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OZET

IN VITRO KOSULLARDA Gentiana cruciata L. BITKISINDEN

SENTETIK TOHUM URETIiMi

TELLI, Osman

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez yoneticisi: Prof. Dr. Aynur GUREL

Agustos 2010, 42 sayfa

Genellikle daglik  bolgelerde  yetisen  Gentiana  cruciata L.
bitkisinin kurutulmus kok ve rizomlari, halk hekimliginde ila¢ olarak
kullanilmaktadir. Kokleri, sekoiridoid glikozitlerce zengin olan Gentiana
tirlerinin sindirim sistemini uyarict ve sedatif etkileri vardir. Glikozid
ekstraksiyonu icin  koklerinin  kontrolsiiz  tiiketilmesinden dolay1r bazi
Gentiana tiirleri o6zelliklede G. cruciata dogal ortaminda yok olmak
tizeredir. Bu yiizden G. cruciata ve birka¢ Gentiana tiirli tehlike altindaki
tirler olarak koruma altindadir. Bu tezde, G. cruciata L. bitkisinden

sentetik tohum iiretimi amacglanmustir.

Arastirmada  eksplant olarak sap ve yapraklar kullanilmistir.
Eksplantlar farkli 2,4-D (0.5 ve 1 mg/l) ve Kinetin (0.1, 0.5, 1 ve 2 mg/l)
konsantrasyonlar1 iceren MS besin ortamina aktarilmiglardir. Kallus
olusum oranm1 % 49.04 ile % 100 arasinda degismistir. Her iki eksplant
icinde en iyi ortamin 0.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Kinetin igeren ortam oldugu
tespit edilmistir. Sivi ortama aktarilan kalluslarin sadece MS tuzlar1 iceren
ve 1 mg/l IAA + 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BA ve 80 mg/l Adenin Siilfat
iceren ortamlarda gelisme potansiyeline sahip oldugu gozlenmistir.

Embriyo biiylitme ortamina aktarilan embriyogenik kalluslardan 1 gram



vi
kallus icin 141 ile 250 arasinda somatik embriyo olusumu

gozlenmigtir. Embriyo biiylitme ortamlar1 arasinda en yiiksek verimlilik
0.1 mg/l TAA + 0.1 mg/l Kinetin iceren ortamda gozlenmistir. Somatik
embriyolar %2 alginik asit (w/v) ile kaplanmistir ve sentetik tohum

iretimi basarilmistir.

Anahtar Sozciikler: Gentiana cruciata L., Kallus, Somatik

embriyogenesis, Sentetik tohum.
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ABSTRACT

SYNTHETIC SEED PRODUCTION FROM Gentiana cruciata L.

UNDER IN VITRO CONDITIONS

TELLI, Osman

M.Sc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL
August, 2010, 42 pages

The dried roots and the rhizomes of the Gentiana which usually
grows in mountainous regions are used in traditional medicine. Gentiana
species, rich in secoiridoid glycosides, have been shown to stimulate
digestive system and have sedative effects. Due to the uncontrolled use of
roots for glucoside extraction, some of the Gentiana species especially
Gentiana cruciata L. are close to extinction in their natural habits. Thus,
G. cruciata L. and several gentians are under protection as endangered
species. In this thesis, it was aimed to produce synthetic seed from G.

cruciata L.

Explants source was used as stem and leaf in the treatments.
Explants were cultured with 2,4-D (0.5, 1 mg/l) and Kinetin (0.1, 0.5, 1,
and 2mg/l) MS medium. The callus formation ratio changed between
49.04 % and 100 %. The best medium of all explants is 0.5 mg/l 2,4-D +
1 mg/l Kinetin MS medium. Growing potential of embryonic callus in
suspension medium was only observed the medium which contain 1 mg/l

IAA + 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BA + 80 mg/l Adenin Sulfate + MS salts.



In order to obtain 1 g embryonicvmcallus from  embryonic  callus
transferred from embryo growing medium, 141 and 250 somatic embryo
formation was observed. The highest efficiency in embryo growth
medium was observed 0.1 mg/l IAA + 0.1 mg/l Kinetin medium. Somatic
embryos were encapsulated with 2% (w/v) alginic acid and synthetic seed

production was achieved.

Key words: Gentiana cruciata L., Callus, Somatic

embryogenesis, Synthetic seed.
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1.GIRIS

Anavatan1 tam olarak bilinmeyen Gentiana bitkisi, Kuzey Yarikiire'nin
iliman iklim boélgelerindeki daglik yerlerde ve gilinesli bayirlarda agir agir
geliserek yetisen, cok yillik, dayanikli bir otsu bitkidir. Ulkemizde Kuzey ve i¢
Anadolu’da yetismektedir. Temmuz-Agustos aylarinda agan ¢igekleri boru yapili
ve toplu durumda olmaktadir (Baytop, 1963). Bitki, tohumlariyla ¢ogalmaktadir.
Gentiana bitkisine ait yaklasik 360 tiir tespit edilmistir, bunlarin 14 tanesi ile doku
kiiltiiri calismalar1 yapilmistir. Gentiana cruciata L. bunlardan biridir, yaklasik
50cm boyunda olup mavi ¢icegi ve kiit yapili yapraklariyla diger tiirlerden
ayrilmaktadir (Sekil 1.1) (Mikuta and Rybczynski, 2001).

(a) (b)
(#) hitp>//commons wikimedia org/wiki/File:Gentiana _crucisia sl jpg
(b} Http/www. wildgingerfarm com/images/Gentianacnuciataflowers JPG

Sekil 1.1: (a) Gentiana cruciata L.’nin genel goriiniimii , (b) Gentiana cruciata L. nin ¢igek yapisi

Genellikle daglik bolgelerde yetisen G. cruciata L. bitkisinin kurutulmus
kok ve rizomlari, halk hekimliginde ilag olarak kullanilmaktadir. Kokleri,
sekoiridoit glikozitleri icermektedir. Sindirim sistemini uyaric1 ve sedatif etkisi
vardir (Baytop, 1963). Sinir ug¢larini uyarip sindirim salgilarini artirarak istahi acar.
Ayni1 nedenle sindirimi kolaylastirir. Dispepsi (sindirim zorlugu) ve midenin gazli
olmast durumlarinda ¢ok yararli, iyilestirici etkiler yapmaktadir. Gastrit,
hazimsizlik ve mide eksimesinde etkili olan kokler, Avrupa ve Japon ilag
kodeksinde de yer almiglardir (Ando et al., 2007). C, H ve O igeren, terpenoid

(nadiren sterol) yapidaki toksik olmayan acit maddelerin mide salgisini arttirdigi



tespit edilmistir (Sand et al., 2008). Alyuvarlar artirict etkisi kanitlanmigtir. Bu

nedenle, kansizlik durumunda olumlu sonuglar vermektedir (Ando et al., 2007).

Aktif bilesikler bitkinin koklerinden elde edildigi ve bu kokler de
bilingsizce toplandigi i¢in dogal G. cruciata L. popiilasyonunda biiyiik hasarlar
meydana gelmistir (Momcilovi¢ et al., 1997). Her yil dogadan toplanan 6.000 ton
bitkisel materyalden 1.500 ton’dan daha fazla Gentiana kokii elde edilmektedir
(Ando et al., 2007). Ulkemizde oldugu gibi, Avrupa iilkelerinde de soyu
tilkkenmek tlizeredir. Bu nedenle, Almanya’da koruma altina alinmig ve toplanmasi

kesinlikle yasaklanmistir (Thomas, 2003).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, aseptik kosullar altinda ve uygun besin
ortamlarinda bitki hiicre, doku, organ ya da bitkiciklerin iiretildigi ya da tirinlerin
elde edildigi tekniklerdir (S6kmen ve Giirel, 2001). Doku kiiltiirii tekniklerinden
biri olan somatik embriyogenesis, bir¢ok bitki tliriiniin hizl1 klonal ¢ogaltiminda
onemli bir potansiyele sahiptir. Teorik olarak tek bir eksplant sinirsiz sayida
embriyo tiiretebilir. Bu sinirsiz {iretim, anag¢ bitkiden alman kisith miktardaki
materyale bagli olan celikle ¢ogaltim karsisinda ¢ok biiylik bir avantaja sahip
olmaktadir. Ozellikle, bircok bitki tiirii icin gelistirilen hiicre siispansiyon
teknikleriyle az bir iscilikle, ¢cok kisa siirede ¢ok sayida iyi gelismis embriyo elde

etmek miimkiin olmaktadir (Parrot et al., 1993).

Somatik embriyolarin déllenme sonucunda gelisen zigotik embriyolara
gore en onemli Ustiinliikleri genetik agilimlarin olmamasidir. Somatik embriyolar,
kiiltiire alinan eksplantin somatik hiicrelerinden gelisirler ve eksplantin alindigi
bitkinin genotipini muhafaza ettiklerinden dolay1 klon olustururlar (Parrot et al.,
1993). Somatik embriyolar déllenmis yumurtadan gelisen embriyoda oldugu gibi
globular, kalp, torpedo ve kotiledon sathalarin1 gecirirler. Ancak, somatik
embriyolar organogenesis yoluyla gelisen siirgiinlerden farklilik gosterirler.
Govde-kok eksenine ayni1 zamanda sahip olup, asil doku ile vaskular baglantilari

olmadigindan dolay1 dokudan kolaylikla ayrilabilirler (De Jong et al., 1993).

Somatik embriyo kiiltiirleri, bitkilerin hizli ¢ogaltilmas1 yaninda diger bazi

onemli 6zelikleri de tagimaktadirlar. Somatik embriyogenesis sonucu olusan tiriin



bir embriyo olup, tohum igerisinde bulunan embriyonun bir benzeridir. Daha da
Oonemlisi somatik embriyolar tam bir bitki olusturabilme programina da sahiptirler.
Bu yiizden, somatik embriyolar kaplanmis tohum olarak kullanilabilme

potansiyeline sahiptirler (Parrot et al., 1993).

Somatik embriyolarin sentetik tohum olarak kullanimi biiytik bir ekonomik
Ooneme sahip olabilir. Somatik embriyolar bitkinin somatik hiicrelerinden
gelistikleri i¢in zigotik embriyolardaki acilmalar olmamakta ve somatik
embriyolardan elde edilen sentetik tohumlardan c¢ogaltma, klonal c¢ogaltim
seklinde olmaktadir. Ancak doku kiiltlirlerinde mutasyon olusma olasiligini goz
ardi etmemek gerekmektedir. Ozellikle kallus araciligi ile olusturulan somatik
embriyolarda mutasyon olusum riski daha yiiksek olmaktadir. Cok diisiik oranda
gergeklesen mutasyon olugsum riski disinda somatik embriyolar, dnemli avantajlar

icermektedir.

Somatik embriyolarin kaplanmasinin amaci1 gercek tohumlarin bir
analogunun  iretilmesidir. ~ Sentetik  tohum  {iretim  siireci,  somatik
embriyolarin bir enkapsiilasyon matriksi  yani kaplama  materyali ile
karnistirllmasimi  kapsamaktadir. Embriyolar bu kaplama materyali iginde
korunmaktadir (Chawla, 2002). Na-Ca aljinat boncuklar1 i¢inde in vitro
kaynakli  somatik  embriyolarin  enkapsiilasyonu =~ hem  laboratuarlar
arasinda aseptik materyallerin transferi hem de degerli germplasmlarin

depolanmasi i¢in faydali bir ara¢ olabilmektedir (Tsvetkov et al., 2006).

Enkapsiilasyon teknigi in vitro’da iiretilen bitkilerin tarlaya veya seraya
aktarilmasini kolaylastiran, mikrocogaltimin 6nemli bir uygulamasidir (Soneji et
al., 2002). Ancak bitkiler somatik embriyogenesis ile iiretildiginde dahi in vitro
bitkilerin aklimatizasyonu zahmetlidir. Sentetik tohum teknolojisi mekanik ekime
imkan saglamasiyla bu problemin iistesinden gelme potansiyeline sahiptir

(Mamiya and Sakamoto, 2001).

Sentetik tohum {iretimi i¢in somatik embriyolardan baska, meristematik
siirgiin uglar1 veya aksillar tomurcuklar, endosperm yapisina sahip olmayan

zigotik tohumlar, orkide protokormlar1 ve protokorm benzeri yapilar, sacakli



kokler de kullanilabilmektedir (Khor and Loh, 2005). Ancak, sentetik tohum
aragtirmalariin ¢ogunda kullanilan bitki materyali somatik embriyolardir (Soneji
et al., 2002). Sentetik olarak kapsiillenmis somatik embriyolar, in vitro veya ex

vitro kosullar altinda ekilebilmekte ve uniform klonlar iiretebilmektedirler (Khor

and Loh, 2005).

G. cruciata L. bitkisinin sahip oldugu o6nemli sekonder metabolitler
koklerinde bulunmaktadir ve bitkinin kokleri bu amagla ¢ok miktarlarda sokiilerek
kullanilmaktadir. Bunun sonucu olarak da bitki yok olma tehlikesiyle karsi
karsiya kalmistir. Bu durum, bitkinin in vitro kosullar altinda sentetik tohumunun
tiretimini 6nemli kilmaktadir. Bu amagla, bu tez kapsaminda in vitro kosullar

altinda G. cruciata L. bitkisinin sentetik tohumunun tiretimi amaglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Somatik embriyogenesis ilk defa havug¢ bitkisinin somatik dokularindan
elde edilmistir. Genel olarak somatik embriyo iiretimi i¢in ¢ok degisik bitki
kisimlar1 kullanilabilmektedir. Giiniimiizde bugday (Maes et al., 1996), misir
(Bronsema, 1997; Emeklier vd., 1999), celtik (Ozawa and Komamine, 1989), soya
(Hartweck et al., 1988), bezelye (Ozcan vd., 1993) ve yonca (Lai and McKersier,
1994) gibi birgok 6nemli kiiltiir bitkisinde yiliksek oranda somatik embriyo iireten

yontemler gelistirilmistir.

Momcilovi¢ et al., (1997), dort Gentiana tiiriniin (G. lutea, L., G. cruciata
L., G. purpurea L.ve G. acaulis L.) mikrogogaltimi iizerine yaptiklari
calismalarinda, 1.14 uM IAA konsantrasyonuyla birlikte, BAP (1.11-17.75uM)
miktarlarini arttirarak iyi gelismis siirgiinler elde etmislerdir. G. lutea L. disinda
bu siirgiinlerin % 35-70 oraninda kok olusturduklari, G. lutea’ da ise ancak NAA

iceren ortamlara aktarildiklarinda koklerin olustugu gozlenmistir.

G. cruciata L. ve G. tibetica L.’nin embriyogenik siispanse kiiltiirlerinden
somatik embriyo gelisimi iizerine yapilan bir ¢alismada, MS (Murashige ve Skoog,
1962) besin ortami i¢inde, Giberellik Asit (GA3) (0, 1.49 veya 2.89 umol), Kinetin
(0, 2.32, 4.64 veya 9.28 pumol) ve Adenin Siilfat (0 veya 434 umol) cesitli
konsantrasyonlarda birbirleriyle kombine edilerek denemis ve G. cruciata L.
bitkisinde somatik embriyo gelisimi i¢in en iyi ortamin 1.49 umol GAj3, 4.64 pmol
Kinetin, 434 umol Adenin Siilfat iceren MS ortami oldugu, gelisimin en iyi 10.
haftada gdzlendigi rapor edilmistir (Mikula et al., 2005).

Mikula and Rybczyfiski (2001), G. cruciata L., G. pannonica, G. tibetica
tiirlerinden somatik embriyo elde etmek amaciyla yaptiklari arastirmada, MS
besin ortami icinde GAj3, Kinetin, NAA hormonlarmi bir arada farkhi
konsantrasyonlarda denemisler ve en yliksek somatik embriyo olusumunun 0.5
mg/l GAs, 0.5 mg/1 NAA, 1.0 mg/l Kinetin kombinasyonunu igeren ortamda

olustugunu tespit etmislerdir.



G. cruciata L. nin yaprak eksplantlarindan embriyogenik kallus ve bu
kalluslardan da somatik embriyo elde etmek i¢in yapilan baska bir ¢aligmada, 3
farkli oksin tipinin (2,4-D, NAA, Dicamba) 3 farkli konsantrasyonu (0.5, 1.0, 2.0
mg/l), 5 farkli sitokinin tipinin (Zeatin, Kinetin, TDZ, CPPU, BAP) 4 farkh
konsantrasyonu (0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) ile kombine edilerek sonuclari
gbzlenmistir. 2,4- D’ nin sadece Kinetin ile, NAA’ nin ise Zeatin, Kinetin, TDZ,
BAP ile embriyogenik kallus olusturdugu gdzlenmistir. Dicamba’ nin ise hicbir
sitokinin ile embriyogenik kallus olusturamadigi tespit edilmistir. Daha sonra,
embriyogenik kalluslar, embriyo olusumunu tesvik etmek i¢in hazirlanan 1mg/I
NAA ve 0.5 mg/l BAP iceren MS ortamina aktarildiklarinda eksplant basina
somatik embriyo frekansmnin % 32.5, eksplant basina embriyo sayisinin da 6.6
oldugu bildirilmistir. Olusan kalluslardan bej, zamanla kahverengi bigimi
alanlarin embriyogenik kallus oldugu, acik yesil kompakt yapili kalluslarin ise

embriyogenik olmadig bildirilmistir (Fiuk and Rybczynski, 2008).

Fiuk and Rybczynski (2008), yaptiklari ¢alismada G. kurroo bitkisinin
hipokotil eksplantlarindan suspanse kiiltiir araciligiyla somatik embriyo elde
etmislerdir. Eksplantlar1 once, 0.5 mg/l 2.4-D ve 1 mg/l Kinetin iceren MS
ortamina aktarip 2 ay sonunda embriyogenik kallus olusturmuslar, daha sonra
ayni hormon igeriginde olan suspanse kiiltiire kalluslar1 aktarip, 6 hafta sonra
olusan somatik embriyolar1 Kinetin (0.0-2.0 mg/l), GAs (0.0-2.0 mg/l) ve AS
(80.0 mg/l) iceren embriyo biiyiitme ortamlarina almiglardir. Sonug olarak, en
yiiksek sayida somatik embriyonun 0.5 mg/l GAj, 1 mg/l Kinetin, 80 mg/l AS

iceren embriyo biiyiitme ortaminda olustugu bildirilmistir.

Cangahuala-Inocente et al. (2007), feijoa bitkisinde sentetik tohum elde
etmek icin yaptiklar1 calismada, BAP (0.5 mM) ve GAj3 (1 mM) igeren ortamlarda
olusturduklar1 somatik embriyolar1 % 1 alginik asit ile karistirmislar daha sonra

bu karisimi CaCl, (50mM) ile muamele ederek sentetik tohum elde etmisleridir.

Kamelyada yapilan sentetik tohum caligmasinda, kamelya bitkisinin kok
eksplantlari, somatik embriyo olusturmak amaciyla 4.4 uM BAP ve 0.4 uM IBA
hormon konsantrasyonlarina sahip MS besin ortaminda 8 hafta bekletilmistir. Elde

edilen embriyolar embriyo biiylimesi ve gelisimi i¢in 14.4 uM GA3 ve 28.5 uM



IAA hormon karisimini igeren MS besin ortamina aktarildiktan 8 hafta sonra
ayristirilarak kaplamak i¢in hazir hale getirilmislerdir. Ayristirilan embriyolar % 3
alginik asit ile karigtirildiktan sonra, 0.1 M CaCl,.2H,0 ¢d6zeltisine aktarilmislar
ve yarim saat icinde istenen Ozellikte sentetik tohumlarin elde edildigi

bildirilmistir (Janeiro et al., 1997).

Mango bitkisinde yapilan ¢alismada, nusellus eksplantlarindan elde edilen
embriyogenik kalluslarin kahverengi oldugu ve karanlikta olustugu rapor
edilmistir. 4.5 uM 2,4-D iceren MS besin ortaminda 4 haftada globular safthada
embriyolarin, 8 hafta sonunda ise kotiledon sathasinda embriyolarin olustugu
gozlenmistir. Olusan somatik embriyolar 2%’ lik alginik asit ¢ozeltisi i¢inde
karistirildiktan sonra 100 mM CaCl, ile birlestirilerek 40-45 dakika i¢inde sentetik
tohum yapisinin olustugu saptanmustir (Ara et al., 1999).

Ganapathi et al. (2000), muz bitkisinden sentetik tohum {iretimini
amagcladiklar1 ¢aligmalarinda, yaprak eksplantlarint MS vitaminleriyle birlikte 4.5
uM 2,4-D, 1 mg/l d-biotin, 100 mg/l L-glutamine ve 100 mg/l malt ekstrakti
iceren ortamda 8 hafta beklemek suretiyle embriyogenik kalluslar elde etmiglerdir.
Daha sonra, 10 mM Zeatin ilave edilmis % MS ortami igeren suspanse kiiltiire
aktarilan embriyogenik kalluslardan 6 haftada somatik embriyolarin olustugu
gozlemlenmis, olusan somatik embriyolarin embriyo biiylitme ortamina
aktarilmadan direkt ayristirilarak % 5 ’lik alginik asit ve CaCl, ile kaplandig1 ve

sentetik tohumlarin olusturuldugu bildirilmistir.

Papaya bitkisinde yapilan bir ¢alismada, olgunlagmamis meyvelere ait
embriyolar eksplant olarak kullanilmistir. 10 uM 2,4-D igeren MS besin
ortaminda bu embriyolar kiiltiire alinmig ve 12 hafta karanlik kosullarda muhafaza
edilerek embriyogenik kallus olusumu tesvik edilmistir. Olusan embriyogenik
kalluslar, hormon igermeyen ve sukroz konsantrasyonu % 6 olan MS ortaminda
karanlik kosullar altinda 2 hafta bekletilmis ve somatik embriyo olusumu
gergeklestirilmistir. Bu somatik embriyolarin 0.5 uM absisik asit igeren ortamda
kotiledon safhasina ge¢mesi beklenmis ve daha sonra alginik asit ve CaCl,
cozeltisiyle karnstirilarak sentetik tohum elde edilmistir. Kullanilan alginik

asitlerin farkli konsantrasyonlar1 (% 1.5, % 2.0, % 2.5 w/v) ve farkli ticari



markalar1 (Fluka, Sigma) birbirleriyle karsilagtirilmis, ¢imlenme yiizdeleri goz
Online alindiginda en uygun alginik asit yilizdesinin % 2.5 ve alginik asit
markasinin Sigma (Chemical, St. Louis, Mo.) oldugu bildirilmistir (Castillo et.al.,

1998).

Paulownia elongata bitkisinin yaprak ve internod eksplantlarindan direkt
somatik embriyogenesis ve sonrasinda da sentetik tohum olusumu hedeflenen bir
calismada, bitki eksplantlari, somatik embriyo olusturmak i¢in BAP (1.0, 2.0, 3.0,
4.0 mg/l) ile NAA (0.5 mg/l), IAA (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l) ile Kinetin (0.5, 2.0,
2.5 mg/l), ve sadece TDZ (8.0, 10.0, 15.0, 20.0 mg/l) hormon kombinasyonlarini
iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmis, daha sonra elde edilen somatik
embriyolar embriyo biiytimesi i¢gin BAP (0, 0.1 mg/l) ile NAA (0, 0.1, 0.5 mg/l)
ve TAA (0, 0.1 mg/l) ile Kinetin (0, 0.1, 0.5 mg/l) hormon kombinasyonlariyla
hazirlanmis MS besin ortamlarina aktarilmislardir. Somatik embriyo olusturma
frekansinin her iki eksplant tiirii i¢inde en yiiksek 10 mg/l TDZ hormonu igeren
besin ortaminda gerceklestigi gdzlenmistir. Embriyo biiyiitme ortaminda ise yine
her iki eksplant i¢in en yiiksek verim elde edilen ortamin hormon icermeyen MS
besin ortaminin oldugu bildirilmistir. Daha sonra, olusturulan somatik embriyolar,
degisik konsantrasyonlarda (% 1.0, % 2.5, % 3.0 (w/v)) alginik asit ve CaCl,
cozeltisiyle muamele edilerek sentetik tohum olusumu saglanmistir. Bu 3 farkli
alginik konsantrasyonundan sentetik tohum canliliginin en uzun siire korundugu
ve en yiiksek cimlenme oraninin gorildiigii konsantrasyonun %3 oldugu ve
canlilik yilizdesinin %77.3, ¢imlenme yiizdesinin ise % 53.3 oldugu bildirilmistir

(ipekgi ve Goziikirmizi, 2003).

Siile (2005), yonca bitkisinde farkli oksin uygulamalarinin kallus olugsumu
ve somatik embriyo olusumu iizerine etkilerini arastirdigi ¢alismasinda, 2,4-D,
NAA, Picloram, Dicamba oksinlerini igeren MS besin ortamimi kullanmustir.
Kallus indiiksiyon oraninin en yiiksek 2,4-D iceren ortamda olustugu gozlenirken,
kallus agirhiginin en yiiksek Picloram oksini igeren ortamda meydana geldigi
gozlenmistir. Somatik embriyo olusmasinda ise aymi oksinlerin etkisi
kiyaslandiginda, gram kallus basina diisen somatik embriyo sayisinin en yiiksek
2,4-D igeren ortamda olustugu gozlenmistir. Kallus indiiksiyon oranlart % 23.7

ile % 50.8 arasinda degisirken, kallus agirliklar1 ise petri basina 0.66 mg ile 1.47



mg arasinda degisim gostermektedir. Somatik embriyolarin sayimi yapildiginda
ise gram kallus basina olusan somatik embriyo sayisinin 8.6 ile 25.9 arasinda

degistigi bildirilmistir. En yiiksek somatik embriyo olusumunun 2,4-D oksini

igeren besin ortaminda gerceklestigi bildirilmistir.
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3.MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada kullanilan materyal, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirli Laboratuarinda yiiriitiilen
1060111 no’lu TUBITAK projesinden temin edilmistir (Hayta, 2009). Gentiana
cruciata L. bitkisine ait 7 no’lu klon baslangi¢ materyali olarak kullanilmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Baglangi¢ materyali olarak kullanilan Gentiana cruciata L. bitkisine ait 7 no’ lu
klon.

3.2. Metot
3.2.1. Baslangic Materyalinin Cogaltilmasi

Baslangi¢ materyali olarak kullanilan Gentiana cruciata L. bitkisinin 7
no’lu klonuna ait bitkilerin sayisi, gerekli eksplantlarin temin edilebilmesi ve
gerektiginde tekrar kullanilabilmesi i¢in arttirilmistir. 7 no’lu klona ait steril
bitkiler, 0.5 mg/l BAP biiylime diizenleyicisi igceren MS (Murashige and Skoog,
1962) besin ortaminda yaklasik 2 ay kiiltiir siiresinde ¢ogaltilmiglardir.
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3.2.2. Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

Calismada; baslangic materyalinin ¢ogaltilmasi, kallus indiiksiyonu,
suspanse kiiltiirde somatik embriyo olusumu ve embriyo biiylitme indiiksiyonu
icin besin ortamlar1 hazirlanmistir. Besin ortamlar1 hazirlanirken 6nceden
olusturulmus stok cozeltilerden 1 litre icin gerekli miktarlar alinarak behere
aktarilmig, sonra gerekli bitki biliylime diizenleyici miktarlar1 ilave edilmistir.
Ortama 30 g sukroz eklenip, hacim destile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Sukroz
tyice eritildikten sonra c¢ozeltinin pH’ 1 Ol¢iilmiis, seyreltilmis NaOH (sodyum
hidroksit) veya HCI (hidrojen kloriir) kullanilarak pH 5,8 e ayarlanmistir. 7 g/l
agar ilave edildikten sonra devaml karistirilarak kaynatilan ortam, sicak olarak
kiiltiir kaplarina yaklasik 20°ser ml olmak tizere dokiilmiistiir. Agizlar1 kapatilan
kiiltiir kaplari, otoklavda 121 °C’ de 15 dakika birakilarak sterilize edilmislerdir.
S1v1 besin ortam1 hazirlanirken ise agar ilave edilmemis, diger prosediirler aynen

uygulanmistir.

3.2.3. Kullanilan Besin Ortamlari

3.2.3.1. Baslangi¢c Materyalini Cogaltma Ortami

Arastirmada kullanilacak olan baslangi¢ materyalinin ¢ogaltilmasi amaci
ile Gentiana cruciata L. bitkisinin 7 no’ lu klonlarma ait bitkiler 0.5 mg/l BAP
biliylime diizenleyicisi iceren MS (Murashige and Skoog, 1962) besin ortamina

aktarilmiglardir. Bu ortamin icerigi Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1: Baslangi¢ materyalini ¢ogaltma ortaminin bilesimi

Maddeler Konsantrasyon (mg/l)
NH4NO; 1650
KNO; 1900
MgS0,.7H,O 370
MnSO,.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H,0 8,6
CuS0,4.5H,0 0.025
H;BO; 6,2
KH,PO, 170
Na,Mo00,.2H,0 0.25
CaCl,.2H,0 440
KI 0.83
CoCl,.6H,0 0.025
Myo-Inositol 100
Tritriplex (Na,EDTA) 37,3
FeS0O,4.7H,0 27,8
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Tiamin-HCl 0.1
BAP 0.5
Sukroz 30000
Agar 7000
pH 5.8
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3.2.3.2. Kallus Indiiksiyon Ortam

Arastirmada elde edilen yaklasik 2 aylik in vitro yaprak ve sap eksplantlari
kallus olusturmak amaciyla farkli bitki biiyiime diizenleyicileri igeren MS

ortamlarina aktarilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2: Kallus indiiksiyon ortamlarinin bilesimi

Ortam No Besin Ortam Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
1. Ortam MS 0.1 mg/1 Kinetin + 0.5 mg/1 2,4-D
2. Ortam MS 0.1 mg/1 Kinetin + 1.0 mg/1 2,4-D
3. Ortam MS 0.5 mg/1 Kinetin + 0.5 mg/1 2,4-D
4. Ortam MS 0.5 mg/1 Kinetin + 1.0 mg/1 2,4-D
5. Ortam MS 1.0 mg/1 Kinetin + 0.5 mg/1 2,4-D *
6. Ortam MS 1.0 mg/1 Kinetin + 1.0 mg/1 2,4-D
7. Ortam MS 2.0 mg/1 Kinetin + 0.5 mg/1 2,4-D
8. Ortam MS 2.0 mg/1 Kinetin + 1.0 mg/1 2,4-D

* Fiuk and Rybezyriski (2008)

3.2.3.3. Sivi Suspansiyon Kiiltiir Ortam

MS besin ortaminda elde edilen embriyogenik kalluslar ve embriyogenik
olmayan kalluslar somatik embriyo olusumunu tesvik etmek amaci ile MS
vitamini igeren, biri bitki bliylime hormonlarint icermeyen diger ikisi ise farkli
bitki biliyiime hormon konsantrasyonlarini igeren 3 farkli ortama aktarilmislardir
(Cizelge 3.3). Embriyogenik ve embriyogenik olmadigi diisiiniilen kalluslar
birbirlerinden ayrilarak sivi suspanse kiiltiir ortamina aktarilmiglardir (Cizelge

3.4).
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Cizelge 3.3: S1v1 suspansiyon ortamlarinin bilesimi

Ortam Cesitleri

Besin Ortam I¢erikleri

Suspanse Ortam 1

Hormonsuz MS

Suspanse Ortam 2

MS + 1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP + 80 mg/l
Adenin Siilfat

Suspanse Ortam 3

MS + 1 mg/l IAA + 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BAP + 80 mg/l Adenin
Siilfat

Cizelge 3.4: Aktarilan kalluslarin ortam 6zelligi ve niteligi

Ortam Cesidi Erlen Ortam Kallus Kallus Cinsi
Hacmi Hacmi Agirhg

Suspanse Ortam 1 2 litre 250 ml 75¢g Embriyogenik
Embriyogenik degil

Suspanse Ortam 2 | 2 litre 250 ml 75¢g Embriyogenik
Embriyogenik degil

Suspanse Ortam 3 | 2 litre 250 ml 75¢g Embriyogenik
Embriyogenik degil

Suspanse Ortam 1 1 litre 100 ml 3¢g Embriyogenik
Embriyogenik degil

Suspanse Ortam 2 1 litre 100 ml 3g Embriyogenik
Embriyogenik degil

Suspanse Ortam 3 1 litre 100 ml 3g Embriyogenik
Embriyogenik degil
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3.2.3.4. Embriyo Gelistirme Ortam

S1v1 suspansiyon kiiltiirleri icerisinde olusan pro-embriyogenik yapilar MS
vitamini igeren ancak bitki biliylime konsantrasyonlarina gore birbirinden farkli 7

ayr1 ortama aktarilmistir. Bu ortamlarin bilesimi Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

Cizelge 3.5: Embriyo biiyilitme ortamlarmnin bilesim

Ortam No. Ortam Icerigi

Embriyo Biiylitme Ortami 1 Hormonsuz MS

Embriyo Biiyiitme Ortami 2 MS + 0.1 mg/1 TAA + 0.1 mg/I Kinetin
Embriyo Biiylitme Ortami 3 MS + 0.1 mg/l IAA + 0.5 mg/] Kinetin
Embriyo Biiylitme Ortami 4 MS + 0.1 mg/l IAA + 1.0 mg/] Kinetin
Embriyo Biiyiitme Ortami 5 MS + 0.1 mg/1 2,4-D + 0.1 mg/1 Kinetin
Embriyo Biiyiitme Ortami 6 MS + 0.1 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/1 Kinetin
Embriyo Biiyiitme Ortami 7 MS + 0.1 mg/1 2,4-D + 0.1 mg/1 Kinetin

Arastirmada kullanilan besin ortamlarinin tamaminda, birim hacimde
bulunmasi gerekli birgok maddenin miktarlar diisiiktiir ve bu maddelerin teker
teker tartilarak hazirlanmasi zaman kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle, besin

ortamini olusturan maddelerin stok soliisyonlar1 hazirlanmstir.

3.2.4. Klon Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada, 7 no’ lu klona ait bitkilerin yaprak ve sap eksplantlar
kullanilmistir. Baglangic materyali olarak kullanilan 7 no’ lu klon, Hayta (2009)
tarafindan c¢imlendirilen ve yetistirilen Gentiana cruciata L. bitkisine ait

tohumlarin olusturdugu klonlar1 arasindan se¢ilmistir. 7 no’ lu klon, hizli gelisim
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gosterdigi i¢in ve yaprak ile sap yapisi diger klonlara gore daha uygun oldugu i¢in
secilmistir. Baslangi¢ materyali steril olarak temin edildiginden dolay1 herhangi
bir sterilizasyon islemine gerek kalmamustir. Bitkiler yeterli sayiya ve gelismislige
ulastirilmak icin besin ortamina aktarilarak sayilari c¢ogaltilmistir. Kullanilan
besin ortaminin bilesiminde 0.5 mg/l BAP biiylime diizenleyicisi ile MS besin
ortamin1 olusturan bilesikler bulunmaktadir. Yaklasik 2 ay boyunca besin
ortaminda gelisen bitkiler kesilerek tekrar alt kiiltiire alinmis, bu sayede sayilari
cogalmistir. 2 Ay kiiltiir siiresi sonunda yeterli sayiya ve gelismislige ulasan
bitkilerin sap ve yaprak parcalari, eksplant olarak alinarak kallus indiiksiyon

ortamlarina aktarimistir (Sekil 3.2).

(@) (b)

Sekil 3.2: (a) Kallus indiiksiyon ortamina aktarilan sap ve (b) yaprak eksplantlar1

3.2.5. Kallus Indiiksiyonu

Eksplant almak icin yeterli sayiya ulasan klon bitkilerin sap ve yapraklari
kesilerek kallus indiiksiyon ortamlarma aktarilmistir (Sekil 3.2). Deneme 3
tekerriirli olarak kurulmus ve her bir tekerriir icin 1’er cm uzunlugunda 35 adet
sap ve 35 adet yaprak eksplant1 kullanilmistir. Kiiltiir kab1 olarak 150 cc’ lik cam
kavanozlar kullanilmis ve her bir kavanoza 5’er adet eksplant aktarilmigtir.
Kiiltiirler, floresan 1s18inda 4000 lux aydinlatma altinda, 16 saat aydinlik periyotta

ve 25 °C sicaklikta 10 hafta siiresince muhafaza edilmislerdir.
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3.2.6. Siv1 Suspansiyon Kiiltiirii ve Somatik Embriyo Olusumu

Yapist ve rengine gore embriyogenik ve embriyogenik olmayan 2 kallus
cesidi (bej-kahverengi tonlarinda, yumusak ve birbirinden kolayca ayrilabilen
yapida olan embriyogenik kalluslar ile yesil renkte kompakt yapida olan
embriyogenik olmayan kalluslar), birbirleriyle karigmamasi i¢in ayrilmis ve
suspanse kiiltiirlere aktarim i¢in hazir hale getirilmistir. 3 Farkli suspanse kiiltiir
ortamina kallus aktarim orani; 250 ml sivi besin ortami iginde 7.5 gr kallus, 100
ml sivi besin ortami iginde ise 3 gr kallus olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Kalluslarla beraber s1vi besin ortamlarinin bulundugu erlenler, 120 rpm karigtirma
hizinda, 4000 lux 1s1k altinda, 25 °c sicaklikta, 8 hafta boyunca somatik embriyo

olusturmak i¢in kiiltiire alinmiglardir.

Siv1 besin ortamlarinda 8 hafta sonunda olusan somatik embriyo igeren
kalluslar steril kabin i¢inde 0.3 mm por biiyiikliigiine sahip 50’lik mesh’lerde
stiziilerek ayrilmistir. Ayrilan ve embriyoid iceren kalluslar steril distile su ile
yikandiktan sonra, steril filtre kagidi iizerinde 5 dakika boyunca nemlerinden
arindirilmaya caligilmigtir. Daha sonra embriyoid iceren kalluslarin yas agirliklar

Olclilmiis, embriyo biiylitme ortamlarina aktarilmak i¢in hazir hale getirilmislerdir.

3.2.7. Somatik Embriyo Biiyiitme ve Gelistirme Ortamlari

Nemlerinden arindirilmig embriyoid igeren kalluslar, hormon igeriklerine
gore birbirinden farkli 7 ayr1 embriyo bilyiitme ortamina aktarilmislardir. Aktarim,
besin ortami iceren her bir kavanoza 1’er gram olacak sekilde yapilmistir. Bu
islem, ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve her bir tekerriir i¢in 7 kiiltiir kab1
kullanilmistir. Embriyoid iceren kalluslarin embriyo biiyiitme ortamina
aktarilmasindaki amag, embriyoidlerin sayim yapilabilecek ve sentetik tohum elde
edilebilecek uygunluga erismesini saglamaktir. Bu sebeple, besin ortamlar1 i¢inde
6 hafta boyunca kalan embriyoidler, stereo-mikroskop altinda incelenmistir.
Embriyoidlerin gelisim fazlar1 incelenmis, gram kallus basina embriyo sayilar1 ve

sentetik tohum olusturabilecek yeterlilikte olup olmadiklar tespit edilmistir.
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3.2.8. Sentetik Tohum Elde Edilmesi

Sayimi yapilan ve gram kallus basina orani belirlenen embriyoidler
kaplanarak sentetik tohum haline getirilmistir. Embriyoidlerin sayiminin
yapilabilmesi ve kaplanarak sentetik tohum olarak kullanilabilmesi ic¢in gelisim
sathalarinin torpedo ve kotiledon fazinda olmasi tercih edilmektedir. Stereo-
mikroskop altinda bu 6zelikte olan embriyoidler bisturi ile ayristirilarak hazir hale
getirilmiglerdir. Embriyoidler, /2 MS besin ortamin igeren, i¢inde bitki biiylime
diizenleyicisi olmayan, 15 g/l sukroz ve % 2 (w/v) alginik asit icerigine sahip
steril ortama aktarilmislardir. Bu viskoz c¢ozelti manyetik karistiricida iyice
karigtirilmistir. Bununla beraber, % 2’ lik (w/v) kalsiyum klorit (CaCl,) ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hem alginik asit igceren besin ortami, hem de CaCl, ¢ozeltisi,
otoklavda 121 °C’de 15 dakika siiresince steril edilmistir. Steril edilen bu
cozeltiler ve manyetik karistirici, laminar hava akish kabin igerisine alinarak
tohumlarin kaplanmasi islemi burada gerceklestirilmistir. Alginik asit ve CaCl,
¢oOzeltisinin uygun sogukluga gelmesi beklenmistir. Embriyoidler oncelikle
alginik asit cozeltisi ile yavas yavas karistirilmistir. Daha sonra, manyetik
karistirict yardimiyla karigtirtlan 100 ml CaCl, ¢6zeltisi igerisine pipet araciligi ile
yavag¢a embriyoidleri iceren alginik asit ¢ozeltisi bosaltilmistir. Yaklagik 25-30
dakika icerisinde olusan sentetik tohum tanecikleri steril distile su ile yikandiktan
sonra kabin i¢inde yaklasik 5 dakika boyunca filtre kagidi iizerinde nemlerinden
armndirilmast i¢in birakilmistir. Neminden arindirilan sentetik tohumlar +4 °C’de

muhafaza edilmistir.
3.2.9. incelenen Ozellikler

3.2.9.1. Kallus Indiiksiyon Orani (%)

Kiiltiir baglangicindan 10 hafta sonra farkli hormon kombinasyonlari
iceren ortamlarda olusan kalluslarin olusum yiizdeleri tespit edilmistir. Sap ve
yaprak eksplant1 i¢in olusan kallus olusum yiizdelerinin besin ortamlari ile iligkisi

incelenmistir.
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3.2.9.2. Embriyonik Kallus Indiiksiyon Oram (%)

Olusan kalluslarin renklerine ve yapisal 6zelliklerine gére embriyogenik
olup olmadiklar1 tespit edilmis ve embriyogenik kallus olusum yiizdeleri
hesaplanmistir. Eksplant c¢esidine ve besin ortami icerigine gore degisen

embriyogenik kallus olusum yiizdelerinin mukayesesi yapilmistir.

3.2.9.3. Suspanse Kiiltiire Aktarilan Kalluslarin incelenmesi

Olusturulan kalluslar 3 farkli suspanse kiiltiir ortamina aktarilmislardir. 10
hafta boyunca gelisimi izlenen kiiltlirlerin somatik embriyo olusum safhalarini

tesvik edip etmedikleri incelenmistir.

3.2.9.4. Somatik Embriyo Olusumunun Incelenmesi

Suspanse kiiltiirde somatik embriyo olusturmasi i¢in bekletilen kalluslar
kiltir sonunda steril kabinde stereo-mikroskop altinda incelenmislerdir.
Sayilabilecek nitelikte somatik embriyolar gdzlenmis, alginik asit ve kalsiyum

klorit ile kaplamak i¢in uygun kosullarda olup olmadig1 incelenmistir.

3.2.9.5. Somatik Embriyo Sayis1 (somatik embriyo / g kallus)

Sivi kiiltiire aktarilirken agirhiklart saptanan kalluslar, sivi kiiltiir
sonrasinda embriyo biiylitme ortamlarina aktarilmis ve bu ortamdaki kiiltiir siiresi
sonunda torpedo ya da kotiledon fazindaki embriyo sayilar1 belirlenmistir. Sivi
kiiltiire aktarilan kallus miktar1 dikkate alinarak somatik embriyo/gram kallus

olarak tespit edilmistir.

3.2.10. Arastirmada Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada elde edilen verilere tesadiif parselleri deneme desenine uygun
olarak SPSS istatistik programindan yararlanilarak varyans analizi uygulanmistir.
Varyans analizi sonucu o6nemli goriilen eksplant ¢esidi ve farklt hormon

kombinasyonlarinin sonuglari LSD testine gore degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kallus Indiiksiyonu

Kallus tesviki icin kiiltiire aliman eksplantlarda 10 hafta boyunca kallus
olusumu goézlenmistir. Yapilan gozlemlerde 10. haftaya kadar kallus miktarinda
artis gozlenmis, ilk kallus olusumu ise 2. hafta i¢inde tespit edilmistir. Olusan
embriyogenik olan ve olmayan kalluslar birbirinden renk ve yapi itibariyle
ayrilmaktadir. Baslangicta krem ve bej renkli olan kalluslarin embriyogenik
kalluslar oldugu, acik yesil ve sar1 renkli kalluslarin ise embriyogenik kallus
olmadig1 gozlenmistir. Baslangicta krem-bej tonlarinda olan embriyogenik
kalluslarin renkleri, zaman i¢inde kahverengi tonlarina dogru degisim gostermistir.
Embriyogenik olmayan kalluslarin renginde ise degisim gozlenmemistir. Yapisal
olarak embriyogenik kalluslarin daha sulu, yumusak ve birbirinden kolayca
ayrilabilen yapida oldugu gozlenirken embriyogenik olmayan kalluslarin ise daha
kompakt ve sert yapida oldugu tespit edilmistir. Fiuk and Rybczy#nski (2008), G.
cruciata L. bitkisinin yaprak eksplantlarindan yaptiklar1 ¢alismada embriyogenik
olan kalluslarin bej-kahverengi tonlarinda oldugunu bildirmisler, acik yesil-sar1
tonlarinda olusan kalluslarin ise embriyogenik olmadigini bildirmislerdir. Bu
durum, yaptigimiz calismada ulastigimiz gozlem parametreleri ile birebir
paralellik gostermektedir. Ancak, Nolan et al., (1989), tarafindan yoncada yapilan
bir ¢alismada ise yesil-sar1 renkli kalluslarin daha gevsek yapida ve embriyogenik
kallus oldugu sonucu bildirilmistir. Bu farklilik, bitkiler arasinda degisen

genotipik farkliliklardan kaynaklanabilir.

Kiiltiir baglangicindan itibaren gegen 10 haftalik siire icinde kallus
olusumu tamamlanmistir. Kalluslarin olusum ytizdeleri sap ve yaprak eksplantina
gore hesaplanmis ve olusan kalluslarin embriyogenik olma yiizdesi ile

embriyogenik olamama yiizdesi hesaplanmigtir
4.1.1. Kallus indiiksiyon Oram (%)

Farkli hormon kombinasyonlari igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinan G.

cruciata L. bitkisinin sap ve yaprak eksplantlariin kallus indiiksiyon oranlarina
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uygulanan varyans analizi sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Kallus olusturan

eksplantlarin yiizdesi ve embriyogenik olan kalluslarin ytlizdesi de hesaplanmustir.

Cizelge 4.1: Sap ve yaprak eksplantlarinin farkli besin ortamlarindaki kallus

indiiksiyon oranina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi
Besin Ortami1 7 519.578 35.845%
Eksplant 1 5472.348 377.528%*
Besin Ortam1 * Eksplant 7 376.885 26.001*
Hata 32 14.495
Genel 48 CV="%4.32

*p< 0.05 hata simirlar i¢inde istatistiksel olarak énemli

Sap ve Yaprak Eksplantlarinin Kallus Olusum Yiizdeleri
100,00 (7,
90,00 . . 1
sy H H B N i
o (M I
’ M Sap Eksplanti (%)
sy 1 0 0 | i
40,00 I I I I I B Yaprak Eksplanti (%)
sesy 1 1 0 |} i
sy 1 0 0 i
sy 1 01 0 1} i
0,00
O&@ 0«'3’@ o«‘@@ o«’@@ O«’@@ 0«’@6\ o«’@@ O&@
. I‘/. I'b. v. (,). b. /\. %.

Sekil 4.1: Sap ve yaprak eksplantlarinin 8 farkli kallus ortaminda olusturduklari kallus
olusum ytizdeleri
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Calismada Gentiana cruciata L. bitkisine ait sap ve yaprak eksplantlar
kullanilmistir. Eksplantlarin aktarildigi besin ortaminda ise 2,4-D ile Kinetin’ den
olusan farkli hormon konsantrasyonlarindaki 8 ayri ortam kullanilmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.2° de verilmistir. Sap eksplantinda % 94.8 ile % 100
arasinda kallus olusum orani gozlenirken, bu oran yaprak eksplantinda % 49.04
ile % 93.50 arasinda tespit edilmistir. Eksplant basina olusan kallus yilizdelerinden
yola cikarak, sap eksplantinin yaprak eksplantina goére daha iyi bir eksplant
kaynagi oldugu sonucuna ulagilmaktadir. Besin ortamlariin igeriginin kallus
olusumuna etkisi incelendiginde ise, sap eksplanti i¢in tiim ortamlarin kallus
olusum ortalamasimnin % 97.75 oldugu belirlenmistir. Sonuglarin istatistiki
analizleri incelendiginde, sap eksplanti i¢in hormon kombinasyonlar1 arasinda
onemli bir fark olmadigi, denenen tiim kombinasyonlarin ¢ok yiiksek oranda
basarili sonug¢ verdigi gozlenmistir. Yaprak eksplantlar1 i¢in ayni mukayeseyi
yaptigimizda ise, diisiik oksin ve sitokinin kombinasyonun en diisiikk kallus
olusum oranini ortaya ¢ikardigir gozlenmistir. Besin ortaminda kullanilan 2,4-D’
nin orani arttikga kallus olusum oranmin arttigr belirlenmistir. Yaprak eksplanti
i¢cin en uygun ortamin ise, 0.5 mg/l 2,4-D ile 1 mg/l Kinetin igeren ortam oldugu
tespit edilmistir. 5. kallus ortami1 olarak adlandirdigimiz bu ortamin sap eksplanti
icin de % 100 verimlilikte kallus olusturdugu g6z Oniine alinirsa kallus olugumu
icin en iyi ortamin 5. kallus ortam1 oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu ortam
Fiuk and Rybczynski (2008)’ nin G. kurroo bitkisinde kallus olusturmak icin
kullandigr ve en 1iyi kallus veriminin elde edildigini bildirdigi ortamdir.
Calismanin  baglangicinda kallus olusumunu saglayacak besin ortamlari
olusturulurken bu literatiir bilgisinden yola c¢ikilmistir. Fiuk and Rybczynski
(2008)’ nin oOnerdigi bu ortam ile ortami igeren hormonlarin farkl
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Sonug olarak literatiirde belirtilen ile ayni sonuca
ulasilmis ve bu ortami olusturan 2,4-D ile Kinetin hormonlarinin farkh

kombinasyonlarinin kallus verimi lizerine etkileri gézlenmistir.
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Cizelge 4.2: G. cruciata L. bitkisinin farkli hormon uygulamalarinda olusturdugu

kallus indiiksiyon orani ortalamalar1 (%)

Eksplant Cesidi Kinetin 2,4-D Ortam No Ortalama
(me/D (mg/) (%)

Sap 0.1 0.5 1. Ortam 97.90 A
Sap 0.1 1.0 2. Ortam 100.0 A
Sap 0.5 0.5 3. Ortam 94.98 A
Sap 0.5 1.0 4. Ortam 97.20 A
Sap 1.0 0.5 5. Ortam 100.0 A
Sap 1.0 1.0 6. Ortam 100.0 A
Sap 2.0 0.5 7. Ortam 100.0 A
Sap 2.0 1.0 8. Ortam 100.0 A
Yaprak 0.1 0.5 1. Ortam 49.04 C
Yaprak 0.1 1.0 2. Ortam 76.10 B
Yaprak 0.5 0.5 3. Ortam 56.70 C
Yaprak 0.5 1.0 4. Ortam 72.20 B
Yaprak 1.0 0.5 5. Ortam 93.50 A
Yaprak 1.0 1.0 6. Ortam 92.70 A
Yaprak 2.0 0.5 7. Ortam 85.90 AB
Yaprak 2.0 1.0 8. Ortam 92.80 A

LSD degeri =14.28

Kallus indiiksiyonu iizerinde 2,4-D biiylime diizenleyicisinin daha etkin
olmast ile ilgili bulgularimiz Nolan et al., (1989), Denchev et al., (1991), Scarpa
et al., (1993), Zafar et al., (1995), Li and Demarly (1996) tarafindan farkli bitki
tiirleriyle yapilan ¢alismalar ile uyum gostermektedir. Ayrica, bu sonuglart Gu

(1987) and Pupilli et al., (1989) Onobrychis sativa’ da, Orczyk (1992)’ in Lupinus
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tiirlerinde, Ozcan vd. (1993)’ nin bezelyede, Nenz et al., (1996)’ nin Lotus
angustissimus tiirinde yaptiklart calismalar ve  elde ettikleri bulgular da
desteklemektedir. Bununla birlikte, Hiroshi and Zhuomeng (1993), korunga
bitkisiyle yaptiklar1 bir doku kiiltiirii calismasinda, hipokotil ve kotiledon
eksplantlarindan kallus olusumunda Kinetin ve NAA’ nin 2,4-D’ ye oranla daha
etkili oldugunu rapor etmisledir. Bu durum tiirler arasindaki genotipik farkliliktan

kaynaklanmis olabilir.

4.1.2. Embriyogenik Kallus Indiiksiyon Orani1 (%)

Kallus olusum ytizdesi kadar olusan embriyogenik kalluslarin yiizdesi de
onemlidir. Indirekt somatik embriyogenesis siirecinde embriyogenik kalluslarin
olusumu gereklidir. Bu nedenle, calismada embriyogenik kallus olusum yiizdeleri

hesaplanmistir ve sonuglar Sekil 4.2° de gosterilmistir.

Eksplantlara Gore Embriyogenik Kallus Olusum Yiizdesi

90,00 (*
80,00 |*
70,00 |°
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Sekil 4.2: Sap ve yaprak eksplantlarinin embriyogenik kallus olusum yiizdesi

Embriyogenik kallus olusum yiizdeleri incelendiginde, sap eksplanti
icin %29.07 ile % 83.15 arasinda embriyogenik kallus olustugu gézlenmektedir. 8
farkli besin ortaminda sap eksplantinin olusturdugu embriyogenik kalluslarin
ortalamasi % 48.1 olarak hesaplanmistir. En diisiik embriyogenik kallus olusumu
3. kallus indiiksiyon ortam1 olan MS + 0.5 mg/l Kinetin + 0.5 2,4-D mg/I icerikli
besin ortaminda olusurken, en yiiksek embriyogenik kallus veren ortam bilesimi

ise 5. kallus indiiksiyon ortami olan MS + 1.0 Kinetin mg/l + 0.5 mg/l 2,4-D
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olarak belirlenmistir. Sap eksplant1 i¢in en yiiksek kallus indiiksiyon ortaminin

embriyogenik kallus olusumunda da en iyi ortam olmasi 6nemlidir.

Yaprak eksplantlar1 i¢in embriyogenik kallus olusum ylizdesi %13.89
ile %73.33 arasinda tespit edilmistir. Tiim yaprak eksplantlari i¢in embriyogenik
kallus olusum ortalamasi ise % 43 olarak hesaplanmistir. Yaprak eksplant1 i¢in en
diisitk embriyogenik kallus veren ortam 1. kallus indiiksiyon ortami olan MS + 0.1
mg/l Kinetin + 0.5 mg/l 2,4-D olurken, en yiiksek kallus olusum yiizdesi 5. kallus
indiiksiyon ortami olan MS + 1.0 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l 2,4-D’ de belirlenmistir.
Iki eksplant tipi kiyaslandiginda, sap eksplantinin, kallus olusumunda gozlendigi
gibi embriyogenik kallus olusturmak i¢in de daha uygun bir eksplant tipi oldugu
sonucu tespit edilmistir. Her iki eksplant tipinde kallus olusum yiizdeleri igin en
iyi ortam olan 5. kallus indiiksiyon ortaminin embriyogenik kallus olusumu i¢inde
en iyl ortam olarak belirlenmesi 6nemlidir. 5. kallus indiiksiyon ortaminin en
yliksek kallus olusumunu sagladigi gibi en yiiksek embriyogenik kallus
olusumunu da saglamasi bundan sonra G. cruciata L. bitkisi ile yapilacak somatik
embriyo c¢aligmalari i¢in dikkate deger bir veri olusturacaktir. Calismamizda farkl
hormon kombinasyonlar1 kiyaslandiginda daha iyi bir besin ortami igeriginin
tespit edilememis olmasi da Fiuk and Rybczynski (2008)’ nin Gentiana kurroo’

da yaptig1 caligma ile birebir paralellik gostermektedir.

Thorpe (1980), herhangi bir tiirde farklilagmamis dokunun olusmasi i¢in
endojen (hiicreye ait) oksin/sitokinin dengesinin, eksojen oksin/sitokinin
dengesinden daha 6nemli oldugunu bildirmis ve bazen agiklamakta zorlandigimiz,
istenmeyen ya da beklenmeyen in vitro gelisimlerin ortaya cikabilecegini ifade
etmistir. Bu tanim, ¢calismamizda kullandigimiz sap ve yaprak eksplantlarinin ayni
genotipe sahip olmasina ragmen besin ortamlarinda farkli kallus olusum tepkileri

vermesinin sebebi olarak gosterilebilir.

Kallus olusumunu indiiklemek i¢in besin ortamlarina aktardigimiz
eksplantlardan kallus gelisimi sirasinda her iki eksplant i¢inde 4, 5 ve 6 no’ lu
indiiksiyon ortamlarinda indirekt somatik embriyogenesis olusumu ve
organogenesis olusumu gozlenmistir (Sekil 4.3).  Gaspar et al. (1996), doku

kiiltiirii ¢aligmalarinda direkt somatik embriyogenesis amaclandiginda, bizim



26

calismamizda da gozlendigi gibi, ¢ogunlukla Kinetin’ in tercih edildigini

bildirmektedir.

(@) (b)

Sekil 4.3: (a) Kallus ortamlarinda olusan indirekt organogenesis, (b) indirekt somatik

embriyogenesis olusumlari

4.1.3. Suspanse Kiiltiire Aktarilan Kalluslarin incelenmesi

Kallus indiiksiyon ortaminda olusturulan kalluslar, renk ve yapilarina gore
embriyogenik olan ve olmayan seklinde ayrilmiglardir. Tiim ortamlarda olusan her
iki ¢esit kalluslarin toplam agirliklart 6l¢iilmiis, hazirlanan sivi besin ortamlarini
iceren farkli hacimdeki erlenlere aktarilmiglardir. Embriyogenik olmayan
kalluslarin da suspanse ortama aktarilmasinin sebebi embriyogenik kalluslarla
mukayese edilebilmesine olanak saglamak ve embriyogenik olma bakimindan
dogru ayrimin yapildigina emin olmaktir. Kallus indiiksiyon ortaminda olusan

kalluslar (Sekil 4.4) s1v1 ortamlara aktarilmistir.
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(@) (b)

Sekil 4.4: (a) Sivi besin ortamina aktarilan embriyogenik, (b) embriyogenik olmayan

kalluslar

10 hafta boyunca sivi ortam i¢inde gelisen kalluslarin gézlemleri yapilmis
embriyoid olusumu incelenmistir. Bu siire sonunda olusan embriyoidlerin bir
kismi geligsmesi i¢in embriyo biiylitme ortamlarina aktarilmis, diger kismi ise
embriyo biiyiitme ortamina aktarilmadan steril kabin i¢inde gozlem ve sayim

yapmak i¢in incelemeye alinmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Stv1 besin ortaminda gelisen kalluslar

4.1.4. Somatik Embriyo Olusumunun incelenmesi

S1v1 besin ortaminda 10 hafta boyunca gelisimi gézlenen embriyoid igeren
kalluslar daha sonra sivi ortamdan alinmis ve bir kismi embriyo biiyiitme
ortamlarina aktarilmigtir. Diger kismi ise gelisimleri incelenmek {izere steril kabin

icinde stereo-mikroskop altinda gozlenmistir. Embriyoid igeren kalluslarin
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embriyo biiylitme ortamlarina aktarilmasindaki amag, sentetik tohum i¢in uygun
kalitede ve sayilabilen embriyoid olusturmay1 temin etmektir. Embriyo biiylitme
ortamina aktarilmayan embriyogenik kalluslar ve baglangicta embriyogenik
olmayan kalluslar stero-mikroskop altinda incelenmislerdir. Embriyo biiyiitme
ortamina aktarilmayan embriyogenik kalluslarda pro-embriyogenik ve globular
sathada embriyolarin olustugu, embriyo olusumunun heniiz baslangi¢ sathasinda
kaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.6). Bu nedenle suspanse ortamdan ¢ikan ve embriyo
gelistirme ortamina aktarilmayan embriyogenik kalluslarin, istenilen olgun
embriyoidleri olusturma safhasina gelemedigi, sentetik tohum olusturmak i¢in ve
embriyo sayisint tespit edebilmek i¢in uygun durumda olmadigr sonucuna
vartlmistir. Fiuk and Rybczynski (2008)” nin G. cruciata L. bitkisi ile yaptigi
calismada kullandigi MS + 1 mg/l Dicamba + 0.1 mg/l NAA + 2 mg/l BA + 80.0
mg/l Adenin Siilfat iceren besin ortaminda embriyo biiyilitme ortamina aktarim
yapilmadan da torpedo seviyesinde embriyoid olusumu gdzlendigi bildirilmis,
ancak embriyo biiylitme ortamina aktarildiktan sonra embriyo gelisiminin ve
kotiledon safhasinda olusan embriyoid sayisinin arttigi vurgulanmistir. Yaptigimiz
calismada s1v1 ortamda olugma asamasina gelen embriyoidlerin heniiz baglangi¢
safhasinda olmasi, literatiirde aktarilan ortamdaki oksinin c¢esidinin farkl
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ticari anlamda yiiksek maliyet i¢eren
Dicamba oksininin yerine kullanilan 2,4-D ve IAA oksinlerinin suspanse ortamda
gelismis fazda embriyoid olusturmak igin yeterli indiiklemeyi yapamadigi,

suspanse ortamdan sonra embriyo bilyilitme ortamima ihtiya¢ duyuldugu

gozlenmistir.

Sekil 4.6: Suspanse ortamda olugan pro-embriyogenik yapidaki kalluslar
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Embriyogenik olmayan kalluslarin aktarildigi suspanse ortamda ise 10 hafta

sonunda herhangi bir embriyoid baslangicinin gézlenmedigi tespit edilmistir.

4.1.5. Somatik Embriyo Sayisinin (somatik embriyo/g Kkallus)

incelenmesi

Sayim yapilabilecek yapiya ulagsmasi ve sentetik tohum i¢in uygun sathaya
gelmesi i¢in sivi besin ortamindan ¢ikartilan embriyoidler, embriyo biiyiitme
ortamina aktarilmistir. Embriyo biiylitme ortamina aktarilan embriyoidler yaklasik
8 hafta boyunca ortamda birakilmistir. Her bir embriyo biiyiitme ortamina 1 gr
embriyoid iceren kalluslar aktarilmigtir. Daha sonra steril kabin i¢inde petrilere
aktarillarak sayimi yapilan embriyoidlerin gram kallus basina diisen ortalama

sayilarinin gozlemleri yapilmistir (Cizelge 4.3).

3 Farkli sivi besin ortaminda yetistirilen baslangic sathasindaki
embriyoidlerin, embriyo biiylitme ortamina aktarildiklarinda sentetik tohum
olusturabilmek i¢in istenilen yapida ve sayilabilir 6zellikte embriyoid olusturmasi
beklenmektedir. Ancak sadece IAA igeren suspanse ortam 3’de istenilen seviyede

embriyoid olusumu gozlenmis ve sayimi yapilabilmistir.

Cizelge 4.3: Embriyo biylitme ortaminda (E.B.O) gelisimi gozlenen

embriyoidlerin sayisi

Somatik Embriyo
Ortam No. Ortam Icerigi Sayis (somatik

embriyo/gr kallus)
Embriyo Biiyiitme Ortamu 1 Hormonsuz MS 181
Embriyo Biiyiitme Ortami 2 MS + 0.1 mg/l IAA + 0.1 mg/1 Kinetin 250
Embriyo Biiyilitme Ortami 3 MS + 0.1 mg/l IAA + 0.5 mg/1 Kinetin 213
Embriyo Biiylitme Ortami1 4 MS + 0.1 mg/l TAA + 1.0 mg/l Kinetin 200
Embriyo Biiyilitme Ortami1 5 MS + 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l Kinetin 144
Embriyo Biiylitme Ortam1 6 MS + 0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l Kinetin 131
Embriyo Biiyilitme Ortam1 7 MS + 0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l Kinetin 133
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Olusan somatik embriyolarin gram kallus basina oranlar1 incelendiginde
131 ile 250 arasinda oldukga yiiksek bir verimlilik gozlenmistir. Siile (2005),
yonca (Medicago sativa L.) bitkisinde yaptigi somatik embriyo caligmasinda
embriyo biiylitme ortamina aktarildiktan sonra gelisen embriyolarin sayisinin
gram kallus basina 9 ile 26 arasinda degistigini bildirmistir. Nolan et al., (1989)’
i ve Denchev et al. (1993)’ in yaptiklar ¢alismalardan elde ettikleri bulgular da
Siile (2005)’ nin bulgularina benzer niteliktedir. Yaptigimiz c¢alismada onceki
caligmalara oranla daha yliksek oranda gram kallus basmma somatik embriyo
sayisina ulasilmasinin sebebinin tiirler arasinda genotipik farkliliklardan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ayrica, suspanse kiiltiirde olusmaya baslanan
embriyoidlerin embriyo biiylitme ortamlarinda dogru hormon kompozisyonlari ile
indiiklenmesi de 6nemlidir. Mikula et al., (2005), G. cruciata L. bitkisinde yaptigi
calismada somatik embriyo olusumu i¢in hazirlanan GA; ve Kinetin igeren
embriyo biiylitme ortamlarinin embriyo olusumuna olumlu katki yaptigini
bildirmislerdir. Ayrica, olusum evresinde olan embriyoidlerin gelisimini devam
ettirebilmek, hizlandirmak ve yiiksek verim saglamak amaciyla embriyo biiyilitme
ortamina aktarilmasinin 6nemli oldugunu vurgulanmistir. Bu durum ¢alismamizda
embriyo bilyiitme ortamina aktarilmadan gelismis safthada embriyo olusmamasi

durumunu agiklar niteliktedir.

Embriyoidlerin sayisint embriyo biiyiitme ortam igeriklerine gore
inceledigimizde en yiiksek degerin diisiik miktarda IAA ve Kinetin igeren E.B.O.
2 no’ lu ortam kompozisyonunda gerceklesmistir. Oksin ¢esidi ve miktar1 serbest
tutulup sitokinin miktar1 arttirildiginda, olusan embriyoid sayisinin azaldigi
gozlenmigtir. [AA yerine oksin olarak 2,4-D kullanildiginda ve Kinetin’ in farkli
konsantrasyonlari ile denendiginde ise en yiiksek somatik embriyo sayisinin yine
diisiik miktarda 2,4-D ve Kinetin iceren E.B.O. 5 no’ lu ortamda olustugu
gozlenmistir. Ancak 2,4-D oksini iceren ortamdaki en yiiksek embriyoid sayisi
IAA oksini igeren ortama gore diisiik olmus ve somatik embriyo sayisi144 olarak
tespit edilmistir. Hormon kullanilmayan kontrol ortaminda ise olusan embriyoid
sayist 181 olarak tespit edilmistir. Bu deger, iki farkli oksin ¢esidi igeren
ortamlarin olusturdugu ortalama embriyoid sayisinin arasindadir. Bu verilere gore,
IAA oksininin G. cruciata L. bitkisi ilizerindeki somatik embriyo olusturma

potansiyelinin 2,4-D ye gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. 2,4-D
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hormonu igeren besin ortamlarindaki embriyoid sayisi, kontrol ortamlarinda
olusan embriyoid sayisindan daha diisiik kalmistir. Nolan et al., (1989), IAA
yerine 2,4-D kullanildigi zaman somatik embriyo sayisinda azalma oldugunu

bildirmislerdir. Bu durum bizim bulgularimizi agiklar niteliktedir.

Calismamizda embriyo biiylitme ortamina aktarildiktan sonra olusan
embriyoidlerin genel olarak kalp ve torpedo fazinda olduklar1 gézlenmistir (Sekil
4.7). Kotiledon fazinda embriyoid sayist digerlerine oranla son derece azdir. Bu
sebeple embriyo olusumunun daha ileri fazda olugsmasini saglamak i¢in embriyo
biiylitme ortaminda kalma siiresinin arttirilmasi veya ortam igeriginde bulunan
hormon ¢esitlerinin ve kombinasyonlarinin degistirilmesi 6nerilebilir. Mikula and
Rybcezyfiski (2001), G. cruciata L. bitkisinde yaptiklar1 calismada suspanse
kiiltirde olusan baglangic sathasindaki embriyoidleri GA; ve Kinetin igeren
embriyo biiylitme ortamlarina aktarmislar ve 6 hafta sonunda yiiksek miktarda
kotiledon sathasinda embriyoid olustugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonucu ile

yaptigimiz ¢alismanin sonucunu mukayese edilirse embriyo biiylime ortamlarini

olusturan hormon ¢esitlerinin énemli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

(a) (b)

Sekil 4.7: (a) Embriyo biiyiitme ortaminda olusan kalp, (b) torpedo fazindaki embriyolar

4.1.6. Sentetik Tohum Elde Edilmesi

Yaptigimiz ¢aligma sonucunda olusan embriyoidler kaplanmak i¢in hazir
hale getirilmistir.  Embriyoidler, saymmi yapildiktan sonra ayrilarak

hazirlanan %2’lik (w/v) alginik asit ¢dzeltisi i¢ine ilave edilmistir. Viskoz haldeki
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bu cozelti karistirilarak embriyoidlerin bir araya toplanmamasi, ¢ozelti i¢inde
homojen dagilmasi amaglanmistir. Bu arada %2 (w/v) oraninda CaCl, igeren ve
otoklavlanip steril olarak hazir bekleyen ¢ozelti, bir kaba bosaltilarak manyetik
karistiric1 iizerine birakilmistir. Manyetik karistiricida karigmakta olan CaCl,
cozeltisi igerisine embriyolarin bulundugu alginik asit ¢dzeltisi pipet yardimiyla

bosaltilmistir. Bu sekilde, yaklagik 30 dakika igerisinde sentetik tohum olusumu

gergeklestirilmistir (Sekil 4.8).

-

Sekil 4.8: Somatik Embriyolarin Kaplanmasi ile Elde Edilen Sentetik Tohumlar
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5. SONUC VE ONERILER

G. cruciata L. bitkisinden in vitro kosullar altinda sentetik tohum elde
edilmesi amaciyla yliriitiilen bu ¢calismada baslangi¢ materyali olarak bitkinin 7 no’
lu klonu kullanlmistir. Calismada kullanilan materyal, Ege Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirii

Laboratuarinda yiiriitiilen 1060111 no’ lu TUBITAK projesinden temin edilmistir.

Cogaltiminin yapilmasi amaciyla 7 no’ lu klona ait bitkiler, 0.5mg/l BAP
igeren MS besin ortamina aktarilmistir. 8 Hafta sonunda ¢alismaya baslamak igin
gerekli saylya ve uygunluga sahip bitki temini saglanmistir. Gelisimi saglanan
bitkilerin sap ve yaprak eksplantlar1 8 farkli kallus indiiksiyon ortamina
aktartlmistir.  Arastirma  sonuglart  incelendiginde tim  besin  ortami

kombinasyonlarinda farkli oranlarda kallus indiiksiyonu gerceklesmistir.

Arastirma sonucu kallus indiiksiyon oran1 sap eksplanti i¢in % 94.98 ile %
100 arasinda, yaprak eksplanti i¢in ise % 40.04 ile % 93.50 arasinda
gergeklesmistir. Sap eksplanti i¢in biiylime diizenleyicilerinin ¢ok fazla etkisi
gozlenmezken, yaprak eksplanti i¢in ortama eklenen 2,4-D miktar1 arttik¢a kallus
indiiksiyon oraninin arttig1r goézlenmistir. Embriyogenik kallus olusum yiizdeleri
incelendiginde ise sap eksplant1 i¢in olugum oran1 % 29.07 ile % 83.15 arasinda
degisirken, yaprak eksplanti i¢in bu oran % 13.89 ile % 73.33 arasinda
gozlenmistir. Kallus indiiksiyonu ve embriyogenik kallus olusum yiizdelerini
kiyasladigimizda, sap eksplantinin yaprak eksplantindan daha iyi bir eksplant
kaynagi oldugu sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Kallus indiiksiyonu i¢in yapilan
caligmalarda en iyi ortamin her iki eksplant kaynagi icinde 5 numarali kallus

indiiksiyon ortami oldugu gézlenmistir.

Elde edilen kalluslar embriyogenik olanlar ve olmayanlar olarak iki guruba
ayrilmig ve hazirlanan sivi besin ortamlarina aktarilmislardir. 10 hafta boyunca
kiiltiirde kalan kalluslar kiiltiir ortamindan ¢ikarildiginda istenen seviyede somatik
embriyo olusturamadigi gozlenmistir. Bu amagla, embriyo biiyiitme ortamina
aktarilan kalluslardan sadece IAA oksini iceren sivi ortamda yetismis olanlar

embriyo bilylitme ortaminda istenilen gelisimi gostermiglerdir.
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Embriyo biiyiitme ortaminda gelisme gosteren embriyoidler sayimi
yapilarak gram kallus basina olusturduklar1 somatik embriyo miktar1 tespit
edilmigtir. En yiilksek somatik embriyo olusumuna yardim eden biiyiitme
ortaminin diisiik miktarda IAA ve Kinetin igeren ortam oldugu gézlenmistir. Bu
ortamda olusan embriyoid sayis1 gram kallus basina 250 adet olarak belirlenmistir.
[AA yerine kullanilan 2,4-D oksininde ise ortamlarda olusan embriyoid sayisinda
azalma olmustur ve embriyoid sayist en fazla 144 adet olarak bulunmustur. 2,4-D
oksini igeren ortamlardaki embriyoid sayisinin hormonsuz kontrol ortaminda
olusan embriyoid sayisindan daha az oldugu gozlenmistir. Bu sebeple, embriyo
biiylitme ortaminda 2,4-D’ nin kullanilmasinin embriyoid sayisinin artmasina
olumlu katkida bulunmadigi sonucuna varilmistir. Ortamlarda bulunan Kinetin

miktarinin artmasi da embriyoid sayisina olumlu bir etki yapmamustir.

Elde edilen farkli donemlerdeki somatik embriyolar alginik asit ile
kaplanmak suretiyle tekrar doku kiiltiirii araciligi ile rejenere edilmelerine gerek
kalmadan, direkt topraga ekilebilecek ve tohum olarak kullanilabilecek hale

getirilmiglerdir.

Yiriittiiglimiiz arastirma, G. cruciata L. bitkisinin in vitro kosullarda
yiiksek verimlilikte ve istenilen kalitede iiretimini temin eden sonuglar
icermektedir. Zira farkli asamalar sonunda sadece 1 g kallustan 250 adet somatik
embriyo elde edilebilmektedir. Dolayisiyla bu 250 tane somatik embriyo,
mutasyon ile farklilaganlar disinda donor bitki ile ayn1 genetik yapiya sahip birey
demektir. Daha sonra, alginik asit ile kaplanarak tohum benzeri yap1
olusturulabilmekte ve saklanarak kullanima hazir halde korunabilmektedir. Bu
metot; 1slah1 ¢aligmalarinda, segilmis bireylerin hizli ¢ogaltiminda, yiiksek kalite
ve miktarda birey olusturmada ve tohum teknolojisini gelistirme anlaminda bize

biiyilik avantajlar sunmaktadir.

Calismada kullandigimiz biiyiime diizenleyicilerinin farkli dozlar1 ve farkli
besin ortamlar1 ile devam ettirilmesi Onerilebilir. Ayn1 zamanda, farkli oksin-
sitokinin veya oksin-oksin kombinasyonlarinin denenmesi elde edilebilecek

somatik embriyo say1 ve kalitesi iizerinde etkili bir uygulama olabilir.
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Biiylime diizenleyicilerinin yani, sira ortamin diger bilesenleri (6zellikle de
karbonhidrat kaynaklari, aminoasitler ve vitaminler) ve farkli kaplama
materyalleri lizerinde de arastirmalar yapilarak daha etkili bir sentetik tohum

iiretim prosediirii gelistirilebilir.

Arastirma sonucunda, IAA biliylime diizenleyicisinin somatik embriyo
olusturma acisindan daha etkili oldugu gézlenmistir. Ancak, siv1 besin ortaminda
somatik embriyolarin istenilen fazda olusmadiklari, embriyo biiylitme ortaminda
bu somatik embriyolarin gelisimleri desteklendikten sonra kalp ve torpedo fazinda
embriyolarin olustuklar1 gézlenmistir. Somatik embriyolarin kotiledon sathasinda
daha yiiksek oranda olusmasi i¢in farkli oksin ¢esitlerinin kullanilmasi 6nerilebilir.
Daha spesifik ve pahali olan Picloram ve Dicamba gibi oksinlerin bu tip
caligmalarda tercih edilmesi istenilen bu 6zelliklerin kazanilmasi agisindan 6nemli
olabilir. Caligmanin amaci ve ticari niteligine gore kullanilacak oksin ¢esidinin

belirlenmesi Onerilebilir.

Arastirmada yaprak ve sap eksplantlar1 kullanilmistir. Ancak bitkilerin
farkl1 vejetatif aksamlarinda i¢sel hormon seviyesine bagli olarak reaksiyon
yluzdelerinde artiglar olmasi muhtemeldir. Bu nedenle yapilacak benzer
calismalarda bitkinin hipokotil gibi tohum taslagi gibi farkli pargaciklarinin
kullanilmas: ayrica kullanilan eksplantlarin farklt boyutlarimin denenmesi de

tavsiye edilebilir.

Sentetik tohum elde edilmesinde alginik asit ve kalsiyum Kklorit
cozeltilerinin  konsantrasyonlar1 {izerinde de farkli uygulamalar yapilmasi
Onerilebilir. Boylece tarla performanslari agisindan en uygun korunumda ve
¢imlenmesi i¢in gerekli olan elastikiyette tohumlarin elde edilmesi saglanacaktir.
Ayrica caligmamizda olusan sentetik tohum taneciklerinin i¢inde birden fazla
embriyo bulundugu goézlenmistir. Bu sorunun asilmasi i¢in  hiicre
enkapsiilasyonun da kullanilan, her bir hiicreyi tek bir alginik asit boncugunun
icine hapsedebilen otomatik diizeneklerin benzerlerinin optimizasyonu yapilarak

kullanilabilmesi Onerilebilir.
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Sentetik tohum eldesin de kullanilan alginik asit ve kalsiyum klorit en
yogun olarak kullanilan kaplama materyalidir. Alternatif olarak farkli hidrojeller
veya kitozan gibi daha farkli yapidaki kaplama materyallerinin kullanilmasi
onerilebilir. Bu tarz farkli yapidaki kaplama materyallerinin kullanilmasi bu
calismalarin ge¢misi acisindan bir Onciilliik teskil edecek ve farkli verim-kalite

bulgular1 olusturulacaktir

Olusturulacak sentetik tohumlarin +4 °C derecede ne uzunlukta
saklanabilecegi ve veriminin nasil etkilenecegi konusunda ayr1 bir ¢alisma
diizenegi kurulmasmmi da Onerilebilir. Direkt toprak iizerine aktarilarak
cimlendirilen ve besin ortami araciligi ile ¢imlendirilen sentetik tohumlarin
mukayesesinin yapilmasi da onerilebilir. Boylece ticari anlamda 6nem arz eden
sentetik tohumlar olusturulduktan sonraki muhafaza asamasindaki gozlemleri

yapilacak ve onemli verilere ulasilabilecektir.
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