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Ozet: Bu calismada; Kalecik karasi, Okiizgozii, Ercis ve Cabernet Sauvignon iiziim gesitlerinde ikincil bitki iiriinii
iretmek amaciyla elde edilen kalluslarin kalitesi {izerine; ¢esit, besin ortami ve eksplant tipinin etkisi arastirilmigtir.
Eksplant kaynag1 olarak siirgiinlerin orta boliimiinden alinan yaprak ayasi ve bogum aralart kullanilmustir. Dikimler,
1.0 uM BAP (6-benzilaminopiirin), 0.1 pM 2,4-D (2,4-diklorofenoksi-asetik asit), sakkaroz (%2) ve agar (% 0.8 )
ilave edilmis MS ve Gamborg B5 kati temel besin ortamlarma yapilmistir. Hazir besin ortamlarindan MS besin
ortamu saf su igerisine litreye 4.4 g, BS ortamu ise 3.2 g katilarak hazirlanmustir. Her iki besin ortaminin da pH degeri
5.7’ye ayarlanmistir. Kalluslar karanlikta ve 25°C’de inkiibe edilmis ve 21 giin ara ile iki defa alt kiiltiire alinmustir.
Arastirma sonucunda, kallus kalitesini ifade eden I tip kallus olusumunun besin ortamu, liziim ¢esidi ve eksplant
tipine gore degistigi belirlenmistir. Calismada kullanilan iki farkli besin ortamindan B5 besin ortaminin, 1. tip kallus
olusumu bakimindan MS ortamina gore daha basarili oldugu saptanmistir. En yiiksek L tip kallus olusumu gosteren
iiziim ¢esidi Cabernet Sauvignon (%74.73), en diisiik I. tip kallus olusumu gdsteren iiziim cesidi ise Okiizgdzii
(%23.20) olmustur. Kullanilan eksplant dikkate alindiginda, I. tip kallus olusumu bakimindan yaprak ayalarinin
bogum aralarina gore daha basarili sonuglar gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., Cesit, Eksplant, Kallus kiiltiirii, Kallus kalitesi

The Effect of Cultivar, Nutrient Media and Explant Type on Obtaining of in vitro Type I
Callus in Grapevine (Vitis vinifera L.)

Abstract: In this study, the effects of cultivar, nutrient media and explant type on calli quality were investigated to
provide for production of secondary metabolite in “Kalecik karas1”, “Okiizgdzii”, “Ercis” and “Cabernet Sauvignon”
grape cultivars. Lamina and internodes obtained from the middle part of the shoots were used for an explants source.
Calli were planted in the media contained 1.0 puM BAP (6-benzylaminopurine), 0.1 uM 2,4-D (2,4-
dicholorophenoxy-acetic acid ), sucrose (2%) and agar (0.8%) and Gamborg BS5 solid media. From the ready media,
MS was prepared with adding 4.4 g and B5 with adding 3.2 g for per liter water. pH values of both media were fixed
as 5.7. Calli were incubated in the darkness with 25°C temperature and sub-cultivated in two times with 21 d interval.
As result of this study, it should be stated that type I callus formation indicated for callus quality was changed with
media, genotype and explants types. From the two media, B5 was more favorable than MS for the formation of type I
callus. The highest and least type I callus formations were observed in “Cabernet Sauvignon” (74.73%) and
“Okiizgdzii” (23.20%) respectively. As considered two explants, it was observed that lamina was more favorable for
the type I callus formation.
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Kallus, ana bitkiden kesilip ¢ikartilan ve boliinme 6zelligini yitirmemis organ ve doku pargalarmin,
karbon kaynagi ve bitki biiylime diizenleyicileri iceren yari kati besin ortaminda biiyiitiilmesi sonucu
olusan morfolojik diizensizlige sahip kiitleler olarak tanimlanmaktadir (S6kmen ve Giirel 2001). Bitki
doku kiiltlirii yontemlerinden olan kallus kiiltiirii, bitki biyoteknolojisi calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem, basta somaklonal varyasyon ¢alismalar1 olmak {izere; somatik
embriyo/organogenesis, yapay tohum olusturma, mutasyon islahi ve gen transferi ¢aligmalarinda basariya
ulasan sonuglar vermektedir. Kallus kiiltiirlerinin en ¢ok tercih edildigi ¢alisma alanlar1 arasinda ikincil



bitki iiriinii tiretimi gelmektedir. Ikincil iiriin iiretiminde kallus kiiltiirii diger in vitro yontemlere gore
daha fazla kullanilmaktadir. Kallus kiiltiirlerinin kullanilmasi ile elde edilecek hedef bilesigin miktart,
ortamda kullanilan biiyiimeyi diizenleyici, uyarici veya oncli maddeler katkisi ile diizenlenerek
artirtlabilmektedir (Yagc1 ve ark. 2008). Kallus kiiltiirlerinin ikincil bitki iiriinii iretimindeki avantajlari
su sekilde siralanabilir (Ramachandra ve Ravishankar 2002; Lila 2005); bir 6rnek {iriin elde etmek, yilin
her doneminde iretim olanagi saglamak, 6zel dokularda iiretilen molekiillerin tiretimi, kiiltiire alinmasi
zor tiirlerde asir1 hasat nedeniyle olas1 yok edilme tehlikesinin 6niine gecilmesi, sentetik veya yar1 sentetik
olarak elde edilemeyen ikincil iiriinlerin daha ekonomik olarak elde edilmesini saglamak ve molekiillerin
biyosentez mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi.

Kallus kiiltiirleri kullanilarak degisik ikincil bitki {irlinlerinin iretilebilecegine iligkin ¢ok sayida ¢alisma
yapilmustir (Parr 1989; Bouque ve ark. 1998; Ciddi ve Shuler 2000; Keller ve ark. 2000; Luczkiewicz ve
ark. 2002; Stella ve Braga 2002; Luczkiewicz ve Glod 2003). Belirtilen birgok yararlarma karsin, kallus
kiiltiirleri araciligi ile ticari anlamda ikincil iriin {iretiminde ulasilan basari ¢ok sinirlidir (S6kmen ve
Giirel 2001; Yager ve ark. 2008). Kallus kiiltiirlerinin etkinligi iizerinde ikincil {iriinlerin biyosentezi
konusundaki bilgi eksikliklerinin yani sira, kiiltiire almacak tiziim ¢esidi, eksplant tipi ve kallus kalitesi de
etkili olmaktadir. ikincil iiriin {iretiminde kullanilacak kallus dokusunun beyaz renkli, kolay dagilabilen,
gevrek ve dolgun yapida olmasi istenilen bir 6zelliktir (Keskin 2007). Bu tip kalluslar kullanildiginda,
hiicre siispansiyonlarmin baslatilmasi daha kolay ger¢eklesmektedir (Giirel ve Tiirker 2001).

Asmada en fazla bulunan ikincil bitki tiriinii resveratroldiir. Gerek yurt i¢i gerekse yurt disi literatiir
incelemelerinde, asmada in vitro resveratrol iretiminde; besin ortami, eksplant tipi ve iiziim gesidi
seciminin dnemine yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu yondeki eksikligi tamamlamak amaciyla
planlanan bu ¢alismada; dért farkli {iziim ¢esidi (Kalecik karasi, Okiizgézii, Ercis, Cabernet Sauvignon)
kullanilarak, iki besin ortami (MS, BS5) ve degisik eksplantlarin (bogum arasi, yaprak ayasi) kallus
kiiltiiriinde ikincil bitki {irlinii iiretiminin ilk basamagi olan uygun kallus elde edilmesi {izerindeki etkisi
arastirilmustir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii’nde 2003-2007 yillar1 arasinda
yiiriitiilmiistiir. Bitkisel materyal olarak; resveratroliin renkli {izlimlerin kabugunda sentezlenmesi
ozelliginden hareket ederek kirmizi tane rengine sahip Kalecik karas1 (Klon 12), Okiizgozii, Ercis ve
Cabernet Sauvignon iizlim ¢esitleri kullanilmistir. Cizelge 1°de, lizerinde ¢aligilan {iziim ¢esitlerinin olgun
salkimlarinin goériiniisii ve bazi 6zellikleri sunulmustur.

Eksplantlarin Eldesi

Kallus kiiltiiri ¢alismalarinda yaprak ayasi ve bogum aralari eksplant olarak kullanilmigtir. Eksplantlarm
elde edilmesi i¢in, {izlim ¢esitlerinden kis dinlenme déneminde alinan ve 4°C’deki soguk hava deposunda
polietilen torbalar icerisinde muhafaza edilen bir yaslh siirgiinlerden hazirlanan iki gozlii celikler
kullanilmustir. Hazirlanan g¢elikler Nisan aymin ilk haftasi serada 1:1:1 oraninda kum, perlit ve torf igeren
polietilen torbalara dikilmistir. Eksplant olarak kullanilacak yaprak ayalart ve bogum aralar1 Haziran
aymin ti¢iincii haftasinda 6-7 yaprak igeren siirgiinlerin orta boliimiinden almmustir.

Eksplantlarin Sterilizasyonu

Yaprak ayalar1 ve bogum aralar1 6nce ¢esme suyunda, daha sonra saf suda yikanmis, %0.01°lik Tween 20
eklenmis % 20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika bekletildikten sonra, steril saf su ile 5’er
dakika 3 kez galkalanarak durulanmig ve dikime hazir hale getirilmistir.

Eksplantlarin sterilizasyonu igin %0.01°lik Tween 20 eklenmis % 20°lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisi ve
saf su kullanilarak bilinen in vitro yiizey sterilizasyonu uygulanmistir (Keskin 2007).
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Cizelge 1. Uzerinde calisilan iiziim gesitlerinin olgun salkimlarmin goriiniisii ve bazi dzellikleri*

Kalecik karasi

Okiizgozii

Ercis

C. Sauvignon

Cesitler ve

ozellikleri

Cicek tipi Erdisi Erdisi

Tane rengi Mavi puslu siyah Gri puslu siyah Mavimsi siyah g;:ﬁ-gn puslu

Tane iriligi Orta, 2-2.5 g Iri,6¢g Kiiciik-orta, 2 g Kiiciik, 1.5 g

Salkim sekli Kanatl konik Kanatl konik Dall1 konik Konik-silindirik

Salkim iriligi Kigiik-orta, 200 g Cok iri, 450-550 g Orta, 250 g Orta, 230 g

Olgunlasma Orta mevsim Geg Orta mevsim Geg
Menekse-yakut
renkli, ¢eside 6zgii Saraplik-giralik bir ~ Koyu renkli,
aromali, dolgun ve  Ulkemizin en ¢esit olmakla yiiksek tanenli,

. dengeli sarabi ile kaliteli kirmizi birlikte, ¢eside menekse bukeli,

Kalite N . .

Ozelligi iilkemizin en sargphk 0zgii aromast yaslandl_ljmaya
taninmig kirmizi gesitlerinden nedeniyle sofralik  uygun yiiksek
saraplik birisidir. olarak da kaliteli saraplik bir
gesitlerinden tiikketilmektedir. gesittir.
birisidir.

* Uyak (2002) ve Celik (2006)’den yararlanilarak hazirlanmistir

Kallus Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Kallus kiiltiirlerinde besin ortami olarak; MS (Murashige ve Skoog 1962) kati temel besin ortami1 (Sigma
M0404) ve Gamborg B5 (Gamborg ve ark. 1968) kati temel besin ortami (Sigma G5893) kullanilmistir.
Hazir besin ortamlarindan MS besin ortami saf su igerisine litreye 4.4 g, BS ortamu ise 3.2 g katilarak
hazirlanmistir. Her iki besin ortammin pH degeri 5.7°ye ayarlanmistir. Biiylimeyi diizenleyici madde
olarak, kallus gelisimini artirict 1.0 uM BAP (6-benzilaminopiirin) ve 0.1 uM 2,4-D (2,4-diklorofenoksi-
asetik asit) eklenmistir (Keller ve ark. 2000). Sakkaroz (%2) ve agar (% 0.8 ) ilave edilen besin ortamlari
otoklavda (121°C’de 20 dakika) sterilize edilmislerdir. Yaprak ayasi ve bogum aralarina ait pargalar,
icerisinde 30 ml ortam bulunan (MS ve B5) 100x200 mm’lik petri kaplarma dikilmistir (Sekil 1). Her
gesit igin 20 petri kabina dikim yapilmistir. Daha fazla yara alani olusturmak amaciyla, bogum aralari
ortadan ikiye kesilerek dikilmistir. Kalluslar karanlikta ve 25°C’de inkiibe edilmis ve 21 giin ara ile iki
defa alt kiiltiire alinmistir.

Istatistik Analiz

Kallus olusumu i¢in sonuglar 4 yilin ortalamasi aliarak yiizde (%) olarak ifade edilmistir. Bu yiizde (%)
degerler bakimindan cesitler, besin ortamlar1 ve eksplant tipleri arasinda fark olup olmadigni belirlemek
amaciyla Z testi ile oran karsilagtirmasi yapilmuistir.
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Sekil 1. Kallus kiiltiirlerinin kurulmasi a) Bogum arasi, b) Yaprak ayasi.

Bulgular ve Tartisma

Uzerinde galisilan iiziim gesitlerine ait eksplantlar, dikildikleri besin ortamlarinda degisik yogunluk ve
ozelliklerde kalluslar meydana getirmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Eksplantlarin kallus olugturma yogunluklari a) Bogum arasindan meydana gelen kalluslar,
b) Yaprak ayasindan meydana gelen kalluslar.

Elde edilen kalluslar niteliklerine bagl olarak iki farkl: tipte degerlendirilmistir. Saglikli gdriiniime sahip,
beyaz renkli, seffaf sert ve kirilgan kalluslar “I. tip kallus”; sagliksiz goériiniime sahip, sarimsi beyaz-
kahverengi ve pamuksu yapida olanlar ise “IL. tip kallus” olarak nitelendirilmistir (Sekil 3). Caligmada
yalnizca L. tip kallus olusum oranlar1 degerlendirilmistir.

Sekil 3. Elde edilen kalluslarin kalite 6zellikleri a) I tip kallus, b) II. tip kallus.

Calismada ele alinan faktorler olan besin ortami, eksplant tipi ve geside gore I. tip kallus olusum oranlar1
(%) na ait grafik Sekil’4 de toplu olarak verilmistir.
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74.73
807 69.98
63.59
707 55.10
607
44.20
507
35.56 3070
40 .
0 23.20
307
207
107
MS B5 Yaprak  Bogum  Kalecik Okiizgdzii  Ercis Cabemet
ayasi arasi Karas1 Sauvignon

Sekil 4. Calismada ele alman faktorlere gore 1. tip kallus olusum oranlari (%).

Kullanilan besin ortamimin kallus kalitesine etkisi Cizelge 2’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore 1.
tip kallus olusumu bakimindan kullanilan ortamlarin birbirinden farkli 6zellikler gosterdigi goriilmiistiir.
BS5 besin ortammin MS besin ortamima gore yaklasik %11 oraninda daha yiiksek I. tip kallus olusumuna
olanak sagladigi ve bu farkliligin istatistik olarak onemli oldugu (p<0.05) saptanmistir. In vitro
kiiltiirlerde, azot konsantrasyonunun protein veya aminoasit triinlerinin miktar1 tizerine etkili oldugu
bilinmektedir. Bitki doku kiiltiirii ortamlar1 olan MS ve B5’te azot kaynagi olarak nitrat ve amonyum
tuzlar1 bulunmaktadir. Bu tuzlarm miktarlarindaki degisiklikler hem kallus olusumunu hem de ikincil
bitki iiriinii iiretimini etkilemektedir (Yagc1 ve ark. 2008). Ornegin, toplam azot miktarinmn artmasi Vitis
tiirlerinde antosiyanin tiretimini artirmaktadir (Yamakawa ve ark. 1983). Kullanilan besin ortamlarimnin in
vitro kiiltiirde sonucu etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi oldugu daha énce Stamp ve Meredith (1988),
Matsuta ve Hirabayashi (1989), Goktiirk Baydar (2000), Das ve ark. (2002), Goktiirk Baydar ve Cetin
(2003) ile Babalik (2006) tarafindan da tespit edilmistir.

Cizelge 2. Besin ortaminin kallus kalitesine etkisi

Besin ortamm 1. tip kallus olusumu (%)

MS 442
B5 55.1"

" MS’den olan farki istatistik olarak nemlidir (p<0.05)

Calismada I. tip kallus olusumu iizerinde iiziim gesitlerinin etkisinin oldugu saptanmistir (Cizelge 3). Dort
iizlim ¢esidi icerisinde I. tip kallus olusum orani, Cabernet Sauvignon (%74.73) ve Ercis tiziim (%69.98)
cesitlerinde, Kalecik karas1 ve Okiizgozii cesitlerine gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Torregrossa
ve ark. (1995) ile Nakano ve ark. (1997)’da, in vitro kosullarda kallus olusumu bakimindan elde edilen
basarinin iiziim ¢esitlerine gore degistigini belirtmislerdir.

Cizelge 3. Uziim gesitlerinin kallus kalitesine etkisi

Uziim cesidi I. tip kallus olusumu (%)
Kalecik karasi 30.70
Okiizgdzii 23.20
Ercis 69.98"
Cabernet Sauvignon 74.73"

" Kalecik karast ve Okiizgdzii'nden olan farklar istatistik olarak 6nemlidir (p<0.05)

Yaprak ayalar1 (Nakano ve ark. 1997; Jayasankar ve ark. 1999) ve bogum aralar1 (Thomas 2001) kallus
olusturma potansiyeli yiiksek eksplantlar olup doku kiiltiirii ¢alismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir.
Eksplant tipinin kallus kalitesine etkisinin yer aldigi Cizelge 4 incelendiginde; 1. tip kallus olusumu

104



bakimindan elde edilen bagarmin, kullanilan eksplant tipine gore degistigi goriilmektedir. Cizelge 4’ten
de izlenebilecegi gibi, 1. tip kallus olusumu bakimindan yaprak ayalarinin bogum aralarina goére daha
basarili sonuglar gosterdigi ve farkliligin istatistik olarak onemli (p<0.05) oldugu goriilmektedir. In
vitro’da elde edilen basarmim kiiltiire alman eksplant tipine gore degistigi daha 6nce bu alanda yapilan
pek ¢ok arastirma ile de belirlenmistir (Stamp ve ark. 1990a; Stamp ve ark. 1990b; Mhatre ve ark. 2000;

Bhau ve Wakhlu 2001; Goktiirk Baydar ve Cetin 2003; Jayasankar ve ark. 2003; Babalik 2006).

Cizelge 4. Eksplant tipinin kallus kalitesine etkisi

Eksplant tipi 1. tip kallus olusumu (%)

Yaprak ayasi "63.59
Bogum aras1 35.66

" Bogum arasindan olan farki istatistik olarak énemlidir (p<0.05)
Sonug

Calisma sonucunda, dort farkli Giziim ¢esidine ait yaprak ayast ve bogum aralarinin, iki farkli besin
ortaminda farkli nitelikte kallus meydana getirdigi goriilmiistir. Calismadan elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, kallus kalitesini ifade eden I. tip kallus olusumu {izerine besin ortami, liziim g¢esidi
ve eksplant tipinin etkili oldugu belirlenmistir. Calismada yer alan dort {iziim g¢esidi de BS ortammda MS
ortamma gore L. tip kallus olusumu bakimmdan daha iyi performans gdstermistir. Bunun yani sira,
eksplant kaynagi olarak kullanilan yaprak ayalar1 da bogum aralarina goére tiziim ¢esitlerinin I. tip kallus
olusturmalarinda olduke¢a etkili olmustur. En yiiksek I. tip kallus olusumu gosteren gesit Cabernet
Sauvignon (%74.73), en diisiik 1. tip kallus olusumu gésteren iiziim ¢esidi ise Okiizgozii (%23.20) olarak
gdzlenmistir.
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