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Ozet

Bu arastirmada bitkisel materyal olarak Kalecik karasi iiziim ¢esidine ait in vitro bitkilerden alinan gévde ve
yaprak sap1 eksplantlarinin in vitro rejenerasyonlar iizerine eksplant tipi, besin ortamlari ile 1giklanma siiresinin
etkileri incelenmistir. Eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-D, zeatin, IBA ve kazein hidrolizat igeren MS
ve NN ortamlarina dikildikten sonra aydinlik ve karanlik kosullarda kiiltiire alinmiglardir. Arastirma sonucunda
kallus olusturan eksplant orani, direkt ve indirekt adventif siirgiin olusumu, adventif siirgiinlerin bitkiye doniisiim
orani eksplant tipine, besin ortamlarina ve 1giklanma siiresine gore degismistir. Buna gore govde eksplantlart direkt ve
indirekt adventif siirgiin olusumu bakimindan en iyi sonuglari 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/1 2,4-D igeren NN ortamlarindan, direkt adventif
stirglin gelisimi de 2 mg/l zeatin igeren MS ortami ile 2 mg/l BAP igeren NN ortaminda, indirekt adventif siirgiin
geligimi ise 0,2 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D+1 g/l kazein hidrolizat katkili MS ortamu ile 2 mg/l zeatin NN ortamindan
elde edildigi belirlenmistir. Karanlik kiiltiir kosullar1 kallus olusumu iizerinde olumlu etkiler de bulunurken; 16/8 sa
1stklanma ise direkt-indirekt adventif siirgiin gelisimini artirdig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asma (Vitis vinifera L.), eksplant tipi, besin ortamu, kiiltiir kosullari, in vitro rejenerasyon

A Study on Adventitious Shoot Formation from Stem and Petiole Explants of Grape (Vitis vinifera L.)

Abstract

In this study, the effects of explant type, nutrient media and culture conditions on in vitro regeneration of
stem and petiole explants taken from in vitro plants of Kalecik karas1 were investigated. The explants were planted on
MS and NN medium supplemented with different concentrations of BAP, 2,4-D, zeatin, IBA and casein hydrolisate
and then they were cultured in dark or light conditions. As a result of this research, formation of callus, direct and
indirect adventitious shoot formation were obtained in different ratio according to explant type, nutrient media and
culture conditions. Stem explants gave the best results for the direct and indirect adventitious shoot formation. While
formation of callus were obtained from MS medium added 0.2 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D+2.5 mg/l IBA and NN
medium added 2 mg/1 2,4-D the highest direct adventitious shoot formation were obtained from MS medium added 2
mg/l zeatin and NN medium added 2 mg/l BAP and indirect adventitious shoot formation were obtained from MS
medium added 0.2 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D+1 g/l casein hydrolisate and NN medium contained 2 mg/1 zeatin. Dark
condition was showed positive effect on formation of callus. On the other hand, 16/8 h light regime increased direct
and indirect adventitious shoot formation.

Key Words: Grapevine (Vitis vinifera L.), explant type, nutrient media, culture conditions, in vitro regeneration

1. Giris

Asma diinyada yetistiriciligi yapilan
onemli tiirler arasinda yer almaktadir.
Gegmis ylizyillardan giliniimiize kadar Vitis
cinsinin bazi tiirlerine ait pek c¢ok c¢esidin

%

ticari olarak tretimi yapilmaktadir. Ancak
degisen pazar isteklerine uygun verim ve
kalitesi yiiksek, ¢esitli stres faktorlerine
dayanikli ya da toleransh c¢esitlerin elde
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edilmesine yonelik c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak, asmanin uzun
generasyon siiresi ve yiiksek heterozigotik
yapisi, geleneksel 1slah galigmalar ile amaca
uygun cesitlerin elde edilmesini
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, bitkilerde
biyoteknolojik metotlarin gelistirilmesi ve
bunlarin  1slah  amag¢hh  kullanilmasi,
geleneksel 1slah caligmalarinda karsilasilan
zorluklarm ortadan kaldirilmas1 igin biiyiik
Onem tasimaktadir.

Bitkilerde uygulanan biyoteknolojik
metotlar iginde doku kiiltliri ¢aligmalari
biiylik yer tutmaktadir. Hizli ¢ogaltma, viriis
ve benzeri etmenlerden arindirilmis bitki
elde etmek, genetik materyal muhafazasi,
sekonder metabolit iiretimi gibi birgcok
alanda kullanilan doku kiiltiirii, 1slah amach
kullanim alanlar1 da son derece fazla olan bir
teknikler  biitiinidiir.  Bitkilerin ~ farkh
kisimlarindan alman eksplantlarin kallus ya
da adventif siirgiin olusturma yeteneklerinin
belirlenmesi, hem dogrudan kallus kiiltiirii
yoluyla yeni genotiplerin elde edilmesinde,
hem de gen transferi calismalar1 i¢in son
derece giivenilir birer kaynak olusturma
ozelliklerinden dolayr 1slah caligmalarinda
bliyilk O6nem tasimaktadirlar. Asmada
eksplant kaynagi olarak, siirglin ucu
(Thomas, 2000; Matsumoto ve Sakai, 2003)
anter (Nakajima ve Matsuta 2003; Kikkert
ve ark., 2005), ovul (Emershad ve
Ramming, 1994), meristem (Goktiirk
Baydar, 1997), siiliik (Salunkhe ve ark.
1997), olgunlagmis ve olgunlagmamis
zigotik embriyo (Gok Tangolar, 2002)’nun
yani sira yaprak ayasi ve sap1 (Nakano ve
ark., 1997; Zhu ve ark., 1997; Jayasankar ve
ark., 1999) ile bogum arasi parcaciklar
(Thomas, 2001) doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
kullanilabilmektedir. Ancak genotip ve
eksplant tipine gore elde edilen basarinin
¢ok degisken olmasi nedeniyle, 1slah
caligmalarina baslamadan &nce mutlaka
kullanilabilir ~ 6zellikte bir rejenerasyon
sisteminin olusturulmasi gerekmektedir. Bu
aragtirmada,  bitkisel —materyal olarak
iilkemizin en 6nemli kirmizi saraplik {iziim
¢esidi olan Kalecik karasi {iziim gesidine ait
govde ve yaprak sap1  eksplantlar
kullanilmis olup, s6z konusu eksplantlarin in
vitro rejenerasyonlar1 lizerine eksplant tipi,

232

besin ortamu ile 1siklanma  siiresinin
etkilerinin incelenmesi amaglanmugtir.

2. Materyal ve Yontem

Siileyman Demirel Universitesi Ziraat
Fakiiltesi doku kiiltiirii labaratuvarinda
yiriitillen bu arastirmada, bitkisel materyal
olarak yerli saraplik iiziim gesitlerimizden
Kalecik karasi iiziim cesidine ait in vitro
sirglinlerin ~ gévde ve yaprak sapi
eksplantlart  kullamilmistir.  In vitro
bitkicikler ise Kalecik karasi’na ait 1 yash
dallarin  siirdiiriilmesi ile elde edilen
siirglinler {izerindeki siirgiin uglart ile
yaklasgtk 5 mm uzunlugundaki tek gozlii
bogumlarin  kiiltire alinmasi ile elde
edilmistir.

2.1. In Vitro Bitkiciklerin Elde Edilmesi

Govde ve yaprak sap1 eksplantlarmin
in  vitro  rejenerasyon  kapasitelerini
belirlemek amaciyla yapilmis olan bu
aragtirmada, oOncelikle bu eksplantlarin
alimacagr in vitro Dbitkiciklerin elde
edilmesine yonelik c¢alismalar yapilmistir.
Bu amagla Kalecik karasi iizim ¢esidine ait
kis dinlenmesini tamamlamig 1 yash
dallardan hazirlanan celikler iklim odasina
alinarak su icinde siirdiiriilmiislerdir. Taze
sirglinlerden alman siirgiin  uglart ile
iizerinde tek g6z bulunduran bogumlar 1-2
damla %0,01’lik tween 20 maddesi ilave
edilmis %10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
kullanilarak 15 dakika dezenfekte edilmistir.
Dezenfeksiyon sonrasi materyaller, her biri
en az 5 dakika olmak {iizere 3 kez steril saf
su ile durulanmislardir. Dezenfeksiyon
isleminin ardindan siirgiin uglari, meristem
ile 3-4 yaprak taslagi; tek gozlii bogumlar da
yaklasik 5 mm uzunlugunda olacak sekilde
hazirlanmislardir. izole edilen bu siirgiin
uglart ve tek bogumlu mini ¢elikler,
icerisinde 10 ml 0,5 mg/l GA; (Gibberellik
asit) ve 2,5 mg/l BAP (Benzilamino purin)
ilave edilmis Murashige ve Skoog (MS)
(Murashige ve Skoog, 1962) steril besin
ortami bulunan 15x1.5 cm boyutlarindaki
cam deney tiiplerinde kiiltiire alinmislardir.
Siirglin ucglart ve bogumlu mini ¢elikler bu
ortamda 2000-2200 lux 1s1k yogunlugunda,



16 sa 1giklanma rejiminde ve 25+1°C
sicaklikta kiiltiire alinnuslardir. 1k dikim
ortammda 4  haftallk  gelismelerini
tamamlayan siirgiin u¢lart ve tek gozIli mini
celiklerin dip kisimlarindan 1-2 mm
uzunlugunda kesimler yapilarak, 0,5 mg/l
IBA (Indol butirik asit) ve 1,0 mg/l BAP
katkili MS besin ortamindan 100 ml igeren
250 ml’lik erlenlerde kiiltiire alinarak,
deneme icin yeterli sayida siirgiin olusana
kadar 4’er hafta araliklarla alt kiiltiire
alinmiglardir.  Siirgiinler yeterli biiyiikliige
ulastiktan sonra koklenmeleri igin 5 mg/l
IBA iceren MS besin ortamina transfer
edilmislerdir. Daha sonra bu in vitro
bitkiciklerden alinan gévde ve yaprak sapi
eksplantlar1  daha sonraki asamalarda
kullanilmiglardir.

2.2. Gévde ve Yaprak Sapi Eksplantlarinin
Dikimi

Strgiin ucu ve tek gozli mini
celiklerin  kiiltiiri  ile  elde  edilen
bitkiciklerden aliman goévde ve yaprak sapi
eksplantlar1 2-3 mm biiyiikligiinde kesilerek
dikime hazirlanmiglardir. Dikimde igerikleri
Cizelge 1°de goriilen MS ve NN (Nitsch ve
Nitsch, 1969) ortamlarinin BAP, zeatin, 2,4-
D (2,4, diklor fenoksi asetik asit) IBA ve
Kazein hidrolizat’l kombinasyonlar1
kullanilmigtir.  Tiim ortamlara 30 g/l
sakkaroz ve 7 g/l agar katilarak, pH 5.8’¢
ayarlanmistir. Ortamlar, otoklavda 121°C’
de ve 1 atm basingta 20 dakika siireyle
sterilize edilmistir. Dikim, gbvde ve yaprak
sapt eksplantlar1 ayr1 ayri olmak iizere her
bir petriye 25 eksplant olacak sekilde
yapilmig ve uygulama bagma 2 petri ve 50
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eksplant kullanilmistir. 9 cm ¢apindaki
petriler igerisine dikilen govde ve yaprak
sapt eksplantlar1 sicakligi 25+1°C olarak
ayarlanmig iklim odalarinda iki farkh
1siklandirma rejiminde tutulmuslardir. Bu
amacla, kiltiirlerden bir kismi karanlik, bir
kismi da giin uzunlugu 16 sa ve 151k siddeti
2000-2200 lux olarak ayarlanmis iklim
odalarinda kiiltire alinmiglardir. Besin
ortamlarindaki 4 haftalik gelismelerini
tamamlayan kiiltiirler besin igerikleri ayni
olan taze ortamlara transfer edilmislerdir.
Kiiltiir  baslangicindan 8 hafta sonra
gozlemler almmistir. Bu amagla, kallus
olusturan eksplant oram1 (%), direkt ve
indirekt adventif siirgiin olusumu (%) ile
adventif siirglinlerden bitkiye doniisiim orani
(%) belirlenmistir. Adventif siirgiinlerin tam

bitkiye doniistimlerinin saglanmasi
amaciyla, siirglinler 5 mg/l IBA igeren MS
besin ortamina transfer edilerek

koklenmeleri tesvik edilmistir.

3. Bulgular

Kalecik karasi iiziim c¢esidine ait in
vitro bitkilerden alinan yaprak sap1 ve govde
eksplantlarinin besin ortamlaria ve kiiltiire
alindiklar1 1s1klanma stirelerine ait bulgular
Cizelge’2 de sunulmustur.

Cizelge 2’de de goriildiigii tizere
kallus olusumu, adventif siirgiin olusumu ve
adventif siirgiinlerden bitkiye doniisim
orani, eksplant kaynagina, besin ortamina ve
isiklanma  kosullarina  gore  farklilik
gostermistir. GoOvde eksplantlarindan en
yiksek kallus olusum oran1 %95’lik bir
oranla MS 8 karanlik uygulamasindan elde

Cizelge 1. Govde ve Yaprak Sap1 Eksplantlarinin Dikildigi Besin Ortamlari

BESIN BAP ZEATIN 24D IBA KAZEIN AGAR SAKKAROZ
ORTAMLARI (/) (gD (gD (gl HIDROLIZAT @ o
MS/NN g g g g @ g g
1 2 - - - 7 30
2 2 - - 7 30
3 1 - 1 - 7 30
4 1 2 - 7 30
5 1 1 1 7 30
6 1 2 - 1 7 30
7 0.2 1 2.5 1 7 30
3 0.2 1 2,5 - 7 30
9 0.2 1 - 1 7 30
10 - 2 - 7 30
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edilirken, NN ortamlarinda bu oran en
yikksek  %52,08 ile NN 10 aydmlk
uygulamasindan elde edilmistir. Hem MS
2’nin hem de NN 6’nin aydinlik ve karanlik
uygulamalarindan herhangi bir kallus elde
edilememistir.  Direkt adventif siirglin
olusumu bakimindan en iyi sonu¢ %33,30
ile MS 1’in karanlik ve %13,95 ile NN 1’in
aydmlik uygulamasindan elde edilmistir.
Yine govde eksplani MS 9 karanlik
ortaminda %46,60 ile indirekt adventif

siirglin olustururken, NN ortaminda ise bu
oran en fazla %14,63 ile NN 2 aydinlik
ortamindan saglanmistir. Adventif
sirglinlerden  bitkiye  doniisim  orami
bakimindan MS 2 karanlik (%92,30) ve NN
1 aydinlik (%83,33) ortamlar1 en basaril
ortamlar olmustur. Bunun yaninda MS 5,
MS 6, MS 7, MS &, MS 10, NN 4, NN 5,
NN 6, ortamlarindan herhangi bir adventif
siirglin elde edilememistir.

Cizelge 2. Govde ve Yaprak Sapi Eksplantlarinin Farkli Biiyiimeyi Diizenleyici Madde Igeren
MS ve NN Ortamlar ile Farkli Kiiltiir Kosullarinda Gostermis Olduklart Gelisme

Durumlart
GOVDE YAPRAK SAPI
Ortam Kiltiir Kallus Adventif siirgiin Adventif Kallus Adventif siirglin Adventif
no kosullar olusturan olusumu (%) stirglinlerden | olusturan olusumu (%) stirglinlerden
eksplant Direkt | Indirekt k.).ltlfl}./.e eksplaon ! Direkt | Indirekt l.).lﬂfl}./.e
orant doniigiim orant (%) doniigiim
(%) orant (%) orant (%)
MS-1 Aydmhik 10,63 0 27,65 23,00 0 1,92 0 100
Karanlik 40,00 33,30 0 73,30 33,30 2,00 0 100
MS-2 Aydinlik 0 32,5 0 76,92 40,00 0 2,22 0
Karanlik 0 28,80 0 92,30 22,20 2,00 0 100
MS-3 Aydmhk 35,55 4,44 6,66 40,00 91,11 0 0 0
Karanlik 73,91 0 0 0 69,81 0 1,75 0
MS-4 Aydmhk 45,65 13,04 4,34 75,00 36,95 2,17 4,34 33,33
Karanlik 62,50 0 5,00 20,00 100 0 0 0
MS-5 Aydmhk 24,39 0 0 0 74,41 0 6,97 0
Karanlik 21,62 0 0 0 86,36 0 2,27 0
MS-6 Aydmhk 7,50 0 0 0 40,00 0 0 0
Karanlik 84,00 0 0 0 97,56 0 2,43 0
MS-7 Aydmhik 42,85 0 0 0 57,14 2,38 0 100
Karanlik 94,59 0 0 0 76,92 0 0 0
MS-8 Aydinlik 57,50 0 0 0 61,11 0 0 0
Karanlik 95,00 0 0 0 84,61 0 0 0
MS-9 Aydmhk 48,83 11,62 2,32 66,66 45,00 0 5,00 0
Karanlik 46,60 0 46,60 28,57 39,47 0 0 0
MS-10 Aydmhik 89,74 0 2,56 0 50,00 0 0 0
Karanlik 70,00 0 0 0 56,41 0 0 0
NN-1 Aydmlhik 4,65 13,95 0 83,33 0 2,43 2,43 50,00
Karanlik 28,20 10,25 2,25 60,00 0 0 0 0
NN 2 Aydmhk 19,51 2,43 14,63 14,28 23,80 0 0 0
Karanlik 5,00 0 10 0 23,80 0 0 0
NN -3 Aydinlik 17,07 7,31 4,87 40,00 5,12 0 0 0
Karanlik 10,00 2,50 2,50 100 7,89 2,63 0 100
NN 4 Aydinlik 28,57 0 0 0 9,75 0 0 0
Karanlhk 11,11 0 0 0 0 0 0 0
NN 5 Aydmhk 20,93 0 0 0 25,49 0 0 0
Karanlhk 2,50 0 0 0 0 0 0 0
Aydmhik 0 0 0 0 0 0 0 0
NN-6 ™ Raranlik 0 0 0 0 0 0 0 0
NN -7 Aydmlhik 6,25 8,33 2,08 60,00 0 0 0 0
Karanlik 0 0 0 0 9,52 0 0 0
NN -8 Aydmhk 15,55 0 0 0 0 0 0 0
Karanlik 8,10 2,70 0 100 0 0 0 0
NN -9 Aydmhk 22,72 6,81 0 100 0 0 0 0
Karanlik 17,07 0 0 0 0 0 0 0
NN - Aydmhk 52,08 6,25 4,16 60,00 45,00 0 0 0
10 Karanlik 6,67 0 0 0 0 0 0 0
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Yaprak sap1 eksplantinda kallus
olusturan eksplant orani bakimindan MS 6
karanlik (%97,56) ve NN 10 aydmlk
(%45,00) ortamlart basarili bulunmus olup,
NN 1, NN 6 ve NN 8 ortamlarindan ise hi¢
kallus elde edilememistir. MS 7 aydinlik ve
NN 3 karanlik ortamlar1 direkt adventif
stirglin olusumu bakimindan, MS 5 (%6,97)
ve NN 1 (%2,43) aydinlik indirekt adventif
stirgiin olusumu bakimindan diger ortamlara
gore daha yiiksek oranlarda indirekt adventif
siirgiin  olusturmast  nedeniyle basaril
bulunmustur. MS 1 aydinlik-karanlik, MS 2
karanlik, MS 7 aydmlik ve NN 3 karanlik
ortamlarinda %100’liikk bir oranla adventif
stirgiinlerin bitkiye donisiimii
gerceklesmistir. Bunun yani sira NN 2, NN
4, NN 5, NN 6, NN 7, NN 8, NN 9 ve NN
10 ortamlarinda hi¢ adventif siirgiin
olugmamustir.

Eksplant tipinin kallus olusturan
eksplant orani, direkt ve indirekt adventif
sirglin ~ olusum  oran1 ile  adventif
siirglinlerden  bitkiye doniisiim oranlart
iizerine etkilerinin de incelendigi
aragtirmada, kallus olusturan eksplant orani
bakimindan en iyi sonu¢ %32,82 ile yaprak
sap1 eksplantindan elde edilirken, direkt ve
indirekt adventif siirgiin olusumu ile
adventif siirgiinlerden bitkiye doniisim
oraninin ise en fazla gdévde eksplantinda
oldugu gozlenmistir (Sekil 1).

Kiiltiir siiresince yapilan incelemeler
sonucunda, besin ortamlarinin (MS ve NN)
kallus olusturan eksplant orani, direkt ve
indirekt adventif siirgiin olusum orani

35 - 32,82
w0 —
25 4
20

14,58
15 1

10 -

,39 0,69

Yaprak sap1
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adventif siirgiinlerden bitkiye doniisiim orani
tizerine etkileri Sekil 2 ve 3’de sunulmustur.
Buna gore, MS besin ortamlar1 kallus
olugturan  eksplant orani  bakimindan
incelendiginde en iyi sonu¢ MS 8§
ortamindan elde edilmistir. Direkt adventif
stirglin olusumu bakimindan MS 2, indirekt
adventif siirgiin olusumu bakimindan MS 9,
adventif siirglinlerden bitkiye doniisiim orani
ise MS 1 basarili bulunmustur. Temel besin
ortami olarak NN’in kullanildigi besin
ortamlarinda ise (%25,94) NN 10 ortaminda
en fazla kallus olusumu gozlemlenirken,
direkt adventif siirglin olusumu en fazla NN
1 de, indirekt adventif siirgiin olusumu NN 2
den saglanmigtir. NN 6 ortami ise incelenen
kriterler bakimindan higbir gelismenin elde
edilmedigi ortam olarak tespit edilmistir.
Adventif silirgiinlerden bitkiye doniisim
orani ise NN 3 ortaminda en yiiksek sonucu
vermistir.

Tamamen karanlik kosullar ile giin
uzunlugu 16 sa ve 1giklanma siddeti 2000-
2200 lux olan aydmlik kosullarda kiiltiire
alman eksplantlarda, arastirmada incelenen
kriterler bakimindan elde edilen sonuglar
Sekil 4’de sunulmustur. Buna gore kallus
olusturan eksplant oran1 en fazla %34,62 ile
siirekli karanlik kosullarda kiiltiir edilen
eksplantlardan elde edilmistir. Direkt ve
indirekt adventif siirgiin olusum orani ile
adventif siirglinlerden bitkiye doniisiim orani
bakimindan ise 16 sa aydinlik 8 sa karanlik
kosullarda kiiltiir edilen eksplantlarin daha
yiiksek oranlar gosterdigi  saptanmuistir.

B Kallus olusturan eksplant orani

Direkt adventif siirgiin olusum orani

@ Indirekt adventif siirgiin olusum orani

B Adventif siirgiinlerden bitkiye doniisiim orani

Sekil 1. Eksplant Tipinin Kallus Olusturan Eksplant Orani, Direkt ve Indirekt Adventif Siirgiin
Olusum Orani ile Adventif Siirgiinlerden Bitkiye Déniisiim Oranlar1 Uzerine Etkileri
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® Kallus olusturan eksplant orani
Direkt adventif siirgiin olusum orani
@ Indirekt adventif siirgiin olusum orani

@ Adventif siirgiinlerden bitkiye doniisiim orant
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Sekil 2. MS Besin Ortamlarinin Kallus Olusturan Eksplant Orani, Direkt ve Indirekt Adventif
Siirgtin Olugum Orami ile Adventif Siirgiinlerden Bitkiye Doniisgiim Oranmi Uzerine

Etkileri
& Kallus olusturan eksplant orant
70 A Direkt adventif siirgiin olusum orani
& Indirekt adventif siirgiin olusum orani
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@ Adventif siirgiinlerden bitkiye doniisiim orani
50 A
40
3
7 9 3
7
20 A
b
— [
108 ¢
. g ﬁ
N ]
7 e
04 B : e beeed

N v < > 5 © A % 9 Q
R R
Sekil 3. NN Besin Ortamlarinin Kallus Olusturan Eksplant Orani, Direkt ve Indirekt Adventif

Siirgiin Olusum Orani ile Adventif Siirgiinlerden Bitkiye Déniisiim Oram1 Uzerine
Etkileri
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B Kallus olusturan eksplant orani
Direkt adventif siirgiin olusum orani

& Indirekt adventif siirgiin olusum orani

B Adventif siirgiinlerden bitkiye doniisiim oran1

Sekil 4. Isiklanma Rejimlerinin Kallus Olusturan Eksplant Orani, Direkt ve Indirekt Afiventif
Sitirgtin Olugum Orani ile Adventif Siirgiinlerden Bitkiye Doniigiim Oram1 Uzerine

Etkisi
4. Tartisma ve Sonug¢

Asmada farkli eksplantlarin in vitro
rejenerasyonlarinin  belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen bu aragtirmada, bitkisel
materyal olarak Kalecik karasi saraplik
liziim ¢esidine ait in vitro bitkilerden elde
edilen yaprak sapi1 ve gdévde eksplantlar
kullanilmigtir.  Arastirma, eksplant tipleri,
besin ortamlari, biiylimeyi diizenleyici
maddelerin tip ve konsantrasyonu ile kiiltiir
kosullarinin, in vitro’da kallus olusturan
eksplant orani, adventif siirgin olusum
oranlar1 ve adventif siirgiinlerden bitkiye

donlisim  oranlar1  lizerine  etkilerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.
Arastirmada  incelenen  kriterlerin

eksplant tiplerine gore biiylik oOlglide
degisiklikler gosterdigi tespit edilmistir.
Kiiltiire alinan eksplant tipine gore in
vitro’da elde edilen bagarinin degistigi daha
once bu alanda yapilan aragtirmalar ile de
belirlenmistir (Stamp ve ark., 1990a; Mhatre
ve ark., 2000; Goktirk Baydar ve Cetin,
2003;  Jayasankar ve ark., 2003).
Arastirmada kallus olusturan eksplant orani
bakimindan en yiiksek degerler yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilirken; Cheng ve
Reisch (1989), Goktiirk Baydar (2000), Gok
Tangolar (2002) ve Goktirk Baydar ve
Cetin (2003) tarafindan yapilan
aragtirmalarda da yaprak sap1 eksplantlarinin
yaprak ayalarina gore daha basarili sonuglar

verdigi tespit edilmistir. Diger taraftan,
direkt ve indirekt adventif olusumu ve
adventif siirgiinlerden bitkiye doniisiim orani
bakimindan gdévde eksplantlarinin daha iyi
sonuglar verdigi saptanmugtir.

Eksplant  tiplerinin  yam  sira
eksplantlarin  alindiklar1 ana  bitkilerin
yetistikleri ortam sartlar1 da eksplantlarin in
vitro  rejenerasyon kapasiteleri {izerine
oldukea etkili olmaktadir. /n vitro’da yetigsen
bitkilerden alinan eksplantlarin ¢ok daha
basarili olduklarimin belirlenmesi iizerine,
arastirmada kontrollii kosullarda yetisen
bitkilerden alinan eksplantlar kullanilmistir.
Nitekim in vivo ve in vitro’da yetistirilen
bitkiciklerden alinan eksplantlar1 kullanan
Clog ve ark. (1990) da in vitro’da yetistirilen
bitkiciklerden alinan eksplantlarin in vitro
kosullarda daha 1iyi rejenere oldugunu
belirtmis ve bunun nedeninin de in vivo’da
yetigtirilen bitkilerden alinan eksplantlarin
ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmasi ve
doku zararlanmasindan
kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Benzer
sonuglar, Gok Tangolar (2002) tarafindan da
tespit edilmistir.

Besin ortamlar1 ve besin ortamlarina
katilan biiylimeyi diizenleyici maddelerin tip
ve konsantrasyonlarinin yaprak sap1 ve
govde eksplantlarinin in vitro rejenerasyon
yeteneklerine olan etkilerinin de incelendigi
aragtirmada, elde edilen bulgularin besin
ortamlarina  ve  kullanilan  biiylime
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diizenleyici madde tip ve
konsantrasyonlarina gore degistigi

belirlenmistir. Bu amagla MS ve NN olmak
tizere iki farkli temel besin ortaminin her biri
icin 10’ar tane olmak iizere farkli tip ve
konsantrasyonda  biiyiimeyi  diizenleyici
madde iceren toplam 20 farkli besin ortami
kullanilmistir. Arastirma sonucunda
eksplantlarin gelisme durumlari, kullanilan
besin ortamlarina gore degismistir. Eksplant

tiplerine  gére  degismekle  birlikte,
eksplantlar  kiiltlire  alindiklar1  bazi
ortamlarda herhangi bir gelisme

gosteremezken, bazi ortamlarda ise dikimi
takip eden ilk 20 giin icerisinde kuruyarak
canliliklarini yitirmislerdir. Diger taraftan
canliliklarini siirdiiren eksplantlarda ise, 4
haftalik gelisme sonunda adventif siirgiin ya
da kallus olusumu gozlenmistir. Besin
ortamlarinin igerigine gore elde edilen
kalluslarin renk, yap1 ve goriiniislerinde de
farkliliklar oldugu gozlenmistir. Kallus
olusturan eksplant orani ile adventif siirglin
olusum orani bakimindan MS besin ortami
daha iyi sonug vermistir. Benzer sekilde Gok
Tangolar (2002), adventif goéz olusumu
tizerine MS besin ortammin NN ve BS5
ortamlarina gbére daha basarili sonuglar
verdigini tespit etmistir. Kullanilan besin
ortamlarinin  in  vitro kiiltiirde sonucu
etkileyen en oOnemli faktorlerden birisi
oldugu daha 6nce Matsuta ve Hirabayashi
(1989), Goktirk Baydar (2000), Goktiirk
Baydar ve Cetin (2003) ve Bayir ve ark.
(2004) tarafindan da belirtilmistir.

Besin ortamlart igerisine konulan
biiyiimeyi diizenleyici maddelerin tip ve
konsantrasyonlar1 da kiiltiiriin  basarisini
etkileyen faktorler igerisinde yer almaktadir.
Bu calismada BAP, 2,4-D, zeatin, kazein
hidrolizat ve IBA’nin farkl
konsantrasyonlart  denenmis olup, bu
maddelerin eksplantlarin geligimi iizerine
etkilerinin  olduk¢a  degisken  oldugu
belirlenmistir. Ornegin kallus olusum orani
bakimindan BAP ve 2,4-D iceren 4 no’lu
MS ortamu ile yalnizca zeatin igeren 2 no’lu
NN ortami iyi sonuglar verirken, adventif
siirgiin olusumu bakimindan en iyi sonuglar
yalnizca zeatin igeren 2 no’lu MS ile BAP,
2,4-D ve kazein hidrolizat iceren 9 no’lu MS
ortamindan ve yalnizca BAP iceren 1 no’lu
NN ortamindan elde edilmistir. Biiylimeyi
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diizenleyici maddelerin eksplantlarin in vitro
geligmelerine olan etkileri {izerine arastirma
yapan Goebel Tourand ve ark. (1993)
caligmalarinda zeatin ve BAP’in embriyo
morfolojisinin gelismesini tesvik ettigini,
aynt zamanda bu maddelerin anormal
olusum oranin1 artirdigimi  ve Dbitkiye
doniisiim oranimin artmasinda da etkisiz
oldugunu belirlemislerdir. Yine bir diger
arastirmada Stamp ve ark. (1990b), adventif
stirglin olusumu bakimindan en iyi sonuglari
2 mg/l BAP igeren ortamlardan elde
edildigini  belirlemiglerdir. Matsuta ve
Hirabayashi (1989), Perrin ve ark. (2001),
Martinelli ve ark. (2003), Leal ve ark.
(2004), Morgana ve ark. (2004) ile Carimi
ve ark. (2005) da arastirmalarinda farkh
biliyiimeyi diizenleyici maddeler iceren besin
ortamlarint  kullanmiglar, bu maddelerin
eksplantlarin in vitro gelismelerinde oldukca
onemli olduklarin1 ve kiiltiirde eksplant
gelisimlerinin =~ yoniinii  belirlediklerini
vurgulamislardir.

Aragtirmada karanlik ve aydinlik
olmak iizere farkli iki kiltir kosulu
denenmistir. Direkt ve indirekt adventif
stirgiin olusum orani bakimindan aydinlikta
kiiltiire alinan eksplantlarda daha yiiksek
sonuglar elde edilirken, kallus olusturan
eksplant oram1 bakimidan ise karanlik
kosullar daha olumlu olup, benzer sekilde
GOk Tangolar (2002) da 41 B asma anacina
ait yaprak sapi eksplantlarindan en yiiksek
kallus  olusturan  eksplant  oranlarini
karanlikta kiiltiire aldiklar1 eksplantlardan
elde ettiklerini belirtmistir.

Asmada farkli eksplantlarin in vitro
rejenerasyon yeteneklerinin  belirlenmesi
iizerine gerceklestirilen bu proje sonucunda
eksplant tipi, besin ortamlari ve bu ortamlara
ilave  edilen  biliylimeyi  diizenleyici
maddelerin tip ve konsantrasyonlarn ile
kiiltiir kosullarina bagl olmak {izere kallus
olusumu ile direkt ve indirekt olmak tizere
adventif silirglin  olusumu gozlenmistir.
Arastirmamizda adventif siirglin gelisimi ile
bitki olusumu gerceklesmis olup, bu tip
rejenerasyon da  molekiiller  genetik
metotlarinin 1slah ¢alismalarinda basarili bir
sekilde uygulanabilmesi bakimindan Gnem
tasimaktadir. Ciinkii bu calismalarda basari
her seyden oOnce 1slah materyali olarak
kullanilan bu bitki pargaciklarinin in vitro



kosullarda tam bitkiye doniistimlerinin
saglanmasi ile miimkiin olabilmektedir.
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