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OZET

Yiksek Lisans Tezi

IN VITRO KOSULLAR ALTINDA CILEKTE (FRAGARIA X ANANASA)
REJENERASYON UZERINE FARKLI UYGULAMALARIN ETKISi

Muhammet Recai TASTEPE

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Ahmet ESITKEN

Bu c¢alisma, 2010 ve 2011 yillarinda Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimiinde yiiriitiilmiistiir. Denemede Fern ¢ilek ¢esidi materyal olarak
kullanilmstir.

Cilekte in vitro sartlarda farkli uygulamalarin kallus olusumu ve rejenerasyon iizerine
etkileri arastirilmistir. Bu amagla, ¢ilek bitkisinin farkli eksplantlar1 (yaprak ve yaprak
sap1) MS gida ortamma farkli dozlarda ilave edilen 2,4-D’nin kallus olusumuna ve
rejenerasyon asamasinda ise kullanilan eksplant tiplerinin, kallus olusum asamasinda
ortama ilave edilen 2,4-D’nin ve rejenerasyon asamasinda ortama ilave edilen TDZ nin
siirgiin olusumuna etkisi arastirilmistir.

Yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda en yiiksek kallus olusumu 1.0 mg/l olan 2,4-D
uygulamalarinda bulunmustur. Rejenerasyon asamasinda ise, sadece yaprak sapi
eksplantlarindan 0.5 ve 1.0 mg/l 2,4-D ortamimda meydana gelmis kalluslarm 1.0 mg/1
TDZ ortamina aktarilanlarinda siirgiin meydana geldigi belirlenmistir.

2011, 38 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cilek, Fern, 2,4-D, TDZ, Rejenerasyon, In vitro,



ABSTRACT

Master Thesis

AFFECT OF DIFFERENT APPLICATIONS ON REGENERATION OF
STRAWBERRY (FRAGARIA X ANANASA) UNDER IN VITRO CONDITIONS

Muhammet Recai TASTEPE

Atatilirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Epartment of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ESITKEN

This study was carried out in Atatlirk university Faculty of Agriculture Department of
Horticulture between 2010 and 2011. Fern strawberry varieties in the experiment were
used as material

Effects on callus formation and regeneration of different applications under in vitro
conditions in strawberry were investigated. It was investigated that effects to callus
formation of 2,4-D which added different doses to MS medium for different explants
(leaf and petiole) of strawberry and effects on shoot formation of explant types in the
stage of regeneration, 2,4-D which added in the stage of callus formation, TDZ which
added in the stage of regeneration.

The highest callus formation at leaf and petiole explants was observed to the 1 mg/I,
2,4-D applications. In the stage of regeneration, calluses which added to 1.0 mg/l TDZ
that occured from petiole explants in 0.5 and 1.0 mg/l 2,4-D medium have formed
shoot.

2011, 38 Pages

Keywords: Strawberry, Fern, 2,4-D, TDZ, Regeneration, In vitro
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1. GIRIS

Tirkiye, diinya iizerinde uygun iklim kusagindaki konumu ve uygun toprak sartlari
itibariyle bahge bitkileri yetistiriciligi agisindan bir¢cok ekolojik avantaja sahiptir.
Diinyada mevcut gen merkezleri arasinda hem Yakindogu hem de Akdeniz havzasi
icinde yer alan Tiirkiye, birgok tiir ve ¢esidin gen merkezi durumundadir. Oyle ki;
bugiin diinya lizerinde kiiltiirii yapilan 150’ye yakin meyve tiiriinden yaklasik 100’°e

yakini iilkemizde yetistirilebilmektedir. Bu tiirlerden biride ¢ilektir.

Kiiltiir cilekleri F.virginia Duch. ve F.chiloensis (L) Duch.(Fragariaxananassa)
tlirlerinin hibritlenmesi sonucu olusmuslardir. Cilek, Rosales takimindan, Rosaceae
familyasinda, Fragaria cinsinin icerdigi tiirlere ve yenilebilir meyvelerine denir.
F.virginia ve F.chiloensis ¢ilek tiirlerinin ¢igekleri erkek, disi ve erselik olmak tizere ii¢
farkli sekilde goriilebilmektedir. Cilek’te ¢icek kurulumunun yenilenmesine, birincil
cicekler tarafindan son verilir, son verildikten sonra iki sekonder, dort tersiyer ve sekiz
adet kuarter ¢igcek meydana gelir. Ciceklerin olusumunda 10 ¢anak yaprak (sepal), 5 tag
yaprak (petal), 20-30 tane erkek organ (stamen) ve 60-600 disi organ (pistil) bulunur
(Hancock 1999).

Anayurdu Kuzey ve Giiney Amerika’dir. ABD, Avrupa, Giiney ve Dogu Afrika
iilkeleri, Yeni Zelenda, Avustralya ve Japonya en c¢ok c¢ilek yetistiren {ilkelerdir.

Diinyada ki toplam ¢ilek iiretimi 4.178.152 ton dur (Cizelge 1.1).

Diinya genelinde en fazla cilek iireten iilke Amerika’dir (Cizelge 1.1). Tiirkiye diinya
cilek iiretiminde ABD’nin ardindan 291.996 ton ile 2. sirada, Ispanya ise 3.srrada yer

almaktadir.

Tirkiye degisik iklim ve toprak karakterleri yoniinden ¢ilek yetistiriciliginde 6nemli bir
potansiyele sahiptir. Bahge {iriinleri arasinda, ilk yildan itibaren verime baslamasi, birim

alandan yiiksek gelir saglamasi gibi 6zellikleri ile popiiler olmus, yakin bir gecmise



kadar sadece Istanbul, Bursa, Karadeniz Ereglisi yorelerinde yetistirilen g¢ilek

giliniimiizde giderek yayginlagmistir.

Cizelge 1.1. Diinya cilek tiretimi(ton)(FAO 2011)

S;If)a Ulkeler 2005 2006 2007 2008 2009

1 ABD 1.053.242| 1.090.436| 1.115.000| 1.148.504| 1.270.690
2 RUSYA 221.000| 235.000| 324.000| 145.000 158.000
3 iSPANYA 320.853| 333.500| 263.900| 267.500| 263.700
4 TURKIYE 200.000| 211.127| 239.076| 261.078| 291.996
5 KORE CUM. 201.995| 205.307| 200.000| 203.227| 205.000
6 JAPONYA 196.200]  190.600| 193.000] 190.700| 184.700
7 POLONYA 184.627|  193.666| 168.200] 200.723| 198.907
8 MEKSIKA 162.627|  154.893| 160.000| 207.485| 233.041
9 ALMANYA 146.500|  173.230| 153.000| 150.854| 158.563
10 | MISIR 100.000|  105.000|  104.000| 200.254| 200.000
Digerleri 1.002.657| 1.016.219| 902.813] 1.118.412] 1.013.555
Toplam 3.789.701| 3.908.978| 3.822.989| 4.093.737| 4.178.152

Yakin veya uzak akraba tiirler arasinda, dogal ve yapay melezlemeler, ¢esit ve klonlarda
dogal ya da yapay mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan genetik degisimlerin seleksiyonlar
ile degerlendirilmesi meyve 1slahinda yiiz yillardir uygulanmaktadir. Bununla birlikte
uyusmazlik, kisirlik, genetik a¢ilim, uzun genclik kisirligi periyodu, ¢ogaltim ve 6zel
kiiltiire] uygulamalar gibi meyve tiirlerine 6zgii bircok biyolojik, fizyolojik ve
yetistiricilik sorunlar1 geleneksel yontemler ile islahta siireyi uzatmakta ya da ¢ogu
zaman basar1y1 olanaksiz kilmaktadir. Buna karsilik 6zellikle 20. ylizyilin sonlarindan
itibaren biyoteknoloji alaninda kaydedilen hizli gelismeler klasik 1slah kapsaminda ele
alinan bu yontemlerin etkinligini arttirmanin yaninda bagariy1 engelleyen sorunlara kars1
coziimler sunmaktadir. Boylece meyve tiirlerinin karakterizasyonu genom analizleri ile
yapilabilmekte, kalitsal yapilar1 gen aktarimi, somaklonal varyasyon ve somatik
hibridizasyon gibi in vitro teknikler ile taksonomik bir smirlama olmaksizin hizli ve
etkili bir sekilde degistirilebilmektedir. Bunun yani sira hizli, yogun ve viriislerden ari

cogaltim, gen kaynaklarmin korunmasi, homozigotlugun ¢ok kisa siirede saglanmasi,



melezlerin embriyo kiiltlirii ile yasatilmasi ve bir¢ok etkene karsi genotiplerin
reaksiyonlarmin kisa siirede test edilmesi saglanabilmektedir (Litz and Gray 1992;
Hatipoglu 1999). Nitekim hizli ve genis capl iiretim icin in vitro teknikler bircok
meyve tiirlinlin ¢cogaltilmasinda kullanilmaktadir (Bajaj 1986).

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku veya organ (apikal
meristem, kok vb) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin
(metabolitler gibi) tretilmesidir. Yeni gesit gelistirmek ve mevcut gesitlerde genetik
farkliliklar (varyabilite) olusturmak doku kiiltiirliniin temel amaclar1 arasinda sayilabilir.
Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetik iyilestirme c¢alismalarinda onemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan
tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirli yontemleri rutin olarak kullanilmaktadir

(Babaoglu vd 2002).

Doku kiiltiiriinde 6zellikle meristem kiiltiirti yontemiyle ve alt kiiltiir islemleri sonucu
genglestirme saglanabilmekte, bu da doku kiiltiiriiniin 6nemli bir yarar1 olarak karsimiza

cikmaktadir.

Hiicrelere ve dokulara bask1 uygulayip bazi degisikliklere sebep olarak siirgiin veya kok
taslagi diye adlandirilan tek kutuplu ve vaskiiler sistemi kokenini aldigi dokuya bagl

olan bir yapmin meydana gelmesine organogenesis denir (Giirel 2001).

Organogenezde bitki parcalarindan ya dogrudan adventif siirgiin veya kok (direkt)
yahutta dnce organize olmamuis bir hiicreler yigini olan kallus ve daha sonra bu kallustan
siirgiin veya kok (indirekt) meydana gelir. Bitki parcalarindan organ gelisimi direk
olarak degil de once “embriyoid” ad1 verilen embriyo benzeri yapilarin daha sonra bu
embriyolardan kok ve siirgiin gelisiminin meydana gelmesi ise embriyogenesis olarak
adlandirilir. Embriyogenesis; bireysel bitkilerin hiicrelerinden gelisen somatik
embriyogenesis ve dollenmis bir zigottan gelisen gametik (zigotik) embriyogenesis

seklinde smiflandirilabilir. Somatik embriyogenesis, bagimsiz vaskiiler sistemi olan ve



kok ile siirglin aksini igeren iki kutuplu bir yapinin olusmasina yol acan bir siirectir.
Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar da somatik embriyo olarak adlandirilir.
Bireysel bitkilerin hiicrelerinden gelistikleri i¢cin somatik embriyolardan elde edilen
bitkiler genetik olarak klon olustururlar. Doéllenmis yumurtadan gelisen embriyoda
oldugu gibi, iki ¢enekli bitkilerde somatik embriyolar da “globular”, kalp, torpedo ve
kotiledon olusum sathalarmi gegirirler. Govde-kok eksenine ayni zamanda sahip olup,
asil doku ile vaskular baglantilar1 olmadigindan dolay1 dokudan kolaylikla ayrilabilirler

(De Jong et al. 1993).

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem veya embriyo gibi ¢esitli pargalarindan
(eksplant) yeni bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir
(Babaoglu vd 2002). Bitki rejenerasyonu kotiledon, embriyo, hipokotil, govde, yaprak,
siirgiin ucu, kok, gen¢ tomurcuklar, ¢igek ta¢ yapraklar, yumurta dokusu, yumurta
hiicreleri, yaprak sap1 vs. eksplantlardan yapilabilmektedir. Olgun ve olgun olmayan
organlardan dogrudan eksplant alinarak rejenerasyon yapilabilir. Siirgiin rejenerasyonu
sistemi transgenik bitkilerin gelistirilmesinde, bitki hiicrelerine genin aktarilmasinda ve

somoklonal varyasyonlari belirlenmesinde ve tesvikinde kullanilmaktadir.

Bitki doku kiiltiirti islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonu yani bitkinin hiicre, doku ve organlarinin klonlanmasidir. Bitki

rejenerasyonu, kiiltiirli yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle {i¢ kistmda incelenebilir:

1) Organize olmus meristematik hiicreleri ihtiva eden somatik dokulardan
rejenerasyon,
2) Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon,

3) Mayoz boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon.

Birinci tipte ug ve yan meristemlerden bitkiler ¢cogaltilir. Buna meristem kiiltiirii yoluyla
cogaltim denilir. Elde edilen hiicreler tamamen dondr (verici) bitkiye benzerler. Ikinci
tip rejenerasyon dogrudan bir bitki eksplantinin kesilmis yiizeylerindeki belirli somatik

hiicrelerin bir kismmin genellikle bitki biiylime diizenleyicilerinin (6zellikle oksin ve



sitokininler) etkisi sonucu boliinerek ve organize olarak, organlar1 ve daha sonrada
bitkiyi (direkt organogenesis) veya bir somatik hiicrenin siirekli boliinerek embriyo ve
daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmasi (direkt somatik embriyogenesis) seklinde
olabilir. Ayrica her iki durum, belirli bir kallus, proto- kallus veya hiicre siispansiyonu
olusumu devresinden sonrada ortaya c¢ikabilir (indirekt rejenerasyon). Ortaya ¢ikan
bitkilerde bazi kalitsal veya gecici (epigenetik) varyasyonlar olusabilir. Son olarak
normal kromozom sayismin yarisint ihtiva eden hiicrelerden de direkt veya dolayli
yollarla bitki rejenerasyonu olabilir. Bu durumda dondr bitkinin kromozom sayisimin
yarisina sahip, genellikle steril olan haploid bitkiler elde edilebilir. Bu bitkicik, doku ve
hiicrelerde kromozom katlamasi yoluyla fertil (dihaploid veya katlanmis haploid)

bitkiler elde edilebilir (Babaoglu vd 2001).

Cesitli arastiricilar tarafindan gelistirilmis kiiltiir ortamlar1 bu amagla kullanilabilir.
Ancak makro ve mikro elementlerin dengeli bir sekilde bulundugu temel ortamlara
vitamin, karbon kaynagi, organik biiylime faktdrleri (amino asitler, iire ve peptonlar),
bitki hormanlar1 gibi ¢esitli maddelerin ilave edilmesi gerekmektedir. Gida ortaminda
karbonhidratlarin bulunmamasi1 durumunda, kallus dokular1 iy1 bir sekilde gelisemezler.

Genellikle sakaroz, bazen de glikoz etkili olmaktadir.

In vitro besi ortamina ilave edilen biiyiimeyi diizenleyiciler (2,4-D, IBA, IAA, Kinetin,
BAP,...vb.) gelismeyi onemli Olciide etkilemektedir. Genel olarak doku Kkiiltiirii ile
iretim c¢aligmalarinda besin ortamlarinda kullanilan biiyiimeyi diizenleyiciler arasinda
farkli sonuclar alinmaktadir. Oksinler, doku kiiltiirlerinde tek basma kullanildiklarinda
kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarmin elde edilmesini ve somatik embriyo
olusumunun uyarmmini, sitokininlerle birlikte yine kallus olusumunu, siirgiin
rejenerasyonunu ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasmi saglayabilirler. Ayrica
elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde vazgecilmez bir kullanima sahiptirler
(Babaoglu vd 2001). BAP sitokininler i¢inde en ¢ok kullanilanidir. Hiicre bodliinmesi,
yeniden farklilagma, bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogaltiminda etkili olup, antioksidan
etki gostererek yaslanmayi da geciktirirler. Siirglinlerde koklenmeyi ve embriyogenesisi

engeller(Smith  1992).  Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun



uyarilmasinda, stirglinlerin boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve ovil kiiltiirlerinde
kullanilmaktadwr. Kallus gelisimini, organogenesisi ve adventif kok olusumunu

engellerler (Babaoglu vd 2001).

Kallus kiiltiirtinde yiiksek bir gelisme derecesinin saglanmasi i¢in, gida ortaminda oksin
ve stokininlerin bulunmas1 gerekmektedir. Oksin olarak ¢cogunlukla, IAA ve daha stabil
sentetik bilesikler olarak NAA ve 2,4-D kullanilmaktadir. Kullanilmasi gereken
konsantrasyon, oksinin tipine ve kallusun orjinine gore degismekle beraber, genelde
0.01-15.0 mg/l aras1 uygun olmaktadir. En ¢ok kullanilan sitokininler ise kinetin ve
benziladenindir. Bazi bitkilerin doku Kkiiltiirlerinde yapilan devamli alt Kkiiltiirleri
sonucunda, kiiltiir sartlarmdaki isteklerinde degisiklikler olabilmektedir. Ornegin,
baslangigta kiiltiir ortamimna disaridan oksin ilavesi gerekirken, sonradan yapilan alt
kiiltirlerde buna gerek duyulmamaktadir. Cilinkii hiicre bdliinmesi ve kallus
olusumunun uyarilmasi endogen ve ekzogen biiyime maddelerinin kompleks
interaksiyonu sonucu saglanabilmektedir. Kallus kiiltiirtinde hormon kullanilmasinin
gerekli oldugu bir gercektir. Halbuki normal olarak organ Kkiiltiirlinde her zaman
hormona gerek yoktur. Ciinkii, organ kiiltlirlerinin organize olmus meristemleri, hormon
olusumunun merkezleri olabilirler. Halbuki kallus kiiltiirlerinin parankimatik dokulari,
hormon sentezi kapasitesine sahip degildirler. Bundan baska gida ortamlarinda thiamin,
piridoksin ve diger vitaminler iy1 bir biiyiime i¢in gereklidir ve genellikle gida ortamina
ilave edilmektedir. Bundan bagka asparagin, arginin, lire, glutamin, purin, primidin ve

cesitli aminoasitler her zaman talep edilmemekle beraber, bazi1 durumlarda faydalidirlar.

Bu calismanin amaci, Fern ¢ilek ¢esidinde farkli eksplant kaynaklariim kallus olusumu
ve rejenerasyon asamalarinda kullanilan farkli hormonlar (2,4-D ve TDZ) ve bunlarin
dozlarinm in vitro da biiylime ve rejenerasyon karmasik bir igslemdir. Biiylime ve
gelismeyi pek cok genetik ve cevresel faktor etkilemektedir. Her tiiriin hatta her ¢esidin
kendine 6zgii istegi olup hiicre farklilagmasi i¢in farkli ortam ve temel besin ortami
vardir. Gida ortamma ilave edilen hormonlara verilen tepkiler tiirler ve ¢esitler arasinda
biiylik farkliliklar gostermektedir. Ayrica, kullanilan eksplant tipine bagli olarak

rejenerasyon basarist bliyiik Olclide degismektedir. Bundan dolayr kallus olusumu,



embriyogenik kallus olusumu, rejenerasyon ve siirgiin olusumu performanslarinin

belirlenmesi ve karsilastirilmasi yapilmalidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bitki doku kiiltiirii, bitkilerin ¢esitli kisimlarindan alinan hiicre, doku ve organlarin
sterilize edildikten sonra ¢esitli besin maddeleri iceren steril ortamlarda ve uygun cevre
kosullarinda kiiltiire alinmas1 ve biiyiitiilmesi islemidir (Goniilsen 1987). Pratikte
kullannmina 1960’1 yillardan baslanan doku kiiltiirii tekniklerinde, giliniimiize kadar
hizli gelismeler kaydedilmistir. Bu tekniklerde hiicre, doku, embriyo ve farkli
organlardan alinan eksplantlardan steril kosullar altinda ve 6zel besin ortamlarinda yeni
kiiltiirlerin iiretilmesi amagclanmustir (Oksiiz 1993). Giiniimiizde bu teknikler, gen
miihendisligi ve biyoteknolojik caligmalar ile kombine edilerek ¢ok amacli olarak

kullanilmaya baslanmaistir.

Bitkilerden alinan farkli eksplant kaynaklarindan kallus olusturmada ve rejenerasyonda
ortama degisik bliyiimeyi diizenleyici maddeler ilave edilmektedir. Bu amacla en fazla
kullanilan maddeler oksin ve sitokinin grubu hormonlardir. Oksin tipi hormonlar
koklenmeyi, hiicre gelisimini ve kallus olusumunu tesvik ederler. Sitokininler ise hiicre
boliinmesini, yeniden farklilasma ve bitki rejenerasyonunu tesvik ederler. Oksin grubu
hormonlarin dogal olarak bulunan en 6nemli formu Indol-3-asetik asit (IAA)’dir. Ancak
IAA’nin 151k ve sicaklikta kararsiz olmasi nedeniyle mikrogogaltimda sinirli kullanima
sahiptir. Embriyogenesisi tesvik i¢in en fazla kullanilan oksin grubu hormon 2.4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D) olmasmna ragmen Naftalin asetik asit (NAA),
pikloram ve dikamba gibi oksinler ya tek baslarma ya da 2,4 D ile birlikte
kullanilmaktadirlar. Kallus olusumunu baslatmak icin ise siklikla 2,4-D tercih
edilmektedir. Diger yandan diisiik oksin ve yiiksek sitokinin konsantrasyonlar siirgiin

morfogenesisini tesvik etmektedir (Thorpe 1981; Ozgen 1998).

Cilekte yapilan bir arastirmada, degisik ¢ilek klonuna ait yaprak sapi, bogum ve stolon
parcalarindan kallus elde edilmesi iizerine oksin ve sitokininin etkileri ortaya
konulmustur. Denenen otuz iki besin ortami kombinasyonu arasinda 4,0 mg/L NAA +

1,5 mg/L IBA, tiim eksplant tiplerinde en yiisek kallus olusum oranmni vermistir.



Kallustan adventif silirglin  olusum orani, MS besin ortamindaki IBA
konsantrasyonundan ve eksplant tipinden etkilenmistir. En yiiksek siirgiin olusum orani
Rabi-01 klonuna ait yapraktan elde edilen kalluslarda ve 3 mg/LL BA igeren ortamlarda
elde edilmistir (Biswas 2007).

B-302 ve Kama cilek kiiltiir klonlarmin yaprak ve yaprak sapi eksplantlarinin
kullanildig1 ¢alismada 0.0, 1.6, 3.2, ve 6.4 mg/l BAP dozlarinin MS besin ortaminda
rejenerasyon iizerine etkisi arastirilmistir. Rejenerasyon sadece yaprak eksplantlarinda,
3.2 mg/l ve 6.4 mg/l BAP konsantrasyonlarinda meydana gelmistir. Kama kiiltiir
klonunda siirgin olusumu B-302 klonundan daha iyi bulunmustur. B-302 klonunun
yaprak sap1 eksplatlarinda en iyi rejenerasyon ortalamalar1 %30 ve %17, yapraklarin
siirgiin rejenerasyonu 3.2 mg/l BAP uygulamasinda %6-8 arasinda bulunmustur. BAP’
nin bazi konsantrasyonlarinda siirgiin olusumu olmamistir. Kama Kkiiltiir klonunun
sadece 6.4 mg/l BAP uygulamasinda rejenerasyon saglanmistir. Genellikle her iki tipte
de yaprak eksplantlarindan meydana gelen rejenerasyon ortalamalar1 yaprak sapi
eksplantlarindan daha iyi olmasma ragmen, fidelerin olusumu orani yaprak sapi

eksplantlarinda daha iy1 bulunmustur (Zebrowska 2002).

Elsanta, Senga Sengana, Kaster ve klonlar1 K1349, K1356 cilek genotiplerinin
yapraklarmm kullanildig1 arastirmada, en 1yi siirgiin rejenerasyonu Kaster cesidinde
(%86.7-%100), en kotii rejenerasyon ise Elsanta ¢esidinde (%0-%27.8) bulunmustur.
Kaster c¢esidinin yaprak ayasi eksplantlarinda silirglin rejenerasyonu yani direkt
organogenesis meydana gelmistir. Oysaki diger uygulamalarda kallus rejenerasyonu
meydana gelmistir. En iy1 rejenerasyon olusumu Kaster, Elsanta ve 2 klonda, MS tuzlari
ve vitaminle desteklenmis 1.5 mg/l BA ve 0.1 mg/l IBA uygulamalarinda elde
edilmistir. Senga Sengana da ise MS tuzlar1 ve Bs vitaminiyle desteklenmis 3.0 mg/1 BA
ve 0.25 mg/l IBA wuygulamalarinda siirgiin rejenerasyonu 1iyi bulunmustur

(Wawrzynczak 1998).

Bir c¢ilek klonu olan Pbgel-2000 bitkisinin yaprak ve govde parcasi eksplantlarinda

kallus olusumu ve kalluslardaki somatik embriyogenesis olusumlar: incelenmistir.
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Uygulamalarda en yiiksek somatik embriyogenesis olusumunun MS ortamindaki 1.0
mg/l 2,4-D+ 0.5 mg/l BAP ve Prolin’le desteklenmis ortamda meydana geldigi
belirlenmistir. Rejenere bitkiler (%90-95) basarili bir sekilde sera ve dis ortama transfer

edilmistir (Biswas 2007).

Cilek c¢esitleri (Darselect, Xinxing No.2, Honeoye ve Tudla) ve TDZ, [AA
kombinasyonlarinin siirgiin olusumlarina etkilerinin incelendigi bir arastirmada, en iyi
siirgiin rejenerasyonu olusumu Xinxing No.2 ve Tudla cesitlerinin yaprak disk
eksplantlarinda %94.2 ve %87.9 oranlarinda saptanmistir. Hormon uygulaalarinda ise
MS+TDZ 2.0 mg/I+IAA 0.1 mg/l uygulamasinda siirgiin olusumlar:1 ytiksek (%79.6)
olarak tespit edilmistir. Darselect ¢esidinde ise MS+TDZ 8 mg/I+1AA 0.1 mg/l dozunda
stirgiin olusumlar1 yiiksek (%79.6) bulunmustur. Eksplant kaynagi acisindan ise, ayni
genotiplerde cicek sap1 eksplantlarinin rejenerasyonu yaprak disk eksplantlarindan daha

1yl bulunmustur (Yin et al. 2003)

Aygiin ve ark.(2006)’da baz1 ayva (Cydonia oblonga Mill.) genotiplerinde yaprak
disklerinden in vitro siirgiin organogenesisini uyarmak i¢in yapilan calismada bitkisel
materyal olarak, Quince A (bodur), S.0O. (Sabahattin Ozbek) 39-200 (bodur), S.O. 18-82
(orta kuvvetli) ve S.0. 58-315 (kuvvetli) klon anaglari ile Esme, Limon ve Cukurgdbek
cesitleri kullanilmistir. Organogenesis i¢in iki denemede TDZ + NAA kombinasyonlari

ya da BA + NAA, AgNO, ve putresin uygulamalarinin etkileri arastirilmustir. Stirgiin
organogenesisi sadece 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+2.0 mg/l AgNO, iceren MS

(Murashige ve Skoog) temel besin ortaminda Onemli diizeyde uyarilmistir. Bu
uygulama ile siirgiin olusturma oran1 Quince A’da %80.0, S.0. 39-200’de %56.7, S.O.
18-82°de %17.5, S.O. 58-315’de %37.5, Esme’de %36.7, Limon’da %40.0 ve
Cukurgobek’de %43.3 olarak belirlenmistir. Ortalama siirgiin sayisi ise genotiplere gore

0.4-2.7 adet/disk arasinda degismistir (Aygiin 2006).

Soylu ve Ertiirk (1999), baz1 kestane ¢esitlerinin klonal ¢ogaltimi i¢in koltuk tomurcugu
ve siirgiin ucu kiiltliriinii uygulamiglardir. Ancak bu calismada basar1 sinirh kalmis ve

ozellikle yasli agaclardan alinan eksplantlarla ¢calismanin daha gii¢ oldugu bildirilmistir.
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Yapilan bir arastirmada bitkisel materyal olarak Kalecik karasi iiziim ¢esidine ait in
vitro bitkilerden alinan govde ve yaprak sapi eksplantlarinin in vitro rejenerasyonlari
iizerine eksplant tipi, besin ortamlar1 ile 1siklanma siiresinin etkileri incelenmistir.
Eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D, zeatin, IBA ve kazein hidrolizat
iceren MS ve NN ortamlarna dikildikten sonra aydinlik ve karanlik kosullarda kiiltiire
almmiglardir. Arastirma sonucunda kallus olusturan eksplant orani, direkt ve indirekt
adventif siirglin olusumu, adventif siirgiinlerin bitkiye doniisiim orani eksplant tipine,
besin ortamlarina ve 1siklanma siiresine gore degismistir. Buna gore govde eksplantlari
direkt ve indirekt adventif siirgiin olusumu bakimindan en iyi sonuclar1 verirken;
ortamlar i¢inde kallus olusumu en fazla 0,2 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D+2,5 mg/l IBA
iceren MS ve yalnizca 2 mg/l 2,4-D igeren NN ortamlarindan, direkt adventif siirglin
gelisimi de 2 mg/l zeatin igeren MS ortamu ile 2 mg/l BAP igeren NN ortaminda
bulunmustur. indirekt adventif siirgiin gelisimi ise 0,2 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D+1 g/l
kazein hidrolizat katkili MS ortami ile 2 mg/l zeatin NN ortamindan elde edildigi
belirlenmistir. Karanlik kiiltiir kosullar1 kallus olusumu iizerinde olumlu etkiler de
bulunurken; 16/8 sa 1siklanma ise direkt-indirekt adventif siirglin gelisimini artirdig:

tespit edilmistir (Babalik 2008).

Hepaksoy ve Tanrisever (2004), bazi kiraz anaclarinin mikrogogaltimi iizerine yapmis
olduklar1 ¢alismada Gisela 6 kiraz anacinin mikrosiirgiinlerinde kdklenme oraninin
Gisela 5’e gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Koklendirme ortamma 2 g-1-1
aktif komiir ilavesinin koklenme oranmi 9%8.33-33.33’ten %25-50’ye yiikselttigi

goriilmiistiir.

Verime yatmis melez findik (Corylus avellana L.) bitkileriyle yapilan bir ¢caligmada
dormant ¢eliklerin slirmesi ile meydana gelen taze siirgiinlerden alinan gozler 6.7 mM,
11.1 mg/l veya 15.5 mg/l N-6 benziladenin (BA) ile poliaminler (0.2 mg/] putresin+0.2
mg/l spermidin+0.05 mg/l spermin) igeren veya icermeyen Murashige ve Skoog [ MS
(1962)] ortami ve modifiye Driver ve Kuniyuki [DKW (1984)] ortami iizerine kiiltiire
almmustir. Kiiltlir ortami ile BA’nin eksplant reaksiyonlar1 lizerine olan etkileri 6nemsiz

bulunmustur. Ortama ilave edildiklerinde, poliaminlerin siirgiin uzunlugunu %83 ve
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siirgiin basina tomurcuk sayismni %41 oraninda artrma sonucu cok etkili olduklar1
gozlenmistir. Poliamin igeren ortam {izerindeki bazi siirgiinlerin 4.0 cm’ye kadar,
poliamin icermeyen ortam Tlzerindeki siirglinlerin ise en fazla 2.0 cm’ye kadar
biiyliyebildikleri goézlenmistir. Bulgular, ortama ilave edildiklerinde poliaminlerin
eksplantlarin kiiltiire alinmalarin1 kolaylastirabilecegini ve morfojenik kapasitelerini

artirabilecegini gostermistir (Nas 2003).

Yal¢in ve arkadaglar1 (2003), kiiltiir ortamina 0.3 mg/l IBA ilave ederek Hayward kivi
¢esidinin mikrosiirgiinlerinde %93 civarinda koklenme elde etmislerdir. Benzer sekilde,
mikrosiirglin diplerinin 5 saniye siireyle 400 mg/l IBA soliisyonuna bandirilmasiyla

%95 civarida ex vitro koklenme orani elde edilmistir.

Arastirmada dort farkli badem ¢esidinin (Ne Plus Ultra; Non Pareil, Carmel, Parkinson)
olgun olmayan kotiledonlarindan geng stirgiinler rejenere edilmistir. Acik tozlanmis
meyveler tam ¢igeklenmeden 100-115 giin sonra bah¢eden toplanmistir. Kotiledonlarin
bitim noktalar1 kesilip ¢ikarilmistir. TDZ ve IBA’nin farkli konsantrasyonlari ve
kiiltliriin ilk bir haftasinda 1sikli ve 1s1iksiz ortamlarm etkisi belirlenmistir. Stirgiin
rejenerasyon orani bitki biliylimesini diizenleyicilerin bulunmadig1 dort haftalik siireyi
takiben, TDZ (10.0 pM) iceren MS alt kiiltiirinde 8 hafta icin kiiltiire alinan
kotiledonlarda en yiiksek olmustur. Kotiledonlar 7 giin i¢in karanlikta tutulmasiyla
rejenerasyon seviyesi ¢cok daha fazla olmustur. IBA (0.5 uM) Onemli oranda geng

siirglinlerin gelisimini azaltmistir (Ainsley ef al. 2004).

Bhagwad and David Lane (2004), yaptiklar1 bir ¢alismada Prunus avium’un Lapins ve
Sweetheart cesitlerinin yaprak parcalarindan in vitro’da NAA ve TDZ (Thidiazuron)
veya BA ilave edilmis. WPM ortaminda iiretiminde bitki yenilenmesi (regenerasyon)
iizerine bitki biiyiimeyi diizenleyiciler, explant tipi, bitki lizerindeki yeri ve kesim
durumunun etkili oldugu; optimal regenerasyonun 2.27 veya 4.54 uM TDZ’ye ilave
olarak 0.27 uM NAA igeren besi ortaminda biitiin bir yapragin ortadamar boyunca
yapragm enine kesilen ve en list yiizeyinin kiiltiire alinmas1 sonucu elde edildigini;

regenerasyonda iki cesit arasinda bir farklilik bulunmadigini; bitki regenerasyonunda
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sonugta her explanttan bir veya daha fazla siirgiin elde edilmesinde Lapins’te %71.4 ve

Sweetheart ¢esidinde %54 olarak elde edildigini belirtmislerdir.

Bu arastirma Keten (Linum usitatissimum L.) cesitleri olan Madaras, 1886 Sel. ve
Omega ile yapilmustir. In vitro ve serada yetistirilen fidelerden alan hipokotil ve sap
eksplantlari, siirgiin veren explant yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayis1 ve petrideki
toplam siirgiin sayis1 bakimindan karsilastirilmistir. Eksplantlar arasinda hipokotil en iyi
rejenerasyonu vermistir. Eksplant kaynagi olarak in vitro yetistirilen fideler, serada

yetistirilen fidelere gore daha uygun bulunmustur (Y1ildiz 2001).

Bu calismada, kinetin ve a- naftalin asetik asitin (NAA)’in farkli konsantrasyonlarinin
(kinetin ve 0.1+0.1, 0.2, 0.4 NAA mg/l), uzun yaprakh t¢gil (Trifolium pannonicum
ssp. elongatum) bitkisinin hipokotil ve kotiledon yaprak sapi eksplantlarindan gelisen
siirgiin yiizdesi, siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu lizerine olan etkileri arastirilmistir.
Arastirmada, siirgiin olusturan eksplant yiizdesinin en yliksek oranda (%91.7) hipokotil
eksplantindan ve Murashige and Skoog (MS) i¢inde 1 mg/l Kinetin+0.4 mg/l NAA
iceren ortamdan; en diislik siirgiin yiizdesinin (%25.0) hipokotil ve kotiledon yaprak
sap1 eksplantlarmin her ikisinde de 1 mg/l Kinetint0.1 NAA igeren rejenerasyon
ortaminda gelistigi belirlenmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 11.2+1.3 adet
ile 1 mg/l Kinetin+0.4 mg/l NAA igeren ortamdan, en diisiik siirgiin sayis1 2.5+0.6 adet
ile 1 mg/l kinetin+0.1 NAA uygulamasinda gozlenmistir. En uzun siirgiin gelisimi
3.5+0.5 cm ile (1 mg/l kinetin+ 0,1 mg/L NAA) igceren MS ortaminda, en kisa siirgiin
gelisimi ise 1.5£0.2 cm ile 1 mg/l kinetin+t0.4 NAA MS ortaminda belirlenmistir.
Trifolium pannonicum JACQ. ssp. elongatum bitkisinden maksimum kok gelisimi

%95+2.9 ile 1 mg/l IBA uygulamasindan elde edilmistir (Demirbag 2008).

Yapilan diger bir arastirmaya gore ise yliksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu
elde etmek icin 6 farkli bur¢ak (Vicia ervilia (L.) Wild.) hattma ait olgunlagmamis
kotiledon ve embriyo eksenleri degisik oranlarda TDZ igeren Murashige ve Skoog (MS)
besin ortaminda kiiltiire alimmistir. Thidiazuron (TDZ) konsantrasyonlari, hatlar ve

kullanilan eksplantlarin siirgilin rejenerasyonuna etkisi genis bir varyasyon gostermistir.
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En yiiksek siirgiin olusturan eksplant oran1 %90 ve eksplant basmna en fazla siirglin
sayist da 22 adet olarak belirlenmistir. Sekizinci hattan elde edilen adventif siirgiinler
farkli konsantrasyonlarda 6-benzilaminopurin (BAP), o—naftalenasetik asit (NAA) ve
Thidiazuron (TDZ) iceren ortamlarda hizli gogaltima alinmistir. Burada eksplant basina
en yliksek stirgiin sayis1 7.33 adet ile 2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA igeren MS besin
ortamindan saglanmistir. Gelisen siirgiinler daha sonra, 2 mg/1 indol-3-biitrik asit (IBA)

iceren MS ortaminda koklendirilmistir (Erdogan 2004).

Baz1 kolza (Brassica napus L.) gesitlerinde doku kiiltiirii yontemiyle adventif siirglin
rejenerasyonunun gelistirilmesinin amacglandig1 bir caligmada, alt1 kolza ¢esidine ait
hipokotil ve govde eksplantlar1 farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin = 6-
benzylaminopurine (BAP), @&-Naphtaleneacetic acid (NAA), Thidiazuron (TDZ))
kombinasyon halinde bulundugu MS ve BS5 ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Yapilan
calismalar sonucunda en yiiksek siirgiin rejenerasyon olusturan g¢esit %90 oraninda 3
mg/l BAP+0,2 mg/l NAA kombinasyonunu igeren MS ortamli Spok olarak tespit
edilmistir (Dar¢in 2003).

Yapilan bir calismada hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin tohumlar1 MS besi
ortaminda ¢imlendirilmistir. Bu ortamda yetisen bitkilerin hipokotil eksplantlarindan 1
mg/l NAA iceren MS besi ortaminda kallus kiiltiirleri elde edilmistir. Bu kalluslarin
hormonsuz besi ortamina aktarilmasiyla somatik embriyogenez ortaya ¢cikmistir. Ayni
ortamda alt kiiltiire alinmaya devam edilen embriyolardan ileri dénemde rejenere

stirgiinler geliserek tam bir bitkicige donlismiislerdir (Oluk 2005).

Chawla and Wenzel (1987), arpada siirgiin rejenerasyonunun hormonsuz ortamda ya da
2,4-D’nin diistik konsantrasyonlarnda IAA ve BAP igeren ortamlardan daha iyi

oldugunu bildirmislerdir.

Zhou and Lee (1983) “Chinese spring’’ ve “Frederick’ bugday cesitlerinde 2,4-D ve

diger 12 oksin tipinin olgun embriyodan kallus olusum oranma etkisini aragtrmiglardir.
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Bu arastirma sonucunda kallus olusum oraninin ve uygun oksin tipinin gesitlere gore

degistigi belirlenmistir.

Carman (1990) ve Bhaskaran and Smith (1990), kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonunda genotipler arasindaki farklilhigin igsel (bitki bilinyesindeki) hormon

seviyesindeki farklilikla ilgili olabilecegini bildirmislerdir.

Vitanova et al. (1994), arpada 2,4-D’nin bitki rejenerasyonu lizerine etkisini arastirmis,
10 mg/1 2,4-D’nin hem kallus olusumu hem de bitki rejenerasyonu lizerine olumlu etki

gosterdigini bildirmiglerdir.

Tanner and Scott (1986), bugdayin olgunlasmamis embriyolarmin epiblastlarindan
embriyogenik kallus olusumunu etkileyen faktorleri inceledikleri ¢calismada embriyolar
MS ortaminda skutellumlar1 yukar1 gelecek sekilde ortama almiglardir. Epiblastlardan
kallus olusumunun genotip, embriyonun gelisim devresi ve 2,4-D konsantrasyonu
tarafindan etkilendigi, embriyogenik kallus olusturan embriyo sayisinin genotiplere gore
%10-72 arasinda degistigi belirlenmistir. Embriyogenik kallus olusumu i¢in 2,4- D’nin
IuM’dan daha yiiksek seviyede olmasi gerektigi saptanmis ve hormonsuz ortama
aktarildiginda daha fazla epiblast kallus farklilasarak embriyo olusturduklar1 tespit

edilmistir.

Ekmeklik ve makarnalik bugday c¢esitlerinin olgunlasmis embriyolarinda c¢alisan
Kintzios et al. (1996) en yiiksek kallus olusumunu 2,4-D ve sitokinin iceren MS
(Murashige and Skoog 1962) ortaminda elde etmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bitki Materyali

Arastirmada materyal olarak Fern ¢ilek ¢esidinin farkli organlar1 eksplant kaynag: (kol

uglar1, geng yaprak ve yaprak sap1) olarak kullanilmastir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ¢ilek ¢esidi

Cesit Ozellikleri
Notr giin ¢esididir. Yayla bolgeleri i¢in 6nerilmektedir. Verimli bir
FERN cesittir. Yaz dikimine uygundur.
3.1.1. Materyal

Bitki materyali olarak Fern ¢ilek ¢esidi kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

3.1.2.a. Sterilizasyonda kullanilan kimyasallar

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

3.1.2.b. Kiiltiir ortamlarinda kullamilan kimyasallar

Kallus, embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu ¢alismalarinda Murashige and Skoog
(1962) tuzlar1 [Sigma M5524] ve vitaminleri [Sigma M3900] kullanilmistir. MS

ortaminin icerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. MS Kkiiltiir ortammin kimyasal bilesimleri ve miktarlar1 (Murashige and
Skoog 1962)

KIMYASAL BIiLESIMi Miktar(mg/l)
INORGANIKLER

Makro elementler

NH4NO; 1650
KNO;3 1900
CaCl,.2H,0 332,2
MgS04.7H,0 180,7
KH,POq4 170
Mikro elementler

Na, EDTA 37,26
Fe»(S04).7H,0 27,8
MnS04.4H,0 16,9
KI 0,83
H;BO; 6,2
ZnS047H,0 8,6
Na;Mo004.2H,0 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl,.6H,0O 0,025
ORGANIKLER

Glycine 2
Myo-inositol 100
Nicotonic acid 0,5
Pyridoxine HCl 0,5
Thiamine HCI 0,1

3.1.2.c. Cahismada kullanilan jel yapict maddeler

Calismada kallus olusum ortaminda ve bitki rejenerasyonu ortaminda jel yapict madde

olarak agar (7 g/l) kullanilmastir.
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3.1.2.d. Cahismada kullanilan oksin, sitokinin tipleri

2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid)
- TDZ (Thidiazuron)

3.2. Yontem

Bu calismada, fern ¢ilek cesidinin kollarindan alinan kol uglar1 steril edildikten sonra
geng bitki olusumu i¢in agar (7 g/l) igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir
ortaminda elde edilen temiz bitkilerin yaprak ve yaprak saplar1 kallus olusumu i¢in
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Bu amacla 2,4-D’nin 5 dozunun (0.0, 0.5, 1.0,
2.0, 3.0 ve 4.0 mg/l) ilave edildigi yar1 kat1 MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin
kallus olusum durumlar1 incelenmistir. Deneme tam sansa bagli deneme planma gore 3
tekerriirlii olarak kurulmus ve her tekerriirde 5 adet eksplant kullanilmistir. Yaprak ve
yaprak saplar1 25+1°C’de karanlik ortamda 3 hafta siireyle bekletilmistir. Bu siire
sonunda eksplantlarda kallus olusumu, eksplant sayisina gore kallus olusumu, kallus
sayisina gore embriyogenik kallus olusumu ve kallus asamasindaki kok olusumu
parametreleri incelenmistir. Bitki rejenerasyonu i¢in, 2,4-D’nin (0.5, 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0
mg/l) dozunda meydana gelen kalluslar TDZ’nin dozlariyla (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l)
kombinasyonlar1 yapilarak 3 tekeriirli olarak MS ortamina aktarilmistir. Bitki
rejenerasyonu icin meydana gelen kalluslar 25+1°C’de 8: 16 saat karanlhk: 1s1k
fotoperyotta bekletilmistir. Aydinlatma kaynagi olarak floresan lambasi ve yogunlugu
olarak 1500 luks kullanilmistir. Bu calismanin yiiriitiilmesi sirasinda asagidaki su

islemler uygulanmigtir.
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3.2.1. Sterilizasyon teknikleri

3.2.1.a. Cahsma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Calismada kullamlan aletler (bisturi, pens v.b.) etiivde (150°C, 2 saat) steril edilmistir.
Steril kabin i¢i ¢calismadan once %70’lik etil alkolle silinmis ve UV lambas1 agilmistir.
Kiiltiire alma islemi baglamadan 6nce UV lambasi kapatilmistir. Eksplantlarin kesimi
aliminyum folyo igine sarilarak etiiv edilmis 10x15 cm boyutlarindaki kurutma
kagitlarina sarilmis fayans tizerinde yapilmistir. Kabin i¢ine alinan aletler (bisturi, pens)

yaprak ve yaprak saplariin her kesiminden once sterilizatorle steril edilmistir.

3.2.1.b. Yaprak, yaprak sap1 ve tomurcugun yiizey sterilizasyonu

Kullanilacak materyaller musluk suyunda yikandiktan sonra steril kabin igerisinde
%70’lik etil alkolde 1 dakika, %30’luk sodyum hipoklorit ¢cozeltisi iginde de 6 dakika
karstirilarak bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilmis materyaller saf su ile 3 kez

yikanmigstir.

3.2.1.c. Besin Ortaminin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu

Besin ortamlar1 otoklavda 15 dakika boyunca 105 kPa basingta 121°C’de steril
edilmistir. Sicakta bozulan vitamin ve bitki biiyiime diizenleyicileri 0,22 pm poroziteli
selilloz filtreler (milipor) yardimiyla sterilize edilmis ve gida ortamma otoklavdan

cikarildiktan sonra ilave edilmistir.

3.2.1.d. Steriliasyonda kullanilan ¢ozeltilerinin hazirlanisi

%70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96’lik etil alkolden 365 ml alinmig ve hacim 500

ml’ye saf suyla tamamlanmistur.
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%30’lik Camasir suyu cozeltisinin hazirlamsi: NaOCl (sodyum hipoklorit) igeren
ticari Domestos® marka ¢camasir suyundan 150 ml alinarak hacim 500 ml’ye saf suyla

tamamlanmustir.

3.2.2. Kallus olusum ortam

Oksin ve sitokinin stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ¢oziicii ve seyreltici olarak
kullanilan kimyasallar ve saklama sicakliklar1 ile calisma konsantrasyonlar1 Cizelge

3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Oksin ve sitokinin stok ¢dzetilerinin hazirlanigi

Oksin tipi Coziicii | Seyreltici Slil){;zﬁlla Cahisma konsantrasyonu
2,4-D Etil alkol su +5°C 0.0, 0.5, 1.0, 2,0, 4.0 mg/1
Sitokinin tipi
TDZ KOH su +5°C 0,5, 1.0, 2.0 mg/1

3.2.2.a. Kallus olusum ortaminin hazirlanisi

Asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

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

2. Murashige and Skoog(1962) tuzlar1 [Sigma M5524], 30 g sakkaroz tartilip
eriyinceye kadar karistirilmistir.

3. Dereceli silindirde hacim 1000 ml’ye tamamlanmaistir.

4. Beherdeki karisim tamamen ¢oziiliince manyetik karistirict iizerinde 1 N NaOH ve
HCl soliisyonlar1 kullanilarak pH 5,7’ ye ayarlanmigstir.

5. 7 g agarla karistirilan ¢ozelti otoklavda 15 dk boyunca 105 kPa basingta 121°C’de

sterilizasyona tabi tutulmustur.
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6. Is1ile bozulabilen maddeler otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun i¢in 1 It’lik
MS vitamin soliisyonundan (1000X) 1 ml kullanilmistir.

7. Bitki biliyiime diizenleyicileri (2,4-D) milipordan gegirilerek sterilize edildikten
sonra 1s1 ile bozulan maddelerle birlikte 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/1 (2,4-D) farkli oranlarda

eklenmistir.

3.2.3. Bitki rejenerasyon ortam

3.2.3.a. Bitki rejenerasyon ortaminin hazirlanisi

Asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

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

2. Murashige and Skoog (1962) tuzlar1 [Sigma MS5524], 30 g sakkaroz tartilip
eriyinceye kadar karistirilmistir.

3. Dereceli silindirde hacim 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

4. Beherdeki karisim tamamen ¢oziiliince manyetik karistirict iizerinde 1 N NaOH ve
HCl soliisyonlar1 kullanilarak pH 5,7’ye ayarlanmistir.

5. Cozelti 200 ml’lik erlenlere aktarilip her biri 1,4 g agarla karistirilarak otoklavda 15
dk boyunca 105 kPa basingta 121°C’de sterilizasyona tabi tutulmustur.

6. Is1ile bozulabilen maddeler otoklavdan sonra ilave edilmistir. 200 ml’lik erlenlere
200ul vitamin eklenmistir.

7. Bitki biiylime diizenleyicileri (TDZ) milipordan gecirilerek sterilize edildikten
sonra 1s1 ile bozulan maddelerle birlikte 0,5, 1.0, ve 2.0 mg/l (TDZ) oranlarinda farkl

kombinasyonlar halinde eklenmistir.

3.2.4. Arastirmada incelenen konular

1. Kallus olusum orami (KOO) (%): Eksplantlar kallus olusum ortamima alindiktan 22

giin sonra su formiile gore belirlenmistir.
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KOO (%)= Olusan kallus sayist/ kiiltiire alinan eksplant sayis1 x 100

2. Embriyogenik Kallus Olusumu: (%)

a) Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (ESEKO): (%)

ESEKO= Embriyogenik kallus sayisi/ Eksplant sayis1 x 100

b) Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu(KSEKO): (%)

KSEKO= Embriyogenik kallus sayisi/ Kallus sayis1 x 100

3. Kok olusumu (%): Kok olusturan eksplant sayisina gore belirlenmistir.

Kok olusumu= Kok olusturan eksplant sayisi/ Eksplant sayis1 x 100

4. Rejenere bitki sayis1(%):Olusan yeni bitkilere gore belirlenmistir.

Rejenere bitki sayisi= Bitki sayisi/Eksplant sayisi

3.2.5. Verilerin istatistik analizi

Bu arastirmada Kallus, Embriyogenik kallus (Eksplant ve kallus sayisina gore) ve kok
olusumu {lizerine 2 eksplant tipinin(Yaprak ve yaprak sapi) ve 2,4-D’nin 6 farkh
dozunun (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/l) etkisi 2x6 faktoriyel diizende tam sansa bagli
deneme planina gore varyans analizine tabii tutulmustur. Ayrica, yukaridaki 2 faktore
ilave olarak bitki rejenerasyon ortamindaki TDZ’nin 3 farkli dozunun (0.5, 1.0, 2.0
mg/l) rejenere bitki sayisina olan etkileri 2x5x3 faktoriyel diizende tam sansa baglh
deneme planmna gore varyans analizi uygulanmistir. Bu asamada 2,4D’nin 0.0 mg/I

(kontrol) dozunda kallus meydana gelmemis ve bu yiizden 2,4D’nin farkli dozlarinin
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rejenere bitki sayisina olan etkisinde bu doz disindaki diger dozlar (0.5, 1.0, 2.0, 3.0,
4.0mg/l) denemede kullanilmistir. Arastirmada incelenen karakterlere ait ortalamalar
arasindaki farklar Duncan Coklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Faktorlere ait

interaksiyonlar basit ana etkisi ile agiklanmaistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada ¢ilek kollarmin u¢ kisimlari kiiltiire alinarak laboratuar sartlarinda temiz
bitkiler elde edilmistir. Bu temiz bitkilerden alian eksplantlarin (yaprak ve yaprak sap1)
ve farkl dozlardaki bitki biiyiime diizenleyicisinin (2,4-D), kallus olusum orani (KO),
eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (ESEKO), kallus sayisina gore
embriyogenik kallus olusumu (KSEKO) ve kok olusumu (%) iizerine etkileri
belirlenmistir. Daha sonra ise olusan kalluslarda farkli seviyedeki bitki biiylime
diizenleyicisinin (TDZ) bitki rejenerasyonuna etkileri arastirilmistir. Caligma sonucunda

elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.1. Kallus Olusum Asamasi

4.1.1. Eksplant tipinin ve 2,4-D uygulamalarin kallus olusum oranina (KO) etkisi

Farkli dozlarda hormon ilave edilen besi ortamlarinda farkli eksplant tiplerinin kallus
olusumu iizerine etkisi 6nemsiz olarak bulunmustur. Uygulamalarin kallus olusumu
iizerine etkisi ise dnemli olarak saptanmistir (p<0.05). En yiiksek kallus olusumu %386,7
ile 1 mg/l 2,4-D uygulamasinda tespit edilirken, kontrolde hi¢c kallus meydana
gelmemistir. Hormon uygulamalar1 i¢inde en diisiik kallus olusumu ise 4 mg/l 2,4-D
(%26,7) uygulamasinda belirlenmistir. Kallus olusumu iizerine 2,4-D’nin diisiik
dozlarinm olumlu yonde etkileri olup, 1.0 mg/I’ye kadar olan dozlarinin yaprak ve
yaprak sapindaki kallus olusumunu artirdigi, fakat 1.0 mg/I’nin {izerindeki dozlarin

kallus olusumunu olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Farkli uygulamalarin Fern ¢ilek ¢esidinde kallus olusum orani iizerine
etkisi (KO)

2,4-D (mg/l)
Eksplant tipi Ortalama
0.0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
Yaprak 0.0 66.7 86.7 53.3 46.7 26.7 46.7™
Yaprak sap1 0.0 73.3 86.7 53.3 46.7 33.3 48.9
Ortalama 0.0¢" 70.0b 86.7a | 53.3¢ | 46.7¢ | 30.0d

* 1 p<0.05’de 6nemli, ns: dnemsiz

Sekil 4.1. Farkli uygulamalarm kallus olusumuna etkisi

(a) Yaprak 0.5 mg/1 2,4-D, (b)Yaprak sap1 1.0 mg/1 2,4-D

4.1.2. Eksplant tipi ve 2,4-D dozlarinin eksplant sayisina gore embriyogenik kallus
olusum oranina (ESEKO) etkisi

Somatik embriyo olusturan kallusa embriyogenik kallus adi verilir. Embriyogenik
kallus; sik1 yapida ve beyazdan agik sar1 renge kadar degisen renklerdedir (Hatipoglu
1999). Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani bakimindan 2,4-D

dozlar1 arasindaki farklhiliklar onemli (p<0.05) olmustur (Cizelge 4.3). 2,4-D
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uygulamalarinda en yiiksek ESEKO %66.7 ile eksplant tipi yaprak sapi1 olan 1.0
mg/I’lik dozda gozlenmistir. 2,4-D dozlarinda en diisiik ESEKO ise %13.3 ile eksplant
tipt yaprak olan 4.0 mg/I’'lik dozda belirlenmistir. 2,4-D’nin 1.0 mg/I’ye kadar olan
dozlar1 yaprak ve yaprak saplarindaki eksplant sayisina gore embriyogenik kallus
olusum oranina (ESEKO) olumlu etkiler yapmustir. 2,4-D’nin 1.0 mg/I’nin iizerindeki
dozlar1 ise eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum oranini (ESEKO)
olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir. Eksplant tiplerinin de embriyogenik kallus
olusum flizerine etkileri istatistiksel olarak onemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.3).
En yiiksek eksplant sayisina gére embriyogenik kallus olusumlar1 eksplant tipi olarak
hem yaprak sapt hem de yaprakta 2,4-D’nin 1.0 mg/l olan dozunda goézlenmistir.
Eksplant tipi yaprak sapi olanlarda, ESEKO’larinin ortalamasi eksplant tipi yaprak
olanlara gore daha fazla c¢ikmistir. ESEKO, yaprak sapinda %38.9 iken, yaprak
olanlarda %31.1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli uygulamalarin Fern c¢ilek c¢esidinde eksplant sayisina gore
embriyogenik kallus olusum iizerine etkisi(ESEKO)

2,4-D(mg/1)
. . Ortalama
Eksplant tipi | g 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
Yaprak 0.0 46.7 53.3 40.0 33.3 13.3 31.1 b*
Yaprak sap1 0.0 60.0 66.7 46.7 333 26.7 389a
Ortalama 0.0¢" | 53.3ab 60.0a 43.3bc | 33.3¢ 20.0d

*: p<0.05’de 6nemli
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(b)

Sekil 4.2. Farkli uygulamalarin embriyogenik kallus olusumuna etkisi

(a)Yaprak 1.0 mg/l 2,4-D, (b)Yaprak sap1 1.0 mg/1 2,4-D

4.1.3. Eksplant tipi ve 2,4-D dozlarimin kallus sayisina gore embriyogenik kallus
olusum oranina (KSEKO) etkisi

Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu bakimindan dozlar arasindaki
farkliliklar 6nemli (p<0.05) olmustur (Cizelge 4.3). En yiiksek kallus sayisina gore
embriyogenik kallus olusumu %88.9’luk oran ile 2 mg/l dozunda meydana gelmistir.
Uygulamalar arast en diisiikk kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu
%50.0’lik oran ile 4 mg/l dozunda bulunmustur. 2,4-D’nin 0.5 mg/l dozlarinda kallus
sayisima gore embriyogenik kallus olusumlar1 eksplant tipi yaprak olan uygulamada
%69.4, eksplant tipi yaprak sap1 olan uygulamada ise %80.6 olarak saptanmustir. 2.4-D’
nin 1.0 mg/l dozundaki kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani yaprakta
%61.7 olarak bulunurken yaprak sapinda %76.7 olarak tespit edilmistir. 2,4-D’nin 2.0
mg/l dozunda ise kallus sayismna gore embriyogenik kallus olusumu yaprakta %77.8
iken yaprak sapinda en yiiksek olusum %88.9 olarak bulunmustur. 2.4-D’nin 3.0 mg/1
dozunda her iki eksplant tipinde de kallus sayisina gére embriyogenik kallus olusumu
%72.2 olarak belirlenmistir. 2.4-D nin en yliksek dozu olan 4.0 mg/1 de kallus sayisma

gore embriyogenik kallus olusumu en fazla yaprak sapinda %83.3 olarak belirlenmistir.
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Eksplant tipleri arasindaki farkliligin kallus sayisina gore embriyogenik kallus

olusumuna etkileri dnemsiz bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli uygulamalarin Fern c¢ilek c¢esidinde kallus sayisina gore
embriyogenik kallus olusumu iizerine etkisi( KSEKO)

2,4-D(mg/1)
Eksplant tipi Ortalama
0.0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
Yaprak 0.0 69.4 61.7 77.8 72.2 50.0 55.2™
Yaprak sapr 0.0 80.6 76.7 88.9 72.2 83.3 66.9
Ortalama 0.0b" 75.0a | 69.2a | 83.3a | 72.2a | 66.7a

*: p<0.05’de 6nemli, ns: dnemsiz

Sekil 4.3. Farkli uygulamalarin embriyogenik kallus olusumuna etkisi
(a) Yaprak 1.0 mg/1 2,4-D, (b)Yaprak sap1 1.0 mg/l1 2,4-D
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4.1.4. 2,4-D nin ve farkh eksplant tiplerinin kok olusumuna etkileri(KoO)

Kallus olusumu asamasinda, meydana gelen kalluslarin bir kisminda kok rejenerasyonu
oldugu belirlenmistir. Bu ac¢idan yapilan incelemede, hem 2,4-D dozlarinin hem de
eksplant tiplerinin farklili§1 kok olusumu {izerine etkileri istatistiksel olarak Onemli
(p<0.05) bulunmustur. En yiiksek kok olusumu eksplant tipi olarak yaprakta ve 2.4-D
nin 1.0 mg/l dozunda %86.7 olarak tespit edilmistir. En diisiik kok olusumu ise yaprak
sapmda ve 2,4-D nin 4.0 mg/l olan dozunda %13,3 olarak belirlenmistir.
Uygulamalardan 2,4-D nin 1,0 mg/I ye kadar olan dozlarinin her iki eksplant tipinde de
kok olusumunu arttirdigi, 1.0 mg/l iizerindeki dozlarin ise kok olusumunu azalttigi
gozlemlenmistir. Kallusta kdk rejenerasyonuna egilim bakimindan eksplant kaynaklar1
arasinda farkliliklarin oldugu ve yaprak eksplantlarindan olusan kalluslarda daha fazla
kok meydana geldigi belirlenmistir. Eksplant tipi olarak kdk olusum ortalamalarina
bakildiginda ise yaprak eksplantinda olusan kdk olusum ortalamalar1 %41.1 iken yaprak
saplarindaki kok olusum ortalamalar1 %18.9 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4). 2,4-D
nin 0.5 mg/l dozundaki kék olusumlar1 yaprakta %53.3 iken, yaprak sapinda %26.7
olmustur. 2,4-D nin 1.0 mg/l dozundaki kdk olusumlar1 eksplant tipi yaprak olanda
%86,7, ekplant tipi yaprak sapi olanda ise %33,3 olarak bulunmustur. Eksplant tipi
yaprak sap1 olanlarda en yiiksek kok olusumu 1.0 mg/1 de, en diisiik kok olusumu 4.0
mg/l de meydana gelmistir. Yaprakta ise en diisiik kok olusumu 4.0 mg/l de %20.0
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli uygulamalarin fern ¢ilek ¢esidinde kok olusumuna etkisi(KoO)

2,4-D(mg/1)
Eksplant tipi Ortalama
0.0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
Yaprak 0.0 53.3 86.7 46.7 40.0 20.0 41.1a"
Yaprak sapi 0.0 26.7 33.3 20.0 20.0 13.3 189 b
Ortalama 0.0d" 40.0b 60.0a | 33.3bc | 30.0bc | 16.7cd

*: p<0.05’de 6nemli
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Sekil 4.4. Farkli uygulamalarm kok olusumuna etkisi

(a)Yaprak 1.0 mg/l 2,4-D, (b)Yaprak sap1 1.0 mg/1 2,4-D

4.2. Rejenarasyon Asamasi

4.2.1. Eksplant tipinin ve uygulamalarin siirgiin olusumuna etkileri

Farkli 2,4-D dozu ilave edilen ortamlarda olusan kalluslar rejenerasyon asamasinda
farkli TDZ igeren ortamlara paylastirilmistir. Bdylece, kallus olusum agamasinda
kullanilan 2,4-D’nin rejenerasyon asamasindaki etkiside incelenebilmistir. Rejenere
bitki sayisi iizerine eksplant tipinin, 2,4-D dozlarinin ve TDZ dozlarmin etkisi 6nemsiz
(p>0.05) olmustur. Siirglin olusumu 2,4-D’nin 0,5 mg/l ve 1.0 mg/l dozlarinda yaprak
sapindan olusan kalluslardan meydana gelmistir. Rejenerasyon ortamina aktarilan
kalluslarda sadece TDZ’nin 1.0 mg/l dozunda siirglin olusumu goézlenmistir. Eksplant
tipi yaprak olan uygulamalarda siirgiin olusmamistir. En yiiksek rejenere bitki olusumu
%10 ile eksplant tipi yaprak sapmda, 2,4-D’nin 0,5 mg/l ve 1.0 mg/l dozlarinda,
TDZ’nin ise 1.0 mg/l dozunda meydana gelmistir. Siirglin olusum ortalamalarina
bakildiginda kallus hormon dozu 0.5 mg/l olan 2,4-D ve rejenerasyon ortamindaki 1.0
mg/l TDZ uygulamasinda bitki olusumu %35 olarak tespit edilmistir. Toplam rejenere
bitki olusumu ortalamasi ise %7 olarak belirlenmistir. Kallus hormonu 2,4-D’nin 2.0,
3.0, ve 4.0 mg/l olan dozlarinda ve rejenerasyon hormonu TDZ’nin 0,5 ve 1.0 mg/l

dozlarinda rejenere bitki meydana gelmemistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. Rejenerasyon kiiltiir ortaminda eksplant tipi ve hormon dozlarina gore siirgiin olusum oranlar1

Eksplant Kallus Rejenerasyon Rejenere | Eksplant Kallus Rejenerasyon Rejenere
tipi hormon hormon bitki(%) tipi hormon hormon bitki(%)
P 2,4-D(mg/1) TDZ(mg/1) ° P 2,4-D(mg/l) TDZ(mg/1) °

0.5 0.0 0.5 0.0
1.0 0.0 1.0 10,0

0.5 0.5
2.0 0.0 2.0 0.0
ortalama 0.0 ortalama 33
0.5 0.0 0.5 0.0
1.0 0.0 1.0 10.0

1.0 1.0
2.0 0.0 2.0 0.0
ortalama 0.0 ortalama 33
0.5 0.0 0.5 0.0
1.0 0.0 1.0 0.0

2.0 2.0
2.0 0.0 2.0 0.0
ortalama 0.0 Yaprak ortalama 0.0

Y k
apra 0.5 0.0 sapi 0.5 0.0
" 1.0 0.0 3.0 1.0 0.0
) 2.0 0.0 ) 2.0 0.0
ortalama 0.0 ortalama 0.0
0.5 0.0 0.5 0.0
4.0 1.0 0.0 40 1.0 0.0
) 2.0 0.0 ) 2.0 0.0
ortalama 0.0 ortalama 0.0
0.5 0.0 0.5 0.0
Ortal 1.0 0.0 Ortal 1.0 4,0
rtalama

riatama 2.0 0.0 2.0 0.0
ortalama 0.0 ortalama 1,3

Ortalama

Kallus Rejenerasyon .
Rejenere
hormon hormon bitki(%)
2,4-D(mg/l) TDZ(mg/l) °

0.5 0.0
1.0 5,0

0.5
2.0 0.0
ortalama 1,7
0.5 0.0
1.0 5,0

1.0
2.0 0.0
ortalama 1,7
0.5 0.0
1.0 0.0

2.0
2.0 0.0
ortalama 0.0
0.5 0.0
3.0 1.0 0.0
) 2.0 0.0
ortalama 0.0
0.5 0.0
1.0 0.0

4.0
2.0 0.0
ortalama 0.0
0.5 0.0
1.0 2,0

Ortalama

2.0 0.0
ortalama 7,0

X3
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(b)

Sekil 4.5. Rejenerasyon ortaminda olusan siirgiinlerin gériiniimii
(a) 1.0 mg/1 2,4-D ve 1.0 mg/l TDZ deki siirgiin olusumu

(b) Olusan rejenere bitkinin gdriiniimii

(b)



33

5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada, ¢ilek bitkisinin yaprak ve yaprak sapi eksplantlar1 kullanilarak, kallus
olusumuna eksplant tipinin, oksin tipinin (2,4-D), oksin dozlarmin (0.5, 1.0, 2.0, 3.0 ve
4.0) etkisi incelenmistir. Bu faktorlerin kallus olusum orani (KO), embriyogenik kallus
olusum orani [eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusum oranmi (ESEKO) ve
kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani1 (KSEKO)]ve kdk olusumu orani
(KoO) iizerine olan etkileri belirlenmistir. Ayrica, bu ¢aligmada rejenerasyon ortamina
ilave edilen TDZ’nin (0.5, 1.0, 2.0 mg/l) rejenere bitki sayisina olan etkisi de tespit

edilmistir.

Yapilan calismada kiiltiir ortaminda olusan kallus sayisina ve kallus sayisina gore
embriyogenik kallus olusumu iizerine eksplant tiplerinin etkileri istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Eksplant sayisina gére embriyogenik kalus olusumu iizerine ise
eksplant tiplerinin etkileri istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmistir. K6k olusumu iizerine
eksplant tiplerinin etkileride istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Yaprak sapi
eksplantlarinda en yiiksek kok olusumu %41.1 iken yaprak eksplantlarinda %18.9
olarak bulunmustur. Eksplant sayisina gore en yiiksek embriyogenik kallus olusumu
yaprak sap1 eksplantlarinda %38.9 iken yaprak eksplantlarindaki kallus olusumu %31.1
olarak bulunmustur. Nitekim, Babalik ve ark (2008) asmada eksplant tipinin kallus
olusturan eksplant orani, direkt ve indirekt adventif siirgiin olusum oram ile adventif
siirglinlerden bitkiye doniisiim oranlar1 lizerine etkilerinin de incelendigi arastirmada,
kallus olusturan eksplant orami bakimindan en iyi sonu¢ %32,82 ile yaprak sapi
eksplantindan elde edilirken; Cheng and Reisch (1989), Goktiirk Baydar (2000), Gok
Tangolar (2002) ve Goktirk Baydar ve Cetin (2003) tarafindan yapilan
arastirmalarda’da yaprak sap1 eksplantlarmin yaprak ayalarina goére daha basarili
sonuglar verdigi tespit edilmistir. Yaprak sapmin, kallus olusturma 6zelliginin daha iyi
olmasinin sebebi hormon igeriginin ve hiicrelerin bdliinebilme yeteneginin daha uygun

olmasi olabilir.
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Eksplant tiplerinin yani sira eksplantlarin alindiklar1 ana bitkilerin yetistikleri ortam
sartlar1 da eksplantlarin in vitro rejenerasyon kapasiteleri iizerine oldukga etkili
olmaktadir. /n vitro’da yetisen bitkilerden alman eksplantlarin ¢ok daha basarili
olduklarinin belirlenmesi tlizerine, arastirmada kontrollii kosullarda yetisen bitkilerden
alman eksplantlar kullanilmistir. Nitekim in vivo ve in vitro’da yetistirilen bitkiciklerden
alman eksplantlar1 kullanan Clog ef al. (1990) da in vitro’da yetistirilen bitkiciklerden
alman eksplantlarin in vitro kosullarda daha iyi rejenere oldugunu belirtmis ve bunun
nedeninin de in vivo’da yetistirilen bitkilerden alman eksplantlarm ylizey
sterilizasyonuna tabi tutulmasi ve doku zararlanmasmndan kaynaklanabilecegini

belirtmislerdir. Benzer sonuglar, Gok Tangolar (2002) tarafindan da tespit edilmistir.

Arastirmada kiiltiir ortaminda olusan kallus sayisi, eksplant sayisina gore embriyogenik
kallus olusumu, kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu ve kok olusumu
iizerine 2,4-D’nin etkileri istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. En yiliksek kallus
olusumu %386,7 ile 1 mg/l 2,4-D uygulamasinda tespit edilirken, en diisikk kallus
olusumu %?26.7 ile 4 mg/l 2,4-D uygulamasinda bulunmustur. Kallus olusumu iizerine
2,4-D’nin diisiik dozlarmmin olumlu yonde etkileri olup, 1.0 mg/I’ye kadar olan
dozlarimm yaprak ve yaprak sapindaki kallus olusumunu artirdigi, fakat 1.0 mg/I’nin
iizerindeki dozlarin kallus olusumunu olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir.
Eksplant sayisina gore en yiiksek embriyogenik kallus olusumu 1 mg/l uygulamasinda
%60 olarak bulunurken, kallus sayisina goére embriyogenik kallus olusumu ise en
yiiksek 2 mg/l dozunda %88.9 olarak tespit edilmistir. Yiiksek dozlarm (3-4 mg/l)
embriyogenik kallus olusumuna olumsuz etkilerinin oldugu belirlenmistir. Arastirmada
saptanan bu bulgular; Fern cilek ¢esidi bitkisinin yaprak ve yaprak sapindan kallus
olusturmada optimum 2,4-D konsantrasyonunun 1.0 mg/l oldugunu gostermektedir.
Yiiksek 2,4-D dozlarinim olumsuz etkisinin sebebi bilinyesel oksin konsantrasyonlari ile
iliskisi olabilir. Gida ortamimna 1 mg/l 2,4-D ilavesine kadar etkisinin olumlu olmasi
biinyesel oksin konsantrasyonunu optimum seviyelere ylikseltirken, daha yiiksek
dozlarda etkisinin olumsuz olmasmin sebebi, biinyesel oksin seviyelerini optimumun

iizerine ¢ikarmasi olabilir.
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Rejenere bitki sayisi1 ilizerine eksplant tipinin, 2,4-D’nin ve TDZ dozlarmin etkisi
istatistiksel olarak dnemsiz (p>0.05) olmustur. Siirgiin olusumu sadece yaprak sapindan
olusan kalluslardan meydana gelmistir. Eksplant tipi yaprak olan uygulamalarda siirgiin
olusmamustir. /n vitro caligmalarda, adventif siirgiin rejenerasyonunu en fazla etkileyen
faktorlerin basinda besin ortamina ilave edilen bitki biiyiime diizenleyicileri oldugu ve
besin ortamindaki oksin-sitokinin dengesinin iyi ayarlanmasi neticesinde yiliksek oranda
adventif siirglin rejenerasyonunun elde edilebilecegi degisik arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (Ozcan vd 1993; Ozcan vd 1996; Sancak; 1999; Uranbey vd 2003). Genel
olarak sitokininler siirgiin olusumunu oksinler ise kallus ve kdk olusumunu tesvik
etmektedirler. Uygun bir oksin-sitokinin dengesi ile bitkilerde yiiksek oranda bir
adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilebilmektedir. Ancak, en uygun oksin-sitokinin
dengesinin eksplantin tipine gore de degistigi yine ayni arastiricilar tarafindan
bildirilmistir. Bu ¢alismada, sadece yaprak sapindan siirgiin rejenerasyonunun meydana
gelmesinin sebebi, yaprak dokusuna gore daha dengeli bir oksin- sitokinin oranina sahip
olmas1 olabilir. Ayrica, yaprak sapindan elde edilen kalluslardaki hiicrelerin ortama
ilave edilen sitokininlere daha duyarli olmalar1 da siirgiin rejenerasyonunun meydana

gelmesine katki yapmis olabilir.

Sonug olarak, Fern cilek cesidinde kallus olusumu acgisindan bitkinin yaprak sapi
eksplantlarinda kallus olusumu daha yiiksek bulunmustur. En yiiksek kallus olusumu ise
2,4-D’nin 1 mg/l uygulamasinda elde edilmistir. Kok olusumu yaprak sapina gore
yaprak eksplantinda daha yiiksek bulunmustur. En yiiksek kok olusumu 2,4-D’nin 1.0
mg/l dozunda elde edilmistir. Rejenere bitki ise sadece yaprak sap1 eksplantlarinda ve
1.0 mg/l TDZ dozlarinda elde edilmistir. Buna gore, 6zellikle yapilacak calismalarda
kallus olusum asamasinda eksplant kaynagi olarak yaprak saplarinin, 2.4-D dozu olarak

1.0 mg/I’nin, rejenerasyon asamasinda 1.0 mg/l TDZ’nin kullanilmas: tavsiye edilebilir.
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