00ab 30,00ab 45,00ab 0,00b 30,00a-e
Kontrol 0,00b 0,00b 90,00a 75,00ab| 41,25a-e
K(4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) | Putresin 17,69ab 17,69ab 0,00b 45,00ab| 20,09a-e
Spermin 0,00b 90,00a 90,00a 45,00ab 56,25a
ORTALAMA 24,84a** 13,95b 16,72ab 21,61ab

K: Hormonsuz ortam
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Rejenerasyon ortaminda kalluslarinsiter bazinda uygulamalara gore gosterdikleri
rejenerasyon farkhliklari dnemli bulungtur. Buna gbére Hasanbeysgdinde en cok
rejenerasyon okwumu %90,00 ile 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/lesmin, 4 mg/I
TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 2 mg/l TDZ+0yig/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin
ve 4 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin ulgmasinda belirlenmi en
disiik %0,0 ile 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/lI Spen, 2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,2%4nSpermin, 4 mg/l TDZ+0,1
mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+Kontrof mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25
mg/l Putresin, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l $pén gibi uygulamalarinda
saptanmytir (Cizelge 4.5).

Sazanci ¢gidinde en yuksek rejenerasyon glmu %90,00 ile K(4 mg/l TDZ+0,1 mg/I
2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D,25 mg/l Spermin) ve K(4
mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol) uygulamalarinda nuana gelirken, yine en gliik
olusum %0,0 ile 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spén, 2 mg/l TDZ+0 mg/
2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D28, mg/l Spermin, 4 mg/
TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-Dontrol, 2 mg/l BA+0 mg/I
2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D2B, mg/l Spermin,
uygulamalarinda meydana gedtim (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5.'de de gorulgu gibi Kabaal ¢esidinde en yiksek oran %90,00 ile 2 mg/I
TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol, K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2B+0,25 mg/l Putresin), K(4
mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol) ve K(4 mg/l TDZ+D, mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin) uygulamalarinda, enstiit %0,0 ile 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l
Putresin, 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 md@A+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Putresin, 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 md@A+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin, 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putregibi uygulamalarda olmyur
(Cizelge 4.5).
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Hacihalilgzlu ¢esidinde en yuksek rejenerasyon %90,00 ile K(2 mgi#B,1 mg/l 2,4-

D+Kontrol), K(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Besin), K(2 mg/l TDZ+0,1
mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin), K(2 mg/l BA+0 mdl|4-D+0,25 mg/l Spermin) ve
K4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin) uyguatalari, en diuk %0,0 ile 4

mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/AB0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 4
mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 2 mg/l B8&,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Putresin, 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 4 mgDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Spermin, 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol gibi uygwhalarda saptangir. Diger

uygulamalarda ise yine birbirine yakin oranlardgenmerasyon saptangtur (Cizelge

4.5).

4.2.4. Cait ve uygulamalarin stirgiin olusumuna etkisi (SO)

ikinci kultir ortamina aktarilan kalluslarinsgéer ve uygulamalar arasi gosterdikleri
surgun olgum farkhliklari 6Gnemli olarak bulunnstur. Buna gore ggtler icinde en iyi
surgin olgumu %22,87 ile Hasanbey sg@ginde gozlenirken, en az surgin g@lmu
%10,79 ile Hacihalilglu ¢esidinde gozlenmtir. Uygulamalar arasinda en iyi ggmn
%67,50 ile K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spenh uygulamasinda, en az
gelisim %?5,63 ile 2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spen uygulamasinda
meydana gelngtir. 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol, 2 mg/l BA+0, mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Putresin, 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kaoitr2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+025 mg/l Putresin, 4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 in§permin, 2 mg/l TDZ+0,1
mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin gibi uygulamalarindse hi¢c sidrgin gedimi
saptanmamngtir  ( Sekil 4.6 ve Cizelge 4.6). Cizelge 4.6’da da gorgialugibi
uygulamalarda hem ayni hormonlu ortama aktarildluslarda hem de daha dnceden
hormonlu olup ikinci alt kiltirde hormonsuz ortaarilan kalluslarda TDZ'nin ve
BA'nin disik dozlar strgin okwmu Gzerine etkili olmgtur. Kombinasyon halinde
kullanimlarda ise 2,4-D’nin ise 0 mg/l dozu ve patinler sirgiin okumunu tgvik

etmistir.
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(©)

Sekil 4.6. Farkli cait ve uygulamalarin rejenerasyogamasinda surgin gumuna
etkileri

(a) Hasanbey, (b) 15 gun 4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-28mg/l Spermin uygulamasinda tutulup hormonsuz
ortama aktarilan uygulama, (c) 2 mg/l TDZ+0 mgd-B+0,25 mg/l spermin
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Cizelge 4.6.Rejenerasyon kultir ortamindasiteve uygulamalara gore sirgin glm

oranlari (%)

Cesit
Uygulama Poliamin | Hasanbey Sggancl Kabaas! H.Haliloglu | Ortalama
Kontrol 0,00** 0,00d** 0,00c** 0,00c** 0,00h**
2mg/l BA+Omg/1 2,4 D Putresin 90,00 60,00abc 0,00c 0,00c 33,75c-f
Spermin 62,69 0,00d 0,00c 0,00c 15,67fgh
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 90,00a | 22,50d-h
2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 0,00 0,00d 90,00a 0,00c 22,50d-h
Kontrol 0,00 0,00d 45,00bc 45,00b | 22,50d-h
4mg/l BA+Omg/l 2,4 D Putresin 0,00 0,00d 90,00a 0,00c 22,50d-h
Spermin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D Putresin 0,00 0,00d 90,00a 90,00a | 45,00bcd
Spermin 0,00 22,50cd 0,00c 90,00a | 33,75c-f
Kontrol 22,50 56,25abc 0,00c 45,00b | 39,38abc
2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 0,00 0,00d 22,50c 0,00c 5,63gh
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 45,00 22,50cd 0,00c 0,00c 11,25fgh
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D Putresin 45,00 67,50ab 0,00c 0,00c 33,75¢c-f
Spermin 0,00 11,25d 0,00c 0,00c 5,63g-h
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Kontrol 45,00 0,00d 0,00c 0,00c 11,25fgh
K(2mg/l BA+Omg/l 2,4 D) Putresin 90,00 45,00bcd 0,00c 0,00c 33,75c-f
Spermin 90,00 0,00d 0,00c 0,00c 22,50d-h
Kontrol 90,00 0,00d 0,00c 0,00c 22,50d-h
K(2mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 0,00 0,00d 90,00a 0,00c 22,50d-h
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
K(4mg/l BA+Omg/l 2,4 D) Putresin 0,00 45,00bcd 90,00a 0,00c 33,75c-f
Spermin 90,00 0,00d 90,00a 90,00a 67,50a
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 90,00a | 22,50d-h
K(4mg/l BA+0,1mg/l 2,4 D) Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 0,00 0,00d 45,00bc 0,00c 11,25fgh
Kontrol 90,00 90,00a 0,00c 90,00a | 64,29ab
K(2mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 0,00 0,00d 0,00c 90,00a | 22,50d-h
Spermin 0,00 0,00d 67,50ab 37,50b | 26,25d-g
Kontrol 0,00 0,00d 34,50bc 0,00c 8,63gh
K(2mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) | Putresin 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
Spermin 90,00 0,00d 0,00c 17,69bc| 26,92d-g
Kontrol 90,00 0,00d 17,69c 90,00a | 49,42abc
K(4mg/l TDZ+0mg/l 2,4 D) Putresin 0,00 45,00bcd 0,00c 0,00c 11,25fgh
Spermin 90,00 0,00d 0,00c 0,00c 22,50d-h
Kontrol 0,00 0,00d 0,00c 0,00c 0,00h
K(4mg/l TDZ+0,1mg/l 2,4 D) | Putresin 0,00 40,19bcd 0,00c 0,00c 10,05fgh
Spermin 67,50 0,00d 0,00c 0,00c 16,88e-h
ORTALAMA 22,87a** 18,02ab 16,09bc 10,79c

K: Hormonsuz ortam
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fkinci kiltir ortamina aktarilan kalluslarin gost&teri surgiin olyumu oranlari
¢ssitler bazinda istatistiksel olarak ¢ok onemli bulugtur. Hasanbey ge&linde en
yuksek sirgin okumu %90,00 ile 2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Ragin, K(4
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(2 mg/lIAB0,1 mg/l 2,4-D+Kontrol),
K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin), K(@g/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25
mg/l Putresin), K(2 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 m@permin), K(2 mg/l TDZ+0 mg/I
2,4-D+Kontrol), K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+KontroNe K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin) uygulamalarinda, eniikiise %22,50 ile 2 mg/l TDZ+0 mg/l
2,4-D+Kontrol uygulamasinda belirlengtir (Cizelge 4.6).

Sazanci ¢gidinde en yuksek oran %90,00 ile K(2 mg/l TDZ+0 hig4-D+Kontrol)
uygulamasinda gorulirken, ensdld oran %11,25 ile 4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25
mg/lI Spermin uygulamasinda saptastmiCizelge 4.6).

Kabagai ¢esidinde en yuksek %90,00 ile 4 mg/l BA+0,1 mg/l D40,25 mg/l Putresin,
2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin, 4 m&A+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Putresin, K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Puires K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin) ve K(2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D25 mg/l Spermin)
uygulamalarinda, en dikk %17,69 ile K(4 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+Kontrol)
uygulamasinda meydana gegtiri (Cizelge 4.6).

Hacihalilgzlu ¢esidinde en yiksek oran %90,00 ile 4 mg/l BA+0,1 m3/4-D+0,25
mg/l Putresin, 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mgpe3min, 2 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-
D+Kontrol, K(4 mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spem), K(2 mg/l TDZ+0 mg/Il
2,4-D+Kontrol), K(2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-D+0,25 mgRutresin), K(4 mg/l TDZ+0
mg/l 2,4-D+Kontrol) ve K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+dfitrol) uygulamalarinda
saptanirken, en dik oran %17,69 ile K(2 mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,2Bg/|
Spermin) uygulamasinda saptagimi (Cizelge 4.6). Bunun akabinde Cizelge 4.6'da
goruldigt gibi her dort ¢gdinde bazi uygulamalarinda hi¢ strginsalmu meydana

gelmemigtir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Arastirmada bazi kayisi gi#lerinde (kabag, sgzanci, hacihalilglu, hasanbey) kulttre
alinan olgun embriyolarin goésterdikleri kallus @lmu, bitki rejenerasyonu ve siirgin

olusumu performanslari belirlengtir.

5.1. Caitlerin Kallus Sayisi, Embriyogenik Kallus Olusumu, Bitki Rejenerasyonu
ve Surgun Gelsimine Etkisi

Yapilan ¢calgmada birinci kdltir ortaminda alan kallus sayisina giderin gosterdikleri
etki istatistiksel olarak ©nemsiz bulungtwr. Ikinci kultir ortaminda gatlerin
embriyogenik kallus okumuna gdsterdikleri etki dnemsiz olarak bulugmbunun
yaninda ikinci kultir ortaminda géerin bitki rejenerasyonu ve sirgin gehine
gosterdikleri etki 6nemli olarak saptarytm. Bitki rejenerasyon okumu en yiksek
%24,84 ile Hasanbey gdi, en di§ik %13,95 ile Sganci ¢gidinde belirlenmy, stirglin
olusumunda ise en yuksek %22,87 ile Hasanbeyidgeen diguk %10,79 ile
Hacihalilgzslu c¢esidi olarak belirlenmgtir. Nitekim, Birsin ve ark. (2001) yulafta
yaptiklari bir cama kallus olgumu ve rejenerasyon kapasitesinigitcee hatlara gore
degistigi, kallus olsumu ve rejenerasyon kapasitesi arasinda 6nemliiligkinin
olmadgi, rejenere bitki sayisinin goudan kallus olgumuna bgh oldugunu
belirlemiglerdir. Bazi kolza Brassica napus L.) ¢esitlerinde doku kaltturt yontemiyle
adventif sldrgin rejenerasyonunun ge@iimesinin amaclangy bir calsmada, en
yuksek surgin rejenerasyon gluran ¢git %90 oraninda 3 mg/l BAP+ 0,2 mg/l NAA
kombinasyonunu iceren MS ortamli Spok olarak tesditmistir (Darcin 2003). Yine
adi ds budak bitkisinin 3 farkh (K-59, N-5, T-3) tipiniolgun embriyolarinin in vitro
sartlarda MS ortaminda kultire aligdi calsmada her 10 ginde morfogenesis
gozlenmg ve T-3 tipi ayni kdltrsartlar altinda morfogenesis gostegnvie 20 gin
icinde organlar olgmustur (Mockeliunaite and Kuusiene 2004). Carman (196€
Bhaskaran and Smith (1990), kallus splonu ve bitki rejenerasyonunda genotipler
arasindaki farkligin i¢sel (bitki binyesindeki) hormon seviyesindékikhlikla ilgili
olabilecgini bildirmislerdir. Farkh tirlerde yapilan camalarda genotiplerin bitki
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rejenerasyonu ve surgin gehine goére farkhlik arz etmesi ikinci kilttr ortangdan
elde edilen sonuclarla paralellik gostegtini Yaptigimiz calgmada kallus ve
embriyogenik kallus okumuna cgitlerin etkisi istatistiki olarak 6nemsiz bulunstur.

Bunun en dnemli sebebi kayisida varyasyon oramokraz olmasidir (Asma 2000).

5.2. Farkli uygulamalarin Kallus Sayisi, Embriyogerk Kallus Olusumu, Bitki
Rejenerasyonu ve Surgun Gedimine Etkisi

Yapilan birinci kdltir ortaminda farkl uygulamalarkallus sayisina, ikinci kultar
ortaminin ise embriyogenik kallus elumuna, bitki rejenerasyonuna ve sirgun
gelisimine etkisi cok 6nemli olarak tespit edigtr. Birinci kiltir ortaminda en yuksek
kallus olgumu %84,51 ile 4 mg/l 2,4-D+0,1 mg/l BA uygulamakanen dgik olusum
%47,02 ile 4 mg/l Dikamba+0,1 mg/l BA uygulamasimdaydana gelmgtir. Dikamba
ve NAA'nin yuksek (8 mg/l), 2,4-D’nin (4 mg/l) duk dozlari kallus olgumunu tgvik
etmistir. Kombinasyonlarda ise BA'nin 0,1 mg/l dozundatikmi kallus olgumunda
etkili olmustur. ikinci kultir ortaminda en yiiksek embriyogenik kalblusumu %78,75
ile 15 gin 4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spémnuygulamasinda tutulup daha
sonra hormonsuz ortama aktarilan uygulamada, gikd%11,25 ile 2 mg/l BA+0 mg/I
2,4-D+0,25 mg/l Putresin uygulamasinda belirlestimi Uygulamalarda kullanilan
hormonlardan BA ve TDZ'nin (4 mg/l) yuksek dozlaa kombinasyonlardan 2,4-D’nin
0,1 mg/l dozu embriyogenik kallus glumunu tgvik etmistir. Bitki rejenerasyonunda
en yuksek oran %56,25 ile 15 gun 4 mg/l TDZ+0,1 In2g4-D+0,25 mg/l Spermin
uygulamasinda tutulup hormonsuz ortama aktarilagulaynada en diik % 5,63 ile 2
mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Putresin ve K(4 inBA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/I
Putresin) uygulamalarinda tespit edgtini Uygulamalarda BA ve TDZ'nin (4 mg/l)
yuksek dozlari, hormonsuz ortamda iselkiidozlari rejenerasyon glumunda etkili
olmustur. Kombinasyonlarda ise 0,1 mg/l dozunda uyguta@a4-D rejenerasyonu
tesvik etmistir. Son olarak en yiksek surgin glmu %67,50 ile K(4 mg/l BA+0 mg/l
2,4-D+0,25 mg/l Spermin) uygulamasi, eniikiise %5,63 ile 2 mg/l TDZ+0 mg/l 2,4-
D+0,25 mg/l Spermin ve K(4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D26 mg/l Putresin)
uygulamalarinda olmyur. En yiksek stirgtin gjJumu BA ve TDZ'nin (2 mg/l) dguk
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dozlarinin kullanildii uygulamalarda saptangtir. Ayni sekilde hormonsuz ortamda da
distk dozlar (2 mg/l) sirgin odumunda daha fazla etkili olngwr. Kombinasyon
halindeki uygulamalarda ise 0 mg/l dozunda kulEmiR,4-D etkili olmgtur. Elde
edilen sonuclarla embriyogenik kallus glmu, rejenerasyon ve sirgin @lmuna
farkli bitki buydmeyi duzenleyicilerin farkh doziein etkili oldyu ortaya
koyulmustur. Nitekim yapilan bir ¢cajmada Royal kayisi gmlinin olgun olmayan
embriyolari kullanilmg. Calsmada birinci durumda kallus 4,5 uM 2,4-D’ye ilavarak
0,44 uM BA iceren MS ortaminda elde edgmre kalluslardan bitki rejenerasyonu 4,4
UM BA'ya ilave olarak 1,0 uM 2,4-D iceren MS ortarda meydana geluatir. ikinci
durumda gen¢ tomurcuklar 4,4 uM BA’ ya ilave olard0 pM 2,4-D iceren MS
ortaminda kotiledonlardan gaidan rejenere edilitir (Pieterse 1989). Ainslegt al.
(2004) dort farkli badem gilinin olgun olmayan kotiledonlarindan genc¢ surginl
rejenere etmlerdir. Sidrgin rejenerasyon orani bitki blylmesitiizenleyicilerin
bulunmadg dort haftalik streyi takiben, TDZ (10,0 M) icerdhS alt kultirinde 8
hafta icin kilttire alinan kotiledonlarda en yuksékustur. Verime yatmy melez findik
(Corylus avellana L.) bitkileriyle yapilan bir cabmada poliamin iceren ortam
Uzerindeki bazi surginlerin 4.0 cm'ye kadar, polangermeyen ortam uzerindeki
surgunlerin ise en fazla 2.0 cm’ye kadar buyuyekligdi gbzlenmgtir. Bulgular, ortama
ilave edildiklerinde poliaminlerin eksplantlarin Ikire alinmalarini
kolaylastirabilecgini ve morfojenik kapasitelerini artirabilegiai gostermgtir (Nas
2003). Lasirus scindicus, Sorghum halepense ve Urochloa panicoide icin potansiyel
explant kayng olarak geng ciceklerin bazal kisimlari kullaralarbitki rejenerasyonu
icin doku kaltiri metotlari gaifiiriimisti. Somatik embriyogenez ile bitki
rejenerasyonu 0ze#i olan kultir dokularinda poliamin seviyesi ve @sin-spermidin
orani arasinda bir korelasyon ofgdutespit edilmgtir (Kackar 2007). Erdgan (2004) 6
farkll burcak hattina uygulagh calsmaya gore Thidiazuron (TDZ) konsantrasyonlari,
hatlar ve kullanilan eksplantlarin sirgiin rejengrasna etkisi gegi bir varyasyon

gostermgtir.

Sonug olarak, kayisida bitki rejenerasyonu ve giirglisumu agisindan Hasanbey
c¢esidi en uygun cgt olarak belirlenmgtir. En iyi embriyogenik kallus okumu 15 gin
4 mg/l BA+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin uygulasmada, bitki rejenerasyonu 4
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mg/l TDZ+0,1 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin uygulanmaa ve slrgin olwmu 4
mg/l BA+0 mg/l 2,4-D+0,25 mg/l Spermin uygulamasandutulup daha sonra

hormonsuz ortama aktarilan uygulamalarda tespitnégdir.
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