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OZET

ERCIS UZUM CESIDININ in vitro REJENERASYON POTANSIYELININ
BELIRLENMESI

ASLAN, Kinem
Yiksel Lisans Tezi, Bah¢e Bitkileri Anabilin} Dali
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Adnan DOGAN
Agustos 2018, 34 sayfa

Bu c¢alismada bitkisel materyal olarak iilkemizin zengin asma gen potansiyeli
igerisinde Van ilinin ekolojisi ile 6zdeslesmis yerel bir tiziim ¢esidi olan Ercis’in in vitro
rejenerasyon potansiyeli belirlenmistir. In vitro bitkiciklerden elde edilen yaprak ayasi
eksplantlari, 0, 0.05 ve 0.1 mg/l NAA (Naftalen Asetik Asit) ve 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5
mg/l BAP (6-Benzil Amino Piirin) igeren NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ve MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortamlarinda 15 giin karanhik 15 giin ise aydinlik
kosullarda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda kiiltiir ortamlarinin igermis oldugu
bitki biiylimeyi diizenleyici maddelerin farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarinin
rejenere eksplant orani (%), kallus olusturan eksplant sayisi (adet), kallus kalitesi (%) ve
kallus olusturma orani (%) tizerine farkli etki yaptigi belirlenmistir. Rejenere eksplant
oran1 (%), kallus olusturan eksplant sayisi (adet) ve kallus olusturma orani (%)
bakimindan MS ortaminin NN ortamina gére daha iyi sonug verdigi gozlenirken, kallus
kalitesi (%) bakimindan NN ortammin MS ortamina gore daha iyi sonu¢ verdigi
gozlenmistir. Calisma sonucunda incelenen tiim 6zellikler bakimindan en iyi sonug her
iki ortama da ilave edilen 0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP konsantrasyonundan elde

edilmisgtir.

Anahtar kelimeler: Asma, Ercis tiziim ¢esidi, in vitro rejenerasyon, Kallus






ABSTRACT

DETERMINATION OF in vitro REGENERATION POTENTIAL OF ERCIiS
GRAPE VARIETY

ASLAN, Kinem
M. Sc. Thesis Horticulture Al Sciences
Supervisor: Assistant Dr. Adnan DOGAN
August 2017, 34 pages

In this study, Ercis, a local grape variety identified with the ecology of Van, was
identified as potentially in vitro regeneration potential as a vegetable material in the rich
vine gene potential of our country. Foliar explants obtained from in vitro plants were
tested in NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) and MS (Murashige and Skoog, 1962) media
with 0, 0.05 and 0.1 mg / | NAA (Naphthalene Acetic Acid) and 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and
2.5 mg /| BAP (6-Benzyl Amino Purine) Cultivation in 15 days in the dark and 15 days
in the bright environment. Obtain a different effect on the ratio of regenerated explants
(%), number of explants containing callus (number), callus quality (%) and callus
formation rate (%). It was observed that the MS medium had a better result than the NN
medium in the case of the number of explants (%), the number of explants containing
the callus (%) and the ratio (%) of the callus, whereas the NN medium had a better
result than the MS medium in the callus quality (%) machine. Both concentrations have
an addition rate of 0.1 mg /| NAA + 1.0 mg / | BAP Internalization was obtained.

Keywords: Grapevine, Ercis grape variety, in vitro regeneration, Callus
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalart ile birlikte
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1. GIRIS

Tirkiye, bag alan1 ve lizim iiretimi yoniiyle diinyanin bagcilik acisindan soz
sahibi iilkelerinden biridir. Ulkemiz, Asma (Vitis vinifera L.)’nin anavatani olmasinin
yani sira bagcilik kiiltiiriiniin de ilk basladig1 yer olmasi nedeniyle oldukca zengin bir
asma gen potansiyeline sahiptir. Ne yazik ki iilkemizde dis pazara ihrag¢ edilecek tiziim
cesidi sayis1 oldukca sinirlidir. Bu durum diinya {iziim tiretiminde s6z sahibi iilkelere
gore Tirkiye’nin iiziim ihracatindan istenilen diizeyde gelir elde edemedigini ortaya
koymaktadir. Bagcilikta daha verimli, kaliteli ve iri taneli pazar degeri yiiksek sofralik
liziim cesitleri ile sira randiman yiiksek ve iyi kaliteli saraplik g¢esitlerin elde edilmesi
ancak yapilacak islah ¢aligmalariyla miimkiindiir. Asma 1slah1 ¢alismalari, diinyada
oldugu gibi iilkemizde de bagciligin oncelikli konular1 arasindadir. Son yillarda asma
1slah1 calismalarinda Oncelikli konular ise; tane kalite kriterlerinin arttirilmasi,
cekirdeksizlik, abiyotik ve biyotik kosullara dayanikliligin arttirilmasi, erkenci/gecei
cesitlerin elde edilmesidir. Bitkisel iiretimin ve trinlerdeki kalitenin arttirilmasi
acisindan, 1slah caligmalar1 biiylik 6nem kazanmistir. Kombinasyon 1slahi, melezleme
calismalari ile baslayan, ¢ok uzun siire¢ olup arzu edilen ¢esitlerin elde edilmesi i¢in
genis popiilasyonlar igerisinden se¢im gerektirmekte, fazla isgiicli istemekte ve etkinligi
diisik olmaktadir. Asma gibi c¢ok yillik bitkilerdeki heterozigotik yapi ise 1slah
caligmalarinda amaca uygun hibritlere ulasmay1 zorlastiran bir diger faktordiir (Karauz,
2013). Giinimiizde biyoteknoloji alaninda yasanan gelismeler Ozellikle 1slah
stireclerinin kisaltilmasinda ve erken seleksiyona olanak sunmasi ile 6n plana
cikmaktadir.

Bitkilerde uygulanan biyoteknolojik metotlar iginde doku kiiltiirii caligmalar1 ise
biiyiik yer tutmaktadir. Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda,
biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku
(cesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir
(Babaoglu ve ark.,, 2001). Hizli ¢ogaltma, viriis ve benzeri etmenlerden arindirilmig
bitki elde etme, genetik materyal muhafazasi, sekonder metabolit {iretimi gibi bir¢ok

alanda kullanilan doku kiiltiirii, 1slah amagcli kullanim alanlar1 da son derece fazla olan



bir teknikler biitiintidiir. Bitkilerin farkli kisimlarindan alinan eksplantlarin kallus ya da
adventif siirglin olusturma yeteneklerinin belirlenmesi, hem dogrudan kallus kiiltiirii
yoluyla yeni genotiplerin elde edilmesinde, hem de gen transferi calismalari i¢in son
derece giivenilir birer kaynak olusturma ozelliklerinden dolayr 1slah caligmalarinda
biiyiik 6nem tagimaktadirlar (Babalik, 2006).

Bitki doku kiiltiirlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur (Purnhauser ve ark., 1987). In vitro bitki rejenerasyon yontemlerinin
amaci, kallusta meristematik bolgelerin ve meristematik siirgiinlerin  olusumu
arttirmaktir (Vnuchkova ve ark., 1993). Bitki rejenerasyonu, kiiltiirii yapilan hiicrelerin
Ozellikleri itibariyla ii¢ kisimda incelenmektedir (Ahmet, 2007).

1) organize olmus meristematik hiicreleri igeren somatik dokulardan rejenerasyon,
2) meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon,
3) mayoz boliinme gegirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon.

Birinci tip rejenerasyonda u¢ ve yan meristemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Buna
meristem kiiltliri yoluyla klonal ¢ogaltim denilir. Elde edilen hiicreler tamamen dondr
(verici) bitkiye benzer. ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bir bitki parcasmin (eksplant
denilir) kesilmis ylizeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kisminin genellikle besin
ortamina ilave edilen bitki biiylime diizenleyicilerinin (6zellikle oksin ve sitokininler)
etkisiyle boliinerek ve organize olarak, organlar1 ve daha sonra da bitkiyi (direkt
organogenesis) veya bir somatik hiicrenin siirekli boliinerek embriyo ve daha sonra da
tam bir bitkiyi olusturmasi (direkt somatik embriyogenesis) seklinde olabilir. Ayrica her
iki durum, belirli bir kallus, proto-kallus veya hiicre stispansiyonu olusumu devresinden
sonra da ortaya ¢ikabilir (indirekt rejenerasyon). Ortaya c¢ikan bitkilerde bazi kalitsal
veya gecici varyasyonlar olusabilir. Son olarak normal kromozom sayisinin yarisini
ihtiva eden hiicrelerden de direkt veya dolayli yollarla bitki rejenerasyonu olabilir. Bu
durumda dondr bitkinin kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle steril olan
haploid bitkiler elde edilebilir. Bu bitkicik, doku veya hiicrelerde kromozom katlamasi
yoluyla fertil (dihaploid veya katlanmis haploid) bitkiler elde edilir.

Asmada in vitro rejenerasyon kaynagi olarak degisik eksplantlar
kullanilmaktadir. Bunlar anter (Perl ve ark., 1995; Nakajima ve ark., 2000; Martinelli ve
ark., 2001; Lopez-Perez ve ark., 2005; Cutanda ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2009),

olgunlasmamis oviil (Xu ve ark., 2005), olgunlasmamis ¢igek (Lopez-Perez ve ark.,



2005; Cutanda ve ark., 2008; Acanda ve ark., 2013), yumurtalik (Lopez-Perez ve ark.,
2005), yaprak (Passos ve ark., 1999; Keskin ve Kunter 2007; Keskin ve Kunter 2008),
yaprak sap1 (Tassoni ve ark., 2005), bogum ve govde parcalar1 (Jaskani ve ark., 2008;
Chao ve ark., 2015), siiliik (Salunkhe ve ark., 1997) seklindedir. Ancak genotip ve
eksplant tipine gore elde edilen basarinin ¢ok degisken olmasi nedeniyle, 1slah
caligmalarina baglamadan o©nce mutlaka kullanilabilir 6zellikte bir rejenerasyon
sisteminin olusturulmasi gerekmektedir.

Asmada 1slah ¢aligmalar1 diger bitki tiirlerinde oldugu gibi basta klon
seleksiyonu ve melezleme 1slaht olmak tizere klasik yontemlerle yapilmaktadir. Ancak
klon seleksiyonu ile istenilen oOzellikleri kombine eden tek bir bireyin elde
edilmesindeki olanaksizliklar, melezleme 1slahinda ise yliksek heterozigot kalitsal yapa,
uzun generasyon siiresi, uygun genetik Ozelliklere sahip melezlerin se¢iminin uzun
zaman almasi, bagl genler nedeniyle istenmeyen bazi 6zelliklerin dollere gegmesi ve
melezleme depresyonu nedeniyle kendilemenin engellenmesi gibi bir takim
dezavantajlar1 ile son derece uzun bir siireci gerektirmektedir. Biitlin bu olumsuzluklar,
ozellikle son yillarda, kisa siirede kesin sonuglar sunan molekiiler ve hiicre tekniklerinin
kullanildig1 1slah metotlarinin gelistirilmesine neden olmustur. Bu yeni 1slah metotlari,
sadece yeni bir ¢esidin gelistirilmesine olanak saglamamakta; ayrica, bir ¢esidin temel
niteliklerini bozmadan istenilen spesifik bir karakterin kazandirilmasina iliskin
modifikasyonlara da imkan saglamaktadir. Ancak molekiiler genetik metotlarinin 1slah
calismalarinda basarili bir sekilde uygulanabilmesi, her seyden dnce, bu yontemlerde
1slah materyali olarak kullanilan bitki pargaciklarinin (eksplant) in vitro kosullarda tam
bitkiye doniisiimlerinin saglanmasi ile miimkiin olabilmektedir (Babalik, 2006).

Ercis liziim ¢esidi lilkemizin zengin asma gen potansiyeli igerisinde Van ilinin
ekolojisi ile 6zdeslesmis bir liziim ¢esididir. Sicakligin sinirlayict etkisi ve yiiksek rakim
nedeniyle yetistigi ekolojide diger iiziim ¢esitlerine gore zor kosullara daha toleranshidir.
Bu baglamda Ercis iiziim c¢esidi genetik anlamda son derece degerli bir 1slah
materyalidir. Bu calismada Ercis iiziim ¢esidinin in vitro yaprak eksplantlarindan
rejenerasyon tizerine degisik bitki biiylime diizenleyicileri ve konsantrasyonlarinin
etkileri arastirilmistir. Boylece Ercis iziim ¢esidinin in vitro rejenerasyon potansiyelinin
ortaya konmasi amaglanmistir. Dolayisi ile bu gesitle gelecekte yapilacak biyoteknolojik

aragtirmalar i¢in referans olarak bagvurulabilecek bilimsel bir ¢alisma yiiriitiilmiistiir.






2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

Rajasekaran ve Mullins (1981), bazi asma genotiplerinin bogum arasi
eksplantlarin1 kullanarak organogenesis yoluyla bitki elde etmislerdir. Arastiricilar
ayrica, ana bitki ve genotipin olgunlugu, eksplant orijini ve ortam kompozisyonunun
etkilerini de arastirmislardir. Arastirma sonucunda kullanilan ortam ve genotiplerin
biiylik bir kisminda adventif kok olusumu ger¢eklesmistir.

Stamp ve Meredith (1988), Cabernet Sauvignon ve V. rupestris St. George ve Pl
200692°nin in vivo ve in vitro yapraklarmmi NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ve MS
(Murashige ve Skoog, 1962) temel besin ortamlarinda kiiltiire almis ve somatik embriyo
eldesi saglamislardir. Arastiricilar biyiimeyi diizenleyici madde kombinasyonlarinin
yani sira genotip, eksplant tipi ve kaynagi, Kiiltiir yontemi, Kiiltiir ortaminin bilesimi ile
donor bitkinin durumunun embriyo olusumunu etkiledigini belirtmislerdir.

Stamp ve ark., (1990a), 2 mg/l BA igeren katt NN ortaminda kiiltiire alinan
French Colombard ve Thompson Seedlessin bogum kiiltiirlerinden elde edilen
siiriigiinlerden alinan yaprak ayasi ve yaprak sapi eksplantlarindan 3 hafta iginde
adventif siirgiinlerin gelistigini rapor etmislerdir.

Stamp ve ark., (1990b), Cabernet Sauvignon, French Colombard, Grenache,
Thompson Seedless (syn. Sultana) and White Riesling, V. rupestris cv. St. George
(sinonim: du Lot) and V. vinifera x rupestris cv. Ganzin 1 iiziim cesitlerinin yaprak
eksplantlarini 0, 1, 2 ve 4 mg/l BAP (6-benzilaminopiirin) igeren MS veya NN temel
rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Arastirma sonucunda her bir eksplanttan
yaklasik 6 siirgiin meydana gelmis ve koklenen bitkicikler morfolojik olarak ana bitkiye
benzemislerdir.

Seyval blanc iiziim ¢esidinin yaprak eksplantlar1 i¢in etkili bir rejenerasyon
yontemi {izerine yapilan bir ¢alismada yliksek oranda somatik embriyo olusumunun 20
uM NOA (Naftoksi asetik asit) +4 uM TDZ (Thidiazuron) igeren modifiye NN
ortaminda saglandigini belirtilmistir (Harst 1995).

Onsekiz liziim ¢esidinin in vitro siirgiinlerinden alinan yaprak explantlarinin
organogenik potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir c¢aligmada yaprak
explantlar1 2 mg/l BA (Benzil Adenin), 0.03 mg/l NAA (Naftalen Asetik Asit) iceren

yar1 kuvvetteki (1/2) MS ortamu tizerinde kiiltiire alimmustir. Sultana moscato, Riesling,



Chardonnay, Cabernet franc ve Vitis armata genotiplerinin yaprak explantlarindan
yiiksek oranda siirgiin olusumu saglanmistir (Martinelli ve ark., 1996).

Torregrosa ve ark., (1995), VRH8715, VRH8773 ve VMHI melez iiziim
cesitlerinin rejenerasyon yetenegini belirlemislerdir. Arastiricilar, kallus olusumu ve
proliferasyon saglamak amaciyla 6 g L agar + 25 g L sakkaroz igeren 1/2 MS ortami
kullanmuglar ve en iyi biiylime diizenleyici kombinasyonunu belirlemek amaciyla NOA,
2,4-D, 245-T (2,4,5-triklorofenoksasetik asit) ve BAP kombinasyonlarini
kullanmiglardir. Caligma sonucunda % 95 oraninda bitki olusumu gergeklesmistir.

Biiytikdemirci (1997), Valiant, Chancellor ve St. Croix {iziim ¢esitlerinin
yapraklarindan direkt siirgiin olusumu ve bitki elde edilmesi iizerine ortam, sakaroz,
oksin ve sitokinin tipi ile konsantrasyonlarinin etkili oldugunu belirlemistir. Calisma
sonucunda ¢ogunlukla NN ortaminin MS ortamindan daha yiiksek rejenerasyon yiizdesi
olusturdugu saptanmaistir.

Altun ve Yiirekli (2000), Sultani Cekirdeksiz tiziim g¢esidinde in vitro kalsiyum
degisiminin kallogenez ve regenerasyon iizerindeki etkileri incelemistir. Eksplantlarin
etkili sterilizasyonu % 70’lik etanolde 7 dakika; % 4.5’lik sodyum hipokloritte ise 10
dakika olarak saptanmistir. Kalsiyum miktar1 degistirilerek hazirlanmig 5 farkli MS
ortamindan elde edilen kallogenez ve regenerasyon sonucglari morfolojik olarak
verilmistir. Calisma sonucunda en iyi kallus olusumu % 100 ile MS ortamindaki
kalsiyum miktar1 azaltilarak ve 3 mg/l NAA eklenerek hazirlanmis 2 mmol/l Ca*? ve 3
mmol/l Ca*? igerikli ortamlardan elde edilmistir. En iyi kallus biyomasi ise normal MS
ortaminda gozlenmistir. En iyi govde ve kok gelisimi MS ortamindaki kalsiyum
iyonunun miktar arttirilarak ve 3 mg/l NAA eklenerek elde edilen 5 mmol L Ca*? ve 6
mmol L Ca*? modifiye ortamlardan elde edilmistir.

Organogenesis yoluyla 5 iizim ¢esidi (Atasarisi, Cavus, Kalecik karasi, Sultani
cekirdeksiz ve Yapincak) ile 2 asma anacina (5 BB 41 B) ait yaprak eksplantlarindan
adventif siirglin gelisimi iizerine etkili olan genotip, eksplant kaynagi ve besin
ortamlariin etkilerini inceleyen Goktiirk Baydar (2000), eksplant kaynagi olarak in
vitro siirgiinlerden izole edilen yaprak sapi ve ayalarim1 kullandigi arastirmasinda,
adventif silirglin gelisimi ile ilgili en yiiksek degerleri yaprak saplarindan elde ettigini
belirtmistir. Arastirma sonunda, adventif siirgiin olusumu i¢in en uygun besin ortaminin

Kalecik karasi, Cavus, Sultani Cekirdeksiz ve Kober 5 BB i¢in 2 mg/l BAP katkili MS



besin ortaminin oldugu tespit edilmistir. Bu besin ortaminda kiiltiire alinan Kalecik
karasi, Cavus, Sultani c¢ekirdeksiz ve Kober 5 BB’ye ait yaprak saplarinin % 34.7-
56.0’s1, yaprak ayalarinin da % 18.7-22.7°si adventif siirgiin olusturmustur. Yapincak,
Atasarist ve 41 B i¢in de 2 mg/l BAP katkilit NN ortaminin adventif siirgiin olusumu
icin en uygun besin ortami oldugunun belirlendigi arastirmada, bu genotiplere ait
yaprak saplarimin % 16.0-34.7’sinin, yaprak ayalarmin da % 8.0-14.7’sinin adventif
stirgiin olusturduklari tespit edilmistir.

Kwon ve ark., (2001), V. labruscana x V. vinifera melezi olan Kyoho iiziim
cesidinin yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin olusumunun, temel ortam, bitki
biiyiime diizenleyicileri ve 1s1k gibi faktorlerden etkilendigini belirlemislerdir. En iyi
slirglin rejenerasyonu karanlikta 3 hafta siireli inkiibasyondan sonra elde edilmistir.

Gok Tangolar (2002), 41 B Amerikan asma anacit ve Yalova Incisi iiziim
cesidinin farkli eksplantlarindan, embriyogenesis ve organogenesis yoluyla bitki elde
edilmesinde farkli besi ortamlar1 ve biiylimeyi diizenleyici maddeler ile kiiltiir
kosullariin etkisi arastirmistir. Somatik embriyogenesis ¢alismalarinda eksplant olarak
anter, in vivo ve in vitro yaprak ayasi ve yaprak sapi, siiliik, olgunlasmamis ve olgun
zigotik embriyo; organogenesis c¢alismalarinda ise in vitro yaprak ayasi ve yaprak sapi
kullanilmistir. Somatik embriyogenesiste kullanilan biitiin eksplantlarda uygulamalara
gore degisen oranlarda embriyojenik kalluslar meydana gelmis ancak, yalnizca
olgunlagsmamis zigotik embriyo eksplantindan somatik embriyolar elde edilebilmistir.
41 B anacimin olgunlagsmamis zigotik embriyolari, igerisinde 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D
bulunan MS, NN ve BS ortamlarinin aydinlik ve karanhk kiiltiirlerinde degisik
oranlarda somatik embriyo olusturmuslardir. En yiiksek oranda somatik embriyo
olusumu 0.5 ve 1 mg/l 2,4-D igeren B5 ortaminin karanlik kiiltiirlerinde (sirasiyla % 30
ve % 28.9) saptanmistir. Yalova incisinin olgunlasmamis zigotik embriyolar1 yalnizca 1
mg/l 2,4-D igeren MS'in aydinlik kiiltiirlerinde % 5; 0.5 mg/l 2,4-D igeren NN
ortaminin aydinlik ve karanlik kiiltiirlerinde ise sirasiyla % 6.3 ve % 2.3 oranlarinda
somatik embriyo olusturmustur. Sekiz aylik kiiltiir siiresi sonunda 41 B’nin B5 + 1 mg/I
2,4-D + karanhk kiiltiirlerinde 559 adet, Yalova Incisi’nin NN + 0.5 mg/l 2,4-D +
aydinlik kiltiirlerinden ise 912 adet embriyonun torpedo devresinde oldugu
belirlenmistir. En yiiksek ¢imlenme ve tam bitkiye doniisiim oran1 41 B’de hormonsuz

NN ortaminda (sirastyla % 58 ve % 75), Yalova Incisinde ise hormonsuz MS ortaminda



(swrastyla % 77.4 ve % 45) meydana gelmistir. Elde edilen somatik bitkiciklerin %
91.9'u basartyla topraga aktarilmistir. Organogenesis calismalarinda adventif goz
olusumu bakimindan her iki genotipte en uygun eksplantin yaprak ayasi oldugu
belirlenmistir. Ayrica 2 mg/l BA eklenen B5 ve NN ortamlarinda diger uygulamalardan
daha ytiksek degerler elde edilmistir.

Bayir (2003), Sultani Cekirdeksiz ve Cardinal {iziim ¢esitleri ile 5BB ve Fercal
asma anaglarinin kallus kiiltiirii yoluyla rejenerasyon olanaklarini arastirmustir. In vitro
kosullarda yetistirilmis bitkilerden alinan yaprak ayasi, yaprak sapit ve bogun arasi
eksplantlar1 degisik bitki biiylime diizenleyici maddelerin (BAP, 2,4-D, Kinetin)
eklendigi MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kallus olusumu ve kallus boyutu
bakimindan en iyi sonucu gesitler i¢in 1 mg/l BAP’in 0.1 mg/l ya da 1 mg/l 2,4-D;
anaclar i¢in ise 0.2 mg/l BAP’1n 0.1 mg/l 2,4-D kombinasyonundan alinmistir.

Goktiirk Baydar ve Cetin (2003), Sultani ¢ekirdeksiz ve Kalecik karasi ile 41B
ve 5BB asma anaglarina ait in vitro bitkilerden elde edilen yaprak ayalari ile yaprak
saplarin1 kullanarak organogenesis yoluyla adventif kok ve siirgiin olusumu elde
etmislerdir.

Ozden ve ark., (2008), Okiizgdzii ve Bogazkere iiziim gesitlerinde organogenesis
yoluyla etkin bir rejenerasyon protokolii olusturmaya c¢alismislardir. Yaprak
eksplantlarini, BAP ile NAA’nin farkli kombinasyonlarini igeren NN besin
ortamlarinda kiiltiire almislardir. Arastirma sonucunda en yiiksek kallus olusumu (%),
adventif siirgiin olusturan kallus orant (%), ortalama adventif silirgiin sayisi
(adet/eksplant), denemede kullanilan her iki ¢esit icin de 0.5 mg/l BA ve 0.05 mg/l
NAA igeren kiiltlir ortamlarindan elde edilmistir.

Keskin ve Kunter (2010), Kalecik karasi, Okiizgdzii, Ercis ve Cabernet
Sauvignon iizlim c¢esitlerinde ikincil bitki {irlinii iiretmek amaciyla elde edilen
kalluslarin kalitesi iizerine; ¢esit, besin ortami ve eksplant tipinin etkisi arastirmistir.
Eksplant kaynag1 olarak siirgiinlerin orta boliimiinden alinan yaprak ayasi ve bogum
aralar1 kullanilmistir. Dikimler, 1.0 uM BAP (6-benzilaminopiirin), 0.1 uM 2,4-D (2,4-
diklorofenoksi-asetik asit), sakkaroz (% 2) ve agar (% 0.8 ) ilave edilmis MS ve
Gamborg B5 kati temel besin ortamlarina yapilmistir. Hazir besin ortamlarindan MS
besin ortamu saf su igerisine litreye 4.4 g, B5 ortami ise 3.2 g katilarak hazirlanmistir.

Her iki besin ortamimin da pH degeri 5.7°ye ayarlanmistir. Kalluslar karanlikta ve



25°C’de inkiibe edilmis ve 21 giin ara ile iki defa alt kiiltiire alinmistir. Arastirma
sonucunda, kallus kalitesini ifade eden I. tip kallus olusumunun besin ortami, iiziim
cesidi ve eksplant tipine gore degistigi belirlenmistir. Calismada kullanilan iki farkli
besin ortamindan BS besin ortaminin, I. tip kallus olusumu bakimindan MS ortamina
gore daha basarili oldugu saptanmistir. En yiiksek I. tip kallus olusumu gosteren {iziim
cesidi Cabernet Sauvignon (% 74.73), en diisiik 1. tip kallus olusumu gosteren {iziim
cesidi ise Okiizgdzii (% 23.20) olmustur. Kullanilan eksplant dikkate alindiginda, I. tip
kallus olusumu bakimindan yaprak ayalarmin bogum aralarina goére daha basarili
sonuclar gosterdigi belirlenmistir.

Khan ve ark., (2015), Kings Ruby {iziim ¢esidinin mikrogogaltimi igin ortamdaki
biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarini optimize etmisleridir. In vitro kiltiirleri
olusturmak icin apikal meristemleri kullanmiglardir. Gelisen siirgiinlerden alinan bogum
eksplantlari, benzil aminopurin (BAP), kinetin, glisin ve gibberellic asit (GAs) igeren
1/2 MS ortamina proliferasyon i¢in dikilmistir. Calisma sonucunda arastiricilar rejenere
olmus stirgiinleri koklendirilmek i¢in biiylime diizenleyici madde igermeyen 1/2 MS
ortamini onermistir.

Yildirim ve ark., (2015), Okiizgdzii ve Bogazkere iiziim gesitlerinde yiiriitiilecek
doku kiiltiiri calismalarinda kullanilacak eksplant tipinin belirlenmesi amaciyla bir
arastirma yapmuslardir. Uziim cesitlerine ait ii¢ gozlii celikler perlit ortaminda
koklendirildikten sonra elde edilen siirgiinlerden hazirlanan siirgiin ucu, bogum ve
bogum aralar1 olmak iizere ii¢ farkli eksplant tipi kullamlmstir. Okiizgdzii cesidinde
rejenarasyon orant % 100, siirgiin sayist 2.63 adet, slirglin uzunlugu 1.27 cm, bogum
sayist 5.05 adet, kallus oranmi ise % 75 olarak gerceklesirken; Bogazkere c¢esidinde
rejenerasyon % 100, siirgiin sayis1 4.8 adet, siirgiin uzunlugu 1.39 cm, bogum sayisi
5.85 adet, kallus orani ise % 100 olarak gergeklesmistir. Calisma sonucunda incelenen
eksplant tiplerinden bogum kiiltiiriiniin Okiizgdzii ve Bogazkere iiziim cesitlerinde in
vitro kullanilabilecek en iyi eksplant tipi oldugu belirlenmistir.

Sultani Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde basarili bir kallus rejenerasyonu saglamak
icin eksplant materyali ve kiiltiir ortami se¢imi iizerinde c¢alisan Pehlivan ve ark.,
(2017), ana eksplant materyalleri olarak, in vitro makro siirgiin ucu materyallerinin in
vitro siirglinlerinden e¢lde edilen, yaprak diskleri ve bogum pargalar1 kullanmustir.

Baglangigcta, makro siirgiin ucu 1 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda kiiltiire
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alimmistir. Bunun ardindan in vitro siirgiinler BAP (1 mg/l ) + IBA (Indol-3-biitirik asit)
(0.1 mg/l ) igeren siirgiin ¢ogaltma besin ortamina alt kiiltiire aktarilmistir. Sultani
Cekirdeksiz iiziim ¢esidinde kallus rejenerasyon potansiyelini arastirmak icin; yaprak
diskleri 2,4-D ile BAP kombinasyonlarini i¢eren iki farkli MS ortaminda, bogum
parcalart ise 2,4-D ve NAA ile kombinasyon halinde BAP iceren dort farkli MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kallus ¢ogaltim orani, yaprak disk eksplantinda bogum
eksplantina  gore daha yiiksek oranda gergeklesmistir. Tim uygulama
kombinasyonlarinin iginde kallus rejenerasyonunda en etkili sonu¢ BAP (1 mg/l ) + 2,4-
D (0.1 mg/l) igeren MS ortamindan elde edilmistir. Bu ortamda ortalama kallus ¢ap1 6.3

mm ve kallus rejenerasyon orani ise % 100 oraninda bulunmustur.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, 2016-2018 yillar1 arasinda Yiiziincii Yil Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’nde yiiriitilmiistiir.

Bu c¢alismanin bitkisel materyalini Van ili bagciligi denince akla ilk gelen ve
saraplik-siralik bir c¢esit olmasina ragmen yorede sofralik olarak tiiketilen Ercis yerli
liztim ¢esidi olusturmaktadir. Arastirmada kullanilan Ercis iizlim ¢esidine ait gorsel

Sekil 3.1°de ¢eside ait baz1 6nemli 6zellikler ise agsagida verilmistir (Keskin, 2007).

Cicek tipi Erdisi

Tane rengi Mavimsi siyah
Tane iriligi Kiigiik-orta, 2 ¢
Salkim sekli Dall1 konik
Salkim iriligi Orta, 250 g
Olgunlasma Orta mevsim

. Saraplik-siralik bir ¢esit olmakla birlikte, ¢eside 6zgli aromasi
Kalite Ozelligi
nedeniyle sofralik olarak da tiiketilmektedir.

Sekil 3.1. Ercis iiztimii (Foto: Nurhan Keskin).
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3.2. Yontem

3.2.1. Eksplantlarin elde edilmesi

Ercig iizim ¢esidine ait yaprak ayalarmin in vitro rejenerasyon kapasitelerini
belirlemek amaciyla, Oncelikle eksplantlarin alinacagi in vitro siirgiinlerin elde
edilmesine yonelik olarak Ercis tiziim ¢esidinden budama doneminde alinan ¢elikler 16
saat aydinlik/8 saat karanlik kosullarda, 25 °C sicaklikta iklim odasinda siirdiiriilmiistiir
(Sekil 3.1.).

Sekil 3.2. Bir yasli dallarin iklim odasinda siirdiiriilmesi.

3.2.2. Invitro bitkiciklerin eldesi

Bir yash dallarin iklim odasinda siirdiiriilmesiyle elde edilen siirgilinlerden her
bir tek adventif goz igeren eksplantlar 1-2 damla 0.01°lik Tween 20 ilave edilmis %
10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (% 0.5 NaOCI) kullanilarak 15 dakika dezenfekte
edilmistir. Dezenfeksiyon sonrasi materyaller, en az 5 dakika olmak {izere 3 kez steril
saf su ile durulanmistir. In vitro bitkiciklerin elde edilmesi amaciyla MS (Murashige ve
Skoog, 1962) ve NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) yar1 kati temel besin ortamlar
kullanilmustir (Cizelge 3.1). Litreye 4.4 g MS ve 2.18 g NN, katilarak hazirlanmig olan

ortamlar1 pH degeri 5.7’ye ayarlanmistir. Biiylimeyi diizenleyici madde olarak, siirglin
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gelisimini artirict BAP (6-benzilaminoprin) ve NAA (Naftalen Asetik Asit) eklenmistir.
Sakkaroz (% 3) ve agar (% 6) ilave edilen besin ortamlar1 otoklavda (121°C’de 20
dakika) sterilize edilmistir. Kiiltiire alinan yaprak eksplantlar1 8/16 fotoperiyot ve
25°C’de inkiibe edilmis, calismada kullanilacak yeterli eksplant sayisina ulagana kadar

alt kiltiire alma islemine devam edilerek in vitro bitkicikler elde edilmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. In vitro bitkicikler.

3.2.3. Rejenerasyon

Rejenerasyon denemelerinde 4 aylik alt kiiltiir uygulamalar1 sonucunda yeterli
bitki sayisina ulagildiginda, in vitro ortaminda gelisen bitkiciklerden yaprak pargaciklari
alarak in vitro ortamda rejenerasyona tesvik edilmislerdir (Sekil 3.4). Eksplantlar
literatiir kapsaminda belirlenmis 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mg/l BAP ile 0, 0.05 ve 0.1
mg/l NAA iceren MS (Cizelge 3.1) ve NN (Cizelge 3.2) ortamlarinda kiiltiire alinmigtir
(Cizelge 3.3). Hazir ticari besin ortamlarindan NN litreye 2.18 g, MS ise 4.4 g tartilarak
ilave edilmistir. NN ortamina 20 g L, MS ortamina ise 30 g L sakkoroz eklenmistir. Her
iki ortamin da pH’s1 5.7°ye ayarlanmis, 7 g L agar eklenerek otoklavda 121°C’de 20
dakika) sterilize edilmistir. Eksplantlar her kiiltiir kabina on yaprak ayasi olacak sekilde
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kiiltiire alinmig ve her bir uygulama i¢in on adet kiiltiir kab1 kullanilmistir. Kiiltiirler
25°C’de 15 giin karanlik ortamda tutulduktan sonra 8/16 fotoperiyot ve 25°C’de 30 giin
inkiibe edilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. In vitro bitkiciklerden elde edilen yaprak pargaciklari.

Cizelge 3.1. MS temel besin ortaminin bilegimi

I. Inorganik maddeler I1: Organik maddeler

A. Makro elementler (mg/l) 1) Vitamin ve amino asitler ~ (mg/l)
NH4NO3 1650 Myo-inositol 100
KNO3 1900 Thiamin HCL 0.1
CaCl2.H20 440 Pyridoxin HCL 0.5
KH2PO4 170 Nicotinic acid 0.5
MgS0O4.7TH20 370 Glycine 2.0
NaFeEDTA 36.7

B. Mikro elementler (mg/l)

MnSO4 16.0

ZnSO4 8.6

H2BO3 6.2

Kl 0.830

Na2Mo4 0.250

CuS0O4 0.025

CoCl2 0.025
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Cizelge 3.2. NN temel besin ortaminin bilesimi

I. Inorganik maddeler I1: Organik maddeler

A. Makro elementler (mg/l) 1) Vitamin ve amino asitler (mg/l)

KNO; 950 Myo-inositol 100

NH4sNO3 720 Glycine 2

MgS04.7H20 185 Nicotinic acid 5

CaCl2.H20 166 Pyridoxin HCL 0.5

KH2PO4 68 Thiamin HCL 0.5
Folic asit 0.5

B. Mikro elementler (mg/l) Biotin 0.05

MnSO4 25

ZnSO4 10

NazMo4 0.25

H2BO3 10

CuSO4 0.025

C. Demirli bilesik (gL)

FeSO4.7H20 0.557

Disodyumetilendiaminotetraosetat ~ 7.450

(

Sekil 3.5. inkiibasyona alman kiiltiirler.
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Cizelge 3.3. Eksplantlarin dikildigi besin ortamlari

ORTAMLAR  BAP (mgll) NAA (mg/l) AGAR(gL) SAKKAROZ (g L)

MS-1 0.5 0 7 30
MS-2 1.0 0 7 30
MS-3 1.5 0 7 30
MS-4 2.0 0 7 30
MS-5 2.5 0 7 30
MS-6 0.5 0.05 7 30
MS-7 1.0 0.05 7 30
MS-8 1.5 0.05 7 30
MS-9 2.0 0.05 7 30
MS-10 2.5 0.05 7 30
MS-11 0.5 0.1 7 30
MS-12 1.0 0.1 7 30
MS-13 15 0.1 7 30
MS-14 2.0 0.1 7 30
MS-15 2.5 0.1 7 30
NN-1 0.5 0 7 20
NN-2 1.0 0 7 20
NN-3 1.5 0 7 20
NN-4 2.0 0 7 20
NN-5 2.5 0 7 20
NN-6 0.5 0.05 7 20
NN-7 1.0 0.05 7 20
NN-8 15 0.05 7 20
NN-9 2.0 0.05 7 20
NN-10 2.5 0.05 7 20
NN-11 0.5 0.1 7 20
NN-12 1.0 0.1 7 20
NN-13 1.5 0.1 7 20
NN-14 2.0 0.1 7 20
NN-15 2.5 0.1 7 20

3.2.4. incelenen ozellikler

Kiiltiirlerde dikimden sonraki dordiincii haftanin sonunda asagidaki 6zellikler

incelenmistir.
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Rejenere eksplant orant (%): Rejenerasyon gosteren eksplant sayisinin yasayan
eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir.
Kallus olusturan eksplant sayist (adet): Yasayan eksplantlardan ka¢ tanesinin
kallus olusturdugu sayilarak elde edilmistir.
Kallus kalitesi (%):
I. Tip Kallus: Beyaz, sari renkli, sert kirilgan yapida saghkli goriiniimdeki
kalluslar.
Il.  Tip Kallus: Sarimsi kahve ya da kahverenginin degisik tonlari, sulu yumusak,

kolay dagilabilen ya da beyaz pamuksu sagliksiz goriiniime sahip kalluslar.

Sekil 3.6. Elde edilen kalluslarin kalite 6zellikleri a) 1. tip kallus, b) II. tip kallus.
(Kekin, N., ve Kunter B., 2010).

Kallus olusturma orant (%): Kallus olusturan eksplant sayisinin yasayan
eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir (Aykanat, 2016).
Farkli kallus dereceleri (Aykanat, 2016):
1: Canl1 hi¢ kallus yok (gelisme yok)
2: Eksplantin belli bir kisminda kallus var
3: Eksplantin her tarafinda kallus var
Calisma sonucunda elde edilen degerlerde sonuglar doku kiiltiirii calismalarinda

yaygin olarak kullanilan % degerleri iizerinden ifade edilmistir.






4. BULGULAR VE TARTISMA

Ercis iizim ¢esidinin rejenerasyon potansiyelini belirlemek amaciyla iki farkl
biliylimeyi diizenleyici madde (NAA, BAP) ilave edilmis iki farkli ortamda (NN ve MS)
kiiltiire alinan yaprak ayas: eksplantlarinin dikimden sonraki ondort giin iginde
hacimlerinin arttigi goézlenmistir. Dikimi takip eden 18. giinden itibaren kalluslar,
indirekt (I) adventif kok olusumu gosterirken, bir kismmm herhangi bir gelisme
gostermeden ayni kaldigi (Sekil 4.1) ya da kahverengileserek canliliklarini kaybettikleri
goriilmistiir. Degerlendirmeler yasayan eksplantlar iizerinden yapilmistir. NAA ilave
edilmeyip sadece BAP’1n degisik konsantarsyonlarinin ilave edildigi her iki ortamda da

kallus, rejenerasyon ve adventif kok olusumu meydana gelmemistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Herhangi bir gelisme gostermeyen yaprak eksplantlart ve Adventif kok
olusumu seklinde rejenere olan kalluslar.

Rejenere eksplant orant (%) Cizelge 4.1 incelendiginde her iki ortam igin de en
yiiksek rejenerasyon oraninin (NN ortaminda % 31.25; MS ortaminda % 58.82) 0.1
mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP konsantrasyonundan elde edildigi goriilmektedir.
Rejenerasyon sadece adventif kok olusumu seklinde gergeklesmis (Sekil 4.2), adventif
stirglin elde edilemediginden bitkiye doniisiim elde edilememistir. Bu durumun genotip
etkisinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglara gore rejenere eksplant
orani (%) bakimindan MS ortaminin NN ortamma gore daha iyi sonu¢ verdigi

sOylenebilir.
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Cizelge 4.1. Ercis iiziim ¢esidinin rejenere eksplant orant

ORTAMLAR BAP (mgl) NAA (mg/l) Yasayan eksplant Rejenere eksplant

sayisi orani (%)
NN-1 0.5 0 74 0
NN-2 1.0 0 78 0
NN-3 15 0 77 0
NN-4 2.0 0 82 0
NN-5 2.5 0 78 0
Max 82 0
Min 74 0
NN-6 0.5 0.05 80 27.63
NN-7 1.0 0.05 83 14.29
NN-8 15 0.05 79 24.19
NN-9 2.0 0.05 83 18.46
NN-10 2.5 0.05 75 28.57
Max 83 28.57
Min 75 14.29
NN-11 0.5 0.1 81 20.59
NN-12 1.0 0.1 85 31.25
NN-13 15 0.1 80 29.85
NN-14 2.0 0.1 72 24.59
NN-15 2.5 0.1 81 20.59
Max 92 31.25
Min 85 20.59
MS-1 0.5 0 82 0
MS-2 1.0 0 88 0
MS-3 1.5 0 90 0
MS-4 2.0 0 87 0
MS-5 2.5 0 90 0
Max 90 0
Min 82 0
MS-6 0.5 0.05 88 46.67
MS-7 1.0 0.05 91 43.04
MS-8 1.5 0.05 90 48.78
MS-9 2.0 0.05 87 56.41
MS-10 2.5 0.05 88 51.32
Max 91 56.41
Min 88 43.04
MS-11 0.5 0.1 85 51.95
MS-12 1.0 0.1 92 58.82
MS-13 15 0.1 86 50.67
MS-14 2.0 0.1 88 50.00
MS-15 2.5 0.1 91 48.75
Max 92 58.82

Min 85 48.75
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Interactions and 95,0 Percent LSD Intervals
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Sekil 4.2. Rejenere ekplant oranlarina ortam, NAA ve BAP’1n etkileri.
a)NAA ortamlara etkisi b) BAP’in ortamlara etkisi ¢) BAP’in NAA
etkisi

Kallus olusturan eksplant sayisi (adet). Her iki ortamda da en yiiksek kallus
olusturan eksplant sayis1 (NN ortaminda 80; MS ortaminda 85) 0.1 mg/l NAA + 1.0
mg/l BAP konsantrasyonundan elde edilmistir (Cizelge 4.2., Sekil 4.2). Bu o6zellik

bakimindan MS ortaminin NN ortamina gdre daha iyi sonug verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Ercis tiziim g¢esidinin Kallus olusturan eksplant sayisi (n)

Kallus olusturan

ORTAMLAR BAP (mg/l) NAA (mg/l) ckuplant sortst (2)
NN-1 05 0 0
NN-2 1.0 0 0
NN-3 15 0 0
NN-4 2.0 0 0
NN-5 25 0 0
NN-6 05 0.05 76
NN-7 1.0 0.05 70
NN-8 15 0.05 62
NN-9 2.0 0.05 65
NN-10 25 0.05 63
NN-11 05 0.1 68
NN-12 1.0 0.1 80
NN-13 15 0.1 67
NN-14 2.0 0.1 61
NN-15 25 0.1 65
MS-1 05 0 0
MS-2 1.0 0 0
MS-3 15 0 0
MS-4 2.0 0 0
MS-5 25 0 0
MS-6 05 0.05 75
MS-7 1.0 0.05 79
MS-8 15 0.05 82
MS-9 2.0 0.05 78
MS-10 25 0.05 76
MS-11 05 0.1 77
MS-12 1.0 0.1 85
MS-13 15 0.1 75
MS-14 2.0 0.1 70
MS-15 2.5 0.1 80

Kallus olusturan eksplant sayisi agisindan ortam ve NAA dozlar1 arasinda
istatistiki farklilik olugsmustur. NN ortami ortamlar i¢inde One ¢ikarken, NAA dozlari
acisindan 0.05 ile 0.1 (mg/l) ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Kallus olusturan eksplant sayisina iligskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi S.D. K.T. K.O. F-Degeri
A:Ortam (NN,MS) 333.333 1 333.333 28.74 falalel
B:NAA 35235.5 2 17617.7 1518.77 il
C:BAP 152.8 4 38.2 3.29 O.D.

Interaksiyonlar
AB 169.867 2 84.9333 7.32 *
AC 52.0 4 13.0 1.12 O.D.
BC 195.2 8 24.4 2.10 O.D.
Hata 92.8 8 11.6

Toplam 36231.5 29

**%: (p<0.001); **: (p<0.01); *: (p<0.05); 9P: Onemli Degil
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Interactions and 95,0 Percent LSD Intervals
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Sekil 4.3. Kallus olusturan eksplant sayisina ortam, NAA ve BAP’1n etkileri.
a) Ortamlarin ve BAP’1n etkisi b) BAP’in NAA etkisi

Kallus kalitesi (%): Benzer sekilde her iki ortamda da kallus kalitesi bakimindan
en iyi konsantrasyon 0.1 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP olarak saptanmistir. NN ortaminda
I. Tip kallus olusumu en yiiksek % 60 oraninda meydana gelirken; MS ortaminda %
52.94 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.3). Kallus kalitesi (%) bakimindan NN

ortaminin MS ortamina gore daha iyi sonug verdigi sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. Ercis tiziim ¢esidinin kallus kalitesi (%)

ORTAMLAR BAP (mg/l) NAA (mg/l) Kallus Kalitesi (%)
l. Il.
NN-1 0.5 0 0 0
NN-2 1.0 0 0 0
NN-3 1.5 0 0 0
NN-4 2.0 0 0 0
NN-5 2.5 0 0 0
NN-6 0.5 0.05 53.95 46.05
NN-7 1.0 0.05 55.71 44.29
NN-8 1.5 0.05 56.45 43.55
NN-9 2.0 0.05 52.31 47.69
NN-10 2.5 0.05 57.14 42.86
NN-11 0.5 0.1 51.47 48.53
NN-12 1.0 0.1 60.00 40.00
NN-13 1.5 0.1 43.28 56.72
NN-14 2.0 0.1 40.98 59.02
NN-15 2.5 0.1 40.00 60.00
MS-1 0.5 0 0 0
MS-2 1.0 0 0 0
MS-3 1.5 0 0 0
MS-4 2.0 0 0 0
MS-5 2.5 0 0 0
MS-6 0.5 0.05 40.00 60.00
MS-7 1.0 0.05 44.30 55.70
MS-8 1.5 0.05 43.90 56.10
MS-9 2.0 0.05 44.87 55.13
MS-10 2.5 0.05 39.47 60.53
MS-11 0.5 0.1 42.86 57.14
MS-12 1.0 0.1 52.94 47.06
MS-13 1.5 0.1 42.67 57.33
MS-14 2.0 0.1 42.86 57.14
MS-15 2.5 0.1 43.75 56.25

Kallus kalitesi acisindan ortam ag¢isindan 6nemli ve NAA dozlar1 arasinda
oldukga Onemli istatistiki farklilik olusmustur. NN ortamlar i¢inde 6ne ¢ikarken, NAA
dozlar1 agisindan 0.05 ile 0.1 (mg/l) ayn1 grupta yer almislardir. BAP konsantrasyonlari

arasinda farklilik gozlenmemistir. (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Kallus olusturan eksplant sayisina iligskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi S.D. K.T. K.O. F-Degeri
A:Ortam (NN,MS) 180.909 1 180.909 7.70 *
B:NAA 15044.4 2 7522.2 320.10 FHx
C:BAP 119.447 4 29.8618 1.27 O.D.

Hata 516.994 22 23.4997

Toplam 15861.8 29

*%: (0<0.001); **: (p<0.01); *: (p<0.05); OP: Onemli Degil
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Sekil 4.4. Kallus kalitesi (%) Ortam, NAA ve BAP’1n etkileri.
a) BAP’in NAA etisi b) BAP’1n ortamlara etkisi c) NAA ortamlara etkisi
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Kallus olusturma orani (%) Kallus olusturma oran1 bakimindan beklenen sonug
eksplant1 ¢cepecevre sarmis olan I. Tip bir kallus olusumudur. Calismada bu baglamda
en basarili sonuglar her iki ortam i¢in de (NN i¢in %96.25; MS i¢in %98.82) 0.1 mg/I
NAA + 1.0 mg/l BAP konsatrasyonu iizerindeki eksplantlardan saglanmistir (Cizelge
4.6.). Kallus olusturma orani (%) bakimindan MS ortamimnin NN ortamina gore daha iyi

sonug verdigi sdylenebilir.

Cizelge 4.6. Ercis liziim ¢esidinin kallus olusturma oran1 (%)

ORTAMLAR BAP (mg/l) NAA (mg/l) Kallus Kalitesi (%)
l. 1.

NN-1 05 0 100 0 0
NN-2 1.0 0 100 0 0
NN-3 15 0 100 0 0
NN-4 2.0 0 100 0 0
NN-5 25 0 100 0 0
NN-6 05 0.05 5.00 13.16  86.84
NN-7 1.0 0.05 15.66 714 9286
NN-8 15 0.05 21.52 1129 8871
NN-9 2.0 0.05 21.69 9.23 90.77
NN-10 25 0.05 16.00 6.35 93.65
NN-11 05 0.1 16.05 5.88 94.12
NN-12 1.0 0.1 5.88 375  96.25
NN-13 15 0.1 16.25 1045  89.55
NN-14 2.0 0.1 15.28 8.20 91.80
NN-15 25 0.1 12.50 8.57 91.43
MS-1 05 0 0 100 0
MS-2 1.0 0 0 100 0
MS-3 15 0 0 100 0
MS-4 2.0 0 0 100 0
MS-5 25 0 0 100 0
MS-6 05 0.05 14.77 8.00 92.00
MS-7 1.0 0.05 13.19 11.39 88.61
MS-8 15 0.05 8.89 4.88 95.12
MS-9 2.0 0.05 10.34 7.69 92.31
MS-10 25 0.05 13.64 7.89 92.11
MS-11 05 0.1 9.41 7.79 92.21
MS-12 1.0 0.1 7.61 1.18 08.82
MS-13 15 0.1 12.79 9.33 90.67
MS-14 2.0 0.1 20.45 14.29 85.71
MS-15 25 0.1 12.09 12.50 87.50

Kallus olusturma orani agisindan ortam agisindan fark bulunmamistir. NAA
dozlar arasinda oldukca onemli istatistiki farklilik olugsmustur. NAA dozlar1 agisindan
0.05 ile 0.1 (mg/l) ayn1 grupta yer almiglardir. BAP konsantrasyonlari arasinda farklilik
gozlenmemistir. (Cizelge 4.7., Sekil 4.4.).
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Cizelge 4.7. Kallus olusturan eksplant sayisina iligskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi S.D. K.T. K.O. F-Degeri
A:Ortam (NN,MS) 0.0282133 1 0.0282133 0.01 O.D.
B:NAA 55879.7 2 27939.9 4962.47 falalel
C:BAP 24.3918 4 6.09795 1.08 O.D.
Hata 45.0419 8 5.63024
Toplam 56075.3 29
**%x: (p<0.001); **: (p<0.01); *: (p<0.05); ©P: Onemli Degil
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Sekil 4.5. Kallus olusturma oran1 (%) Ortam, NAA ve BAP 1 etkileri.

a) Ortamlarin ve BAP 1n etkisi b) BAP’in NAA etkisi
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Sekil 4.6. 1. Tip kalluslar

Calismada ilging bir bulgu NAA ilave edilmeyip sadece BAP’mn degisik
konsantarsyonlarinin ilave edildigi her iki ortamda da rejenerasyon ya da kallus
olusumunun meydana gelmemesidir. Buna neden olarak kallus olusumunun tesviki i¢in
oksin miktarinin sitokinin miktarindan fazla olmasi ile kallus olusumunun siirekliligi ve
gelisimi i¢in belli bir oksin-sitokinin dengesinin saglanmasinin gerekliligi gosterilebilir
(Géniilsen ve Ozcan, 1983).

Asmada in vitro rejenerasyon, molekiiler 1slah ¢alismalarinda neredeyse
vazgecgilmez bir yontemdir. Cesitten geside degisiklik gosterdigi igin  Asmada
kullanilabilir doku kiiltiirli rejenerasyon protokolii bulunmakta, kullanilan protokollerde
ise uygulanmasindaki kolaylik nedeniyle yaprak eksplantlar1 6ne ¢ikan eksplant
kaynagi olarak bildirilmektedir (Stamp ve ark.,, 1990a ve Stamp ve ark.,, 1990b; Colby
ve ark., 1991; Ozden ve ark., 2008, Keskin ve Kunter, 2010). Asmada in vitro
rejenerasyon basaris1 genel olarak genotip, eksplant kaynagi, kiiltiir kosullar1 ve kiiltiir
ortamlarina  ilave  edilen biiyiimeyi  diizenleyici  madde  (oksin/sitokinin)
konsantrasyonlarmin etkilesimine baglhdir (Ozden ve ark., 2008). Arastirma siirecinde
alman bulgulara goére Kkiiltlir ortamlarinin biinyesinde bulunan bitki biiyiime
diizenleyicileri (BAP ve NAA) degisik konsantrasyonlar1 ve kombinasyonunun rejenere
eksplant orani (%), kallus olusturan eksplant miktar1 (adet), kallus kalitesi (%) ve kallus
olusturma orant (%) flizerine farkli etki yaptigi belirlenmistir. Calisma sonucunda
incelenen tiim 6zellikler bakimindan en iyi sonug her iki ortama da ilave edilen 0.1 mg/I

NAA + 1.0 mg/l BAP konsantrasyonundan elde edilmistir. Benzer sekilde Ozden ve
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ark., (2008), Okiizgdzii ve Bogazkere iiziim cesitlerinde yapmis olduklar1 rejenerasyon
protokolii ¢alismasinda NAA ve BAP’in farkli kombinasyonlarini igeren NN besin
ortaminda dikmis olduklar1 yaprak eksplantlarindan her iki g¢esit icin de en yiiksek
kallus olusumu (%), kallus orani (%), ortalama adventif siirgilin sayis1 (adet/eksplant)’n1
0.5 mg/l BA ve 0.05 mg/l NAA iceren kiiltiir ortamlarindan elde etmistir.

“In vitro c¢alismalarinda basariy1 etkileyen faktorlerin basinda kiiltiir ortami
bilesenleri, biiylimeyi diizenleyiciler, eksplant kaynag1 ve cevresel sartlar gelmektedir.
Daha 6nceki ¢aligmalarda diisiik konsantrasyonda BAP kullanildig1 zaman eksplantlarin
cogunda adventif yapilarin olusmadigi, daha yiiksek diizeyde (2-3 mg/l) BAP
kullaniminin ise adventif olusumlari tesvik ettigi belirtilmektedir .” (Clog ve ark., 1990;
Baydar 2000; Ozden ve ark., 2008). Calismada her iki ortama da ilave edilen diisiik
konsantrasyonlu NAA ve BAP konsatrasyonlarindan kallus elde edilmis, sonrasinda bu
kalluslardan ise indirekt adventif kokler meydana gelmistir. Benzer sekilde Baydar
(2000) ile Ozden ve ark., (2008), yapmis olduklari ¢alismalarinda NN ortamina degisik
konsantrasyonlarda NAA ve BAP ilave etmis olduklari eksplantlar {izerinde yogun
kallus olusumu gozlediklerini belirtmislerdir.

Calismada iki farkli temel besin ortami kullanilmis olup, elde edilen sonuglarin
on bes farkli kombinasyon ortama gore biiyiik dl¢iide degisiklik gosterdigi saptanmustir.
Elde edilen sonuglara gore rejenere eksplant orani (%), Kkallus olusturan eksplant sayisi
(adet) ve kallus olusturma orani (%) bakimindan MS ortaminin NN ortamina gére daha
iyi sonu¢ verdigi gozlenirken, kallus kalitesi (%) bakimindan NN ortamimin MS
ortamina gore daha iyi sonug¢ verdigi gozlenmistir. Benzer sekilde “Gok Tangolar
(2002), adventif géz olusumu tizerine MS besin ortaminin NN ve B5 ortamlarina gore
daha basarili sonuglar verdigini tespit etmistir.” Biiylikdemirci (1997), Valiant,
Chancellor ve St. Croix iiziim ¢esitlerinin in vitro rejenerasyonu iizerine yapmis oldugu
calismasinda NN ortammin MS ortamindan daha yiiksek rejenerasyon yiizdesi
olusturdugunu saptamistir. Kullanilmig olan ortamlar in vitro kiiltirde neticeye etki
eden faktorlerin en 6nemlisi oldugu degisik arastiricilar tarafindan da vurgulanmaktadir
(Stamp ve Meredith, 1988; Matsuta ve Hirabayashi 1989; Goktirk Baydar 2000;
Goktiirk Baydar ve Cetin 2003; Ozden ve ark., 2008).






5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Ercis {iziim c¢esidinin biyotik ve abiyotik stres kosullarina
dayanikliligimin artirilmasi yoniinde yapilacak biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanilmak
amaciyla bu g¢esidin in vitro siirglinlerinden elde edilen yaprak eksplantlarindan
rejenerasyon potansiyeli ortaya konmustur.

Giintimiizde modern 1slah yontemlerinden birisi olan in vitro kiiltiir tekniklerinin
bitki 1slahinda kullanilmast hem zamandan hem de uzun vadede uygulandiginda
ekonomik agisindan biiyiik kolayliklar saglamaktadir. S6z konusu tekniklerin, bitki
1slahinda kullanilabilmesi i¢in ise kiiltiire alinan doku, organ ya da hiicrelerden yiiksek
oranda bitki rejenerasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Bunun igin ¢alisilacak olan
bitki materyalinde rejenerasyonu etkileyen faktorlerin (besin ortamin bilesimi, sicaklik
ve 151k dereceleri, eksplant tipi, ortam ilave edilecek biiyiime diizenleyicilerinin
konsatrasyonu ve kombinasyonu) neler oldugunun kesin olarak bilinmesi ve uygun
protokollerinin hazirlanmasi gerekmektedir.

Asmada in vitro rejenerasyonda basar1 biiyiik 6l¢iide genotip, eksplant kaynagi,
besin ortami ve ortama ilave edilen bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonuna gore
degismektedir. Bu nedenle gelecekte Ercis iiziim ¢esidinin rejenerasyon kapasitesinin
artirtlmas1 amaciyla yapilacak olan g¢alismalarda farkli eksplant kaynagi, farkli besin
ortamlar1 ve farkli biiylimeyi diizenleyici maddelerin kullanilmasi 6nerilebilir. Boylece
biyoteknolojik arastirmalarin  baglangicinda ¢alisilacak ¢esit i¢in uygun bitki
rejenerasyon protokoliiniin belirlenmesi miimkiin olabilecektir.

Calismada kiiltiir kosullar1 olarak sadece karanlik uygulamasi yapilmistir.
Gelecekte yapilacak caligmalarda aydinlik kosullar 6zellikle de son zamanlarda
tizerinde durulan LED aydinlatmalarin rejenerasyon iizerindeki etkileri ¢alisilabilir.

Van ili asma gen kaynaklari igerisinde One ¢ikan bir ¢esit olan Ercis liziim
¢esidinin in vitro rejenerasyon potansiyeli iizerine gilinlimiize kadar ¢ok az c¢alisma
yapilmistir (Keskin ve Kunter, 2007; Keskin ve Kunter, 2010). Yapilan bu ¢alismanin

gelecekte yapilacak caligmalara 1s1k tutacag diistiniilmektedir.
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