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Embriyo kiiltiirii teknigi domates 1slahinda Onemli bir yere sahiptir. Domates
1slahinda embriyo kiiltiiriiniin uygulama alanlarindan biri 1slah siiresinin kisaltilmasidir. Bu
calismanin amaci domateste genotip, embriyo yasi ve besin ortaminin embriyo kiiltiiriiniin
basarist ve kendilemeden ciceklenmeye kadar gecen siire iizerine etkilerinin
arastirilmasidir. Denemede Cemile Fi, Newton Fi, Siimela Fi, RS 400 Fi1, Menhir Fi,
Astona Fi, Alida F1, Diyansa F1 ve bir lokal populasyon olmak iizere 9 domates genotipi
kullanilmigtir. Temel besin ortami olarak Murashige and Skoog (MS) besin ortami
kullanilmigtir. MS + 0,1 mg/l kinetin, MS + 0,1 mg/l IAA, MS + 0,1 mg/l kinetin + 0,1
ml/IAA, MS + 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP ve kontrol (MS) olmak iizere5 farkli ortam
ile 20-24-28-32 ve 36 giinliik embriyolar denenmistir.

Denemede MS + 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP uygulamasinda embriyolardan
bitki elde edilememistir. En yiliksek embryo gelisim oran1 % 100 ile 28-36 giinliik
embriyolardan elde edilmistir. En diisiik basar1 oran1 ise 20 giinliik embriyolarda % 55,22
olmustur. Besin ortamlar1 ve genotipler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemli
cikmamistir. Embryo gelisimindeki basar1 {izerine stokininlerin ve oksinlerin etkisi
olmamistir. Olgunlasmamis domates embriyolarinin gelismesinde MS besin ortami yeterli
olurken, denemede basar1 orani lizerine en etkili faktor embriyo yas1 ¢cikmastir.

Denemede tozlagsmadan ¢iceklenmeye kadar gecen siire 69,3-128,6 giin arasinda
degisirken, kontrol uygulamasinda 118-132 giin arasinda gerceklesmistir. Embriyo kiiltiirii
uygulamasi kontrol uygulamalarina gore 1slah siiresini 36,6-56,7 giin arasinda kisaltmistir.
Besin ortamlar1 ve genotipler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak énemli ¢ikmamuistir.
Denemede tozlasmadan ciceklenmeye kadar gecen siirenin kisalmasinda en etkili faktor
embriyo yasi olmustur.

Anahtar Kelimeler: Domates, embriyo kiiltiirii, embriyo yasi, besin ortami, genotip




ABSTRACT

THE USE OF EMBRYO CULTURE TO OBTAIN INBRED LINES in SOME
TOMATO GENOTYPES
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Embryo culture has an important role in tomato breeding. One of the application of
embryo culture is to shortening the breeding cycle in tomato. The main objective of this
study is to investigate the effect of different embryo ages, nutrient mediums and genotypes
on the success rate of embryo culture and duration from inbreeding to flowering of
tomato. Nine tomato genotypes, Cemile F1, Newton F1, Siimela Fi1, RS 400 F1, Menhir Fi,
Astona F1, Alida F1, Diyansa F1 and one local tomato population, were used in the study.
Murashige and Skoog (MS), MS + 0,1 mg/l kinetin, MS + 0,1 mg/l IAA, MS + 0,1 mg/l
kinetin + 0,1 mI/IAA and MS + 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP were used as nutrient
media. In the study, immature tomato embryos, 20-24-28-32 and 36 days after pollination
(DAP) were tested.

No plants were obtained from MS + 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP medium. The
highest embryo development ratio (% 100) was obtained from 28-36 DAP embryos. The
lowest embryo development ratio was 55,22% in 20 DAP embryos. Differences among
genotypes and nutrient medium were not statistically important. Cytocinin and auxin
application was not effective on embryo development ratio. MS nutrient medium was
enough for development of immature tomato embryos. In the study, the most effective
factor on embryo development ratio was the embryo age.

In the study, days from pollination to flowering ranged between 69,3-128,6 days.
Days from pollination to flowering were between 118-132 days in the control application.
Embryo culture shortened the breeding cycle about 36,6-56,7 days in comparison to the
control application. Differences among genotypes and nutrient media were not important.
In the study, the most effective factor was embryo age in shortening the days from
pollination to flowering.

Key Words : Tomato, embryo culture, embryo age, nutrient media, genotype
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1. GIRIS

Solanaceae familyasinin onemli tiirlerinden biri olan domates (Lycopersicon
esculentum Mili.) diinya lizerinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Kiiltiire aliniginin
yaklagik 100 yillik bir ge¢misi olan domates, Ozellikle son 25 yil icinde biiyiik bir
popiilarite kazanmistir. Yetistiriciliginde ¢ok farkli tekniklerin kullanildigi domates diinya
izerinde 4,6 milyon hektar alanda 130 milyon ton dolayinda iiretilmektedir (Anonymous,

2005).

Domates dogal yetisme ortaminda ¢ok yillik bir bitki olmasina karsin kiiltiire alinan
cesitleri tek yilliktir. Tarla kosullarinda bodur veya oturak cesitlerinin yanm sira sirik
cesitleri de yetistirilmektedir. Ortii alt1 yetistiriciliginde ise sirik cesitleri kullanilan
domates taze, pisirilerek, kurutularak, dondurularak, konservesi yapilarak, sal¢a, sos ve
meyve suyu yapiminda olmak iizere ¢ok degisik sekillerde degerlendirilebilmektedir.
Sahip oldugu besin degeri ve insan sagligina olan olumlu etkileri nedeniyle domates
glinlimiiziin vazgecilmez sebzelerinden biri olmustur (Vural ve ark., 2000; Hobson and

Davies, 1971; Rao and Agarval, 2000).

Kiiltiire alinmasi ile birlikte domates iizerinde bilimsel ¢alismalar da baslamistir.
Gen kaynaklarindan alinan tiplerin icinden en iyilerinin secilerek yetistiricilikte
kullanilmasiyla baslayan ¢alismalar, bilim ve teknolojideki yeniliklerle beraber giderek
daha da spesifik konular iizerinde yogunlasmistir. Ozellikle son 20-30 yillik dénemde
biyoteknoloji alanindaki gelismeler domates ile ilgili calismalarda da etkisini
gostermistir. Domatesteki ¢alismalar genellikle verim ve kalitenin iyilestirilmesi, iiretim
maliyetinin  diisiiriilmesi, biyotik ve abiyotik faktorlere karsi toleranshilik ve
dayanikliligin artirilmasi, insan saghgim tehdit etmeyen ve cevre dostu yontemlerin
gelistirilmesi ve benzeri konular {izerinde yogunlasmistir. Bu calismalar icinde domates
1slah1 ayr bir yer tutmaktadir. Baglangicta klasik 1slah yontemleriyle baslayan ¢calismalar

daha sonra biyoteknolojik yOntemlerle entegre olmus ve ¢ok sayida iistiin ozellikli Fi1



hibrit cesitler gelistirilmistir. Bu baglamda domates 1slahinda doku kiiltiirii teknikleri

Oonemli bir yere sahiptir (Minneo, 1990; Bhatia et al.,2004).

Bitkilerden alinan organ, doku, hiicre veya hiicre kistmlarinin steril kosullarda
yapay besin ortamlarinda yetistirilmesi, gelistirilmesi ve yeni bitkiye doniistiiriilmesi
olayina bitki doku kiiltiirii ad1 verilmektedir. Doku kiiltiirii calismalarinda amaca bagl
olarak baslangic materyalleri meristem, embriyo, anter, protoplast gibi degisik bitki
aksamlar1 olabilmektedir. Doku kiiltiirii yontemleri domates 1slahinda ticari degere sahip
bitkilerin gelistirilmesinde ©nemli bir etkiye sahiptir. Bu sayede yabani ve kiiltiir
domateslerinden tiistiin 6zelliklere sahip yeni ¢esitlerin gelistirilmesi miimkiin olmustur

(Evans, 1989; Zapata, 1980; Novak and Moskova, 1979; Bhatia et al, 2004).

Domateste doku kiiltiirii caligmalart biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikl
ve toleransli genotiplerin gelistirilmesi, 1slahta 6nemli bir yeri olan haploid bitkilerin elde
edilmesi, cogaltma, somatik bitkilerin gelistirilmesi, 1slah siiresinin kisaltilmasi ve domates
1slahinda  karsilagilan  engellerin  ortadan kaldirilmasinda etkili olan  zigotik
embriyogenesis konularinda yogunlagsmistir (Stavarek and Rains, 1984; Rahman and Kaul,

1989; Toyoda et al., 1989; Zagorska et al., 1998; Wijbrandi et al., 1990).

Domateste embriyo kiiltiirii zigotik ve somatik embriyo kiiltiirii olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Somatik embriyo kiiltiiriinde olgunlagsmis veya olgunlagsmamis embriyolarin
explantlarindan yeni bitkiler elde edilmektedir. Somatik embriyo kiiltiiriinde zigotik
embriyolar da kullanilabilmektedir. Zigotik embriyo kiiltiiriinde ise olgunlagmis veya
olgunlasmamis embriyolardan gelismeleri devam ettirilerek tam bitkiler elde
edilmektedir. Sunulan bu c¢alismanin konusunu olusturan domateste zigotik embriyo
kiiltiriiniin  amaci, olgunlasmamis embriyolarin endospermden ayrilarak in vitro
kosullarda yapay besin ortamlarinda gelismelerinin tamamlanarak tam bitkilerin elde
edilmesidir. Embriyo kiiltiirii cogunlukla 1slah c¢alismalarinda kullanilan bir tekniktir.
Buna ilave olarak temel biyolojik c¢alismalarda, tohumlarin ¢imlenememesi durumunda,
1slah siiresinin  kisaltilmasinda, yasayamayan veya gelismesini devam ettiremeyen
embriyolarin kurtarilmasinda ve haploid bitkilerin elde edilmesinde embriyo kiiltiirii
tekniginden yararlanilmaktadir (Goniilsen, 1987; Biiriin ve Giirel, 2001; Monnier, 1990;
Kahsa and Kao, 1970; Raghavan, 2003).



Domates 1slahinda karsilasilan onemli zorluklardan biri 1slah siiresinin uzun
olmasidir. Homozigot kendilenmis hatlarin veya geri melez hatlarin elde edilmesi i¢in
amaca ve bitkisel materyalin 0zelligine baglh olarak 4-6  generasyona
ihtiya¢ duyulmaktadir. Her kendilemede veya geriye melezlemede tohum elde edilinceye
kadar gecen siirenin uzun olmasi nedeniyle ekolojiye ve 1slah calismasinin yiiriitiildiigi
sartlara baghi olarak yilda maksimum 2 veya 3 generasyon ilerlenebilmektedir.
Kendilemelerden belirli bir siire sonra tohum taslaklarindan olgunlasmamis embriyolarin
almarak in vitro kosullarda gelismelerinin devam ettirilmesi kendilemeden tohum elde
edilinceye kadar gegen siirenin kisalmasinda etkili olabilmektedir (Ellialtioglu ve
Abak, 1986). Olgunlasmamis embriyolarin endospermden alinma zamaninin iyi
belirlenmesi ve uygun besin ortami se¢imi embriyo kiiltiirtinde basar1 oran {izerine etkili

olmaktadir.

Sunulan bu calismada, farklt domates genotiplerinin olgunlagsmamis embriyolarinin
endospermden ayrilarak degisik besin ortamlarinda olgunlagmalarinin saglanmasi
amaclanmistir. Bu maksatla 10 domates genotipi kendilenmis ve kendilemelerden 20, 24,
28, 32 ve 36 giin sonra tohum taslaklarindan embriyolar alinarak MS temel besin
ortamina 4 degisik biiylime diizenleyicinin ilave edildigi kiiltiir ortamlarinda

gelismeleri takip edilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

Bitkilerde dollenmeden sonra olgunlagsmig veya olgunlagsmamis embriyolarin
endospermden ayrilarak steril sartlarda in vitro ortamda yasama yetenegine sahip bitkiye
doniistiiriilmesine embriyo kiiltiirii denilmektedir (Pierik, 1989). Embriyo Kkiiltiiriiniin
bitkilerde ilk uygulamasi Hanning tarafindan baslatilmistir. Arastirict 1904 yilinda
Cruciferae familyasindan iki farkli cinse ait bitkilerin embriyolarimin in vitro
kosullarinda yasamalarin1 saglamistir. Daha sonra 1924 yilinda Dietrich farkli tiirlerde
dormansi donemindeki tohumlardan aldigi embriyolarin in vitro kosullarda gelismelerini
devam ettirerek dormansiyi kirmayr basarmistir. 1925-1929 yillarinda ise Laibach
gelismelerini devam ettiremeyen melez embriyolarin in vitro kosullarda gelismelerini
saglamistir. Embriyo kiiltiirii 1945 yilindan itibaren 6zellikle 1slah¢ilar tarafindan tiirler
arast melezlemeler basta olmak {izere bir cok alanda basariyla uygulanmaktadir (Pierik,

1989; Hatipoglu, 2002).

Genelde embriyo kiiltlirtintin iki tipi vardir. Bunlardan biri olgunlasmis
tohumlardan izole edilen embriyolarin kiiltiire alinmasi olup, bu yontem daha cok
olgunlasmis tohumlarda ¢cimlenmeyi engelleyici faktorlerin elemine edilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Bu yontemin uygulanmasi son derece kolaydir ve agar, seker ile
minerallerden olusan basit besin ortamlarinda yiiksek basar1 oranlariyla uygulanan bir
tekniktir. Ikinci yontem ise olgunlasmamis tohumlardan alinan olgunlagsmamis
embriyolarin kiiltiirii olup, zor ve kompleks besin ortamlar1 gerektiren bir tekniktir (Pierik,

1989).

Embriyo kiiltiirii bitki 1slah1 ¢alismalarinda ¢ok yonlii bir kullanim alanina sahiptir.
Embriyo Kkiiltiiriiniin uygulama alanlarindan biri temel biyolojik c¢alismalardir. Bu
baglamda embriyogenesis caligmak icin embriyo kiiltlirii iyi bir olanaktir. Bu sayede
embriyogenesisteki farkli gelisme donemleri analiz edilebilmektedir. Bitkiden embriyolar
izole edilmekte ve boylece zigot doneminden baslayarak tohumun olgunlagmasina kadar

gecen tiim evreler incelenebilmektedir. Embriyo kiiltiirii sayesinde embriyonal biiyiime



ihtiyaglarmin belirlenmesi miimkiin olmustur. Boylece zigotik embriyolarin biiyiime
istekleri, biiyiime kosullar1 ve fitohormonlarin etkisi ortaya konmaktadir (Raghavan,

2003).

Uysal ve ark. (2007), embriyo kiiltiiriiniin bitkilerde farkl1 amaclarla kullanilan bir
teknik oldugunu, tohum disinda embriyo gelisiminin incelenmesi, yasama yetenegine
sahip olmayan embriyolarin kurtarilmasi ve haploid bitki gelistirmek i¢in kullanildigim
belirtmektedirler. Arastiricilar bu teknigin 6zellikle genetik tabani daralmis, tiir i¢indeki
varyasyonun azalmis oldugu durumlarda mevcut gen havuzunun genisletilmesi ve arzu
edilen cesitlere istenen Ozelliklerin aktarilmasinda klasik 1slah metotlariyla basari
saglanamadigi durumlarda basari oraninin artmasi ve 1slah siiresinin kisaltilmasinda
basariyla uygulandigin1 vurgulamaktadirlar. Ayrica embriyo kiiltiirii tekniginin
embriyonal biiytime ve farklilasma {izerine besinlerin, bitki bilyiime diizenleyicilerinin ve
diger kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkilerinin incelenmesine de olanak sagladigi

arastiricilar tarafindan belirtilmektedir.

Embriyo Kkiiltiiriiniin diger bir kullanim alan1 dormansi halindeki tohumlarin
embriyolarinin endospermden alinarak gelismelerini devam ettirmelerinin saglanmasidir.
Boylece endospermden, tohum kabugunun gecirimsiz olmasindan veya tohum ig¢indeki
cimlenmeyi engelleyen endogenus kimyasallardan kaynaklanan dormansi nedeniyle
cimlenemeyen embriyolar in vitro ortamda kolayca ¢imlenebilmektedir (Biggs et al.,

1986; Ho, 1987; Sharma et al., 1996).

Bazi bitki tiirlerinde meyvelerin hizli olgunlasmasma bagl olarak tohumun ve
embriyonun gelisememesi nedeniyle embriyolarin canliliklar1 azalmakta veya tamamen
kaybolmaktadir. Ornegin Vitis tiirlerinin erken olgunlasan gesitlerinde zayif embriyo
gelismesinden dolay1 ¢cimlenme oranlar1 da az olmaktadir. Embriyo gelismesinin zayif
oldugu veya embriyo aborsiyonlarinin gozlendigi durumlarda embriyo kiiltiirii yapilarak
elde edilen bitkilerin disi birey olarak kullanilmasina olanak saglanabilmektedir
(Emershad and Ramming, 1984). Ayrica uzak akraba olan tiirler aras1 melezlemelerde de
dollenme olmasina karsin hibrit embriyolar yasayamamaktadirlar. Bu tip embriyolar
canliliklarin1 kaybetmeden dnce yapay besin ortamlarina alindiklarinda gelismelerini

devam ettirebilmektedirler. Embriyo kiiltiirii, embriyo kurtarma olarak bilinen bu alanda



ozellikle de tiirler aras1 melezlemelerde basariyla uygulanmaktadir (Monnier, 1990;

Hossain et al., 2003; Bhatia et al, 2004; Hogenboom, 1972).

Sharma et al. (1996), bitki 1slah¢ilarinin  genellikle kalitsalligt  zayif,
olgunlagsmayan veya dejenere olan hibrit embriyolar1 kurtarmak icin embriyo kiiltiirii
yontemini kullandiklarimi ve kiiltiire alinan embriyolardan bitkilerin basariyla elde
edilmesinin olgunluk safhasina ve besin ortaminin igerigine bagli oldugunu
belirtmektedirler. Arastiricilara gére gelismenin herhangi bir sathasinda embriyolarin
aborsiyonu hibridizasyonun yapildig1 tiirler arasindaki uzakliga bagl olarak
degismektedir. Tiirler arast melezlerde ilk embriyo kiiltiirii tekniginin Laibach (1925,
1929) tarafindan Linum perenne x L. austriacum melezinde basariyla uygulandigini
belirten arastiricilar, embriyo kiiltiirii veya embriyo kurtarma tekniginin bu zamandan
beri bircok uyusmaz melezde yaygin olarak uygulanan bir teknik oldugunu
vurgulamaktadirlar. Arastiricilara gore embriyo kiiltiirii ayrica haploid bitkilerin
gelismesinde zorluklar yasanan embriyolarinin kurtarilmasinda ve 1slah siiresinin

kisaltilmasinda da basariyla uygulanmaktadir.

Domateste embriyo kiiltiiriiniin kullanim alanlarini arastiran Demirel ve Seniz
(1997), Lycopersicon esculentum’a ait 3 cesit ile L. pimpinellifolium ve L. peruvianum
tiirleri arasinda resiprokal melezlemeler yapmislardir. L. pimpinellifolium'un ana ve baba
ebeveyn olarak kullanildigi melez kombinasyonlarindan alinan 24 giinliik embriyolar 2
farkli besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastiricilar denemede kullanilan ebeveynlerin
ana yada baba ebeveyn olmasi, besin ortami ve bu iki faktoriin interaksiyonlarinin kiiltiire
alinan embriyolarin geligsmesi iizerine etkilerini incelemislerdir. L. peruvianum'un ana
ebeveyn olarak kullanildigi melezlemelerden tohum elde edemeyen arastiricilar, 40 giinliik
embriyolar kiiltiir ortamina aldiklarinda da basar1 elde edememislerdir. Diger taraftan L.
esculentum x L. peruvianum melezlerinde embriyo kiiltliriinde basarili sonuglar elde
edilmistir.

Aragao et al. (2002), domateste tiirler aras1 melezlemede embriyo kurtarma
teknigi iizerine yaptiklart calismada Lycopersicon esculentum x L. Peruvianum’u
melezlemislerdir. Denemede 3 farkli besin ortamini kullanan arastiricilar en iyi sonucu

HLH (Neal and Topoleski, 1983) besin ortamindan elde etmislerdir. Melezlemeden 25-



30-35-40 ve 45 giin sonra aldiklar1 embriyolardan en iyi sonucu 30 giinliik
embriyolardan elde eden arastiricilar embriyo kurtarmada kiiltiire alinacak

embriyolarda ideal yagin 26-35 giin arasinda olmasi gerektigini vurgulamaktadirlar.

Young et al. (1987), Lycopersicon peruvianum ve L. esculentum embriyolarindan
in vitro kosullarda klonal c¢ogaltmay1 denedikleri c¢alismalarinda HLH temel besin
ortamina 1 g/litre bira mayast + 2 mg/litre BAP ilave edilmis ortamda olgunlagmamais
zigotik embriyolardan somatik embriyolar ve siirgiinler elde etmislerdir. Basari
oraninin embriyolarin yasina baghh olarak degistigini ifade eden arastirmacilar
Lycopersicon cinsine ait tiirlerde embriyo kiiltiirii kullanilarak embriyolardan

siirgiinlerin elde edilmesinin miimkiin oldugunu belirtmektedirler.

Lycopersicon esculentum ve L. peruvianum tiirleri arasinda yapilan melezleme
caligmalarinda embriyo explantlarinda kallus kiiltiiriiniin etkisini arastiran Thomas ve Prat
(1981), bu iki tiire ait VFNT cherry x LA1283-4 melezinden canli tohumlarin elde
edilemedigini ancak embriyo kallus yonteminin % 12 basar1 sagladigini, kallus
klonlarindan rejenerasyonunu devam ettiren ve koklenen bitki sayisinin ise % 90

oldugunu belirtmektedirler.

Beharav and Cohen (1995), Cucumis melo ile Cucumis metuliferus tiirleri arasinda
yaptiklari melezlemede embriyo kurtarma teknigini kullanarak melez bitkiler elde etmeyi
amaclamislardir. Kinetin ve GAj'iin farkli konsantrasyonlarinin kullanildigi denemede en
iyi sonucun 17 giinlitk embriyolarin 0,5 mg/litre kinetin takviyeli ortamdan alindigini
belirten arastiricilar embriyo kurtarma teknigi sayesinde melez bitkiler elde etmeyi

basarmiglardir.

Fasulyede Pseudomonas phaseolicola, Xantomonas phaseoli ve Fusarium
solani’ye karst dayaniklilik gelistirmek icin Phaseolus phaseolica bitkiler soz konusu
hastaliklara kars1 dayaniklilik geni tasiyan P. acutifollius ile melezlenmistir. Tiirler arasi
melez uyusmazligi gorillen bu melezlemede embriyo kiiltiirii uygulanarak embriyolar
kurtarilmig ve uyusmaz bir melez calismasindan hibrit bitkiler elde edilmistir. Benzer bir
calisma Vigna radiata’da sar1 mozaik viriisiine ve baklada ¢atlamaya kars1 yiiriitiilmiis

ve V. radiata ile V. mugno arasinda resiprokal melezlemeler yapilmistir. Tiirler arasi



melez uyusmazhiginin goriildiigii bu calismada gen¢ melez embriyolarin  embriyo

kiiltiirtine daha uyumlu oldugu belirlenmistir. (Bajaj et al., 1982; Bajaj, 1990).

Embriyo kiiltiiriiniin bitki 1slahinda basariyla uygulandigi baska bir alan ise 1slah
siiresinin kisaltilmasidir. Kendileme ve melezleme ¢alismalarinda dollenmeyi takip eden
donemde embriyolar olgunlagsmadan endospermden ayrilarak besin ortamina alinmakta ve
gelismelerini in vitro sartlarda devam ettirmektedirler. Bu yontem tiire ve amaca gore
degismekle beraber 1slah c¢alismalarinda tohumdan tohuma kadar gecen siirenin

kisaltilmasinda etkili olmaktadir (Ellialtioglu ve Abak, 1986; Cravero and Cointry, 2007).

Domateste genotip ve explant tipinin siirgiin regenerasyonu iizerine etkisini
arastiran Gubis et al. (2003), 13 domates ¢esidinde 6 farkli explant tiplerini MS besin
ortaminda kiiltiire almiglardir. MS besin ortamini1 1 mg/litre zeatin, ve 0.1 mg/litre IAA
ile zenginlestiren arastiricilar explantlarin rejenerasyonunda en yiiksek basar1 oranini
hypkotil'den elde etmislerdir. Arastiricilara gore basar1 oraninin genotipe gore degismedigi

calismada ve bu oran 1 cesitte % 86, diger ¢esitlerde % 100 olmustur.

Plana et al. (2006), domateste in vitro rejenerasyonu lizerine yliriittiikleri calismada
domates tohumlarinin olgun embriyolarindan aldiklar1 kotiledonlar1 2 mg/litre zeatin
veya 2 mg/litre BAP ile zenginlestirilmis MS besin ortami icinde kiiltiire almislardir.
Ortam pH'sinm1 5,5 olarak diizenleyen arastiricilar siirgiin olusumunda % 100 basar1 elde

ederken bir explanttan 2.81'e kadar siirgiin elde etmislerdir.

Biberde zigotik embriyo hipokotillerinde bitki regenerasyonu tizerinde calisan
Arous et al. (2001), oksin olarak 0.5 - 0.2 mg/litre arasinda degisen miktarlarda 2,4-D,
IAA ve NAA,; sitokinin olarak 1-6 mg/litre arasinda degisen oranlarda BAP ve kinetin
kullanmislardir. Denemede MS besin ortami kullanilmis ve ortam pH's1i 5.8'e
ayarlanmigtir. Embriyolardan siirgiin olusumu sadece BAP ilave edilmis MS ortamindan
elde edilirken, NAA + BAP kombinasyonu basari oranini arttirmigtir. Calismada
2,4-D + BAP kombinasyonu kallus olusumunu tegvik ederken tomurcuk olusumunu
olumsuz yonde etkilemistir. Denemede zigotik embriyolardan siirgiin olusumu
bakimindan en yiiksek basari oram1 % 77,4 ile 1 mg/litre NAA + 5 mg/lt BAP

kombinasyonundan elde edilmistir. Arastiricilar kiiltiir ortaminda elde ettikleri gencg



bitkileri seraya aktardiklarinda bitkilerin canliliklarini devam ettirme orani % 100

olmustur.

Biberde doku kiiltiiri yontemleri iizerinde calisan Agrawal et al. (1989), embriyo
kiiltiirtinde besin ortam1 olarak MS kullanmislardir. Besin ortami i¢ine farkli oranlarda
BAP, kinetin, IAA, IBA, NAA ve 2,4-D ilave eden arastiricilar 5 mg/litre BAP iceren
besin ortaminda siirgiin olusumunun en fazla oldugunu ancak siirgiinlerin gelismedigini
belirtmektedirler. Embriyo kiiltiiriinde gelismis bitkiler elde etmede en uygun ortamin
MS + 0.1 mg/litre IBA veya NAA kombinasyonundan olusan ortam oldugu ifade

edilmektedir.

Lazzeri et al. (1987), soya fasulyesinde degisik hormonlarin ve bunlarin
kombinasyonlarinin somatik embriyogenesis iizerine etkilerini arastirmislardir.
Arastiricilar olgunlagsmamis embriyolardan izole ettikleri kotiledonlari NAA, 2,4-D,
BAP ve ABA ile desteklenmig MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Somatik embriyo
morfolojisinin oksin tipine gore degistigi ¢alismada en iyi sonucun 2,4-D uygulanan

muamelelerden elde edildigi bulunmustur.

Fasulyede in vitro rejenerasyon iizerine yapilan arastirmalar1 Ozetleyen
Veltcheva et al. (2005), fasulyede farkli aksamlardan alinan explantlardan in vitro
regenerasyonunun uygulamalara baghh olarak diisiik veya yiiksek basari diizeyinde
uygulanabildigini, embriyo kiiltiiriiniin agirlikli olarak embriyo kurtarma c¢alismalarinda
tercih edildigini ve in vitro rejenerasyon calismalarinda 2,4-D, NAA, GA; ve BA'nin

basarili sonuglar ortaya koydugunu belirtmektedirler.

Mukherjee et al. (1991), tath patateste olgunlasmamis embriyolarla yiiriittiikleri
calismada 6 ile 12 giinliikk embriyolar1t NAA, BA, ve GA takviyeli MS besin ortaminda
kiiltiire almislardir. Arastiricilar denemede en iyi bitki gelisiminin MS + 1 uM NAA + 2
UM BA + 0.5 uM GA uygulamasindan elde edildigini bulmuslardir.

Cumin (Cuminum cyrninurny)’da embriyo explantlarinin rejenerasyonu iizerinde
calisan Ebrahimie et al. (2003), Umbelliferae familyasina ait bitkilerde cesitli biyotik
stres faktorlerinin yetistiriciligi simirladigini  belirtmektedirler. Arastiricilar farkl

embriyo explantlarint MS ve B5 ortamlarinda denemislerdir. Ortamlara degisik makro ve
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mikro elementler, vitaminler ve seker ilave eden arastiricilar biiyiime diizenleyici olarak
farkli konsantrasyonlarda NAA, IAA, BAP ve bunlarin degisik kombinasyonlarini
denemislerdir. Embriyo eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayisim ve kallus
olusumunu inceleyen arastiricilar BS5 ortamimin  MS ortamina gore siirgiin
rejenerasyonunu daha fazla tesvik ettigini ve biiyiime diizenleyiciler i¢inde de 1
mg/litre BAP + 0.2 mg/litre NAA +0.4 mg/litre IAA karistminin en iyi sonucu

verdigini belirtmektedirler.

Ebrahimie et al. (2006), Cuminum cyminum L. tiirline ait farkli endemik
genotiplerin siirgiin rejenerasyonlar tizerine farkli uygulamalarin etkisini aragtirmislardir.
Calismada B5 besin ortamina BAP, NAA ve TAA ilave edilmistir. Denemede en etkili
siirglin rejenerasyonu 0.8 mg/litre NAA + 0.3 mg/litre IAA ile zenginlestirilmis BS
ortamindan elde edilmistir. Arastiricilar genotipler arasinda siirgiin regenerasyonu
bakimindan onemli bir fark olusmadigini ve bu tiire ait farkli genotiplerde in vitro
regenerasyon yonteminin basariyla uygulanabilecegini ve fenotipik olarak normal bitkiler

elde edilebilecegini belirtmektedirler.

Tiwari et al. (2007), soganda embrogenik siispansiyon kiiltiiriiniin bitki
rejenerasyonu iizerine etkisini arastirmislardir. Olgunlasmis ve olgunlasmamis
embriyolarin MS besin ortamina NAA, 2,4-D, BAP ve kinetinin degisik
konsantrasyonlari ilave edilmis ve en etkili bitki rejenerasyonu MS + 0.5 mg/litre NAA +
0.5 mg/litre BAP + 0.5 mg/litre kinetin ortaminda gerceklesmistir. Arastirmada 4.0
mg/litre 2,4-D ve 0.5 mg/litre BAP karisimi suspension Kkiiltiir olarak en etkili
bulunmustur. Caligmada MS besin ortamina 2.0 mg/litre 2,4-D + 0.5 mg/litre BAP ilave

edilen ortamda tatminkar diizeyde embriyo gelisimi gozlenmistir.

Biirtin ve Poyrazoglu (2002), arpada farkli besin ortamlar1 ve bunlarin
kombinasyonlarinin embriyo kiiltiiriiniin basarisina etkisini arastirdiklar1 ¢calismada olgun
arpa embriyolarin1 Murashige and Skoog (MS), 1/2 MS, Randolph and Cox ortam1 (RC)
ve Gamborg ortami (B5) olmak tizere 4 farkli besin ortaminda kiiltiire almislardir.
Arastiricilar en yiiksek bitki rejenerasyon oranint %92.1 ile RC ortamindan elde ederken,
bu ortam1 % 91.3 ile MS, % 87.7 ile 1/2 MS ve % 85.7 ile BS ortamlarinin izledigini ve

ortamlar arasinda istatistiksel bir farkin olusmadigini belirtmektedirler. Arastiricilar



11

sterilizasyon yontemleri arasinda tohumlarin % 70'lik ethanole daldirildiktan sonra 15 dk
siireyle % 2 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilerek 5-6 kez steril distile suda
bekletildikten sonra 30 dakika antibiyotik soliisyonu i¢inde beklettikleri yontemin en etkili

sterilizasyon yontemi oldugunu belirtmektedirler.

Zhang et al. (2003), Brassica napus x B. Juncea ve bunlarin resiprokal
melezlerinden embriyo kiiltiirii yoluyla tiirler arasi hibritler iiretmek iizere yaptiklar
calisgmada 15 giinliik embriyolarda bitki rejenerasyonu en etkili olurken 10 giinliik
embriyolarda kallus olusumunun daha etkili oldugunu bulmuslardir. Arastiricilar
kullandiklar1 ortamlardan 0.3 mg/litre NAA + 1.5 mg/litre BAP karisiminda % 55.43
kallus olusumunu ve % 26.65 bitki rejenerasyonu; 0.3 mg/litre NAA + 20 mg/litre BAP
karistminda % 66.98 kallus olusumu ve % 24.61 bitki rejenerasyonu elde etmislerdir.
Denemede MS hazir besin ortamini kullanan arastiricilar en iyi sonucu bu uygulamanin

verdigini belirtmektedirler.

Medicago scutellata ve M. sativa tiirlerine ait bitkilerde embriyo kiiltiirii uygulayan
Bauchan (1987), kendiledigi bitkilerden farkli donemlerde aldig1 zigotik embriyolart MS
besin ortaminda kiiltire almistir. Biiylime diizenleyici olarak 2,4-D, TAA, BAP ve
kinetinin farkli dozlarimin kullamildigi calismada kalp ve torpedo seklindeki
(donemlerindeki) embriyolarda basar1 oraninin en yiiksek oldugu (% 27.5)
belirlenmistir. Biiylime diizenleyiciler arasinda ise en iyi performansi 0,05 mg/litre IAA

ve 0,05 mg/litre BAP gostermistir.

Slesak and Przywara (2003), Brassica napus (L.)'un olgunlasmamis embriyolarinin
kiiltiirtinde karbonhidrat kaynagi olarak fruktoz, glukoz, maltoz ve sucrose'un degisik
konsantrasyonlarini kullanmislardir. Temel besin ortami olarak MS kullanilan ¢alismada
ortam pH's1 5,7 - 5,8'e ayarlanmistir. Kalp sekilli embriyolar1 kullanan arastiricilar seker
kaynagi olarak % 9 veya % 12 sucrose ile % 12 maltose'un siirgiin olusumu icin en iyi

sonucu verdigini belirtmektedirler.

Schryer et al. (2005), Phaseolus angustissimus'ta erken donemde alinan
embriyolarin rejenerasyonu {iizerine yiiriittiikkleri ¢alismada tozlasmadan 1, 2 ve 3 giin
sonra aldiklar1 baklalar1 besin ortaminda 1 ve 2 hafta siireyle kiiltiir ortaminda

bekletmislerdir. Baklalardan aldiklar1 embriyolar1 besin ortamina aktaran arastiricilar 1
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haftalik baklalardan alinan embriyolarda basar1 oranlarini 1, 2 ve 3 giinliik embriyolar
icin sirastyla % 4.0, % 20.2 ve % 29.3 olarak belirlemislerdir. Arastiricilar embriyo

yas1 biiyiidiik¢e bitki rejenerasyonunda basar1 oraninin arttigini belirtmektedirler.

Brassica napus turiine ait dihaploid bitkilerde olgunlagsmamis zigotik
embriyolardan somatik embriyo elde etmek icin yiiriitiillen ¢aligmada tozlagsmadan 14-15,
20-21 ve 28-29 giin sonra aldiklar1 embriyolar1 3 farkli pH derecesine sahip (pH 3.5, pH
4.0, pH 5.0) MS besin ortaminda deneyen Burbulis and Kupriene (2005), pH 3.5 olan
ortamda basar1 elde edememis ve en iyi sonucu pH'nin 5.0 oldugu ortamdan elde
etmislerdir. Arastiricilar olgun embriyolarda basarili sonuclar alamadiklarini ve en uygun

embriyo alim doneminin tozlasmadan sonraki 20-21. giinler oldugunu belirtmektedirler.

Soya fasulyesinde zigotik embriyolardan alinan farkli explantlarin somatik
embriyo kiiltiiriinde kiiltiire alindig1 calismada 4 cesit, 2 pH derecesi (pH 5,7 ve 7,0) ve
katilastirict ortam olarak agar ve gelrite kullanilan calismada genotipler arasinda genelde
onemli bir farkin olmadigi, ortam pH'sinin 7,0 olmasi durumunda 5,7'ye gore
slirgiin rejenerasyonunun arttigi ve katilastirici ortam olarak da gelrite'nin agara gore

daha etkili oldugu belirlenmistir (Santarem et al., 1997).

Embriyo kiiltiirii tekniginde izole edilen embriyolarin, kati ortamda Kkiiltiire
alimmasi sivi besin ortamina gore daha basarilidir. Embriyonun ihtiya¢ duydugu besin
maddeleri olgunluk derecesine gore degismektedir. Ornegin olgun embriyolar seker ve
bazi mineral tuzlar iceren basit besin ortamlarinda kolayca gelisebilmektedirler. Oysa
olgunlasmamis embriyolarin besin istekleri daha farklidir. Tiirlere ve embriyo yasina
gore degismekle beraber farkli oranlarda oksin, sitokinin, gibberalin, vitamin ve

hormon gibi ilave maddelere de ihtiya¢ duyulmaktadir (Goniilsen, 1987).

Christopher and Rajam (1996), kirmiz1 biberde genotip, ortam ve explantlarin in
vitro rejenerasyonu iizerine etkisini arastirdiklar ¢calismada Capsicum praetermissum, C.
baccatum ve C. annum tiirlerine ait hipokotil, kotiledon ve yaprak explantlarini
kullanmislardir. Caligmada MS besin ortami i¢ine 5,7 uM TAA + 13,3 uM BA; 22 uM BA
ve 44 uM BA ilave eden arastiricilar genotip x explant interaksiyonunu Onemsiz

bulmuslardir. Optimal siirgiin rejenerasyonu bakimindan en uygun biiyiime diizenleyici
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olarak 22 uM BA'nin bulundugu ¢alismada bitkilerin ortalama %60-70'inin gelismelerini

devam ettirdikleri belirlenmistir.

Choi et al. (2003), Vigna unguiculata'da olgunlasmamis zigotik embriyolardan
aldiklar1 kotiledon explantlarim1 ve embriyolart MS besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Farkli benzyladenin (BA) konsantrasyonlarinin explantlarin ve
olgunlasmamig embriyolarin siirgiin olusumu {izerine etkilerinin arastirildigr calismada
en yiiksek siirgiin olusum oram % 67.5 ile 1.0 mg/dm3 BA uygulamasindan elde

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Deneme Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
doku kiiltiirii laboratuar1 ve seralarinda 2005-2006 yillarinda yiiriitiilmiistiir. Denemede 10
farkli domates genotipi kullanilmistir. Denemede kullanilan 10 domates genotipinin 8
tanesi 2004-2005 yillarinda Tokat'ta yiiriitiillen domates cesit adaptasyon caligmasinda
istiin performans gosteren Fi1 hibrit cesitler arasindan se¢ilmistir. 2006 yi1linda Cemile
F1, Siimela F1, Menhir Fi1, Alida F1, Diyansa Fi, Newton Fi, RS 400 F1 ve Astona F1
sirik domates cesitlerinden F, dolleri elde edilmis ve embriyo kiiltiiriinde bu genotipler
kullanilmistir. Ayrica Tokat Turhal ilgesinden 1 ve Niksar ilgesinden 1 olmak iizere 2
yerel oturak (bodur) domates populasyonuna ait genotipler de denemede kullanilmistir.
Boylece denemede toplam 10 genotip iizerinde ¢alisilmistir. Ancak kendileme doneminde
Niksar ilgesinden alinan populasyona ait bitkilerde kendilemelerde basar1 orani ¢ok
diisik oldugundan bu populasyonun bitkilerine ait meyvelerden yeterli tohum elde
edilememis ve bunun iizerine bu genotip denemeden cikartilmistir. Boylece embriyo
kiltiirii calismalart 9 genotip iizerinde yiiriitiilmiistiir. Denemede kullanilan domates

genotipleri ve kod numaralarn Cizelge 3. 1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan genotipler

Kod ad1 | Genotip adi Kod ad1 | Genotip ad1

02 Cemile F1 (F, generasyonu) 13 Newton F1 (F, generasyonu)

03 Siimela F1 (F, generasyonu) 18 RS 400 F1 (F, generasyonu)

07 Menhir Fi(F, generasyonu) 28 Astona F1 (F, generasyonu)

09 Alida F1 (F, generasyonu) CA Tokat-Turhal orijinli populasyon
10 Diyansa F1 (F, generasyonu)




15

Denemede kullanilan genotiplere ait bitkilerin yetistirilmesi, kendilemelerin
yapilmasi ve embriyo kiiltiiriinden elde edilen bitkilerin saksilara aktarildiktan sonra
ciceklenme donemine kadar gecen devrede yetistiriciliklerinin yapilmasinda 1sitmasiz cam

seralar kullanilmistir.

Kendilemelerden sonraki donemde meyvelerden embriyolarin alinmasi,
embriyolarin besin ortamlarina aktarilmasi ve in vitro sartlarda bitkilerin gelismelerinin
saglanmast icin doku kiiltiirii laboratuart ve 1s1k, sicaklik ve ortam neminin kontrol

edilebildigi iklimlendirme odast kullanilmistir.

Embriyo kiiltiiriinde temel besin ortami olarak MS (Murashige and Skoog, 1962)
besin ortami kullanilmigtir. Denemede 1 litre MS besin ortami hazirlamak i¢in 30 gram
sakkaroz ve 8 gram agar kullanilmistir. Arastirmada MS besin ortaminin hazirlanmasinda
kullanilan makro ve mikro elementler ile vitaminler ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 3.2'de
verilmistir Denemede MS besin ortaminin hazirlanmasinda kullanilan makro ve mikro
elementler ile vitaminler ve bunlarin kullanilan dozlari Demirel and Seniz (1997) ile

Ellialtioglu ve Abak (1986) dikkate alinarak planlanmistir.

Cizelge 3. 2. Denemede kullanilan MS besin ortaminin bilesimi

Makro (gh) Mikro Elementler | (mg/l) Vitaminler (mg/1)
Elementler
NH4NO; 16.50 | KI 83.00 Myo-Inositol 1000.00
K NO; 19.00 | H3BOs 620.00 Nicotinic Acid | 50.00
CaCl,.2H,0 4.40 MnS0O4.4H20 1560.00 | Pyridoxine-Hcl | 50.00
MgS04.7H20 3.70 ZnS04.7H20 860.00 Thiamine 50.00
KH,PO4 1.70 Na;MoOs. 2H,0 25.00

CuS0,4.5H20 2.50

CaCl,.6H,0O 2.50

FeSO4.4H20 2780.00

Na,-EDTA 3.730.00
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Calismada MS besin ortamina etkilerini arastirmak maksadiyla degisik bitki
biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir. Cizelge 3.3'te verilen biiyiime diizenleyiciler ve

kullanilan miktarlar1 Ellialtioglu ve Abak (1986) dikkate alinarak diizenlenmistir.

Cizelge 3.3. Denemede kullanilan bitytime diizenleyici maddeler

Biiyiime Diizenleyicileri Miktar (mg/1)
Kinetin 0.1

IAA 0.1
Kinetin+IAA 0.1+0.1
NAA+BAP 1+1

e

Sekil 3.1. Denemede kullanilan laboratuar malzemeleri
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Denemede tohum taslaklarindan embriyolarin izole edilmesinde bisturi ve ince uclu
pens; alet ve ekipmanin sterilizasyonunda alkol; besin ortamlarinin hazirlanmasi ve
cozeltinin konmas icin degisik hacimlerde beher glaslar, cam petri kaplari; petrilerden
bitkilerin aktarildig1 cam tiipler; steril ortam i¢in laminar flow kabin v.b. laboratuar

malzemeleri kullanilmistir (Sekil 3.1).

3.2. Yontem
3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Kendilemelerin Yapilis1

Denemede kullanilan donor bitkilerin tohumlar1 i¢inde torf bulunan viyollere
ekilmistir. Bitkiler fide yetistirme kaplarinda 3-4 gercek yaprakli doneme geldiklerinde
iclerinde torf bulunan 3 numara saksilara aktarilmislardir. Bu saksilarda 7-8 gercek yaprak
olusturuncaya kadar biiyiitiilen bitkiler daha sonra 1sitmasiz cam seraya dikilmislerdir.
Serada dar sira aras1 50 cm, genis sira aras1 100 cm ve sira iizeri 40 cm olacak sekilde

dikilen bitkilerin yetistiriciligi ve bakim islemleri Sevgican (2002)'a gore yapilmistir.

Bitkiler tizerinde ciceklerin olugsmaya basladigi donemde kendilemelere
baglanmistir. Kendilemeler yapilmadan 6nce tomurcuk asamasina gelen ¢icekler polen
gecisine izin vermeyecek sekilde bir tiilbentle oOrtiilmiistiir. Daha sonra stamen ve
pistillerin olgunlastig1 ve cicegin ta¢ yapraklarinin cicek ekseni ile 45° a¢1 yapacak
sekilde agildigi donemde tiilbentler a¢ilmis, ince uglu bir pens kullanilarak cicegin
kendi anterlerinden alinan polenler disicik tepecigi iizerine bulastirilmistir. Tozlama
yapildiktan sonra ¢icek tekrar tiilbentle kapatilmistir. Kendilemeler genellikle sabah
08:00-10:00 saatleri arasinda yapilmistir. Kendilemeler yapilirken yabancit polen
bulagsmasini 6nlemek i¢in her defasinda pensler alkol ile muamele edilmistir. Kendileme
islemi tamamlanan c¢iceklere lizerinde genotip ad1 ve kendileme tarihi yazili bir etiket
baglanmistir. Kendilemelerde agirlikli olarak 2. salkimdaki cicekler kullanilmus,
kendilenen c¢icek sayisimin yetersiz oldugu durumlarda kendileme i¢in 3. salkimdaki
cicekler de kullanilmistir. Kendilemelerde kullanilan yontemler Pearson (1983) dikkate

alinarak belirlenmistir.
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Kendilemelerden yaklasik 7-10 giin sonra ¢icekler kontrol edilmis, dollenmenin
gerceklesmedigi ciceklerin yerine tekrar kendilemeler yapilmistir. Dollenmenin
gerceklestigi ¢iceklerde izolasyon tiilbentleri tozlamadan yaklagik 7-10 giin sonra
uzaklastirilmistir. Bu donemde ovaryumlarin ortalama 1-1,5 mm c¢apa ulastiklari

gbzlenmistir.

Sekil 3.2. Kendileme sonrasinda farkli donemlerdeki meyvelerin goriiniisii
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Denemede kendilemesi yapilan cigeklerin kendileme tarihleri kaydedilmistir.
Kendileme tarihinden itibaren 20-24-28-32 ve 36 giin sonra meyveler o giiniin aksaminda
hasat edilmis ve etiketleri ile birlikte laboratuara getirilmistir. Laboratuarda oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 1 gece bekletildikten sonra ertesi giin meyvelerden

embriyolar alinarak kiiltiir ortamina konmustur.

3.2.2. Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi

Arastirmada temel besin ortami olarak MS ( Murashige ve Skoog, 1962) ortami
kullanilmistir. MS besin ortami Cizelge 3.1'de belirtilen elementler ve vitaminler
kullanilarak laboratuar kosullarinda hazirlanmistir. Temel besin ortamina Cizelge 3.2'de
belirtilen kombinasyonlarda biiyiime diizenleyicileri ilave edilmistir. Bu maksatla MS
ortamina 0.lmg/litre kinetin, 0.1 mg/litre IAA, 0.1 mg/litre kinetin + 0.1 mg/litre IAA
ve 1 mg/litre NAA + 1 mg/litre BAP ilave edilerek 4 farkli ortam hazirlanmistir.
Denemede biiylime diizenleyicilerin etkilerini karsilastirmak maksadiyla kontrol
uygulamasi olarak MS besin ortami saf olarak kullanilmistir. Boylece denemede
toplam 5 ortam kullanilmistir. Denemede ¢ok sayida muamelenin kullanilmasi
nedeniyle her defasinda ortamin yeniden hazirlanmasi yerine makro ve mikro elementler
ile vitaminler Cizelge 3.1'de belirtilen oranlar kullanilarak stok cozelti hazirlanmistir.
Benzer sekilde denemede kullanilan hormonlar icin de stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan maddeler % 100 saf
kimyasallar olarak kullanilmig ve stok cozeltiler + 4°C'de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

Besin ortamlarinin pH's1 0.1N NaOH kullanilarak 5.7-5.8'e ayarlanmistir.
Beherglastaki besin ortami manyetik karistirict ile hem 1sitilmis hem de homojen
karismasimi saglamak icin siirekli karigtirilmistir. Ortam sicakligi 80°C ye ulastiginda
seker ve agarin iyice eriyerek homojen bir sekilde dagildigi gézlenmistir. Kaynamaya izin
verilmeden manyetik karistiricidan alinip agizlar aliminyum folyo ile kapatilip 20 dakika
siireyle 121°C'ye ayarli olan otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
besin ¢ozeltisi aseptik kosullara sahip olan steril kabin icerisinde dnceden 90 dakika

otoklav yapilarak sterilize edilen petri kaplarina aktarilmistir. Her petri kabina 1/3 ‘i
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dolacak sekilde ortam konmustur. Daha sonra besin ortamlarin jel kivamina gelmesi icin

sogumaya birakilmistir.

3.2.3. Embriyolarin Cikartilmasi ve Kiiltiir Ortamina Aktarilmasi

Embriyolar1 ¢ikarilacak olan meyveler steril kabin icerisine alindiktan sonra
embriyolar tohum icerisinde steril bir ortamda bulundugu icin sadece meyvelerin
dis yiizeyi dezenfekte edilmistir. Meyveler %96'lik etil alkole daldirilip birkag¢ saniye
bekletilmis ve hemen sonra aleve tutularak "alkol+kuru yakma" yontemiyle dezenfekte
edilmistir. Dezenfekte edilen meyveler boyuna dilimlere ayrilmis, meyve igerisindeki
tohum taslaklar1 c¢ikarilarak binokiiler mikroskop altindaki steril filtre kagidi iizerine
alimmistir. Tohumu saran jelimsi tabaka filtre kagidi tarafindan emilerek embriyo
aliminda kaygan yapinin olmamast saglanmistir. Pens ve bisturi yardim ile embriyolar
zarar verilmeden tohum taslaklarindan cikartilip cam petrilerdeki besin ortam1 tizerine

yerlestirilmistir. Bes farkli besin ortamina ayri ayr 40'ar adet embriyo yerlestirilmistir.

Sekil 3.3. Besin ortamina aktarilmaya hazir farkli yaslardaki embriyolar
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Sekil 3.4. Embriyolarin petrilere aktarilmis durumlari

Denemede her embriyo icin 4 petri kab1 kullanilmis ve her petri kabina 10 embriyo
yerlestirilmistir. Daha sonra petrilerin etraf1 parafilm ile kapatilip disaridan enfeksiyon
girisi engellenmistir. Uzerlerine embriyo yas1, kendileme tarihi, embriyolarin aktarildiklart

tarih ve genotipin adi yazilan petriler iklim odasindaki raflara yerlestirilmistir.

Tiim bu islemler sirasinda pens ve bistiirii sik sik 6nce % 96'lik alkole batirilmis ve

hemen ardindan aleve tutularak sterilize edilmistir. Calisma esnasinda ortama siirekli alkol
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piiskiirtiilmiis ve eller alkolle yikanmistir. Boylece olabilecek herhangi bir bulasmanin

Oniine gecilmistir.

3.2.4. Kiiltiir Kosullar:

Sekil 3.5. Embriyolarn kiiltiire alindig1 ortamdin genel goriiniimii
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Embriyolarin kiiltiir ortaminda gelismeleri icin yerlestirildikleri iklimlendirme
odasi rafli sisteme sahip 151k, sicaklik, hava nisbi nemi ve 1siklanma siiresi otomatik olarak
kontrol edilebilen bir ortam 6zelliginde olup, ortam sicakligi 24+2 °C ye ve hava oransal
nemi % 65'e ayarlanmistir, iklimlendirme odasinda 15 bin lux 1sik intensitesi
olusturulmustur. Zaman saati kullanilarak iklimlendirme odasi 16/8 saat giindiiz/gece

esasina gore aydinlatilmistir.

£28/06/2005

Sekil 3.6. Cam tiiplere aktarilmig bitkilerin genel goriiniimii
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J07 /2006

T/ 2006

Sekil 3.7. Saksilara aktarilmaya hazir bitkiler
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SESAIS 25710/2005 ==

Sekil 3.8. Dis kosullara alistirma donemindeki bitkilerin genel goriiniimii

3.2.5. Bitkilerin Tiiplere Aktarilmasi ve Dis Kosullara Adaptasyonu

Embriyolar petri kaplar icinde kiiltiire alindiktan 4 giin sonra gelismeye
baglamiglardir. Kiiltiir ortamina alindiktan 15 giin sonra yeterli kok olustugu kanaatine
varilmis ve kotiledon yapraklarin agildigi, gercek yapraklarin gelismeye bagladigi bu
donemde bitkiler icinde sadece MS besin ortami bulunan tiiplere aktarilmistir. Tiip i¢inde

7-10 giin siireyle gelisimini devam ettiren bitkiler daha sonra fide kaplarina sasirtilmistir.
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Bitkilerin gerek fide kaplarinda gelistikleri donemde ve gerekse fide kaplarindan 3
numara saksilara aktarildiklart devrede iklimlendirme odasinda dis kosullara alistirilmalari
saglanmistir. Alistirma doneminde bitkilerin su kaybini onlemek i¢in bir hafta siireyle
nemlendirme cihazi ile ortam nemi %75-80 ve ortam sicakligl 20 £2 °C'ye ayarlanmustir.
Bitkiler sulanirken steril saf su kullanilmistir. Alistirma doneminin sonunda bitkiler
9% 60-65 nem ve 25+2 °C sicaklik ortaminda normal gelismelerini devam ettirmislerdir.
Daha sonra c¢iceklenme donemine kadar bekletilmek iizere 1sitmasiz cam seraya

aktarilmislardir.

3.2.6. Denemede Yapilan Gozlemler
3.2.6.1. Embriyo Gelisiminde Basari1 Oranlarimin Belirlenmesi

Denemede petrilere aktarilan embriyolardan geliserek dis kosullara adapte olabilen
bitkilerin sayilar1 belirlenmis ve baslangigta petrilerdeki embriyo sayis1 (40) ile

oranlanarak basari oranlart % olarak hesaplanmistir.

3.2.6.2. Ciceklenmeye Kadar Gecen Siirenin Belirlenmesi

Denemede kendilemelerin yapildig: tarihten itibaren ¢iceklenmeye kadar gecen
siireler belirlenmistir. Bu maksatla her tekerriirdeki bitkilerin % 50'sinde ilk cigceklerin
olustugu tarihler kaydedilmistir. Kendileme tarihlerinden ¢i¢eklenme tarihine kadar gecen

siire giin olarak hesaplanmistir.

Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore ve 4 tekerriirlii olarak
yuriitiilmiistiir (Diizgiines, ve ark.1983). Elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinde

TARIST analiz yontemi kullanilmistir.



27

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Denemede MS besin ortamina ilave edilen oksin ve stokinin kombinasyonlar
arasinda MS + 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP muamelesinde embriyo gelisimi
saglanamamistir. Denemede kullanilan 9 genotipe ait farkli yaslardaki embriyolarin
hicbirinde bitki elde edilememistir. Besin ortamina aktarilan embriyolarda kiiltiir
ortamina alindiktan 5-7 giin sonra kallus olusumu goézlenmistir (Sekil 4.1). Kallus
olusumunun devam ettigi bu uygulamada embriyolar 40 giin siireyle bekletilmislerdir. Bu

siirenin sonunda bitki gelisiminin goriilmemesi {izerine denemedeki bu uygulamalar

gozlem dis1 birakilmastir.

Sekil 4.1. NAA + BAP ortaminda kallus olusturmus embriyolarin genel goriiniimii
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Biiyiime diizenleyici olarak BAP ve NAA'’i saf veya degisik kombinasyonlarda
uygulayan arastiricilar bu maddeleri daha ¢ok kallus olusturmak maksadiyla
kullandiklarin1 ve kallus olusumunu miiteakiben genellikle 40-45. giinden sonra
kalluslardan siirgiin rejenerasyonu elde ettiklerini vurgulamaktadirlar (Bojnauth et al.,
1998; Turgut, et al., 1998; Nolan and Rose, 1998; Zhang, et al., 2003; Odutayo et al.,
2005; Reddy, 2005). Bizim calismamizda esas amac¢ en kisa siirede embriyolardan
bitkilerin elde edilmesi oldugundan MS + 1 mg/litre BAP + 1 mg/litre NAA ortaminda
kallus olusturan embriyolarin siirgiin rejenerasyonu olusturmalart beklenmemistir. Besin
ortami i¢inde kallus olusturan embriyolarda siirgiin rejenerasyonunun baslangic belirtileri
goriilmekle beraber gerek diger ortamlara gore ve gerekse tohumdan ¢iceklenmeye kadar
gozlem yapilan kontrol uygulamalarina gore daha uzun zaman gerekeceginden bu
uygulamanin c¢alismada hedeflenen beklentilerin ¢ok uzaginda kalacagi kanaatine

varilmaistir.

4.1. Embriyo Kiiltiirii Basar1 Oranlari

Embriyolarin bitkiye doniisiimiinde genotipler, besin ortamlar1 ve embriyo yaslar
arasinda en etkili faktoriin embriyo yasi oldugu goriilmektedir. Denemede en diisiik basar
oranm1 % 55,22 ile CA genotipinden aliman 20 giinlik embriyolardan MS+Kinetin
uygulamasindan elde edilirken, en yiiksek basar1 oran1 28, 32 ve 36 giinliik embriyolarin
bazi uygulamalarindan %100 olarak elde edilmistir. Basar1 oranlar incelendiginde
genotipler ve besin ortamlari arasindaki fark 6nemsiz ¢ikarken, genotip X embriyo yas1 x
besin ortami interaksiyonu 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir (Cizelge 4.1). Denemede iiclii
interaksiyonun 6nemli ¢ikmasinda esas etken faktor embriyo yaslari arasindaki farkin

onemli ¢ikmasi olmustur.

Embriyo yaslan dikkate alindiginda ortalama basar1 oran1 % 63,31 ile 20 giinliik
embriyolarda en diisiik, % 98,10 ile 32 giinliik embriyolarda en yiiksek ¢cikmistir. Embriyo
yaslar arasindaki fark 0,01 diizeyinde, embriyo yas1 x ortam interaksiyonu 0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur (Cizelge 4.2). Uclii interaksiyonda oldugu gibi ikili interaksiyonda da
istatistiksel anlamda O©nemli farkliliklarin c¢ikmasi embriyo yasinin etkisinden

kaynaklanmaktadir.
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Denemede 20 giinliik embriyolarda bitkiye doniisiim oranlar1 ¢alismadaki en diisiik
oranlar olarak belirlenmistir. Bu donemdeki embriyolarin alinmasinda karsilagilan
zorluklar basar1 oranlarinin diismesinde etkili olmustur. Bu donemdeki embriyolar heniiz
daha yeterli diizeyde gelismediklerinden cok kiiciik yapidadirlar. Ciplak gozle alinmalari
miimkiin olmayan bu embriyolarin tohum taslaklarindan alinmalar1 esnasinda mekanik
yaralanmalar olugsmus ve hatta embriyolarda kokciik kisminda ve kotiledon yapraklarinda
kopmalar meydana gelmistir. Bu tip zararlanmalara ugrayan embriyolarin bitkiye
doniisemedikleri gozlenmistir. Ayrica 20 giinlilk embriyolarin tohum taslaklarindan
alinmalan esnasinda daha fazla is giicli gerekmektedir. Basar1 oranlar1 bakimindan 20
giinliik embriyolara oranla 24 giinlilk embriyolarda basari oranlar1 daha yiiksek olmus,
ancak 28, 32 ve 36 giinliik embriyolara gore diisiik kalmistir. 24 giinliik embriyolarda
basar1 oraninin diisiik olmasi, 20 giinliikk embriyolarda yasanan zorluklarin kismen de olsa
bu donemdeki embriyolarda da yasanmasindan kaynaklanmaktadir. Denemede en yiiksek
basart oran1 32 giinliik embriyolardan elde edilmistir. Bu doénemdeki embriyolarin
meyvelerden kolayca izole edilmeleri, embriyolarin alinmasi esnasinda mekanik zarara
ugramamalari ve embriyolarin endospermden kolayca ayrilmalari basari oraninin

artmasinda etkili olmustur. Buna bagl olarak harcanan el emegi de daha az olmustur.

Arastirmada embriyo yasi1 bilyilidiikce basari oraninin artmasina karsin 36 giinliik
embriyolarda basar1 oram 32 giinliik embriyolarda elde edilen basar oranindan daha diisiik
olmustur (fark istatistiksel olarak 6nemli degildir). Embriyolarda yas ilerledik¢e tohum
kabugu sekillenmekte ve tohum icinde endosperm katilagmaktadir. Bu donemde
endospermin  sertlesmesi  nedeniyle  embriyolarin  alinmasinda  zorluklarla
karsilagilmaktadir. Ozellikle katilasan endospermden embriyolarin izole edilmesi zorluklar
cikarmis ve buna bagli olarak da embriyolarin radikula veya kotiledon yapraklarinda
yaralanmalar veya kopmalar meydana gelmistir. Bu tip zararlanmalara ugrayan

embriyolarda kallus olusumu gézlenmis ancak bitki elde edilememistir.
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Cizelge 4.1. Genotiplere, embriyo yaslarina ve ortamlara gére basari oranlari (%)

Genotipler | Embriyo | MS KINETIN | IAA | KINETIN | ORTALAMA
yasi + TAA
20 70.28 | 60.24 62.75 | 65.26 64.63 87.66
24 85.34 | 75.30 87.85 | 90.36 84.71
02 28 100.00 | 87.85 95.38 | 95.38 94.65
32 100.00 | 97.89 97.89 | 100.00 98.95
36 95.38 | 92.87 97.89 | 95.38 95.38
20 7530 | 67.77 80.32 | 82.83 76.56 91.12
24 85.34 | 82.83 85.34 | 85.34 84.71
03 28 100.00 | 97.89 100.00 | 97.89 98.95
32 100.00 | 100.00 100.00 | 100.00 100.00
36 97.89 | 95.38 95.38 | 92.87 95.38
20 60.24 | 57.73 60.24 | 57.73 58.99 85.59
24 85.34 | 77.81 82.83 | 80.32 81.58
07 28 95.38 | 92.87 95.38 | 95.38 94.75
32 97.89 | 95.38 97.89 | 95.38 96.64
36 95.38 | 95.38 95.38 | 97.89 96.01
20 6526 | 60.24 62.75 | 65.26 63.38 87.02
24 82.83 | 77.81 85.34 | 82.83 82.20
09 28 97.89 | 92.87 100.00 | 97.89 97.16
32 97.89 | 87.85 100.00 | 100.00 96.44
36 100.00 | 92.87 95.38 | 95.38 95.91
20 65.26 | 55.22 60.24 | 62.75 60.87 86.43
24 85.34 | 75.30 82.83 | 80.32 80.95
10 28 97.89 | 92.87 95.38 | 95.38 95.38
32 100.00 | 92.87 97.89 | 100.00 97.69
36 97.89 | 95.38 97.89 | 97.89 97.26
20 62.75 | 57.73 60.24 | 60.24 60.24 85.19
24 85.34 | 77.81 85.34 | 82.83 82.83
13 28 95.38 | 87.85 92.87 | 92.87 92.24
32 100.00 | 95.38 97.89 | 95.38 97.16
36 97.89 | 90.36 92.87 | 92.87 93.50
20 62.75 | 60.24 62.75 | 62.75 62.12 84.96
24 82.83 | 77.81 82.83 | 80.32 80.95
18 28 92.87 | 87.85 92.87 | 90.36 90.99
32 97.89 | 95.38 97.89 | 97.89 97.26
36 95.38 | 90.36 92.87 | 95.38 93.50
20 70.28 | 60.24 62.75 | 65.26 64.63 87.56
24 82.83 | 85.34 82.83 | 87.85 84.71
28 28 95.38 | 92.87 97.89 | 95.38 95.38
32 97.89 | 100.00 97.89 | 100.00 98.95
36 95.38 | 92.87 95.38 | 92.87 94.13
20 5773 | 55.22 6024 | 60.24 58.36 84.92
24 82.83 | 77.81 80.32 | 82.83 80.95
CA 28 95.38 | 87.85 90.36 | 92.87 91.62
32 100.00 | 97.89 100.00 | 95.38 98.32
36 95.38 | 92.87 95.38 | 97.89 95.38
ORTALAMA 88.45 | 83.65 87.42 | 87.36
LSD Genotip: O.D.  Besin Ortami: O.D. Genotip x Embriyo yas1 x Besin ortamui: 14,67
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Cizelge 4.2. Embriyo yas1 ve ortamlara gore basari oranlari (%)

Embriyo MS KINETIN IAA KINETIN + | ORTALAMA
yasi IAA
20 65.54 59.40 63.59 64.70 63.31 ¢
24 84.22 78.65 83.95 83.67 82.62 b
28 96.77 91.20 95.66 94.82 94.61 a
32 99.28 95.94 98.73 98.45 98.10 a
36 96.77 93.15 95.38 95.38 95.17 a

LSD Embriyo yag1 : 8,22%%* Embriyo yas1 x Besin ortami : 12,41*

Denemede genotipler arasinda basar1 oran1 % 84,92 (CA genotipi) ile % 91,12 (03

nolu genotip) arasinda degismistir. Genotipler arasinda olusan bu farkliliklar istatistiksel

anlamda onemli bulunmamistir. Denemede kullanilan besin ortamlar1 arasinda ise basari

oram1 % 83,65 ile MS + kinetin uygulamasinda en diisiik olurken, % 88,45 ile MS

uygulamasinda en yiiksek bulunmustur. Besin ortamlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel

olarak Onemsiz ¢cikmistir. Denemede genotip x besin ortamu interaksiyonu da Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Genotiplere ve ortamlara gore basar1 oranlari

Genotipler MS KINETIN IAA KINETIN + | ORTALAMA
TIAA
02 90.20 82.83 88.35 89.28 87.66
03 91.71 88.77 92.21 91.79 91.12
07 86.85 83.83 86.34 85.34 85.59
09 88.77 82.33 88.69 88.27 87.02
10 89.28 82.33 86.85 87.27 86.43
13 88.27 81.83 85.84 84.84 85.19
18 86.34 82.33 85.84 85.34 84.96
28 88.35 86.26 87.35 88.27 87.56
CA 86.26 82.33 85.26 85.84 84.92
Ortalama 88.45 83.65 87.42 87.36
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Denemede basar1 oranlar1 besin ortamlarina aktarilan embriyolardan bitki elde etme
esasina gore belirlenmistir. Sekil 4.2 ve 4.3 incelendiginde ortamlara bagh olarak gelisme
farkliliklar1 goriilebilmektedir. Ancak bu durum embriyolarin bitkiye doniisiimiinden
ziyade besin ortamlarinin gelisme hizi iizerine olan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Besin
ortamlar1 ve genotipler arasinda basari oran1 bakimindan onemli bir farkin olusmamasi
embriyolarin her 4 ortamda da gelisebilmelerinden kaynaklanmaktadir. Denemede
mekanik zarar gormeden besin ortamlarina aktarilabilen embriyolarin tamamindan bitki

elde edilmistir.

Denemede basari orani iizerine en etkili faktoriin embriyo yasi olmasi, embriyolarin
alinma donemlerinin énemini ortaya koymaktadir. Denemede kendilemeden sonraki 28-36
giinler arasinda alinan embriyolarda basar1 oran1 en yiiksek olmustur. Aragao et. al. (2002),
domateste 30 giinliik embriyolarin en iyi sonucu verdigini, Young et. al. (1987), domateste
embriyo kiiltiriinde basart1 oraninin embriyolarin yasina bagl olarak degistigini

belirtmeleri denemede elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Denemede kullanilan genotipler arasinda basart oram1 bakimindan fark
bulunamamas1 ve biitiin genotiplerde basar1 oraninin yiiksek olmasi domatesin embriyo
kiiltiirii teknigine yatkin bir tiir olmasindan kaynaklanmaktadir. Gubis et al. (2003),
domateste embriyo kiiltiirlinde basar1 oraninin % 86-100 arasinda degistigini ve genotip
farkliliginin basariya etkisinin olmadigini belirtmesi deneme sonuclarini desteklemektedir.
Benzer sekilde Plana et al. (2006), domateste embriyo kiiltiirii tekniginin uygulanmasinda
basar1 oraninin % 100 oldugunu, Arous et al. (2001) ise, biberde embriyo kiiltiirii teknigi
kullanilarak elde edilen bitkilerin daha sonraki devrede hayatiyetlerini devam ettirme
oraninin % 100 oldugunu belirtmeleri deneme sonuclar ile paralellik gostermektedir.
Denemede embriyo kiiltiirii teknigi kullamlarak elde edilen bitkilerin hayatiyetlerini devam

ettirme oran1 % 100 olmustur.

MS besin ortamina ilave edilen oksin ve sitokininlerin bagari oranina 6nemli bir
etkilerinin olmamasi MS besin ortaminin tek basina yeterli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bilesimine bakildiginda MS besin ortaminin zengin bir icerige sahip oldugu goriilmektedir.
Besin ortamlarinin embriyo kiiltiirii tekniginde basari iizerine etkili oldugunu ifade eden

bazi arastiricilar, cogunlukla MS, HLH, BS5 gibi icerikleri farkli ortamlarin etkilerinden soz
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etmektedirler (Sharma et. al., 1996; Aragao et. al., 2002). Arastiricilar genellikle somatik
embriyo kiiltiirii calismis ve farkli embriyo explantlarindan siirgiin rejenerasyonu
olusumunu incelemislerdir. Bizim c¢aliyjmamizda ise embriyolarin gelismelerini devam

ettirmeleri esas alindigindan MS besin ortami yeterli olmustur.

KINETIN

Sekil 4.2. 10 nolu genotipe ait 28 giinliik embriyolarin ortamlara gore gelisme diizeyleri
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Sekil 4.3. 09 nolu genotipe ait 32 giinliik embriyolarin farkli ortamlarda gelisme durumlar

4.2. Kendilemeden Ciceklenmeye Kadar Gecen Siire

Denemede kendilemeden ciceklenmeye kadar gecen siireler incelendiginde
ciceklenmesi en kisa siirede gergeklesen uygulama 69,3 giin ile 09 nolu genotipin 20
giinliik embriyolarin MS besin ortaminda saglanmistir. MS + TAA besin ortaminda CA
genotipinin 32 giinliik embriyolarmin kendilemeden ¢i¢ceklenmeye kadar gerek duyduklar:
siire 128,6 giin ile en uzun siire olmustur. Ciceklenmeye kadar gecen siireler arasindaki
farkliliklar genotiplere ve besin ortamlarina gore onemli ¢ikmamistir. Denemede embriyo
yas1 x besin ortam1 x genotip interaksiyonu 0,01 diizeyinde énemli ¢ikmistir (Cizelge 4.4).
Denemede embriyo yaslarina baglhh olarak ciceklenmeye kadar gecen siireler
degismektedir. Bu siire 20 giinlik embriyolarda ortalama 79,8 giin iken, 32 giinliik
embriyolarda 103,9 giin olmustur. Embriyo yaslarina bagh olarak olusan farkliliklar ve
embriyo yast x besin ortami interaksiyonu 0,05 diizeyinde onemli bulunmustur (Cizelge

4.5).
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Cizelge 4.4. Genotiplere, embriyo yasina ve ortamlara gore ¢igeklenmeye kadar gegen siireler (giin)

Genotipler |[Embriyo| MS | KINETIN | IAA |KiN+IAA | ORT.
yasi
20 83.4 78.3 83.4 88.4 83.4 95.2
24 80.4 79.3 80.4 80.4 80.1
02 28 107.5 107.5 108.5 109.5 108.2
32 102.5 102.5 101.5 102.5 102.2
36 104.5 104.5 98.4 100.5 102.0
20 82.4 82.4 89.4 84.4 84.6 92.4
24 92.4 83.4 84.4 85.4 86.4
03 28 87.4 92.4 95.4 96.4 92.9
32 99.4 96.4 93.4 97.4 96.7
36 101.5 100.5 101.5 102.5 101.5
20 79.3 743 86.4 79.3 79.8 89.4
24 83.4 85.4 74.3 75.3 79.6
07 28 97.4 97.4 87.4 96.4 94.7
32 99.4 96.4 93.4 97.4 96.7
36 95.4 94.4 99.4 96.4 96.4
20 69.3 83.4 81.4 76.3 77.6 86.2
24 74.3 74.3 74.3 75.3 74.6
09 28 81.4 81.4 83.4 83.4 82.4
32 96.4 96.4 96.4 96.4 96.4
36 100.5 98.4 99.4 101.5 99.9
20 75.3 81.4 85.4 75.3 79.3 88.4
24 81.4 81.4 76.3 91.4 82.6
10 28 76.3 73.3 76.3 76.3 75.6
32 98.4 100.5 100.5 95.4 98.7
36 104.5 106.5 105.5 106.5 105.7
20 75.3 71.3 78.3 99.4 82.6 98.2
24 81.4 79.3 79.3 83.4 80.9
13 28 97.4 98.4 98.4 97.4 97.9
32 116.5 116.5 115.5 117.5 116.5
36 104.5 119.5 104.5 123.6 113.0
20 78.3 71.3 70.3 78.3 76.1 88.0
24 78.3 77.3 94.4 99.4 87.4
18 28 76.3 76.3 76.3 76.3 76.3
32 99.4 98.4 98.4 100.5 99.2
36 99.4 100.5 102.5 102.5 101.2
20 75.3 753 76.3 783 76.3 92.9
24 99.4 100.5 100.5 102.5 100.7
28 28 81.4 81.4 81.4 81.4 81.4
32 95.4 106.5 105.5 107.5 103.7
36 101.5 99.4 100.5 108.5 102.5
20 773 79.3 79.3 79.3 78.8 925
24 74.3 74.3 74.3 74.3 74.3
CA 28 71.3 71.3 91.4 91.4 81.4
32 127.6 126.6 128.6 120.6 125.8
36 101.5 105.5 99.4 101.5 102.0
ORTALAMA 90,4 91,0 914 93,2
LSD Genotip: O.D.  Besin Ortami: O.D. Genotip x Embriyo yas1 x Besin ortami: 18,27%*
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Denemede kullanilan genotiplerin besin ortamlarina bagh olarak ciceklenme siireleri 86,1
giin ile 98,1 giin arasinda degismektedir. Ancak besin ortamlar1 arasindaki farkliliklar ile

genotip x besin ortami interaksiyonu 6nemli ¢cikmamistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Embriyo yas1 ve ortamlara gore kendilemeden ¢iceklenmeye kadar gecen siire (giin)

Embriyo MS KINETIN TAA KiN + IAA [ORTALAMA

yasi

20 77.3 78.7 81.1 82.1 79.8
24 82.8 81.6 82.0 85.2 82.9
28 86.2 86.6 88.7 89.8 87.8
32 103.8 104.4 103.6 103.9 103.9
36 101.4 103.2 101.2 104.8 102.6

LSD Embriyo yas1 : 13,91%* Embriyo yas1 x Besin ortami : 18,26*

Cizelge 4.6. Genotiplere ve ortamlara gore kendilemeden ciceklenmeye kadar gecen siire (giin)

Genotipler MS KINETIN 1AA KiN + IAA [ORTALAMA
02 95.6 94.4 94.4 96.2 95.2
03 92.6 91.0 92.8 93.2 92.4
07 90.9 89.5 88.1 88.9 89.4
09 84.3 86.7 86.9 86.5 86.2
10 87.1 88.6 88.8 88.9 88.4
13 95.0 98.2 95.2 104.2 98.2
18 86.3 85.9 88.3 91.4 88.0
28 90.0 92.6 92.8 95.6 92.9
CA 90.4 91.4 94.6 93.4 92.5

Ortalama 90.4 91.0 91.4 93.2
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Calismada kendilemeden ciceklenmeye kadar gecen siireler iizerine genotiplerin ve
besin ortamlarinin 6nemli bir etkisi olmazken, embriyo yaslarina bagh olarak bu siirelerin
degistigi goriilmektedir. Denemede genel olarak embriyo yasi kiigiildiikce kendilemeden

ciceklenmeye kadar gecen siirenin de kisaldigr goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Genotiplere ait kendilemeden ¢iceklenmeye kadar gecen siireler (giin)

Genotipler | Kendilemeden | Tohumdan ciceklenmeye | Kendilemeden ciceklenmeye
tohum hasadina Kadar gecen siire kadar gecen siire
kadar
gecen siire
02 57 61 118
03 59 60 119
07 62 61 123
09 64 62 126
10 65 60 125
13 67 65 132
18 61 57 118
28 62 61 123
CA 63 58 121

Islah siiresinin kisalmasina embriyo Kkiiltiiriniin etkisi incelendiginde kontrol
uygulamasina gore embriyo kiiltiirli uygulamasinin genotiplere baglh olarak ortalama 22,9
giin ile 39,9 giin arasinda siireyi kisalttig1 goriilmektedir. Denemede embriyo yaslar ve
besin ortamlart da dikkate alinmak kaydiyla, embriyo Kkiiltiirii uygulamalarinda
ciceklenmeye kadar gecen en kisa siireler esas alindiginda zamandan kazanilan siirenin
genotiplere gore 36,6 giin ile 56,7 giin arasinda degistigi goriilmektedir. Domates 1slah
caligmalarinda 1 vejetasyonun veya 1slah generasyonunun minimum 4-5 ay siirdiigii
disiiniildiigiinde bu siirede 1,5-2 aylik bir kisalma onemli avantajlar saglayacaktir. Doku

kiltiirii teknikleri i¢inde embriyo kiiltiirii tekniginin basta seleksiyon i¢in gereken zaman

olmak {izere 1slah siiresini kisalttigin1 belirten Ellialtioglu ve Abak (1986), Altman (1999),
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Assoumou Ndong et al. (2002), Wu et al. (2003) ve Cravero and Cointry (2007) nin

ulagtiklar1 sonuglar deneme sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Denemede embriyolardan bitki elde etmedeki basar1 orami bakimindan 28-32
giinliik embriyolar en iyi sonucu verirken, ¢iceklenmeye kadar gecen siire bakimindan 20-
28 giinliik embriyolar daha etkili olmustur. Yiiriitiilecek calismalarda amag daha fazla bitki
elde etmek ise bu durumda 28-36 giinliikk embriyolar tercih edilmelidir. Islah siiresinin
kisaltilmas1 amaclaniyorsa bu durumda 20-28 giinliik embriyolarin tercih edilmesi daha
dogru olacaktir. Basar1 oranlart ve zamandan tasarruf birlikte dikkate alindiginda
calismamizda 28 giinliik embriyolarin kiiltiire alinmasi i¢in en ideal devre oldugu sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.4. Ciceklenme dénemine gelmis bitkilerin genel goriiniimii

Sekil 4.5. Ciceklenme sonrasi bitkilerde gelisme durumlari
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Sekil 4.6. Ciceklenme doneminde gézlem yapilan bitkiler
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