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INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazilh bicimde sunulan tiim bilgi ve sonuclarin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu

calismaya 6zgii olmayan tiim sonuc¢ ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

Gokhan KILIC
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TESEKKUR

Bu tez g¢alismasmnin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiirtitiilmesinde ve
olusumunda ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim,
yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle calismami bilimsel temeller 1s18inda sekillendiren

saym hocam Prof. Dr. Hakan TURHAN a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Ayrica sevgili aileme manevi higbir yardimi esirgemeden yanimda olduklari i¢in

tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Gokhan KILIC
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OZET

KISNISTE (Coriandrum sativum L.) DOKU KULTURU CALISMALARI

Gokhan KILIC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Tarla Bitkileri Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Hakan TURHAN
02/02/2011, 40

Bu calisma Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkiler1 Boliimii Doku Kiiltiirii ve Biyoteknoloji
laboratuarlarinda 2009-2010 yillarinda  ylriitiilmiistiir.  Arastrma 1iki asamadan
olusmaktadir. Ilk asamada kisnis bitkisinin (Coriandrum sativum L.) doku kiiltiiriine
aktarimi1 ve kallus c¢ogaltimi, ikinci asamada ise embriyogenik kallus gelisimi
amacglanmistir. Calismada, Gamze kisnis ¢esidi kullanilmistir. Denemelere baslamadan
once, tohum sterilizasyonundan sonra tohumlar ‘2 Murashige ve Skoog (MS) besi
ortammda cimlendirilerek steril bitkiler elde edilmistir. Ilk asamada temel besi ortami
olarak MS kullanilarak yedi farkli besi ortaminda kallus olusumu saglanmistir. Kallus
olusumu i¢in kallus agirhigi, kallus tipi ve kallus rengi skoru gibi dl¢iimler alinmis ve en
uygun kallus olusumu MS + 1 mg/L NAA + 1 mg/L BA besi ortaminda gergeklesmistir.
Buradan elde edilen kalluslar alt kiiltiire alinarak yine MS temel besi ortami olacak sekilde
29 farkli besi ortaminda kallus boyutu, kallus skoru, kallus rengi ve kallusta yesil bolge
ylizdesi gibi parametreleri agisindan degerlendirilmistir. Kullanilan besi ortamlarinda
siirgiin gelisimi gozlenmemesine ragmen bazi besi ortamlarinda yesil renkte embriyogenik
kalluslar elde edilmistir. MS + 3,0 mg/L BA igeren ortamda gelisen kisnis kalluslarinda
tamamina yakin kisminin yesilimsi renkte oldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak, kisniste
kallus gelisimi basari ile gergeklestirilmis ve kalluslar alt kiiltiire alinmistir. Ayrica somatik
embriyogenesis veya organogenesise temelini olusturan embriyogenik kalluslar elde
edilmistir. Tam siirgiin gelisimi i¢cin farkl yetistirme kosullar1 ve yeni besi ortamlarinin

denenmesi uygun olacaktir.

Anahtar sozciikler: Kisnis, doku kiiltiirii, kallus, bliytime diizenleyici, in vitro
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ABSTRACT

TISSUE CULTURE STUDIES IN CORIANDER (Coriandrum sativum L.)

Gokhan KILIC
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Crop Science Thesis of Master of Science
Advisor: Prof. Dr. Hakan TURHAN
02/02/2011, 40

This study was conducted in Field Crops and Biotechnology Laboratories of
Agricultural Faculty during 2009-2010. The study consisted of two stages. In first stage,
transferring coriander (Coriandrum sativum L.) plants into tissue culture and proliferation,
in the second stage, growth of embryogenic callus were aimed. In the study, Gamze
coriander cultivar was used. Before starting the experiments, the seeds were surface-
sterilized and germinated on )2 Murashige and Skoog (MS) medium. In the first stage,
using MS as a basal medium, seven different media were used for callus induction. For
callus induction, some parameters such as callus weight, callus type and callus color were
measured and MS + 1 mg/L NAA + 1 mg/L BA medium was determined as the best
medium for callus induction. These calli proliferated on the same callus induction medium
were used for second stage of the study in which 29 media were tested for callus size,
callus score, callus color and green spot percentage of callus. Although no shoot
development was observed on calli, green embryogenic calli were obtained on some
media. Almost all calli grown on MS supplemented with 3,0 mg/LL. BA were greenish in
color. As a result, callus growth and subculture in coriander were successfully obtained. In
addition, the embryogenic calli which is the first stage of embryogenesis or organogenesis
were produced. Testing different growth conditions and new media will be appropriate for

an entire shoot development in coriander.

Keywords: Coriander, tissue culture, callus, growth regulator, in vitro
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BOLUM 1 — GiRIiS Gokhan KILIC

BOLUM -1
GIRIS

Insanoglu, bitkileri cogaltmaya ve iiretmeye cok eski tarihlerde baslamistir.
Glinlimiizde bitkilerin ¢ogaltilmasi ¢ok farkli amac¢ ve dogrultuda yapilmaktadir. Bitkilerin
cogaltilmas1 hobi amacli yapilabildigi gibi, ¢cok genis alanlarda kiiresel tohum sirketleri
tarafindan da yapilmaktadir. Ayrica ticari olmayan kuruluslar da arberetum veya botanik
bahgesi olusturma ve muhafazasi i¢in bitki ¢ogaltmaktadir. Bitki ¢ogaltmada geleneksel
yontemlerin kullanilmasit yaninda giliniimiizde c¢esitli amaglar dogrultusunda in vitro
teknikler de kullanilir. Doku kiiltiirii bazen mikro ¢ogaltim veya in vitro kiiltiirli olarak da
ifade edilir.

Bitki doku kiiltiirii; steril (aseptik) sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin Uretilmesidir (Babaoglu ve ark., 2001). Yeni cesit
gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak bitki doku kiiltiiriiniin
temel amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme
calismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica nesli tiikenmekte olan tiirlerin
korunmasi veya liremesi zor olan tiirlerin ¢ogaltilmasinda ¢esitli doku kiiltiirii uygulamalar1
rutin olarak kullanilmaktadir.

Bitki doku kiiltiirtiniin amaclarindan biri de; hastaliktan ari bitki materyali tiretimidir.
Giliniimiizde biiyiik 6neme sahip olan bitki doku kiiltiirii ¢caligmalari, tarimsal liretimde
siirekli olarak sorun teskil eden hastaliklar1 bitkilerden uzak tutmak veya hastaliklardan
arindirmak igin sik¢a basvurulan bir tekniktir. Ozelikle patates gibi viriis hastaliklarinin
yaygin oldugu {iriinlerde hastaliksiz sertifikali tohumluk iiretimde daha fazla 6nem arz
etmektedir. Cilinkii hastaliklar bakimidan c¢ok kirlenen bir ¢evrede hastaliksiz bitkileri
dogal kosullarda yetistirmek ve muhafaza etmek ¢ok zordur. Bu nedenle tohumculuk ve
fidancilikta saglikli ve hastaliklarla bulasmamis anac bitkileri muhafaza etmek ve
cogaltmak i¢in doku kiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi bir zorunluluk haline gelmistir.

Doku kiiltiiriinde basariy1 etkileyen bircok faktér vardir. Bunlardan en Onemli
olanlar1 eksplantin alindig1 bitkinin saglik durumu, eksplantin alindigr donem, kiiltiir
islemlerini yapan kisinin deneyimi, yetistirme kosullar1 ve kullanilan besi ortaminin
icerigidir. Doku kiiltiirlinde bir bitkinin yetistirilmesinde uygun besi ortaminin

kullanilmasi, olmazsa olmazlardan biridir. Bu amacla giiniimiize kadar bitki tiirii ve kiiltiir
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tipine gore ¢ok sayida besi ortami gelistirilmistir (George ve Sherrington, 1984; Murashige
ve Skoog, 1962). Besi ortamlarmin igeriginde; inorganik tuzlar, bitki biiylime
diizenleyicileri, vitaminler, amino asitler ve aminler, karbon ve enerji kaynagi bulunur.
Gliniimiizde bitki doku kiiltiiriinde en yaygin olarak kullanilan besi ortami1 MS (Murashige
and Skoog, 1962) olmakla birlikte, bunun disinda B5 (Gamborg ve ark., 1968), SH
(Schenk ve Hildebrandt, 1972), LS (Linsmaier ve Skoog, 1965), White (1963), NN (Nitsch
ve Nitsch, 1969) gibi besi ortamlar1 da farkli bitki tiiri ve kullaniom amaci igin
gelistirilmistir.

Kisnis (Coriandrum sativum L.) bitkisi iilkemizde asotu ve kuzbere isimleriyle de
bilinir. Tarimi1 Polonya, Bulgaristan, Macaristan, ingiltere, Rusya, Hollanda, Fas, Misir
gibi iilkelerde yapilmaktadir. Yesil aksamma “Cin Maydanozu” da denir. Bitkinin
yararlanilan kisimlar1 yapraklari ve tohumlaridir.

Kisnis tek yillik bir bitkidir, epigeal ¢imlenir, kazik koklii ve dik saplidir (Sekil 1.1).
Bitki yesil haldeyken tipk1 bir bocek gibi kokar. Kisnisin Ingilizce’deki “Coriander” adi
Yunanca’da bocek anlamina gelen “Korion” kelimesinden gelir. Boyle kokmasinin sebebi
ise; bitkinin yesil haldeyken ucucu yaglarinda bulunan farkli aldehit bilesiklerinden
kaynaklanir. Kisniste dnemli bir ugucu yag olan Linalool yalnizca meyvesinde bulunur.

Diger kisimlarinda bulunmaz (Lassanyi ve Lorinez, 1967).

Sekil 1.1. Kisnis ve bitkisel 6zellikleri.
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Geleneksel kullanimi ise; tipta, yemeklerde baharat olarak, kimya sanayide olmak
iizere swralanabilir. Tipta kullanimi ilk olarak eski Misirlilar tarafindan gergeklestirilmistir.
Sindirimi kolaylastirdig1 bilinen bitki, ayn1 zamanda {ilser ve romatizma hastaliklarinin
tedavisinde de kullanilmaktadir. (Hegi, 1926; Losch, 1903). Et tiirii yemeklerde (6zellikle
de tavukta) hos kokusundan dolay1r baharat olarak da kullanilabilir. Ayrica kisnis ¢igegi
cok fazla miktarda nektar trettigi icin bocekler tarafindan ¢ok sevilir. Bu nedenle bal
ariciliginda ¢igek kaynagi olarak da kullanilir (Hegi, 1926; Losch, 1903).

Glinlimiizde bitkilerin ¢ogaltilmas1 ¢ok farkli ama¢ ve dogrultuda yapilmaktadir.
Bitki ¢ogaltmada geleneksel yontemler yaninda giiniimiizde ¢esitli amaglar dogrultusunda
in vitro teknikler de kullanilir. (Babaoglu ve ark., 2001; George ve Sherrington, 1984).
Kignigin tarimi ve igerigi iizerine oldukca fazla sayida c¢aliyma olmasina ragmen doku
kiiltliriinde tretimi konusunda calismalar smirhidir. Bir bitkinin doku kiiltiiriine yanit1
optimize edilmeden {izerinde biyoteknolojik ¢aligmalarn  yapilmasi  miimkiin
olmamaktadir. Bu nedenle bu arastirma ile elde edilecek sonucglarin gelecekte yapilacak
biyoteknolojik caligmalara 1sik tutmasi planlanmaktadir. Ayrica kigniste doku kiiltiiri

calismalari, metabolit tiretimi gibi konularda da katkilar saglayacaktir.

Sonug olarak, bu arastirmanin amaci1 iic kademede degerlendirilebilir;
1) Bitkilerin sterilizasyonu ve doku kiiltiirli kosullarma aktarilmasz,
2) Kallus olusumu i¢in uygun biiyiime diizenleyici igeriginin belirlenmesi,

3) Son olarak ta, bazi biiylime diizenleyicileri i¢eren besi ortamlar1 kullanilarak, kallustan

somatik embrogenesisin arastirilmasi olarak 6zetlenebilir.
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BOLUM -2
ONCEKIi CALISMALAR

Kisnis Umbelliferae familyasindan olup, Latince ad1 “Coriandrum sativum L.” dur.
Kokeni Orta Asya ve Avrupa olan kignisin iki alt tiirli vardir. Bunlardan biri tarimi yapilan
Coriandrum sativum L. digeri de yabani tir olan Coriandrum tordylium (Fenzl.)
Bornm.’dur. Hedge ve Lamond (1972) kisnisin Giiney Anadolu’da bulundugunu
bildirmislerdir.

Kigniste doku kiiltlirii caligmalar1 sinirli olup bu ¢aligmalardan birisi Kataeva ve
Popowich (1993) tarafindan yiiriitiilmiistiir. Calismada MS besi ortamina kinetin ve indol-
3-asetik asit ilavesinin siirgiin gelisimine olumlu katkida bulundugunu agiklamistir.

Millam ve ark. (1997) ise kigniste MS besi ortammma 0,45 uM 2,4-D’nin
embriyogenik kallus gelisimini tesvik ettigini bildirmislerdir.

Baska bir calismada ise, kisniste eksplant olarak petiol kullanilarak 0,5 mg/L 2,4-D
iceren kat1 veya sivi MS besi ortaminda ¢ok sayida meristemoid gelistigi bulunmustur
(Zee, 1981). Daha sonra bu meristemoidler biiylime diizenleyici olmaksizin sivi MS’e
aktarildiginda embriyo olusumu gézlenmistir.

Kim ve ark. (1996) kisnisin hipokotil par¢alarmin ve embriyolarinin 1 mg/L 2,4-D
iceren MS besi ortamina koyuldugunda %75 oraninda embriyogenik kallus gelistirdigini
bulmuslardir. Bu kalluslar kullanilarak ayni besi ortamimin sivi formunda hiicre kiiltiiriine
gecilmistir. Hiicre kiimeleri tekrar azotca zenginlestirilmis ve 0,1 mg/L 2,4-D iceren MS’te
somatik embriyo gelistirerek bitkicikler elde edilmistir.

Kigniste yapilan bir baska calismada somatik embriyo olusumu ve bitki
rejenerasyonu arastirilmistir (Murthy ve ark., 2008). Denemede besi ortami olarak MS ile
birlikte 4,52 uM 2,4-D kullamilmustir. Eksplant olarak bitkinin kotiledeon ve hipokotil
segmentleri kullanilmistir. Ayni  yogunluktaki besin ortaminda alt kiiltiire alman
eksplantlarda 3 hafta sonra somatik embriyolarin gelistigi gézlemlenmistir.

Turhan ve ark. (2009) bazi biiylime diizenleyicilerinin ayciceginde (Helianthus
annuus L.) kallus gelisimine etkisi arastirmiglardir. Denemede Sanay ¢esidi 7 farkli besi
ortaminda denenmistir. Bu besi ortamlarindan gelisen kalluslarin arasindaki en uygun
kallusun MS+ 1 mg/L NAA ortamindan gelistigini bildirmislerdir.

Bitki doku kiiltiirtinde kallusun farkli amaglar i¢in kullanimiyla birlikte 6zellikle
gen transferi i¢in gerekli ve Onemlidir. Bu konu ile ilgili Turhan (2005) patateste

Agrobacterium ile yaptig1 gen transferinde oncelikle meristem icermeyen gévde parcalari

4
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kullanarak kallus gelisimi ve daha sonra ise somatik embriyogenesis ile transgenik bitkiler
elde etmistir.

Ho ve Vasil (1983) MS’le birlikte 0,5-3,0 mg/L 2,4-D, 5% hindistan cevizi suyu ve
3-8% siikroz bilesiminde, seker kamismin (Saccharum officinarum L.) geng yapraklarinda
somatik embriyo gelisimi gozlemlemislerdir.

Zencefilde (Zingiber officinale Rosc.) yapilan somatik embriyogenesisle bitki
rejenerasyonu Kackar ve ark. (1993) tarafindan gozlemlenmistir. Burada ise; 4 farkli oksin
MS ile beraber denenmistir. 2,7 uM dicamba ile embriyogenik kallus olusumunda tatmin
edici sonuglar kaydedilmistir. 8,9 uM BA iceren MS’de daha iyi bir bitki rejenerasyonu
gozlemlenmistir.

Finer (1987) tarafindan, yiiksek siikroz (%12) igerikli ortamla olgunlagmamis
zigotik hibrit aycicegi (Helianthus annuus L.) embriyolarinda direkt somatik
embriyogenesis ve rejenerasyon kaydedilmistir.

Bir bagka c¢alismada farkli bugday genotiplerinin kallus gelisimi ve rejenerasyon
kapasiteleri arastirilmistir (Machii ve ark., 1998). Denemede 107 ¢esit bugday genotipine
ait anterler (78 yerel, 29 yabanci kokenli), kullanilmistir. MS ile birlikte bazi biiyiime
diizenleyicileri igeren ortamda (2,0 mg/L 2,4-D, 0,25 mg/L ABA, 0,1 mg/L BAP) gelisen
kalluslar i¢inde en yogun kallusu Glennson 81’in tirettigi gdzlenmistir. Bunu takip eden
cesitler ise, Orofen, Danchi-komugi ve Chris olmustur.

Tath patateste (lpomea batatas Poir.) yapilan bir arastirmada somatik embriyo ve
bitki rejenerasyonu gozlemlenmistir (Liu ve Cantliffe, 1984). Burada 0,5 mg/L ve 2,0
mg/L 2,4-D igeren iki farkli MS ortami denenmistir. Kalluslardan birinin parlak ve sarimsi
yesil renginde oldugu, digerinin ise donuk sar1 renginde ve yumusak (dagilabilir) yapili
oldugu gozlemlenmistir.

Ekmeklik bugdayda (7riticum aestivum L.) yapilan bir calismada ise; kallus
gelisimi sonrast somatik embriyogenesis sonucu olgunlasmamis embriyolardan bitki
rejenerasyonu gozlemlenmistir. Calismada MS ile birlikte 2 mg/L 2,4-D kullanilmistir
(Akins ve Vasil, 1982).

Hirai ve ark. (1997), Glehnia littoralis bitkisinin olgun zigotik embriyolarindan
somatik embriyogenesis gozlemlenmistir. MS ile birlikte NAA ve 2,4-D (0,01-10 uM)
kullanmiglardir. Kalp sekilli ve torpido sekilli somatik embriyolar gozlemlenmistir.
Denemede 7 farkli ortam kullanilmistir. Somatik embriyo oraninin en ¢ok gozlemlendigi

ortamin Nitsch’in besi ortami olmustur.
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Bir baska calismada ise; 2,4-D varliginda ve yoklugunda, bugdayda siirgiin
rejenerasyonunun potansiyeli arastirilmistir (Wernicke ve Milkovits, 1986). Denemede 21
adet rastgele secilmis genotiplerin olgunlagsmamis  siirgiinlerinin  meristemleri
kullanilmistir. Denemede kallus gelisimi ve bitki rejenerasyonu gézlenmistir.

Glaydl (Gladiolus hort) bitkisinde somatik embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu
hakkinda kayda deger sonuglar gozlemlenmistir (Stefaniak, 1994). Ortam olarak MS ile
beraber farkli konsantrasyonlardaki oksinler kullanilmastir.

Stamp ve Henshaw (1987), kasava (Mannihot esculenta Crantz.) bitkisinde ikincil
somatik embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu hakkinda bir deneme yiiriitmiistiir. Ortam
olarak 1ilk asama i¢in kallus olusturma amaglhi MS ile beraber 2-8 mg/L 2,4-D
kullanilmustir. ikinci asamada siirgiin olusturmak icin ise, 0,01 mg/L 2,4-D ve 0,1 mg/L
BAP kullanilmastir.

Havu¢ (Daucus carota L.) bitkisinde yapilan bir ¢alismada, cesitli biiylime
diizenleyiciler kullanilarak in vitro kosullarda g¢ogaltim gerceklestirilmistir (Pant ve
Manandhar, 2007). MS ile beraber 0,5 mg/LL BAP kullanilmistir. Bu sayede tek siirgiinden
8 haftada toplam 6 adet bitkicik elde edilmistir. Sonra nodal eksplantlardan MS ile beraber
2 mg/L BAP ve 1 mg/LL NAA kullanilarak siirgiin elde edilmistir. Siirgiinler alt kiiltiire
alindiktan sonra MS ile beraber 1 mg/L NAA kullanilarak, 5 haftada kdklenme meydana
gelmistir.

Kavunda (Cucumis melo L.) yapilan bir ¢alismada, siispansiyon kallus kiiltiirii ile
somatik embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu gézlemlenmistir (Oridate ve Oosawa,
1986). Olgun kavun tohumlarindan ¢ikartilan embriyolar, MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,1
mg/L BA bi¢imindeki besi ortaminda 3 haftalik bir bekletme ile olgun kalluslar elde
edilmistir. Daha sonra biiyiime diizenleyicileri olmaksizin sivi MS’de 115 rpm hizinda
capraz bigimde donerek karistirilmistir. Somatik embriyolar ve bitkicikler 3 hafta sonunda
stvi ortamdan alimustir.

Diploid siis muzunda (Musa ornata Roxb.) tohumdan somatik embriyo olusumu ile
bitki rejenerasyonu saglanmistir (Mitra ve Krikorian, 1988). Yar1 katt MS ortaminda
oksinlerden 2,4-D (0,5-1,0-2,0 mg/L) ve %5 hindistan cevizi siitii kullanilmistir. Daha
sonra embriyo ¢imlenmesi ve gelisimi i¢in 2,4-D’li SH (Schenk ve Hildebrandt, 1972)
ortamina transfer islemi yapilmistir. Bunun sonunda somatik embriyo ile rejenerasyon
gozlemlenmistir.

Bitki doku kiiltiiriinde kallusun farkli amaglar i¢cin kullaniminda in vitro ortamda

bitkilerden sekonder metabolit liretimi de Onemlidir. Vanisree ve ark. (2004) tibbi ve

6
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aromatik bitkilerden bazi 6nemli sekonder metabolitlerin iiretimi hakkinda calismiglardir.
Ornegin Mucuna hassjoo (Piper & Tracy) Mansf. bitkisinden temel besi ortam olarak MS
ile beraber 0,025 mg/L 2,4-D 10 mg/L Kinetin kullanilarak, L-DOPA (L-3,4-
dihydroxyphenylalanine) alkoloidi elde edilmistir.
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BOLUM -3
MATERYAL VE YONTEM

Bu arastrrma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii ve Biyoteknoloji laboratuarlarinda 2009-2010 yillarinda ytriitiilmiistiir.

Denemede Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden elde edilen kisniglerden
(Coriandrum sativum L.) Gamze ¢esidi kullanilmistir. Bu boliimde kullanilan yontemler

sirasiyla alt bagliklar halinde asagida sunulmustur.

3.1. Bitki Materyallerinin Yiizey Sterilizasyonu

Bu denemede Oncelikle kisnis meyvelerinin meyve kabuklar1 soyularak tohumlari
cikarilip kimyasal yol ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Bunun yapilmasinin
sebebi; meyve kabugunun tohumu sikica sarmasi nedeniyle sterilizasyon esnasinda yiizey
temasini engellemekte ve sterilizasyonun basarisini olumsuz etkilemektedir.

Meyve kabuklarindan ayrilan tohumlar sivi sabun ve saf su karigimiyla bir siire
calkalanmak suretiyle yikanmistir. Bu islem sonrasinda tohumlar 30 saniye %70’lik etanol
ile muamele edildikten sonra siiziilerek, dogrudan %20’lik hipoklorit (¢amasir suyu)
cozeltisine aktarilmistir. Sodyum hipokolorit olarak %5 yogunluktaki ticari camasir suyu
kullanilmistir. Ayrica bu soliisyona sterilizasyonda sorun olan eksplantlar {izerindeki yiizey
gerilimini azaltmak icin 1-2 damla Tween-20 ilave edilmistir. Bu soliisyonda tohumlar 20
dakika siire ile calkalandiktan sonra 3-4 kez steril saf suyla steril kabin altinda

durulanmistir. Boylece ylizey sterilizasyonu tamamlanmigstir (Turhan, 1997).

3.2 In vitro Bitki Elde Edilmesi

Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besi ortami ve igerikleri bitki tiirii, genotip,
kiiltiir tipi gibi bircok faktore baglh olarak degisim gosterir. En sik kullanilan bitki besi
ortamlar1 MS, B5, LS, White, SH, NN olarak siralanabilir. Kisniste daha 6nceki ¢alismalar
temel besi ortami olarak MS’in uygun oldugunu gostermektedir (Zee, 1981). Bu nedenle
denemenin tiim besi ortamlarinda temel besi ortami olarak MS (Murashige & Skoog, 1962)
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Yetistirme kab1 olarak yiiksekligi 9,5 cm, c¢apt 3,4 cm olan silindir seklindeki,
seffaf, otoklavlanabilir, plastik vidali, kapakli plastik kaplar kullanilmistir. Her bir kap 40
ml besi ortami icermistir. Katilagtirict olarak 2,5 g/L Gelrite (Gellan gum - Fluka)
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kullanilmustir. Yetistirme kaplar1 120 "C sicaklikta ve 1,06 bar basingh bir otoklavda 20
dakika siire ile sterilize edilmistir.

Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar biliyiime diizenleyici icermeyen 2MS besi
ortammna ekilmistir. Bu sekilde denemenin kurulmas: i¢in gerekli bitki materyali elde
edilmistir. Kaplarin kapaklarma degene kadar biiylimesine izin verilmis bitkiciklerden daha

sonra da deneme i¢in eksplantlar alinmistir.

Cizelge 3.1. MS besi ortami bilesenleri ve miktarlar1 (Murashige & Skoog, 1962)

Kimyasallar Yogunluk Kimyasallar Yogunluk

(mg/L) (mg/L)
(NH4)NO; 1650,0 Na;Mo0O42H,0 0,250
KNO; 1900,0 CuS0O45H,0 0,025
CaCL2H,0 440,0 CoCL6H,0 0,025
MgSO47H,0 370,0 Myo-inositol 100,000
KH,PO4 170,0 Nicotinic acid 0,500
FeSO,7H,0 27,8 Pridoksin-HCl 0,500
Na,EDTA 33,6 Thamin-HCI 0,100
MnS0O44H,0 22,3 Glisin 2,000
ZnS0O47H,0O 8,6 Sakaroz 30000,000
H;BO; 6,2 pH 5,7
KI 0,83

3.3. Kallus Olusturma ve Cogaltma Denemesi

Eksplant olarak 1 cm uzunlugunda bogum icermeyen bitki govde kisimlari
kullanilmistir. Bu eksplantlar yukarida elde edilen 4 haftalik steril bitkilerden almmustur.
Steril kosullarda alinan bu eksplantlar kallus olusturma amaciyla temel besi ortami1 MS
olacak sekilde farkl biiylime diizenleyicileri iceren ortamlara konulmustur. Bu ortamlara 4
adet farkli bitki biiylime diizenleyicisi konulmustur. Bunlar; IBA, 2,4-D, NAA, BA’dur.
(Cizelge 3.2).



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Gokhan KILIC

Kallus olusumu i¢in kaplar 16 saat aydinlik 1s1ikta (3 000 lux) ve 25+1 °C’de 6 hafta
boyunca bekletilmistir. Deneme sonunda kullanilan ol¢iim ve veri tipleri asagida

belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Kallus olusumu denemesi i¢in kullanilan besi ortamlar1

Biiyiime diizenleyiciler (mg/L)
Besi Ortam No

IBA 2,4-D NAA BA
1 - - - -
2 1.0 - - 1.0
3 1.0 - - 2.0
4 - 1.0 - 1.0
5 - 1.0 - 2.0
6 1.0 1.0
7 1.0 2.0

Olciilen Ozellikler

Denemede tiim olgiimler 6 haftalik kalluslardan alinmustir. Olgiilen 6zellikler
sunlardir;
Kallus Agwhgi: Kallus iizerindeki besi ortam kalintilarinm yumusak bir kagit havlu ile
uzaklastirildiktan hemen sonra hassas terazide (g) olarak tartimi bi¢ciminde elde edilmistir.
Kallus tipi: Her bir kallusun doku olarak sertligi 6l¢iilmiistiir. O=kallus yok, 1=siki, 2=orta,
3=gevsek
Kallus rengi skoru: 1’den 9’a kadar tek sayilarla degerlendirilerek agiktan koyu renge
dogru degerler verilmistir. Buna gore; 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=acik yesil, 7=sarmmsi yesil,
9= kahve

3.4. Kalluslarin Alt Kiiltiire Alinmasi
Govde eksplantlarindan olusan kalluslar 6. haftanin sonunda belirlenen en uygun besi
ortami olan 1 mg/L NAA ve 1 mg/LBA iceren MS ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Alt

kiiltlire alirken kalluslar yaklasik 0,5 x 0,5 cm boyutlarina boliinmiis ve taze besi ortamina
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hafif¢e bastirarak yerlestirilmistir. Bu sekilde kalluslar 7 kez alt kiiltiire alinarak bir sonraki

deneme i¢in yeterli miktarda kallus iiretilmistir.

3.5. Embriyogenik Kallus Denemesi

Ikinci asamada daha &nce yapilan, uygun kallusu belirleme denemesinden elde
edilen kalluslar materyal olarak kullanilmistir. Toplam 4 adet bitki biiyiime diizenleyici
kullanilmistir. Bunlardan ikisi oksin olup (IBA ve 2,4-D), diger ikisi ise sitokinindir (BA
ve kinetin). Bu kisimdaki amacg, bitki biliylime diizenleyicilerinin aralarindaki
kombinasyonlarla birlikte gozlenecek olan embriyogenik kallus olusumuna iligkin veriler
kaydetmektir. Tekerriir sayist 4 olan denemede 29 farkli uygulama (besi ortami)

kullanilmistir (Cizelge 3.3).

Olciilen Ozellikler

Denemede tiim olgiimler 5 haftalik kalluslardan alinmustir. Olgiilen 6zellikler
sunlardir;
Kallus boyutu: Her bir kallusun eni ve boyu Ol¢iiliip ortalamasit almarak (cm)
belirlenmistir.
Kallus Skoru: 0’dan 9’a kadar tek sayilarla degerlendirilerek kiiciikten biiylige dogru
degerler verilmistir. Buna gore; 0=01i, 1=cok kiiciik, 3=kiiciik, 5=Orta, 7=biiylik, 9=cok
biiyiik.
Kallus Rengi: 1’den 9’a kadar tek sayilarla degerlendirilerek agiktan koyu renge dogru
degerler verilmistir (Turhan, 1997). Buna gore; 1=koyu yesil, 3=yesil, S=acik yesil, 7=
sarims1 yesil, 9= kahve
Yesil Bolge (%): Kallustaki yesil kisimlar 0, 20, 40, 60, 80, 100 bigiminde, % (oransal)

degerlerle ifade edilmistir.
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Cizelge 3.3. Embriyogenik kallus denemesi i¢in kullanilan besi ortamlar1
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3.6. Deneme Deseni ve Istatistiki Analiz

Denemeler 4 tekerriirde ve her bir tekerrir de 4 bitki igerecek sekilde
yiiriitiilmistiir. Deneme deseni olarak tesadiif bloklar1 deneme deseni kullanilmistir. Ayni
deneme farkli zamanlarda 2 kez tekrarlanmistir. Elde edilen verilerin istatistiki analiz SAS
programinda PROC GLM’e gore analiz edilmistir (SAS Institute INC. 1989, Cary, North
Caroline). Ortalamalar arasindaki farklar ise, %S5 diizeyinde LSD testine gore

belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Denemeden bazi goriiniimler. A: Kisnis tohumlarinin harmanlanmasi, B:

Kullanilan yetistirme kaplar1 C: Alt kiiltiir sonrasi kisnig kalluslari, D: Yetistirme
kaplarmin yetistirme odasindaki yerlesimi, E: Kignis kallusu igeren yetistirme kaplarinin

yakindan goriiniimii.
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BOLUM -4

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu arastirma 2 ana asamadan olusmaktadir. Bunlar; kisniste kallus olusumu i¢in
uygun besi ortaminin belirlenmesi ve bu ortamdan elde edilen kalluslarin iiretilmesi, digeri
de dretilen bu kalluslardan embriyogenik kallus olusumu veya organogenesis

saglanmasidir.

4.1. Kallus Olusumu

Denemenin bu ilk asamasinda, tohumlarin sterilizasyonundan sonra in vitro
ortamda kisnis tohumlar1 ¢imlendirilmis ve steril bitkiler elde edilmistir. Deneme i¢in bu
steril bitkilerden alinan gévde eksplantlar1 kullanilarak temel besi ortam1 MS olmak {izere
farkli besi ortaminda kallus olusumu arastirilmistir. Tezin bu asamasindaki bulgular,
asagida basliklar her bir karakter ayr1 ayr1 olacak sekilde sunulmus altinda detayli olarak

aciklanmis ve tartigilmistir.

4.1.1. Kallus Agirhg

Kalluslar besi ortamindan dikkatlice almarak tlizerindeki besi ortami kismu bir kagit
havlu yardimi ile uzaklastirilmig ve hemen tartilmistir. Kallus agirhig ile ilgili verilerin
varyans analizi sonuglar1 incelendiginde denenen 7 besi ortamimnin kallus agirligimi énemli

diizeyde etkiledigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kisniste kallus agirligma ait varyans analiz sonuglari

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 6 <0,0001
Tekerriir 7 0,2086

Hata 42

Kallus olusumunun ve gelisimin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilan kallus agirligina
ait LSD testine gOre ortalamalar arasinda onemli farklar bulunmustur. Cizelge 4.2°ye

bakildiginda, en fazla kallus agirlig1 643,75 mg ile MS + 1,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BA
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ortamindan elde edildigi goriilmiistiir. Kallus gelisimi gozlenmeyen MS harig, en az kallus
agirhigi ise 207,50 mg ile MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BA ortamindan elde edilmistir.

Daha once yapilan bir calismada kislik bugdaym (7riticum aestivum L.)
olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolar, MS + 2,0 mg/L 2,4-D igeren bir besi
ortamimnda kallus i¢in kiiltiire almmustir (Ozgen ve ark., 1998). Olgunlasmis embriyodan
elde edilen kalluslarin olgunlasmamis embriyodan elde edilen kalluslara oranla kallus
agirhiginin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu da gerek besi ortamimin gerekse kullanilan
eksplantin, kallus olusumu ve kallus agirhigmi etkileyen onemli faktorlerden oldugunu
gostermektedir.

Bagka bir arastirmada, farkli bugday genotiplerinin olgun embriyolarindan kallus
gelisimi ve bitki rejenerasyonu gozlemlenmistir (Naswrcilar ve ark., 2006). Bu denemede
5’er adet ekmeklik (7riticum aestivum L) ve makarnalik bugday (7Triticum durum L.)
cesitleri kullanilmistir. Besi ortamda kullanilan 1,0 mg/L NAA’nin kallus agirhigina ve
genel olarak kallus gelisimine pozitif etkiledigi bildirmislerdir. Bizim arastirmamizda da
NAA igeren besi ortamlarmin kallus olusumu ve agirligi agisindan daha iyi yanit verdigi
gozlenmistir (Cizelge 4.2). 2,4-D igeren besi ortamlar1 ise diger besi ortamlarina gére daha

az kallus gelisimi gostermistir. (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli biiylime diizenleyicilerinin kisniste kallus agirlhigina etkisi (LSDy ps:
0,194)

Besi Ortamm Kallus Agirhgi (mg/eksplant)
MS 0,00d"

MS + 1,0 mg/L IBA + 1,0 mg/L BA 456,25 ab

MS + 1,0 mg/L IBA + 2,0 mg/L BA 556,25 a

MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BA 207,50 ¢

MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L BA 220,00 ¢

MS + 1,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BA 643,75 a

MS + 1,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L BA 328,75 be

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.
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4.1.2. Kallus Tipi
Kallus tipi in vitro ¢aligmalarda kallus yapisi agisindan 6nemli bir karakterdir.
Farkli besi ortamlarinin kallus tipi iizerine etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu

Cizelge 4.3 te goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Kisniste kallus tipine ait varyans analiz sonuglar1

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 6 <0,0001
Tekerriir 7 0,9922

Hata 42

Kallus tipini degerlendirmek i¢in O=kallus yok, 1=siki, 2=orta, 3=gevsek skalasi
kullanilmistir. Farkli besi ortamlarinda kallus tipine iliskin yapilan LSD testinde bulgulara
gore, 2,20 ortalama ile orta sertlikteki kallusun MS + 1,0 mg/L IBA + 2,0 mg/L BA
ortaminda gelistigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.4). Kallus tipleri arasinda en sik1 kallusun
1,50 ortalama ile MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L BA ortamindan elde edildigi
goriilmiistiir. Bu da orta ile siki arasinda bir sertlige denk gelmektedir.

Sar1 sakalotu (Bothriochloa ischaemum L. (Keng)) bitkisinde yapilan bir ¢alismada
15 farkli sar1 sakalotu ekotipinden alman gen¢ salkimlar iki farkli oksin (2,4-D ve
Dicamba) ¢esidinin 4 farkli konsantrasyonunu igeren (2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 mg/L) iki farkli
temel besi ortaminda (LH ve SH) kiiltiire alinmistir (Can ve Hatipoglu, 1998). Deneme
sonunda LS temel besi ortaminin SH temel besi ortamindan daha iistiin oldugu tespit
edilmistir. Her iki ortamda da sadece acik sar1 renkte siki yapida kallus olustugu
gbozlemlenmistir. Bunun nedeni olarak da arastirmalarda kullanilan genotiplerin ve besi
ortamlarinin farklilig1 gosterilmistir.

Karanfil (Dianthus caryophyllus L.) bitkisinde yapilan bir diger ¢alismada 4 farklh
karanfil ¢esidiyle calisilmistir (Karami, 2008). MS ile beraber 2,0 mg/L 2,4-D ve 0,2 mg/L
BA igeren besi ortami kullanilmugstir. 2 farkl tipte kallus gelistigi goriilmiistiir. 1. tip kallus
yumusak, sulu yapili ve sarims1 yesil renginde iken 2. tip kallusun daha sert, krem renkli ve
nodiiler yapida oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar bizim bulgularimiz ile benzerlik
gostermektedir. Yaptigimiz arastirma sonucunda da, 2,4-D iceren MS ortaminda gelisen

kalluslarin tipi, 2,4-D igermeyenlere gore biraz daha sert veya serte yakin olmustur.
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Ozet olarak kisniste, besi ortami ve kullanilan biiyiime diizenleyicisine bagli olarak

kallus tipinde de degistigi sdylenebilir.

Cizelge 4.4. Farkl1 biiyiime diizenleyicilerinin kisniste kallus tipine etkisi (LSDgs: 0,658)

Besi Ortam Kallus Tipi
MS 0,00 ¢’
MS + 1,0 mg/L IBA + 1,0 mg/L BA 1,96 ab
MS + 1,0 mg/L IBA + 2,0 mg/L BA 2,20 a

MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BA 1,96 ab
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L BA 1,50b

MS + 1,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BA 1,91 ab
MS + 1,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L BA 2,08 ab

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Kallus tipi skalasi: O=kallus yok, 1=siki, 2=orta, 3=gevsek

4.1.3. Kallus Rengi

Kallus rengi in vitro denemelerde kallusun gelisimi, tipi ve saglikli olup olmadig:
hakkinda bilgiler vermektedir. Kallus rengi ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar1
incelendiginde denenen besi ortamlarmin kallus rengini 6nemli diizeyde etkiledigi

belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kisniste kallus rengine ait varyans analiz sonuglar1

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 6 <0,0001
Tekerriir 7 0,2359

Hata 42

Farkli besi ortamlarindaki kalluslarin rengine ait skorlar icin, 1-9 skalasi
kullanilmistir. Buna gore 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=acik yesil, 7=sarims1 yesil, 9=kahve‘dir

(Turhan, 1997). Bulgulara gore biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortaminda kallus
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gelisimi gozlenmemistir. Kallus rengine iliskin Cizelge 4.6’de genel olarak kallus renginin
yesil ile koyu yesil araliginda oldugu goriilmektedir. LSD testine gore 3,25 ortalama deger
ile en yliksek renk skoru MS + 1,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BA igeren besi ortamindan elde
edilmistir. Kallus olusan besi ortamlarinda en diisiik kallus rengi skoru 1,5 ise MS + 1,0
mg/L IBA + 1,0 mg/L BA iceren besi ortamindan elde edilmistir. Renk skalasina gore 1,5
degeri yesil ile koyu yesil arasina diismektedir.

Cizelge 4.6. Farkli biiylime diizenleyicilerinin kisniste kallus rengine etkisi (LSDys:
1,106)

Besi Ortam Kallus Rengi
MS 0,00 ¢!

MS + 1,0 mg/L IBA + 1,0 mg/L BA 1,50 b

MS + 1,0 mg/L IBA + 2,0 mg/L BA 2,46 ab

MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BA 3,08a

MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L BA 2,33 ab

MS + 1,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BA 325a

MS + 1,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L BA 2,83 a

': Ayn1 harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Kallus renk skalasi: 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=acik yesil, 7=sarims1 yesil, 9=kahve.

Celtik ve soya fasulyesinde daha dnce yapilan bir calismada MS ile beraber 4,0 mg/L
NAA ve 2,5 mg/L kinetin kullanilarak alt kiiltiirle bitkilerden kalluslar elde edilmistir
(Niizeki ve ark., 1985). Soyadan elde edilen kalluslarin genelde sar1 renkli oldugu, rengin
bazen de yesile dondiigii belirlenmistir. Celtik bitkisinden elde edilen kalluslarin renkleri
ise kapali mor ve agik sar1 arasinda degistigi goriilmistiir. Gelisen bu kalluslar arasindaki
renk farkliliginin 6nemli oldugu bulunmustur. Tiire bagli kallus renginin degistigi gibi tiir
icinde de besi ortamina gore kallus renginin degisebilecegi bildirilmistir. Sonu¢ olarak,
kallus rengi bitki tiiriine ve cesidine gore degismekle birlikte, calismamizda kullanilan
kisniste NAA kallus rengini diger kullanilan biliyiime diizenleyicilerine oranla daha koyu

yesil olmasini saglamistir.
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4.1.4. Kallus Olusumu Denemesinden Olgiilen Karakterler Arasindaki Korelasyonlar

Cizelge 4.7°de kallus olusumu denemesinde Olgiilen karakterler arasindaki
korelasyon katsayilar1 belirtilmistir. Kallus tipinin, kallus rengi ile arasindaki korelasyon
katsayismin diisiik fakat onemli oldugu goriilmektedir. Kallus tipi ile kallus agirligi
arasindaki korelasyon katsayis1t ve onemlilik diizeyinin ise yliksek oldugu goriilmektedir.
Korelasyon katsayisinin yiiksek olmasi Olgililen karakterler arasindaki iliskinin yakmligini
gostermektedir. Aralarinda ¢ok yiiksek ve onemli iligki bulunan bu karakterler, gelecekteki
calismalarda Olciilen karakterlerin azaltilmasinda fayda saglayabilir. Diger taraftan bu

iligkinin olmasi, bu karakterlerin birbirine bagli oldugunu da gostermektedir.

Cizelge 4.7. Kisniste kallus olusumu denemesinde Olgiilen karakterler arasindaki

korelasyon katsayilar1

Karakterler Kallus Rengi Kallus Agirhg
Kallus Agirhg 0,186
0,169
Kallus Tipi 0,444 0,646
0,001 <0,0001

4.1.5. Kallus Olusumu Denemesine iliskin Sonuc

Kigniste kallus olusumu ile ilgili 7 farkli besi ortami denenmistir. Kallus agirhigi,
kallus tipi ve kallus rengi gibi parametreler degerlendirildiginde en uygun besi ortaminin
MS + 1,0 mg/L NAA + 1,0 mg/LL BA oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.1 F). Uygun
oldugu belirlenen bu ortamdan elde edilen kalluslar steril ortamda 7 kez alt kiiltiire
almmistir. Bu sekilde kalluslar ¢ogaltilarak bir sonraki deneme icin yeterli miktarda

eksplant kaynagi elde edilmis ve ayn1 zamanda kallus gelisiminin kararliligi gozlenmistir.
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Sekil 4.1. Kisniste farkl: biiyiime diizenleyicilerinin kallus olusumu etkileri. A: MS, B: MS
+ 1,0 mg/L IBA + 1,0 mg/L BA, C: MS + 1,0 mg/L IBA + 2,0 mg/L BA, D: MS + 1,0
mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L BA, E: MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L BA, F: MS + 1,0 mg/L
NAA + 1,0 mg/L BA, G: MS + 1,0 mg/L NAA + 2,0 mg/L BA).
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4.2. Embriyogenik Kallus Gelisimi

Denemenin ikinci agamasit olan bu bolimde daha 6nce tiretilen kalluslardan
embriyogenik kalluslar elde edilmistir. Bu amacla ¢esitli biiyiime diizenleyicileri ve
kombinasyonlarini iceren 29 farkli besi ortami kullanilarak kalluslar 6 haftada siire ile 16
saat fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Deneme sonunda, kallus boyutu, kallus skoru, kallus

rengi ve kallus canlt agirhigina ait bulgular asagida sunulmustur.

4.2.1. Kallus Boyutu
Kallus boyutu, kallusun eni ve boyu Olgiilerek ortalamasi hesaplanmistir. Varyans
analizi sonuclarina gore, farkli besi ortamlarmin kallus boyutu lizerine etkisi Oonemli

bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kisniste kallus boyutuna ait varyans analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 28 <0,0001
Tekerriir 3 0,4705

Hata 84

Farkli besi ortamlarindaki kallus boyutlarina iligkin yapilan LSD testindeki
bulgulara gore, Cizelge 4.9°da 27,15 mm ile MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA igeren
besi ortamindaki kallusun en biiylik boyuta sahip oldugu goriilmistiir. En kiigiik kallus
ortalamasi ise 4,27 mm ile MS + 0,5 mg/L Kinetin igeren besi ortamindan elde edilmistir.
Kinetinin tek basina kullanildig: besi ortaminda gelisen kalluslarin diger besi ortamlarinda
gelisenlere oranla daha kiiciik oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.9).

Ekmeklik bugdayda yapilan bir ¢aligmada Inqilab-91 ve Chakwal-97 bugday
cesitlerinin kallus gelisimi ve bitki rejenerasyonu incelenmistir (Rashid ve ark., 2009). Bu
denemede kullanilan kinetin ile kallus boyutu arasinda negatif iliski oldugu belirlenmistir.
Yine bagka bir arastrmada, hurmada (Elaeis guineensis Jacq.), embriyogenik kallus
iiretme amaciyla 2,5 mg/L dicamba (3,6-dichloro-oanisic acid) igceren MS besi ortami ve
olgunlasmamis zigotik embriyolar kullanilmistir (Sanputawong ve Te-chato, 2008). Bu
denemede en yiiksek kallus boyutu 1,17 cm olarak Sl¢iilmiistiir. Denemelerde kullanilan

farkli besi ortamlarinim {iretilen bitkinin ¢esidine de bagh olarak kallusun boyutunda
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farkliliga yol ag¢tig1 bildirilmistir. Bu arastirmalarin sonuglar1 bizim bulgularimiz ile
benzerlik gostermektedir. Bizim arastrmamizda da farkli besi ortamlarinda elde edilen
ortalama kallus boyutu énemli farklilik gostermistir. Sekil 4.2°de temel besi ortami1 MS ile
en yiikksek ve en diisiik kallus boyutuna sahip uygulamalara ait fotograflar verilmistir.
Sekilde de goriildigl gibi kallus boyutu bakimindan besi ortamlar1 arasinda ¢ok onemli

farklar vardir.

Cizelge 4.9. Farkli biiyiime diizenleyicilerinin kisniste embriyogenik kallus denemesinde

kallus boyutuna etkisi (LSDys: 0,556)

Besi Ortamm Kallus Boyutu (mm)
MS 5,35jk !
MS + 0,5 mg/L IBA 14,60 efg
MS + 1,0 mg/L IBA 9,40 ghijk
MS + 1,5 mg/L IBA 7,47 ijk
MS + 0,5 mg/L 2,4-D 10,50 fghij
MS + 1,0 mg/L 2,4-D 4,67 k
MS + 1,5 mg/L 2,4-D 6,52 ijk
MS + 0,5 mg/L BA 22,20 abc
MS + 1,0 mg/L BA 7,40 ijk
MS + 2,0 mg/L BA 9,62 ghijk
MS + 3,0 mg/L BA 20,30 bed
MS + 0,5 mg/L Kinetin 427k
MS + 1,0 mg/L Kinetin 13,47 efgh
MS + 2,0 mg/L Kinetin 15,25 def
MS + 3,0 mg/L Kinetin 16,60 de
MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 10,27 fghij
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 6,65 17k
MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 22,32 ab
MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 26,80 a
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 27,15a
MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 22,55 ab
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 12,02 efghi
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 11,27 efghi
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 6,77 ik
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 14,27 efgh
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 8,90 hijk
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 14,72 efg
MS + 1,0 mg/L BA + 1,0 mg/L Kinetin 16,65 cde
MS + 2,0 mg/L BA + 2,0 mg/L Kinetin 16,20 de

': Ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.
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Sekil 4.2. Kisniste embriyogenik kallus denemesinden kallus boyutuna iliskin baz1
fotograflar. A: MS (Kontrol), B: MS + 0,5 mg/L Kinetin (en diisiik ortalama), C: MS + 1,0
mg/L IBA + 0,5 mg/L BA (en yiiksek ortalama).

4.2.2. Kallus Skoru

Her bir kallusun boyutu ve hacmi dikkate alinarak kallus skoru belirlenmistir.
Bunun nedeni genellikle kalluslar gevsek yapida oldugu icin hacim Olgiimiinde besi
ortamindan ayrilmasi zor oldugu gibi kolaylikla dagilmaktadir. Bu da hacim 6l¢iimiini
imkansiz kilmaktadir. Bunun disinda kallusun eni ve boyu olgiilerek kallus boyutunun
belirlenmesinde yukar1 dogru gelisiminin dikkate alinmamasi neden olmaktadir. Bu
nedenle burada kallus gelisimi hem hacmi hem de boyutu dikkate alan bir skala
kullanilarak yapilmistir. Kallusun hacim skorunun denemedeki skalas1 0=6lii, 1=¢ok kiigiik,
3=kiiciik, 5=Orta, 7=biiyiik, 9=cok biiyiikk seklindedir. Varyans analizi sonuglarma gore

farkl1 besi ortamlarmin kallus skoru iizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Kisniste kallus skoruna ait varyans analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 28 <0,0001
Tekerriir 3 0,7789

Hata 84

Farkli besi ortamlarindaki kallus skoruna iliskin yapilan LSD testindeki bulgulara
gore, genel olarak skaladaki boyut siniflarinin bir¢ogu denemede gozlemlenmistir.
Cizelge 4.11°de en yiiksek ortalama kallus skoru (9,00) MS + 0,5 mg/L BA ortamindan
elde edilmistir. Bunu MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin ortamindan elde edilen
kalluslar (8,00) ortalama deger ile izlemistir. En diislik ortalama kallus degeri (1,00) ise
MS + 0,5 mg/L Kinetin ortamidan elde edilmistir. Kontrol, en diisiik ortalama ve en
yiiksek ortalama Sekil 4.3’ de goriilmektedir.

Lotus bitkisinde (Nelumbo nucifera Geartn.) yapilan bir ¢calismada MS yaninda 0,
4,0, 8,0, 10,0 uM 2,4-D ve 0, 1,0, 2,0, 3,0 uM Kinetin bunun yaninda 0, 0,5, 1,0 uM BA
kullanilarak kallus gelisimi ve somatik embriyo olusumu arastirilmistir (Arunyanarat ve
Chaitrayagun, 2005). 12 haftalik yetistirme periyodu sonunda 6,0 uM 2,4-D ve 0,5 uM BA
iceren besi ortaminda gelisen kalluslarda en iyi kallus skoru belirlenmistir. Benzer olarak,
bizim arastrmamizda da BA’nin biiylime diizenleyicileri kombinasyonunda yer almasi

kallus gelisimine olumlu etkide bulunmustur (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Farkl biiyiime diizenleyicilerinin kigniste embriyogenik kallus denemesinde

kallus skoruna etkisi (LSDy s: 1,455)

Besi Ortamm Kallus Skoru
MS 1,50 ij !
MS + 0,5 mg/L IBA 2,50 ghi
MS + 1,0 mg/L IBA 2,12 ghij
MS + 1,5 mg/L IBA 3,12 efgh
MS + 0,5 mg/L 2,4-D 3,50 efg
MS + 1,0 mg/L 2,4-D 3,00 fgh
MS + 1,5 mg/L 2,4-D 3,50 efg
MS + 0,5 mg/L BA 9,00 a
MS + 1,0 mg/L BA 2,00 hij
MS +2,0 mg/L BA 2,00 hij
MS + 3,0 mg/L BA 7,50 b
MS + 0,5 mg/L Kinetin 1,00 j
MS + 1,0 mg/L Kinetin 5,00 cd
MS + 2,0 mg/L Kinetin 3,00 fgh
MS + 3,0 mg/L Kinetin 3,50 efg
MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 4,33 cdef
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 1,50 ij
MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 8,00 ab
MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 3,50 efg
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 4,50 cde
MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 4,00 def
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 3,00 fgh
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 3,00 fgh
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 1,00
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 3,00 fgh
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 2,50 ghi
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 4,00 def
MS + 1,0 mg/L BA + 1,0 mg/L Kinetin 5,50 ¢
MS + 2,0 mg/L BA + 2,0 mg/L Kinetin 3,00 fgh

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Kallus skor skalasi: 0=06lii, 1=¢ok kiigiik, 3=kii¢iik, 5=Orta, 7=biiylik, 9=¢ok biiyiik.
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Sekil 4.3. Kisniste embriyogenik kallus denemesinden kallus skoruna iligkin bazi
gortintiiler. A: MS (Kontrol), B: MS + 0,5 mg/L Kinetin (en diisiik ortalama), C: MS + 0,5
mg/L BA (en yiiksek ortalama).

4.2.3. Kallus Rengi

Kallus rengi ile ilgili 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=acik yesil, 7= sarims1 yesil, 9= kahve
seklinde bir skala kullanilmistir (Turhan, 1997). Farkli besi ortamlarina iligkin kallus
renginin varyans analiz tablosu asagidaki gibidir. Varyans analizi sonuglarina gore farkli

besi ortamlarinin kallus rengi iizerine etkisi dnemli bulunmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Kigniste kallus rengine ait varyans analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 28 <0,0001
Tekerriir 3 0,5286

Hata 84
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Farkli besi ortamlarindaki kallus rengine iligkin yapilan LSD testindeki ortalamalara
gore, Cizelge 4.13°de genel olarak denemede goriilen genel renk durumu koyu yesil ile
sarims1 yesil arasindadir. Denemede LSD testine gore en yiiksek renk skoru MS + 3,0 mg/L
BA igeren besi ortamindan 8,50 (yesilimsi) ile elde edilmis ve bunu 8,00 renk skoru ile MS
+ 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin iceren besi ortamu takip etmistir. Buna karsilik en
diisiik kallus renk skoru da 0,50 ile MS + 0,5 mg/L Kinetin ve MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5
mg/L Kinetin i¢eren besi ortamlarmmdan elde edilmistir (Sekil 4.13). Parametreye ait
kontrol, en diisiik ortalama ve en yliksek ortalama Sekil 4.4°de goriilmektedir.

Gomphrena globosa L. bitkisinde yapilan bir ¢alismada besi ortami olarak MS ile
birlikte 4 mg/L 2,4-D ve % 10 hindistan cevizi siitii kullanilmistir (Ghaftar ve ark., 2007).
Kallus olusumundan sonra alt kiiltiir i¢in 1,5 mg/L BAP, 1,0 mg/L NAA kullanilmistir.
BA’nin farkli dozlarinin kullanildig1 besi ortamindan iiretilen kalluslarin renginin yesile
yakin gelisiminin ise gevsek yapida oldugunu bulmuslardir. Bu da bizim denememizle
benzerlik gostermektedir. Fakat kallus renginin sadece kullanilan besi ortamina bagli
olmayip eksplanta, bitki tiirline ve yetisme kosullarina goére de degistigi goz ardi

edilmemelidir (Shirin ve ark., 2007)
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Cizelge 4.13. Farkli biiyliime diizenleyicilerinin kisniste embriyogenik kallus denemesinde

kallus rengine etkisi (LSDy s: 2,266)

Besi Ortamm Kallus Rengi
MS 1,65 hi'
MS + 0,5 mg/L IBA 2,06 ghi
MS + 1,0 mg/L IBA 2,18 fghi
MS + 1,5 mg/L IBA 1,251

MS + 0,5 mg/L 2,4-D 5,00 cd
MS + 1,0 mg/L 2,4-D 2,50 efghi
MS + 1,5 mg/L 2,4-D 2,25 efghi
MS + 0,5 mg/L BA 6,50 abc
MS + 1,0 mg/L BA 1,00 i

MS +2,0 mg/L BA 1,65 hi
MS + 3,0 mg/L BA 8,50 a

MS + 0,5 mg/L Kinetin 0,50 1

MS + 1,0 mg/L Kinetin 5,50 bed
MS + 2,0 mg/L Kinetin 6,50 abc
MS + 3,0 mg/L Kinetin 5,00 cd
MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 4,33 cdef
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 0,50 1

MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin 8,00 a

MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 3,50 defgh
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 4,50 cde
MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA 4,00 defg
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 2,00 ghi
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 4,00 defg
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin 2,00 ghi
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 7,50 ab
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 3,50 defgh
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA 5,50 bed
MS + 1,0 mg/L BA + 1,0 mg/L Kinetin 3,50 defgh
MS + 2,0 mg/L BA + 2,0 mg/L Kinetin 1,50 hi

': Ayn1 harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Renk skalasi: 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=agik yesil, 7= sarimsi yesil, 9= kahve.
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Sekil 4.4. Kisniste embriyogenik kallus denemesinden kallus rengine iliskin baz1
fotograflar. A: MS (Kontrol), B: MS + 0,5 mg/L Kinetin (en diisiik ortalama), C: MS + 3,0
mg/L BA (en yiiksek ortalama).

4.2.4. Kallusta Yesil Bolge Yiizdesi
Farkli besi ortamlarina iliskin yesil bdlgelerin varyans analiz tablosu asagidaki
gibidir. Varyans analizi sonuglarma gore farkli besi ortamlarinin yesil bolge iizerine etkisi

onemli bulunmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Kisniste yesil bolgeye ait varyans analiz tablosu

Kaynaklar Serbestlik derecesi | Onemlilik diizeyi (P)
Besi ortami 28 <0,0001
Tekerriir 3 0,3316

Hata 84
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Cizelge 4.15°de kallus olusumunda, farkli besi ortamlarinda yesil bdlgelerin
karsilastirilmas1 amaciyla yapilan LSD testine gore, kallustaki yesil bolgeler 20, 40, 60, 80,
100 bi¢ciminde, % cinsinden ifade edilmistir. Buna gore, % 100 yesil bdlgeye sahip
kallusun MS + 3,0 mg/L BA iceren ortamdan elde edildigi goriilmiistiir. Buna karsin %1,5
ile en diisiik yesil bolgeye sahip kallusun olustugu besi ortaminin MS + 2,0 mg/L BA + 2,0
mg/L Kinetin igeren besi ortami oldugu gozlemlenmistir. Kontrol, en diisiik ortalama ve en
yiiksek ortalamaya ait fotograflar Sekil 4.5’de goriilmektedir.

Ekmeklik bugdaym olgun tohumlariyla (7riticum aestivum L.) yapilan bir
calismada MS ile birlikte 0,1 mg/L BAP ve 0,1 mg/L IAA igeren ortamlarda, somatik
embriyogenesisle bitki rejenerasyonu amagl kallus iiretimi yapilmistir (Malik ve ark.,
2004). Denemede iki adet bugday cesidi kullanilmistir (Inqilab-91 ve Pavon-76).
Denemede tiretilen kalluslarin Inqilab-91°de % 84, Pavon-76’da ise % 52’lik bir oranda
yesil bolgeye sahip oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak kalluslarin yesil bolgeleri hakkinda genel bir degerlendirme yapilacak
olursa, MS ile beraber kullanilan BAP ve BA gibi stokininlerin in vitro kosullarda
kalluslarmm yesil bolge olusturmasi hakkinda pozitif etkileri oldugu sodylenebilir. Bu

arastirmanin sonuglar1 bizim bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.15).
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Gokhan KILIC

Cizelge 4.15. Farkli biiylime diizenleyicilerinin kisniste embriyogenik kallus denemesinde

yesil bolgeye etkisi (LSDg s: 25,228)

Besi Ortamm Yesil Bolge (%)
MS 10,00 Im '
MS + 0,5 mg/L IBA 28,75 hijklm
MS + 1,0 mg/L IBA 16,25 klm
MS + 1,5 mg/L IBA 43,75 efghij
MS + 0,5 mg/L 2,4-D 53,75 defgh
MS + 1,0 mg/L 2,4-D 23,75 jklm
MS + 1,5 mg/L 2,4-D 30,00 ghijklm
MS + 0,5 mg/L BA 87,75 ab

MS + 1,0 mg/L BA 5,00 m

MS + 2,0 mg/L BA 5,00 m

MS + 3,0 mg/L BA 100,00 a

MS + 0,5 mg/L Kinetin 25,00 yklm

MS + 1,0 mg/L Kinetin

MS + 2,0 mg/L Kinetin

MS + 3,0 mg/L Kinetin

MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin
MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin
MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L Kinetin
MS + 0,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA

MS + 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA

MS + 1,5 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA

MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L Kinetin
MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA
MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA
MS + 1,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L BA
MS + 1,0 mg/L BA + 1,0 mg/L Kinetin
MS + 2,0 mg/L BA + 2,0 mg/L Kinetin

40,00 fghijk
40,00 fghijk
55,00 defg
53,33 defgh
50,00 defghi
68.75 bede
35,00 fghijkl
25,00 ijklm
50,00 defghi
50,00 defghi
75,00 abcd
35,00 fghijkl
85,00 abc
60,00 cdef
70,00 bed
35,00 fghijkl
1,50 jklm

': Ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.
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Sekil 4.5. Kisniste embriyogenik kallus denemesinden yesil bolgeye iliskin bazi
fotograflar. A: MS (Kontrol), B: MS + 2,0 mg/L BA + 2,0 mg/L Kinetin (en diisiik
ortalama), C: MS + 3,0 mg/L BA (en yiiksek ortalama).

4.2.5. Embriyogenik Kallus Denemesinden Olgiillen Karakterler Arasindaki
Korelasyonlar

Cizelge 4.16’de embriyogenik kallus denemesinde Olgiilen karakterler arasindaki
korelasyon katsayilar1 ve onemlilik diizeyleri gosterilmistir. Kallus boyutunun yesil kisim
karakterleri ile arasindaki korelasyon Kkatsayismin diisiik fakat oOnemli oldugu
goriilmektedir. Kallus skoru, kallus rengi ve yesil kisim karakterlerinin birbiri ile olan

iligkisinde ise korelasyon katsayis1 orta ve 0nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.16. Somatik embriyogenesis denemesinde Olgiilen karakterler arasindaki

korelasyon katsayilar1

Karakterler Kallus Boyutu Kallus Skoru Kallus Rengi
0,6119
Kallus Skoru
<,0001
0,5229 0,6451
Kallus Rengi
<,0001 <,0001
0,3638 0,5246 0,6417
Yesil Kisim
<,0001 <,0001 <,0001

4.2.6. Embriyogenik Kallus Denemesine fliskin Sonuc

Kisniste embriyogenik kallus gelisimi ile ilgili 29 farkli besi ortami denenmistir.
Denemede kallus boyutu, kallus rengi, kallus hacmi, yesil bolge yiizdesi gibi parametreler
degerlendirilmistir. Bu ortamlar arasinda en biiylik kallus boyutunun, MS + 1,0 mg/L IBA
+ 0,5 mg/L BA igeren besi ortamindan elde edilecegi, BA’nin da kallus rengi ve kallus
skoru parametrelerinde pozitif rol oynadigi sonucuna varilabilir. En fazla yesil bolge

yiizdesi ise MS + 3,0 mg/L BA ortamindan elde edilmistir.

: ]

L

_Yesi_l,:Bii'lg_eler  Fug

L)
3

Sekil 4.6. Kisnis kalluslarinda yesil bolgelerin yakindan goriiniimii. A: Mikroskopta 40 kez
biyiitiilerek fotografi ¢ekilmis kisnis kallusu ve icerdigi yesil bolgeler, B: Fotografi
yakindan ¢ekilen kignig kallusu.

Genel olarak bu denemede yesil bolgeler embriyogenik kallus gelisimine isaret

etmektedir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi siirgiin gelisimi olmamasma ragmen yesil
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bolgelerin klorofil iceren hiicrelerden olustugu ve siirgiin gelisimi i¢in temel olusturdugu

sOylenebilir (Sekil 4.6 A ve B).
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BOLUM 5 — SONUC VE ONERILER Gokhan KILIC

BOLUM -5
SONUC ve ONERILER

- Kallus olusumu ve ¢ogaltma ile ilgili deneme sonucunda MS + 1,0 mg/L NAA +
1,0 mg/L BA besi ortamimin kallusun olusumunda kullanilabilecek uygun ortam
oldugu belirlenmistir. Ayni besi ortami kullanilarak c¢ok sayida alt kiltir
olusturulmasi ile kallus gelisimin kararlilig1 da test edilmistir.

- Embriyogenik kallus veya organogenesis ile ilgili denemede kallus boyutunda MS
+ 1,0 mg/L IBA + 0,5 mg/L BA iceren besi ortaminda yetisen kalluslarin denemede
kullanilan diger ortamlardaki gelisen kalluslara gore boyutunun daha biiyiik oldugu
gozlemlenmistir.

- Kallus skorunda ise MS + 0,5 mg/LL BA ortamindan elde edilen kalluslarin diger
ortamlarda gelisen kalluslara gore hacim olarak daha biyik oldugu
gozlemlenmistir.

- Kallus rengine iliskin parametrede somatik embriyo olusturabilecek kalluslarin
denemedeki besi ortamlar1 arasindaki en uygun rengin, MS + 3,0 mg/L BA
ortamindan elde edilmistir.

- Kallus agirlig1 ve kallus olusumu ile ilgili bir degerlendirme yapilacak olursa, bitki
biiylime diizenleyicilerinin bu hususta 6nemli bir faktor oldugunu ve NAA’nin bu
baglamda pozitif rol aldig1 belirlenmistir.

- Yesil kisimla ilgili 6lgiim ve istatistiklere gore ise, tamammin yesil oldugu
gozlemlenen kallusun yetistirildigi ortamin MS + 3,0 mg/L BA igeren ortam
oldugu anlasilmistir. Yesil bolgenin somatik embriyo gelisiminin baslangici
olabilecegi gibi hiicrelerin klorofil pigmentleri icerdigi yani fotosentezin

basladiginin da gostergesidir.

Sonug olarak kisniste kallus gelisimi basar1 ile gergeklestirilmis ve ¢aligmanin
amaclarindan biri olan somatik embriyogenesis veya organogenesise iliskin baslangi¢
kalluslar1 olan embriyogenik kalluslar elde edilmistir. Bulgular kigniste smirli olan doku
kiiltiirii calismalarina bilimsel anlamda katki saglayacagi gibi gelecekte kisnis lizerine
yapilacak diger gen transferi gibi biyoteknolojik calismalara da temel olusturmasi
beklenmektedir. Bunun disinda kisniste doku kiiltiiri veya hiicre kiiltiirii yolu ile

biyoreaktdrde sekonder metabolitlerin iiretilmesine de katki saglayacaktur.
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