BAU Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi (2000). 2 (1)

VITIS VINIFERA L. CV. SULTANI (VITACEAE)'DE IN VITRO
KALSIYUM DEGIiSIiMiININ KALLOGENEZ VE REGENERASYON
UZERINE ETKIiSi

Olga ALTUN*, A. Kamil YUREKLI **
* Balikesir Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Bahikesir-TURKIYE
** Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Izmir-TURKIYE

OZET

Ulkemizin énemli ihracat {iriinleri arasinda yer alan Vitis vinifera L.
cv. Sultani'de doku kiiltlir teknikleri kullanilarak in vitro kalsiyum
degisiminin kallogenez ve regenerasyon tizerindeki etkileri incelenmistir.
Bu bitkiye ait eksplantlarin sterilizasyon zamani % 70'lik etanolde 7 dakika
ve % 4.5'lik sodyum hipokloritte 10 dakika olarak saptanmustir. Kalsiyum
miktar1 degistirilerek hazirlanmis 5 farkli MS ortamindan elde edilen
kallogenez ve regenerasyon sonuglari morfolojik olarak verilmistir. Sonugta
en iyi kallus verimi %100 ile MS ortamindaki kalsiyum miktar1 azaltilarak
ve 3mg/l NAA (Naftalen Asetik Asit) eklenerek hazirlanmis 2 mmol/I Ca™
ve 3 mmol/l Ca™ numaral ortamlardan elde edilmesine ragmen en iyi kallus
biyomasi normal MS ortaminda gozlenmistir. En iyi gdévde ve kok gelisimi
ise MS ortamindaki kalsiyum iyonunun miktar1 arttirilarak ve 3 mg/l NAA
eklenerek elde edilen 5 mmol/l Ca™ ve 6 mmol/I Ca™ modifiye ortamlardan
elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Vitis vinifera, kallogenezis, regenerasyon.
THE EFFECTS OF IN VITRO CALCIUM VARIATION ON
CALLOGENESIS AND REGENERATION IN VITIS VINIFERA L.
CV. SULTANI
ABSTRACT
In this study, the effects of in vitro calcium variation on callogenesis

and regeneration in Vitis vinifera L. cv. Sultani - one of the most important
export products of Turkey- were studied by using tissue culture techniques.



The sterilization periods for explants of this plant were founded as 7
minutes in 70 % ethanol and 10 minutes in 4.5 % sodium hypochloride. The
callogenesis and regeneration results obtained by changing the amount of
calcium in 5 different MS medium were evaluated in morphological
viewpoint. Results show the best callogenesis (%100) was in 2 mmol/l Ca™
and 3 mmol/l Ca™ modified medium with 3 mg/l NAA and was deficient in
Ca ion, the best callus biomass was observed in normal MS medium. In
addition, the best stem and root development was realized in 5 mmol/l Ca™
and 6 mmol/l Ca™ modified medium supplemented with 3 mg/l NAA.

Keywords: Vitis vinifera, callogenesis, regeneration.

1. GIRIS

Vitaceae (asmagiller) familyasina ait olan V. vinifera L. cv. Sultani
(cekirdeksiz Sultani iizimii) 6zellikle Bati Anadolu’da yetistirilen 6nemli
ihracat iiriinlerimizden biridir [1-2]. Bitkinin glikoz bakimindan zengin olan
kiiclik taneli, esmer sar1 renkli meyveleri taze olarak tiiketildigi gibi
kurutulduktan sonra 6zellikle pasta ve kek endiistrisinde de kullanilmaktadir.

Son yillarda gekirdeksiz kuru iiziim ihracatinda goriilen diisiisiin temel
nedenlerinden biri bag alanlarinda goriilen kiilleme hastaligidir. Uriinde
kalite ve verim kaybina neden olan bu hastaligin yan sira {iriin kalitesinin
belirlenmesinde etkili olan seker miktarindaki diisiis de ihracatimizi olumsuz
yonde etkileyen faktdrlerden biri olmustur. Kiillemeye kars1 direng saglamak
ve meyvedeki seker verimini yiikseltmek genel amacina bagh olarak, V.
vinifera L. cv. Sultani’de in vitro kalsiyum degisiminin kallogenez ve
regenerasyon iizerindeki etkileri doku kiiltiir tekniklerinden biri olan
meristem kiiltilirii ile aragtirilmigtir.

Asma ile ilgili yapilan doku kiiltiir caligmalarinda genel amag, iiriin
kalitesi ve verimi arttirmak olmustur. Bu konuyla ilgili olarak yapilmis bir
calismada, V. vinifera’nin ticari ¢ekirdeksiz kiiltlir formlarinin anterlerinden
somatik embriyogenezis ve sonrasinda diploit bitkiler elde edilmistir [3].
Aym bitkinin {izerinde yapilan bir baska in vitro calismada, embriyogenik
kallus indiiksiyonu igin gerekli besi ortaminin katilastirilmasinda Gelrit
denilen katilagtirici ajanin digerlerine gore (agar, vs...) daha istiin oldugu
tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada arastiricilar, oksinlerin sinergistik etkilerini
ve ABA’nin embriyogenik kallus olusumunda o6nemli bir role sahip
oldugunu da tespit etmislerdir [4]. Bir baska calismada Goniilsen ve Ozcan
[5] Asma (Vitis ssp.)’nin doku kiiltiirli ile tretilmesi {izerinde arastirmalar
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yapmiglardir. Arastiricilar ¢aligmalarinda, asmanin tepe noktasi ve 6.
boguma kadar olan her bir nodyumdan aldiklar1 pargalari Knop, Murashige
Skoog ve Knudson B gida ortamlarinin temel ve ¢esitli hormon
kombinasyonlarinda kiiltiire almislardir. En iyi sonucu 5. ve 6. bogumdan
alman parcalarla Knudson B temel ortaminda yapilan Kkiiltiirlerden
saglamiglardir. Goriildigi gibi doku kiiltiir teknikleri degisik bitki tiirlerinde
cok ¢esitli amaglar dogrultusunda giderek artan bir ilgi ile kullanilmaktadir.
Ote yandan bitki besleme iyonlarindan biri olan kalsiyum iyonunun degisimi
de arastiricilarca incelenmistir.  iki degerlikli bir katyon olan kalsiyum
iyonunun bitkide ¢ok ¢esitli gorevleri vardir. Bilinen en énemli fonksiyonu
kalsiyum pektat seklinde g¢eperin Onemli yapitasini olusturmasidir. Orta
lameldeki kalsiyum sadece pektinlerin yapisi i¢in gerekli olmayip ayni
zamanda dokunun fungal enfeksiyonlara karsi direng kazanmasinda da
etkilidir. Bagka bir ifadeyle yliksek diizeyde Ca-pektat igeren hiicre
ceperlerinin  fungal enfeksiyonlara karsi artan bir direng gosterecegi
sOylenebilir. Yine bilindigi gibi senesensin 6zel bir sathasi olan meyve
olgunlagmasi artan etilen tretimi ile bir korelasyon gostermektedir [6]. Bu
durum kalsiyumca fakir dokularda artmaktadir [7] ve meyveye kalsiyum
uygulanmasi ile baskilanabilir [8]. Bu nedenle meyve olgunlagmasi igin
kalsiyumun bir kisminin orta lamel (bagl kalsiyum)’ den kesinlikle
uzaklastirilmasi gerektigi ortadadir.

Biitlin bu bilgilerin 15181 altinda ¢ekirdeksiz kuru {iziimde verim ve
kalitenin arttirilabilmesi i¢in, kiillemeye kars1 direng saglamak ve meyvedeki
seker verimini yiikseltmek genel amacina bagli olarak bu c¢aligma
planlanmistir.

2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal
Calisma materyali olarak V. vinifera L. cv. Sultani (¢ekirdeksiz Sultani

tiziimil) bitkisinin gdvde, yaprak sapi, koltukalti tomurcugu ve tepe
tomurcugu kullanilmustir.

Magnoliopsida (Dicotyledoneae) smifinin Rosidae alt smifindaki
Rhamnales ordosunun Vitaceae (asmagiller) familyasina ait olan V. vinifera
L (asma) bitkisinin lilkemizde 6zellikle Trakya, Bati ve Giiney Anadolu’da
kiiltiiri yapilmaktadir [1].

2.2. Metot



Denemeler siiresince kullanilan tiim malzemeler ve besi ortamlarinin
sterilizasyonu 121 °C sicaklikta 1.2 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak
gerceklestirilmistir. Ege Universitesi botanik bahgesinde dogal ortamindan
alinan bitkisel materyal %70’lik etanolde 7 dakika ve %4.5’lik sodyum
hipokloritte 10 dakika tutularak steril edilmistir.

Besi ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) temel besi ortami [9] ve
kalsiyum miktar1 degistirilmis modifiye MS ortamlart (2, 3, 5 ve 6 no’lu
ortamlar) kullanilmigtir. MS temel ortamina (4 mmol Ca igeren ortam) 3
mg/l NAA eklenerek 4 numarali ortam elde edilmistir. 2, 3, 5 ve 6 numarali
ortamlar ise MS temel ortamindaki kalsiyum iyonunun miktari degistirilerek
ve 3 mg/l NAA eklenerek hazirlanmigtir. Normal MS ortaminda 4 mmol/l
olan kalsiyum iyonu 2 ve 3 numarali ortamlarda sirasiyla 2 ve 3 mmol/I’ye
disiiriiliirken 5 ve 6 numarali ortamlarda ise 5 ve 6 mmol/I’ye ¢ikarilmigtir.
Hazirlanan bu 5 farkli ortam (2, 3, 4, 5 ve 6 no’lu ortamlar) kallogenez ve
regenerasyon denemelerinde kullanilmustir.

Doku ve hiicre kiiltiirlerinde, ekim yapildiktan sonra ortamlarin
muhafaza edildigi kiiltlir inkiibasyon odalarindaki kosullarin da bitkilerde
regenerasyon iizerinde biiylik etkisi oldugu saptanmig bulunmaktadir [10].
Bu baglamda Laminar Air Flow Steril Kabin’de ekim islemi yapildiktan
sonra materyaller 2542°C sicaklik, 16-8 saat uzun gin periyodunun
bulundugu 2000 liiks’liik beyaz, soguk floresans lambasi ile aydinlatilmig
biiylime odacigi (yetistirme odasi) ve biyotronda kontrollii sartlar altinda
kiiltiire alinmiglardir.

3. BULGULAR

Denemeler siiresince yapilan gézlemlerden elde edilen sonuglara gore
tiim eksplant gesitlerinden (tepe tomurcugu, koltuk alti tomurcugu, gévde,
yaprak sapi) kallus elde edilmistir. Tablo 1’de de goriilecegi iizere en iyi
kallus verimi %100 ile, MS ortamindaki kalsiyum miktar1 azaltilarak
hazirlanmig 2 ve 3 no’lu ortamlardan elde edilmesine ragmen en iyi kallus
biyomas1 normal MS ortaminda (4 no’lu ortam) gdozlenmistir. En iyi gévde
ve kok gelisimi genellikle koltuk alt1 tomurcugundan ve govdeden alinan
pargalardan elde edilmistir. En iyi siirglin verimi %50 ve %40 ile MS’deki
kalsiyum miktar arttirilarak hazirlanan 5 ve 6 no’lu ortamlardan elde edilmis
olup baskin siirgiin goriiniimii ile morfolojik sonu¢lar da bu durumla
paralellik gostermektedir (Tablo 1). Kok olusum yiizdesine bakildiginda en
iyl kok verimi %83.3 ile MS’deki Ca miktar1 arttirilarak hazirlanmis 6
numarali ortamda elde edilmistir. Bunun yam sira 2 ve 4 numarah



ortamlarda da kdk gelisiminin iyi diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Tablo 1: Kallus, siirgiin ve kdk olugumu ile ilgili sonuglar

Ortam Kallus olusum yiizdesi | Siirgiin olusum yiizdesi ve | Kok olusum yiizdesi
Numarasi ve kallus karakteri ozelligi ve 6zelligi
Yesil,sert ve
2 %100 kahverengi %25 Tekli siirglin %60 Kalin,gok
yumugak kollu
Acik yesil,sert
3 %100 | ve kahverengi %20 Tekli stirgiin %20 Zayif
yumusak
Kahverengi,
4 %355.5 yumugak %28.57 Tekli siirgiin %57.1 Kalin
Acik yesil,
5 %80 yumugak %50 Baskin siirgiin %20 Zay1if
Acik
6 %83.3 kahverengi %40 Baskin siirglin | %383.3 Kalin
yumugak

4. TARTISMA ve SONUC

Ulkemizin ihracat iiriinlerinden V. vinifera L. cv. Sultani kiiltiir formu
250 milyon dolarlik pay1 ile ihracatimiz igerisinde énemli bir yere sahiptir.
Uriiniin gerek yurt i¢i gerekse yurt dis1 taleplerinde goriilen artis beraberinde
bitkinin daha kisa siirede iiretilmesi ve kalite ve verimin de {ist diizeyde
tutulmast sorununu giindeme getirmistir. Bu problemlerin agilmasinda
biyolojinin uygulamali bir alani olan biyoteknoloji ¢ok ¢esitli ¢oziim yollari
onermektedir. Gerek biyoteknolojinin gelismesi igin lazim olan hizli liretim
tekniklerinden, gerek 1slah siiresini kisaltacak tekniklerden, gerekse bitki gen
kaynaklarin1 koruyacak ucuz yontemlerden biri doku kiiltiir teknikleridir
[11]. Biyoteknolojinin bir ugras alani olan bitki doku kiiltiir teknikleri;
bitkilerden ayrilan organ, doku, hiicre, hiicre kisimlarinin steril kosullarda
yapay besi ortamlarinda yetistirilmesi, gelistirilmesi ve yeni bitkilere
dondstiirilmesidir [12].  Yukarida sayilan gerekgeler dogrultusunda bu
calismada, V. vinifera L. cv. Sultani adi ile bilinen ¢ekirdeksiz Sultani
tizimiinde doku kiiltiirii ¢esitlerinden biri olan meristem kiiltiirii ile in vitro
caligmalar yapilmigtir.

Doku kiltiir tekniklerinin dogru uygulanmasinin ilk basamagi, dogru
ortam se¢imidir. Doku kiiltiirii yapilirken; bitki tiirline, kiiltiire alinacak
doku ve organa ve denemenin amacina gore Gzel bir ortamin segilmesi



gerektigi bildirilmektedir [13]. Nitekim Gonzalez ve arkadaslar1 [14] V.
vinifera L. cv. albarino’nun gdvde segmentlerinin geligimi iizerinde MS ve
Galzy Kkiitiir ortamlarinin etkilerini in vitro kosullarda arastirmiglardir.
Incelemelerinin neticesinde MS besi ortaminda albarino’nun koklenmesinin
azaldig1 ve siki kallus olusumunun meydana geldigini, Galzy ortaminda ise
geng goriiniislii, yiiksek aktiviteli kalluslarin olustugunu tespit etmiglerdir.
Ayrica govde olusum sayisinin ortam c¢esidine bagli olmadigimi da
bulmuslardir. Yine pek ¢ok arastirici doku kiiltiirii ortami olarak MS temel
ortamini  segmistir [15-16]. Kaynak ve Yirekli [17] tiitiin bitkisi ile
yaptiklar1 in vitro ¢aligmalarda meristem kiltiirii igin MS ortaminin uygun
oldugunu tespit etmislerdir. Bu bilgilerin neticesinde g¢aligmalarimizda
amacimiza en uygun olan Murashige-Skoog (MS) besi ortamini ve bunun
modifiye formlarimi kullandik.

Kallus olusumunun tesviki i¢in oksin miktarinin sitokininden fazla
olmas1 gerektigi genel yargisina dayanarak denemelerimizde tiim besi
ortamlarma 3 mg/l NAA eklenmistir. Nitekim Goniilsen ve Ozcan [5]
normal MS ortaminda asma (V. ssp.)’nin herhangi bir gelisim gostermedigini
ancak MS ortamina 1 mg/l NAA+ 0.5 mg/l kinetin, 2 mg/l NAA, 2 mg/l
NAA+ 0.5 mg/l kinetin, 2 mg/l NAA+ Img/l kinetin ilavesi ile elde edilen
kombinasyonlarda ¢ok veya az miktarda kallus olustugunu tespit etmislerdir.
Bu durum oksin miktarinin sitokininden fazla oldugu durumlarda kallus
olusumunun tesvik edildigi genel yargisini dogrulamakta olup bizim elde
ettigimiz sonuglarla da uygunluk gostermektedir. Ancak kallus biyomasinin
stirekliligi ve gelisimi i¢in belli bir oksin-sitokinin dengesinin saglanmasi
gerektigi bilinmektedir.

Regenerasyon sonuglarini irdeleyecek olursak, genel olarak oksin-
sitokinin orani oksin lehine bozuldugunda explantta kok olusumu sitokinin
lehine bozuldugunda ise siirgiin olusumu beklenir. Hazirladigimiz besi
ortamlarinda sadece oksin kullandigimizdan eksplantlardan ¢ogunlukla kdk
eldesi gergeklestirilmistir. Bunun yani sira gévde olusumu da gézlenmistir.
Sonugta denilebilir ki, hazirlanan besi ortamlarinda oksin oraninin fazla
olmasina ragmen ayni ortamlarda (3 mg/l NAA iceren besi ortamlari) hem
kallus hem siirgiin hem de koklenmenin elde edilmesi eksplantlarin
baslangi¢c hormon diizeyleri ile ilgili olabilecegi gibi sonradan eksplanttan
elde edilen siirgiin ya da kokte sentezlenecek hormonlarin ortamdaki hormon
dengesini bozmasindan da kaynaklanabilir. Kisacasi kallus, siirgiin ve kok
eldesi i¢in 3 mg/l NAA eklenmis MS ortaminin yeterli oldugu goériilmiistiir.

Bu c¢aligmanin temel amaci, tllkemiz topraklarinin kalsiyumca
zenginligi de géz 6niline alindiginda bu elementteki degisimin kallogenez ve



regenerasyon lzerindeki etkilerini in vitro kosullarda arastirmak olmustur.
Nitekim Akcam ve Yiirekli [18] Origanum spyleum iizerinde yaptiklart
kallus kiiltiiri calismalarinda MS temel ortamindaki kalsiyum miktarini 4
mmol'den 5 mmol'e arttirarak kallus elde etmislerdir. Ayrica bir bagka
caligmada Baba ve Yiirekli [19] temel tuzlardan biri olan kalsiyum iyonunun
miktarm1 degistirerek ¢esitli tiirlerde kallus gelisimini incelemislerdir.
Aragtiricilar, MS'deki kalsiyum miktarini1 2 mmol'e diigiirdiiklerinde Sideritis
sipylea tiriiniin govdesinden alinan eksplantlarda kallus veriminin % 100,
Astragalus tmoleus fidelerinden olusan kalluslarda verimin % 80 ve Stachys
tmolea siirgiinlerinden elde edilen kalluslarda ise verimin % 52 oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica arastiricilar normal MS ortaminda Thymus sipyleus
ve Digitalis cariensis tiirlerinin % 100 verimle kalluslar olusturdugunu da
gormiislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada ise Ca miktarindaki azalmanin
kallus verimini arttirdigi (Tablo 1) ancak kallus biyomasinin normal MS
ortaminda daha iyi oldugu tespit edilmistir. Bu arastiricilarin elde ettikleri
sonuglar ve bizim yapmis oldugumuz gézlemlerin neticesinde denilebilir ki
farkli tiirlerde in vitro kalsiyum degisiminin kallogenez iizerindeki etkileri de
farkli olmaktadir. Ayrica elde ettigimiz bir diger sonuca gore ise en iyi
stirglin olusumunun MS'deki kalsiyum miktar1 arttirilarak hazirlanmis 5 ve 6
numarali ortamlarda, en iyi kok olusumunun ise 2, 4, ve 6 numarali
ortamlarda elde edildigi goriilmiigtiir. Sonugta siirgiin ve kok gelisimi igin 6
mmol/I’lik kalsiyum igeren MS ortaminin daha uygun oldugu sdylenebilir.

Biitiin bu verilerin 15181 altinda konunun molekiiler diizeyde de
incelenmesi gerektigi gergegi ortaya c¢ikmaktadir. Ancak gerek bolim
imkanlar1 agisindan gerekse kontaminasyon oraninin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle, yeterince materyalin elde edilememesinden dolay1 ¢alismanin bu
boyutunun kiirsiimiizde yapilma olanagi bulunamamistir. Umariz ki bundan
sonraki ¢aligmalarda gerekli olanaklar saglanarak konu yeterince aydinliga
kavusturulabilir.
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