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Gzet: Asmalarda. "biyoteknoloji konusundaki gelismeler
incelenmistir. Doku killtiird ¢alismalari, meristem, protoplast,
embriyo ve anter kiiltlirii bazinda incelenmistir. Asmalarda

izoenzim teknikleri ve gen taransferi konusundaki yéntemler
tartigilmigtair. '

Recent Advances in Grapevine Biotechnology

Summary: Progresses in grapevine biotechnology were studied.
Tissue culture techniques were documented on the basis of
meristem, protoplast, embryo, and anther culture. Also, methods
dealing w1th isoenzyme techniques and genetic transformatlon of
grapevine were discussed.

Giris

Genel anlamda biyoteknoloji: biyolojik vasitalar, sistemler
veya materyaller Kkullanarak, ticaret ve sanayi i¢in mal ve
hizmet liretimidir. Bu anlamda biyoteknoloji 4 ana grup altinda
dincelenebilir: 1) Biyocislemler: Fermantasyon sonucunda
ilag,ekmek,sarap gibi Uriinlerin elde edilmesi, 2) Doku Riltiri:
Bitki veya bitki kisimlarrnin in vitro da; c¢odaltim1,
patojenlerden arindirilmasi, dgenetik materyalin  saklanmasai,
yararli varyantlarin olusturulmas: ve seleksiyonu, :

3) imminoloji: Bitki hastalik etmenlerinin bulunmasinda antikor
kullanimi, &) Genetik mithendisligi: = Bitki 6zelliklerini
dedistirmek amaciyla DNA nin diizenlenmesi(1).

Son villarda hizla bir geligme slirecine giren
biyoteknolojinin, oniimiizdeki yiizyila damgasini wvuracak en dnemli
biyolojik olaylarin basinda gelecedl ac¢iktir. Dogrudan insana
hitap etmesi ag¢isindan, biyoteknolojinin
pratikte en yaygin kullanimini tip ve tarimda bulmasi: dogald1r.
Hizli nifus artisiyla ortaya c¢ikan aclik ile miicadelede
kullanilacak en biiyilk ara¢ biyoteknoloji olacaktir. Transgenik
bitkilerin 11k olarak elde edildigi 1983 den beri, glintimize
Kadar sadlanan - basarilar, tarimsal biyoteknoloji konusunda
ileriki yillarda bilyiik atilimlar yapilacadinin bir belirtisidir.
Glinlimizde ticari olarak tarimsal biyoteknoloji alanindaki ilgi
lic ana konu iizerinde vodunlasmigstir: 1) Hastalik ve zararlilara
dayaniklilik, 2) Yabanci ot ilaglarina tolerans, 3} Gida
kalitesi. Tarimsal biyoteknoloji alaninda alinan izinlerin %80
ini bu i¢ konu olugturmaktadir. Geri kalan %20 sini ise tiitiin,
pamuk, ormancilik, . siis bitkileri ve diger gida dis: iirinler
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olusturur. Gida kalitesinin ivilestirilmesi = ag¢isindan
biyoteknolojinin en fazla kullanildig:i alanlar; f{irtinlerin raf
omrint uzatma, kuru madde icerigini arttirma, protein ve yag
kalitesini ivilegtirmektir(z).

Meyvecilik ve bafgcilikta bitkilerin c¢ok vyi1llik olmasi,
ayrica genetik ve fizyolojileri Konusundaki bilgilerin sinirla
clmasy gibi degisik nedenler, bunlarin biyvoteknolojide tek
yillik bitkilere gére ikinci planda kalmasina yol agmigtir (3).
Bu tip bitkilerde genclik kisirlig:r gdérilmesi wve ayrica yliksek
orandaki heterozigotluk, gen aktarimiyla vyeni bireylerin elde
edilmesini zorlasgtirir,. Diger taraftan bu tip g¢aligmalar
sonucunda elde edilen bitkilerin &zelliklerini gézlemede genis
alanlara gerek duyulmasi, arastiricilarin g¢ok yvillik bitkilerle
caligma istedini kirmaktadir. Genel olarak incelendiginde
meyvecilikteki ¢esit saylisinin, sebze ve slis bitkisi gibi tek
villik bitkilere gdre daha az olmasinin nedenlerinden biri de bu
durumdur. Ayni olumsuz etki, biyoteknoloji alanindaki c¢alismalar
icin de gecerlidir. Badgcilikta biyoteknoleoji alaninda son
villarda daha agirlikli olarak vyapilmakta olan caligmalar:,
asagidaki ana gruplar altinda toplamak mumkiindiir.

Doku Kidltiri
Embriyvo Kiltiirid

Basit anlamda in vitro da belirli ortamlarda embriyelarin
cimlendirilmesi divebilecedimiz embriyo kiiltiirii, uzun villardan
beri ¢gegitli {drilinlerin 1slahinda kullanilmaktadir. Badcilikta
ise degisik ihtiyaclardan dolayi 6zellikle seon yillarda, embrivyo
kiltiri dGzerindeki ¢aligmalar yogunlasmistir. Bu konudaki
galigmalarin ana amacil: a)Cekirdeksiz gegitlerin embriyolarinin
aborsiyona ugramasinin d&nlenmesi ve iki g¢ekirdeksiz g¢egidin
melezlenmesini saglayarak, cekirdeksiz déllerin frekansini
arttirmak, b) PFEuvitis ve muscadinia alt tlirleri arasinda
melezlemeyi mimkin kilmak,c) BErkenci Uziim cesitleri 1slahindaki
diigsiik ¢imlenme problemini asmaktir.

~a) Bagcilikta-son villarda cgekirdeksiz iiziime talep artmisgtir.
Fakat bu tip lzlmlerde stenospermi nedeniyle ¢egit sayisi son
derece ginirl: kalmigtir. Dediglk ama¢lara ve tiketici

kesimlerine hitap edecek cekirdeksiz = lzim gegitlerinin
geligtirilmesinde stenospermi engel ini asgmak igin embrivo.
kil tiiriinden yararlanilmas: dilstnilmiistiir. Geleneksel melezleme
teknigiyle ¢ekirdeksiz déller elde etmek i¢in, c¢ekirdekli
gegitler ana, g¢ekirdeksiz ¢egitler tozlayici olarak kullanilir.
Fakat bu ydntemde ¢ekirdeksiz déllerin orani oldukga diigiiktiir ve
bu oran cegide bagli olarak en fazla %24 e c¢ikabilmektedir.

Cekirdekli cesitlerin ebeveynleri arasinda ¢ekirdeksiz bir gesit
varsa, c¢ekirdeksizlik frekansi da artmaktadir. Bu durum iki

¢ekirdeksizin melezlenmesi sonucunda c¢ok daha fazla  sayida
¢ekirdeksiz ddllerin elde edilebilecedini ifade eder. Bu orani
arttirmak i¢in iki ¢ekirdeksizin melezlenmesi diisiiniilmis, fakat
geleneksel yontemlerle bu bagarilamamistir (4). Clinkii
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¢ekirdeksiz gegitlerin ¢odu stenospermik Szellik gésterir. Meyve
olugumu i¢in doéllenme olur, fakat daha sonra embriyo geiigimi
durur ve c¢ekirdekler aborsiyona ugrar. Eger bu aborsivon
Snlenebilirse veya embriyo, delismesine &zel ortamiarda devam
edebilirse, iki c¢ekirdeksizin melezlenmesinden istenilen amag
elde edilebilir. Bazi ¢ekirdeksiz cesitlerde délienmeden sonra
embriyo geligiminin durdudu, fakat taneler olgunlasincaya xadar
aborsiyona ugramadan kaldid: belirtilmistir (5)}. Stenospermik
uzumlerde embriyo ve/veya endosperm geligmesinin durmasi
¢igeklenmeden yaklagik 2-3 hafta sonra meydana gelir. Ayrica
¢igeklenmede de - istenmeyen bazi anormallikler saptanmistir.
DGllenmig ovullerdeki embriyonun geligme derecesi birkac¢ hiicre
olugumundan, globular safhaya Kkadar degigir. Bu safhalardaki
embriyolarin zarar verilmeden kiiltiire alinip vetistirilmesi
oldukga glictiir. Uygun gelisme ortami segilemezse embriyolar
canliligini yitirir. oOvul igindeki embriyonun geligmesine,
endospermdeki yiiksek orandaki amino asitler ve organik asitlerin
etkili oldugu belirtilmigtir. Eder bu maddeler stenospermik
embriyolarin in vitro da 6zel geligme ortamlarina ilave edilirse
embriyo geligiminin tegvik edilebilecedi diisinilmiigtiir {6,7).
Embriyo kiiltiirii bir¢ok arastirmada ovul-embrivo kiiltiirii seklinde
ifade edilmisgtir. Bunun nedeni, tanelerden o6nce ovullerin
alinmasi, daha sonra bu ovullerin embriyolari g¢ikarilarak veya
¢irkarilmadan kiltir ortaminda gelistirilmesinden kaynakianir.

Embriyoe kiiltirinde genel olarak sivi ve kati olmak iizere iki
tip ortam kullanilir. Siv: ortamda 50 ml ortam igeren 125 ml lik
erlenlerde, filtre kagitlari ilizerine 20 ger ovul yerlestirilerek
kiltlir yapilir. Kati ortam ic¢in 100x15 veya 50x15 mm lik petri
kaplari kullanilir. Petri basina ilkinde 20, ikincisinde 10 ovul
verlestirilir. Genellikle her iki yéntemde ovul basina elde
edilen embriyo sayisi esittir. Fakat bazi cegitlerde kati ortam
daha iyi sonug¢ verebilir (8,9}). Ortam olarak doku kiil tiirtinde
kullanilan degigik ortamlardan yararlanilair. Embriyo
geligiminde ortamlar ve genotipler oldukca &nemlidir (70
Murashige ve sSkoog (MS) ile Nitsch ve Nitsch (NN) ortam: oldukga
iyi sonucglar vermigtir. Ortama aktif kémiir ilavesi dokularin
kararmasini, ortamin renk degistirmesini ve kallus olusumunu
dzaltiy (9 10,41, .12).

. GCekirdeksiz cegitlerde embriyo kiiltiriinden alinan bazi
bagaril: sonuglar ve bunlarin alinma =zamanlar: Cizelge 1 de
gésterilmistir. Embriyolarin killtiire alinma zaman: da basarida
olduk¢a etkili = faktdrdiir. tlk 14 giinde alinan ovullerde
anormallikler saptanmistir. Ancak 38. giinden sonraki ovul lerde
canli embriyolar godzlenmistir. Fakat alinma zaman: cegitlere
gore ¢ok degismektedir. Genellikle c¢igekten 40-60 glin sonra
alinan ovullerden iyi sonu¢ alinmistir (10, 13, 14). -

b) Asma 1slahgilari 100 yildan fazla bir siiredir Buvitis x
Muscadinia alt cinsleri arasinda melezleme gergeklegtirmeye
- ¢aligmaktadir. Bunun amaci V. vinifera (L.)"larin meyve
kalitesini, Muscadinia’larin hastalik ve sicakliga toleransi ile
kombine etmektir. Fakat kromozom . sayllarindaki farkliliklar
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nedeniyle EBuvitis(2n=2x= 38) X Muscadinia(2n=2x=40) melezlerini
elde etmek zordur. Melez olusturulsa bile verimlilikleri
digiliktlir. Buvitis ana olarak kullanilirsa basari artmaktadir. Bu
engel nedeniyle Euvitis’in ¢ekirdeksizlik ozelligini de,
Muscadinia’lara aktarmak zordur. Fakat V. rotundifolia (Michx.)
ile tozlanan c¢ekirdeksiz Euvitis ovullerinin kiiltiire alinmasi
sonucu ¢ekirdeksizlik dzelligi gbsteren melezler elde
edilebilir. Bu tip melezlerde cekirdeksizlidin transferi icin
iki faktdriin g6z o6nfine alinmasi gerekir: 1) ovullerin in vitro
kultirne uygunlugu, 2) Ebeveyn kombinasyonlarinin uyusmasi (15,
162 717) s W vinifera (L.) ile V. rotundifolia (Michx.)
melezlemesinde, 5010 tozlama sonucunda olusan 565 c¢oédgiirden 52
" melez elde edilmigtir (16). Benzer bir durum da ¢e irdeksiz V.
vinifera(L.)'larin kullanilmasi durumunda 16 000 tozlamadan 19
melez gekirdeksiz elde edilmistir. Embriyolarain
olugturulmasinda gesitlerle, ovullerin olgunludgu arasinda
kuvvetli bir iligki vardir. Muscadinia’larda ciceklenmeden 40
glin senra alinan ovuller, daha genc olanlara nazaran daha Gok
sayida embriyo olugturmustur {18). : '

Cizelge l.Asmalarda Embriyo Kiiltiiriindek|! Bazi Bagarili Sonugtar,

Kiltiiriin Kultdre [Canli Embriyodén
‘baglangi¢ |alinan embriyo |¢ikan IKaynak
Cegitler tarihi ovul ytzdesi [bitki :
(¢icekten |sayis: ~lylzdesi
sonra)
MELEZLER i !
Seedless Vi-4 52.qgilin 160 {205 5.0 31
x K. Moldovski| 66.giin 160 4.4 -
Perlette x 52.giin L ehy e S 10.9
Perlette : :
Perlet_te X 52.giin 280 35,3 3i LEa S
Flame Seedless|
Flame Seedless| 52.qgiin 300 25.6
X Perlette_ ' : 16.3
orlando Seedl 60.gin 140 27.9 ;
®Orlando Seedl. 22.8 i 8
Venus X Saturn 8 hatta 39 £7.0 33.0 13
TEK CESIT
Thompson  |6/10hafta g0~ i kK 6 89.4 7
Seedless
L_P 60-58 iﬁflﬂhafta 840 24 4 11.7 |
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c) Cekirdekli ve erkenci iiziim cesitllerinde en bliyik problem
cimlenme ylizdesinin diigiikliigiidir. In vitro’da embriyo kiiltiri
ile bu tip gegitlerin cimlenmesi arttirilmigtir. In vivo'ya
nazaran embriyo kiltiiri ile cardinal ve Sivan c¢esitlerinde
¢imlenme %15 ve %30 oraninda arttirilmigtar. Bazi gesgitlerde
soguklatma ¢imlenmeye neden clmugtur (19).

Somatik Embriyogenesis
Somatik embriyogenesis(SE), - bitkilerin soma hilcrelerinden

embriyolarin ve bunlardan da bitkilerin elde edilmesi
anlamindadir. iki gekilde meydana gelebilmektedir (20):

1. Direkt embriyogenesis: Eksplantlar alinmadan dnce
embriyolarin olusmasidir. Eger alinan &rneklerde herhangi bir
kallus olusumu olmaksizin  SE gériiliirse, bunlarin direk

embriyogenesisten kaynaklandig: kabul edilir. Vitis tiirlerinde
direk embriyogenesis ile ovul bagina 1200-1400 somatik embriyo
olusturulmustur. : ' :

2. iIndirekt embriyogenesis: Eksplantlar alindiktan sanra,
uyarilmayla embriyogenesis olusturulmasidir. Uyarmada oksin
grubu hormonlar kullanilir. Bunlar: baginda 2,4-D gelmektedir.

Somatik embrivogenesis yoluyla asmalarda bitkiciklerih elde
edilmesi ilK olarak sivi kiiltliir sartlarindale7s vilinda rapor
edilmigtir. Daha sonralari kat: agar ortaminda SE saglanmistir.
SE olugumunda eksplant olarak vyaprak, peticl, dal, anter,
zigotik embriyo, ovul ve ovaryum kullanilabilir. 81v1 ortamda
¢Ok sayida somatik embriyo elde etmek milmkindiir. Fakat c¢odu
Zzaman bunlardan bitkiciklerin elde edilmesi olduk¢a zordur ve
olugan embriyolarin c¢codu anormaldir. Embriyolar kilresel ve kalp
sekli safhalarina ulasmalarina ragmen, = bundan sonra gelisme
. bloke olmakta ve ¢ok az embriyo bitkicik olugsturabilmektedir.

Bunun nedenleri tam olarak bilinememektedir. Bir neden torpido
safhasina ge¢mede besin maddelerinin noksanligi olabilecegi
diglinilmigtir. Diger bir neden ortamda olusan etilen,
asetaldehit, etil alkol wve bazi &zel glikoproteinler gibi
inhibitér maddelerin varligidir. Molekiil adgirligi 10 kDa dan
daha agir olan hiicre dis1 makro molekiillerin meristem olusumunu
engelledigi saptanmistir (21). SE de bitkilerin elde edilmesi
genotipe ve ortama baglidir. Eksplantlarin uygun sec¢imi, bliviime
dlizenleyicilerinin konsantrasyonlar:i belirli sinirlar igerisinde
kaldi1g1 siirece, SE olusturmada en kritik faktdrdir. Embriyolarin
Uretilmesi iglemi sadece embriyolarin sayisal cogaltilmasini

dedil, bunlarin izolasyonunu, transferini ve bitkinin
embriyogenik durumunun 1 vil kadar muhafazasini kapsamaktadir.
SE olusturmada 1.5=5.0 mm uzunlugundaki " yapraklar

kullanildiginda basaril: sonuglar. alinmistir. Bundan daha biiyiik
yapraklar SE olusturmaz, daha  kiiciikler ise geligemezler.
Embriyonik dokular dogrudan vyapraklarin orta damarlarindan
olusur. Fakat bazi arastirmalarda tam  Dbilyiikligini almis
yapraklarin da SE olusturdugu goriilmiigtiir {22). Yaprak ayasina
nazaran petioller daha fazla sayida SE  olusturabilir.
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Embriyolar Nitsch ve Nitsch ortaminda 1uyM BA ile Kkiiltire
alindiginda sirgiin geligimi tegvik edilmig ve oran gegitlere
gdre %90 a kadar c¢ikmigtir. Petiollerin SE de eksplant olarak
kulanilmasinin avantajlari; kolayca alinabilmesi ve kiltir
ortamina kolavca yerlestirilebilmesidir {23) . Yaprak
petiollerinden siirgin olugumu, promeristemlerin epidermal ve
subepidermal hiicre tabakasindan olusmasi nedeniyle, eksogen
kabul edilmigtir. Petiolleri killtire aldiktan 3 giin sonra hiicre
bdliinmesi ve 6 giin sonra da belirli tig bdlgede meristematik
aktivite goriilmistir (2a). Ayrica Peticllerden siirgilin
olugumunda, oksin ve sitokininlerin de etkisi oldudu bulunmugtur
{25). Yapraklardan elde edilen siirgiinler kolayca koklenmisg ve
morfolojik olarak alindiklari bitkilere benzemiglerdir (26}.

Embrivogenesis olusturabilmek icin kiil tiiriin herbir
safhasinda, ortamdaki 2,4-D , NAA ve BAP konsantrasyonlarinin
uygun olarak se¢ilmesi gerektigi belirtilmigtir. Bu durum

- asmalarda yaprak ve dallardan alinan ©&rneklerde agadgidaki

sekilde formiile ediimisgtir (27).
i. safha: dal,yaprak-—2,4-D(1mg/l)+ BAP— Kallus
2. safha: kallus —» NAA + BAP(1-5 mg/l)

Olgun iizimlerin zigotik embriyolarindan da somatik
embriyolar olugturulmustur. Kiltiire alinan embriyolar 5 giin
iginde gelismeye basglamig, 20-30 giin sonra zigotik embriyonun
kotiledon ve siirgiin ucu bdlgesinden kallusa benzemeyen beyaz bir
doku meydana gelmis ve 10 qgiin ic¢ginde de bu dokudan globular
somatik embriyolar olusmustur.Embriyolar diisiikx nemde ve 5°C
sicaklikta depclansa bile embrivogenik doku ve somatik embriyo
olusturmuslardir (28).

Bazl ¢aligmalarda SE de embriyolarin g¢imlenebilmesi vyani
bitkicik olugturabilmesi = ig¢in soguklatmaya gerek colmadid:
belirtilmigtir (28, 29).Bunun aksine diger bir¢ok arastirmada
embriyonun dinlenmeye girdigi, dinlenmenin vapisal gelismeyi ve
olgunlasgmay1l tesgvik ettigi, fakat c¢imlenmeyi ag¢ik bir sekilde
engelledigi ifade edilmigtir. Dinlenmeyi kirmak amaciyla;
sofjuklatma, dehidratasyon ve digsal bliyime diizenleyicilerinin -
(BA; GA) kullanilabilecedi belirtilmigtir (30, 31). Yalniz,
dinlenme ile cimlenme arasinda bir sakinlik{=Quiescence)
devresinin de bulundugu, embrivolarin bu ddnemde metabolik
olarak aktif olmasina radmen beyaz ve mat kaldiklari wve

genellikle herhangi bir 6n islem vapl lmadig: siirece
cimlenemedikleri belirtilmigtir. Ozlimlerde somatik embriyolar,
2-4 haftalik soguklatma ve GA3 uygulamasindan sonra

¢imlenebilmigtir. Soduklatma uygulanmis embrivolarda GA in. &n
maddeleri (kaurenoik asit, kaurene} artmakta,A2A azalmaktadir.
Uziimlerde somatik embriyolarda bulunan dogal gibberellin GAs
dir. Bu embriyolar 2 haftalik soduklatmadan sonra %83 oraninda
¢imienmiglerdir (31, 32).

Anterlerin kiiltiire alinmasi vyoluyla da Vitis tirlerinde

slirgin colugturmak mimkiindiir (33). Bu amac¢la ag¢ik yesil renkte,
yar: seffaf, yaklagik 0.5-1 mm uzunludunda anterler
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kullanilabilir. Anterin embriyogenik yetene@inin gbstergesi
anterin uzunlugundan ¢ok, rengidir. Sari ve daha blyik anterler
nadiren embriyogenik dokular clusturur. Anterler 0.3-0.5 mm den
daha kiiciik olursa geligme gdéstermezler (22). Anter kiltiiri ile
olusan embriyogenik kalluslarin anterin flamentlere baglandig:
noktadan ve/veya anter duvariyla buna bagl: vapilarin scmatik
hicrelerinden olustugu bulunmugtur. Diger taraftan anter
kiltirinde olugan kallusta hem haploid, hem -de diploid hiicrelere
rastlanmigtir. Haploid hiicrelerin orijini polenlerdir. Diploid
hiicrelerin kaynagi ise diploid vegetatif hilcrelerdir ve bu anter
kiltiri ile olusan kallusun biylk cogunlugunu meydana getirir.
Boylece olugan kallusta henm haploid hem de diploid hiicreler
olmasina ragmen, olusan bitkicikler diploiddir (34). simdiye
kadar yapilan arastirmalarda sadece Cin’de yapilan bir tek
¢aligmada polenlerden haploid bitki elde edilebilmigtir. Bunun
diginda haploid bitki elde edilememisgtir. Diger taraftan
diploid Grenache ¢egidinin anterlerinden elde edilen bitkilerin
k&k ucu  hiicrelerindeki kromozom sayisinin triploid (%86.5
oraninda) oldudgu saptanmigtir. Triploid bitkilerin anterdeki
somatik hiicrelerden gcok mikrosporlardan . clustugu kabul
edilmistir. Bu mikrosporlar ise vegetatif - gekirdek ile

generatif g¢ekirdedin birlegerek {karyomiksis) geligiminden
olugtugu ifade edilmistir (35). Asmalarda anter kil tiiriiyle
haploid bitki elde edilememesinin nedeni, haploidinin v.

vinifera(L.)'larda- letal bir durum olmasindan kaynaklanabilecegi
belirtilmigtir (36).

Meristem Kiltird

Asmalar in vitro da ilk kiiltiire alinan(1944) bitkilerdendir.
Fakat dnceleri pek basgari saglanamamig ve bu a¢idan asma inat¢1
bir bitki olarak kabul edilmigtir. Daha sonra 1950 ve 1960 11
yillarda bu konuda bir cok ¢alisma yapilmistir. 1960 baglarinda
virllslerden arindirilmas: ig¢in doku kiiltiirine bagvurulmustur.
dnceleri kallus ve ké&k olusumu saglanmigsa da, organ olusumu ilk
olarak 1976 yilinda bildirilmigtir (36). Asmalarda a aylik bir
sire igerisinde tek bir sirglin ucundan sadece iki alt kiil tiir
yapmak suretiyle 8000 bitki elde edilebilir. Siirglin ve kék
olugturma basarisi %100 gibi yiliksek bir rakama ulagabilir (37).

siirgiin ucu meristem  killtiiri; mikro iretim, genetik
materyalin depolanmasi ve viriisten arindirmada kullanilmaktadir.
Son yillarda bazi bakterilerden arindirmada da kullanabilecedi
belirtilmigtir. Bu bakterilerin baginda - Agrobacterium-
tumefaciens (kék uru) ve Xylella fastioliosa (pierce’s
hastali§i) gelmektedir {38, 39).

Asmalarda meristem kiltiirtinde, siirgiin uecu sadece meristem
hiicrelerinin oldugu kubbe 0.2-0.4 mm olacak sekilde alinabilir.
Bu kisim 1 mm kadar biyiiklikte olursa baz: vyaprak taslaklarin:
da icermektedir. Kimera gésteren asmalarin sirgiin ucu meristem
kiltlriyle iiretimi ®nerilmez. Eger bu islem viriisten arindirma
amaclyla yapiliyorsa, indeksleme sirasinda genetik kararlilik
gbdzlenmelidir (40). Siirglinlerin alinma zamanindaki boyu da
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dnemli bir faktdr olabilir. Bu ag¢idan sirginler 10 cm boyunda
oldugunda alinan siirgin uglarinda daha bagarili sonuclar elde

edilmistir (41).

Dokularin ozellikle kil tiir baglangicinda nekrozu ve
kararmasl odunlu bitkilerin in vitro da kil tlrdnd
giiclegtirmektedir. Bu problemi azaltmak . iging ortama
antioksidanlar katilmakta, eksplantlar antioksidanlar ile
muamele edilmekte, kiiltiirler karanlikta yetigtirilmekte ve alt
kiiltiirler sik¢ca tazelenmektedir. Dokularin kararmasi eksplant’in
kaynagiyla da yakindan ilgilidir. Asmalarda koltuk slirgiinii ana
siirgline; gélgede yetisen sirglnler gineg gorenlere nazaran daha
bagarili sonuglar vermigtir. Ayrica sfirgiin uglarinin toplam
fenol icerigi ile eksplantlarin canli kalmasi arasinda negatif
bir korelasyon saptanmigtir (42). Asmalarda meristem kiiltiiriinde
cegit veya tiirlere gbre ortamlar da farkl: sonug¢lar
alinabilmektedir. Genelde Murashige ve Skoog ortaminda ve bunun
modifikasyonlarindan olumlu sonuglar alinmigtir. Bunun yaninda
- baz1l &zel ortamlardan da basarilil sonuglar alinmistir(43,44,45).

In vitro da yetistirilen siirgiinlerin geligme dzellikleri;
stiliiklerin ve spiral dizilisin olmayisa, yapraklarda vyan
ceplerin bulunmayisi vb. bazi odzellikler a¢isindan tohumdan
¢gikan ¢o6dlirlere Dbenzer. Bunlar in . vitro da yetistirilen
asmalarin genel ozellikleridir. Fakat bu bitkiler . sera
sartlarina transfer edildiklerinde olgun asmalarin Szelliklerini
gésterir (46). Benzer olarak in vitro kiiltiiriinde elde edilen
bitkilerin yukarida belirtilen genglik kisirlig:r Odzellikleri
verine, olgun bitki 6zelliklerini gostermesini saglamak igin COz
uygulamasi yapilmistir.  Fakat burada CO: kdklenmeyi engelledidgi
icin iglem iki agamada gergeklegtirilmigtir. Once bitkicikler
kdklendirilmig, sonra €Oz uygulanmigstir (47). Badgcilikta
meristem kiiltirii pratikte daha ¢ok asmalari viristen arindirmada
kullan: lmaktadair.

Protoplast Killturd :

Protoplast kiiltiirg, degigik organlardan . elde edilen
hitcrelerde, mekanik olarak veya c¢esgitli enzimler kul lanarak
hiicre duvarinin eritilmesi ve daha sonra bu hiicrelerin kil tiire

alinarak bitki elde edilmesi esasina dayanir. Protoplast, hicre
duvarindan yoksun olan hiicrelere verilen isimdir. Asmalarda
protoplastlarin izolasyonu ve kiiltéiri yapilarak mikrokallus veya
kallus olusumu konusunda basarilar saglanmis ise de son yillara
kadar bitki elde edilememistir. ¥Yalniz, 1994 yilinda protoplast
kiiltirtiyle bitki eldesi de saglanmistir (48).

Asmalarda protoplastlar daha ¢ok yapraklar, {zum taneleri,
dallar, silirgiin ucu, yaprak sapi ve kdklerden elde edilebilir,.
dzellikle tane, yaprak ve dallardan oldukga bagarili sonug¢lar
alinmistir {49, 50, 51, 52).Protoplastlar daha ¢ok yapraklardaki
mezofil tabakasindan, tanelerde ise- tane kabugundan elde
edilmigtir. Mezofilden saglanan praotoplastlar ¢aplar: 8-32 mm,
tane kabudu protoplastlari ise 50-60 mm arasinda degisir. Tane
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kabugu protoplastlari, mezofil protoplastlarina nazaran daha
iridirler,daha blyiik vokuollere ve daha az sayida kloroplastlara
sahiptirler (52). Yapraklarin yasgi ve buylkligi izolasyonda
onemli bir faktérdiir. Bir aydan daha gen¢ yapraklar veya ¢api 7
cm den daha az olan yapraklardan az sayida ve diigslik canlilikta
protoplastlar elde edilmigtir (53). Fakat baska bir ¢aligmada
optimum vaprak  Dbluytkligi, tarlada ve serada vyetistirilen
bitkiler i¢in 7 cm den az vyaprak uzunlugu veya 400 mg dan daha
az yaprak agirligi olarak bulunmustur. fn vitro da yetistirilen
bitkilerde ise optimum yaprak biiyiikliigii ig¢in taze agirlidin 50-
100 mg arasinda olmasi gerektigi saptanmistir {(51).

Protoplastlarin kalitesi, hiicre duvarini eritme (digestiocon)
igleminden &nece yapraklarin aldigir 1gi1k vyodunlugdu tarafindan
etkilenir. Cogu arastiricilar eritme isleminden &nce, vapraklari
golge bir yere veya diisitk 1s1k yodunludundaki kontrollil cevre

sartlarina birka¢ saatligine kovarlar. Bu sire 4-24 saat
arasinda degisir. Yapraklarin 1sikta kalmasi protoplast verimini
5 kat azaltmigtir (53).  Kiultirden é&nce yilksek 1si1k yodunludu
uygulamasinin protoplast verimliligini azaltmasinin nedeni,
kloroplastiardaki hizli renk agilmasina baglanmigtir (54).
Ayrica doku kitlesinin eritme ortamina orani da protoplast
verimini etkiler. En iyi sonuglar 100-150 mg/m! lik oranlarda

alinmigtir. Hucre duvarinl eritme amaciyla daha ¢ok Cellulase,
Macerozyme, Cellulysin, Driselase, Pectolyase ve Pectinase gibi
enzimler kullanilir. Enzimlerin kombine kullanilmasi durumunda
daha iyi sonu¢ alinir (52, 53). Sicaklik ta odnemli bir
faktérdiir. 22°C altindaki ve ilistiindeki sicakiiklar protoplast
verimini digirir (52). Fakat 22-28 °C sicakli&in uygun oldudunu
belirten ¢aligmalar da vardir (54). Kiltiir ortaminin filtre
edilmesi, ortamin otoklavda sterilize edilmesine g¢gére daha ivyi
sonug vermistir (55). :

Protoplastlarin béliinmeye baglamasi 4-7 gin ig¢inde gériiliir.
Fakat 5 haftaya kadar uzayabilir. Yeniden hilcre duvari olusgumu
3-10 giin i¢inde g¢gerc¢eklesir, 4 hafta 'sonra hiicre yiginlari:
olugur. 6 hafta sonra da protoplastlardan %70 i mikrokallus
olusturur {53, 686). 3

Asma yapraklarindan canli protoplastlarin izole edilmesi ve
geligimini engelleyen en onemli faktérlerden biri, protoplastlar
tarafindan salgilanan fenolik maddelerin birikimi nedeniyle
ortamin kahverengilegmesidir. Ayrica ortamda olusan yiiksek asit
de 6nemli bir problemdir. - Bu durumlar ortama deterjan ve
indirgen maddelerin ilavesini veya uygun tamponlamayl gerektirir
Fakat bunlar protoplastlarda zararlanmalara vol acabilir (51).
Ortamin pH si1 5,5-5,8 -arasinda tutulmalidir (54).0rtama %0.5 PVP
ilavesi kahverengilegmeyi onleyememis fakat miktarin:i
azaltmistar. Aktif komiir ise ortamdaki kahverengilesmeyli
onlemig fakat ayni zamanda hiicrelerin koloni olugsturma
etkinlidini (plating efficiency) engellemigtir. Aktif komiriin
bu olumsuz etkisi; dogrudan engelleyici etkisi seklinde
olabilecedi gibi protoplastlarin geligmesi ig¢in gerekli olan
maddeleri de absorbe etmesinden kaynaklanabilir {50, 57). Elde
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edilen protoplastlarin kiilttiri konusunda degisik ydéntemler
uygulanmaktadir. Kati ({(agar) ve sivi ortamlar kullanilabilir.
Ortamdaki protoplast yodunludgu protoplastlarain bdliinmesini
etkiler. Herbir ml deki hiicre sayisi 0,1x10% den az ve 106-107
den fazla olursa boéliinme olumsuz etkilenir. Ortama bazi biuyiime
dizenleyicileri (NAA, 2,4-D, BA vb.) ile glutamine, hindistan
cevizi siiti gibi maddeler de ilave edilebilir({(51, 53). :

Protoplast kiiltiriiyle yapilan son c¢alismada {imit verici
sonug¢lar alinmig ve bitkicikler elde edilmistir. Yapraklardan
elde edilen protoplastlardan once kallus, sonra da bitkicikler
olugturulmustur. Burada CPW-13 ortamina NOA/TDZ hormonlari ilave
edilerek, kiiltirin baslamasindan 6-8 hafta sonra 0,5-1,5 mm
biiyiikliigiinde mikrokallus olusturulmustur. Bunlardan da NN
ortaminda ve NOA/TDZ ilavesiyle somatik =~ embriyogenesis
saglanmigtir. Bitkilerin regenerasyonu hormonsuz NN ortaminda
gergeklegtirilmisgtir(48). :

Genetik (uolekﬁler} Markdrler

Bitki ézelliklerinin genetik kontrolii ve kalitimi hakkinda
bilgl veren maddeler markdr olarak bilinir. Bu amagla fenotopik
ozellikleri igeren morfolojik markdérlerin yanisira,
biyokimyasal markdér olarak da ugucu yaglar, aromatik bilesgikler,
pigmentler v.s. incelenmektedir. Fakat esas ¢énemli olanlar ise
taksonemi ve kalitim a¢isindan daha Onemli bilgileri ig¢eren
genetik markdérler veya molekiiler markérler diye de bilinen
izoenzimler ve DNA lardir. Genetik markérlerin, biyokimyasal ve
morfolojik markérlere tercih edilmesinin esas nedeni bunlarin
cevre gartlarinin etkisi altinda kalmamasidir.

Genetik markorlerin pratikteki kullénlml baglica iki alanda
yogunlasmistir (58):

a) Genetik iliskilerin aclklénma51nda bu markérlerden
yararlanmak. Bunun baslica uygulamalari g¢esgitlerin tanisi,
1slah¢1i haklarinin korunmas: ve ebeveynlerin tanimlanmasidir.

- b) Kantitatif 6zellikleri etkileyen lokuslarin haritalarinin
g1kar11ma51nda ve tanisinda genetik markérlerin kullanim:,
ayrica bu 10kuslardan 1slah ¢aligmalarinda yararlanilmasidir.

Klonlar ve cgegitler arasindaki farkliliklari ortaya koymada
gen uUrinlerinden ¢ok, dogrudan genleri analiz etmek daha
givenilirdir. Bu a¢idan DNA analizleri en iyi y®ntemdir. Fakat
bu analizler basit ve ucuz dedildir. Bunun verine genlerin ilk
urlnleri olan izoenzimler daha kolay ve ucuz bir sekilde analiz
edilebilirler.

DNA analizleri konusunda yararlanilan yoéntemlerin basinda
. RFLP (Restriction fragment length polymorphism) ve RAPD (Random.
amplified polymorphic DNA) gelmektedir. "Bu ydéntemler DNA
vapisindaki farkliliklar: niikleotid sekanslari seviyesinde
vyansitan yontemlerdir. Boylece farkliliklar objektif olarak
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gbzlenir ve ¢evre sartlarindan etkilenmezler. tki c¢esidin ayni’
bant desenlerini gdsterme olasi1lig: 5.64x10-2 gibi cok diiglik bhir
orandir. Ayni bant desenine sahip farkli isimdeki gesitlerin
aslinda ayni cesit olduguna, ancak bu sayede karar vVerilebilir
(59). Oztiim g¢esitlerinin yanisira ana¢larda RFLP analizinde
¢esitlerin DNA desenleri farkl: bulunmustur. Fakat bir cegitteki
klonlar arasinda ise fark bulunmamistir (60). RFLP analizi daha
dnce izoenzim teknikleriyle ayirt edilemeyen bazi dzim
cegitlerinin genetik olarak farkl: oldugunu ortaya Kkoymustur.
Fakat daha sonra gelistirilen RAPD teknigi potansiyel olarak
RFLP den daha kullaniglidir. Bu yontemde, DNA: konsantrasyonunun
diigiik clmasindan ortaya ¢lkan problemler de ortadan kalkmigtir.
Bu nedenle RAPD nin c¢abuk ve tutarli bir DNA analiz teknigi
oldudu belirtilmistir {&11) . BRAPD gsayesinde ¢egitlerin
ebeveynleri de daha saglikli olarak saptanabilmektedir. &rnegin
daha 6nce bilinenlerin aksine Miiller-Thurgau {izim cegidinin
Riesling ve Silvaner melezinden elde edilmedidgi bu ydéntemle
saptanmistir (62).

Izoenzim analizi konusunda nisasta jel elektroforezi (NJE),
Poliakrilamid jel elektroforezi {PAJE) ve izoelektrik fokussing
(IEF) en cok Kullanmilan yontemlerdir. Bantlarin elde
edilmesinin esasi NJE ve PAJE de proteinlerin farkli molekiiler
agirlikta olmalarina, IEF de ise proteinlerin net elektriksel
yiklerine dayanir (63). : :

Genler organlara d&zglindiirler. Bu nedenle karsilastirmalarda
ayni: ergandaki izoenzimler kullan11ma11g1r. Yaprak, meyve, dal,
k6k kallus, floem, polen ve cekirdek izoenzim ve proteinleri
incelenen asma kisimlaridir, Izoenzimlerin ekstraksiyonundaki
en buylk zorluk, &zellikle ortamda fenol bulunmasidir. ¢inki
ekstraksiyon sirasinda fenoller proteinlerle reaksiycna girerek

bunlar:i inaktif hale sokarlar. Dolayisiyla enzimler elde
edilemez. Bu nedenle ekstraksiyon ortamina indirgen maddeler ve
fenolleri absorbe eden polimer maddeler (PVP wvb.) ilave

edilmektedir(é4).Diger bir ¢ozliim ige ekstraksiyonda; polen,
floem -ve ¢ekirdek {(testa hari¢) gibi az fenol! iceren veya hig
igermeyen bitki kisimlarinin kullanilmasidir.

Cegitlerin ayirt edilmesinde sadece birka¢ enzim yeterli
olmayabilir. Ne kadar fazla sayida enzimle ¢alisilirsa ve
benzerlik veya farkliliklar kargilastirilarak teyit edilirse
calismadan o derecede glivenli sonuc¢lar elde edilir. Teshislerde
benzerliklerden ¢ok, farkliliklar:i bulmak esastir. Ayn: bant
desenini g&steren iki ceside ayni c¢egittir denilemez. ciinkil
incelemeye alinmayan enzimler bakimindan bu ¢egitler arasinda
farkliliklar olabilir. - rakat farkl: izoenzim bant deseni
gosteren iki g¢esit veya biotipin birbirinden genetik acgidan
farkl: oldugunu séyleyebiliriz. Cesitler = arasindaki
farkliliklarin izoenzim diizeyinde ayirt etmek mimkiin olmasina
karsin, ayni ¢esidin klonlar arsindaki farkliliklar
izcenzimlerden saptamak pek mumkiin degildir. Bu durumda daha
glivenilir sonug¢lar DNA analizlerinden saglanabilir.
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Diger taraftan izoenzim analizinde bazi enzimler zaman veya
organ ve dokulara gdre ¢ok kararli bir yapi gostermesine karsin,
bazilarinin izoenzim bant desenleri cevre gartlarindaki
dedigiklikler gdre az ¢ok karasizlik gbsterebilmektedir. Bu
acidan GPI {Glucosephosphate isomerase) ve . PGM
(Phosphoglucomutase) en kararli enzimlerdendir (65). Izoenzim
¢alismalarinda bant sayisi veya lokus sayisi az olan enzimlerden
¢ok, bunlarin makul diizeyde fazla oldugu enzimlerdeki bantlarin
yorumlanmasi daha iyi sonuc¢ vermektedir.

Polenlerden ekstrakte edilen protein bantlarinin cevre
gartlarindan (anaglar, toplama =zamani, yetistirme kosullari)
etkilenmedikleri saptanmistir. Polenleri incelenen 37 c¢esidin,
11 enzim sistemi agisindan 2-23 arasinda dedisen farklii bant
deseni grubu olugturdudu saptanmigtir (66). Kontrollii melezleme
yapllan cegitlerde Fi1 generasyonunda incelenen 9 polen enzimi
bakimindan 10 1lokus olugtugu saptanmistir (67). Polenlerden
ekstrakte edilen proteinler ise Zamana gére kararlilik
gosterdigi ve g¢evre gartlarindan bagimsiz oldudu bulunmustur
(68). Cegitlerin veya klonlarin teghisinde polen proteinleri de
markor olarak kullanilabilir (69). Fakat polenlerin kullanimini
sinirlayan en onemli faktérlerden = biri |, cigceklenmenin
dolayisiyla polenlerin elde edilmesinin nisbeten dar bir 2zaman
araliginda gergeklesmesidir. Bu ise &zellikle cok sayida cegitle
galigilmasi durumunda sinirlayiccl bir faktdrdiir. Polen yerine
daha genis zaman araliginda &rnek alinabilecek, cevre ve yvasa
bagli varyasyonlarin en az oldudu bitki parcaiari da &nem
kazanir. Bu amag¢gla g¢ubuktaki floem dokularinin incelenmesi
dnerilmektedir. Asmalarda 313 farkli cesidin dormant
gubuklarindan saglanan floemde yapilan peroksidase izoenzim
analizinde 38 farkli bant deseni saptanmistir (63). {zilimlerde
¢cekirdedgin cegit teshisinde kullanilmasinin avantaji,
cekirdekteki embriyonun c¢ok ufak olmasi ve proteinlerin daha ¢ok
endospermlerde yogunlasmis olmasidir. Béylece tozlanmadan
kKaynaklanabilecek varyasyonun yok denecek kadar az olmasi
Yaninda, g¢evresel faktérlerin etkisi de sinirlidir. Asma
¢ekirdeklerinde yapilan iki boyutlu jel elektroforezinde depo
proteinlerinin yiiksek derecede polimorfik oldudgu gériilmis ve
yaklagsik 300 polipeptit saptanmistir (70). Bu ise polipeptip
desenlerinin ¢esitlere gdre yorumlanmasini giiglestirmektedir.

izoenzim galismalarindaki en bilyiik beklentilerden. biri
melezleme yapllan g¢ok yillik Dbitkilerde genetik &zellikleri
erken safhada &rnedin geng¢lik kisirligl déneminde bile ortaya
koyabilmektir. Bdylece genlerin veya &6zelliklerin-kalitim: daha
kisa siirede incelenebilecektir. Bu ag¢idan &ncelikli olarak

incelenecek organ yapraklardir, V.Vinifera X Muscadinia
rotundifolia melezlerinin F1 c¢ogirleri arasindaki farkliliklar,
erken donemde ayirt edilebilmigtir (71). Benzer olarak iki

kKompleks gesgidin melezlemesinden elde edilen ¢ogilirierin
vyapraklarinda incelenen 11 enzimde 8 yeni lokus saptanmigtir
(72). Yine yapraklardan ekstrakte edilen GPI ve PGM izoenzimleri
incelenen 145 {ziim g¢egidinin 52 farkli bant deseni grubu
olusturdugu saptanmigtir -(73). Verime vyatmis baglarda ise
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¢egitlerin ayirt edilebiimesinde vyararlanilabilecek en &nemli
organlardan biri de olgun tanelerdir. Bu acidan incelenen 60
dzim ¢egidinin ayirt edilmesinde, incelenen enzimlerden dérdiniin
¢ok uygun oldufu saptanmigtir (74).

Benzer olarak in vitro ¢alismalarinda da . enzim

markérlerinden yararlanilabilir. Somatik embriyogenesisin
degigik safhalarinda o&rnedin morfogenik olmayan kallus ile
embriyogenik kallus ve embriyo arasinda izoenzim bant
desenlerinin farklilik g&sterdikleri saptanmigtir (75).
Ayrica doku kiltirtinden elde . edilen - bitkilerin orijinal
ebeveyhletrl ile farklilik go6sterip gdsterpedi$i baska bir
deyigle ip vitro da mutasyona udgrayip udramadig: da izoenzim
analizlerinden anlasgilabilir (76).

izoenzim markdérlerinin kullanilmasindaki ana amaglardan biri
de, izoenzim bantlari ile kalitatif veya kantitatif ozellikler

arasinda bir iligki kurmaktacir. Dolayisivia 15lah
¢aligmalarinda bu iligkiden vyola <¢ikarak erken seleksiyon
saglayabilmektir (71). Fakat asmalarin cldukga yiksek

heterozigotik yapi gdstermesi nedeniyle simdive kadar bdéyle bir
iligki tam olarak saptanamamigtir.

Genetik Transformasyon

Asma 1slahg¢ilar: yillardir hastalik ve zararlilara
dayanikli, meyve Kkalitesi ve olgunlagma zamani diizenlenmis
asmalar elde etmek amacivla melezlemeler yapmaktadir. Fakat bu
1slah ¢alismalarinda heterozigotluk, melezleme depresyonu,
bagcilik a¢isindan dnemli oGzelliklerin g¢ok genli kalitim
géstermesi, uzun generasyon zamani, genotip-gevre interaksiyonu
ve celeksiyon kriterlerinin ‘subjektifligi gibi nedenlerden

dolay1l pek¢ok problemlerle kargilacmaktadir. Geleneksel 1slah
yontemlerivle, karsgilasilan bu problemlerin tam olarak
Ustesinden gelinememigtir. ginkii, istenmeyen dider genetik

Ozelliklerden arindirilmis tek bir geni bir genoma aktarmak

oldukga gligtiir. Biyoteknolojiden beklenen ise geleneksel iiziim
gegitlerinin 6zelliklerini etkilemeksizin, bunlarin genomlarina
bagcilik acisindan Snemli olan genlerin aktarilmasidir (77, 78).

Gen transferi konusunda kullanilan en ‘genel ydntem
© Agrobacterium yardimiyla transformasyondur. Hastalida neden olan
6zelliklerinden arindirilan Agrobacterium hatlarina veni genler
ilave edilir. Bu bakteri bitki hiicrelerini infekte edince,
ylklenen genler de hiicrelere geg¢mig olur. Bu hiicrelerden
olusturulan bitkilere de transgenik Dbitkiler adi wverilir.
Agrobacterium yardimiyla gen aktariminda bagarinin S1rri-
eksplantlardir. Bunlar gen aktarimina ve bitki olusturmaya
uygun olmalidir. Bu ag¢idan kullanilan bitki Agrobacterium’un
konuk¢usu olmali ve eksplant dokular: enfeksiyona karsi hassas
olmalidir. Dogada asmalarda hastalik yapan Agrobacterium
tumefasiens, "Biovar 3" diir, Oysa bitkilerde gen vektdri olarak
kullanilan hat ise "Biovar 1" dir ve farkli &zelliklere
sahiptir. Fakat bu hattin da asma hilcrelerini infekte

-
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edebildigi ve gen transferini sagladig: belirtilmigstir (78, 79).
Benzer olarak Agrobacterium rhizogenes yardimiyla gen aktarimi
saglanmig bitkiler elde edilmigtir (77, 81). Gen aktarimi

konusunda yararlanilan diger ydntemler ise protoplast fiizyonu ve
piolistik transformasyondur. Fakat bagcilikta bu konuda saglanan
geligmeler olduk¢a vavastir. Kullanilan yvontemlerin
iyilestirilmesi ve wuygulanabilir olmasl konusunda ¢aligmalar
devam etmektedir (82). Bugiine kadar yapilan g¢aligmalarda, diger
baz1i bitkilerde saglandigr gibi tam anlamiyla transgenik asmalar

elde edilememistir.

sonug

son yillarda Snemli bir gelisme silirecine giren biyoteknoloji
konusunda, bagcilik alaninda ca ¢&nemli adimlar atilmigtir.
Bunlarin basinda = ¢ekirdeksiz yeni gegitlerin eldesini
gliclestirilen embriyo aborsiyonu, ovul-embriyo kilturd ile
asilarak iki cekirdeksiz melezlenmesi ve dolayisiyla istenilen

ozelliklere sahip ~yeni cekirdeksiz cegitlerin eldesi
kolaylasmistir. Son olarak . protcoplast kil tiriyle . bitki
regenarasyonunun saglanmasi: - .ve .ayrica DNA nin yeniden

diizenlenmesini saglayan RAPD ve RFLP gibi tekniklerle elde
edilen basarilar yakin bir gelecekte transgenik asmalarin da
elde edilebilecedi miljdesini vermektedir. Dinyadaki bu hizli:
gelismelerden yurdumuz da yarar!anma yoluna gitmeli ve bu konuda
yaptlacak ¢aligmalar oncelikli olarak desteklenmelidir.
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