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OZET

HIYAR (Cucumis sativus L.) BITKISININ DOKU KULTURUNDE SOMATIK
EMBRiIYOGENEZ VE ORGANOGENEZ YONTEMLERI iLE URETIMi

AVAS, Burhan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Musa TURKER
Mayis 2013, 50 sayfa

Tohumlar laboratuvarda 1 litrelik kavanozlarda steril hazir ortamlarda ¢imlendirilerek,
kotiledon, hipokotil, yaprak, yaprak sapi, eksplant olarak alinarak Biiylimeyi Diizenleyici
Maddelerle desteklenmis MS, SH ve BS5 ortamlarina ekilmistir. NAA ve 2.4-D ile
desteklenmis MS ortaminda hipokotil eksplantindan embriyogenik kallus elde edilmistir.
BAP, IAA ve NAA ile desteklenmis ortamlarda yaprak, hipokotil ve kotiledon Oncelikle
organogenik kallus elde edilmistir. Organogenik kalluslardan adventif kok primordiyumlari,
daha sonra siirgiin ve kok gelisimi saglanmistir. Somatik embriyogenez ¢aligmalari i¢in en iyi
sonuglar, 1-2 mg/l NAA ile desteklenmis MS ortaminda hipokotil eksplantindan elde
edilmistir. Organogenez i¢in ise en iyi sonuclar 0,5 mg/l BAP ve IAA ile desteklenmis MS
ortaminda kotiledon eksplsntindan elde edilmistir. Embryogenik kalluslar sivi ortamlara
transfer edilerek proembriyo, globular, kalp, torpedo sekillerindeki embriyo onciilleri ve daha

sonra olgun embriyolar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Somatik embriyogenez, organogenez, hiyar



ABSTRACT

SOMATIC EMBRYOGENESIS AND ORGANOGENESIS STUDIES ON CUCUMBER
(Cucumis sativus L.) PLANT

AVAS, Burhan
Msc Thesis, Biological Science
Supervisior; Assoc. Prof. Musa TURKER
May 2013, 50 Pages

Seeds of Cucumber (Cucumis sativus L.) plant were surface sterilised and incubated in
sterile ready made media. Seedlings were grown in 1 | jars. Hypocotyl, cotyledone, leaf and
petiol, nod, shoot tip explants were excised from seedlings and incubated in MS, SH, B5
media supplemented with Plant Growth Regulators (PGRs). Embryogenic callus was
produced from hypocotyl explant in MS medium supplemented with NAA and 2,4-D. At the
beginning BAP produced callus. Later organogenic root and shoot were grown from callus.
Later Adventitious root primordium was appeared from callus and adventitious shoot and root
were grown from explant. The best conditions for somatic embriyogenesis is; MS medium
supplemented with 1-2 mg/l NAA with hypocotyl explant. For organogenesis, MS medium
supplemented with 0,5 mg/l BAP and IAA from cotyledone. Embryogenic calli were
transferred to liquid medium and proembriyo, globular, heart, torpedo and mature embriyo

were provided from liquid medium.

Keywords: Somatic embryogenesis, organogenesis, cucumber.



ON SOz

Artan niifusa karsin azalan ekim alanlar1 bilim insanlarini ¢evre sartlarina bagl
kalmadan laboratuar ortaminda az bir mekanda, diigiikk maliyette ve bol miktarda iiriin
elde etmeye yoneltmistir. Ayrica dogal ortamda ¢ogalma zorluguna maruz kalan veya
nesli tilkkenmek {izere olan ekonomik degeri yiiksek bitkiler doku kiiltiirii ile
cogaltilmaktadir.

Hiicresel diizeyde genetigi degistirilmis veya molekiiler olarak islah edilmis
tirlerin rejenerasyonu yine doku kiiltlirtine ihtiyag duyar. Bitki doku kiiltiiriinde
dogrudan klonal {retim, organogenez, somatik embriyogenez gibi yOntemler
kullanilarak bitkiler rejenere edilir.

Bu ¢ahisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Biyoloji Boliimii laboratuarinda
gerceklestirilmis ve eksplantlar iklim dolabinda inkiibe edilmistir. Teknolojik ve
ekonomik 6nemi oldukca popiiler olan bu ¢aligmalarda daha 1yi sonuglar elde edebilmek
icin modern iklim dolaplarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismanm her asamasinda bilgi birikimi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren,
maddi ve manevi olarak yardimlarini esirgemeyen degerli hocam, Dog¢. Dr. Musa
TURKER’e ve bitkinin teshisinde yardimci1 olan Botanik Anabilim Dali 6gretim iiyesi
saym Yrd. Dog. Dr. Fevzi OZGOKCE hocama tesekkiirlerimi sunarim.

Hiyar, tohumlarinin temin edilmesinde yardimci olan, gegitboyu koyiinden
Burhan ZEYREK e, calismalarimi beraber yiiriittiigiim tez arkadasim Ali ihsan Nazif
AGITOGLU na, ¢alismalarimda yardimlarin1 esirgemeyen Aras. Gér. Omer BINGOL e

ve bana her tiirlii manevi destek veren aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinya niifusu beslenmesinde en ¢ok kullanilan yaklasik 30 bitki grubu iginde en
onemlileri tahillar, endiistri bitkileri, sebzeler, meyveler ve baklagillerdir. Bununla
beraber diinya florasinda 3000 tiiriin besin degerine sahip oldugu bildirilmektedir
(Babaoglu, 1998).

Cucurbitacea (kabakgiller) familyas1 118-122 cins ve yaklagik 900 tiir igerir ve
sebzeler i¢cinde 6nemli bir yere sahiptir (Simpson, 2012).

Hiyarin sistematikteki yeri soyledir.
Kingdom : Plantae

Subkingdom: Tracheobiphyta
Divisio: Magnoliophyta

Classis : Magnoliopsida
Subclassis: Dilleniidae

Ordu : Cucurbitales

Familya : Cucurbitaceae

Genus : Cucumis

Species : Cucumis sativus L.

Diisiik kalorisi (100 g” da 12 kalori), lezzeti, aromasi ve hos kokusuyla herkesin
ozelliklede diyet yapanlarin gozdesidir. Taze olarak tiiketildigi gibi, tursu yapilarak
besin sanayinde, degisik sekillerde islenerek kozmetik sanayinde kullanilan hiyarin disi
cicekleri Japonya’da siisleme amagli kullanilir. Giineydogu Asya’da yapragi salata
olarak ve pisirilerek tiiketilir ( Anonim, 2007).

Tirkiye’de 35 yil 6nce baslayan bitki biyoteknolojisi ¢alismalari, baglangigta
doku kiiltiirleri iizerinde yogunlasmis, son 10 yilda da molekiiler biyoloji ve molekiiler
genetik teknikleri ile biitlinlesmeye baslamistir. Bu arastirmalarda viriissiiz meyve ve
asma fidami iretimi, dihaploid hatlarin iiretimi ile 1slah siiresinin kisaltilmasi ve
hastaliklara dayanikl cesitlerin gelistirilmesi, kisa siirede ¢ok verim elde etme gibi
konularda pratik sonuglar elde edilmistir (Babaoglu ve ark., 2001). Doku ve organ
kiiltiirleri ayn1 zamanda genetik manipiilasyonlara da imkéin saglayan ortamlardir.
Kiiltiir ortamlarinda bitki tiretimi, yani mikrogogaltim yontemlerinden en yaygin

olanlart;



- Adventif siirgiin rejenerasyonu
- Organogenez

- Somatik Embriyogenez’dir.

1.1. Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

Bitkilerden izole edilmis bir siirgiin, kok, yaprak, ¢icek, hatta organize olmamis
kallus gibi dokulardan biitiin bir bitki rejenere edilebilir (Géniilsen, 1987). In vitro’da
hiicre ve dokulardan siirgiin rejenerasyonunu basarabilmek i¢in uygun eksplantin
secilmesi, biiylimede aktif maddeleri iceren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel
¢evre kosullarinin uygun olmasi gerekmektedir (Murashige, 1974; Evans ve Reed,1981;
Ammirato, 1983).

Doku kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan temel ortam, Murashige ve Skoog (1962)’ un
gelistirdigi besin ortamudir.

Besin ortamina eklenen biiyiimeyi diizenleyici maddelerde bitki rejenerasyonuna
etki eden dnemli faktorlerdendir. Genellikle yiiksek oranda Indol -3- asetik asit (1AA),
Indol -3- biitirik asit (IBA), Naftalen asetik asit (NAA), 2,4-Dikloro fenoksi asetik asit
(2,4-D) gibi oksin grubu hormonlarin kallus gelisimini, sitokininlerin ise adventif
slirgiin rejenerasyonunu tesvik ettigi bilinmektedir (Miller ve Skoog, 1953; Paulet,
1965; Nitsch, 1968).

Kallus diizensiz boliinen, organize olmamis hiicreler kiimesidir (Gamborg ve
Shyluk, 1981).

Bitki hiicre ve kallus dokularindan in vitro adventif siirgiin rejenerasyonu,

organogenez ve somatik embriyogenez olmak tizere iki sekilde gergeklesir.

1.1.1. Organogenez

Normal bir bitkinin tohumunu olusturan hiicreler, biiylime ve farklilasma
gecirerek kok, govde, yaprak gibi bitkinin farkli organlarini olusturur. Farkli hiicre
tiplerinin ortaya ¢ikmasma yol agan bu degisiklikler bitkinin normal hayat dongiisii

boyunca devam eder.



Doku kiiltiirii ortaminda ise hiicrelerin bdliinmeleri sonucunda ya dogrudan
adventif siirgiin veya kok (direkt organogenez) ya da hiicreler yigini olan kallus olusur.
Bu kallustan ise siirgiin veya kok meydana gelir (indirekt organogenez) (Giirel, 1997).
Indirekt organogenezde eksplant belirli bir form ve polaritesi olmayan hiicre
yigmlarmin (kallus) olugmasi i¢in uyarilir. Daha sonra bu kallus iizerinde meristematik
bir merkez ve ardindan siirgiin ya da kok olusumu goézlenir. Direkt organogenezde ise
hi¢ kallus gelisimi olmadan silirgin olusumu go6zlenir. Organogenez hiicre ve
dokulardan yeni bir bitki olugsmasmi sagladigi icin generatif yollardan ¢ogaltilmas: zor

bitki tiirlerinin ¢cogaltilmasini saglar.

1.1.2. Somatik embriyogenez

Somatik hiicrelerden elde edilen embriyolara somatik embriyo, adventif embriyo
veya vejetatif embriyo adi verilir. Somatik embriyolarin gelisimi de zigotik
embriyolarin gelisimine benzer. Somatik embriyogenez i¢in degisik bitki kisimlari
kullanilir. Ozellikle olgunlasmamis zigotik embriyolar basta olmak iizere cigek
kisimlari, anter, polen ve endospor dokularinin somatik embriyogenez i¢in bir baslangi¢
oldugu bildirilmistir (Sharp ve ark., 1983; Pierik, 1987; Er ve Canpolat, 1992).

Somatik embriyogenez de direkt ve indirekt olmak tiizere iki tipte olusur. (Sharp
ve ark., 1983). Direkt somatik embriyogenezde somatik embriyolar hiicre ya da
dokudan ara bir kallus olusturmadan gelisirler. Bu tip embriyogenez genellikle bitkilerin
govde ve epidermal hiicreleri eksplant olarak kullanildiginda gorilir (Pierik, 1987).
Indirekt somatik embriyogenez ise kiiltiire alinan protoplast ya da eksplantlardan dnce
kallus olusumu gozlenir, ardindan kalluslar iizerinde embriyoidler olusur. Embriyo ve
embriyoidler tek hiicreden gelisebildigi gibi hiicre gruplarindan da gelisebilir (Evans ve
ark., 1981). Somatik embriyogenezin tesviki igin Oncelikle hiicre veya eksplantlar
yiiksek oksin igeren (genellikle 2,4-D) besin ortaminda kiiltiire alinirlar. Daha sonra da

oksin icermeyen ortama aktarilirlar.



1.1.3. Bitki doku kiiltiirlerinin uygulama alanlar

Modern tarimda en fazla 150 bitki tiiriiniin tarimmin yapildig1 ve bunlarin
iyilestirilmesinde klasik yontemlerin smirina gelindigi diisiiniiliirse, bitki doku kiltiirii
tekniklerinin siiratle gelistirilmesi ve uygulanmasinin 6nemi daha iyi anlasilmaktadir.
Bitki doku kiiltiirliniin en dnemli etkisi ve uygulama alani1 mikrogogaltim ve bitkilerin
hiicre bazinda kontrollii olarak ¢ogaltilmasidir. Bu yontemle; soguga, kuraga, tuza, agir
metallere, herbisitlere, hastalik ve zararlilara dayanikli bitkiler yetistirilmektedir
(Babaoglu ve ark., 2001).

Ayrica besin olarak kullanilan bitkilerin raf dmriiniin uzatilmasi, depolamaya
dayanikli olma, kesme ¢iceklerde vazo dmriiniin uzatilmasi, patojensiz bitki elde etmede
meristematik  hiicrelerin  kullanim1  gibi konularda doku kiiltiiri c¢alismalar1
yapilmaktadir. Bu  hiicreler  kullanilarak, somatik  melezlemeler  yoluyla;
a) Sitoplazmik erkisirligin aktarilmasi ve hibrit 1slahinda kullanima,

b) Farkli ¢igek renklerinin elde edilmesi,

¢) Azot fiksasyonu 0zelliginin baklagil olmayanlara aktarilmasi (6zellikle tahillar ve ¢ok
yilliklar),

d) Kombine bitkilerin eldesi (Pomato veya Tomapo= domates patates melezi),

e) Triploid bitki eldesi, bitkilerde yag ve seker oranmin arttirilmasi caligmalari
yapilabilir.

Doku kiiltiiriine uygun olmayan fakat ekonomik degeri yliksek olan tiir, ¢esit
veya biyotiplerde doku kiiltiirtine uygunlugu saglayan genlerin klasik 1slah metotlar1 ile
aktarilmasi, doku kiiltiirii tekniklerini uygulayarak in vitro maniplasyon yapilmasi,
hiicre kiiltiirleri veya transgenik bitkiler ile cesitli endiistriyel enzimlerin iiretimi,
somatik embriyogenez yoluyla sentetik tohum iiretimi, 6zellikle ¢cayir-mera alanlarinda
kurakliga dayanikli bitki tohumlarimin ¢ogaltilmasi, asimbiyotik in vitro ¢imlendirme,
tohum ve fide liretimi (patateste minitiiber iiretimi vb.), hibrit tohumlarda genotip
bozulmadan vegetatif yollarla fide eldesi, yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya olan bitki
tirlerinin doku kiiltiirii ile korunarak ¢ogaltilmas1 ve Tiirkiye’de hiicre ve doku
bankalarmnin kurulmasi, ev imkanlar1 ile “evde doku kiiltiirii” ¢caligmalarmmimn yapilmaya
baslanmasi gibi konularin hepsi doku kiiltiiriiniin gelecekte etkili olacagi alanlar olarak

gozitkmektedir (Babaoglu ve ark., 2001).



Ik topraksiz iiretim sekli olan hidrofonikler (sulu ¢dzeltiler icinde bitkilerin
topraksiz ortamlarda yetistirilmesi), tiim bir bitkinin laboratuarda tam olarak formiile
edilmis besin ortamlarinda yetistirilebilmesi diisiincesini ve daha sonra da bitki
organlarnin benzer sekilde kiiltiire almabilmesi fikrini dogurmustur. Bu yolda en
onemli adimlardan birisi besin ortamlarinin gelistirilmesi ve tamamen aseptik sartlarda
doku kiiltiirinde kullanilmasidir. Ayrica zaman i¢inde ¢alismalarin organ ve doku gibi
daha biiyiik parcalardan tek hiicre kiiltiiriine dogru yoneldigi goriilmektedir. Bunun
sonucunda, 1983 yilinda bitkilere ilk gen transferi gerceklesmistir. Bu transferin
gergeklestirilmesinde doku kiiltiiriiniin kullanilmasi gerekli olmustur. Giiniimiizde bitki

doku kiiltiirleri bir ¢ok alanda uygulanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001).

1.1.4. Bitki doku kiiltiirii ile yapilmis ¢alismalar

Babaoglu ve ark., 2001 tarihinde bildirdigine goére bitki doku kiiltiirii ile yapilmis
calismalar agagidaki gibi siralanmistir.
. Tiirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii
. Haploid bitki {iretiminde anter (polen) ve yumurtalik (oviil) kiiltiiri
. Somaklonal varyasyon
. In vitro seleksiyon
. In vitro dollenme
. Invitro germplazm muhafazasi
. Somatik hiicre melezlemesi (protoplast flizyonu)

. Gen transferi
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. Hastaliks1z bitki elde edilmesinde meristem kiiltiirii
10. Mikrogogaltim
11. Sentetik tohum tiiretimi (somatik embriyolar)
12. Sekonder metabolit tiretimi (kallus-hiicre siispansiyonlar1)
13. Kimeralar
Kiiltlir yontemi ile hiicreler uzun bir siire farklilasmamis hiicre kiimeleri veya
rejenere olmus tam bitkiler seklinde korunabilmektedirler. Doku kiiltiirii ¢aligmalart
sirasinda olugan kallus hiicreleri ergin bitki hiicrelerine benzememektedirler. Bitki

gelismesi sirasinda her biri farkli hiicrelere doniisen, farklilasmamis meristematik



hiicrelere ¢ok benzerler. Kallus farklilasma ve biiyiime farkliligi gosteren diizensiz
hiicre kiimesidir. Besiyerinde yapilan degisiklikler ile tiim bitkiye yeniden
farklilagabilme yetenegi kazandirilabilir. Bitkinin diger kisimlarinin farklilasirken bazi
bolgelerinin meristematik olarak kaldigi, sertlesmenin (sklerifikasyonun) zamanla doku
parcalarinin ayr1 ayr1 6lmesine neden oldugu belirtilmistir (Collin ve Edwards, 1998).

1941 yilinda kallus kiiltliri i¢in yeni bir bilesen olarak hindistan cevizi siitii
bulunmustur. Hindistan cevizi siitii siv1 bir endospermadir. Dogal olarak hiicrelere besin
saglar ve ayni zamanda embriyoyu biliylimek i¢in uyarir. Kallus kiiltiirlerinden elde
edilen sonuglar, ayn1 zamanda yabanc1 hiicrelerin de biiyiimesini uyaran aktif bilesenler
icerdigini gostermistir (Chang ve Chang, 1998).

Son 25 yil icerisinde ekonomik degeri yliksek olan bitkilerin doku kiiltiirii ile
laboratuar ortaminda iiretimi gergeklestirilebilmektedir. Bu ¢aligmalarda goze carpan
bitkiler arasinda sebzeler dikkat ¢ekmektedir. Artan niifus ile birlikte ekim alanlarinin
azalmasi bilim insanlarin1 daha kisa yoldan iiriin elde etmeye yoneltmistir. Bu
caligmalarin ¢ogu ekonomik degere sahip ya da nesli tilkenmekte olan bitkiler {izerine
yogunlagmistir. Bu ¢alismada ekonomik degeri yiiksek bdlgesel olarak iiretimi disinda
iiretimi yapilmayan ve nesli tiikkenmekte olan Beyaz Hiyar’in laboratuar ortaminda doku
kiiltlirii yontemlerinden organogenez ve somatik embriyogenez yontemleri kullanilarak

cogaltimi gerceklestirilmeye ¢aligilmistir.



2. KAYNAK BIiLDIiRISLERI

Doku kiiltiirlinde bitki rejenerasyonu nesli tiikenmekte olan bitkilerin
laboratuvar ortaminda tiretilmesi i¢in olduk¢a cazip ve giincel bir yontemdir. Bu yontem
ayrica ekonomik oneme sahip bitkilerin daha hizli, bol ve kisa siirede verimli {iretimi,
ireme giighiigii olan bitkilerin iiretimi, bitkilerdeki 6nemli metabolitlerin endiistriyel
boyutta iiretimi i¢in de kullanilmaktadir. Doku kiiltiiriinde bitki iiretimini etkileyen
faktorlerin basinda ortamda kullanilan biiyiimeyi diizenleyici maddeler (BDM)
gelmektedir. BDM’ler hem kallus olusumunda hem de adventif siirglin ve kok
rejenerasyonunda oldukg¢a 6nemlidir.

Doku kiiltiiriinde bitki rejenerasyonunda once kallus elde etmek, kallustan
fidelerin ve embriyonun rejenerasyonu i¢in bir basamaktir.

Tropikal misir genotiplerinde, bitki rejenerasyonu ve kallus iiretimi ile 113 adet
dogal misir tiiriiniin tropikal kosullara uyumlar1 incelenmistir. Glimiis nitrat kullanilarak
hazirlanan besiyerlerinde gelisen hiicre siralarinin 42’sinden bitki rejenerasyonu ve
kallus tretimi basarilmistir. Bunlardan 48 tanesinde kallus olusturma ve bitki
rejenerasyonunun yiiksek kapasitede oldugu saptanmustir (Carvalho ve ark., 1997).

Bir bagka c¢alismada bugday bitkisinin 3 wrkinda rejenere Dbitkileri
degerlendirilmis ve bugday kiiltiirlerinin, doku kiiltiiriine yanitlar1 karsilastirilmstir. Ug
bugday genotipinin (Bakhtawar-92, Punjab-96 ve Ingilab-91) kallus olusturma
potansiyelleri ve bunlarm degisik bilesenler igeren besiyerinde rejenerasyonlari test
edilmistir. Bakhtawar-92’nin kallus indiiksiyonuna en ¢ok karsilik veren genotip oldugu
bildirilmistir. (Farooq ve ark., 2004).

Triticum  turgidum Desf. Kkiiltiirlerinin ~ olgun  embriyolarindan  bitki
rejenerasyonu, genotip ve Kkiiltiir besiyerinin kallus olusumuna etkisi incelenmistir.
Calisgmada 12 bugday bitkisinin in vitro doku kiiltiiriine verdigi yanitlar
degerlendirilmistir. Dort farkli MS besiyerinde, zigotik olgun embriyolarda, kallus
olusumu degerlendirilmistir. Her bir genotip ve besiyeri tipine gore kallus olusturma
oranlar1 incelenmistir. Kallusun, her bitki tiirline gore kompakt, embriyonik, yumusak
veya sulu oldugu bulunmustur. Bu oranlarin genotip ve besiyerine bagh olarak %54 ve

%100 arasinda oldugu ag¢iklanmistir. Besiyeri igerigi ve genotipe bagl olarak, yumusak



kallusla kiyaslandiginda, sert bir kallustan bitkilerin rejenerasyonunun daha fazla
gerceklestigi aciklanmistir. En iyi sert kallus olusumu veren ve bitki rejenerasyonun en
iyi sekilde gergeklestigi modifiye edilmis farkli MS tiirevlerin oldugu ifade edilmistir.
(Gonzalez ve ark., 2001).

Domates (Lycopersicon esculentum L., c.v. Roma) in vitro fidelerinin degisik
eksplantlar1 kullanilarak rejenerasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Kallus indiiksiyonu ve
rejenerasyon i¢in eksplant olarak, domatesin hipokotilleri ve yaprak diskleri
kullanilmugtir. Farkli biiyiime diizenleyicileri kullanildiginda, domatesin yaprak diskleri
ve hipokotillerinin kiiltiire farkli yanitlar verdigi goriilmiistiir (Chaudhry ve ark., 2004).

Sanchez-Donaire ve ark,. (2000) tarafindan Cucurbitaceae familyas1 iiyesi 16
karpuz genotipinde rejenerasyonu arastirilmistir. Arastiricilar in vitro kiiltiirde, 4-6 hafta
sonra genotip basina eksplant sayisi ile kallus olusturan eksplant sayisi, rejeneratif
potansiyele sahip yapidaki eksplantlarin sayisi, siirgiin veren eksplantlarin sayisini tespit
etmislerdir. Cimlenmeden 5 giin sonra alinan eksplantlarda % 71.4 oraninda,
tozlanmadan 28 giin sonra alinan eksplantlarda ise % 100 oraninda rejenerasyon elde
etmislerdir.

Bitki rejenerasyonu i¢in bitkinin genotipi 6nemli olmakla beraber eksplant tipi
de 6nemli yer tutar eksplant tipi ilgili yapilmig bir ¢ok ¢alisma mevcuttur.

Han ve ark., (2004) tarafindan in vitro kosullarda g¢imlendirilen su kabagi
(Lagenaria siceraria Standl.) fidelerinin kotiledonlarini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada,
organogenez Yyoluyla, etkili bir rejenerasyon sistemi belirtilmistir. Calismalarinda, 6
farkli genotip (Partner, New, FR-OK, FR-Dantes, G5), BDM olarak ise BA, NAA ya
da IAA, ayn1 zamanda bir etilen inhibit6rii olan AgNO3’linde etkisini arastirmiglardir.
En uygun rejenerasyonun 4-giin-yasli fidelerin 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
kosullarda 3 mg/l BA ve 0.5 mg/l AgNO3 kullanildiginda elde edildigi belirlenmistir.

Chee (1991), Cucurbita pepo L., cv. YC 60’in doku Kkiiltiiriinde bitki
rejenerasyonunu incelemis ve c¢alisma sonuclarinda, rejenere bitkilerin, morfolojik
olarak normal goriindiiglinii ve iremenin normal oldugunu gdsteren tohumlar ile
meyveler olustugunu agiklamistir.

Abriea ve Staden (2001), Cucurbitaceae’nin bes kiiltiiriinde kok rejenerasyon
yontemleri arastirilmigtir. Kotiledon eksplantlarinda, kiiltiir besiyerindeki 6-Benzil

adenin (BA), kinetin, izopentil adenin (IP) ve Indol asetik asit (IAA) igeren Thidiazuran



(TDZ) kombinasyonlarinin kok rejenerasyonlarina etkileri test edilmistir. Kiiltiir
yapmak i¢in, C. maxima cv. A-line, C.maxima cv. Chicago Warted ve C. pepo cv. Rolet
kullanilmistir. Uygulamalarin higbirinde kok olusmadigi goriilmiistiir. Ancak C.
maxima cv. Chicago Warted eksplantlarinda somatik embriyolar olusmustur. Cucumis
melo cv. Hales Best 36’da rejenerasyon yeteneginin yiiksek oldugu ve sitokinin igeren
her konsantrasyonda kok olusumu gozlendigi agiklanmastir.

Cucurbitaceae familyas tiirlerinde rejenerasyonla ilgili ilk bilgi kavunda Abak
ve Dumas de Vaulx (1980) tarafindan verilmistir. Arastiricilar, kavunda hipokotil ve
cicek saplarini eksplant olarak kullanarak kallus, daha sonra da kallustan siirgiin
uyartimina ¢alismiglardir. Arastirmada MS temel besin ortamina kinetin ve NAA ilave
edilerek kallus ve bu kalluslardan da iki hafta i¢inde siirgiin olusturulmustur.

Moreno ve ark. (1985), tarafindan 11-13 giinliik kavun fidelerinin kotiledon ve
hipokotil eksplantlarmi, IAA ve kinetin igeren ortamlarda kiiltiire alarak rejenerasyon
yeteneklerini incelemisler, eksplant kaynag1 ve kiiltlir ortami kosullarina bagh olarak,
kavun dokularinin hem organogenez hem de embriyogenez yoluyla morfogeneze
ugrayabildigini gozlemislerdir.

Trulson ve Shahin (1986) tarafindan hiyar bitkisinde yapilmis olan in vitro
rejenerasyon c¢alismasinda, ‘Straight Eight’cesidine ait 5 giinliik fidelerin kotiledonlar1
ve kokleri eksplant kaynagi olarak kullanilirken; kotiledon diskleri ve kok pargalari
embriyo gelisimini uyarmak amaci ile 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BAP
iceren yar1 kat1 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kotiledon eksplantlarinda sarims: yesil
embriyolarin olustugu goézlenirken k6k dokusunda embriyo uyartimi 3-4 hafta sonra
belirlenmistir.

Wehner ve Locy (1981) tarafindan hiyarin rejenerasyonu ile ilgili ilk
calismalardan birisi yapilmstir. 85 ¢eside ait 7 giinliik fidelerden kotiledon ve hipokotil
eksplantlar: alinarak 1 mg/l BA ve 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda 45 giin kiiltiire
alinmistir. Her bir kallus pargasindan gozlenebilen siirgiin ve kok sayis1 kaydedilmistir.
Hipokotil dokusundan siirgiin olusumu gozlenmezken, kotiledon dokusundan % 33
oraninda siirgiin gelisimi gézlenmistir.

Novak ve Dolezelova (1982), 5 farkli hiyar gesidinin in vitro doku kiiltiiriinde
biiylime ve farklilasmasi iizerine hormon etkisini arastirmiglardir. 8 giinliik fidelerin
kotiledonlarindan kallus dokusu olusturmak iizere IAA, BAP, NAA, Kinetin ve 2,4-D
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hormonlarinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlari ile karanlik ve aydinlk
denemesi uygulanmistir. 1AA uygulamasinin gerek karanlik gerekse aydinlik ortamda
yalniz kok olusturdugu, uzun siireli kallus olusumunda en uygun NAA ve BAP
kombinasyonunun oldugu, diisik NAA ve BAP konsantrasyonlarinda kdk ve siirgiin
olusumunun meydana geldigi bildirilmistir.

Selveraj N. ve ark., (2007) tarafindan yapilan ¢aligmada hiyar bitkisinde
organogenez incelenmistir. Bes gilinlilk kotiledon eksplantlarinda yaklasik %86.2
oraninda organogenik Kkalluslar elde edilmistir. Adventif siirgiin olusumu igin
organogenik kalluslar NAA (1.34 uM), BAP (8.88 uM), Zeatin (0.91 uM) ve L-
glutamin ile birlikte MS ortamma 20 giin araliklarla aktarilmis ve %75.6 oraninda
stirglin ¢ogaltim1 meydana geldigi rapor edilmistir.

Usman Muhammed ve ark. (2011), hiyar yapraklarinda somatik embriyogenez
ve silirgiin rejenerasyonu baslatmiglardir. MS ortamina 2,4-D (2mg/l), NAA ve BAP
(1.5mg/l) eklenerek yaprak disklerinde maksimum kallus baslangici %94.16 ve %76
oraninda gdzlemlenmistir. Sirasiyla, kotiledon eksplantinda maksimum kallus %77
oraninda 4.0 mg/l BAP + 0.75 mg/l NAA destegi ile basarilmistir. Kallus baslangici en
iist seviyede 2,4-D (5mg/l) yaprak disklerinden elde edilmistir.

Selveraj ve ark., (2006) hiyarda in vitro organogenez olusumunu incelemis,
hipokotil eksplantindan organogenez basarilmistir. 7 giinliik hipokotil eksplantlar1t MS
ortamina 87.64 uM sukroz, %0.8 Agar, 2,4-D (3.62 uM) ve BAP ( 2.22 uM) ile birlikte
eklenerek kallus baslangici saglanmustir.

Doku kiiltiiriinii etkileyen faktorler géz oniine alindiginda bitkinin genotipi yada
eksplant kaynagmin disinda kullanilan BDM’lerde 6nemli dlgiide etki etmektedir.

Raharjo ve Punja, 1993’te tursuluk hiyardan embriyogenik siispansiyon
kiiltiirlerinde fidan rejenerasyonunu arastirmislardir. Yaprak sapi eksplantinda olusan
Embriyogenik kalluslar 2,4-D (5 uM) ve BAP (5 uM) ile desteklenmis MS ortaminda
embriyogenik silispansiyon kiiltiirline alinmis bu silispansiyon kiiltiirlerini muhafaza
etmek i¢in ¢esitli BDM’ler (2,4-D (1 uM) ve BAP (1 uM)) ile desteklenmis MS ortami
kullanilmistir. Olusan sar1 kirillgan kalluslar daha sonra alt kiiltiirlere alinarak cesitli
konsantrasyonlarda oksin ve sitokinin etkileri arastirilmistir. En yiiksek siirgiin ve fide
rejenerasyonu NAA/BAP ile desteklenmis MS ortaminda konsantrasyon olarak da 2/1

ve 1/1 olarak elde edilmistir.
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Gambley ve Dodd (1990), tarafindan kotiledon eksplantlarindan rejenerasyon
elde etmek amaciyla, farkl sitokininler (BAP, kinetin, Izopentil adenin (2iP)) ve
oksinler (IAA ve NAA ) denemislerdir. Tiim sitokininlerden siirgiin elde edilmesine
ragmen en uygun sitokininin Kinetin (2 mg/l) oldugu tespit edilmis ve eksplant
biiyiikliigii denemesinde yine bu hormon kullanilmistir. Oksin varliginda, kallus
olusumu go6zlenirken, siirgiin gelisimi saptanamamistir. Eksplantlar kiiglik pargalara
kesilerek kiiltiire alindiginda, eksplant iizerinde gelisen siirgiin sayisinin  arttigi
bildirilmistir.

Urbanek ve ark., (2005) tarafindan Styrian Kabagi’nda (C. pepo L.subsp. Pepo
var. Styriaca Greb.) rejenerasyon somatik embriyogenez yoluyla basarilmistir. Styrian
kabaginm kotiledon eksplantlarindan, 16.11 pM NAA ve 4.44 uM Naftelen biitirik asit
(NBA) veya 26.85 uM NAA ve 13.32 uM NBA igeren sivi MS besiyeri kullanilarak,
somatik embriyo olusumu saglanmustir. Besiyerine 26.85 uM NAA ve 13.32 uM NBA
eklendiginde kallus olusumu daha c¢abuk gerceklesmistir. Aksine, biiylime
diizenleyicilerin (16.11 uM NAA ve 4.44 uM NBA) daha diisiik konsantrasyonlarinda
embriyogenik olusum daha fazla olmustur. Embriyo gelisimi i¢in gereken siirenin
besiyeri bilesenleri ile ilgili olmadig1 agiklanmistir. En yiiksek ¢imlenme 11.42 uM TAA
iceren besiyerinde kiiltiire alinan embriyolarda gézlenmistir.

Ekonomik bir 6neme sahip olan Beyaz Hiyar lilkemizde Giiney Dogu bolgesinde
yetistirilmektedir. Beyaz Hiyar iizerinde yapilan ¢alismalar olduk¢a smirlidir. Her ne
kadar Cucurbitaceae familyasi ile yapilan calismalarda her yontem igin (somatik
embriyogenez, organogenez, siirgiin ve kok gelisimi v.b.) belirlenmis protokoller olsa
da her bir genotipin BDM ¢esidi konsantrasyonu ve kombinasyonu, eksplant cesidi,
ortam ¢esidi ve kiiltiir kosullar1 farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle Beyaz Hiyar’in
hem neslinin devami hem de ticari anlamda kitlesel iiretimi icin daha 6nce yapilan
calismalarin  Onciiligiinde Beyaz Hiyar i¢in uygun organogenez ve somatik

embriyogenez protokolleri gelistirilmeye ¢alisilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Toplanmasi ve Teshisi

Bitki tohumlar1 Sirnak Merkez Gegitboyu Koyii’nden toplanarak laboratuarda
saksiya ekimi yapilmustir. Bitki ciceklenme evresinden sonra Yiiziincii Y11 Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Fevzi
OZGOKCE tarafindan teshis edilerek F.18345 kodu ile herbaryum kayitlarma

almmastir.

Sekil 3.1. Tabii ortamda yetistirilen Beyaz Hiyar.

3.2. Sterilizasyon

3.2.1. Cam malzeme ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Kullanilan petri, erlen ve beher gibi cam malzemeler ile pens, bisturi gibi metal

malzemeler 1,5 atmosfer basing altinda 121 °C de 60-90 dakika tutularak

sterilizasyonlar1 saglanmustur.
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3.2.2. Besin ortaminin sterilizasyonu

Calismada, kullanilan besin ortamlarinin sterilizasyonu 1,5 atmosfer basing
altinda 120 °C de ortam hacmine baglh olarak 20-30 dk gibi degisik siirelerde

saglanmigtir.

3.2.3. Tohumlarin sterilizasyonu

Beyaz Hiyar tohumlarinin yiizey sterilizasyonu % 15 ticari ¢amasir suyu (ACE-
Tirkiye, % 40 NaOCl) ile 15 dakika muamele edilmistir. Bu siire sonunda hiyar
tohumlar1 5 defa steril saf sudan gecirilerek durulanmistir. Cesitli sterilizasyon
yontemleri igerisinde bu uygulamanin kontaminasyon riskini azalttig1 ve tohuma en az
diizeyde zarar verdigi tespit edilmis ve calisma boyunca bu sterilizasyon yontemi

kullanilmastir.

3.3. Bilyiime Ortamlan ve Kiiltiir Kosullan

Uygulamalarda kullanilan ve hazir besin ortamlar1 (MS, B5, SH) mineral tuz ve
vitaminler ile % 3 sukroz ve % 0.6 agar (Duchefa) katilastirilarak elde edilmistir. Ortam
hazirlamada cift distile saf su kullanilmis olup, besin ortamina farkli konsantrasyonlarda
BDM ilave edilmistir. Besin ortaminm pH’s1, 1 M NaOH ve 1 M HCI kullanilarak 5.8’¢
ayarlanmistir.

Tim kiiltiirler ¢alismanin amacma bagli olarak 24 saat veya 16/8 saat
fotoperiyotta beyaz florasan isikta ve tohumlarm temin edildigi Sirnak yoresinin

Haziran-Temmuz sicaklik ortalamasi olan 22-27 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
3.4. Biiyiimeyi Diizenleyici Maddeler (BDM)
Caligmada kullanilacak BDM’ler uygun ¢6ziiciilerde ¢ozdiiriildiikten sonra stok

¢ozeltiler 1g/1 olarak hazirlanmistir. Caligmanin amacina uygun konsantrasyonlarda

ayarlanarak ortama ilave edilmistir. Hazirlanan stok soliisyonlar 4 °C de saklanmistr.
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3.5. Beyaz Hiyarlarn In Vitro’da Cimlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril cam kavanozlar igerisinde %3
sukroz iceren ve %0.6 (Duchefa) agar ile katilastirilan MS besin ortaminda 25+2 °C de
¢cimlendirilmistir. Calismada kullanilan eksplantlar tohumlarin ¢imlenmesinden sonra

gelisen fidelerden saglanmustir.

3.6. Genel Doku Kiiltiirii Sartlar1 ve Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi

Doku kiiltilirii uygulamalarinimn tiimii aseptik kosullar altinda yapilmig, bunun i¢in
steril kabin kullanilmistir. Kullanilan bisturi bigagi ve pensler dnceden steril edilmis ve
kesim iglemi swrasinda da % 96’lik etil alkole batirilip steril kosullarin devami
saglanmugtir. Besin ortamlar1 kullanim amacma gore ya tiiplere 40 ml olacak sekilde
doldurularak otoklav edilmis, ya da erlenler icerisinde otoklav edildikten sonra steril
petri kutularina steril kabin igerisinde 20-25 ml olacak sekilde ayarlanmistir. MS, SH,
B5 ortam regetelerine gore mineral tuzlarin ve vitaminlerin isim ve konsantrasyonlari

cizelge 3.1°de verilmistir.

3.7. In Vitro’dan Elde Edilen Beyaz Hiyar Fidelerinden Bitki Eksplantlarin

Izolasyonu

Bitki eksplantlar steril sekilde yetistirilen fidelerden elde edilmistir. Bu eksplantlar
birka¢ mm uzunlugunda pargalara ayrilarak rejenerasyon ortamina aktarilmistir. 90 x 15
mm steril petri kutularinda uygun ortamlarda farkli BDM eklenerek 16/8 1sik/karanlik
foto periyodunda 500 pumolm?sec” fliioresans 1siklandirmasinda iklim dolabinda
(Fitotron, Sanyo, Gellenkamp PLC, UK) inkiibe edilmistir. Tarla sartlarinda yetistirilen
bitkilerden alinan Beyaz Hiyar tohumlar1 ylizey sterilizasyonuna tabii tutulmustur.

Doku kiiltiirii ile ilgili biitiin caligmalar steril hava akisl kabin igerisinde yapilmistir.



Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan hazir temel besin ortamlar1 ve icerikleri

15

komponentler

Kiiltiir ortamindaki

konsantrasyonu (mg/l)

MS B5 SH
KNO; 1900 2500 2500
NHsNO; 1650 - -
NHzH,PO, - - 300
(NH,)2S0,4 - 134 -
MgS0,.7H,0 370 250 400
CaCl,.2H,0 440 150 200
Ca(NOs3),2.4H,0 - - -
KCI - - -
KH,PO, 170 - -
NaH,PO,.H,0O - 150 -
NaH,PO4 - - -
NaSO4 - - -
MnSQO4.H,0O - 10 10
MnSQ,4.4H,0 22.3 - -
Kl 0.83 0.75 1.0
H3BO3 6.2 3.0 5.0
ZnS0,.7H20 8.6 2.0 1.0
CuS04.5H,0 0.025 0.025 0.2
Na;Mo00,4.2H,0 0.25 0.25 0.1
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.1
FeSO,4.7H,0 27.8 27.8 15.00
Fe2(SOy)3 - - -
Na,EDTA 37.3 37.3 20.00
Nikotinik Asit 0.5 1.0 5.0
Pirodoksin-HCI 0.5 1.0 0.5
Thiamine-HCI 0.1 10 5.0
Myo-Inositol 100 100 1000
Glisin 2.0 - -
Sakkaroz 30000 20000 30000
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3.8. BDM’lerin Konsantrasyon ve Kombinasyonlarinin Belirlenmesi

Etkili bir rejenerasyon protokolii olusturarak kallus gelisimini saglamak amaci
ile standart ortamlar igerisine Cizelge 3.2°’de belirtilen ¢esitli BDM’lerin farkli
konsantrasyon ve kombinasyonlar: eklenmistir. Her uygulamada 4 petri kullanilirken,
bir petride 5 eksplant kiiltiire alinmistir. Eksplantlari kotiledon, yaprak, yaprak sap1 ve
hipokotil kullanilmistir. Biiylitme odasinda 16 saatlik fotoperyotta 25+2 °C’de kiiltiire
alinan eksplantlardan 4 hafta gibi bir siirede tomurcuk, siirgiin, kok ve kallus

gbzlemlenmistir.

Cizelge 3.2. BDM’lerin konsantrasyon ve kombinasyonlar1

BDM’ler Konsantrasyonlari (1mg/l)
NAA 0,5 mg/I

NAA 1 mg/l

NAA 1,5 mg/I

NAA 2 mg/l

2,4-D 0,18 mg/I

2,4-D 0,2 mg/l

2,4-D 0,25 mg/I

2,4-D 0,3 mg/l

2,4-D 0,35 mg/I
2,4-D+BAP 1,5 mg/l + 0,5 mg/I
BAP 1 mg/l

IAA 1 mg/l

IAA+BAP 0,5 mg/l + 0,5 mg/I
IAA+BAP 0,5 mg/l + 1 mg/l

IAA+BAP 0,1 mg/l + 0,5 mg/I




4. BULGULAR

4.1. Siirgiin Gelisimi Uzerine Farkh BDM, Kiiltiir Ortamn ve Eksplantlarin Etkisi

Calismada ilk 6nce en uygun besiyeri ortamin1 (MS, B5,SH) tespit etmek amaci
ile eksplantlar steril hava akisl kabin icerisinde kesilerek BDM’lerle ile desteklenmis
MS, B5, SH ortamlarina alinmistir. MS, BS, SH’li ortamlarda siirgiin olusum sonuglar1
Cizelge 4.1’de verilmistir. Cizelge 4.1°deki yiizdelik oranlar; ekilen eksplantlardan

stirglin olusturanlarin toplam eksplantlara orani olarak hesaplanmaistir.

Sekil 4.1. Sterilize edilen tohumlardan, BDM’siz MS ortaminda yetistirilen
fideler.
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Cizelge 4.1. Siirgiin Gelisimi Uzerine Farkli BDM, Kiiltiir Ortanu ve Eksplantlarin
Etkisi

ORTAMLAR BDM’LER EKSPLANTLAR

(Amg/l) Yaprak Yaprak Hipokotil Kotiledon
sap1
NAA %47 - - %38
BAP %24 - %100 -
MS 2,4-D %10 %17 %38 -
IAA - - %33 -
NAA %32 - - -
BAP %21 %8 %67 -
B5 2,4-D %15 %10 %29 -
IAA - - %17 -
NAA %41 - - -
BAP %27 - %71 -
SH 2,4-D %13 %12 %35 -
IAA - - %41 -

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi uygulanan ortam, BDM’ler ve eksplantlar
icerisinde siirgiin gelisimi i¢in 1mg/l BAP ile desteklenmis B5 ortaminda hipokotil
eksplantinda %67 oraninda siirgiin gelisimi gozlenirken 1mg/l BAP ile desteklenmis SH
ortaminda hipokotil eksplantinda %71 ve 1mg/l NAA ile desteklenmis yaprak
eksplantinda %41 oraninda siirgiin gelisimi gézlenmistir. En iyi sonug ise 1mg/l BAP
ile desteklenmis MS ortaminda hipokotil eksplantinda %100 oraninda ve 1mg/l NAA ile
desteklemis MS ortaminda yaprak eksplantindan %47 oraninda elde edilmistir.

4.2. Kok Gelisimi Uzerine Farkli BDM, Kiiltiir Ortam ve Eksplantlarin Etkisi
Hiyar bitkisinden alinan farkli eksplantlarin kok gelistirme kapasitelerinin

belirlenmesi i¢in farkli ortamlar (MS, SH, B5) ve BDM’ler kullanilnis ve kok gelistirme

kapasiteleri Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kok Gelisimi Uzerine Farkli BDM, Kiiltiir Ortami ve Eksplantlarin EtKisi

ORTAMLAR BDM’LER EKSPLANTLAR

(Amg/l) Yaprak Yaprak Hipokotil Kotiledon
sap1

NAA - - - -

BAP - - - -
MS 2,4-D - - - -

IAA %70 %76 %100 %68

NAA - - - -

BAP - - - -
B5 2,4-D - - - -

IAA %49 %66 %82 %48

NAA - - - -

BAP - - - -
SH 2,4-D - ; ] ]

IAA %64 %71 %88 %57

Cizelge 4.2°de goriildigli gibi 1mg/l IAA eklenmis SH ortaminda hipokotilde
%88, yaprak sapinda %71, yaprakta %64 ve kotiledonda ise %57 oraninda kdklenme
gbzlenmistir. 1mg/l TAA ile desteklenmis B5 ortaminda ise yaprak sapinda %66 ve
hipokotil eskplantinda %82 oraninda kok gelisimi goriilmiistiir. 1mg/l TAA eklenmis
MS ortaminda ise hipokotilde %100, yaprak sapinda %76 ve yaprak eksplantinda %70

oraninda kok gelisimi saptanmistir.

4.3. Kallus Gelisimi Uzerine Farkh BDM, Kiiltiir Ortam ve Eksplantlarin Etkisi

Hiyar bitkisinden alinan eksplantlarin  kallus gelistirme kapasitelerinin
belirlenmesi i¢in farkl ortamlar (MS, SH, B5) ve ¢esitli BDM’ler kullanilmis kallus

gelistirme kapasiteleri Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Kallus Gelisimi Uzerine Farkli BDM, Kiiltiir Ortam1 ve Eksplantlarin

Etkisi
ORTAMLAR BDM’LER EKSPLANTLAR
(Amg/l) Yaprak Yaprak Hipokotil Kotiledon
sap1
NAA %53 - %100 %33
BAP %33 %28 %100 -
MS 2,4-D %17 %22 %45 %44
IAA - - %15 -
NAA %45 - %77 %24
BAP %20 %19 %80 -
B5 2,4-D %13 %21 %47 %38
IAA - - - -
NAA %37 - %67 %25
BAP %16 %14 %73 -
SH 2,4-D %10 %20 %43 %28
IAA - - - -

Cizelge 4.3°de gorildiigii gibi Img/l BAP ilave edilmis SH ortaminda
hipokotilde %73, 1mg/l BAP’la desteklenmis B5 ortaminda hipokotilde %80, 1mg/1

NAA ile desteklenmis hipokotilde %77 oraninda kallus gelisimi gozlenirken MS

ortaminda ise 1mg/l BAP ve NAA’de hipokotil eksplantinda %100 oraninda kallus

gelisimi gozlenmistir. En bagarili ortamin MS oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.2°de eksplantlar besi ortamlarina farkli BDM’ler kullanilarak dikimi

yapilmaistir.
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Sekil 4.2. Eksplantlarin besi ortamlaria ekimi.

Uygulama sonucunda hipokotil eksplantinda 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda
kiiltiire alinan toplam eksplant sayisinin tamaminda kallus olusumu goézlenirken siirgiin
olusumunun yok denecek kadar az oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). 1mg/l BAP
iceren MS ortaminda kiiltiire alinan hipokotil eksplantinin tamaminda 6nce kallus, daha

sonra slirglin olusumu gerceklesmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli BDM’ler ile desteklenmis MS ortaminda hiyar bitkisinin farkli

eksplantlarinim kallus gelistirme kapasiteleri

Eksplant ~ BDM(1mg/l) Kok Siirglin Kallus
olusumu olusumu
NAA - %47 %53
BAP - %24 %33
Yaprak IAA %70 - -
ABA - - -
NAA - - -
BAP - - %34
Yaprak IAA %76 - -
sap1 ABA - - -
NAA - %38 %33
BAP - %45 %37
Kotiledon IAA %68 - -
ABA - - -
NAA - - %100
Hipokaotil BAP - %100 %100
IAA %100 %33 %15
ABA %50 %50 -

Cizelge 4.4’de anlasilacag tizere hipokotil eksplantinda NAA ilave edilmis MS

ortaminda %100 kallus olusumu gerceklesmistir.

Cizelge 4.5. MS ortaminda farkli BDM kullanilarak eksplantlarmn kallus olusturma
potansiyelleri

Eksplant Kullanilan BDM (1mg/l)
NAA BAP IAA ABA
Yaprak %50 - - -
Yaprak Sap1 %10 %50 50 -
Kotiledon - - %20 -
Hipokaotil %100 %100 %50 -

1 mg/l BAP igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis olan kotiledon eksplantlar:
iizerinde %45 oranmda siirgiin olusumu, %37 oraninda kallus olusumu goézlenmistir.
Aynt ortam iizerinde hipokotil eksplantlari kiiltiire alindiginda siirgiin ve kallus

olusumunun %100 oldugu goriilmiistiir. Yine aynt BDM ile kiiltiire alinan yaprak
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eksplantlarinda silirglin olusumu %24 oraninda iken kallus olusumu %33 oraninda
goriilmiis, yaprak sapi lizerinde kiiltiire alindiginda ise %34 oraninda kallus olustugu

gdzlenmistir.
4.4. Organogenik Kallus Olusumu
Calismada hipokotil eksplant1 1 mg/l BAP igeren MS ortamina dikildikten 7 giin

sonra once kallus olusturmus daha sonra siirgiin gelisimi ger¢eklesmistir (Sekil 4.3 a ve
b).

Sekil 4.3. a 1mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda kallus ve siirgiin olusumu.
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Sekil 4.3. b 1mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda kallus ve siirgiin olusumu.

NAA iceren MS ortamina dikilmis hipkotil eksplantindan olusan kallus Sekil

4.4° de sunulmustur.

Sekil 4.4. a 1mg/l NAA i¢eren MS ortaminda kallus olusumu.
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En iretken organogenik kalluslar 1-2 mg/l NAA igeren MS ortaminda
gelismistir (sekil 4.4 a, b ve ¢).

Sekil 4.4. b 1mg/l NAA igeren MS ortaminda kallus olusumu.

Sekil 4.4. ¢ 1mg/l NAA i¢eren MS ortaminda kallus olusumu.
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1 mg/l NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis olan kotiledon eksplantlarinda
%33 oraninda kallus olusumu gozlenmistir. Ayn1 ortamda kiiltiire alinan hipokotil
eksplantlarinda ise %100 oraninda kallus olustugu, yine ayni ortamda kiiltiire alinan
yaprak eksplantlar1 da %47 oraninda siirgiin olusumu, %53 oraninda kallus olusumu
meydana gelirken yaprak sap1 eksplant1 ayn1 ortamda kiiltiire alindiginda herhangi bir
gelisim gostermemistir (Cizelge 4.4).

Hipokotilde en iyi kallus gelisimi NAA iceren MS ortaminda gorildiigii igin
NAA’nin farkli konsantrasyonlariyla yapilan ¢caligmalarda (1 mg/l NAA, 1.5 mg/l NAA
ve 2 mg/l NAA) kallus olusumu gézlenmistir. Ayrica kallus olusumunun yani sira kok

gelisimi de 1 mg/l NAA’de saptanmistir (Sekil 4.5).

Hipokotil
120% -+
100% -
80% -
60% -
m Hipokotil
40% -

20% -

OL:VL‘I T T 1
Img/INAA  1,5mg/INAA  2mg/INAA

Sekil 4.5. NAA’nin farkli konsantrasyonlarinda hipokotilde kallus olusumu.

1 mg/l IAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis olan kotiledon eksplantlarinda
%068 oraninda kok olusumu gozlenmistir. Ayn1 ortamda hipokotil eksplantlar: kiiltiire
alindiginda siirgiin olusumunun %33, kallus olusumunun %15, kok olusumunun ise
%100 oldugu goriilmiistiir. Yine ayn1 ortamda kiiltiire alman yaprak eksplantlar1 %70
oraninda kok olusumu goriilmiis yaprak sapi eksplanti kiiltiire alindiginda ise %76

oraninda kok gelisimi gozlenmistir (Cizelge 4.4).
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Organogenik kallusler1 elde etmek i¢in IAA ve BAP n farkli konsantrasyonlari
kullanilmistir. 1 mg/l TAA igeren MS ortaminda hipokotil eksplantinda kok ve yaprak
gelisimi gergeklesmistir (Sekil 4.6 a ve b).

Sekil 4.6. a 1mg/1 IAA iceren MS ortaminda hipokotilde kok ve yaprak gelisimi.

Sekil 4.6. b Img/1 IAA igeren MS ortaminda hipokotilde kok gelisimi.
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Img/l TAA iceren MS ortaminda yaprak sapi eksplantinda kok gelisimi
gbzlenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. 1mg/1 IAA igeren MS ortaminda yaprak sapinda kok gelisimi.

Yaprak eksplant1 1 mg/l TAA iceren MS ortamma alindiginda kék olusumu
gozlenmistir ( Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Img/l IAA iceren MS ortaminda yaprakta kok gelisimi.
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Img/l IAA igeren MS ortamma alinan kotiledon ve hipokotilde kok gelisimi
gozlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10).

Sekil 4.9. 1mg/l TAA iceren MS ortaminda kotiledonda kok gelisimi.

Sekil 4.10. 1mg/1 IAA igeren MS ortaminda hipokotilde kok gelisimi.
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1mg/l ABA iceren MS ortaminda kotiledon, yaprak, yaprak sap1 ve hipokotil
eksplantlar kiiltiire alindiginda kotiledon, yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda siirgiin
ve kok gelisimi gozlenmezken hipokotil eksplantinda %350 oraninda kok gelisimi ve

ayni oranda slirgiin gelisimi goézlenmistir (Sekil 4.11 a ve b).

Sekil 4.11. a 1mg/l ABA igeren MS ortamindaki hipokotilde kdk ve yaprak
gelisimi.

Sekil 4.11. b 1mg/l ABA iceren MS ortaminda hipokotil eksplantinda kok
geligimi.
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15 giinliik hipokotil eksplantlart BDM kullanilmadan MS ortamina alindiginda 7

giiniin sonunda hipokotil eksplantlarinda kok ve siirgiin olusumu gozlenmistir (Sekil
4.12 ave b).

Sekil 4.12. a BDM’siz MS ortaminda hipokotil eksplantdan kok ve siirgiin
olusumu.

Sekil 4.12. b BDM’siz MS ortaminda hipokotil eksplantdan kok ve siirgiin

olusumu.
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Bu bitki ile yapilan organogenez ¢aligmalarinda eksplant olarak genellikle
kotiledon kullanildigindan dolayr hipokotil uygulamalarindan sonra ¢aligmalar
kotiledon tizerine yogunlagsmis ve kotiledonlar su ortamlara dikilmistir; 0.5 mg/| BAP +
0.5 mg/l IAA, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l IAA, 0.5 mg/l BAP + 0.1mg/l IAA. 10 giiniin
sonunda dikilen eksplantlardan elde edilen adventif kok ve siirgin miktarlar1 dikilen
toplam eksplantlara oranlanarak yiizde olarak organogenez hesaplanmistir. Kotiledonda
organogenezin en verimli oldugu protokol olarak 0.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l 1AA ile
desteklemis MS ortamu olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).

kotiledon
80% -
70% -
60% -

50% -

40% -

30% -

20% 4 m kotiledon
-~ n i1

0% - | | | | |

0.5mg/l 1mg/l  2mg/l 0.5mg/l 0.5mg/l 1mg/l
BAP BAP BAP  BAP+0.5 BAP+0.1 BAP+0.5
mg/l1AA mg/lIAA mg/lIAA

Sekil 4.13. Kotiledonda organogenez olusumu.

4.5. Adventif Kok Gelisimi

Yaprak eksplant1 1 mg/l NAA i¢eren MS ortamima almmis ve 7 giiniin sonunda
yaprak eksplantinda kallus gelisimi gozlenmistir. Kalluslar mikroskop altinda
incelendiginde yaprak eksplantinda kok promordiyumun olustugu gozlenmistir (Sekil

4.14 ave b).
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Sekil 4.14. a Yaprakta adventif kok promordiyumu.

Sekil 4.14. b Yaprakta adventif koék promordiyumu.

4.6. Somatik Embriyo Olusumu

Hipokotil eksplant1 1 mg/l BAP ilave edilmis MS ortamimnda kallus olusturmus
olusan kallus bisturi yardimiyla siyrilarak 1mg/1 2,4-D, 1.5mg/l 2,4-D ve 2mg/l NAA
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ortamlarma transfer edilmistir. 10 giiniin sonunda mikroskop altinda incelenen
hiicrelerde proembriyo, 18. giinde globular embriyo ve 35. giinde kalp seklindeki
embriyolar tespit edilmistir. Embriyogenik dokular BDM ilave edilmeyen MS
ortamlarinda siv1 kiiltiire transfer edilmis ve calkalayicida 16/8 fotoperiyotda 25+2 °C
de 2 hafta inkiibe edildikten sonra Orneklerden ¢ok az miktarda alinarak mikroskop
altinda incelenmis ve torpedo seklindeki embriyogenik yapilar gézlenmistir.

Somatik embriyogenezin ilk gelisim evresi olan proembriyo olusumu 10. giiniin

sonunda mikroskop altinda incelenerek gozlenmistir (Sekil 4.15 a ve b).

Sekil 4.15. a Proembriyo seklindeki hiicre toplulugu.

Sekil 4.15. b Proembriyo seklindeki hiicreler.
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18. gilinde hiicreler mikroskop altinda incelenerek proembriyo hiicreleri

olgunlasarak globular seklinde embriyogenik hiicreleri olusturdugu gozlenmistir (Sekil
4.16 a, b ve ¢).

Sekil 4.16. a Globular seklindeki embriyonik yapi.

Sekil 4.16. b Globular seklindeki embriyonik kiimeler.
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Sekil 4.16. ¢ Globular seklindeki embriyonik kiimeler.

Globular seklinde embriyogenik hiicreler olgunlasarak kalp seklindeki

embriyogenik hiicrelere doniismiistiir (Sekil 4.17 a ve b).

Sekil 4.17. a Kalp seklindeki embriyonik yapi.
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Sekil 4.17. b Kalp seklindeki embriyonik yapi.

Kalp seklindeki embriyogenik hiicreler olgunlasarak torpido seklindeki

embriyogenik hiicreleri olusturmustur (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. a Torpido seklindeki embriyonik yapi.
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Sekil 4.18. b Torpido seklindeki embriyonik yapi.



5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada hazir besin ortami olarak MS, B5 ve SH ortamlar1 ayn1t BDM,
eksplant ve ortam sartlarinda denenmistir. Embriyogenik kallus iiretiminde hemen
hemen ortak bir ortam olarak tescillenen MS ortami en verimli ortam olarak
saptanmistir. MS ortaminda kullanilan BDM ¢esidinin etkisi ile kallus ilk once kesilen
uclarda olugsmaya baslamistir. Bu kesilen ugta olusan yarayi tamir etme reaksiyonu,
veya ortamdaki besin maddelerinin doku i¢ine girerek dokunun fizyolojik karakterini
degistirmesi ve hiicre boliinmesini hizlandirmasi sonucu olabilir (Ross ve Thrope,
1973).

Kullanilan BDM olusan kallusun tipini belirler. Bu kallus organ {ireten bir kallus
olabilir, yani organogenik kallus ftretebilir veya bu kallus embriyogenik ve non-
embriyogenik de olabilir. Kallusun ¢esidi mikroskop altinda yapilan incelemelerde
tespit edilmistir. Embriyogenik kallus yuvarlak ve tek tip, bol sitoplazmali, kii¢iik
vakuollii hiicrelerden olusmaktadir. Bu farklilasmamis tek tip aktif hiicreler ilkel
embriyo taslagini olusturur. Daha sonra bu yapi, kiiresel, kalpsi, torpilsi embriyo ve
olgun embriyoya doniisiir (West ve Harada, 1993). Bir siire kalluslarin gelistigi ortam
icerigi ile muamaele edildikten sonra, siirekli boliinmeyi farklilagsmaya yonlendirmek
icin oksin ortamdan uzaklastirilarak embriyo gelisimi baglatilmistir.

Ilk uygulamalarda Beyaz Hiyarm farkli eksplantlarinin embriyogenik kallus
iretme kapasitesi arastirilmigtir. Kalluslar mikroskop altinda incelenerek hipokotil
eksplantlarinin kallus orneklerinde embriyogenik kallus yapilar1 gézlenmis ve daha
sonraki ortam ve BDM uygulamalar1 bu eksplant tizerinde yiirtitiilmistiir. Embriyo ve
embriyogenik kallus tiretme yeterliligi genotipe bagl oldugu gibi eksplanta da baghdir.
Embriyogenik kallus elde etmek icin kullanilan eksplantlar genellikle meristematik
bolgeler olmakla beraber, tiirlere bagli olarak her eksplantta olumlu sonuclar rapor
edilmistir. Genellikle zigotik embriyo eldesi i¢in kotiledon ve nodlarin daha uygun
oldugu, bunun bir nedeninin olgun zigotik embriyonun endojen hormon miktarinin
yiiksek oldugundan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Vasil, 1987).

Siirgiin gelisimi igin en iyi sonucu 1mg/l BAP ile desteklenmis ortam verirken;

1mg/l konsantrasyonlardaki NAA, 2,4-D, IAA B5 ve SH ortamlarinda basarili
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olmamustir. Yine 1mg/l BAP’l1 SH ortam1 %71, 1mg/l BAP’l1 BS ortami %67 oraninda
basarili olmustur. Tim bu basarili ii¢ silirgiin gelisimi hipokotil eksplantinda
gozlenmistir (Cizelge 4.1). BAP sentetik bir sitokinin olup sitokininlerin gévde uzamasi
iizerindeki etkileri bilinmektedir (Taiz ve Zaiger 2010). Kok gelisimi i¢in en iyi sonucu
Img/l TAA desteklenmis ortam verirken NAA, 2,4-D, ve BAP MS, B5 ve SH
ortamlarinda basarili sonuglar ortaya koymamistir. Kok gelisimi 1mg/l IAA’IT BS
ortaminda yaprakta %66 ve hipokotilde %88 SH ortaminda ise 1mg/l IAA i¢inde
hipokotilde %88, yaprak sapinda %71 ve yaprakta ise %64 ve MS ortaminda ise 1mg/l
IAA i¢inde hipokotilde %100, yaprak sapinda %76 ve yaprakta ise %70 oraninda basar1
elde edilmistir (Cizelge 4.2). Kallus gelisimi SH ortaminda 1mg/l BAP’li hipokotil
eksplantinda %73 oraninda, B5 ortaminda 1mg/l BAP i¢inde hipokotilde %80 oraninda
Img/l NAA’de ise hipokotilde %77 kallus gelisimi verirken MS ortamimda 1mg/l BAP
ve NAA’de hipokotilde %100 oraninda kallus gelisimi gozlenmistir (Cizelge 4.3).

Genel anlamda ¢izelge 4.1°e bakildiginda siirgiin gelisimine ortam ¢esidinden
¢ok BDM’lerin etkili oldugu sdylenebilir. Ortam kombinasyonlarinda makro ve mikro
elementler ve ortami destekleyen diger besin maddelerinin igerikleri yaklasik ayni
olmakla beraber konsantrasyonlar farklilik arz etmektedir (Babaoglu ve ark. 2001).
Eksplantlar1 siirgiin, kok ve kallus {iretmeye zorlayan besin ortamlarmin igeriklerinden
cok BDM ve konsantrasyonlaridir. Burada akla ilk gelen BDM’lerinin gen kontrolii
iizerindeki etkisidir. Ciinkii ayn1 eksplanttan aymi ortamda kullanilan BDM ve
konsantrasyonuna bagl olarak farkli dokularin iiretilmesi BDM’lerin DNA {izerinde
farklilasmay1 kontrol eden genleri, konsantrasyona bagli olarak aktiflestirmesi veya
baskilamasi ile ilgilidir. Ayrica yine ayni BDM’ler konsantrasyona bagli olarak
birbirine zit etkiler gosterebilmektedir. Bu da genom iizerindeki doku olusumunu
baskilayacak veya aktive edecek farkli genler yaninda farklilasmaya etki edecek degisik
sentez yollarinda, ilgili kimyasal bilesiklerin sentezini veya BDM’ler arasinda
biiylimeyi baskilayan ABA veya etilen gibi hormonlarla antagonistik etki ile
aciklanabilir (Kadioglu, 2004).

Oksinler, bir¢ok bitkide embriyogenik kallus iiretimi igin temel bir BDM’dir.
Bu calismada oksin tiirevlerinden 2,4-D, IAA ve NAA, sitokinin tiirevlerinden ise BAP
cesitli konsantrasyon ve kombinasyonlarda kullanilmistir. Bir¢ok calismada oksin ve

sitokinin kombinasyonlar1 olumlu sonuglar vermekle beraber, bu ¢alismada hipokaotil
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eksplantinda BAP yalniz basina veya oksinlerle birlikte kullanildiginda siirgiin
gelisimini tegvik ettigi gdzlenmistir. Bu sonuglar Cacho ve ark., (1991) caligmalar ile
slirgiin gelisimi noktasinda tam uyum, embriyogenik kallus iiretme bakimindan ise tam
bir tezatlik gostermistir. Sitokininler tek bagma uygulandiginda embriyogenik kallus
iretimini baskilamakta (Kamada ve Harada, 1979), fakat bir¢ok tiirde de embriyogenik
kiiltiirleri tesvik ettigi bilinmektedir (Evans ve ark. 1981). 2,4-D ve NAA hem yalniz
uygulandiginda hem de kombine uygulamalarda embriyogenik kallus tiretimini tesvik
ettikleri gézlenmekle beraber, NAA’in daha verimli oldugu gozlenmistir. Literatiirde
yaklasik olarak embriyogenik kallus ftretiminin ekseriyetenin 2,4-D’nin farkli
konsantrasyonlarinda elde edildigi rapor edilmesine (Baker ve Wetzstein, 1994) karsin
Beyaz Hiyarda NAA 1.0-2.0 mg/l ve BAP 1.0-2.0 mg/l konsantrasyonlarda daha etkili
oldugu saptanmastir.

Selveraj ve ark., (2007), hiyar bitkisinde organogenezi incelemislerdir. Yapilan
calismada 5 gilinliik kotiledon eksplantlarinda yaklasik %86.2 oraninda basarili
olmuslardir. Yapilan c¢aligmalarin ¢ogunda elde edilen basarili sonuglar kotiledon
eksplantlarinda gozlenmistir. Bir diger ¢alismada yine salatlik bitkisinde in vitro
ortamda organogenez olusumu incelenmistir. In vitro ortaminda Cucumis sativus L.
Poinsett 76 bitkisinde hipokotil eksplantindan organogenez saglanmistir. Bizim
calismamizda Selveraj ve ark. 2006 ve 2007°de yaptiklar1 ¢alismaya uygun sonuglar
verimistir. Yapilan calismada kotiledondan az verim alinirken en verimli eksplantin
hipokotil oldugu tespit edilmistir. Ayn1 bitki tiirlinden alinan eksplantlar organogenesis
olusturma kapasitesi bakimindan biiyiik farkliliklar gosterebilirler (Giirel, ve Tiirker,
2001). Somatik embriyogenesis bitki doku kiiltliri ¢alismalarinda adventif siirgiin
rejenerasyonu yani sira yapay tohum iiretimi i¢in de dnemlidir. Rejenerasyonun biiyiik
oranda genotipe bagli oldugu (Sorenses ve ark,. 1989) bilinmekle birlikte, kullanilan
protokoller ve eksplant se¢cimi embriyo olusumunda etkili olmaktadir.

Calismalarimizda en basarili olan BDM’nin, NAA ve BAP oldugu gozlenmistir.
Ferraria ve ark., (2005)’nin bildirdigine gore, kallus taze agirhiginin NAA iceren
ortamlarda daha fazla oldugu gozlenmistir. Calismalarimizda en yiiksek miktarda kallus
iiretimini saglayan BDM’nin NAA ve BAP oldugu agik bir sekilde goriilmiistiir.

Werbrouck ve Debergh (1994)’in bildirdigine gore, sitokinin/oksin oraninin

yiikksek olmas1 siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek olmast kok
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olusumunu, oksin ve sitokinin oranimin esit olmasi kallus olusumunu desteklemektedir.
Bir¢ok raporda da artan sitokinin konsantrasyonu ile siirgiin olugturma oranmin arttig1
bildirilmektedir (Sagawa ve Kunisaki, 1990; Anderson ve ark., 1982; Simpson ve
Bell,1989; Kris ve ark., 2005; Eric, 2005; Al-Bahrany, 2002; Saadat ve Hennerty,
2002). Calismalarimizda sitokinin/oksin oranmin yiiksek oldugu uygulamalarda siirgiin
olustugu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek oldugu uygulamalarda da kok olustugu
gbzlenmistir. Bu durumda ¢aligmalarimizin Werboruck ve Debergh (1994), Sagawa ve
Kunisaki (1990), Anderson ve ark., (1982), Simpson ve Bell (1989), Kris ve ark.,
(2005), Eric (2005), Al-Bahrany (2002), Saadat ve Hennerty (2002)’in bildirimleri ile
uyumlu oldugu soylenebilir. Ancak oksin ve sitokinin oraninm esit oldugu
uygulamalarda kallus iiretimi bazi1 Orneklerde ¢ok az olmasma ragmen biiyiik
cogunlugunda hi¢ kallus iiretilmedigi gozlenmistir. Bu sonug¢ genotipe baglanmakla
beraber cevrenin fiziksel sartlari, dokunun bitkiden ayrildigi swrada sahip oldugu
endojen hormon konsantrasyonu ve hormon interaksiyonuna baglanabilir.

Finer (1995)’in bildirdigine gore, kiiltiire alinan eksplantlardan hizli boliinen
embriyogenik hiicreleri elde etmek i¢in Oncelikle yiiksek konsantrasyonlarda oksine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Oksin igeren besin ortamlarinda embriyo olusumu tesvik
edildikten sonra kiiltiirler oksin igcermeyen ortamlara aktarilmalidir. Tisserat (1991)’1n
bildirdigine gore, eksplant yiiksek oksin igeren besin ortaminda kiiltiire alindig1 zaman
once embriyogenik kallus olusumu daha sonra da bu kallus iizerinde pro-embriyolarin
olustugu gozlenir. Bu kallus, oksin icermeyen besin ortamina transfer edildigi zaman da
pro-embriyolardan bipolar embriyolar olusur ve sartlar uygun ise bu embriyolardan
fideler elde edilir. Caligmalarimizda Finer (1995)’in bildirimleri dikkate alinarak
eksplantlar 6nce oksin modifiyeli besin ortamlarinda kiiltiire alindilar, daha sonra da
oksin igermeyen ortamlara transfer edilerek embriyo olusumu tesvik edilmeye ¢aligilmis
ancak embriyo olusumu gézlenmemistir. Ancak sitokinin tiirevli BAP’da embriyogenik
hiicreler olugsmustur. Buda Finer (1995) ve Tisserat (1991)’in bildirimleriyle zitlik
gostermektedir.

Sonug olarak; Somatik embriyogenez ve organogenez olusumunda genotip
yaninda eksplant kaynagi, kullanilan bitki biiylimeyi diizenleyiciler ve besin ortamlar1
gibi bir¢ok faktor etkili olmaktadir. Bu ¢aliymada da eksplant kaynaginin ve uygulanan

BDM’nin Beyaz Hiyar bitkisinde somatik embriyogenez ve organogenez olusumuna
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etkisi belirlenmistir. Ancak Beyaz Tiirk Hiyari olarak literatiire giren ve ekimi giin
gectikce azalan ve nesli tilkenmekle yiiz yilize kalan bu bitkinin in vitro kosullarda tiim
doku kiiltiirii yontemleri ile iiretilebilmesi i¢in daha etkin protokollere ve ayrintili
calismalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu calisma gelecekte yapilacak calismalara 1gik
tutabilecek bir niteliktedir. Elde edilen bu sonuglar rejenerasyon yetenegi diisiik olan
diger cesitlere de uygulanabilecegi gibi sentetik tohum iiretimi ¢aligmalarinda da

kullanilabilir.
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