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Caligmada armut (Pyrus communis L. cv “Ankara™), ayva {Cydonia oblonga Mill. cv
"Ekmek"™), elma (Malus x domestica Borkh. cv “Gloster™), erik (Prurmus domestica 1.. cv
"Stanley”), kayist (Prunus armeniace L. cv “Sekerpare™), kiraz (Prunus avium L. cv
“Dalbasti™), vigne (Prunus cerasus L. cv “Kittahya™), ceviz (Juglans regia L. “Kaman™),
findik (Corylus avellana L. cv “Tombul™) ve limonda (Citrus limon (L.) Burm. cv . Kara
limon") disi organ dokularindan stigma, stil ve ovaryumdan somatik embriyo ve kallus
olugum oranlar fizerine 1, 3, 5 mg/l benziladenin (BA) ve 2,4-diklorofenoksiasetikasitin
(2,4-D) etkileri incelenmigtir. Besin ortamn olarak 500 mg/l malt ekstrakt, 50 g/l sakkaroz
ve 7 g/l agar katlan degigtirilmis Murashige ve Skoog (MS) ortamu esas almmighr.
Kiiltiirler 25+1°C sicaklik ve 16 saat aydinhik kogullarda inkiibe editmigtir. ki y1l yapttan
gahgnalar sonucunda erik digindaki tém tiderde dzellikle 2,4-D uygulamalaninda kallus
olusumlan meydana gehmistir. Somatik embriyo olusumu, sadece limonda S mg/l BA
uygulamasinda ovaryumdan %21 ve stilden %23.5 orantarinda belirlemmigtir.

2003, 54 sayfa
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ABSTRACT
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The effects of 1,3, and 5 mg/t 6-benzylaminopurine (BA) or 2 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) on the
rate of somatic embryogenesis and callus formation from pistils’ stigma, style, and ovary of pear (Pyrus
communis L. cv 'Ankara’), quince (Cydonia oblonga Mill. cv Ekmek'), apple (Malus x domestica
Borkh. cv 'Gloster), plum (Prunus domestica L. cv 'Stanley'), apricot (Prunus armeniaca L. cv
‘Sekerpare'), sweet cherry (Prusus avium L. cv "Dalbast’), sour cherry (Primus cerasus L. cv
'Kitahya'), walnut (Juglans regia L. Kaman’), hazelnut (Corylus avellana L. cv ‘Tombul’) and
lemon (Citrus limon (L..) Burm. cv .Kara limon') were investigated. Modified Murashige and Skoog
(MS) medium supplemented with 500 mg/L malt extract, 50 g/t sucrose and 7 g/l agar was used as basal
medium. The cultures were incubated at 25+1°C under 16-photoperiod. As a result of two years
repeated research, especially callus formation occurred from all species except plum on medium
containing 2,4-D. Somatic embryos werc only obtained from lemon’s styles and stigmas on 5 mg/l
BA treatment with percentages of 23.5% and 21%.
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1. GIRiS

Uyugmaziik ve kiswhklar, yogun genetik agiiim ve uzmm siren genglik kiswhi,
melezleme 1slah bagta olmak Gzere gelencksel islah yontemlerinin meyve tirlerinde
kflammm  smwlandwmaktadir. Bu dorum  gen tansferi, somatik hibridizasyon,
somaklonal varyasyon ve mutasyonlar gibi ¢ogu in vitro kosullarda gergeklestirilen
modemn tekniklerin meyve islainda kullanmm olanaklatmn  aragtirtimasim  zorunlu
kilmaktadir, Bu teknilkletin bagartya ulagmasmda uygun doku ve yapilarm segiminin
Snemi buyiikilir. Uygun doku ve yapdarin segimi modemn tekniklerin yam sira geleneksel
yontemlerin esas alindifs islah programlarmda siirecin kisalthlmast amaciyla genetik
farkhbklarm molekiiler teknikler ile belirlenmesi, genctik materyalin mubafazas: ve in
vifro kogullarda hizhi klonal gogaltim uygulamalan icin de Smemlidir. Birgok arastinc
tim bu c¢ahgmalar i¢in somatik embriyolarm ¢ok uygun yapilar olduSumm ifade
ctmektedir. Glintimiizde somatik embriyolar elde edilebildiffi ve gogalulabildigi meyve
tiirlerinde gen transferi, germplazmlann muhafazas: ve in vitro kional gogaltunda biiytik
olanaklar sunmaktadir.

Gen transferi, istenilen bir genin bitki hiicresine aktanimasidir. Gen aktarm viriisler ya
da Agrobacterium gibi biyolojik vektdrler araciligryla veya mikro enjeksiyon ve mikro
bombardiman gibi teknikler ile gergeklestirilmektedir (Hansen ve Wright 1999). Birgok
caligma yapilmasma rafmen meyve timleri dahil odumsu bitkilerde gen aktarloms
hiicrelerin  rejenerasyonu oldukga smirhdw. Bu nedenle cabgmalarda &nce zigotik
embriyolar kullantimmg, ancak daha sonra bu amagla somatik embriyolar, diger somatik
dokular ile birlikte gen transferinde tercih edilmigtir (Akhtar ve Jain 2000).

Son yillarda somatik embriyolar ile meyve tirlerinde de genetik materyalin muhafaza
altina almmast biiytik Onem kazsnmughr. Sivi azot igerisinde ¢ok dasiik derecelerde
muhafaza edilen embriyolarm canbiliklarim korumalan, bu teknigi genetik materyalin
korunmasinda Snemli kilmstr (Akhtar ve Jain 2000).

Doku kiiltiirti  gahgmalannda hiicrelerde gorillen genetik ve fenotipik farkhhikiar
somaklonal varyasyonlar olarak adlandirmaktadir. Somatik embrivo ve organ olugumu



¢alismalanioda gozlenen varyasyonlar, bir omek bitki ¢ofialhmim sunrlandusa da
hastaltk ve zararlilara dayamm gdsteren varyantlarm geligmesine olanak saBlamustr
{Karp 2000).

Bazi tropikal meyve tirlerinde somatik embriyogenesis protokollerinin  baganyla
gergeklestirilmesi, meyve tiirlerinin de sentetik tohumla dretilebilme yolunu agrmgtsr.
Somatik embriyolar zigotik embriyolardan farkh olarak endosperm ve tohum
kabugundan yoksundurlar. Bu farkliiklan ortadan kaldirmaya yonelik yapay tohum
kaplama teknigi meveuttur, Sentetik tohum teknolojisi, tohum tretilemedigt durumlarda
ya da diglik miktarda clde edildiginde, zigotik embriyolarm canhlik siresinie kisa
olduBu tir ve ¢esitlerde, vegatatif cogaltma teknikleri ile gofaliimun zorunlu oldupu tir
ve gesitlerde Snemlidir (Parrot vd 1993, Bhansali vd 2000).

Birgok tiir ve gesitte yapan caligmalarda somatik embriyo olusumu genotip, eksplant
kaynag, eksplantin alindi1 dokunun yas: ve gelisme durumu, kiiltdr ortamsnn bilegimi
hormon ve organik madde varhi ve kitltir kogullarina bafh olarak defismektedir
(Ozcan vd 2001, Litz ve Gray 1992).

Somatik embriyolarm olusumu, gofattimi ve ¢imlendirilmesi diger tirlerde oldugiu gibi
meyve tlirlerinde de yoFun ve ayrmtih gahgmalart gerektinnektedir (Litz ve Gray 1992,
Parrot vd 1993, Daigny vd 1996, Aygiin ve Dumnanoglu 1999, Bhansali vd 2000). Meyve
tiirlerinde somatik embriyo olasumu ile ilgili olarak zigotik ve somatik dokular kaynak
olarak kullamimakiadr. Bununla birlikte zigotik dolular ana ve babammn ortak
karakterlerine sahip bulmdugundan ana genotipin genetik karakterlerinden az ya da ¢ok
farkhbik gostermektedir. Bu nedenle somaiik embriyolann egey organlarm dbllenmemis
hiicre ve somatik dokularmdan ya da bitkilerin yaprak, kok, gbvde gibi diger
organlanndan akman somatik dokulardan olugmas: genetik yapr balkymmdan dnem
tagimaktadir. Bu bakimdan dnerilen dokulardan esey organlarmun, zigotk embriyo
dokularma yakmliklari nedeniyle somatik embrivo olugturmaya daba yatkin olduklar
varsayiimaktadir (Akhtar ve Jain 2000).



Bu ¢abigmada anmut (Pyrus communis L. cv “Ankara™), ayva (Cydonia oblonga Mill. cv
“Ekmek™), elma (Malus x domestica Borkh. cv “Gloster™), erik (Pruvnes domestica L. cv
"Stanley™), kayis: (Prunus armeniaca L. cv “Sekerpare™), kivaz (Prasmus avium L. cv
“Dalbastt™), visne (Prunus cerasus L. cv “Kitahya™), ceviz (Juglans regia L. “Kaman™),
findik (Corylus avellana .. cv “Tombul™) ve limon (Citrus limon (L) Burm. cv “ Kara
limon") genotiplerinde digi organ dokulanndan somatik embriyo olugumu aragtmbmgtr.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Ik defa havugta basarmm elde edildii 1958 yiindan ginGmiize kadar birgok bitki
tiiriinde somatik embriyo olugumu ve kullanum ile ilgili ok sayyda caligma yapilmighr.
ik aragtrmalarda eksplant olarak zigotik embriyo dokular: esas almmstr. Zigotik
embriyolarm somatik dokularda olmayan baz genlere sahip oldugu ve bu genlerin
embriyo olusumunu programladipy disiinitlmiigiir. Nitekim bu dokulardan hormon
igermeyen ortamlarda dahi somatik embriyo meydana geldigi gorillmiigtiir, Bu gekilde
potansiyel olarak embriyo olugturma Szelliginde olan dokular embriyonik dokular olarak
ifade edilmig ve bu dokulara ait hiicrelerden somatik embriyolarn olusumn direk somatik
embriyogenesis ofarak isimlendirilmigtir. Bu dokulardan olusan kallustan somatik
embriyonun meydana geligi ise indirek somatik embriyogenesis olarak ifade edilmigtir.
Somatik embriyo olusumu Uzerine genotipin, eksplantin alindigi dokularm ve bunlarm
fizyolojik dzelliklerinin, kitltlir ortamunim ve inkiibasyon kogullarmn etkili oldugu Sne
stiriimiistiir (Litz ve Gray 1992).

Meyve tiirierinde somatik embriyo olusumu konusunda dzellikle 1985 yiimdan bu yana
yogun olarak ¢abgldii gorilmektedir. Bu caligmalarda genotip, cksplant kaynagh
olarak farkh zigotik ya da somatik dokular ve almma zamanlan, ortam bilegimleri,
hormonlar, diger organik bilesikler ve kitltiir kosullan aragtiiimigtir.

2.1. Meyve Tiirlerinde Zigotik Dokulardan Somatik Embriyo Olasumu He ilgiti
Yapian Cahigmalar

Tulecke ve McGranahan (1985), ceviz de (Juglans regia L.) somatik embriyo
olugumunu saflamak fzere tam cigeklenmeden 6-11 hafia sonra olguniagmamms
kotiledonlars, 1.0 mg/l BA (benziladenin) 0.01 mg/l IBA (indolbiitiirik asit), 2.0 mg/l
KIN (kinetin) ve 250 mg/l glutamin ilave ettikleri Driver ve Kuniyuki ortammnda 2-4
hafta stireyle killtire almglarder. Aragtincilar somatik embriyo olusumu icin en uygun
kotiledon alma zamamnm, gesitlere gdre degigmekle beraber tam cigeklenmeden 7-11
hafta sonra oldugunu, embriyonik kotiledon oramnm ise % 10-33 arasmda degigtigini



ve somatik embriyolarm bitkiye dbnlgimii i¢in 4 °C’de 14 hafla slireyle
bekletilmesinin iyi sonug verdigini bildirmigtir (Tulecke ve McGranahan 1985).

Neuman vd (1993) cevizde (Juglans nigra 1.) tam gigeklenmeden 8-23 hafta sonra birer
baftalik periyotlar ile alnan olgunlagmamss kotiledonlardan hazsrlanan 1 om’
biyokliiindeki eksplantlan, 1 g/l kasein hidrolisat ve 30 g/l sakaroz igeren Woody
Plant Medium (WPM) temel besin ortamunda kéltire almiglardir. Eksplantlar 6nce TDZ
(thidiazuron)'nin 0.05 pM (0.01 mg/l), 0.5 pM (0.1 mg/l) ve 5pM (1.1 mg/l) dozlarmn
2,4-D (2,A~diklorofenoksiasetik asit)'nin 0.1 M (0.02 mg/l), 1 pM (0.2 mg/l) ve 10 uM
(2.2 mg/l) dozlan ile olugturdugu kombinasyonlarda ve aydmlik kosullarda 4 hafia
stireyle kiiltiire almmgtr. Daha sonra eksplantiar iki hafta arayla alt kiiltiire altomak
fizere 11 hafia stireyle hormon igermeyen ortamlarda ve karanhk kogullarda inkibe
edilmigtir. Kiltitrlerin 15. haftasmda yapilan saymnlarda en yiiksek somatik embriyo
olusumu 0.05 uM TDZ + 0.1 2,4-D kombinasyonunda tam gigeklenmeden 8 ve 10 hafta
sonra %70, 0.5 uM TDZ + 0.1 uM 2,4-D kombinasyonunda tam cigeklenmeden 10, 11
ve 12 hafia sonra sirasiyla %78, 75 ve 67 ve 5.0 pM TDZ + 0.1 pM kombinasyonunda
tam gigeklenmeden 8 ve 10 haflz sonra swasiyla %62 ve 80 olarak kaydedilmigtir
(Neuman vd 1993).

De March vd (1993), kirazda (Prurnus avium L.) olgunlagmamug ve olgunlagmug zigotik
embriyolarin somatik embriyo olugturma potansiyelini araghrdikiart gabgmalannda
Kuzey Framsa'da 4 farkh ekolojide bulunan aSaclardan farkli dénemlerde 2.5-4.5 mm
bayiiklakte alinan zigotik embriyolan &nce 10 gin sfireyle 18.1 uM (4 mg/l) 2,4-D ve
9.3 uM (2 mg/l) KIN igeren ve daha sonra hormon igermeyen Murashige ve Skoog
(MS) teme] besin ortaminda kiltire almuglardir. Aragtirmanin sonunda 2.5-3.5 mm
biyiikliigindeki eksplaotlardan %2.5 oraminda direk somatik embriyo olugumunu
saglandsfy pOrilmibgtiir. 24D yerine aym miktarda NAA (paptalenasetik asif)
kullamyminin embriyo olugumunu azaltty belirtilmigtir (De March vd 1993).

Paul vd (1994) Golden Delicious elma (Malus x domestica Borkh.) gegidinde zigotik
embriyolarm olgunlagmarmms kotiledonlarmden somatik embriyo olugumu fzerine
cksplantin ahoma zamammn, karanhk uypulamasi, organik bilegiklerin ve sekerin



konsantrasyonlarnin etkilerini aragtirmmiglardir. Cabigmada en iyi sonuglar 60 ginitk
zigotik embriyolardan alinan kotiledonlardan %5183 oranmda elde edilmigtir. Adenin,
L-glutamio, glisin, ylksek kazein hidrolizat (500 mg/) ve geker (60 gf)
konsantrasyonlan1 ve 20 ginlik karanlik uygulamasimn somatik embriyo olusumunu
artirdsf belirlenmistir. BiyGmeyi diizenleyici madde igermeyen 1/2 kuvvetindeki MS
ortaminda kiiltiire alinan ve iki ay siireyle 4°C de sogukta tutulan somatik embriyolarda
% 30 oraminda rejenerasyon sajlanmgtir,

Onay vd (1995) antepfistfinin (Pistacia vera L.) olgunlagmamig tohumlatmdan
somatik embriyo olugumu dzerine yiirtttiikleri cahismada 200 mg/l kasein hidrolisat,
114 uM (20 mg/l), 1-askorbik asit ve BA igeren sivi MS ortarmmn embriyonik doku
Grettifini belirlemiglerdir. Cahsmada 8.9 pM (2.0 mg/l) BA iceren sivi ortamda
killtrin 2. haftasinda eksplantlardan %20 oranmda siks yapth embriyonik kitleler
olugmugtur ve bunlarm 44 pM (1.0 mg/l) BA iceren ortama transfer edilmesi ile
somatik embriyolar meydana gelmigtir.

Daigny vd (1996) "Gloster 69" elma gegidinde sekonder somatik embriyo olusumu
Uzerine etkili olan faktSrleri araghrdiklan g¢aligmada en yiksek somatik embriyo
olugamunu 5.3 uM (1.0 mgfl) NAA, 6.9 pM (0.2 mg/l) BA ve 0.9 uM (0.19 mg/) KIN
kombinasyommdan ve %55.5 oraninda elde etmiglerdir. Sadece 10 pM (2.2 mg/l) TDZ
ise %53.3 oraninda sekonder somatik embriyo olugumu saglanmgtir.

Centeno vd (1997) findikta (Corylus avellana 1..) farkh geligme agamalannda ahnan
kotiledonlarn somatik embriyo olugturma kapasiteleri ile igsel JAA (indol-3-asetik
asit), ABA (absisik asit) ve sitokininlerin (zeatin, zeatin ribosit, dihidrozeatin,
dihidrozeatin, dihidrozeatin ribosit, N®~isopentenil adenin (iP) ve N'-isopentenil adenin
ﬁbosh)amsurdlklanoahsmalanndaIANABAvemsolmkiPﬁp/Zﬁpskokinm
oranlarmin eksplantlann embriyonik kapasiteleri igin iyi iki indeks oldugunu &ne

Carimi vd (1997), kegi boynuzunda (Ceratonia siliqua L) somatik embriyo olusumunu
2025 mm vuzmlufundaki kiglik baklalardan ayirdiklart dollenmis ovullerden




saflarmglardir. Aragtmcilar, 50 g/l sakkaroz, 500 mg/l malt ekstrakti ve 3 mg/l BA
igeren MS ortamunda embriyonik kallus, 30 g/l sakkaroz, 1 mg/l 2,4-D igeren MS
ertanunda bu kallus dokusundan %16 oramnda somatik embriyo ve 20 g/l sakkaroz, 2
mgﬂlBAiwtenkawveﬁndddMSoﬂammdasomaﬁkemh‘iyolmda%lZomnmd&
gimlenme elde etmiglerdir.

Aygin ve Dumanoflu (1999) ayvamm (Cydowia vulgaris Pers. cv Limom)
olgunlagmanus kotiledonlarin tam gigeldenmeden 7, 8, 9, 10 ve 11 hafta sonra 250 mg/l
L-glutamin, 500 mg/l kasein hidrolisat, 0.0, 0.5, 1.0,2.0 ve 5.0 mg/l BA, 0.0, 0.5, 1.0 ve
2.0 mg/l 24-D ya da NAA ilave edilmis makro element ve demir diizeyi % olan
degigtirilmis MS ortammda kiltiire almiglarder. Kotiledonlar 4 hafta sireyle karanhk
kogullarda inkibbe edilmiy ve daha sonra hormon icermeyen aym bilegimdeki besin
ortaminda karanlik kogullarda 4'er bafia ara ile 3 kez alt kiltiire abnmgnr. En yitksek
embriyonik kotiledon oram (%453.3-80) ve somatik embriyo sayist (1.07-2.53) 0.0 mg/l
BA + 2.0 mg/l NAA, 0.5 mg/l BA + 0.5 mg/l 24-D, 0.5 mg/l BA + 1 mg/I NAA, 1 mg/l
BA + 2 mgfl 24-D ve 1.0 mg/l BA + 1 mg/NAA kombinasyonlarmda ve tam
giceklenmeden 7 ve 11 hafia sonra alman kotiledonlardan elde edilmigtir.

Tang vd (2000) 6 vigne (Prunus cerasus L.) qegidinin agikta tozlanmis meyvelerinin
olgunlagmamis kotiledonlarmdan somatik embriyo olugumu Gzerine farkh
kombinasyonlardaki oksin (2,4-D, NAA, IBA) ve sitokininlerin (KIN ve BA) etkilerini
arasgtirdiklar: galigmalaninda temel besin ortamn olarak 30 g/l sakkaroz, 7 g/l agar ilave
ettikleri MS ortamm kullanmglardir. Aragtmcilar kiltiirleri 4 hafta stireyle hormonlu
ortamlarda karanhk kogullarda inkiibe etmiglerdir. Daha sonra cksplantlar 4'er hafta ara
ile igerisinde hormon bulunmayan MS ortarmnda kiltire almmmgstr. Calismanm
sonunda somatik embriyo olusumunun vigne g¢egitlerinden Schard'de, Gerema ve
Schattenmorelle'ye gbre daha diiglik oldugu belirlenmistir. En yiiksek somatik embriyo
olugumu, Gerema gegidinde 2 mg/l 2.4-D+0.1 mg/l IBA+1 mg/l KIN katlan ortamda
%10 oramnda, Schattenmorelle gegidinde 4 mg/t 2 4-D4+2 mgfl KIN katilan ortamda
966.3 oranmda saglannugter, Bu ortamlarda somatik embriyo sayis1 geyitlere gore
sirastyla 10 adet (1. alt kaltiiede) ve 8 adet (2. alt kiiltiirde) olarak kaydedilmigtir.



22. Meyve Tiirlerinde Somatik Dokulardan Somatik Embriye Olusumu ile Ilgili
Yapilan Cabsmalar

22.1. Esey organlan ve nusellar dokulardan somatik embriye oluyumu ile ilgili
caliymalar

Gill vd (1991) mandarinlerde somatik embriyo olugumu ile ilgili olarak Kinnow (Citrus
nobilis x C. deliciosa) ve Local Sangtra (C. reticidata) gesitlerinde tobumdan (nusellar
embriyolardan} elde edilen geng bitkilerde kotiledon ve epikotil segmentlerini eksplant
olarak kullanmiglardir, En yiiksek somatik embriyo olugumu Local Sangira'da MS
ortarmunda alt kiiltiire alman epikotil kallus dokusundan %86.6 oraninda ve Kinnow'da
Murashige ve Tucker ortamunda kultiire alman epikotil kallus dokusundan %40
oramnda elde edilmigtir,

Singh vd (1992), Citrus meyeri tiiriine ait nusellar dokusundan elde edilen kallusu %1.5,
3.0, 4.0, 5.0 laktoz veya %1.0, 2.0, 3.0, 4.0 gliserol ilave ettikleri MS ortarminda kiilkiire
almglardir. Somatik embriye olusumu, gliserol uygulamalarinda laktoz uygulamalarma
gbre daha digiik bulunmug ve Gzellikle %1 ve 4 gliserol dozlan ¢ok kot sonug
vermigtir. Tiim denemelerde %4 ve 5 laktozun embriyo olugumunu uyardifa
belirlenmigtir.

Chaudhry vd (1993) Kinnow mandarin gesidinde (Citrus reticulata) tohumdan (nuseliar
embriyolardan) elde edilmis 18 gimlik bitkilerin  kotiledonlarindan  alnan
eksplantlardan elde ettikieri embriyonik ve embriyonik olmayan kallus dokularmn
protein ve peroksidaz aktivitelerini inceledikleri galigmalaninda embriyonik kiltlirlerde
peroksidaz aktivitesinin daha yiiksck oldugunu belirlemislerdir.

Gill vd (1994) cahsmalannda Kinnow mandarininin (Citrus nobilis Lour. x Citrus
deliciosa Tenora) nusellar bitkilerinden clde ettikleri kalluslarm somatik embriyo
olugturma ve bitkiye doniigiimlerini incelemiglerdir. Bu amacla in vitro kogullarda
yetistirilen 3 haftalik geng bitkilerden yaprak, epikotil, kotiledon ve kék segmentlerini
almiglardir. Degistirilmis Murashige ve Tucker ortarmnda kiltlire ahnan tim



eksplantlarda 1 hafta sonra kallus olusumu baglamngtir. En fizla kallus olugumu
kotiledonlardan meydana gelmistir. Somatik embriyo olusumu igin en uygun kallus
dokulan ise epikotillerden elde edilmistir. Embriyonik kalluslar, 3 mg/l BA+0.5 mg/l
NAA+500 mg/t malt ekstrakt ilave edilmiy MS ortaminda alt kiliiire abndifnda ileri
duzeyde geligme, biiylime, tomurcuk olusumu ve somatik embriyolarda ¢imlenme

Carimi vd (1994), limonda (Citrus limon (L..) Burm.) stilder somatik embriyo olugumu
konusunda yaptikian galigmada eksplaatiari 500 mg/l malt ekstrakts, 50 g/l sakkaroz ve
7 g/l aganm yam sira 1 mg/l 2,4-D veya 3 mg/l BA ilave edilmis ya da kontrol amaciyla
hormon igermeyen MS temel besin ortaminda kiiltire almmglardir. Alt kitltiirler 30 gin
ara ile aym ortamlarda yapiloms ve tim kultiirler 16 saat aydinlik kogullarda inkibe
edilmigtir. {lk kildirlerde ki hafta sonra kallus olugumu kaydedilen ¢ahgmada en
yitksek kallus olugumu %384.03 ile 2,4-D uygulamasinda belirlenmis, kontrol ve BA
uygulamasinda ise siwasiyla %33.6 ve %46.2 oranlarinda kallus meydana gelmistir. Her
uygulama i¢in 200 adet stilin kiltiire alindiinn deremelerde BA igeren ortamlardan elde
edilen in vifro kalluslardan ikinei ve tigtineli aylarda 680 adet, kontrole ait kailuslardan
481 adet embriyo olugmus, ancak 24-D uygulamasmdan clde eodilen kallus
dokularindan embriyo olugumu saflanamamugtir.

Carimi vd (1995) Citrus qurantium L., C. deliciosa Tenore, C. paradisi Macf. ve C.
sinenensis (L.) Osb. tinlerinde stigma ve stilin birlikte alndign eksplanttan 50 g/l
sakkaroz, 500 mg/l malt cksiraktt ve 3 mg/l BA igeren ya da BA icermeyen MS
ortammda kilthre almiglarde. KaltGrderin 4. Haflasinda stillerin dip kismmlarmdan
kallus olugumu gozienmig ve bu kalluslardan embriyo olugumu 2-3 ay sonra meydana
gelmigtir. En fazla embriyo oluyumu BA ilave edilen ortamlarda kiftire alinan C.
sinenensis (L.} Osb. cv Sanguinelio cegidinde in vitro kallustan 128.1 adet olarak
belirlenmigtir. Kallustan aynlan somatik embriyolarm 50 g/l sakkaroz, 500 mg/t malt
ekstrakts ve 0.05 mg/l NAA igeren MS ortaminda tam bitkiye dontigtimleri sajlanmgter.

D’Onghia vd (1997), virus infeksiyonu gbrillen Lunario, Femminello Santa Teresa ve
Femminello Zagara Bianca limon (C. limon) gegitlerinde viriisten ari bitki eldesinde
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somatik embriyolarm kullinim olanaklanni aragtrmuglardir. Denemelerde bitkisel
materyal olarak somatik embriyolann ¢imlendirilmesi ile elde edilen 18 ayhik geng
bitkiler esaz ahnmgtr. Cahgmada, 8 g/l agar, 500 mg/l malt ekstrakts, 3 mg/l BA ve
50 g/l sakkaroz katilan MS besin ortammda {izerinde 16 saat aydmlik kosullarda stil
fizerinde gelisen kallus dokusimdan elde edilen somatik embriyolar, S00 mg/l malt
ekstrakti ve 50 g/l sakkaroz igeren ortam uzerinde ¢imlendiribmig, ¢imlendirme
ortaminda 2 ay inkiibe edilmis ve daha sonra bitkicikler steril toprak karnigimma transfer
edilerek %90-100 nem kogullarnda 1-2 ay tutulmug ve son olarak sera kogullarma
almmugtir. Agilama, mekanik inokiilasyon ve serolojik testler ile bu bitkilerin virds,
viriis benzeri ajantar ve viroidlerden tamamen annmiy oldugu belirlenmigtir.

Carimi vd (1998) Navel grubu portakatlarda (C. simensis (L). Osb) 11 fakh genotipte
stigma-stil dokusundan somatik embriyo olugumunu rapor ettikleri ¢ahigmada
eksplantlar 7 g/l agar, 50 g/l sakkaroz ve 500 mg/l malt ekstrakt ilave edilrris MS temel
besin ortamina hormon katmadan (MS 1), 1 mg/ 1 kinetin (MS K) veya 3 mg BA (MS
1) katlarak kiiltiire alimglarder. Eksplant ve kalluslar 30 giin arayla alt kiiltire abnmug
ve 16 saat aydmhk kosullarda inkiibe edilmigtir. Embriyonik kallusiar siispansiyon
kiiltiirfi olarak sivi MS I veya MS 1I ortamlannda kiltire ahnmng ve kiltirler 100 rpm
lnzla cahsan yatay calkalayicilar izerinde karanhk kogyullarda inkibe edilmigtie.
Suspansiyon killfiilerde 1-3 ay igerisinde bitlin genotiplerde somatik embriyo
olasumlan gozlenmigtir. Stigma/stilden somatik embriyo oluyumu en yiksek %18.2
oramnda MS II ortarnmnda ve en ditgiik %9.6 oraninda MS 1 ortamimda ortaya gikmgtyr.

Rahman vd (1998) 4 apomiktik elma thrinde (Malus hupehensis, M. toringoides, M
sikidmensis ve M. sargentii) kotiledon killtiirlerinden somatik embriyo olugumunda, 80
ginldk apomiktik embriyolarn en yilksek (%43) potansiyele sahip oldugunu
belirlemiglerdir. Caligmada 60 g/I sakkarozum sorbitole gére ve 2.5 g/l gelrite'im 7 g/l
agara gdre daba uygun olduiu saptanmgtir.

Carimi vd (1999) farkh Citrus tirderinde stigma, stil ve ovaryomun ince hiicre

tabakalanindan (TCL) somatik embriyo olusumu ve bunlann bitkiye doniisimlerini
incelemislerdir. Digi orgamn bu doknlan 0.4-0.5 mm kahnbkia yatay olarak ince
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tabakalar halinde kesilmis ve 7 g/l agar, 50 g/t sakkaroz iceren 1) Sadece MS, 2) 500
mg/l malt ekstrakt igeren MS (MS Iy ya da 3) 500 mg/ | malt eksirakt: ve 3 mg/l BA
igeren MS (MS II) olmak iizere 3 farkh ortamda kilitiire almmugtir. Alt kisitiirler 30 giin
arayla yapilmis ve tim kiiitirler 16 saat aydmbk kosullarda inkiibe edilmigtir. Digi
organ dokulanmm ince tabakalar halinde kesildigi (TCL) kilttinlerin 4-10. giiniinden
itibaren kallus ve bu kalluslarm ylizeyinden 2-5 ay sonra somatik embriyo olugumu
baglamistir. Aragtmeilar bazen gbridebilir bir kallus meydava gelmeden de somatik
embriyolann olugtufiunu gzlemiglerdir. Kultiirlerin 6. ay1 tamamlandifinda yapilan
saymnlar sonucunda genel olarak MS I ortamumun fyi sonug verdigini ve kiiltiderde
tidlere gore ovaryumun (C. deliciosa, C. tardiva), stigma ve ovarynmm (C
madurensis), stigma ve stilin (C. Limon, C. medica) veya stigmann (C. sinensis)
somatik embrivo olusumunda etkili olduu belirlenmigtir. Cahigmada somatik embriyo
olegumuna en yatkin tir olarak 8ne ¢ikan limonda somatik embriyo olugumlar: stigma
TCL kaltirlerinde MS (%12.6 ve 11.7 adet), MS I (%17.2 ve 11.1 adet), MS H (%424
ve 31.3 adef) ortamlarmda ve stil TCL kiltiiderinde yine MS (%43.8 ve 12.5 adet), MS 1
(%3.0 ve 15.0 adet), MS I (%5.2 ve 14.0 adet) ortamlannda kaydedilmistir. Bu tirde
tam stigmadan MS, MS I ve MS I ortamlannda sirasryla %26.7, 33.3 ve 73.3, tam
stilden ortamiara gére %13.3, 16.7 ve 23.3 oranlarmda embriyo olugurou safilanmgter,
Diger Citrus tiirlerinde TCL kiltiirlerinde somatik embriyo olugumu ile ilgili en yiiksek
degerler C. deliciosa’da ovaryumda %3.9-52 ve 42.0-16.0 adet, C. madurensis'de
ovaryumda %6.7 ve 30.6 adet, C. medica'da stigmada %144 ve 380 adet, C
sinensis'de stigmada %3.3 ve 10.0 adet ve C. tardiva'da ovaryumda %9.3 ve 9.4 adet
olamak belirlenmigtir. Aragtiniclar Citrus tiirlerinde digi organlann tam stigma, stil ve
ovaryumlarmdan somatik embriyo olugumu ile jlgili en yliksek degerleri ise C.
deliciosa'da %23.3, C. madurensis'de %26.7, C. medica'da %40.0, C. sinensis'de %133
ve C. tardiva'da %60.0 olarak vermiglerdir.

Fiore vd (2002) Citrus tiirlerinde stigma ve stil dokulanmmn ince tabakalar halinde
kesildigi (TCL) kultiirlerde somatik embriyo olusumu fizerine 2,4-D ve 4-CPPU (N-2-
chioro-4-pyridyl)-N'-phenylurea)nun  etkilerini aragtramglardir. Cabgmada bitkisel
materyal olarak limon (C. limon (L.) Burm. cv "Ferminello”™) ve portakal (C. sinensis
(L.) Osb. cv "Washington Navel GS") tiirleri, temel] besin ortamn olarak 50 g/t sakkaroz,
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7 g/l agar, 0.0, 0.1, 1.0 ve 3.0 mg/l 2,4-D ve 4-CPPU'nun 16 farkls kombinasyonunu
igeren Murashige ve Tucker ortamn esas abinmistir. Her iki tiirde de stigma ve stil TCL
kitltiirlerinde 3-5 ay sonra kallus dokusundan somatik embriyolann meydana geldigi
goritlmitstir. C. limon'da stil TCL kiiltiirlerinde embriyo olugumu %0 (2,4-D iceren
ortamlarda) ile %16 (4-CPPU igeren ortamlarda) arasmda defigmigtir. Somatik embriyo
olusturma potansiyeli daha yiksek bulunan limonda en iyl sonuglar stigma TCL
killtirlerinde ve &dzellikle 1 mg/l 4-CPPU ilave edilen ortamlarda %24.8 ile clde
edilmigtir.

2.2.2. Diger somatik dokulardan somatik embriyo olusmmu ile ilgili yapilan
¢alismalar

Gutierrez-Pesce vd (1998) Colt (Prunus avium x P. pseudocerasus) ve Mazzard F12/1
(P. avium 1.) kiraz anaglarina gen transferi galtgmalan kapsaminda, 1 mg/l BA ve 0.01
mg/t NAA iceren MS besin ortammda siirgfin ucu kiitiri ile 2 yil boyunca yapilan alt
killtiirlerden hazirlanan 1-2 em uzunluundaki siirgiinlerin orta boliimlerinde 2-3 mm®
bitytikligiindeki bir alana yaralama ile Agrobacterium rhizogenes bakterisinin NCPPB
1855 wkim inokiile etmisterdir. Aragtincilar 4. rhizogenes bakterisinin Colt anacinda 1
mg/l BA ve 1 mg/l NAA iceren ortamlarda koklerden somatik embriyo ve siirngilin
farklagmasim uyardifim belirlemiglerdir. Bir strgiine bagh olan transgenik kokierde
proembriyo ve embriyo sayist swasityla 3-6 ve 6-12 adet arasinda depigirken, ayniimg
transgenik kdklerde bu deferler 1 ve 0 adet olarak kaydedilmigtir. Sekonder somatik
embriyolarn da elde edildigi cabigmada bu embriyolann bitkiye dnfigtimi ¢ok diigik
diizeyde olmugtur. Mazzard F12/1 anacinda 4. rhizogenes bakterisi somatik embriyo
olusumu {izerine etkili olmamigtsr,

Mandegaran vd (1999} Colt anacinm (Prunus avimm x P. pseudocerasus) in vitro
bitkilerinden aynlmmg kokleri fizerinde somatik embriyolarm olugtufiumu rapor
etmiglerdir. Aragtincilar 0.33 mg/t BA ve 3.3 mg/l 2.4-D igeren MS ortamlarmda 10
mm uzunlukta hazirlanan kokler fizerinde ortalama 15 adet ve tam kokler tizerinde 25
adet somatik embriyo olugtufunu belidemiglerdir, Tam kokler #zerinde olugan
embriyolann gogu direkt, kesilmiy kdkler iizerindekiler ise kallustan indirekt olarak
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meydana gelmigtir. Primer somatik embriyolar 0.33 mg/l BA, 2 mg/l IBA ve 1 mg/l 2,4-
D igeren ortama transfer edildiginde direkt yolla ortalama 2.5 adet/embriyo degerinde
sekonder somatik emibriyo meydana getirmistir. Embriyolar, 0.45 mg/l BA ve 1 mg/l
GA; (Gibberellik asit) ilave edilen ortama almdiklarmda %75 orammda siirgim
olugturmuglardir. Bir ¢ok ortam denenmesine rafmen P. gvium’un in vitro kék ve
sirginlerinden  bazwlanan  eksplantlar  Gzerinde somatik embriyo olugumu
sa@lanamamghir.

Michalczuk ve Druart (1999) Inmil® kiraz anacimn (Prunus incisa X serrula "GM9")
digsal hormona gereksinim duymadan meydana gelen ve embriyonik olan kallusu ile
Prunus incisa % serrula ve Prumus domesticamn hormon ile elde edilebilen ve
embriyonik olmayan kalluslarmmda JAA metabolizmasmn incelemislerdir. Arastincilar
Inmil® kiraz anacimn koklerinden elde etiikleri kallusu katilagtriloms hormonsuz
ortamda cogaltarak bunlart hormonsuz sivi kiltlire transfer ettiklerinde somatik
embriyolarn olustufunu gdzlemiglerdir. Diger taraftan Prunus incisa x serrulamn
yapraklanindan ve P. domestica 'mn yaprak ve koklerinden elde edilen kalluslar devamhi
bir geligme igin digsal oksin uygulamasina gereksinim duymug ve bunlardan embriyo
meydana gelmemigtir. Amid bajlanmig JAA seviyesi kokien elde edilen embriyonik
kalluslarda daha yiksek, serbest ve esterlegmis IAA seviyesi kah ortamda gelisen her
iki kallus tipinde de benzer olmugtur. Sivi ortama transfer etmek, embriyonik olmayan
kallusta serbest ve bajih IAA seviyelerini etkilememis, fakat embriyonik kallusta amid
baglanmiy TAA seviyesi azalmugtr. Seyreltilmiy izotopik CJAA'nm ortamdan
ahnmas: embriyonik kaltuslarda embriyonik olmayanlara gre daba hizh olmugtur. Bu
durum IAA metabolizma hizimn embriyonik kallusta daha yiiksek oldugunu
gbstermigtir. P. domestica’'nm embriyonik olmayan kalluslarmda IAA'min yam sma
indol-3-cthanol ve indol-3-asetil-N-aspartat da belirlenmigtir. Oysa Prunus incisa x
serruldmn in vitro strglinlerinde ve embriyonik kallusunda indol-3-asctamid tespit

D’onofrio ve Morini (2002) gelisgme ortamina ilave edilen NaCl ve CaCh

konsantrasyonlarimin ayva (Cydonia oblonga Mill. BA 29 klonu) yapraklanndan
somatik embriyo ve kok olugumuna etkisini aragtrmglardir. Cabigmada, eksplant olarak
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in vitro sirginlerden alinan yapraklar kullamhmstir. Yapraklar nce iki gin 2.5 mg/l
2.4-D igeren stvi MS ortamunda tatulmugtur. Daha sonra 1.0 mg/l kinetin ve 0.1 mg/l
NAA iceren yan kati MS ortammda 25 giin kirmizi 1k ve 25 giin beyaz gk altnda
kitltitre almrmgter. Caliymada iki deneme planlanmigtir. Birinci denemede 0, 1.5, 3, 6 ve
12 g/l NaCl'in ve 0.3, 1 ve 3 g/l CaCl; ile olusturduSu kombinasyonlar, ikinci
denemede 0, 0.3, 0.6, 1.2 24 ve 4.8 g/l NaCl'in, 0.03, 0.1 ve 0.3 g/l CaCl; ile
olugturdufu kombinasyonlar yer almmgtr. Embriyonik proses fizerine tuz stresinin
faydaly etkilerinin kaydedildifi cahgmada, tuz konsantrasyonlarmdaki artign
rejenerasyonu azalttigs ve 3 g/l NaCl ve 1 g/l CaCly'iin Qizerinde tamemen engelledigi
belirlenmigtir. CaCl'in 0.03 ve 0.1 g/l dozlarimm varh@mda 0.3 g/l NaCl, somatik
embriyo ve kok olugumu igin uygun bulunmugtur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu gahgma, 2002-2003 yillannda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolami'nde ylritiimistar.

3.1. Materyal

Cahigmada bitiisel materyal olarak armut (Pyrus commumis L. cv “Ankara™), ayva
(Cydonia oblonga Mill. cv "Ekmek"™), elma (Malus x domestica Borkh. cv “Gloster™), erik
(Prunus domestica L. cv "Stanley"), kayis: (Prunus armeniaca L. cv “§ekerpare”), kiraz
(Prunus avium L. cv “Dalbast™), vigne (Prunus cerasus L. cv “Kitahya”), ceviz (Juglans
regia L. “Kaman™), findik (Corylus avellana L. cv “Tombul™) ve limon (Citrus fimon (L)
Burm. ¢v “ Kara limon") tiirleri esas almpmgtir.

3.2. Yéntem
3.2.1. Eksplantlarm hazirlanmas ve dikimi

Aragtrmada eksplant olarak digi orgamn stil, stigma ve ovaryumlan kullandmigtir.
Findik ve cevizde digi organ dokular:, exkek gigeklerin olgunlagmasindan $nce keselere
almmus olan digi gigeklerden, diger tirlerde ise gicek tozlan dokiilmeye baglamadan
Once balon safhasindaki ¢igeklerden steril kogullards almmgtir. Sterilizasyon igin Gnce
cigekler 1/2 dakika %701k etil alkolde bekletilmis ve ardindan 15 dakika %3.75 aksif
madde igeren sodyum hipoklorit solusyonunda galkalannugtir. Daba sonra sedyum
hipokloritin dokulardan uzaklagtimilmast igin gigekler 5°er dakika siireyle 3 kez steril saf
su ile galkalanarak yikanmagtir. Sterilizasyonu tamamlanmy gigeklerden gikanian digi
organ dokulart laminar kabin icerisinde kesilerek ayntmmghr. Limon gigefinin digi
organlarmdaki ovaryum, stil ve stigma iri oldugundan digi organm bu iic dokusu ayn
olarak, fimdikta digi gigekler ¢ok kiigiik ve birkag bir amda bulundufundan, 1) doknlara
zarar vermemek igin digi ¢icekler birbirinden ayrimaden etrafindaki kiiglik yaprak
taslaklan ile birlikte, 2) ovaryum, stil, stigma birbirinden aynimadan digi organlarm ayn
ayn dikilmesi seklinde, difer meyve thrlerinde ise ovaryum aynm, stigmalar ok kiigiik
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olduu igin stil ile birkikie dikime hazifanmigtr. Elma, armut ve ayvada ovaryum gigek
tablas: ile beraber almmus ve ortadan ikiye kesilerek ovaryum ortama temas edecek
sekilde dikilmigtir. Findikta ise digi organlar bGtin olarak koitfre ahmsmgtr.
Eksplantlar, 100x15 mm boyutlarinda olan ve 25 ml katdastinims besin ortamt igeren
petrilere yatay pozisyonda dikilmigar,

3.2.2. Besin orinm

Caligmada temel besin ortam: olarak 500 mg/l malt ekstrakin, 50 g/} sakkaroz ve 7 g/l
agar ilave edilmis degigtirilmiy Murashige ve Skoog (MS) ortarm esas altnoustr (Dodds
ve Roberts 1993) (Glizelge 3.1). Kontrol olarak degerlendirilen bu ortama ayrica 1, 3 ve
5 mg/l dozlarda benziladenin (BA) veya 24-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ilave
edilmigtir (Cizelge 3.2). Ortamlarm pH'sz 5.7’ ye ayarlanmmgtr.

3.2.3. Kiiltéir koguliar:

Eksplantlar 25 + 1°C sicakhk ve 16 saat aydinlik 8 saat karanhk kogsullarda inkiibe
edilmigtir. Kahverengilegmeyen ve canlt kalan kiiltirler 8 ay boyunca 4'er hafta ara ile alt
killtiirlere alinmgtir. Elma ve ceviede fenolik bilesikler nedeniyle dikimden sonra birer
giin arayla iki kez alt kiiltiir yap:lmgtir. Somatik embriyolar olugtukian sonra kiltirler
karanlik kosullara atenmgtir.

3.2.4. Veri analizi

Deneme “Tesadiif Parselleri Deneme Diizenine” goite her tekerriirde 20 eksplant olacak
sekilde 10 tekerrlnlil olarak kurulmugtur. Tdm tirlerde kallus ve somatik embriyo
olugum oranlan % olarak hesaplanmigtrr. ki deneme yilinda da kiltirlerin 2. haftasmda
olusmaya baglayan kalluslarm olusum oranlart 4. hafiada; ilk yinda 12. haftada
baslayan somatik embriyo olugurnlar: ise kiiltiirlerin 24. haftasinda belirlenmigtir.



Cizelge 3.1. Degigtirilmis Murashige ve Skoog (MS) temel besin orfamimn igerigi

(Dodds ve Roberts 1993)
Mol Konsantrasyon

(A) MAKRO ELEMENTLER (g/mol) (mgfl)
Amonyum nitrat (NF4;NO;3) 160.08 1650
Potasyum nitrat (KNO3) 20222 1900
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl.2 H;0) 294.06 440
Potasyur dihidrojen fosfat (KH>POs) 272.08 170
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS0,.7 H,0) 493.00 370
(8) DEMIR
Sodyum-demir EDTA (CoH;NaFeNa) 734.10 36.70
(C) MIKRO ELEMENTLER
Mangan silfat monohidrat (MnSO5.H,0) 169.01 16
Cinko siilfat heptahidrat (ZnS04.7 H0) 287.575 8.6
Borik asit (H;BO3) 61.83 6.2
Potasyum iyodiir (KI) 166.01 0.83
Sodyum molibdat dihidrat (N2;Mo04.2 H,0) 241.95 0.25
Bakar stilfat pentahidrat (CuSOs.5 H;0) 249.69 0.025
Kobalt kioriir heksahidrat (CoClz.6 Hz0) 118.965 0.025
(D) VITAMINLER
Myo-Inositol (CeH1,05) 180.16 100
Glisin (C:HsNOy) 75.07 2
Thiamin klorid hidroklorid
(C1oH15CLN,O8xH,0) 3373 0.1
Nikotinik asid (CeHsNOy) 123.11 0.5
Pridoksol hidroklorid (CsH;,CINO3) 205.64 0.5

Somatik embriyo olusumunda bir yillik verilerin alinmasimn nedeni, denemenin ikinci
yihnda vejetasyonun geg baglamasi dolayistyla cigeklenmenin ve eksplantlann killtire
alnmasin itk yia gore 6 hafta ge¢ kalmas: ve somatik embriyo olugumu igin gerekli
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olan periyodun uzamasidir. Bulgularm analizinde SPSS paket program: kullamlarak
ortaya ¢ikan Snemli farkhihklar Duncan testi ile %5 hata simn esas ahnarak saptanmug
ve farkh groplar harfler yardumiyla belirlenmistir. Ytzde bulgularm agi deferleri
kullamimgter.

Cizelge 3.2. Temel besin ortamma ilave edilen hormonlar ve dozlarma gbre yapilan

uygulamalar

Uyg;imna Uygulamalar”
1 Kontrol
2 1 mg/t BA
3 3mg/l BA
4 5mg/l BA
5 1 mgll24-D
6 3 mgl2,4-D
7 Smgl 24D

* Tim uygulamalarda temel besin ortarm olarak 500 mg/l malt ekstrakty, 50 g/l sakkaroz
ve 7 g/l agar ilave edilmis degigtirilmis Murashige ve Skoog ortams esas alinmagtir.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Armutta Somatik Embriye ve Kallus Olusumu

Denemenin her iki yihnda da Ankara armudunun kiiltiire alinan disi organ dokulanndan

somatik embriyo 1 igtir. K lerde stil ve stigmalar canhhklanm

kaybederek kah ilegirk ovaryum + gigek tablasi dokularnndan kallus meydana

gelmistir (gizelge 4.1., gekil 4.1. - 4.4.). Kallus, BA uygulamalaninda saydam ve sulu
(sekil 4.2. ve 4.4.), 2,4-D uygulamalarinda ise beyaz ve pamuga benzer bir yapida (sekil

4.3.) olugmustur. Kallus olug kontrol uygul da yillara gore sirastyla %27 ve
923 oranlarinda meydana gelmis ve bu degerler hormon uygulamalarma gére istatistik
olarak nemli diizeyde daha diigiik bulunmugtur. En yiiksek kallus olugum oranlar 2,4~
D uygulamalarinda ortaya gk D in ilk yilinda bu hormonun tim
dozlarinda %100'c ulagan kallus olusum orani, ikinci yilda %82.5-%93.8 arasinda

degismistir. Ikinci yilda bu oran, 2,4-D'nin 1 ve 3 mg/l lik dozlarinda bu oran 5 mg/l'ye

gore dnemli dilzeyde daha yiiksek bul BA uygulamalarinda ise d in ilk
yihnda %62.5-72 olan kallus olusum orani, ikinci yilda %45.5-62.5 arasinda
kaydedilmigtir. Kallus olugum oranlan bak d ygul dozlan daki

farklihklar genellikle istatistik olarak Snemli bulunmanustr (gizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Ankara armudunda ovaryum + ¢igek tablasi dokusuna ait kallus olusum

oranlar
NO [ UYGULAMALAR 1. YIL . Y
1 Kontrol %27 (30) c | %23 (285 d
2 1 mg/l BA %72 (587) b | %50 (45.1) ¢
3 3 mg/l BA %70 (57.3) b | %455 (424) ¢
4 SmgABA | %625 (524) b | %625 (52.5) ¢
5 1 mg/12,4-D %100  (90) a | %B8 (76.8) ab
6 I mg2,4-D %100  (90) a | %938 (812) a
7 5mg/l 2,4-D %100 (90) a | %825 (686) b
" Ortam olarak 500 mg/I malt ekstrakii Katrimis MS temel besin ortamt kullaniimistr.
Parante igindeki rakamlar % bulgularn ags deeri karsilikland

Harfler,
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Kontol 1mg/l  3mgd S5mgh 1mgd 3mgd 5mgl }

‘ )

BA BA BA 24D 24D 24D
Uygulamalar

Sekil 4.1. Ankara armudunda ovaryum + gigek tablast dokusuna ait kallus olusum
oranlari.

Sekil 4.2. Ankara dunda 3 mg/l BA uygul da ovaryum + gigek tablast
dokusundan olugan kalluslarin goriiniimil.
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Sekil 4.3. Ankara armudunda 1 mg/l 2,4-D uygulamasmmda ovaryum + gigek tablas
1ok faxi 0l l5am: Kalh

Sekil 4.4. Ankara dunda 3 mg/l BA ! da ovaryum + gigek tablas
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4.2. Ayvada Somatik Embriye ve Kallus Olugumu

Ekmek ayvasimn disi organ dan iki yil ince somatik embriy
olugmamistir. Stil ve stigma dokulan itk ay i inde kal il 4 bkl
kaybederken ovaryum + gigek tablasindan 2.4-D uygul kiltiirflerde kallus of
gbzlenmistir (gizelge 4.2., sekil 4.5. ve 4.6.). Kalluslar yesilimtirak beyaz ve kismen sert
vapida olugmustur (sekil 4.5.). 2.4-D uygulamalaninda denemenin ilk yilinda %22.5-30
arasinda defigen kallus olusum oran: ikinci yilda %72-74.5 olarak kaydedilmistir. Bu

ni

bakimdan 2,4-D'nin it dozlan da istatistiksel olarak onemli bir farklilik
ortaya gikmamistir. Kontrol ve BA uygulamalarinda ise kallus ol 1
(gizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Ekmek ayvasinda ovaryum + gigek tablasi dokusuna ait kallus olusum
oranlan

NO | UYGULAMALAR® 1. YL ZF YIL
1 Kontrol %  (0) b | %0 ©) b
2 1 mg/l BA %0 ©) b %0 @ b
3 3 mg/l BA %0 ) b %0 ©0) b
4 S mg/l BA %0 (0) b %0 0) b
5 1mg/124-D %30 (33) a | %745 (60.1) a
6 3mg/l24-D 9622.5" (27.9) & %72 (634) a
i 5mg/l 2,4-D %30 (33) a %73 (60.1) a

- Ortam olarak 500 mg/l malt ekstrakti katilmis MS temel bﬁm onam- kullanilmugtir,
Parantez igindeki rakamlar % t larm agt degeri }

** Harfler,
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Kontrol 1mg/l 3mg/l 5mg/  1mgl 3mgh 5mgll
BA BA BA 24D 24D 24D
Uygulamalar

Sekil 4.5. Ekmek ayvasinda ovaryum + gigek tablasi dokusuna ait kallus olugum
oranlars.

Sekil 4.6. Ekmek ayvasinda 1 mg/l 2,4-D uygulamasinda ovaryum + gigek tablasi
dokusundan olugan kallusun goriiniimii,
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43. Elmada Somatik Embriyo ve Kallus Olusumu

Disi organ dokulanndan somatik embriyo olusumunun gdzlenmedigi Gloster elma

ces stil ve stigmalar kiiltiirlerin ilk bir ayinda kah il } mi
kaybetmistir. Ovaryum + ¢igek tablas: dokularindan 2.4-D uygulanan killtirlerde ikinci
haftadan itibaren kallusl; usi bagl Kalluslarin beyaz-yesil renkte ve sulu

yapida olduklari gozlenmigtir. En yiiksek kallus olusum oram 1 mg!l 24-D
uygulamasinda (%54 ve %68.7) kaydedilmistir. Kontrol ve BA uygulamalarinda ise
kallus d. 1 istir (gizelge 4.3, sekil 4.7 ve 4.8). BA uygulanan
kiiltiirlerde ovaryum + gigek tabyas: dokulan kahverengilesmemis ve canlihiklarim
siirdiirmiistiir.

Cizelge 4.3. Gloster elmasinda ovaryum + gigek tablas: dokusuna ait kallus olusum

oranlan
NO | UYGULAMALAR 1. YIL 2. YL
1 Kontrol %0 © b | %0 ©) b
2 1 mg/l BA %0 (0) b | %0 (0) b
3 3 mg/l BA %0 ©) b | %0 ) b
4 5 mg/l BA %0 ) b | %0 ©) b
s 1 mg/l 24-D %34 (473) a | %687 (564) a
6 3 mg/l 24-D %275 (31) b | %463 (427) b
7 5mg/l 2,4-D %225  (21) b | %213 (200 ¢

T Ortam olarak 500 mg/l mait ckstrakt: katitmug MS temel bsm ortami kullamimigtir.
Pmmzlomdeklmknmhr%‘ 1! acldegal ik
™ Harfler, uygul daki farkliliklar g
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Sekil 4.7. Gloster elmasinda ovaryum + gigek tablas: dokusuna ait kallus olugum
oranlari.

$ekil 4.8. Gloster elmasmda | mg/l 2,4-D uygulamasinda ovaryum + gigek tablast

1

olugan




4.4. Erikte Somatik Embriyo ve Kallus Olusumu

Stanley erik ¢esidinde stil, stigma ve ovarym.lardm her iki deneme yilinda da somatik
embriyo ve kallus ol d: 1 ir. Eksplantl tamam  kiiltiire

¥ Y

alindiktan 2-3 hafia sonra kahverengileserek canhliklarm kaybctmigtir.

4.5. Kaysida Somatik Embriyo ve Kallus Olasumu

Sekerpare kayisisiin digi organ dokulanndan somatik embriyo olugmanmstir. Stil ve

lar kiltirlerin ilk avinda ka il | hhiklarm kaybederken, kontrol
ve 2.4-D iceren or ikinci haftadan itibaren ovaryumlardan kalluslar olusm
Yl Kallusl beyaz-kal gimsi ve yumusak yapida olduklan

gozlenmigtir, Alt kiiltiirlerde kallus olugumu artmigtir. En yiiksek kallus olugum orami
(%51 ve %47.4), her iki deneme yilinda da | mg/l 2,4-D uygulamasinda kaydedilmigtir
(gizelge 4.4., gekil 4.9. ve 4,10.). BA uygulamalarinda ovaryumdan kallus olusmamugtir.

Cizelge 4.4. Sekerpare kayisisinda ovaryuma ait kallus olusum oranlan

NO | UYGULAMALAR' L Y 2. ViL
1 Kontrol %325 (346) b | %125 (208) ¢
2 1 mg/l BA %0 ©) d | %0 © d
s 3 mg/l BA %0 ©) d | %0 © d
4 5mg/l BA %0 (0) d | %0 ) d
5 1 mg/12,4D %51 (45.7) a | %474 (46.1) a
6 3mg/l 2,4-D %20  (264) ¢ | %212 (272) b
7 5mg/l 2,4-D %21.5 (275) ¢ | %175 (228) be

. Ortam olarak 500 mg/l malt ekstrakt: katilmig MS temel besin ortami kullanmugtir.
Pm'antcz igindeki rakamlar % bulgularin ag1 degeri kargiliklaridir.
** Harfler, uygulamalar arasindaki farklihklan gostermektedir.
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Kontol 1mg/ 3mgl 5mgd 1mg! 3mgl 5mgl
BA BA BA 24D 24D 24D

‘ Uygulamalar

g |

Sekil 4.9. Sekerpare kayisisinda ovaryuma ait kallus olusum oranlari.

Sekil 4.10. Sekerpare kayisisinda 1 mg/l 2,4-D uygulamasinda ovaryumdan olusan
kallusun goriintimi.
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Sekil 4.11. Sekerpare kayisisinda ovaryumdan kallus olusumu.

4.6. Kirazda Somatik Embriyo ve Kallus Olusumu

Dalbast: ki e dligé orgim dokulamidan somiik cabeiyo of =
Stil ve stigmalar k k hliklanm kaybederk kiiltiirlerin ikinci haftasindan
itibaren baza BA ve 2,4-D uygulamalannda ovaryumdan kallus olusumu baglamstir
(cizelge 4.5., gekil 4.12. ve 4.13.). Olugan kalluslarin beyaz renkte, yumusak ve sulu bir
yapida oldugu gozlenmigtir. BA'in 3 mg/l (%35 ve %32.5) ve 2.4-D'nin 1 mg/l (%44
ve %40.6) dozlarinda her iki yilda da yiiksek oranda kallus olusumu kaydedilirken,
BA'n 5 mg/l (%14) ve 2,4-D'nin 3 mg/l (%19) dozlannda sadece ikinci yrlda ve diigiik
larda kallus olusumu belirlenmigtir (gizelge 4.5., sekil 4.12. ve 4.13.).
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Cizelge 4.5. Dalbast: kirazinda ovaryuma ait kallus olusum oranlart

NO | UYGULAMALAR' L. YIL 2. YIL
1 Kontrol %0 © 4 | %0 © d
2 1 mg/l BA %0 ©) d [ %0 © d
3 3 mg/l BA %35 (36.1) b | %325 (344) b
4 5mg/ BA %0 ©) d [ 1% (215 ¢
5 1 mg/l 24D %44 (41.6) a | %406 (394) a
6 3 mg/l 2,4-D %0 ) d | %19 (253) ¢
7 5 mg/ 2,4-D %0 ©) d | %0 © d
Ommclamk 500 mg/l malt ekstrakt: katilmis MS melbmnomnnkullanﬂmlsm
l’amnvezxqmdeh kamlar % bulgularin a1 degeri kargihikl
bead Hﬂl’ﬂﬂ, Iaks Farkl: k. =, 1 =
—r_ Ay
100 -, — — — — — — — 1
80 o 1
g0 P oraiiyr - e o a1 YL
® m2. YL

Kontrol 1 mg/l BA 3 mg/i BA 5 mg/l BA 1 mg/l 3mgl  Smgh
24D 24D 240

Uygulamalar

Sekil 4.12. Dalbast: kirazinda ovaryuma ait kallus olugum oranlari.
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Sekil 4.13. Dalbast: kirazinda 1 mg/l 2,4-D uygulamasinda ovaryumdan olusan
kallusun goriindimil.

4.7. Vignede Somatik Embriyo ve Kallus Olusumu

Kitahya vignesinin disi organ dokulanndan somatik embri oy prd
gelmemigtir. Kiltiirlerin ikinci haftasindan itibaren kontrol ve 1 mg/l BA uygulamasinin
diginda tiim BA ve 2,4-D uygulamalarinda ovaryumlardan kallus ol basl. 3
ve 5 mg/l BA uygulamalarinda kallus olusumu %4-5 diizeyinde kalirken, dzellikle 1 ve
3 mg/l 24D lamalarinda %28-50 g belirlemstir. Bu
bulgular istatistiksel olarak diger uygulamalara ait degerlerden dnemli diizeyde daha
yiksek olmustur (gizelge 4.6., sekil 4.14. ve 4.15.). Kitahya visnesinde de stil ve
igmalardan kallus ol bunlar kah ilegerek canhiliklanm kaybetmislerdir.
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Cizelge 4.6. Kiitahya vignesinde ovaryuma ait kallus olusum oranlan

NO | UYGULAMALAR 1. YIL 2. YIL
1 Kontrol %0 © ¢ | %0 0) c
2 1 mg/l BA %0 ©0) c | %0  (0) c
3 3mg/l BA %S 67 ¢ | %5 (85 b
4 5 mg/l BA %5 67 ¢ | %4 (64 ©bc
s 1 mg/l 24D %S0 (40.8) a | %31 (341) a
6 Img/1 2,4-D %44 (41.5) a | %28 (316) a
q S mg/12,4-D %15 (225 b | %23 (281) a

malmakSOOmg/lmah&suuknknnlmx;Msmmdbmmonmkuﬂamhmsm
am!zzx;mdehraknmlar%lxﬂgulmnmdcﬂmkmmlﬂdaﬂdﬁ

v

* Harfler, farkhihiklan g
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Kontrol 1mgd  3mg/l 5mgl 1mgl 3mgl Smgl
BA BA BA 24D 24D 24D
Uygulamalar

$ekil 4.14, Kiitahya vignesinde ovaryuma ait kallus olusum oranlari.
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Sekil 4.15. Kiitahya vi inde 1 mg/l 2,4-D 1 da ovaryumdan olugan
kallusun goriiniiml.

4.8. Cevizde Somatik Embriyo ve Kallus Olusumu

Kaman cevizi ovaryuml kiiltiire alindiktan sonra fenolik bilegikler salgiladiklan
gozlenmis ve birer giin arayla iki kez alt killtire ahnmugtir. Stil ve stigmalar
iyahl; k hiliklanm kaybetmigtir. Ovaryumlann ise killtiir ortaminda sigmesi
sonucu boyutlan artig is ve aym da kat gi kallus ol

Her iki yilda da Kaman cevizinin stil, stigma ve ovaryumlarindann somatik embriyo
olusumu meydana gelmemistir. Sadece ovaryumdan gelisen kallusta en yiiksek oranlar
BA'min 3 mg/l (%56.5 ve %51) ve 5 mg/l (%46.5 ve %41) dozlan ile 2,4-D'nin 1 mg/l
(%42.5 ve %37.5) dozunda kaydedilmigtir (izelge 4.7., sekil 4.16. ve 4.17.). BA'mun
1 mg/l dozunda kallus olugum oran:i (%16) diger uygulamalardan dnemli diizeyde daha
diigik bulunmustur. Kontrol ve 2,4-D'nin 3 mg/l ve 5 mg/l dozlannda kallus olugum
oram %24 ile %30 da degigmigtir. Bunlar daki farkhlik istatistiksel anlamd:

Snemli bulunmamigtir (gizelge 4.7.).
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Cizelge 4.7. Kaman cevizinde ovaryuma ait kallus oluyum oranlart

NO | UYGULAMALAR 1 YIL 2. YiL
1 Kontrol %30 (33.9) c | %25 (298) ¢
2 T mg/l BA %16  (233) d | %6 (233) d
3 3 mg/l BA %565 (489) a | %51 (457 a
4 5mg/l BA %465 (436) ab | %4l  (40) b
5 Tmgl2,4D %425 (40.6) b | %375 (37.7) b
6 3 mgl 2,4D %26  (304) ¢ | %24 (29) ¢
7 5mgl 24D %28 (314) ¢ | %267 (30.7) ¢

OnmnolamkSOOmg/lmahekstmkukaulmlgMSmnelbammmhlﬂmlmsm
Pmntezmmdckx kamlar % bulgularin a1 degeri hkl
** Harfler, lamal daki farklliklan ktedi

Kontrol 1mgd 3mgl S5Smgd 1mgd 3mgl S5Smgl
BA BA BA 24D 24D 24D

Uygulamalar

Sekil 4.16. Kaman cevizinde ovaryuma ait kallus olugum oranlari.
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$Sekil 4.17. Kaman cevizinde 1 mg/l 2,4-D uygul da ovaryumdan olugan kallusun
gOriiniimil.

4.9. Findikta Somatik Embriyo ve Kallus Olugumu

Tombul findikta kiiltiire iki sekilde alinan eksplantlardan (bakimz Materyal ve Metod 3.1)

somatik embriy ydana gel istir. Sadece digi organlarin yer aldifn kilitiirlerde
ot flegip Nl e thedert findaki yaprak

taslaklani ile birlikte birkagi bir arada dikilen disi cigek eksplantlarinde tim
lamalarda kallus olug lenmistir (gizelge 4.8., sekil 4.18.). En yiiksek kallus

olugum oram denemenin ilk yilinda 1 mg/l 2.4-D uygulamasindan (%35.8) elde edilirken,
ikinci yilda 2.4-D'nin tilm uygulamalan aym istatistik grupta ve %22.6-30.6 arasinda
degiisen larda kallus ol 1 (sekil 4.19.). Kontrolde sadece %]1.6
oraminda kaydedilen kallus olusum oram BA'min diisik dozlannda %0-6 arasinda
degismistir (gizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. Tombul findik ¢egidinde yaprak taslaklan + digi organ eksplantlarma ait

kallus olugum oranlan

NO | UYGULAMALAR™ 1. YIL 2. YIL
1 Kontrol %l.6 @43) d | %6 @7 ¢
2 1 mg/l BA %6 (14) c [ %0 ) c
3 3 mg/l BA %S (11.6) ¢ | %16 (43)
4 5 mg/l BA %15 (229 b | %15 (@) b
5 1 mg/12,4-D %358 (367) a | %256 (30) a
6 3mg124-D %20 (265 b | %26 (28) a
7 5mg/12,4-D %18  (251) b | %306 (324) a

OrmolmakSOOmgllmaheksmkukauhmsMSwme]bemnmmhﬂlmﬂm:sm
Patamnu;mddn kamlar % bulgularn ag1 degeri kargihkl
e Harfler, 2oks arklihkl 3 ptE

Kontrol 1mgd 3mgl Smgh 1mgl 3mgl ‘ 5 mgh
BA BA BA 2,4D 24D 240
Uygulamalar

e 0

Sekil 4.18. Tombul findik gesidinde yaprak taslaklan + digi organ eksplantlarina ait
kallus olugum oranlan.
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$ekil 4.19. Tombul findik gesidinde 5 mg/l 2,4-D It da yaprak taslaklan +

disi organ eksplantlarindan olusan kallusun goriiniimii.
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4.10. Limonda Somatik Embriyo ve Kallus Olusumu

Kara limonda disi organ dokul de kiiltiirlerin 2. Haftasindan itibaren kallus
olusumu kaydedilmistir. Kalluslarin 2,4-D uygulamalarinda beyaz-yesilimsi renkte, sert
ve cams1 yapida, BA lamalarinda ise krem-kah inde, yumusak ve sulu yapida
olduklan gozlenmistir (sekil 4.20.).

Sekil 4.20. Kara li da disi organ dokulanndan olugan kallusl;

a) 3mg/lBA 1 da olusan kalluslarin gi

b) 1mg/124-D l da olugan kalluslarn g

¢) 3 mg/l BA uygulamasinda ovaryumdan olusan kallusun griiniimi
d) 3 mg/l BA uygulamasinda stilden olusan kallusun gériiniimil

Ovaryumda, denemenin ilk yilinda kontrol, BA ve 2,4-D'nin tiim uygulamalarinda

%100 da kallus ol belirlenmigtir. Kallus olugum oram ikinci yilda
uygulamalara gore farkhlik gostermis ve en yiiksek oranlar (%100) 24-D
uygulamalannda kaydedilmistir. BA uygulamalannda %94-96 da olan bu oran

k lde %54 olarak belirl

cizelge 4.9., sekil 4.20.c ve 4.21.).
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Stilde, ilk y1l BA'mn tiim uygulamalan ile 2,4-D'nin 1 mg/l dozunda kallus olusum
oram1 %100 olmustur. 2,4-D'nin 3 ve 5 mg/l dozlanmda %91 ve 98 olan bu deger
kontrolde %87 olarak kaydedilmistir. fkinci yilda kontrolde %40 olan kallus olusam

oram BA ve 24-D lamal de yiksek ve

istatistiksel bakimdan Snemli bir farkhilik olmak %87-100 da belirl
(izelge 4.9, sekil 4.20d ve 4.22).

Sti da, ilk y1l tiim lamalarda kallus olugum oram %17-34 arasinda degismigtir.

Bu degerler aym istatistik grup igerisinde yer almigtir. ikinci yilda ise kallus olusum
oram istatistiksel olarak ©nemli bir farklilikla en yiksek (%46) 3 mg/l BA
uygulamasinda saptanmistir. Bu yilda kallus olusum oram en digik kontrolde (%!11)
kaydedilmistir (gizelge 4.9, yekil 4.23 ).

Cizelge 4.9. Kara limonda ovaryum, stil ve stigmaya ait kallus olusum oranlan

OVARYUM STIL STIGMA

NO |UYGULAMALAR' 1.YIL
1 Kontrol %100 (90)" a™"| %87 (764) b | %34 (32) a
2 1| mg/l BA %100 (90) a | %100 (90) a | %26 (305) a
3 3 mg/l BA %100 (90) a |%100 (90) a (%28 (30) A
4 5 mg/l BA %100 (90) a |%I00 (90) a | %21 (268) A
3 ImgN24D [%I100 (90) a %100 (90) a |%24 (23.7) A
6 3mg24-D [%100 (90) a | %91 (80.8) ab | %22 (28.1) A
7 SmgN24-D (%100 (90) a | %98 (839) ab| %17 (21.7) A

2.YIL
1 Kontrol %54 (50)" ¢ %40 (392) b | %1l (153) ¢
2 1 mg/l BA %94 (81) b | %91 (80.7) a | %23 (283) b
3 3 mg/l BA %96 (85) ab | %87 (76) a | %46 (42.7) a
4 5 mg/l BA %96 (84.9) ab %100 (90) a | %27 (309) b
5 Imgl24-D |[%I100 (90) a | %91 (75 a |[%25 (30) b
6 Imgi24-D |%I100 (90) a | %87 (759) a | %26 (304) b
7 SmgN24-D [%100 (90) a | %96 (844) a [%245 (29) b

Ortam olarak 500 mg/l malt ekstrakt katiimis MS temel besin ortanm kullam imisgtar.
", Parantez icindeki rakamlar % bulgularm a1 degeri
Harfler, uygulamalar arasindaki farkliliklan gostermektedir.
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Sekil 4.21. Kara limonda ovaryuma ait kallus olusum oranlart.

$ekil 4.22. Kara limonda stile ait kallus olugum oranlar:.
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W'1M'Sw sw'mu
BA 24D

3mgA  Smgd ‘
24D 24D
Uygulamalar

Sekil 4.23. Kara limonda stigmaya ait kallus olusum oranlan.

Bu galigmada somatik embriyo ol sadece limonda kaydedilmigtir. Kaba limonda
kiiltiirlerin 12. haftasindan itibaren ovaryum ve stillerden sadece 5 mg/l BA igeren

lard. iy i baslamugtir (gizelge 4.10, sekil 4.24, 4.25 ve 4.26).
Embriyolar kallustan indirek (gekil 4.27) ya da ovaryum ve stilden direk (gekil 4.28)
olusmugtur. Ovaryumlarin %21'i ve stillerin %23.5' direk ve indirek yollardan somatik
embriyo olugturmustur (gizelge 4.10). Embriyolann farkh sekillerde oldugu
gorilmistir (sekil 4.26, 4.27, 4.28, 4.29).




Cizelge 4.10. Kara limonda ovaryum ve stilden somatik embriyo olusum oranlan

NO | UYGULAMALAR' OVARYUM STIL
1. YIL
1 Kontrol %0 © b | %0 ) b
2 1mgl BA %0 ©) b | %0 ©) b
3 3Img/l BA %0 ©) b %0 ©) b
4 5mg/l BA %21 (16) a | %235 (175) a
5 1 mg/l 2,4D %0 © b | %0 © b
6 3 mg/l 24D %0 0) b %0 0) b
7 5mgl 2,4D %0 © b | %0 © b
— Or&nolmakSOOmgﬂmh&mknmhmgMSmndbcsnmhﬂmlmm
., Parantez igindeki lar % bulgulann ag1 deferi karsilikl.
Harfler, uygulamal ok Earklilikl +

100 1 ———

80| EONE g}

60 S
2 n1 YL

40
20 = o
. L i F
Kontrol 1mgd 3 5 1 3 5
L ol G S Vs s I 4
Uygulamalar

Sekil 4.24. Kara limonda ovaryumdan somatik embriyo olugum oranlar.
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img/l 3mg/l 5mgl 1mgl 3mgl 5mg/l MS+
BA BA BA 24D 24D 24D ME

Uygulamalar

Sekil 4.25. Kara limonda stilden somatik embriyo olusum oranlari.

Sekil 4.26. Kara limonda olugan somatik
embriyolann goriiniimi




Sekil 4.27. Kara limon ovaryumuna ait kallustan indirekt olugan somatik embriyolar.

$ekil 4.28. Kara limonda stilden direkt olugan somatik embriyolar.
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Sekil 4.29. Kara limonda farkh sekillerdeki somatik embriyolann goriiniimii.




§. TARTISMA VE SONUC

Bu cahigmada baz: meyve tiirlerinde digi organ dokularindan stigma, stil ve ovaryumdan
somatik embriyo ve kallus olugumu iizerine benziladenin ve 2,4-diklorofenoksiasetik
asit dozlarimn etkileri incelenmigtir.

Literatiirde somatik embriyo olusumu konusunda yaplmus caligmalarda eksplant
kaynafn olarak farkh dokular kullamlmngsa da bir ¢ok tirde olgunlasmis ya da
olgunlagmamus ketiledonlar bagta olmak fizere zigotik embriyo dokular: esas almmgtir.
Zigotik embriyolarm somatik dokularda olmsyan baz genlere sahip oldugu ve bu
genlerin embriyo olusumunu programiadift diigiinlmistiir. Nitekim bu dokulardan
bormon igermeyen ortamlarda dahi somatik embriyo meydana geldii goriilmiistiir (Litz
ve Gray 1992). Meyve tirlerinde de somatik embriyo olugumu ve gogaltum e ilgili
bagarih sonuglar genellilde zigotik embriyolara ait dokulardan elde edilmigtir {Tulecke ve
McGranahan 1985, Neuman vd 1993, De March vd 1993, Paul vd 1994, Onay vd 1995,
Daigny vd 1996, Centeno vd 1997, Carimi vd 1997, Aygiin ve Dumanoglu 1999, Tang
vd 2000). Bununla birlikte meyve thrleri gibi délienmis tohum ve tohum dokulan ile
cofaltilhinda genetik yapist geniy apbm gbsteren ftimlerde ana  gerotipin
olarak kullaniimass gerekmektedir. Meyve tirlerinde somatik dokulardan yaprak, stirgiin
ve kBk gibi vegetatif dokularm embriyo olustorma basarisi oldukea ditgiktir (Gutierrez-
Pesce vd 1998, Mandegaran vd 1999, Michalczuk ve Druart 1999, D’onofiio ve Morini
2002). Bununla birlikte Citrus tirleri bagta olmak tizere stigma, stil, ovaryum ve
nusellar dokutar gibi zigotik olmayan egey argan dokularma ait somatik dokulardan ise
bagarih sonuglar almdifis rapor edilmektedir (Gill vd 1991, Singh vd 1992, Chaudhry vd
1993, Gill vd 1994, Carimi vd 1994 ve 1995, D’Onghia vd 1997, Carimi vd 1998,
Carimi vd 1999, Fiore vd 2002). Bu durumn Akhtar ve Jain (2000) esey organlarnm,
zigotik embriyo dokularma yakmbklan nedeniyle somatik embriyo olusturmaya daha
yatlkn olduklarmm varsayildily seklinde agiklamakiadie. Bu gérissten yola ciklarak
calismarizda da armut, ayva, elma, erik, kayisi, kiraz, visne, ceviz, findik ve limonda
disi organ dokulan stigma, stil ve ovaryumdan somatik embriyo olugumu incelenmistir.
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Depemenin her iki yihinda da Kara limon ciginda Ankara armudn, Ekmek ayvasi,
Gloster elmasi, Stanley esifii, Sckerpare kayms, Dalbast kirazs, Kiitahya vignesi,
Kaman cevizi ve Tombul findik ¢esitlerinde digi organ dokalarmdan somatik embriyo
olugumu meydana gelmemigtir. Bu tirlerden limon dipindekilerde somatik embriyo
olusumunda eksplant olarak stigma, stil ve ovarywmvu kullamidiffn bir gahsma ile
literatiirde kargilasiimamghr. Bununla birlikte stnarhs sayida da olsa ayva, elma, kivaz,
visne ve cevizde farkhh dokulardan somatik embriyo olusumu ile ilgili verler
bulunmaktadir. Aygiin ve DumanoBlu (1999} ayvanm (Cydowda vulgaris Pers. cv
Limon) olgunlagmamus kotiledonlarindan %53.3-80 oramnda ve 1.07-2.53 adet/eksplant
sayida somatik embriyo elde ederken, D’onofrio ve Morini (2002) ayvada (Cydonia
oblonga Mill. BA 29 klonu) 0.03 ve 0.1 g/l dozlanmda CaCly'in varhiinda 0.3 g/l
NaCl'in somatik embriyo ve kok olusumu i¢in uygun bulundupunu bildirmislerdir, Paul
vd (1994) Golden Delicious eltma (Malus x domestica Botkh.) ¢esidinde en tyi somglan
60 ginltk zigotik embriyolardan alman kotiledonlardan %18.3 oraninda, Daigny vd
(1996) "Gloster 69" elmasmda %55.5 oranmda elde etmiglerdir. Rahman vd (1998)
4 apomiktik elma tirinde (Malus hupehensis, M. toringoides, M sikidmensis ve M
sargentii) 80 ginlik apomikiik embriyolar kullamlarak yapilan kotiledon killtitrlerinin
%43 oranmnda somatik embriyo olugturma  potansiveline sahip bulundufunu
belirlemislerdir. De March vd (1993), kirazda (Prunus avium 1.) olgunlagmarms ve
olgunlasmuy zigotik embriyolandan 2.5-3.5 mm. bilyikliftindeki eksplantlardan %2.5
oranmda direkt somatik embriyo olugumunu saglanustardir. Gutierrez-Pesce vd (1998)
Colt Prunus avium x P. pseudocerasus) ve Mazzard F12/1 (P. aqvium L.) kiraz
anaglaninda bir siirgfine bagh olan transpenik kéklerde olugan procmbriyo ve embriyo
sayisim swrasiyla 3-6 ve 6-12 adet, aynlums transgenik koklerde 1 ve 0 adet olarsk
bildirmiglerdir. Mandegaran vd (1999) Colt anacrnm (Prumus aviem x P.
pseudocerasus) in vitro bitkilerinden aynlmg 10 mm uzunlugundaki kékler tizerinde
ortalama 15 adet ve tam kokler Bizerinde 25 adet somatik embriyo olustugunu
belirlemiglerdir. Tam kéider tizerinde olugan embriyolann gogu direkt, kesilmis kokler
iizerindekiler ise kallustan indirekt olarak meydana gelmistir. Primer somatik
embriyolar 0.33 mg/l BA, 2 mg/l IBA ve 1 mgA 24-D iceren ortama transfer
edildiginde direkt yolla ortalama 2.5 adet/embriyo degierinde sekonder somatik embriyo
meydana getirmigtir. Michalczuk ve Druart (1999) Inmil® kiraz anacimn (Prumus incisa



x serrula "GM9") koklerinden elde ettikleri kallustan somatik embriyolarm olugtufiunu
gozlemisglerdir. Tang vd (2000) &¢ visne (Prumus cerasus 1.) gegidinin agrkta tozlanmug
meyvelerinin olgunlagmamg kotiledonlardan cn yiiksek somatik embriyo olugumunu
Gerema geyidinde %10, Schattenmorelle cesidinde %6.3 oranmda safilanmmglardir. Bu
ortamlarda somatik embriyo sayis: gegitlere gore srasiyla 10 adet (1. alt kaltiirde) ve 8
adet (2. alt killtirde) olarak kaydedilmigtir. Tulecke ve McGranahan (1985), cevizde
(Juglans regia L.) tam gigeklenmedep 7-11 hafta sonra abmen olgunlagmammg
kotiledonlardan %10-33"tniin embriyonik oldugunu belirlemiglerdir. Neuman vd (1993)
cevizde (Juglans nigra L) olgunlasmamis kotiledonlardan hazrlanan 1 em?
buyukiagindeki eksplantlardan tam gigeklenmeden 8-12 hafia sonra %62-80 oraminda
somatik embriyo elde etmiglerdir.

Caligmamizda somatik embriyo olugumu sadece limonda kaydedilmistir. Kaba limonda
kiltiirlerin 12. haftasindan (3. aydan) itibaren ovaryum ve stillerden 5 mg/l BA igeren
ortamlarda embriyolar olusmaya baslanuster (cizelge 4.10, gekil 4.24, 4.25 ve 4.26),
Carimi vd (1994) de gahgmalannda limonda (Citrus limon (L.) Burm.) stilden BA
iceren ortamlarda elde edilen in vitro kalluslardan 2. ve 3. aylarda 680 adet, kontrole ait
kalluslardan 481 adet embriyo olugtugunu bildirmislerdir. Bulgulanimuz, amgtincilarm
bulgular: ile paralellik g8stermektedir. Caligmamizda limonda ovaryumlann %214 ve
stillerin %23.5% somatik embriyo olusturmustur (cizelge 4.10). Carimi vd (1999)
limonda ince hiicre tabakalarindan olugturulan kiltéirlerden (TCL) stigma kiltiirlerinde,
somatik embriyo olugum oranlarim ve miktanm MS ortaminda %12.6 ve 11.7 adet, 500
mg/l malt ekstrakt1 igeren MS (MS 1) ortaminda %17.2 ve 11.1 adet) ve S00 mg/ I malt
ekstrakts ve 3 mg/l BA igeren MS (MS II) ortammda %42.4 ve 31.3 adet; stil TCL
kiiltiirlerinde MS ortammda %3.8 ve 12.5 adet, MS I ortarminda %3.0 ve 15.0 adet ve
MS II ortaminda %5.2 ve 14.0 adet olarak kaydetmislerdir. Bu cahgmada limonda tam
stigmadan MS, MS I ve MS 1I ortamlarinda sirasiyla %26.7, 33.3 ve 73.3, tam stilden
%13.3, 16.7 ve 233 oranlaninda embriyo olugumu saflanmgtr. Fiore vd (2002) de
limonda (C. limon (L.) Burm. cv "Ferminello®) stigma ve stil TCL kiltiirlerinde 3-5 ay
sonra kallus dokusundan somatik embriyolarin meydana geldigini bildirmiglerdir. Stil
TCL kihtiirlerinde embriyo olusumn %0 (2,4-D igeren ortamlarda) ile %16 (4-CPPU
igeren ortamlarda) arasmda degiigmigtir. En iyi sonuglar stigma TCL kiiltfirlerinde ve
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beellikle 1 mgf/l 4-CPPU ilave edilen ortamlarda %24.8 ile elde edilmigtir.
Caligmamizda limonda stigmadan somatik embriye elde edilememigtic. Carimi wd
(1994) de stigmadan embriyo olugmmuna rapor etmemigtir. Oysa Carimi vd (1999)
stigma TCL kiiltirlerinde %11.1-42.4; tam stigmada %26.7-73.3, Fiore vd (2002) ise
stigma TCL kiltiirlerinde %24.8 orammda somatik embriyo elde etmiglerdir. Stile ait
%23.5 orammndaki bulgumuz Carimi vd (1999)nin limonda tam stilden elde ettikleri
%13.3-23.3'T0k oranlarla uyum gGstermektedir. Bu doku ile ilgili olarak Fiore vd
(2002)'nin bulgulan (%0-16) bu somuglarm altindadir. Caligmamizda limonda
ovaryumdan %21 oraninda somatik embriyo olugturulmustur. Oysa Carimi vd (1999)
limonda bu dokudan somatik embriyo olugmadigin bildirmigtir.

Caligmamizda Stanley erik ¢egidi digindaki tiir ve cagitlerde farkh tiplerde kallus
geligimi pozlenmigtir. Armut, ayva ve elmada ovaryum + gigek tablass; kayisi, kiraz,
vigne ve cevizde ovaryum; findikta ctrafindaki yaprak taslaklen: ile birlikte birkag bir
arada kiilttire alman disi ¢igek eksplantlannde ve limonda stigma, stil ve ovaryumdan
kallus olusumu saglamigtir. En yitksek kallus oranlari, ceviz ve limon digmdaki tirlerde
2.4-D uygulamalaninda kaydedilmigtir. Limonda stigmada ve cevizde BA, limonda
ovaryum ve stilde BA ve 2,4-D uygulamalarinda kallus olusumu daha yiiksek oranlarda
meydana gelmigtir,. Cahgmada Ankara armudunda %82.5-100, Ekmek ayvasmda
%22.5-74.5, Gloster clmasmda %54-68.7, Sekerpare kayisismda %47.4-51, Dalbast
kirazznda %40.6-44, Kiitahya vignesinde %628-50, Kaman cevizinde %51-56.5, findikta
%22.6-35.8, limonda %46-100 oranlaninda kallus olusumu saptanmugtr. Bu kallusiar
Avkara armudunda BA uygulamalarmda saydam ve sulu (sekil 4.2 ve 4.4), 2,4-D
uygulamalarmda beyaz ve pamufia benzer yapida (gekil 4.3), Ekmek ayvasmda
yesilimtirak beyaz ve kismen sert yapida (gekil 4.5), Gloster elma gegidinde beyaz-yesil
renkte ve sulu yapida, Sekerpare kayisisinda beyaz-kahverengimsi ve ynmugak yapida,
Dalbmhkhamdabeyazrenhe,ymmxsakveswﬂu,mevizindgveﬁn&kta
kahverengi yumugak yapida, Kara limonda 2,4-D uygulamalannda beyaz-yesilimsi
renkte, sert ve cams: yapida, BA uygulamalarmda ise krem-kahve renginde, yumugak ve
sulu yapida olduklan gdzlenmistir (gekil 4.20). Literatirde bu tirlerde disi organ
dokulanindan geligen kalluslann yap: ve oranlan konusunda sadece limonlarda bulguya
rastlanmmgtir. Carimi vd (1994), lononda (Citrus limon (L) Burm.) stilden kontrol, 2,4-



D ve BA uygulamalarmdan %33.6-84.03 ve Carimi vd (1999) BA bulunan ve
bulunmayan ortamlarda stil TCL kiiltiirlerinde %%70.5-88 oranlarmda kallus olugumu
elde etmiglerdir. Cahgmamzda stilden kontrol, 2,4-D ve BA uwygnlamalannda %40-100
oraninda. kallus elde edilmigtir. Bo bulgular arastircilann bulgplan ile paralellik
gbstermektedir. Carimi vd (1999) BA bulunan ve bulunmayan ortamlarda stigma ve
ovaryum ince hiicre tabaka (TCL) kitltirlerinde sirastyla 9683.3-96.6 ve %80.6-98.5
oranlaninda kallus olusumu saglamglardir. Cabigmammzda bu dokulardan elde edilen
degerler swasiyla %11-46 ve %54-100 arasmda bulunmustur. Bu degerlerden stigma
i¢in olanlar Carimi vd (1999)'nin bulgularmdan daha diigtiktir.

Somatik embriyo olusumu agisindan eksplantlardan elde edilen kalluslarm embriyonik
karakterde olmasi gerckmektedir. Caligmamizda sadece limon tiriinde direkt ya da
indirekt yolla 5 mg/l BA. vygulamasmdan somatik embrivo oluyamu meydana gelmigtir.
Dolayisiyla bulgularmiz  yitksek dozda uygulanan BA'nin embriyonik kallus
olusturdugunu gdstermektedir. Benzer gekilde Carimi vd (1997) de kegi boynuzunda
(Ceratonia siliqua L.) 20-25 mm uzunlufundaki kiigiik baklalardan aynlan dollenmis
ovullerden, 3 mg/l BA iceren MS ortaminda embriyonik kallus elde edildigini
bildirmistir. Aym sekilde Carimi vd (1994), limonda (Cifrus limon (L.} Butm.} siilden
somatik embriyo olusumu konusunda yaptiklar: ¢aligmada BA iceren ortamlardan elde
edilen in vifro kalluslarden ikinci ve figiincd aylarda 680 adet, kontrole ait kalluslardan
481 adet embriyo olugtufonu, ancak 24-D uypulamasmdan elde edilen katlus
dokularmdan embriyo olugmnunun gergeklegmedigini belirtmigtir. Carimi vd (1995) de
C. sinemensis (L.) Osb. ¢v Sanguinello ¢egidinde en yiksek somatik embriyo
olusumumn (128.1 adet) BA igeren ortamlardan elde edilen kallustan meydana
geldigini ifade etmiglerdir. Carimi vd (1999) farkh Citrus tiderinde stigma, stil ve
ovaryumun ince hilcre tabakalarmdan en fazla somatik embriyo olusumunu C. tardiva
diginda BA uygulanan kiiltiirlerden saglarmglardir. Fiore vd (2002) ise Citrus tirlerinde
stigma ve stil dokularmm ince tabakalar halinde kesildigi kiltirlerde somatik embriyo
oluyumu tizerine 2.4-D ve 4-CPPU (N-2-chioro-4-pyridyl)-N'-phenylurea)nun etkilerini
aragtrnuglardir. Kiltirlerde 3-5 ay sonra kallus dokusundan somatik embriyolarin
meydana geldiji gbrilmigti. C. limon'da stil TCL kiltirlerinde embriyo oluyumu %0
(2,4-D igeren ortamlarda) ile %16 (4-CPPU igeren ortamlarda) arasmnda defigmistir.

49



Somatik embriyo olugturma potansiyeli daha yiksek bulunan limonda en iyi sonuglar
stigma TCL kiilidrlerinde ve zellikle 1 mg/l 4-CPPU fave edilen ortamiarda %24.8 ile
elde edilmigtir. Genellikle Citrus tiirlerinde 8zellikle BA uygalamalanmn embriyonik
kallus oluyumunda etkili otdugu goratmektedir.

Sonug olarak, farkh meyve tiderinin disi organ dokularmdan somatik embriyo
olugturma potansiyellerinin incelendigi bu cahismada sadece limon titriinde basan elde
edilmigtir. Bununla birlikte erik digindaki thm tirlerde kallus olugurnu saglanmmstir,
lleriki agamada bu kalluslanm embriyonik dzellikie olup olmadifn yontiyle ayrmtih
cahsmalarn yapdmasi somatik embriyo eldesi glic olan bu tirler agisindan Snem
tasimaktadir,
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