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Ozet: Bu calismada, domates M-28 hibrit cesidinde kallus olusumu ve siirgiin
olusumu Ttzerine cesitli bitki bliyiime diizenleyicilerinin ve Kkiiltiir kosullarinin
etkisi arastirllmistir. Tohumlar yar1 kuvvette (%) Murashige-Skoog (MS)
ortaminda ¢imlendirilmis ve 10 giinliik steril fidelerin kotiledon yapraklari (5x5
mm) ve hipokotilleri (5 mm) farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda bitki
bliylime diizenleyicileri iceren semi-solid MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kallus
olusumu ve gelisimi bakimindan en iyi sonucu, her iki eksplantta (kotiledon ve
hipokotil) ve her iki kiltiir kosulunda (16 saat aydinlik-8 saat karanlik olarak
fotoperiyodik kosul ve 25 giin karanlig takiben fotoperiyodik kosul), MS ortamina
1 mg/l1 BAP+1 mg/1 NAA ilavesi vermistir (%100 kallus olusumu). Adventif siirgiin
olusumu bakimindan, karanlig1 takiben fotoperiyodik kosulda, 2 mg/l Kin+0.2
mg/l 1AA, sadece 2 mg/l BAP ve sadece 3 mg/l TDZ ilaveli ortamlarda her iki
eksplantta da en iyi sonuglar alinmistir (siirgiin veren eksplant oran1 %72 ile
%100'diir). Eksplant basina diisen en yiiksek siirgiin sayisit (17.30£5.72 adet),
kotiledon eksplantlarinin TDZ'li ortamda karanlig1 takiben fotoperiyodik kosuldaki
kiltiirlerinden elde edilmistir. En yiiksek adventif siirgiin boyu (33.00+£0.57 mm)
ve strgiindeki yaprak sayis1 (3.00+0.00 adet) ise hipokotil eksplantlarinin 1 mg/1
BAP+1 mg/l NAA ilaveli ortamda fotoperiyodik kosuldaki kiiltiirlerinde tespit
edilmistir.

In Vitro Callus Formation and Shoot Regeneration from Hypocotyl and Cotyledon
Explants of Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.)
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Abstract: In this study, the effects of various plant growth regulators and culture
conditions on the callus induction and shoot regeneration in M-28 hybrid cultivar
of tomato have been evaluated. The seeds were germinated in half strength (%)
Murashige-Skoog (MS) medium and the cotyledon (5x5 mm) and hypocotyl (5
mm) segments of the 10 day old seedlings were cultured on semi-solide MS
medium containing different concentrations and combinations of plant growth
regulators. The best result on callus formation, both explants (cotyledon and
hypocotyl) and both culture conditions (photoperiodic condition at 16 hours light-
8 hours dark ve 25 days dark condition after photoperiodic condition), was found
MS medium supplemented with 1 mg/l BAP+1 mg/1 NAA (%100 callus formation).
At the adventitious shoot induction, under dark condition after photoperiodic
condition, the best results were obtained from MS medium supplemented with 2
mg/l Kin+0.2 mg/1 [AA, only 2 mg/1 BAP and only 3 mg/l TDZ and both explants
(regenerated explant from %72 to %100). The highest number of shoots
regenerated per explant (17.30+5.72 number), was found under dark condition
after photoperiodic condition at MS medium supplemented with TDZ of cotyledon
explants. The highest adventitious shoot length (33.00£0.57 mm) and the number
of leaf in shoot (3.00£0.00 number) were obtained at MS supplemented with 1
mg/l BAP+1 mg/1 NAA of hypocotyl explants and photoperiodic conditions.
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1. Giris

Solanaceae  familyasina ait olan domates
(Lycopersicon esculentum Mill.), sebze olarak tiiketimi
yliksek olan onemli kiltir bitkilerinden biridir.
Bilindigi gibi bitkilerin in vitro ¢ogaltiminda ve
1slahinda farkli bitki doku kiiltiirii tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Bitki doku kiltirleri,
mikrogogaltim, hastaliksiz bitki Uretimi, sentetik
tohum tiretimi, sekonder metabolit liretimi, somatik
hiicre melezlemeleri, haploid bitki liretimi, in vitro
germplazm muhafazasy, somaklonal varyasyon,
genetik  transformasyon ve uygun cesitleri
gelistirmek gibi farkl biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaktadir (Babaoglu vd., 2001). Domateste de
amaca gore cesitli doku kiltiri ¢alismalar
yapimaktadir.  Doku  kiiltirlerinin  uygulama
alanlarindan biri de genetik miithendisligi ¢alismalar
ile bitkilere gen veya genlerin aktarilmasidir.
Domates, dikotil bitkiler icerisinde tarimsal olarak
onemli genlerin aktariminda model bitki olarak kabul
edilmektedir. Genetik transformasyonlarin
basarisinda ilk adim, o bitki tiirtine uygun in vitro
kiiltiir sisteminin gelistirilmesidir. Bu nedenle in vitro
kiiltiir tekniklerinin o bitki tiirii veya belli genotip
icin optimize edilmesi ©nemlidir. Bitki doku
kiiltirlerinde basarili uygulamalar, optimal kiltiir
kosullarinin kurulmasinin yani sira etkili kiltiir
sistemlerinin de olusturulmasina baghdir (Rashid ve
Bal, 2010; Osman vd., 2010). Baz1 bitki tiirlerinde
veya bir tiiriin belli genotiplerinde, in vitro siirgiin ve
bitki olusumunu basarmak zor olabilmektedir.
Bugiine kadar doku kiiltiirii calismalari ile domateste
organogenezis ve siirgiin rejenerasyonu lizerine ¢ok

sayida arastirma  yapimistir.  Rejenerasyonu,
kullanilan genotip ve eksplant tipi, bitki biiyiime
diizenleyicilerin farkl kombinasyon ve
konsantrasyonlari, besin ortaminin pH’st ve

inkiibasyon kosullari, temel ortam kompozisyonunun
yani sira, jellestirici ajan, 151k yogunlugu ve kalitesi,
fotoperiyot, sicaklik ve kullanilan kiiltiir kabi gibi bir
¢ok faktorin etkiledigi cok sayidaki arastirma ile
belirlenmistir (El-Bakry, 2002; Gubis vd. 2004;
Sheeja vd., 2004; Bhatia ve Ashwath, 2005; Bhatia vd.,
2005; Ishag vd. 2009; Mohamed vd., 2010; Osman
vd., 2010; Rashid ve Bal, 2010).

Domateste, farkli eksplant kaynaklarindan siirgiin
elde edilmesi, sitokinin ve oksinlerin farkl
kombinasyonlar1 ile basarilmistir (Mohamed vd.,
2010). Domateste 1 mg/l Zeatin+l mg/l [AA
kullanimi hipokotilden siirgiin rejenerasyonunda
basarili sonuglar vermistir (Chaudhry vd., 2010). In
vitro Kkiiltiirlerde morfogenezis icin kuvvetli bir
biyodiizenleyici olan thidiazuran (TDZ)'nin, yalniz ya
da diger biiyime diizenleyicileri ile birlikte
kullanilmasinin, pek ¢ok bitki tiiriinde strgiin
olusumu ve somatik embriyogenezisi olumlu yénde
etkiledigi belirlenmistir (Osman vd., 2010).
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Bu c¢alisma, domateste tuz stresi konusunda
yuritiilecek in vitro ¢alismalar1 planlamak {lizere M-
28  hibrit cesidine ait kotiledon ve hipokotil
eksplantlarindan, farkli oksin ve  sitokinin
kombinasyonlarinin, kallus olusumu ve/veya siirgiin
olusumuna etkisi hem fotoperiyodik kosulda hem de
karanhgi takiben fotoperiyodik kosullarda
belirlenmesi amaci ile gerceklestirilmistir

2. Materyal ve Metot

Bu arastirmada bitkisel materyal olarak domates
(Lycopersicon esculentum Mill.) M-28 hibrit c¢esidi
kullanilmistir ve tohumlar, Agrotek Tohumculuk
Tarim Sanayi ve Ticaret Limitet Sirketi'nden
saglanmistir. Yiizeysel sterilizasyon icin tohumlar,
%2.25’lik sodyum hipoklorit (NaOCl)'te 5 dakika
bekletildikten sonra 3 kez steril distile sudan
gecirilmistir (Yokas vd., 2008). Yiizey sterilizasyonu
yapilan tohumlar, 20 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ilaveli
yar1 kuvvetteki Murashige-Skoog (1962) (% MS)
ortaminda c¢imlendirilmis ve steril fideler elde
edilmistir. 10 giinliik steril fidelerin kotiledon (5x5
mm) ve hipokotil (5 mm) eksplantlar1 farkl
konsantrasyon ve kombinasyonlarda bitki biliyiime
diizenleyicilerini iceren MS besin ortaminda kiiltiire
alinmistir. Bunlar: Bitki biiylime diizenleyicisi ilave
edilmemis MS ortami (kontrol); 2 mg/l kinetin
(Kin)+0.4 mg/] a-naftelen asetik asit (NAA) ilaveli MS
ortami; 2 mg/l Kin+0.2 mg/1 indol-3-asetik asit (IAA)
ilaveli MS ortami;; 1 mg/l 6-benzil amino piirin
(BAP)+1 mg/1 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)
ilaveli MS ortami; 1 mg/l BAP+1 mg/1 NAA ilaveli MS
ortami; 2 mg/l BAP ilaveli MS ortami; 3 mg/l
thidiazuran (TDZ) ilaveli MS ortamidir. Ortamlara 30
g/1 sakkaroz eklenerek pH 5.8'e ayarlanmis ve 7 g/1
agar ilave edilmistir. Besin ortaminin sterilizasyonu
15 dakikada, 121 °C ve 1.5 atm basin¢taki otoklavda
yapilmistir. Eksplantlarin kiiltiire alinmasini takiben
kiiltiir kaplarinin bir kismi 16 saat aydinlik-8 saat
karanlik olmak {iizere fotoperiyodik kosulda, diger
kismi 25 giinliik karanliktan sonra ayni sekilde
diizenlenmis fotoperiyodik kosuldaki kiiltiir odasinda
bekletilmistir. Kiltiir odas1 sicaklign 25°2C+2 ve
aydinlanma 45 pE/m?/s olarak ayarlanmistir.

45 giinlik kiltir siiresinin sonunda kiiltiirler
kaplardan cikarilarak kallus Kkitlelerinin yas ve kuru
agirhiklar1 (mg), eksplant basina ortalama siirgiin
sayisi (adet/eksplant), ortalama siirgin boyu (mm)
ve slrgiindeki yaprak sayis1 (adet/slrgiin)
belirlenmistir.  Ayrica  kallustaki meristematik
bélgeler, Mugla Sitki Kocman Universitesi, Arastirma
Laboratuar1  Merkezi'nde  Scanning  Elektron
Mikroskobu (SEM) ile goriintilenmistir. Elde edilen
veriler ~ farkli  bitki biiyiime diizenleyicileri
kombinasyonlari ve kiiltiir kosullarina gére SPSS 14.0
paket programinda parametrik testlerden ANOVA ve
One Sample T-Testi ile degerlendirilmistir.
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[statistiksel olarak ortalamalar arasmdaki anlaml
farklilik P<0.05 diizeyinde belirlenmistir.

3. Arastirma Bulgulari

3.1. Eksplantlardan Kallus ve Adventif Siirgiin
Olusumu

Fotoperiyodik kosuldaki Kkiiltiirlerde; kotiledon
eksplantlarindan Kin+IAA ilaveli ortam hari¢ bitki
biiytime diizenleyicileri ilaveli diger ortamlarda ve
kontrolde (bitki biliyiime diizenleyicisi ilavesiz MS
ortami) kallus olusumu gozlenmistir. Kontrolde %10
gibi disik bir kallus olusumu goériliirken 1 mg/l
BAP+1 mg/1 2,4-D ve 1 mg/l1 BAP+1 mg/l NAA ilaveli
ortamlarda %100 olmustur. Ayni kosullarda hipokotil
eksplantlarindan da 1 mg/1 BAP+1 mg/l NAA ilaveli
MS ortaminda %100 kallus olusumu gozlenmis,
kontrolde ise kotiledon eksplantina gore daha yiiksek
(%33) bir kallus olusumu saptanmistir. Her iki
eksplantta da NAA ilaveli kombinasyonlarda kallus
olusumu yiiksek bulunmus ayrica, BAP+2,4-D ilavesi
de kallus olusumu ig¢in iyi sonu¢ vermistir (Tablo 1).
Her iki eksplant tipinde de kallus olusumunun
kontrole gore yiliksek olmas1 istatistiksel olarak
6nemli bulunmustur.

Kiltiirlerde kallus olusumunun yani sira kok olusumu
da gozlenmistir. Fotoperiyodik kosulda, kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinda NAA ilaveli ortamlarda kok
olusumu ytiksek oranlarda gerceklesmis olup (%90-
100) kontrole gore ortama NAA kombinasyonlarinin
ilavesi kok olusumu tzerine istatistiksel olarak
onemli fark olusturmustur. BAP+2,4-D ilaveli
ortamda gelisen Kkalluslarda ise kok olusumu
gozlenmemistir (Tablo 1).

Domateste siirgiin olusumunda basar1 oranmi bitki
biiylime diizenleyicilerinin kullanimi basta olmak
tizere diger pek c¢ok faktére baghh olarak
degismektedir. Bu calismada kotiledon
eksplantlarinda, 1 mg/l BAP+1 mg/l NAA, tek basina
2 mg/1 BAP ve 3 mg/l1 TDZ ilaveli ortamlarda adventif
stirgiinler gozlenirken diger ortamlarda
gozlenmemistir. Buna karsilik hipokotil eksplantinda
ise 1 mg/l BAP+1 mg/] 2,4-D kombinasyonu disinda,
kontrol de dahil tim ortamlarda strgiinler
gozlenmistir (Tablo 1). Kotiledon eksplantinda BAP
(BAP+NAA ve BAP) ve TDZ ilaveli ortamlarda
kontrole gore istatistiki olarak dnemli fark olmustur.
Hipokotil eksplantlarinda da, sadece BAP ve sadece
TDZ ilaveli ortamlardaki siirgiin olusumu kontrole
gore istatistiksel olarak o6nemli bulunmustur. Elde
edilen verilerden siirgiin olusumu Uuzerine BAP ve
TDZ'nin etkisi acik olarak goriilmiistiir. Kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek siirgiin olusum
orani, TDZ ilaveli ortamda tespit edilmistir (kotiledon
eksplantinda %58 ve hipokotil eksplantinda %73)
(Tablo 1). Adventif siirgiin olusumu ig¢in sitokinin
grubu hormonlarin gerekliligi bilinmektedir ve
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calismamizda da besin ortamina tek basina 3 mg/l
TDZ ilavesinin olumlu etkisi gozlenmistir. Her iki
eksplantin kiiltiirtinde kallus olusumu ve gelisiminde
iyi sonug veren 1 mg/l BAP+1 mg/1 NAA ilaveli besin
ortaminda ise siirgiin olusumunun diisiik oldugu
tespit edilmistir.

25 giin karanlhig takiben fotoperiyodik kosuldaki
kiiltiirlerde; kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan,
kontrol harig, bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli tim
ortamlarda kallus olusumu go6zlenmistir. Her iki
eksplantin  kiiltiirlerinde, Kinetin (Kin+NAA ve
Kin+IAA) ve BAP ilaveli (BAP+2,4-D ve BAP+NAA)
ortamlarda %100 kallus olusumu tespit edilmistir
(Tablo 2). Fotoperiyodik kosullarda kontrolde kallus
olusumu gozlenmesine ragmen, karanlifi takiben
fotoperiyodik kosulda kontrolde kallus olusumu
gozlenmemis, sadece kok olusumu gozlenmistir.
Fotoperiyodik kosulda tutulan kiiltlirlerde oldugu
gibi karanlig1 takiben fotoperiyodik kosulda da NAA'Ih
kombinasyonlarda her iki eksplantta kallus
olusumunun yani sira kdk olusumu da yiiksek
bulunmustur (Tablo 2). Her iki eksplantin kiltiiriinde
de, BAP+2,4-D ve TDZ ilaveli ortamlar haricinde,
kontrol de dahil diger ortamlarda kok olusumu
gozlenmistir.

Karanlhigi takiben fotoperiyodik kosulun siirgiin
olusumuna olumlu etkisi her iki eksplantin
kiltirinde de gozlenmistir (Tablo 2). Kotiledon
eksplantinda, sadece 2 mg/1 Kin+0.2 mg/1 IAA, 1 mg/1
BAP+1 mg/1 NAA, 2 mg/1 BAP ve 3 mg/l TDZ ilaveli
ortamda siirglin olusumu gozlenirken; hipokotil
eksplantlarinda kontrol ve 1 mg/1 BAP+1 mg/1 2,4-D
ilaveli MS ortami haric¢ diger tiim ortamlarda adventif
stirglinler gozlenmistir. Her iki eksplantta da kontrole
gore sirgin olusumunu arttiran bitki blyiime
diizenleyicilerinin MS ortamina ilavesi istatistiksel
olarak 6nemli olmustur. Kotiledon eksplantlarinda,
en yiliksek siirgiin olusumu %100 olarak 2 mg/l
Kin+0.2 mg/l IAA ve sadece 2 mg/l BAP ilaveli MS
ortamlarinda gozlenmistir. Hipokotil eksplantlarinda
en ylksek silirgiin olusumu 3 mg/l TDZ ilaveli
ortamda gozlenmistir (%93), bunu 2 mg/l Kin+ 0.2
mg/l 1AA ilaveli ortamdaki kiltir izlemistir (%90)
(Tablo 2).
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Tablo 1. Cesitli bitki biiylime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve fotoperiyodik kosuldaki kiiltiirlerde
kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan kallus, kok ve siirgiin olusumu (%)

Fotoperiyodik Kosul
Bitki Biiyiime Kotiledon Hipokotil
Diizenleyicileri Kallus Kok Siirgiin Kallus Kok Siirgiin
olusumu olusumu olusumu olusumu olusumu olusumu
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Kontrol 10 41 0 33 29 29
Kin+NAA 93* 100* 0 95* 100* 20
Kin+IAA 0 0 0 38 14 19
BAP+2,4-D 100* 0 0 89* 0 0
BAP+NAA 100* 90* 10* 100* 100* 5
BAP 30* 8 41* 62* 19 65*
TDZ 83* 0 58* 60* 0 73*

* Aymi situndaki degerler bakimindan, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli ortamlarin kontrole gore istatistiksel farkliligini

gostermektedir (P<0.05).

Tablo 2. Cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve karanlig: takiben fotoperiyodik
kosuldaki kiiltiirlerde kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan kallus, kok ve siirgiin olusumu (%)

Karanlig1 Takiben Fotoperiyodik Kogul

S Kotiledon Hipokotil
Bitki Biiyiime - —— - —
. o Kallus Kék Siirgiin Kallus Kék Siirgiin
Diizenleyicileri
olusumu olusumu olusumu olusumu olusumu olusumu
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Kontrol 0 83 0 0 64 0
Kin+NAA 100* 100 0 100* 88* 53*
Kin+IAA 100* 81 100* 100* 82* 90*
BAP+2,4-D 100* 0 0 100* 0 0
BAP+NAA 100* 100 8* 100* 94* 29*
BAP 100* 36 100* 45% 18 72%
TDZ 83* 0 91* 28* 0 93*

* Aym siitundaki degerler bakimindan, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli ortamlarin kontrole gore istatistiksel farkliligini géstermektedir

(P<0.05).

3.2. Kallus Agirhig:

Fotoperiyodik kosulda tutulan Kiiltiirlerde; 45
giinlik kiltir sonunda kallus yas agirliklar
belirlenmis ve en yiiksek kallus yas agirligi her iki
eksplantin  kiiltiriinde hem koék hem siirgiin
olusumunun goériildigi 1 mg/l BAP+1 mg/l NAA
ilaveli besin ortaminda belirlenmistir (Tablo 3), (Sekil
1a). Kallus olusumunun yiiksek oldugu ortamlarda
kallus gelisiminin de iyi oldugu ilgili verilerin
bulundugu tablolardan agik¢a goriilmektedir. Her iki
eksplant tipinde de, 2 mg/1 Kin+0.4 mg/1 NAA, 1 mg/]
BAP+1 mg/1 2,4-D ve 1 mg/1 BAP+1 mg/l NAA ilaveli
ortamlardaki kallus yas agirliklar1 kontrole gore
istatistiki olarak énemli bulunmustur.

Kallus olusumunun yani sira gelisen kalluslarin renk
ve dokusu incelenmis, fotoperiyodik kosulda gelisen
kalluslarin yesil renkli oldugu; 1 mg/l BAP+1 mg/l
NAA ilaveli besin ortaminda gelisen yesil kalluslarin
siki dokulu; 1 mg/1 BAP+1 mg/1 2,4-D ilaveli ortamda
gelisenlerin ise sulu dokulu oldugu belirlenmistir.

Karanligi takiben fotoperiyodik kogsuldaki
kiiltiirlerde de; 45 giinliik kiiltiir sonunda kallus yas
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ve kuru agirliklari belirlenmis ve her iki eksplantta en
yuksek kallus yas ve kuru agirliklar1 1 mg/l BAP+1
mg/l NAA ilaveli ortamda tespit edilmistir. Besin
ortamina ilave edilen bitki biiylime diizenleyicilerinin
kallus yas ve kuru agirligina etkisi, istatistiki olarak
6nemli bulunmustur (Tablo 4).
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Tablo 3. Cesitli bitki biiylime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve fotoperiyodik kosuldaki kiiltiirlerde
kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarin yas ve kuru agirliklari

Fotoperiyodik Kosul
Kotiledon Hipokotil
Bitki Biiyiime
Diizenleyicileri Kallus yas Kallus kuru Kallus yas Kallus kuru
agirhiga agirhiga agirhiga agirhiga
(mg/eksplant)2  (mg/eksplant)a (mg/eksplant)2  (mg/eksplant)2

Kontrol 110%10 16.24+1.63 140%20 16.70%2.59
Kin+NAA 670+100* 40.35+6.13* 570+60* 44.70+£4.37*
Kin+IAA 0+0 0.00+0.00 100£10 15.00+2.52
BAP+2,4-D 790+90* 54.61+5.68* 500+70* 35.53+4.93*
BAP+NAA 1270+110* 89.44+6.56* 1060+80* 78.38+5.91*
BAP 210+30 25.73+3.77 38070 45.37+7.46*
TDZ 400£90 40.65+7.52* 330100 28.87+7.85

a Degerler ortalama+standart hatadir.
* Ayni siitundaki degerler bakimindan, farkh bitki biiylime diizenleyicileri ilaveli ortamlarin kontrole gore istatistiksel farkliligim
gostermektedir (P<0.05).

Tablo 4. Cesitli bitki biiylime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve karanligi takiben fotoperiyodik kosuldaki
kiiltlirlerde kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan gelisen kalluslarin yas ve kuru agirliklar

Karanhgi Takiben Fotoperiyodik Kosul

Kotiledon Hipokaotil

Bitki Blylme
Duzenleyicileri Kallus kuru
agirhg

(mg/eksplant)?

Kallus kuru
agirhgi
(mg/eksplant)?

Kallus yas agirhg:
(mg/eksplant)?

Kallus yas agirhg:
(mg/eksplant)?

Kontrol 0+0 0.00+0.00 0+0 00.00+0.00
Kin+tNAA 880+90* 57.21+5.38* 920+130* 56.00+7.42*
Kin+lAA 420+40* 43.78+4.17* 350+40* 35.03+0.36*

BAP+2,4-D 610+£30* 43.48+2.35* 690£70* 41.48+4.82*

BAP+NAA 1180+90* 75.79+5.15* 1300+80* 79.35+£5.37*
BAP 550+30* 57.08+3.53* 150+30 14.85+3.45
TDZ 580+90* 54.41+7.11* 7010 8.06+3.70

a Degerler ortalama#standart hatadir.
* Ayni siitundaki degerler bakimindan, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli ortamlarin kontrole gore istatistiksel farkliligini
gostermektedir (P<0.05).

Kallus gelisimi bakimindan kiltiir kosullarinin etkisi
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 2 mg/1
Kin+0.2 mg/l I1AA ilaveli kombinasyonda
fotoperiyodik kosulda Kkallus olusumu diisiik iken
(kotiledon eksplantinda %0, hipokotil eksplantinda
%38) (Tablo 1), karanlig1 takiben fotoperiyodik
kosulda her iki eksplantta da %100 olmustur. Ancak
bu ortamda kallus gelisiminin olduk¢a zayif oldugu
tespit edilmistir (kallus yas ve kuru agirliklar
dusiiktiir). Dolayisi ile besin ortamina ilave edilen
bitki buyimii diizenleyicilerine goére kotiledon
eksplantindan gelisen kalluslarin yas agirligi iizerine
kiiltiir ~ kosullarinin  etkisi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, kontrol ve BAP
kombinasyonlarini iceren ortamlarda fotoperiyodik
kosul; Kin+IAA ilaveli ortamda ise karanhgi takiben
fotoperiyodik kosul istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (Tablo 3 ve 4). Hipokotil eksplantinda
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ise, kontrol, BAP ve sadece TDZ ilaveli ortamda
fotoperiyodik kosul etkili iken; Kin ve BAP
kombinasyonlarini iceren ortamlarda ise karanhig:
takiben fotoperiyodik kosul istatistiksel olarak
onemli fark olusturmustur (Tablo 3 ve 4). Genel
olarak degerlendirildiginde, her iki kiiltiir kosulunda
(fotoperiyodik  kosul ve  karanhign  takiben
fotoperiyodik kosul) ve her iki eksplant tipinde
(kotiledon ve hipokotil) kallus olusumu ile gelisimi
lizerine en iyi sonucu 1 mg/1 BAP+1 mg/l NAA ile 1
mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli MS besin ortamlarinin
verdigi belirlenmistir.

3.3. Siirgiin Sayisi, Siirgiin Boyu ve Siirgiindeki
Yaprak Sayisi

Fotoperiyodik kosulda, siirgiin olusumunda basarili
sonuglar veren 3 mg/l TDZ ilaveli ortamda her iki
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eksplantta da, eksplant basina diisen rejenere siirgiin
sayis1 en yiksektir (Tablo 5). Strgiin boyu en fazla
kotiledon eksplantindan, 2 mg/1 BAP ilaveli ortamda
rejenere olan siirgiinlerde; hipokotil eksplantindan
ise 1 mg/l BAP+1 mg/]1 NAA ilaveli ortamda rejenere
olan strgiinlerde bulunmustur. Kotiledon
eksplantlarindan rejenere olan adventif stirgiinlerin
ortalama yaprak sayisi en yiiksek 2 mg/l BAP ilaveli
ortamda tespit edilirken; hipokotil eksplantinda 1
mg/l BAP+1 mg/l NAA'lW ortamda bulunmustur.
Dolayis1 ile strgin olusumunda ve rejenere
siirginlerin vejetatif gelisiminde sitokinin grubu
hormonlarin etkisi acik olarak gériilmektedir.

Karanlig: takiben fotoperiyodik kosulda, adventif
slirgiin sayis1 en yiiksek kotiledon eksplantlarinda 3
mg/l TDZ ilaveli ortamda bulunurken (Sekil 1b);
hipokotil eksplantinda ise 2 mg/1 BAP ilaveli ortamda
belirlenmistir (Tablo 6). En yliksek siirgiin boyu, hem
kotiledon hem de hipokotil eksplantinda 2 mg/l
Kin+0.2 mg/l [AA iceren ortamda tespit edilmistir

(Sekil 1c). Kotiledon eksplantindan olusan
stirglinlerdeki yaprak sayisi en yiliksek 2 mg/l
Kin+0.2 mg/l IAA ilaveli ortamdaki siirgiinlerde
tespit edilirken; hipokotil eksplantinda ise 2 mg/]
BAP ilaveli ortamdaki stirgiinlerde olmustur.
Rejenere olan siirgiin sayisi, boyu ve siirgiindeki
yaprak sayis1 iizerine bitki bliyiime diizenleyicilerinin
etkisi istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.

Calismamizda, kotiledon ve hipokotil
eksplantlarindan, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
ilaveli MS ortami ve farkh kiiltiir kosullarinda hem
direk hem de indirek organogenezis ile adventif
slirglin olusumu gergeklesmistir. Kiiltirde 45 giin
sonraki Kkalluslarin SEM incelemesi ile Kkallus
kitlesinin arasindan disa dogru kabarti seklinde
cikint1 goriilmis (Sekil 1d) ve bu gikinti meristematik
bolge ve yaprak primordialarina doniismiis (Sekil 1e
ve 1f) boylece indirekt siirgliniin meydana geldigi
belirlenmistir.

Tablo 5. Cesitli bitki biiylime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve fotoperiyodik kosuldaki kiiltiirlerde
kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan gelisen adventif siirgiinlerin sayisi, boyu ve siirgiindeki yaprak sayisi

Fotoperiyodik Kosul
Bitki Biiyiime ___ Kotiledon _ Hipokotl
Diizenleyicileri Siirgiin Stirgin Siirgiindeki Siirgiin Siirgin Siirgiindeki
say1sl1 boyu (mm)a yaprak sayisi sayisl1 boyu (mm): yaprak sayis1
(adet/eksp.)? (adet)2 (adet/eksp.)2 (adet)2

Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 2.57%0.52 18.85+4.63 1.73+0.28

Kin+NAA 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 2.00£0.31 16.95+8.62 2.10£0.67

Kin+IAA 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 2.50+0.80 10.59+3.24 1.02+0.02

BAP+2,4-D 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00
BAP+NAA 3.00£0.57* 3.00£0.57* 1.33+0.33* 1.00+0.00 33.00+0.57 3.00+0.00*

BAP 5.10+6.42* 4.88+2.11* 1.60+0.29* 7.53+1.48* 2.89+0.56 1.25+0.05

TDZ 10.67+2.81* 3.69+0.70* 1.36+0.10* 8.27+2.49* 2.40+0.39 1.40+0.14

a Degerler ortalama#standart hatadir.

* Ayni siitundaki degerler bakimindan, farkl bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli ortamlarin kontrole gore istatistiksel farkliigini

gostermektedir (P<0.05).

Tablo 6. Cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri ilaveli MS ortaminda ve karanligi takiben fotoperiyodik kosuldaki
kiilttrlerde kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan gelisen adventif siirgiinlerin sayisi, boyu ve

slirgiindeki yaprak sayisi

Karanlhig: Takiben Fotoperiyodik Kosul

Kotiledon

Hipokotil

Bitki Biiyiime

Diizenleyicileri  gjirgiin sayis1  Siirgiin boyu Surgindeki Siirgiin sayis1  Siirgiin boyu Surgindeki
(adet/eksp.) (mm) yaprak say1si (adet/eksp.) (mm) yaprak say1si
(adet) (adet)

Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
Kin+NAA 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 2.00+0.33* 2.46+0.39* 1.11+0.11*
Kin+IAA 7.75+£0.90* 16.56+3.23* 1.73+0.13* 5.58+0.90* 8.80+0.92* 1.59+0.12%*

BAP+2,4-D 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 0.00+0.00
BAP+NAA 1.33+0.33 1.33+0.33 1.33+0.33 3.60+£1.20* 1.44+0.19* 1.46+0.16*
BAP 14.85+1.32* 6.30+£0.46* 1.69+0.65* 11.88+1.80* 3.74+0.38* 2.16+0.18*
TDZ 17.30+5.72* 2.56+0.37* 1.63+0.21* 0.92+1.48* 1.27+0.08* 1.30+0.10*

a Degerler ortalama+standart hatadir.
* Ayni siitundaki degerler bakimindan, farkli bitki biiyime dtizenleyicileri ilaveli ortamlarin kontrole gore istatistiksel farkliligin
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 1. Domatesin in vitro kiiltiirlerinde kallus ve siirgiin olusumu, kdklenme ve bitkicik olusumu a: BAP+NAA ilaveli
MS ortaminda hipokotil eksplantindan fotoperiyodik kosuldaki kiiltiirden siirgiin ve kok gelisiminin oldugu kallus
kitlesi; b: Karanligi takiben fotoperiyodik kosulda kotiledon eksplantindan TDZ'li ortamda gézlenen ¢ok sayidaki
adventif stirguinler; c: Karanlig: takiben fotoperiyodik kosulda kotiledon eksplantindan Kin+IAA ilaveli ortamda gelisen
yaprakli ve uzamus siirgiin (a, b ve c'de 6l¢l ¢izgisi: 1 cm); d: Fotoperiyodik kosulda, KintIAA ilaveli MS ortaminda
hipokotil eksplantindan olusan organogenik kallusun SEM gorintusu; e: Karanligi takiben fotoperiyodik kosulda ve
TDZ'li ortamda kotiledon eksplant1 kalluslarinda yaprak primordialart (YP)'nin SEM goriintiisii; f: Karanligi takiben
fotoperiyodik kosulda ve TDZ ilaveli MS ortamindaki hipokotil eksplant1 kalluslarinda YP'nin SEM gériintiisi (d, e ve
f'de dlcu ¢izgisi: 100 pm)

Farkli bitki biliyime diizenleyicilerini iceren gozlenmemistir. Ayn kosullarda hipokotil
ortamlara gore kiltiir kosullarinin etkisi, strgiin eksplantlarindan, kontrolde %33 bir kallus olusumu,
sayisl, boyu ve siirgiindeki yaprak sayisi lzerine 1 mg/l BAP+1 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda ise
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Buna gore %100 kallus olusumu saptanmustir. Her iki
kotiledon eksplantindan gozlenen siirgiin sayisi eksplantta, NAA ilaveli kombinasyonlarda (2 mg/I
tzerine 2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA ve 2 mg/l BAP Kin+0.4 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP+1 mg/l NAA) ve
ilaveli ortamlarda; siirglin boyu ve siirglindeki yaprak BAP+2,4-D'li ortamda kallus olusumu iyi sonug

sayisi bakimindan ise 2 mg/l Kin+0.2 mg/l [AA'h vermistir. Aazami vd. (2010), 6 domates cesidinde
ortamda karanligi takiben fotoperiyodik kosulun (Nora, PS-10, Peto, Roma, Imperial, Pascal) hipokotil
etkisi istatistiki olarak énemli bulunmustur (Tablo 5 eksplantlarindan 1 mg/l1 BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli
ve 6). Hipokotil eksplantinda ise, siirgiin sayisi ortamda % 90'nin iizerinde kallus olusumu tespit
izerine kontrolde fotoperiyodik kosul, 2 mg/l etmislerdir. Harish vd. (2010) ise, kullandiklar: farklh
Kin+0.2 mg/l IAA'l ortamda ise karanligl takiben BAP+NAA kombinasyonlarindan 2 mg/l BAP+0.5
fotoperiyodik kosul; siirglin boyu iizerine kontrol, 2 mg/l NAA ilaveli ortamda en ytiksek ve en hizli kallus
mg/l Kin+0.4 mg/1 NAA, 1 mg/1 BAP+1 mg/l NAA ve 3 olusumu gozlemislerdir.

mg/l TDZ'li besin ortaminda fotoperiyodik kosul;

siirgtindeki yaprak sayisi iizerine ise kontrol, 2 mg/1 Kallus olusumunun yani sira gelisen kalluslarin renk
Kin+0.2 mg/1 IAA, 1 mg/1 BAP+1 mg/1 NAA ve 2 mg/] ve dokusu incelenmis, fotoperiyodik kosulda gelisen
BAP ilaveli ortamlarda fotoperiyodik kosul istatistiki yesil renkli kalluslardan 1 mg/l BAP+1 mg/l NAA

olarak 6nemli bulunmustur (Tablo 5 ve 6). ilaveli besin ortamindakilerin siki dokulu, 1 mg/I
BAP+1 mg/] 2,4-D ilaveli ortamda gelisenlerin sulu
4. Tartisma ve Sonug dokulu oldugu belirlenmistir. El-Meleigy vd. (2004),

kiltiiric  yapilan Castlrock ve Oriet domates
Fotoperiyodik kosuldaki kiiltiirlerde; M-28 domates cesitlerinde kallus elde etmek icin kullandiklar1 2
¢esidinin kotiledon eksplantlarindan bitki biiyiime mg/l Kin+0.4 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda

diizenleyicisi ilavesiz ortamda %10 gibi diisiik kallus kotiledon ve hipokotil eksplantlarim1 kiiltiire
olusumu, 1 mg/1 BAP+1 mg/1 2,4-D ile 1 mg/l BAP+1 almislardir. Kotiledon eksplantlarindan bej, hipokotil
mg/l NAA ilaveli ortamlarda ise yiiksek Kkallus eksplantlarindan ise yesilimsi renkli ve siki dokulu
olusumu (%100) gozlenmistir. Buna karsilik, 2 mg/1 kalluslar elde etmislerdir. Vikram vd. (2011), S-22
Kin+0.2 mg/l IAA ilaveli ortamda kallus olusumu domates c¢esidinde kotiledon eksplantindan 2
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mg/l'den 3.5 mg/1'e kadar BAP ilaveli MS ortamindan
yesil renkli ve noduler kalluslar elde etmislerdir.
Oysa 4 mg/l'den 5 mg/l'e kadar BAP ilavesinde
kalluslarda rengin kahverengi oldugunu
gozlemislerdir. Arastiricilar ayni gesitte ve eksplantta
0.5 mg/l'den 2 mg/l'e kadar BAP ve 0.1 mg/l 1AA
iceren MS ortaminda ise beyaz renkli ve kirilgan
dokulu kalluslar elde etmislerdir. Sonuc¢ olarak
kullanilan domates ¢esidi ve genotipi, bitki biliyiime
diizenleyicileri cesidi, konsantrasyonu ve
kombinasyonlarina goére kallus renk ve dokusunda
farkliliklar olabilecegi gorilmiistir.

Domateste in vitro stirgiin olusumunda, bitki biliyiime
dizenleyicileri ve kiltir kosullar1 gibi bir¢ok
faktoriin etkisi basar1 oranini degistirmektedir. Bu
calismada kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda,
adventif siirgiinlerin elde edilmesi iizerine BAP ve
TDZ'nin etkisi acik olarak goriilmiistiir. Kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinda en yiiksek siirgiin olusumu,
3 mg/l TDZ ilaveli ortamda tespit -edilmistir
(kotiledon  eksplantinda %58 ve  hipokotil
eksplantinda %?73). Moghaieb vd. (1999), domates
Pontaroza ¢esidinde 2 mg/l zeatin iceren MS
ortaminda  hipokotil  eksplantinda  kotiledon
eksplantina goére daha yiliksek frekansta siirgiin
olusumu belirlemislerdir. Osman vd. (2010),
kotiledon eksplantindan gelisen kalluslarin 0.5 mg/1
TDZ+0.5 mg/1 BAP iceren ortamdaki alt kiiltiirlerinde
ylksek rejenerasyon (%93) gozlemislerdir. Benzer
sekilde calismamizda da adventif siirgiin olusumu
icin sitokinin grubu hormonlarin (BAP ve TDZ)
olumlu etkisi belirlenmistir. Her iki eksplantta da
kallus olusumu ve gelisiminde iyi sonug veren 1 mg/I
BAP+1 mg/l NAA ilaveli besin ortaminda, siirgiin
olusumu oran (%) diisiik kalmistir. Gubis vd. (2004),
farkli domates ¢esitlerindeki adventif siirgiin
olusumunda, diisiik konsantrasyonlarda BAP ve
NAA’nin birlikte kullaniminin olumlu sonug verdigini
ancak, BAP'1n etkisinin zeatine gore zayif kaldigini ve
en etkili kombinasyonun 1 mg/l zeatin+0.1 mg/l IAA
ilavesinin oldugunu belirtmislerdir.

Fotoperiyodik kosulda, siirgiin olusumunda basarili
sonuglar veren 3 mg/l TDZ ilaveli ortamda her iki
eksplantta da eksplant basina diisen siirgiin sayisi en
yiksek bulunmustur. Osman vd. (2010), domates
Omdurman c¢esidi kiltiirlerinde en yiiksek siirgiin
sayisini, kotiledon eksplantinin 3 mg/l TDZ ilaveli
ortamdaki birinci alt kiiltiirlerinden elde etmislerdir.
Vikram vd. (2011), S-22 domates cesidine ait
kotiledon eksplantlarinin 3.5 mg/l BAP+0.1 mg/]1 [AA
ilaveli ortamdaki kiiltlriinde, yiiksek siirgiin sayisi
elde etmislerdir. Namitha ve Negi (2013), “Arka
Ahuti” domates cesidinde kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinin 2 mg/l BAP+0.1 mg/l IAA ilaveli
ortamdaki kiiltiirlerinde stirgiin sayist bakimindan
basarili sonuglara ulasmislardir. Sitokinin-sitokinin
interaksiyonunu arastiran Ali vd. (2012), MS
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ortamina 1 mg/l BAP+1 mg/l Kin ilavesini eksplant
basimna diisen siirgiin sayis1 bakimindan basarili
bulmuslardir.

Calismamizda, siirglin boyu fotoperiyodik kosulda ve
kotiledon eksplantinda, en fazla 2 mg/1 BAP ilaveli
ortamda; hipokotil eksplantinda ise, 1 mg/l BAP+1
mg/l NAA ilaveli ortamda tespit edilmistir. Yapilan
onceki arastirmalar sonucu surgin
organogenezisinde, sitokinin-oksin
kombinasyonunun etkin oldugu ifade edilmis, buna
ilave olarak son yillarda sitokininlerin tek basina da
kullanilabilecegi onerilmistir. Mohammed vd. (2010)
domates Pearl ve Beril cesitlerinde BAP'in tek basina
da olumlu sonug verdigini belirtmislerdir. Vikram vd.
(2011), S-22 domates ¢esidinin  kotiledon
eksplantlarini kiiltiire aldiklar1 ortamda sitokinin-
oksin dengesini dikkate almislar ve en yiiksek siirgiin

boyunu 4 mg/1 BAP+0.1 mg/1 IAA
kombinasyonundan elde etmislerdir. Namitha ve
Negi (2013), “Arka Ahuti” domates c¢esidinde

kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin 2 mg/l
BAP+0.1 mg/l [AA ilaveli ortamdaki kiiltiirlerinde
yliiksek boya sahip siirgiinler elde etmislerdir. Bu
calismalarin sonuglari, farkli domates ¢esitlerinin in
vitro Kkiltirlerinde siirgiin elde edilmesinde hem
sitokinin-oksin dengesinin hem de sitokininlerin tek

basmma kullaniminin basarida etkisi oldugunu
gostermistir.
Calismamizda, kotiledon ve hipokotil

eksplantlarindan, direk ve indirek organogenezis ile
adventif siirgiin olusumu gerceklesmistir. Oncelikle
kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan organogenik
kallus gelismis ve ayni zamanda rejenere siirgiinler
gozlenmistir. Plana vd. (2005), domateste in vitro

bitkicik  olusumunu tesvik  etmek  amacgh
calismalarinda hipokotil eksplantlarindan direk
organogenezis ile adventif siirgiinlerin elde

edilmesinin yani sira siirglin sayisini arttirmak amaci
ile indirek organogenezis ile de siirgiinler elde
etmisler ve adventif tomurcuktan direk siirgiin
uzamasinin SEM goériintiilerini vermislerdir. Busse
vd. (2005) Antirrhinum majus (aslanagzi) hipokotil
eksplantlarinin in vitro kiltiriinde adventif stirgiin
olusumunun kiiciilk bir kabarcik ile basladigini,
yaprak primordialarinin olustugunu ve son olarak
stirglinlerin  uzadigini  SEM  incelemeleri ile
belirlemislerdir.

Sonu¢ olarak, M-28 domates cesidinde kallus ve
slirglin organogenezisi i¢in iki farkli eksplant ve iki
farkli kultir kosulunda ¢esitli bitki biliyiime
diizenleyicilerinin etkisi {lizerinde durulmus ve
sonraki calismalarda yararlanmak tzere olumlu
sonuglar elde edilmistir. Kallus olusumu i¢in her iki
eksplant tipinde 1 mg/l BAP+1 mg/1 2,4-D ve 1 mg/]
BAP+1 mg/]l NAA ilaveli MS ortami ve fotoperiyodik
kosul elverisli bulunmus ve iyi bir kallus gelisimi elde
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edilmistir. Siirgiin olusumunda ve olusan siirgiinlerin
gelisiminde ise, MS ortamina 2 mg/1 BAP, 3 mg/1 TDZ
ve 2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA ilavesi ve karanlig
takiben fotoperiyodik kosul elverisli bulunmustur.
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Semboller

% ylzde

°C santigrat derece
1 litre

cm santimetre

mm milimetre

pum mikrometre

g gram

mg miligram

atm atmosfer
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