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OZET

VACCARIA HISPANICA (Mill.) RAUSCHERT’DE
. SOMATIK EMBRIYOGENESIS ICIN
EMBRIYOJENIK KALLUS ELDE ETME CALISMALARI

Hilal BEDIR
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Danisman: Doc. Dr. Esin ARI
Haziran 2019; 85 sayfa

Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert (Caryophyllaceae) dogada yaygin sekilde
yetigen, Ozellikle triterpenoid saponin ve kaliteli nisasta igerigi ¢ok zengin bir dogal
bitkidir. Bu tez calismasinda literatiirde heniiz ele alinmamis bir konu olan V.
hispanica’da somatik embriyogenesis ile ilgili olarak somatik embriyogenesisin ilk
basamagi olan embriyojenik kalluslarm elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla biri
nigasta (Genotip A), digeri saponin (Genotip B) igerigi yitksek iki V. hispanica
genotipinin hipokotil, kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlari, iki grup denemede
¢ok sayida besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu ortamlarin bazal besin ortamlar: I. grup
kallus denemelerinde MS ve NN ortamlari, 1. grup kallus denemelerinde ise sadece MS
ortami olup, bazal besin ortamlarma oksin olarak 2,4-D veya NAA nin 0, 1 ve 2 mg/L ile
sitokinin olarak da BA veya TDZ nin 0, 0.5, 1 ve 2 mg/L lik konsantrasyonlarindan olusan
bitki gelisim diizenleyicileri (BGD) ¢esitli kombinasyonlarda ilave edilmistir. Calismada
bu ortamlarmm iki V. hispanica genotipine ait farkli eksplant tiplerinde; kallus (%) ve
embriyojenik kallus olusturma (%) ile cesitli kallus 6zellikleri ve ayrica kalluslardan
meydana gelebilecek farkli morfolojik yapilar: olusturma iizerine etkileri arastirilmistir,

Calismanin sonuglarmna gore V. hispanica’nin kallus, embriyojenik kallus ve
gesitli morfolojik yapilar1 olusturma yoniinden gok yiiksek rejenerasyon kapasitesine
sahip oldugu belirlenmistir. Bu kapasite; hi¢bir hormonun kullanilmadig: kontrol
ortamlarinda bile ¢ok yiiksek oranda kallus, yogun kdk yapilar1 ve siirgiin olusmasi
nedeniyle, biiyiik 6lglide V. hispanica’nin yiiksek oldugu tahmin edilen i¢sel hormon
seviyelerinden kaynaklanmaktadir. Cesitli BGD lerin kullanildigi tiim ortamlarda ise V.
hispanica’nin hem A hem de B genotiplerinde igsel oksin diizeyinin de yiiksek olmasi
nedeniyle her iki genotipin biitiin eksplantlarinda oldukga yiiksek oranlarda kallus
meydana gelmistir. Bu nedenle V. hispanica’da sadece kallus olusturma yéntinden belirli
bir ortam &nerisinde bulunmak miimkiin degildir. Ancak bu kalluslara embriyojenik
Ozellik kazandirilabilmesi i¢in, hazirlanacak ortamlara oksin olarak 2,4-D ve sitokinin
olarak TDZ nin belirli kombinasyonlarda ilave edilmesinin gerekli oldugu belirlenmistir.
Genotip A ve Genotip B’nin tiim eksplantlarinda ayni anda en yiiksek oranda
embriyojenik kallus olusturabilmek i¢in 6nerilebilecek en etkili ortamin, MS + 2 mg/L
2.4-D + 0.5 mg/L TDZ igerigine sahip ortam oldugu tespit edilmistir.



Cahgmada elde edilen morfolojik yapilara gelince; ¢ogunlugu globular asamada
en yiiksek embriyo olusumu her iki genotipte MS + 2 mg/L 2,4-D iceren ortamda
meydana gelmistir. En fazla embriyo olusumu miktar olarak Genotip A da yaprak,
Genotip B de ise kotiledon ve onu takiben yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. En
fazla siirgtin olusumu Genotip A da hem I., hem de II. grup denemelerde BGD igermeyen
kontrol ortaminda kiiltiire alinan bogum aras: eksplantlarinda, Genotip B de ise yaprak
eksplantlarinda gergeklesmistir. Farkh yapidaki koklenmeler yoniinden Genotip A ve
Genotip B’de; en yiiksek orandaki kisa kdk olusumlarinin genel olarak sitokininsiz 2,4-
D igeren ortamlarda, uzun ve gergek kok olusumlarnin ise oksinsiz NAA igeren
ortamlarda olustugu dikkat ¢ekmistir. Bu ¢aligmada elde edilen 6zellikle kéklenmelere
ait detayli bulgularn, igerik yoniinden zengin V. hispanica’da ileride yapilabilek in vitro
sekonder metabolit ¢galismalari igin de faydahi olmasi umulmaktadir.

ANAHTAR KELIME: Kallus, Nisasta, Saponin, Somatik Embriyogenesis,
Embriyojenik Kallus, Vaccaria hispanica
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ABSTRACT

OBTAINING EMBRYOGENIC CALLUS FOR SOMATIC EMBRYOGENESIS
IN VACCARIA HISPANICA (Mill.) RAUSCHERT

Hilal BEDIR
MSe Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
June 2019; 85 pages

Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert (Caryophyllaceae) is a natural plant that
grows widely in nature, especially rich in triterpenoid saponin and quality starch. In this
thesis, it is aimed to obtain embryogenic calluses which is the first step of somatic
embryogenesis related to somatic embryogenesis in V. hispanica which has not been yet
studied in the literature. For this purpose hypocotyl, cotyledon, internodal and leaf
explants of two V. hispanica genotypes with high content of starch (Genotype A) and
saponin (Genotype B) were cultured in several culture media in two groups of trials. The
basal nutrient media of these media were MS and NN media in 1. group of callus
experiments and only MS medium in II. group callus experiments. Plant growth
regulators (BGDs) consisting of 2,4-D or NAA as auxin at 0, 1 and 2 mg/L and BA or
TDZ as cytokinin at 0, 0.5, 1 and 2 mg/L. of were added to the basal nutrient media in
various combinations. The effects of these media on the formation of callus (%),
embryogenic callus (%), different callus characteristics and morphological structures that
may occur from callus were investigated in different explant types of two V. hispanica
genotypes.

According to the results of the study, V. hispanica has a very high regeneration
capacity in terms of forming callus, embryogenic callus and various morphological
structures. This capacity is largely due to internal hormone levels, which are estimated to
be high in V. hispanica, due to the high rate of callus, dense root structures and shoot
formation formed even in control cultures in which no hormone was used. In all cultures
containing various BGDs, very high rates of callus formed in all explants of both
genotypes due to the high internal auxin level of both A and B genotypes of V. hispanica.
Therefore, it is not possible to propose a specific culture content in V. hispanica only in
terms of callus formation. However, in order to give embryogenic properties to these
calluses, it has been determined that 2,4-D as auxin and TDZ as cytokinin should be added
in certain combinations. It was specified that the most effective medium was MS + 2 mg
/L 2.4-D + 0.5 mg / L TDZ to produce high level of embryogenic callus in all explants
of Genotype A and Genotype B.

As for the morphological structures obtained in the study, the highest embryo
formation mostly in the globular stage occurred in medium containing MS + 2 mg / L
2,4-D in both genotypes. The maximum embryo formation was obtained from the leaf
explant in Genotype A and from the cotyledons followed by leaf explants in Genotype B.
The highest shoot formation took place in the internodal explants cultured in the control
cultures of both I. and II. group of experiments in Genotype A while in the leaf explants
in Genotype B. In regard of different types of rooting in Genotype A and Genotype B, it
was noted that the highest rate of short root formation occured mostly in the media
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containing 2,4-D without cytokinin while the highest long and true root formation in the
media containing NAA without auxin. It is hoped that the detailed findings especially on
rooting obtained in this study will be useful for in vitro secondary metabolite studies in
V. hispanica, which has rich content.

KEYWORDS: Callus, Embryogenic Callus, Saponin, Somatic Embryogenesis, Starch,
Vaccaria hispanica

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
Prof. Dr. Sekiire Sebnem ELLIALTIOGLU
Prof. Dr. Serpil GOK TANGOLAR
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ONSOZ

Tibbi aromatik bitkilerin giderek nem kazanmasi, bu bitkilerin kisa siirede
¢ogaltimi, igerigindeki bilesenlerin arttirilmasi gibi ¢alismalarin hiz kazanmasini
saglamistir.  Biyoteknoloji ~ yontemlerinin  gelismesi bu  ¢alismalara  ivme
kazandirmaktadir. Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert dogada yaygin sekilde yetisen
saponin ve nisasta agisindan zengin bir dogal bitkidir. Igerik agisindan zengin bu bitki
tiiriiniin klonal liretimine yonelik somatik embriyogenesis ¢aligmalarina simdiye kadar
literatiirde rastlanmadig: i¢in bu tezde somatik embriyogenesisin ilk basamagi olan
embriyojenik kalluslarin elde edilmesi hedeflenmistir.

Bu tezin tamamlanmasinda bilgi ve tecriibeleriyle beni ydnlendiren, dogru
kaynaklara ulasmam1 saglayan, laboratuvar ¢aligmalarinda biitiin imkanlari sunarak beni
destekleyen, basarisini ve azmini drnek aldigim ¢ok degerli danigman hocam Dog. Dr.
Esin ARI’ya sonsuz tegekkiirlerimi sunarim.

Degerli yorum ve tavsiyeleriyle tezimin son geklinin verilmesini saglayan, tez
savunma jiirimde bulunan Prof. Dr. Sekiire Sebnem ELLIALTIOGLU na ve Prof. Dr.
Serpil GOK TANGOLAR ’a tesekkiir ederim.

Degerli bilgi ve tecriibelerini paylasan tiim Tarimsal Biyoteknoloji B&liimii
Anabilim Dali 6gretim iiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ve arazi ¢aligmalarimda bana maddi manevi destek olan Cansu
BULBUL, Yeliz YILMAZ, Ozge OZEN ve diger biitiin bsliim arkadaslarima ve bana her
zaman ablahik yapan ve yol gdsteren Selcen Yildirnm DOGAN’a ve her zaman yanimda
olan canim arkadasim Emine TOPARSLAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢ahgmamin istatistiksel analizleri konusunda katkilarini ve yorumlarini
benden esirgemeyen Giilsiin Elif VURAL’a gok tesekkiir ederim.

Bana kars gsterdikleri sabir ve anlayis icin degerli mesai arkadaglarima tesekkiir
ederim.

Ve son olarak bana olan inanglarim asla kaybetmeyen ve her zaman destekleyen
aileme sonsuz siikranlarimi sunarim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert’de
Somatik Embriyogenesis igin Embriyojenik Kallus Elde Etme Caligmalari” adli bu
¢aligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gésterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler

% : Yiizde

g/L  :gram/litre
mg/L  Miligram/litre
pL/L  : Mikrolitre/litre
g/L Gram/litre

ne : Mikrolitre

mL  : Mililitre

mg  :Miligram

pM  : Mikromol

Kisaltmalar

2,4-D :2,4-dichlorophenoxyacetic acid
NAA : Naphthaleneacetic acid

BA  :Benzil Adenin

TDZ : Thidiazuron

MS  : Murashige ve Skoog (1962) besin ortami
NN  :Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami
BGD :Bitki Gelisim Diizenleyicisi

BO  :Besin Ortami

BBO : Bazal Besin Ortami

AKO : Alt Kiilttir Ortamu

EKO : Embriyojenik Kallus Olusumu
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1.GIRiS

Diinyada ve iilkemizde dogal olarak yetisen ve ¢ogunlukla yabanci ot olarak
nitelendirilen birgok bitki aslinda kegfedilmeyi bekleyen mucizelerle doludur. Bu bitkiler
gida, baharat, yem, boya, siis bitkisi gibi ¢ok ¢esitli kullanim alanlarina sahip olmakla
birlikte icerdikleri degerli bilesikler nedeniyle 6zellikle farmasotik ve nutrasotik
alanlarinda eczacilikta onemli ham madde kaynaklar1 olarak kullaniimaktadir.
Sanayilesme devri ile birlikte tibbi ilag tiretiminde bir dénem sentetik ham maddelere
yonelim artmug, fakat giiniimiizde artan saglik bilinciyle sentetk ham madde yerine
yeniden dogal 6zellikte etken maddelerin kullammina agirlik verilmeye baslanmistir. Bu
egilim dogal tibbi-aromatik bitkilere olan ilginin ve bu bitkilerdeki ¢aligmalarm artmasina
neden olmustur. Son zamanlarda farkh ozellikleri nedeniyle iizerinde durulan dogal
bitkilerden birisi Caryophyllaceae familyasina bagl Vaccaria hispanica (Mill.)
Rauschert tiiriidiir.

V. hispanica; tohumlarinin igermis oldugu &nemli bilesikler sebebiyle,
eczaciliktan kozmetige kadar birgok sektdrde yararlanilabilecek Snemli bir endiistri
bitkisi ve ayni zamanda dig goriiniisii nedeni ile de siis bitkisi potansiyeli tagtyan bir
bitkidir. Onceleri tim diinyada miicadelesi yapilan 6nemli bir yabanci ot olarak
bilinmekle birlikte, 6zellikle Kanada’da yapilan gesitli arastrmalar V. hispanica’ya olan
ilginin her gegen giin daha da artmasina neden olmaktadir. Ulkemizde ise bu tiiriin 5nemi
bilinmemekte olup ¢ok yakin zamana kadar tizerinde herhangi bir ¢alisma yapiimamistir.
Ancak ozellikle yaygin olarak yayilis gosterdigi ekin tarlalari ve civarndaki alanlarda
yabanc1 ot miicadelesinin yapilmasi, V. hispanica’nin dogal yayilis alanlarini kisitlamakta
ve dogadaki popiilasyonlarinin giderek azalmasina neden olmaktadir.

Caryophyllaceae (karanfilgiller) familyasi basta Akdeniz iklimli iliman
bdlgelerde yayilis gosteren, yaklasik 89 cins ve 2200 tiirii bulunan biiyiik bir cicekli
bitkiler familyasidir (Fidan vd.. 2016). V. hispanica (Mill.) Rauschert bu familyanin
Vaccaria cinsine aittir. Vaccaria, Caryophyllaceae'nin tek tiirii V. hispanica olan
monotipik bir cinsidir (Shahid vd. 2014). V. hispanica gesitli sinonimlere sahip olup,
bunlar; Saponaria vaccaria L.,Vaccaria pyramidata Medik., Vaccaria segetalis Garcke
ex Asch, Vaccaria vulgaris Host, Gypsophila vaccaria (Clarke ex Towns) sayilabilir
(Bittrich 1993; Heywood 1993; Hickey ve King 1997).

V. hispanica bzellikle Asya ve Avrupa kitas ile diinyanin birgok yerinde dogal
yayilis gostermektedir (Meesapyodsuk vd. 2007). Tiirkiye’de ise hemen hemen tiim
bdlgelerde dogal olarak yetismektedir. V. hispanica dinyanin birgok bdlgesinde ve
Tiirkiye’de 6zellikle tahil tarlalarinda, agik alanlarda ve yol kenarlarinda dogal yayilis
gostermektedir. Ulkemizin kirsal alanlarinda Ekinebesi ismiyle tamnir (Kogyigit ve Alp
2018). Diinyada ve Ulkemizde ¢ok uzun bir siire yabanci ot smifinda kabul edilmesine
ragmen, Goering vd. (1966)’nin bu tiiriin tohumlarindaki nisastanin Snemini ve degerini
fark etmesiyle, V. hispanica lizerindeki aragtirmalar bitkinin 6zellikle tohumlar1 {izerine
yogunlagmistir. Ciinkii bu tiiriin tohumlari yiiksek oranda nigasta tanecikleri icermektedir
ve bu nisastalar yaklasik 1 p ¢apmdadir (Goering vd. 1966). V. hispanica’nin bu kiigitk
nigasta tanecikleri iistiin 6zellikli yapiya sahip oldugundan ozellikle kozmetik basta
olmak iizere, eczacilik ve gida gibi diger alanlarda da kullanim olanag saglamaktadir.
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V. hispanica igerdigi nisasta tanecikleri kadar saponin bakimindan da zengindir.
Bitkinin yine tohumlari ¢ok degerli saponin tiirevlerine sahiptir. Bu gesitli saponinler
kanser tedavisinin yam sira deterjan ve kdpiirtiicii 6zelligi nedeniyle kozmetik, yangm
sondiiriicii, kuru temizleme, maden ayristirma, kdpiiklii iecek imalati, yem katki maddesi
gibi ¢ok gesitli endiistriyel kullanim potansiyeli tasimaktadir (Ferrie vd. 2009).

Saponinler biyoaktiflige sahip onemli nutrasotiklerdir (Sharma vd. 2012).
Saponinlerin bitkiler tarafindan patojenlere ve zararlilara kars1 gelistirilen bir savunma
mekanizmasi oldugu bilinmektedir. Hayvanlar igin toksik olmasina ragmen, insanlara
zararsizdirlar ¢linkli sindirim sistemi tarafindan az emilmektedirler (Duddu 2014).
Saponinlerin memelilerde anti-inflamatuar ve balgam soktiirlicii 6zelligi ve plazma
kolesterol diizeylerini diisiirdiigii Price vd. (1987) tarafindan bildirilmistir.

Saponinler uygun doz ve miktarda kullanim sartiyla insan saghg: icin sentetik
antibiyotikler yerine dogal bir alternatif kaynak olabilir. Cesitli endiistri ve sanayi
alanlarinda kullanilarak dogal ham madde kaynagi olarak saglikli iiriinler ortaya
¢ikabilir. Ancak saponinlerin tam ticari potansiyellerinin gergeklesmesi, karmagik
yapilarindan kaynaklanan igleme zorluklarimi nedeniyle isleme stratejilerinin
gelistirilmesini gerekmektedir (Giiglii-Ustiindag vd. 2007).

Tarih boyunca insanlar tedavi i¢in ya dogrudan ya da ekstrakt olarak bitkilerden
faydalanmiglardir. V. hispanica, Cin’de geleneksel tedavide Wang Bu Liu Xing adiyla
bilinen tibbi bitki olarak kullamlmaktadir (Duddu 2014). V. hispanica tohumlarinin kan
dolagimim diizenleyici, idrar soktiiriicii, dogum yapan kadmnlarda siit salimmina arttirici
yaralar1 iyilestirici ve anti- kanserojen olarak kullanildigi bildirilmistir (Duke vd. 1985;
Huang 1994; Balsevich vd. 2012). V. hispanica’'nin terapétik ozellikleri, triterpenoid
saponinlerini igermesinden kaynaklanmaktadir (Efthimiadou vd. 2012). Zhou vd. (2016)
V. hispanica tohumlarinin, sekonder metabolit olarak saponinlerin yani sira triterpenoid,
polifenoller, flavonoidler, ksantonlar ve alkaloidler igerdigini bildirmislerdir. Saponinler;
genellikle triterpenoid veya steroidal bir aglikona sahip, sulu ¢ozeltileri galkalandiginda
kalic1 kdpiik veren, alyuvarlar1 hemoliz edebilen glikozitlerdir (Kiigiikkurt vd. 2008). Bu
toksik saponinlerkanser tedavilerinde etkili iken képiirtiicii etkisi nedeniyle de saponinler
kozmetik sanayisinden yangin sondiirme tiiplerinde kullanimma kadar bir¢cok alanda
etken madde olarak kullanilabilir (Ferrie vd. 2009).

V. hispanica’nin morfolojik 6zelliklerine gelince; dikkat ¢eken pembe kiigiik
renkli bol gigekli, genellikle kompakt formlu, tek yillik bir bitkidir. Yapraklar1 mizrak
seklinde, karsilikly, tiiysiiz ve mavimsi yesil renktedir. Cigekler 5 adettag yaprak ve ¢anak
yapraktan olugmaktadir. Dogada yetisen bitkiler daha az dal, yaprak ve cigeklere
sahipken, kiiltiire alindig1 zaman dengeli bir giibreleme ve bakimla daha canh, giir ve
verimli bitki ve tohum verimi elde edilebilmektedir (Sekil 1.1).

V. hispanica dogada farkli lokasyonlarda kiiltiire alindifinda yaklasik 30-40
cmkadar boylanip, kompakt formda bilyiimektedir. Dogadaki ¢iceklenme bitkinin
yetistigi bolgeye gére Mayis aymmdan Temmuz ayma kadardir. Kanola tohumlarina
benzeyen tohumlari kapsiiller iginde yer alir. Bir kapsiilde yaklagik 10-20 adet, siyah, 1-
2 mm gapinda, yuvarlak sekilli tohumlar bulunur. V. hispanica tohumlar1 turuncu - siyah
renklidir. Tohum hasadi1 dikimden 90-100 giin sonra yapilmaktadir. Tohumlar1 %60°dan
fazla nisasta ve %15-16 protein igerir (Mazza vd. 1992).



GIRIS H. BEDIR

(a) (b)

Sekil 1.1. Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert’in a) ¢igeklenme; b) kapsiil ve tohum
gorlintiileri

Yukarida belirtildigi gibi V. hispanica baglangigta yabanci ot olarak kabul edilse
de arttk bugiin bir cevhere benzetilmektedir (Anonymous 2008). Bu nedenle V.
hispanica’da yapilan kiiltire alma ve islah galismalari ¢ogunlukla tohum icerigini ve
dzellikle saponin miktarmi daha da arttirabilmek i¢in yapilmaktadir (Efthimiadou vd.
2012).

Tohum 1slah ¢aliymalarinda giiniimiizde biyoteknolojinin &nemi giderek
artmaktadir. Biyoteknolojinin bitki 1slahindaki en 6nemli yardimeilar gesitli bitki doku
kiiltlirii teknikleridir. Diger bitkilerde oldugu gibi Diinyada ve iilkemizde onemi giin
gegtikge artan tibbi aromatik bitkilerin de mikrogogaltimy, islahi, sekonder metabolit
tiretimi, sentetik tohum liretimi ve in vitro sartlarda kriyomuhafazasi igin biyoteknolojik
olarak ¢esitli bitki doku kiiltiirli tekniklerinden yararlanilmaktadir. 1838 yilinda Schwann
ve Schleiden’in (1838) “totipotensi teorisi” ile bitki doku kiiltiiriiniin temeli atilmustur.
Tek bir hiicrenin bolinme ve farkhilagsma yoluyla organ veya tam bitkiye déniisebilme
potansiyeline “fotipotensi” ad1 verilmistir. Bitki hiicrelerinin sahip oldugu bu 6zellikten
yararlamlarak steril in vitro kiiltiir sartlarinda bitkilerin hiicre, doku veya organlarindan
cesitli tekniklerle bitki veya bitkisel {iriinler elde edilebilmektedir.

Bitki biyoteknolojisinde islah siirecini kisaltmada kullanilan ¢ok biiyiik 6neme
sahip tekniklerden birisi haploidi teknigidir. Bu teknik sayesinde tek generasyonda % 100
homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir. Elde edilen bu hatlar dogrudan F1 hibrit
1slahinda ebeveyn olarak kullamilabilecegi gibi, bu saf hatlarin igeriklerindeki bilesiklerin
miktarlar1 da arttirilabilmektedir. V. hispanicada bu amagla Kernan ve Ferrie (2006)
Kanada’da yaptiklar: ¢alismada, doubled haploid bitki elde etmek i¢in mikrospor kiiltiirti
yontemini kullanmuslar ve gelistirdikleri protokol igin patent (Ferrie vd. 2009)
almiglardir. Bu teknik sayesinde “Prairie Carnation” ad1 verilen ve igerigindeki bilesiklere
tstiin 6zellik kazandirilan ticari bir gesit gelistirilmistir (Balsevich 2008; Oelck 2008;
Ferrie vd. 2009).

Haploidi ySnteminin disinda diger 6nemli bir biyoteknoloji ySntemi somatik
embriyogenesis teknigidir. Bitki hiicrelerinin “fotipotensi” 6zelliginden yararlamlarak in
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vitro kiiltlir sartlarinda bitkilerin somatik hiicre, doku veya organindan tam bitki elde
edilebilmektedir. Somatik hiicrelerden meydana gelen embriyolar ise “somatik embriyo”
olarak adlandirilmaktadir. Somatik embriyolar ilk defa havug bitkisinin somatik
dokularindan elde edilmistir (Babaoglu vd. 2001).

Somatik embriyogenesis in vitro sartlarda gerceklestirildigi gibi dogada
kendiliginden de meydana gelebilmektedir (Onay vd. 2012). De Jong vd. (1993)
tarafindan zigotik embriyoda oldugu gibi, iki genekli bitkilerinde somatik embriyolarinin
globular, kalp, torpido ve kotiledon olusum safhalarini gegirdikleri belirtilmistir
(Babaoglu vd. 2001). Winkelmann vd. (2006) yaptiklari detayli ¢alismada somatik ve
zigotik embriyolarin protein kompozisyonlarma bakmuslar ve somatik embriyolarm
morfolojik ve gelisimsel agidan zigotik embriyolara benzedigini bildirmislerdir. Bu iki
tip embriyo arasindaki asil farkhilik, elde edilis yontemlerinden kaynaklanmaktadir.
Zigotik embriyolar déllenmis zigottan gelistikleri icin elde edilen bitkiler agilhim
gosterirken, somatik embriyolardan elde edilen bitkiler ise genetik olarak klon
olusturmaktadir (Erisen 20011). Bu nedenle elde edilen bitkilerde agilim gériilmemktedir.

Somatik embriyolar laboratuvarda dogrudan veya dolayli somatik embriyogenesis
yontemleriyle iki yolla elde edilirler. Dogrudan somatik embriyogenesis y$nteminde
kallus olusumu olmadan embriyolar eksplantlardan direkt olarak gelisir. Bu yontemde
eksplant olarak genellikle olgunlagmamis zigotik embriyolar kullanilmaktadir.

Dolayl yoldan somatik embriyogenesisde ise oksinin tek basina veya daha az
miktarda sitokininle birlikte kullanildig1 ortamlarda eksplantlardan dncelikle
embriyojenik kalluslar meydana getirilmektedir. Bu kalluslarin {izerinde olusan
embriyolar daha sonra genellikle hi¢ hormon igermeyen ortama aktarilarak k&k ve siirgiin
gelisimi olustururlar.

Somatik embriyogenesisde embriyo elde edilebilmesi i¢in embriyojenik 6zellikte
orijin hiicrelerin olmas1 gerekmektedir. Embriyojenik hiicreler kiigiik yapida, yogun
sitoplazma igeren ve kiigiik vakuollere sahiptir (Babaoglu vd. 2001).

Somatik embriyo elde edebilmek igin bitkinin birgok yerinden eksplant
alinabilmektedir. In vitro kosullarda somatik embriyo elde etmek igin eksplantlar
¢ogunlukla oksin (genellikle 2,4-D) veya belirli oranda oksin + sitokinin kombinasyonu
igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinir. Daha sonra olusan kallus veya embriyolar
hormonsuz ortama aktarilarak embriyolarm saglikh sekilde gelismesine olanak saglanir.
Embriyolar globular, kalp, torpedo ve kotiledon agamalarindan gegerek bitki
rejenerasyonu yolunda ilerlerler. Somatik embriyo elde edebilmek igin kalluslar, genotipe
bagh olarak genellikle 4-8 haftada bir ya hi¢ hormon i¢ermeyen ya da bitki gelisim
diizenleyiciler (BGD) igermeyen besin ortamlarina aktarilirlar. Bu islem alt kiiltiire alma
olarak da adlandirilmaktadir. Eksplantin yasi, genotip, bitki gelisim diizenleyiciler,
kullanilan besin ortamu, alt kiiltiir gibi birgok etmen somatik embriyogenesisi etkileyen
faktorlerdir.

Somatik embriyolarin olusum siireci olan somatik embriyogenesisin kullanim
alanlarma gelince; klonal ¢ogaltimda ozellikle meyve ve orman agaglarmin
¢ogaltilmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu teknik tohumdan c¢ogaltilmasi zor olan
bitkilerde, tek bir eksplant kaynagindan ¢ok sayida embriyo ve ardindan bitki elde
edilerek, hizli ¢ogaltima olanak saglar. Ayrica sentetik tohum {iretimi ve gen aktarma
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¢abismalari, somatik embriyolarn diger kullamim alanlar1 arasmdadir (Babaoglu vd.
2001).

Somatik embriyolarin tohuma doniistiiriildiigii sentetik tohum teknolojisinde;
¢ogunlukla kotiledon asamasindaki somatik embriyolar (genellikle sodyum aljinat) ile
kaplanarak sentetik tohumlar elde edilir (Babaoglu vd. 2001). Sentetik tohumlar, bitkinin
somatik hiicrelerinden orijinlendigi ve ebeveyn bitkinin tiim 6zelliklerini tasidiklar1 icin
agilim gostermemektedir. Bu nedenle somatik embriyogenesis etkin bir klonal
¢ogaltimydntemi olarak kabul edilmektedir. Bitki genetik kaynaklarinin muhafazasi i¢in
elde edilen embriyojenik kalluslar ve embriyolar 6nem tagimaktadir. Bunlarin disinda,
gen aktarim calismalar1 igin istenilen geni tagityan DNA parcasinin, bitki hiicrelerine
aktarilmasindan sonra buradan somatik embriyogenesis yoluyla elde edilen embriyolarin,
bitki rejenerasyonu sayesinde bitkiye aktarilmasi somatik embriyogenesis tekniginin
diger kullanim alanidir. Somatik embriyogenesis, somatik hibridizasyon ve gen aktarma
¢aligmalarinda ara iiriin olarak embriyojenik kalluslarin elde edilmesi ¢ok Snemlidir.
Ciinkii embriyojenik kalluslar tek hiicre kaynakli oldugundan &zellikle gen aktarma
¢aligmalarinda amaca ulagsmada dnemli rol oynar. Bunlarin yaninda hiicre siispansiyonu
hazirlama ve protoplast flizyonunda kaynak olarak yine embriyojenik kalluslar kullanilir
(Babaoglu vd. 2001).

Ancak somatik embriyogenesis yOntemi Szellikle odunsu bitkilerin
¢ogaltilmasinda, endemik ve nesli tehlikede olan bitkilerin korunmasinda, tibbi-aromatik
bitkilerin hizli ¢ogaltiminda ve kimyasal igeriklerini fazla miktarda elde etme
amaciylayaygin olarak kullaniimaktadir.

V. hispanica da simdiye kadar literatiirde herhangi bir somatik embriyogenesis
¢alismasina rastlanmamigtir. Bu tiirde gelistirilecek somatik embriyogenesis protokolleri
dnemli bir tibbi bitki ve potansiyel bir siis bitkisi olan V. hispanica 'mn hizli gogaltimina
ve degerli kimyasal bilesiklerinin ¢ok daha yiiksek miktarda iiretilmesine hizmet
edecektir. Bu tezde V. hispanica’da igin somatik embriyogenesisin 6n basamagi olan
embriyojenik kallus clde etme asamasi igin etkili bir protokol gelistirebilmek amaciyla
kapsamli denemeler kurulmugtur. Bu denemelerde, gesitli bitki biiyiime diizenleyici tip
ve konsantrasyonlarinin kombinasyonlarindan olusturulan 35 farklibesin ortaminin iki
genotipin farkli eksplantlar1 tizerinde embriyojenik kallus olusturabilme etkileri
arastiriimistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

V. hispanica’da somatik embriyogenesis iizerine yapilmis bir galismaya
literatiirde heniiz rastlaniimamistir. Bu nedenle kaynak taramasi bsliimiinde dncelikle
somatik embriyogenesis ile ilgili baz1 ¢alismalara, daha sonrada V. hispanica’nin bagli
oldugu Caryophyllaceae familyasinda yapilan g¢aligmalara yer verilmistir.

2.1. Somatik Embriyogenesis ile Ilgili Daha Once Yapilan Cahsmalar

Somatik embriyogenesis ¢alismasi ilk defa Steward vd. (1958) ile Reinert (1959)
tarafindan rapor edilmis ve bu galismalarda havug bitkisinde siispansiyon kiiltiiriindeki
kalluslardan ilk kez somatik embriyolar elde edilmistir.

Tisserat vd. (1977) yaptiklar1 somatik embriyogenesis ¢aligsmasinda, Queen Anne
Lace havug g¢esidinden elde edilen kalluslarin alt kiiltiiriinde, besin ortamma eklenen
etefon, etilen ve 2,4-D’nin embriyo olusumu iizerine etkilerini incelemisler; 5 mg/L etilen
uygulamasinin somatik embriyo olusumunu azalttigini, 2,4- D’nin ise engelledigini
bildirmiglerdir.

Chang ve Hsing (1980), 2,4-D ekledikleri MS besin ortaminda ginseng bitkisinin
yaprak, kok ve anterinden kallus elde etmiglerdir. Kalluslar alt kiiltiire alirken %4 MS ve
Gamborg BS5 ortamina BA ve GA3 ilave ederek bitki rejenerasyonunu artrmislardir.

Ozias vd. (1981), 8 bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyo ve yeni filizlenen
bagaklarindan kallus ve bu kalluslardan bitki elde etmislerdir. 2 mg/l 2,4-D iceren MS
ortaminda kompakt ve ayrilabilir kalluslar gelistigi ve bu kompakt, sarimsi, nodiiler
kalluslarin embriyonun epitel ve alt epitel hiicrelerinden olustugu gézlemlenmistir.
Calismada bitki rejenerasyonunun ise sadece kompakt kalluslardan gelistigi bildirilmistir.

Litvay vd. (1985), daha 6nce Wetherell (1969) tarafindan yabani havug hiicre
siispansiyon kiiltliri i¢in gelistirilen protokolii Pinus taeda L. tiirinde modifiye
etmislerdir. Yenilenen ortamda orijinal olana gore diisiik Ca **, ok yitksek Mg?*, PO4*
ve zenginlestirilmis mikro element kullanilmistir. Bu yenilenen ortam havug kiiltiirlerinde
herhangi bir degisiklige neden olmazken, P. Taeda’da biiylime ve embriyogenesis
gerceklesmistir.

Conger ve Novak (1987) SH (Schenk ve Hildebrandt 1972) ortaminda kiiltiire
aldiklar1 CHI31, S615 ve S7 musir gesitlerinin yapraklarindan embriyo elde etmislerdir.
Embriyolar1 1 pM NAA, 1 pMIAA, 2 uM 2iP igeren MS ortamina transfer ederek burada
¢imlenmelerini saglamislardir. Calismada yaprak eksplantindan en iyi embriyo veriminin
S615 hattindan elde ettigi bildirilmigtir.

Trolinder ve Goodin (1987), pamukda (Gossypium hirsutum L.) gen
manipulasyonu ve strese dayanikli hat segimi i¢in hiicre siispansiyon denemesi
yapmiuglardir. G. hirsutum da C312, G5110, T25, T169, P303, P784, ST213, RQSX-1-1
genotiplerinin kullamldig1 denemede somatik embriyogenesis igin en iyi tepkiyi Coker
312 gesidinin verdigini rapor edilmistir. Kiiltiire alindiktan 6 hafta sonra globular embriyo
olusumu gergeklesmistir. Olusan globular embriyolar hormon i¢cermeyen MS ortamina
aktarildiktan 4-6 hafta sonra kalp seklindeki embriyolar izole edilmistir. Embriyolar yari
kat1 ortama aktarilip ¢imlenmeye birakilmigtir. Cimlenen embriyolari sivi ortam ile
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doyurulan vermikulit iizerine aktararak, bitkiciklerin gergcek yaprak ve kék sistemi
olustuktan sonra saksiya aktarmiglardir.

Kamada vd. (1989) nin Japonya’da yaptiklar1 ¢alismaya gére havucun apikal
meristemi hormonsuz % 0.7 sukroz ve 0.25 1 mM kadmiyum iyonu iceren MS ortaminda
kiiltiire alinmug, kiiltiirler 1-3 hafta sonra hormonsuz % 0.1 sukroz iceren MS ortamina
aktarilmigtir. Somatik embriyolar kallus olusmadan direkt yoldan elde edilmistir. Ayni
eksplant 2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire alimmus, bu ortamda elde edilen embriyolar
% 3 sodyum aljinat ile 100 mM CaCl, soliisyonunda kapsiillenmigtir. Tek bir embriyo
igeren sentetik tohumlarda kok ve yesil aksam gelistiren embriyolardan, kadmiyum iyonu
ile igleme tabi tutulanlarin 2,4-D’li olanlara gére % 30-50 daha biiyiik oldugu rapor
edilmigtir. 2,4-D iceren ortamdan gelen embriyolar kapsiillenip ekildiginde, ikincil ya da
tigiinclil embriyolar olusmus fakat bunlar bitkiye doniisememistir.

Kumar (1992), Apocynaceae familyasina ait tibbi bir agag tiirii olan Thevetia
peruviana’da somatik embriyogenesis araciligiyla bitki rejenerasyonunu saglamustir.
Bunun igin dncelikle 9uM 2,4-D ve 4,6uM K igeren MS besiyerinde geng yaprak
disklerinin kiiltirtinden kalluslar elde etmistir ve bunu takiben yiiksek oranda sitokinin
muamelesi aracihifiyla ¢ok miktarda somatik embriyo iiretmistir. Caligmada, 50 mg
embriyogenik kallustan ortalama 40-50 bitkicik elde edildigi bildirilmistir.

Michalczuk vd. (1992), oksinin somatik embriyogenesisdeki etkisini arastirmak
i¢in Daucus carota siispansiyon kallus hiicrelerinden IAA ve 2,4-D oksin hormonlarimni
kullanarak embriyo elde etmislerdir. Embriyojenik olan ve olmayan kalluslar IAA ve 2,4-
D varhginda benzer biiylime oran1 géstermistir. Kalluslar 2,4-D olmayan ortama transfer
edildikten sonra her iki hormonun embriyo olusumu iizerindeki etkisinin azaldig:
goriilmiistiir. Embriyojenik olmayan kalluslar 2,4-D seviyelerini korumug, embriyojenik
olan kalluslar ise yiiksek IAA seviyelerini korumustur. Arastirmacilar bu sonuglara gére
yilksek IAA diizeylerinin gerekli olabilecegini, ancak bitki embriyogenesisindeki
baglangi¢ olaylari igin yeterli olmadigini, diisiik IAA diizeylerinin ise havug siispansiyon
kiiltiirleri i¢in embriyo gelisiminden

sonraki asamalariyla iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Raharjo ve Punja (1993) yaptiklari denemede tursuluk hiyarda siispansiyon
kiiltiirleri ile bitki rejenerasyonunu arastirmiglardir. Yaprak sapi eksplantindan
olusturulan embriyojenik kalluslar 5 pM 2,4-D ve 5 uM BAP ilave edilmis MS ortaminda
embriyojenik siispansiyon kiiltiirlerine  aktarilmigtir. Daha sonra bu siispansiyon
kiiltiirlerini 1 uM 2,4-D vel pM BAPeklenmis MS ortamina almislardir. Olusan sari
kirilgan kalluslar daha sonra alt kiiltiirlere alinarak, bunlarda gesitli konsantrasyonlarda
oksin ve sitokinin etkileri arastirilmistir. En yiiksek siirgiin ve bitki rejenerasyonu 2/1 ve
1/1 oraninda NAA/BAP ile desteklenmis MS ortaminda elde edilmistir.

Somatik embriyogenesis ydnteminde embriyolar somatik hiicrelerden meydana
geldigi i¢in buradan gelisen bitkiler ana bitkinin klonu olmaktadir. Ishii vd. (1998)
klonlama amaciyla yaptiklar1 somatik embriyogenesis ¢alismasinda Santa Cruz orkide
(Phalaenopsis) ¢esidini Vacin ve Went (1949) ortaminda ¢esitli 2,4-D ve BA
kombinasyonlarini kullanarak her iki ayda bir alt kiiltiire almuglardir. Elde edilen bitkiler
aklimitizasyon islemi sonrasinda seraya transfer edilmis ve bitkiler iki y1ln sonunda ¢igek
agmislardir. Agan gigekler arasinda morfolojik bir farkhilik ortaya ¢ikmamus, bdylece
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somatik embriyogenesisin orkidenin klonal g¢ogaltiminda kullanilabilecegini ortaya
koymuglardir.

Yine orkidede yapilan bir ¢alismada Chen ve Chang (2000), ticari Sneme sahip
Oncidium X Gower Ramsey melezi olan bir orkide genotipi i¢in bitki rejenerasyonunu
amaglamislardir. Elde ettikleri kompakt sari- beyaz kalluslar1 2 MS, 0.1 — 3 mg/L TDZ
ve 3 — 10 mg/L 2,4-D ihtiva eden gesitli ortamlarda kiiltiire alarak, kdk ve yaprak
eksplantlarindan embriyo gelistirmislerdir. Bu embriyolar olgunlastirilarak aklimatize
edilmis ve bitkilerin hemen hemen tiimii dis kosullara aktarilmgtir.

Nishiwaki ve Fujino (2000), havu¢ bitkisinde sadece abscisic asidin (ABA)
etkisini arastirmiglardir. ABA’nin farkli konsantrasyonlarini denemisler ve en fazla
embriyoyu 1 x10* M ABA varliginda elde etmislerdir. Eksplant yagmmn da nemli oldugu
yine bu ¢aligmada ortaya konmustur ve 3 cm tizerindeki hipokotillerden embriyo elde
edilemedigi bildirilmistir.

Ricci vd. (2001), Citrus sinensis gesitleri i¢in ortam optimizasyonu yapmak
amaciyla farkh karbonhidratlarm tepkisini aragtirmislardir. Karbonhidrat kaynag: olarak
sukroz, galaktoz, glukoz, maltoz ve laktoz kullanmiglardir. Sirasiyla bunlarn 18, 37, 75,
110 ve 150 mM konsantrasyonlari karbonhidrat kaynagi olarak eklenmistir. Genel olarak
laktoz ve galaktoz ortaminda embriyo elde edilmis ve sukroz denenen ortamlardaki
embriyolarn bitkiye doniistiigii gbzlemlenmistir.

Miah vd. (2002) Citrus macroptera da yaptiklars galismada, olgunlasmamis
meyvelerin gelismemis ovullerinden alinan nusellusta kallus kiiltiiriiyle somatik embriyo
ve bitki elde etmislerdir. Hazirlanan dort farkli modifiye MS ortaminda yiiriitiilen
¢alismada en iyi sonucu malt eklenmis ortamda gézlemlemislerdir. Yine ayni ortamda
olusan embriyojenik kallus, hormonsuz MS ortamma aktarilarak somatik embriyo
gelisimi saglanmistir. Ayn1 ortamin alt kiiltiirlerinden gelisen somatik embriyolar bes
hafta sonra aklimitize edilmis ve bitkilerin gelismesi saglanmstir.

Kim vd. (2004), Catharanthus roseus da yaptiklar1 ¢alismada hiicre siispansiyon
kiiltirdi ile olgunlasmamis zigotik embriyolardan embriyogenik kallus elde etmis ve
bunlardan bitki rejenerasyonu gelistirmislerdir. 4,2 pM 2,4-D eklenmis MS ortaminda
kiilttire aldiklar1 olgunlagsmamis zigotik embriyolardan 8 hafta sonra % 20 oraninda
kirilgan kallus elde etmiglerdir. MS ortaminda alt kiiltiire aldiklar1 kalluslardan sarimsi,
kompakt embriyojenik kalluslar: gézlemlemisler ve 4 haftada ayn1 besi ortaminda bir alt
kitltlire aldiklari embriyojenik kalluslardan ¢ok miktarda somatik embriyo elde
etmiglerdir. 4,52 uM 2,4-D ilave edilmis sivi MS ortaminda embriyojenik kalluslarla
hiicre siispansiyon kiiltiirlerini kurmuslardir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden MS
ortamina aktardiklar1 embriyolardan % 56.7 oraninda bitki geligimi saglamiglardir.

Houl ve Jia (2004), Cin, Rusya, Mogolistan ve Rusya i¢in ekonomik énemi olan
bir yem bitkisi olan Astragalus melilotoides Pall. tiiriinde rejenerasyon ¢ahsmasi
yapmiglardir. Yapilan ¢alismada A. Melilotoides’in hipokotil eksplanti ya da kdk
kaynakl1 bitki rejenerasyonu igin protokol olusturulmustur. 5 hafta i¢inde 2.69 uM NAA
ve 4.44 uM BA igeren MS besin ortaminda hipokotillerden direkt yolla en yiiksek somatik
embriyo olusumu saglanmistir. 9.05 pM 2,4-D ve 2.22 — 4.44 uM BA igeren MS
ortamlinda 3 tip kallus olusumu gézlemlemislerdir. 2.69 pM NAA ve 4.44 — 8.89 uM
BA’l ortamlardan elde edilen kalluslarda hem somatik embriyo hem de adventif siirgiin
geligimi olustugunu bildirilmistir. Somatik embriyolar veya adventif siirgiinler 3 hafta
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iginde 6nce hormonsuz MS ortamina alinmig, daha sonra 14.78uM IBA 11 ortama transfer
edilmigtir. Bitkilerin aklimatize edildikten sonra dig ortamda saglikli sekilde biiyiime
gosterdikkleri bildirilmistir. Bu sekilde ekonomik Sneme sahip bitkiler i¢in hizli bir
¢ogaltim teknigi olarak somatik embriyogenesisin kullanilabilecegi belirtilmistir.

Somatik embriyogenesis ¢ogaltilmasi uzun yillar alan ya da zor olan &zellikle
odunsu bitkilerde klonal ¢ogaltim amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
amagla benzer bir ¢aligma Ipekgi ve Goziikirmizi (2004) tarafindan Paulownia elongata
bitkisinde yapilmistir. P. elongata nin gogaltma islemi tohumdan ¢imlendirme ya da
kokten ¢elik ayrma islemi ile yapilmaktadir. Ancak kokten ayirmak her zaman kolay
olmayip koklere zarar vererek bitki kaybedilebilmektedir. Bu yiizden hizli ve klonal
¢ogaltmak i¢in somatik embriyogenesis ydntemi kullamilmis ve sonugta hedeflenen bitki
rejenerasyonu saglanmugtir.

Wu vd. (2004) nin Cin pamugu (Gossypium hirsutum L.) lizerinde yaptigi
calismada ¢imlendirme ve biiylime ydniinden sorunlu olan genotipler i¢in somatik
embriyogenesis yonteminde ¢esitli faktSrlerin etkisi arastirilmigtir. Kallus olusumu igin
2.46 mM IBA ve 2.32 mM kinetin ortama ilave edilmigtir. Alt kiiltiir islemi sirasinda
hormonsuz ortama iki kat KNO; eklenmistir. Buradan olusan embriyolar L-asparagine
(7.6 mM) ve L-glutamine (13.6mM) ilave edilen ortama aktarilarak c¢imlenmeleri
saglanmigtir.

Junaid vd. (2007) Catharanthus roseus’da yaptiklari somatik embriyogenesis
caligmasinda dncelikle 1ve 2 mg/12,4-D ya da klorofenoksiasetik asit (CPA) ilave edilmis
MS ortaminda hipokotil eksplantindan embriyojenik kallus elde etmislerdir. Daha sonra
NAA eklenen MS ortaminda 2 hafta i¢inde primer kalluslardan ¢ok sayida somatik
embriyo indiiklendigini géziemlemislerdir. Embriyo ¢ogaltimmin BAP eklenmis
besiyerinde daha hizl oldugu bildirilmistir. Olgun, yesil embriyolar 1 mg/l GA3 ile
hazirlanmig ortama transfer edildiginde gelismis ve ¢imlenmistir. Kotiledon yaprakli
embriyolar kok gelisimleri igin farkli oksinlerle muamele edilmistir. Bitkicikler %3
sukroz ve 0.5 mg/L BAP igeren %2 MS ortaminda 2 hafta siireyle kiiltiire alindiktan sonra
aklimatize edilmistir.

Ali vd. (2007) eksplant kullanimi arasindaki farkhihg: ortaya koymak icin seker
kamisinm (Saccaharum officinarum) siirgiin ucu ve yaprak eksplantlarini kullanmslardir.
Direkt somatik embriyogenesis yoluyla yaprak eksplantindan % 90, siirgiin ucu
cksplantindan ise% 70 embriyo elde etmislerdir. Ayrica yaprak eksplantindan indirekt
somatik embriyogenesis ile de embriyo olusumu saglamislardir.

Tangolar vd. (2008) nin asmada (Vitis vinifera L.) yaptiklari gahsmada, eksplant
olarak 41B ve Yalova Incisi ¢esitlerinin olgunlasmamis zigotik embriyolari
kullanilmigtir. 0.5, 1, 2 ve 4 mg/L 2,4-D eklenmis MS, NN, B5 ortamlarinda kiiltiire
alman eksplantlar 16-8 saat fotoperiyod veya tamamen karanlik kosullarda inkiibe
edilmistir. 41B cesidi i¢in en yiiksek somatik embriyo olusumu % 30 ve % 28 oranlariyla
0.5 ve 1 mg/L 2,4-D igeren BS ortamlarinda karanlik kogullardan elde edilmistir. Yalova
Incisinden ise 1 mg/L 2,4-D iceren MS ortammnda 16/8 fotoperiyod kosullarinda
kiiltiirlerden sadece %5 oraninda embriyo elde edilmistir. 8 ayhk alt kiiltiire alma
islemlerinden sonra B5 + 1 mg/L 2,4-D igeren ortamda ve karanlikta kiiltiire alinan 41B
¢esidinden 559 embriyo, NN + 0.5 mg/L. 2,4-D iceren ve aydimnlikta kiiltiire alinan Yalova
Incisinden ise 912 embriyo gelistirilmistir. En yiiksek ¢imlenme 41B ¢esidinde NN
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ortaminda (sirasiyla % 58 ve % 75), Yalova incisi gesidinde ise MS (sirastyla % 77 ve %
45) ortaminda gergeklesmistir. Rejenere olan embriyolarin % 91.9°u basariyla aklimatize
edilmistir.

Singh vd. 2009, tibbi bir bitki olan Rauvolfia serpentina’da somatik
embriyogenesis ve in vitro rejenerasyon ¢alismislardir. Geng yaprak eksplantlari farkls
biiyiime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarini igeren MS ortamimda Kiiltiire
almmugtir. BAP (1.0, 3.0 mg/L) ve IAA (0.1 - 0.5 mg/L) in gesitli kombinasyonlar
arasindaen yiiksek kallus olusturma BAP (2.5 mg/L) + 1AA (2 mg/L) ve BAP (1 mg/L)+
IAA (0.5 mg/L) ortamlarinda gergeklesmistir. BAP ve IAA’in gesitli kombinasyonlari
arasinda siirgiin rejenerasyonu sikhigi ise en yiiksek %75 oraninda BAP (2.5 mg/L +1AA
(0.4 mg/L) ortaminda bulunmustur. Elde edilen siirgiinler kdk rejenerasyonu igin farkl
BGD kombinasyonlari (2.5 mg/L BAP + 0.3 - 0.5 mg/L 1AA + 0.3 - 0.5 mg/L NAA)
iceren MS ortamlarina transfer edilmistir. % 100 k&k rejenerasyonu 2.5 mg/l BAP + 0.5
mg/L JAA + 0.5 mg/L NAA igeren MS ortaminda gézlemlenmistir. Koklenen bitkicikler
aklimatizasyon igin steril topraga aktarilmistir ve bu bitkiciklerden % 67 oraninda bitki
elde edilmistir.

Keskin ve Kunter (2010), asmada (Vitis vinifera L.) kallus elde etmek icin
eksplant tipi ve ortam igeriginin etkisini aragtirmuglardir. MS ve Gamborg B5 ortaminda
siirglinlerin orta bdliimiinden alinan yaprak ayasi ve bogum aralarmi eksplant olarak
kullanmiglardir. Tki ortamda da her iki eksplanttan da kallus elde etmislerdir. Saghikh
olarak nitelendirilen 1. tip kalluslarm B5 ortaminda MS ortamina gére daha iyi
performans g6sterdigi belirtilmistir. Calismada eksplantlardan yaprak ayalarinin bogum
aralarma gore 1. tip kallus olusumu bakimindan daha basarili sonuglar verdigi
gbzlemlenmistir.

Tibbi aromatik bitkilerde sekonder metabolitlerin fazla iiretilebilmesi amaciyla
bitkilerin sayica fazla ve hizlica c¢ogaltilmast i¢in in vitro yontemlerden
yararlanilmaktadir. Lin vd. (2010) nin Pulsatilla koreana Nakai’de yaptiklari calismada
6 haftalik biiylime siiresi boyunca IAA, Zn ve BA igeren MS ortaminda yaprak, yaprak
sap1 ve pedisel eksplantlarindan goklu stirgtinler elde edilmistir. 0.5 — 2.0 mg/L Zn, and
0.5 mg/L 1AA ilave edilen MS ortammda ise eksplantlardan somatik embriyo elde
edilmigtir. Kalp ve torpedo asamasindaki embriyolar 1.5 mg/L Zn ve 0.05 mg/L 1AA ya
da 1.0 mg/L BA ve 0.05 mg/L TAA eklenen MS ortamina aktarilmis ve burada bitkiye
doniistiikleri bildirilmistir.

Sharifi vd. (2010) nin Crocus sativus L. da yaptiklar1 galigmada eksplant olarak
safran soganlar1 kullanilarak sitokininlerin (BA ve TDZ) etkileri arastirilmistir. MS ve
B5 ortamlarimin kullanildig1 ¢alismada kallus olugumu igin her iki ortama da 1.13, 4.54,
9.08 uM TDZ ve 2.22, 8.87, 17.75 uM BA ilave edilmistir. Kalluslarin ¢ogaltimi igin
ortama % 0.05 oraninda aktif komiir ile NAA ve BA nin ¢esitli kombinasyonlar
eklenmistir. Istatistiksel analizler sonucunda TDZ bulunan B5 ortamindaki gelisimin MS
ortamindakine gore daha fazla oldugu ve TDZ nin organogenesis ve somatik
embriyogenesis olusumunda 6nemli rol oynadig bildirilmistir.

Endiistriyel alanda orman iiriinlerinden fazlaca yararlanilmaktadir. Ancak orman
agaclarmin  uzun yillar siiren vejetatif biiylime siireleri nedeniyle talep
kargilanamadigindan, ormanlarin hizlica azalmasina sebep olunmaktadir. Klonal
¢ogaltim teknigi ile hem bu siire azaltilabilir, hem de ¢ok sayida bitki kisa siirede
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tiretilebilir. Bu amagla Corredoira vd. (2011), ak mesede (Quercus alba) siirgiin ucu ve
yaprak eksplantlarini kullanarak somatik embriyogenesis denemesi kurmuglardir. Yaprak
eksplantindan meydana gelen Kkalluslarda yiiksek oranda embriyojenik yapilar
gozlenmlenmistir.Olusan embriyolarin % 30’u ¢imlendirilmis, bunlardan % 16.6’si
bitkiye doniistiiriilmiistiir.

Corredoira vd. (2015), Eucalyptus globulus tiirii i¢in siirekli kullanilabilecek bir
somatik embriyogenesis protokoliinii ilk kez E. saligna x E. Maidenii hibridinde
geligtirmiglerdir. Genotip, tiir, oksin ve eksplant tipine gore embriyo verimi farklilik
gostermis, fakat biitiin genotiplerden embriyo elde edilmistir. MS ortaminda pikloram ve
NAA nin kullamldig1 ¢ahsmada, pikloramimn siirglin ucu eksplantinda % 64, yaprak
eksplantinda ise%68 oraninda embriyo verimi olusturarak, NAA ya gére daha etkili
oldugu gézlemlenmistir. Alt kiiltiir i¢in hormonsuz ortamlar kullanilms, 4-5 haftalik siire
sonunda globular, kalp ve torpedo olusumu saglanmustir. Yapilan ¢aligmada pikloramin
NAA ya gbre embriyo indiiksiyonu igin daha etkili oldugu tespit edilmistir. Calismada
embriyolarm tam bitkiye doniisme kabiliyetleri zayif bulunsa da, sivi ¢imlendirme
ortaminda bitkiye doniigiim saglanmastir.

Venkataiah vd. (2016), Capsicum baccatum L.’da kotiledon ve yaprak
cksplantlarindan somatik embriyolar elde etmistir. MS ortamina oksin olarak 0.5-5.0
mg/L oranlarinda IAA, NAA,2,4-D ve S-trichlorophenoxy asetik asit (2,4,5-T) tek basina
yada gesitli kombinasyonlarla, sitokin olarak da BA ve Kinetin 0.5 - 1.0 mg/L oranlarinda
ilave edilmistir. Elde edilen embriyolar alt kiiltiire alinarak tam bitkiye déniisiimleri
saglanmistir. En fazla basarinin BA varliginda oldugu bildirilmistir.

Kumar vd. (2016), Gliney Afrika’da yaygin olarak kullanilan tibbi bir bitki olan
Hypoxis hemerocallidea igin somatik embriyogenesis yoluyla in vitro bitki
rejenerasyonunu amaglamislardir. Yapilan ¢alismada 15 uM 2,4-D ve 2.5 uM BA igeren
MS ortaminda embriyojenik kallus olugsmustur. Kalluslar ayni ortamda alt kiiltiire
alinarak globular, kalp ve torpedo embriyolar elde edilmistir. Olgun somatik embriyolar
4 hafta sonunda %2 MS ortaminda ¢imlendirmislerdir. Ortama ilave edilen 1.44 uM GA3
¢imlenme oranmni % 88.9°a ¢ikartmustir. Cahsmada, dogal popiilasyonlar: azalan
germplazmlarin korunmasi igin gelistirilecek somatik embriyogenesis protokollerinin, bu
bitkilerin ticari firetimleri i¢in klonal Gretimlerinin yapilmasi, genetik transformasyon
¢alismalarinda kullanilmasi ve biyoaktif bilesiklerin analizleri i¢in uygun bir sistem
saglamasi agisindan yararh olacag bildirilmistir.

Sapindus  trifoliatus agaci saponin ve bitkisel sabun endiistrisinde
kullanilmaktadir. Asthana vd. (2017) bu bitkide somatik embriyogenesis ile
kalluslarindan tam bitkiye dontisiim sagladiklarini bildirmistir. Embriyojenik kalluslar en
fazla 5.0 mg/L 2, 4-D ve 0.1 mg/L Kin igeren MS ortaminda uyartilmstir. Kalluslar L-
glutaminli MS basal ortamina aktarildiginda, beyazimsi-yesil embriyojenik yapilara
doniismiistiir. Bu yapilar daha sonra bitkicige doniistiiriilerek, basariyla aklimitize
edilmistir.

Malvaceae familyasina ait Althaea digitata (Boiss.) diinyada 6nemli bir tibbi bitki
olarak bilinmektedir. Hosseini vd. (2017) yaptiklari ¢aligmada bu bitkinin k&k, siirgiin ve
yaprak eksplantlarindan kallusu tesvik edip, bunlardan siirgiin rejeneasyonu saglamaya
cahgmustir. Eksplantlarin 10 - 15 giinliik fidelerden temin edildigi ¢alismada kallus
uyartimi igin bazal besin ortam olarak MS kullanilmig, BAP (0, 1, 3 ve 5 mg/L), Kinetin
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(0.1 mg/L), NAA (0.1 mg/L) ve 2,4-D (0, 2, 5 ve 10 mg/L) konsantrasyonlar ortama
ilave edilmistir. Olusan kalluslar BAP ve NAA igeren MS ortamlarina transfer edilmistir.
En iyi kallus indiiksiiyonu % 82.93 liik oran ile MS + 5.0 mg/L 2, 4-D + 0.1 mg/L KIN
ortamindan elde edilmistir. Inkiibasyon siiresi olarak kiiltiirler 10-12 hafta boyunca aynt
ortam iginde birakilmistir. Maksimum rejenerasyon yetenegi 0.1 mg/L NAA ve 1.0 mg/L
BAP i¢eren MS ortaminda gézlemlenmistir.

2.2. Caryophyllaceae Familyasinda Daha Once Yapilan Somatik Embriyogenesis
Cahsmalari

Bu familyada yapilan somatik embriyogenesis ¢alismalar1 daha ¢ok karanfilde
(Dianthus caryophyllus L.) gergeklestirilmistir. Bu tiirdeki ilk dolayli somatik
embriyogenesis calismalar1 Frey vd. (1992) ile Sankhla vd. (1995), direkt somatik
embriyo olusumu ise Nakano ve Mii (1993) tarafindan bildirilmistir.

Bu ¢aligmalart takiben Choudhary ve Chin (1995)’in somatik embriyogenesis
¢aligmasinda, 60 - 75 giinliik hiicre kiiltiirleri 2,4-D ilave edilmis MS bazal ortamina
aktarilarak kallus dretilmistir. Alt kiiltiire alma sirasinda ortamdan 2,4-D g¢ikartilarak
embriyo elde edilmis ve bu embriyolarm bir kism bitkiye déniistiiriilmiistiir.

Yantcheva vd. (1998) nin Bulgaristan’da yaptiklar: ¢alismada, Lena, Nasslada,
Yanita, Regina karanfil ¢esitlerinden somatik embriyo elde etmek i¢in yaprak eksplanti
kullanilmastrr. 1 mg /L 2,4-D ve 0.2 mg /L 6-BA ilave edilmis sivi MS kiiltiir ortami
kallus evresi olmadan embriyo tiretmek igin kullanilmigtir. Ik globular yapilar 20 giin
sonra goriilmeye baglamigtir. PEG varhginda daha fazla torpedo asamasinda embriyo
gelisimi gozlenmistir. Somatik embriyo olgunlasmasmi sivi MS ortamma kazein
hidrolizat (1000 mg/L) ekleyerek arttirmislardir.

Pareek ve Kothari (2003), Dianthus cinsinin ekonomik agidan $nemli tiirlerinde
(D. caryophyllus, D. barbatus ve D. chinensis) yaprak eksplantlarindan dogrudan somatik
embriyogenesis igin protokol gelistirmeye ¢alismislardir. 2,4-D (1 mg/L) ilaveli MS sivi
ortamini, kallus evresi olmadan dogrudan somatik embriyogenesis indiiksiyonu icin
kullanmislardir. Globular embriyolari sivi ortamda 21 giin sonra gézlemlemislerdir. Kalp
ve torpido safhalarinda embriyo gelistirilmesi, % 2.5’luk konsantrasyondaki polietilen
glikoliin (PEG 6000) siv1 ortama eklenmesiyle bagarilmigtir. Embriyo olgunlastirilmast,
MS sivi ortamina eklenen kazein hidrolizat (CH) (200 mg /L) ile saglanmistir. Elde edilen
embriyolar GA3 (1 mg/l) eklenmis kat1 MS ortaminda gimlendirilmistir.

Karami vd. (2006a) dort karanfil ¢esidinin (Nelson, Sagres, Spirit ve Impulse)
petal  eksplantlarindan  {irettikleri embriyojenik  kalluslar  iizerinde  sukroz
konsantrasyonunun etkisini arastirmiglardir. 9 mM 2,4- D ve 0.8 mM 0.8 BA ilave edilmis
MS ortamma yedi farkli sukroz konsantrasyonu (% 1.5, 3, 6, 9, 12, 15 ve 18)
eklemiglerdir. Embriyojenik kallusun maksimum frekansini % 9 ve % 12 sukroz igeren
ortamlardan elde ederek yiiksek sukroz konsantrasyonunun somatik embriyo
olgunlagmasin arttirdigini ortaya koymuslardir,

Karami vd. (2006b) yaptiklar1 baska bir ¢aliymada iki karanfil gesidiyle (Sagres
ve Impulse) ortama pikloram ilave ederek sekonder somatik embriyogenesis ¢alismasi
yapmuslardur. Ikincil yani sekonder somatik embriyogenesis, Snceden olugsmus somatik
embriyolardan yeni somatik embriyolarin olusmasidir. iki asamada yaptiklar calismanin
birinci agamasinda % 9 sukroz, 9 uyM 2,4-D ve 0.8 uM BA igeren MS ortaminda petal
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eksplantlarini kiiltiire almiglardir. Elde edilen embriyojenik dokular ikinci asamada,
birincil somatik embriyolar: {iretmek tizere farkli konsantrasyonlarda pikloram (0.8, 2, 4,
8 ve 16 uM) ile desteklenmis % 3 sukroz igeren MS ortamina aktarilmistir. Kotiledon
embriyolar: ise ikincil somatik embriyolar olusturmak i¢in ikinci asamada ayni ortam
lizerinde alt kiiltiire alinmustir. Bu ¢alismayla 2 ve 4 uM pikloram iceren ortamlarda
dolayh somatik embriyo olusumunun yiiksek frekans gdsterdigi ortaya koyulmustur.

Karami ve Kordestani (2007), 2,4-D, pikloram ve NAA’in embriyojenik kallus
tizerindeki etkisini iki karanfil ¢esidinde (Impulse ve Sagres) aragtirmislardir, MS bazal
ortarina farkli pikloram (0.8, 2, 4, 8, 16 ve 24 uM), 2,4-D (1.12,2.25 4.5, 9, 18, 27 uM)
ve NAA (1,2.7,5.3, 10.6, 21 26,3 pM) konsantrasyonlari ilave edilmistir. Pikloram, 2,4-
D ve NAA igeren ortamlarda, embriyojenik kalluslar somatik embriyolara
donustiriilmiigtiir. Yapilan ¢alismada embriyojenik kalluslarm sadece 8 ve 16 uM
pikloram takviyeli ortamda gogaldig tespit edilmistir.

Sekonder somatik embriyogenesis eldesi i¢in Karami vd. (2008) nin Nelson ve
Spirit karanfil gesitlerinde yaptiklar1 ¢alismada, ilk asamada petal eksplantlarindan elde
edilen kalluslardan primer somatik embriyolar gelistirilmistir. ikinci asamada kotiledon
embriyolari izole edilerek 2,4-D, BA, siikroz ve mannitoliin farkli konsantrasyonlarmi
igeren MS bazal ortaminda kiiltiire almmustir. [kincil somatik embriyolarin en yiiksek
olusumunun mannitol igeren ortamda elde edildigi raporlanmustir.

Fu vd. (2008), Cin pembesi (Dianthus chinensis L.) olarak bilinen tiirde anter
kiiltirtinden elde edilecek somatik embriyolar! indiikleyen faktorleri arastrmislardir.
Genotipin basariy: etkileyen dnemli bir faktdr oldugunu tespit etmislerdir. Anter kiiltiirii
sirasinda uygulanan kosullar ve 6n iglemlerin (soguk, 1s1 ve mannitol inkiibasyonu) de
somatik embriyo indiiksiyonunu etkiledigini bildirmiglerdir. Embriyojenik kallus
indiiksiyonunun en yiiksek seviyelerinin dondr tomurcuklarin soguk &n-muamelesi
gordigil ve daha sonra yapilan anter kiiltiirlerinin karanlikta muhafaza edildigi kosullarda
elde edildigi belirtilmistir. Calismada ayrica genotip ile kiiltiir kosullar1 arasinda bir
etkilesim oldugunu da rapor edilmistir.

Meratan vd. (2009), Caryophyllaceae familyasinin diger bir tiirii olan
Acanthophyllum sordidum Bunge ex Boiss tiiriinde somatik embriyogenesis ¢alismasi
yapmiglardir.  Yaprak  eksplantlarint  kullandiklar1  ¢ahgmada, c¢esitli BGD
konsantrasyonlarinin olusturdugu protein ve antioksidan enzim aktivitesinin kallus
gelisimi, siirgiin ve kok olusumu iizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada en fazla
kallus bilyiimesi ile kok ve siirgiin rejenerasyonu 2.69 pM NAA, 2.69 uM NAA + 4.54
UM tidiazuron (TDZ) ve 2.46 pM indol-3-biitirik asit (IBA) ihtiva eden MS ortaminda
gergeklesmistir. Protein igeriginin kallus sirasinda azalip, siirgiin rejenerasyonunda ise
artiy gosterdigi belirlenmistir. Arastiricilar, siirgiin rejenerasyonunda yiiksek katalaz
aktivitesi, kallus ve kok rejenerasyonunda ise yiiksek peroksidaz aktivitesi tespit
etmiglerdir.

Radojevi¢ vd. (2010) Avrupa’da yetisen Dianthus ciliatus ssp. dalmaticus ve
Dianthusgiganteus ssp. croaticus tiirlerinin farkhi eksplantlarindan mikro ¢ogaltim
yoluyla bitki tiretmiglerdir. Arastiricilar hormonsuz MS kontrol ortami dahil (MS0) gesitli
konsantrasyonlarda BGD ilave ettikleri farkli ortamlarda (MS1, MS2, MS3, MS4, MS5,
MS6 ve MS7) bitki rejenerasyonu elde etmeyi basarmuslardir. Aragtiricilar eksplant
olarak bogum arasi, tepe tomurcugu ve aksiler tomurcuk kullanmslardir. Bogum aras:
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eksplantindan D.dalmaticus da 7.86, D. giganteus da 0.68, tepe tomurcugu eksplantindan
D. Dalmaticus’da  6.94, D. croaticus da 0.50 olarak elde edilen ¢ogaltma katsayisi
sonuglary, her bir tiir igin farkh eksplantlardan farkli sonuglarin elde edildigini ortaya
koymugtur. Her iki tiirin MSO, MS3 (MS0+ 0.5 mg/L IBA) ve MS4 (MS0+ 1 mg/L
IBA)ortaminda siirgiin gelistirdigi bildirilmistir. Sari-yesil renkli kalluslardan elde edilen
somatik embriyo benzeri yapilar ise MS5 (MS0+5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L BAP + 1 mg/L
NAA) ve MS6 (MS0+ 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L BAP +0.1mg/L NAA) ortamlarina transfer
edilerek bitkicikler elde edilmis ve daha sonra bunlar basariyla aklimatize edilmistir. Bu
¢alismayla endemik bitkilerin mikro ¢ogaltim yoluyla hizli ve fazla sayida iiretimi igin
somatik embriyogenesis yonteminin bir arag olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur.
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3.MATERYAL VE METOT

Bu ¢aligma 2017 yili Yaz- Sonbahar déneminde Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Bé&limii, Doku Kiiltirii Laboratuvarinda
yliriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bitkisel materyallerin orijinini, 2013 - 2017 yillar1 arasinda
yiiriitilen 1120136 nolu TUBITAK-1001 projesi kapsaminda Turkiye’nin farkli
bélgelerinden toplanan 66 adet Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert genotipi (Sekil 3.1)
igerisinden nigasta (Genotip A) ve saponin (Genotip B) igerigi en yiiksek olarak segilen
iki genotipin tohumlar1 olugturmustur.

a b

Sekil 3.1. Calismada kullanilan iki Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert genotipi. a)
Genotip A; b) Genotip B

3.2. Metot
3.2.1. In vitro stok bitkilerin yetistirilmesi

Caliymada kullanilan gesitli eksplantlar: steril sekilde temin edebilmek amaciyla
Akdeniz Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Bélimii’nde bulunan Doku Kiiltiirii
Laboratuvarinda in vitro sartlarda tohumla iiretim yoluyla stok bitkiler yetistirilmistir.
Tohumla tretimi¢in 6n deneme amaglt iki farkli ¢imlendirme ortami hazirlanmstr.
Bunlar;

1. Klasik MS (Murashige ve Skoog 1962) besin ortami ve
2. MS tuzlari ile NN (Nitsch ve Nitsch 1969) vitaminlerinden olusturulan besin
ortamudr.
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Bu ortamlardan 2 nolu ortam hem ¢imlenme oram1 hem de ¢imlenen fide kalitesi
yOnilinden daha basarili bulundugu igin stok bitki yetistirme ¢alismalarina 2 nolu
¢imlenme ortamu ile devam edilmistir. Cimlendirme ortamlarinda karbonhidrat kaynag:
olarak 45 g/L sukroz ve ortamlari katilastirmak igin 7 g/L agar kullanilmistir. Herhangi
bir bitki geligim diizenleyicisi (BGD) eklenmeden hazirlanan ¢imlendirme ortamlari steril
cam kavanoz ve tiiplere dokiilmiis ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Tohumlar %70 lik ethanolde 1 dk ve %20’lik hipo ¢ézeltisinde 15 dk sterilize
edildikten sonra 3 kez 5’er dk durulamadan gecirilmistir. Tohum ekimleri her bir
kavanoza 4’er tohum veya her bir tiipe 2’ser adet olacak sekilde yapilmustir. Bu sekilde
kiiltiire alinan tohumlar ilk iki giin 24°C+1 karanlikta bekletilmis, daha sonra 16/8 saat
isik/karanlik fotoperiyoduna sahip yine oda sicakligindaki iklim odasina transfer
edilmigtir. Cimlendirilen bitkicikler gruplar halinde farkli eksplantlarina ayrilarak (Sekil
3.2.) asagida belirtilen kallus denemelerindeki ortamlarda kiiltiire almmistir.

3.2.2.Kallus denemeleri

Cahismada iki ana grupta kallus denemesi kurulmustur. Bunlardan birincisi 6n
deneme niteliginde olup, bu denemelerdeki eksplantlarin gelisimine gore daha kapsamli
ikinci grup deneme kurulmustur.

3.2.2.1. I. Grup kallus denemeleri

1. grup kallus denemelerinde genotip olarak sadece Genotip A kullamlmstir. Bu
genotlpm ¢imlendirilen bitkiciklerine ait tohum, hipokotil, kotiledon, bogum arast ve
yaprak eksplantlar1 farklh BGD igerigine sahip ortamlarda kiiltiire almmistrr. Bu
denemelerin baz besin ortami olarak hazir MS ve NN ortamlar1 kullanilmis, bu ortamlara
farkli BGD tip ve konsantrasyonlar1 eklenerek gesitli besin ortami uygulamalari
olusturulmustur. Hipokotil, kotiledon ve bogum aras1 eksplantlar1 MS ve NN ortamlarmm
her birisinde olusturulan 8 uygulamada (Cizelge 3.1.) tohum ve yaprak eksplantlari ise
MS ortaminda olusturulan 29 uygulamada (Cizelge 3.2.) kiiltiire ahnmustir.

Cizelge 3.1. 1. grup kallus denemelerinde Genotip A’ya ait hipokotil, kotiledon ve bogum
arasi eksplantlarinin kiiltiire almdig1 MS ve NN ortami uygulamalarinin BGD igerikleri

OKSIN SITOKININ
Ortam (Uygulama No)
2,4-D (mg/L) BA (mg/L)

1 (Kontrol) 0 0

2 1 0.5

3 1 1

4 1 2

5 2

6 2 0.5

7 2 1

8 2 2
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L. grup kallus denemelerinde Genotip A’ya ait tohum ve yaprak eksplantlarinin
kiiltiire alindi1 MS ortaminda olusturulan uygulamalarin BGD igerikleri Cizelge 3.2°de
verilmistir.

Cizelge 3.2. 1. grup kallus denemelerinde Genotip A’ya ait tohum ve yaprak
eksplantlarimin kiiltire alindig1 MS ortami uygulamalarinin BGD igerikleri

Ortam SITOKININ OKSIN

Uygul
(ygNl:); ™| BA(mgL) | TDZ(mgL) | 24-D(mg/L) NAA (mg/L)

Kontrol - - ,_
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Tohum ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindigi uygulamalara ait BGD
igeriklerinin daha kolay anlagiimasi igin Cizelge 3.2. &zetlenerek Cizelge 3.3.
olusturulmustur.

Cizelge 3.3. [. grup kallus denemelerinde Genotip A’ya ait tohum ve yaprak
eksplantlarinin kiiltiire alindig1 MS ortam uygulamalarinin BGD igeriklerinin farkli bir
gosterimi

I

SITOKININ
I. Grup Ortamlarin
(Uygulamalarin) BA TDZ
BGD Icerikleri 0 0.5 1 2 0.5 1 2
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
1
1 5 9 13 17 21 25
(mg/L)
24D
2
2 6 10 . 14 18 22 26
. (mg/L)
OKSIN
1
3 7 11 15 19 23 27
(mg/L)
NAA = —
2
(mg/L) 4 8 12 16 20 24 28

Cizelge 3.3. de BGD igerikleri belirtilen uygulamalarin yaninda, hi¢cbir BGD nin
ilave edilmedigi kontrol ortami da uygulamalara dahil edilmis, bdylece tohum ve yaprak
eksplantlar1 toplam 29 ortamda kiiltiire alinmgtir.

I. grup kallus denemelerinde kullanmilan tiim eksplantlar icin hazirlanan besin
ortamlarina 30 g/L sukroz ve katilastiric olarak 2.5 g/L gelrite ilave edilmis, ortamlar
daha sonra otoklavd.a sterilize edilmistir. Cizelge 3.1. ve 3.2. de belirtilen uygulamalar
hazirlayabilmek i¢in otoklavdan gikartilan MS veya NN baz besin ortamina steril laminar
flow kabin igerisinde oksin olarak kullanilan 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) veya
NAA (naftalen asetik asit)’in 0, 1 ve 2 mg/L ile sitokinin olarak kullanilan BA
(benzyladenin) veya TDZ (thidiazuron)’nin 0, 0.5, 1 ve 2 mg/L lik konsantrasyonlarindan
olusan BGD’ler ilave edilmistir.

Genotip A’nin tohum, hipokotil, kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinin
her birisi igin her uygulamada 4’er petri ve her petride 4’er eksplant kiiltiire almmustir
(Sekil 3.2.). Petriler agizlar1 streglendikten sonra 24°C#1 sicaklik ve tam karanlik
kosullardaki iklim odasina tagmmustir.

Hipokotil kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinda kallus gelisimini
tesvik etmek i¢in eksplantlarin kenarlar: bisturi ile kesilerek kiiltiire alinmistir. Petrilerin
etraft hava gecirmeyecek sekilde streglenerek iklim odasinda 24°C sicakhikta karanhk
ortamda alinmigtir. Petriler igerisindeki eksplantlarn geligimi ve kallus olusumlari
binokiiler mikroskop altinda diizenli olarak takip edilmistir.
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Sekil 3.2. Bitkilerin yetistirilmesi ve eksplantlarin ayrilmasi

3.2.2.2. II. Grup kallus denemeleri

IL. grup kallus denemelerinde genotip olarak Genotip A ve Genotip B ile bu
genotiplerin gimlendirilen bitkiciklerine ait hipokotil, kotiledon, bogum aras1 ve yaprak
eksplantlari kiiltiire almmustir. Bu denemelerin baz besin ortam: olarak sadece hazir MS
ortami kullanilmigtir. Bu ortama da 30 g/Lsukroz ve 2.5 g/L gelrite ilave edilmis ve
otoklavd.a sterilize edilmistir. Cizelge 3.5°de belirtilen II. grup kallus denemelerindeki
ortam uygulamalarmni hazirlayabilmek i¢in otoklavd.an ¢ikartilan baz besin ortamma
steril laminar flow kabin igerisinde yine oksin olarak 2,4-D veya NAA nin0, 1 ve 2 mg/L
ile sitokinin olarak da BA veya TDZ nin 0, 0.5, 1 ve 2 mg/L lik konsantrasyonlarindan
olusan BGD’ler gesitli kombinasyonlarda ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan II. grup
kallus deneme ortamlarmin numaralari ve ve igerisindeki BGD’lerin konsantrasyonlari
sematize edilmis halde Cizelge 3.4°de ve bunun daha ayrintih hali ise Cizelge 3.5°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.4. II. grup kallus denemelerinde Genotip A ve Genotip B’ye ait hipokotil,
kotiledon, bogum arast ve yaprak eksplantlarmin kiltlire alindigi MS ortam
uygulamalarmin BGD igeriklerinin farkh bir gésterimi

SITOKININ
II.Grup Ortamlarin
(Uygulamalarin) BA TDZ
BGD icerikleri 0 0.5 1 2 0.5 1 2
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)

0 1 6 11 16 21 26 31
1 (mg/L) 2 7 12 17 22 27 32

> | 24D
'g 2 (mg/L) 3 8 13 18 23 28 33
1 (mg/L) 4 9 14 19 24 29 34

NAA
2 (mg/L) 5 10 15 20 25 30 35
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Cizelge 3.5. 1. grup kallus denemelerinde Genotip A ve B’ye ait hipokotil, kotiledon,
bogum arasi ve yaprak eksplantlarmin kiiltiire alindigi MS ortamlarinin BGD igerikleri

OrtamUygulama
No

SITOKININ

OKSIN

BA (mg/L)

TDZ (mg/L)

2,4-D (mg/L)

NAA (mg/L)

1 (Kontrol)

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

BN NN = =
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Caligmadaki tiim denemelerde hazirlanan biitiin ortamlarin baz ortamlari olarak,
toz halinde satilan hazir ortamlar (Duchefa Biochemie) kullanilmistir. Tohum
¢imlendirme, I. ve I1. grup kallus denemelerinde kullanilan MSve NN besin ortamlarinin
igerik ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.6°da belirtilmistir .Ortamlarin pH’s1 IN KOH veya
IN HCI kullanmlarak 5.9’a ayarlanmugtir. Ortam sterilizasyonu 121°C’de 1 atmosfer
basing altindaki otoklavd.a 20 dakikada yapilmistir. Kallus denemeleri igin kullanilan
ortamlarin BGD’leri DMSO (dimethyl sulfoxide) ve saf su ile ¢bzdiiriilerek soguk
filtrasyon ile sterilize edilmis ve otoklavlanan baz ortamlara steril kabin icerisinde
cklenmis, ardindan petrilere ortam dagitimi yapilmigtir.

Cizelge 3.6. Tohum ¢imlendirme, I. ve II. grup kallus denemelerinde kullanilan MS ve
NN besin ortamlarinin igerik ve konsantrasyonlari

ORTAMLARDAKI ORTAMDAKI KONSANTRASYON (mg/L)
KIMYASALLAR MS NN
MAKRO ELEMENTLER
KNO;3 1900 950
NH4NO; 1650 720
MgSOs, 180 90.27
CaCly, 332 166
KH,PO4 170 68
MIKRO ELEMENTLER
MiSO4. 4H20 16.90 18.94
H3BO; 6.20 10.00
Z:SOq4. TH20 8.60 10.00
Na:MoO4. 2H>0 0.25 0.25
CuSOs4. 5H,0 0.025 0.025
K1 0.83 -
CoClz. 6H20 0.025 -
DEMIR BIiLESiGi
FeNa2EDTA 36.70 36.70
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Cizelge 3.6’nin devam

VITAMINLER
Glycine 2.00 2.00
Nicotinic Acid 0.50 5.00
Thiamine-HCI 0.10 0.50
Pyridoxine-HCI 0.50 | 0.50
Myo-Inositol 100 100
Folic Acid - 0.50
Biotin - 0.05

3.2.2.3. Embriyojenik kallus elde etme amach denemeler

V. hispanica’da somatik embriyogenesis konusunda yapilan herhangi bir literatiir
bulunmadgi igin 1. grup kallus denemelerinde kiiltiire alinan eksplantlar herhangi bir alt
kiiltiire almmamustir. Cizelge 3.2°de belirtilen II. grup kallus ortamlarinda kiiltiire alinan
cksplantlar ise 6 hafta sonra 2 tip ortama transfer edilmistir. Bunlar;

e tuzlar1 % oranindaki hormonsuz MS ortami ve
e  tuzlar1 % oraninda ve BGD leri “oranindaki MS ortamidir.

3.2.3. incelenen ozellikler

Petrilerde eksplantlardan gelisen kalluslarin her birinde gézlem yapilmustir.
Gozlemler genel olarak 2 gruba ayrilabilir. Bunlardan birinci grup; kallus olusturma (%)
ve embriyojenik kallus olusturma (%) ile kallus 6zelliklerini ortaya koyan ve tartili
derecelendirme yontemine gore belirlenen kallus yogunlugu, kallus rengi ve kallus
derecesi gdzlemleridir. Ikinci grup gdzlemler ise kalluslardan meydana gelen farkls
morfolojik olusumlara ait gézlemler olup, bunlar; embriyo olusumu (%), siirgiin olusumu
(%), meristemoid olusumu (%), Sbeklenme (%) ve V. hispanica’nin karakteristik 6zelligi
olan farkli, yogun kéklenme dzelligi ile ilgili kisa kok olusumu (%), uzun kék olusumu
(%) ve gergek kdk olusumu (%) gozlemlerinden olusturulmustur. Bu gdzlemlerin
alinigmna ait bilgiler sunlardir:
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Kallus yogunlugu: Her bir eksplantdaki kallus gelisimi i¢in O ile 5 arasinda rakamsal bir
degerlendirme yapilmstur.

e Kallus yok 0
e Cokaz 1
* Az 2
e Orta 3
e Yogun 4
¢ (Cok yogun 5

Kallus rengi: Her bir eksplantdaki kallus rengi i¢in 1 ile 5 arasinda rakamsal bir
degerlendirme yapilmistir,

o Beyaz 1
e Krem 2
e Sarl 3
e Kahverengi 4
e Yesil 5

Kallus derecesi: Her bir eksplantdaki kallus derecesi igin 1 ile 5 arasinda rakamsal bir
degerlendirme yapilmigtir,

Kararmis 1

Canl, hig kallus yok 2
Yalnizca kesim ylizeyinde 3
Eksplantin diger yiizeyinde 4
Tamamen kallus kaph 5

Kallus olusturma (%): Her bir petride kiiltire alnan eksplantlardan kallus
olugturanlarin, petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alinarak ifade edilmistir.

Embriyojenik kallus olusturma(%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan
embriyojenik kallus olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina gére yiizdesi almmustir.

Embriyo olusumu (%): Her bir petride Kkiiltire alman eksplantlardan embriyo
olusturanlarmn, petrideki eksplant sayisma gore yiizdesi alinarak ifade edilmistir (bu tez
caliymasinda elde edilen embriyolar globular asamadaki embriyolar olarak
degerlendirilmistir. Bu embriyolarin gelisgiminin takibi kisith siire nedeniyle
yapilamamuistir).

Siirgiin olusumu (%): Her bir petride kiiltire alnan eksplantlardan siirgiin
olugturanlarm, petrideki eksplant sayisina gore ylizdesi alinarak ifade edilmistir.

Kisa kok olusumu (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan kisa kdk [bilinen
sagakli kok yapisindan farkh olarak sadece kisa sagsi (hairy) kok] olusturanlarmn,
petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alinarak ifade edilmistir.
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Uzun kék olusumu (%): Her bir petride kiiltlire alman eksplantlardan uzun kék (bilinen
sacakh kok yapisindan farkh olarak sagak olugturmadan uzayip giden kdk)olusturanlarmn,
petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alarak ifade edilmistir.

Gergek kik olusumu (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan gergek (sagaklh)
kok olusturanlarm, petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alarak ifade edilmistir.

Meristemoid olusumu (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan meristemoid
olugturanlarm, petrideki eksplant sayisina gére yiizdesi alinarak ifade edilmistir.

Obeklenme (%): Her bir petride kiiltiire alman eksplantlardan Sbekli kallus yapisi
olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina gére yiizdesi alinarak ifade edilmistir

Incelenen 6zelliklere ait baz1 goriintiiler Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Kalluslarda incelenen 6zelliklerden bazi goriintiiler; a) ve b) embriyojenik
kallus goriintiisti; ¢) kisa kok gelisimi; d) meristemoid olugumlar ve bu bolgelerden
gelisen ¢oklu siirgiinler; e) 6beklenme

Gozlem verilerine dayali olarak elde edilen deneme verilerinin varyans analizleri
ve interaksiyonlar1 SAS istatistik programinda yapilmig, genotipler ve uygulamalar
arasmdaki farkliliklarin tespiti i¢in Tukey testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. I. Grup Kallus Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

Genotip olarak sadece Genotip-A da yiiriitiilen 1. grup kallus denemelerinde in
vitro kogullarda yetistirilen stok bitkilerden alinan hipokotil, kotiledon, bogum aras1 ve
yaprak eksplantlari farkh besin ortamlarinda kiiltiire almmigtir. Bunlardan hipokotil,
kotiledon ve bogum aras1 eksplantlari MS ve NN bazal besin ortamlarinm her birisi igin
¢esitli BGD ilaveleri ile olusturulan 8’er ortamda, yaprak eksplant: ise MS bazal besin
ortami i¢in modifiye edilen 29 besin ortaminda kallus olusturmalari ySniinden
incelenmistir.

Hipokotil, kotiledon ve bogum arasi eksplantlarindan elde edilen bulgular

Hipokotil, kotiledon ve bogum arasi eksplantlarinda kurulan kallus Kiiltiirii
denemelerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Bazal besin ortami
(BBO), eksplant (E) ve besin ortamui (BO) seklindeki 3 bagimsiz degisken ve bunlarin
kendi aralarmmdaki ikili varyans analizleri ve interaksiyonlarina ait sonuglar Cizelge
4.2.’de BBO*E*BO’den olusan {i¢lii interaksiyon sonuglar: ise Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.1°¢ gore BBO incelenen eksplant ve BO’nun etkisinden bagimsiz olarak
12 6zellik bakimindan; kallus yogunlugu, kallus rengi, kisa kék ve Sbeklenme iizerinde
p<0.001 diizeyinde ¢ok 6nemli farkliliklar olustururken, kallus olusturma ydniinden p
<0.05 seviyesinde farkhlik meydana getirmistir. Kallus derecesi, embriyojenik kallus
olusturma (EKO), embriyo, uzun kék, ger¢ek kik ve meristemoid olusturma iizerine ise
BBO’nun 6nemli bir etkisi ortaya ¢ikmamstir. BBO’lardan MS ortami (% 99.48) kallus
olugturma yoniinden NN ortamina (% 95.31) gére daha basarili bulunmustur (Cizelge
4.2). Cahismanin ana hedefi olan EKO y&niinden ise anlamli bir fark olmasa da MS ortami
(% 52.60) daha basarili sonug ortaya koymustur. Siirgiin olusumu sadece MS ortaminda
meydana gelmistir. Bu MS ortani ayrica V. hispanica da karakteristik olarak yaygin
sekilde goriilen kisa kok (sags1 kok) (% 10.94) dzelligi yoniinden 3.5 kat, Sbeklenme
ozelligi (%44.79) ybniinden ise 2.5 kat daha fazla oranda NN ortamindan daha etkili
bulunmustur. Genel olarak MS ortami NN ortamina gére kallus dzellikleri iizerinde daha
yiiksek ortalamalar olusturmustur (Cizelge 4.2). Bu nedenle 11. grup kallus denemelerine
MS ortami ile devam edilmistir.

Cizelge 4.1’den de goriildiigti gibi eksplant tipleri BBO ve BO’dan bagimsiz
olarak; kallus &zellikleri tizerinde, kallus rengi ve globular embriyo olusturma &zelligi
harig, diger tiim &zellikler tizerinde farkli 5nem seviyelerinde, 6zellikle EKO iizerinde p
<0.001 diizeyinde farklilik olusturmustur. Cizelge 4.2°ye gére eksplantlardan hipokotil,
kallus olugturma (%100), EKO (% 62.50), uzun kdk (%9.38) gercek kok (% 8.59) ve
meristemoid (%7.81) olusturma y6niinden diger eksplantlardan daha yiiksek ortalamalar
olusturmustur. Bogum arasi eksplant1 ise tiim eksplant tipleri arasinda % 2.34 oraninda
siirglin olusumu saglayan tek eksplant olmustur. Kotiledon eksplanti ise % 16.41 oraninda
kisa kdk ve % 43.75 oraninda Sbeklenme olusumu yoniinden diger eksplantlardan
yaklasik 2 kat daha basarili bulunmustur (Cizelge 4.2).
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BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

BBO ve eksplant tipinden bagimsiz olarak besin ortamlar1 (BO); kallus ve
embriyo olusturma Ozelligi harig, diger tim ozellikler lizerinde farkh diizeylerde,
ozellikle EKO iizerinde p <0.001 seviyesinde Snemli farklilik olugturmustur. (Cizelge
4.1). BO’lardan 5.ortam EKO (% 64.58), kisa kok olusturma (% 27.08) ve 6beklenme (%
60.42) olugturma y&niinden diger besin ortamlarindan daha yiiksek sonuglar vermistir
(Cizelge 4.2). 5. ortam igerigi MS + 2 mg/L 2,4-D’den olusmustur. I grup denemelerinde
tek siirglin olusumu (% 6.25) ilging sekilde sadece higbir BGD’nin eklenmedigi kontrol
ortaminda gergeklesmistir. Bu durum V. hispanica’nmn igsel sitokinin igeriginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Kontrol ortaminda ayrica hem % 91.67 oraninda kallus hem de
% 8.33 oraninda EKO olugmustur. Bunlarin disinda bu denemelerdeki en yiiksek uzun
kdk (% 16.67) ve gergek kok (% 14.58) oranlar1 da yine kontrol ortammda meydana
gelmigtir. Bu durum ise V. hispanica 'nin i¢sel oksin diizeyinin de yiiksek oldugunu ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla V. hispanica nn igsel hormon diizeyinin genel olarak yiiksek
oldugu sdylenebilir.

Caligmada incelenen 12 &zelligin tiimii yoniinden ¢ok fazla varyans ve
interaksiyon analiz sonuglari olustugu ve hepsini burada vermek miimkiin olmadigi igin
bundan sonra genellikle EKO y&niinden ve gerekli durumlarda da 6nemli bazi morfolojik
ozellikler ydniinden, etkili faktorlerin tekli ve ii¢lii interaksiyonlarina deginilecektir.

Buna gore ii¢lil interaksiyon sonuglarinin yer aldig1 Cizelge 4.1°de BBO*eksplant
tipi*BO interaksiyonlar: kallus olusturma, EKO ve embriyo olusturma iizerinde énemli
bir farkliliga neden olmazken, EKO dahil diger tiim kallus 6zellikleri tizerinde farkh
Onem seviyelerinde etkiler olusturmustur. 1¥1%4, 1*1*5, 1*1%7, 1*]1%8, 2%1*3, 2% *6
dan olugan 6 farkli BBO*eksplant tipi*BO interaksiyonu % 100 EKO olusturmustur
(Cizelge 4.3). Bu interaksiyonlari daha agik bir sekilde ifade etmek gerekirse; MS bazal
besin ortamu igerisinde yer alan 4., 5., 7. ve 8. ortamlarda kiiltiire alinan hipokotil
ekplantlari ile NN ortami igerindeki 3. ve 6. ortamlarda kiiltire alman yine
hipokotillerden % 100 oraninda EKO meydana gelmistir.

Uglii interaksiyonlarda embriyo olusmazken, bu denemedeki tek stirgiin olusumu
1*#3*1 interaksiyonunda yani MS bazal besin ortam1 igerisindeki kontrol ortaminda ise
kiiltire alinan hipokotil ekplantlarindan % 37.50 oraninda olusmustur.

L. grup kallus denemelerinde meydana gelen kallus ve bazi morfolojik gelisimlere
ait baz1 goriintiiler Sekil 4.1°de verilmistir.
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c

Sekil 4.1. 1. grup kallus denemelerinde Genotip A’nin hipokotil, kotiledon ve bogum arasi
eksplantlarindameydana gelen kallusve bazi morfolojik bazi morfolojik gelisimlere ait
goriintiiler; a) ve b) MS besin ortaminda 5. ortamda hipokotil eksplantindan embriyojenik
kallus geligimi; ¢) NN’in 6. besin ortaminda hipokotil eksplantindan embriyojenik kallus
gelisimi; d) MS’in 2. besin ortaminda yaprak eksplantindan sags1 koklerle karisik kok
geligimi

Yaprak ve tohum eksplantlarindan elde edilen bulgular:

L. grup kallus denemelerinde tohum eksplantinda yapilan denemelerde tohumlarin
tepkileri ge¢ ve karasiz oldugu igin sonuglar dikkate alnmamis ve burada yer
verilmemistir.

I. grup kallus denemelerinde yaprak eksplantlarinda yapilan kallus kiiltiirleri
sadece A genotipi eksplantlarinda, bazal besin ortami MS olan kontrolden baska 28 farkl
besin ortaminda yapilmistir. Besin ortamindan elde edilen kallus miktarlari, 5zellikleri ve
olugan bazi morfolojik yapilara ait sonuglar Cizelge 4.4°de verilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

Cizelge 4.4’¢ gore, besin ortamlari; kallus, embriyo ve siirgiin olusturma haric,
incelenen diger tiim 6zellikler bakimindan p<0.001 seviyesinde onemli farkliliklar
olusturmugtur. Kallus olusturma yoniinden, kontrol dahil 25 besin ortaminda % 100
orninda kallus meydana gelmistir. EKO yoniinden yaprak eksplantlarinda farkh oranlarda
sonug¢ alinmakla birlikte 1. ve 2. ortamdan % 100 oraninda en yiiksek sonug almirken,
bunu 5. ve 18. ortam (% 93.75) izlemistir. 1. ve 2. ortamlar sitokinin icermeyen ortamlar
olup, ayn1 zamanda % 100 oraninda en yiiksek Sbeklenme yapilari olusturan 1. ortama 1
mg/L 2,4-D, 5. ortama ise 2 mg/L 2,4-D ilave edilmistir. Besin ortamlarindan BGD igeren
10 ortamda hi¢ EKO olugmamus, kontrol ortaminda ise % 25 oraninda EKO ve % 22.51
kisa, uzun ve gergek kok olusmustur. Bu durum V. hispanica’nin BGD icermeyen kontrol
ortaminda bile % 100 oraninda kallus olusturuken, bunlarm %’iiniin embriyojenik kallusa
doniistiigiinii, dolayisiyla yaprak eksplantinda yiiksek oranda igsel oksin oldugunu ortaya
koymaktadur.

EKO olusturan ortamlarm hig birisinden embriyo olusumu gergeklesmemis, 11.
(MS + 2 mg/L. NAA + 1 mg/LL BA) ortamda ise % 6.25 oraninda siirgiin olusmustur. 1.
ortamda % 100 oraninda kisa kdk ve % 93.75 oraninda meristemoid, 3. ortamda % 93.75
ve 4. ortamda % 87.50 oraninda uzun kok, 3. % oraminda % 81.25 ve 4. ortamda %
87.50 oraninda en yiiksek gergek kok ile 1.ve 2. ortamlarda ise % 100 oraninda en yiiksek
Obeklenme olusumu  meydana gelmistir. 1. grup Kkallus denemelerinde yaprak
eksplantlarindan olusan bazi kallus ve morfolojik olusumlara ait goriintiiler Sekil 4.2. de
verilmigtir.

(v

Sekil 4.2. I. grup kallus denemelerinde yaprak eksplantinda meydana gelen bazi kallus ve
morfolojik gelisimlere ait goriintiiler; a) 1. ortamda kisa kék gelisimi; b) 21. ortamda kisa
kok ve Sbeklenme olusumu; ¢) 5. ortamda beklenme olusumu
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4.2. IL. Grup Kallus Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

Genotip A ve Genotip B’de yiiriitiilen 1I. grup kallus denemelerinde in vitro
kosullarda yetistirilen stok bitkilerden alinan hipokotil, kotiledon, bogum arasi ve yaprak
eksplantlar1 kontrolden ayr1 34 besin ortaminda kiiltiire alinmugtir. B6ylece eksplantlar
MS bazal besin ortami igin modifiye edilen 35 besin ortaminda kallus ve gesitli morfolojik
olusumlar ydniinden incelenmistir. Bu ortamlarda kalluslar olustuktan sonra kalluslar
ikiye boliinerek yaris1 BGD igermeyen (0 nolu alt kiiltiir ortaminda), yarisi ise BGD’li (1
nolu alt kiiltiir ortaminda), (oranlari baslangi¢ ortamlarina gére ¥ azaltilmis) alt kiiltiir
ortamlarinda kiiltiire alinarak, bu ortamlarin morfolojik olusumlar iizerindeki etkileri
incelenmistir.

Hipokotil, kotiledon, bogum arast ve yaprak eksplantlari ile kurulan II. grup
kallus kiiltiirlerinin, genotip (G), eksplant (E ), besin ortami (BO) ve alt kiiltiir ortami
(AKO) ile bunlarin bagimsiz tekli, ikili ve figlii varyans analiz sonuglari Cizelge 4.5 tedir.

Cizelge 4.5. Vaccaria hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A ve Genotip
B'ye ait hipokotil, kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindigi 35
besin ortami ile kurulan denemelerde elde edilen kalluslarin karakteristik 6zellikleri
tizerine etkili faktorlerin varyans analiz sonuglari

Incelenen ozellikler
Faktorler S.D. Kallus Kallus Kallus Kallus Embriyojenik
Olusturma Yosunlugu Rengi Derecesi Kallus Olusturma

(%) R i (%)
. 0.0475 <.0001 0.5096 0.8893 <.0001

Genotip (G) 1 * Hkk ad ad *kk
0.0127 <.0001 0.0010 <.0001 <.0001

Eksplant (E) 3 * ek FTTS *okk dekok
Besin Ortamlan <,0001 <.0001 0.0000 <.0001 <.0001

34 kg seoksk *kkok kdek ok S si¢

(BO)

" <.0001 <.0001 <,0001 <0001 <.0001

G*E 1 EET] oskok ko dok ok Hdkok
<,0001 <.0001 <.0001 <0001 <.0001

G*BO 34 *okk ek KK *okk R
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

E*BO 102 ok k LT 1] sk ok *okok ke
<.0001 <.0001 <,0001 <.0001 <,0001

G*E*BO 102 *E * ke Kok ET *kok

|

Varyasyon Katsayisi 0.20 0.3669 0.3527 0.2416 0.9972

Cizelge 4.5’e gore genotip; eksplant ve BO’larindan bagimsiz olarak, incelenen
kallus 6zelliklerinden kallus yogunlugu ve embriyojenik kallus olusumu (EKO) tizerinde
p<0.001 diizeyinde ¢ok Onemli farkliliklar olugturuken, kallus olusturma tizerinde
p<0.05 diizeyinde farklilik olusturmus, kallus rengi ve kallus derecesi iizerinde bir
farklilik meydana getirmemistir.
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Eksplant tipi; genotip ve BO’lardan bagimsiz olarak, kallus yogunlugu, kallus
rengi, kallus derecesi ve EKO iizerinde p<0.001 diizeyinde, kallus olusturma ySniinden
p<0.05 diizeyinde farkhilik olusturmustur,

Besin ortamlar1 (BO); genotip ve eksplant tipinden bagimsiz sekilde, kallus
olusturma, kallus yogunlugu, kallus rengi, kallus derecesi ve EKO iizerinde p<0.001
seviyesinde ¢ok dnemli farkliliklara neden olmustur.

Caligmada incelenen 12 &zelligin tiimiiniin varyans ve interaksiyon sonuglarini
burada vermek miimkiin olmadig1 i¢in bundan sonra genotip, eksplant, BO’dan olusan
kallus olusturma ve EKO ile bunlardan meydana gelen morfolojik ézellikler ySniinden
faktdrlerin tekli ve Giglii interaksiyonlar sonuglarina yer verilecektir. Genotip A ve
Genotip B’nin eksplantlarmnin kiiltiire alindig1 35 besin ortamindan elde edilen kalluslarin
toplam ve embriyojenik kallus olusum miktarlari ve bunlarm kalluslarm  6zellikleri
lizerine genotip. eksplant ve besin ortamlarinin bagimsiz tekli degisken olarak etkileri
Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6’ya gore genotipler kallus olusturma (p< 0.05) ile kallus yogunlugu ve
EKO (p< 0.01) tizerinde 6nemli farkhliklar meydana getirmistir. Somatik embriyo igin
kallus olusturmada genotipin ¢ok etkili bir faktdr oldugu bir ¢ok arastirici (Rajasekaran
ve Mullins, 1983; Stamp ve Meredith, 1988a; Clog ve ark., 1990; Mozsar ve Viczian,
1996) tarafindan da belirtilmistir. Bu c¢alismada da Genotip A (% 95.63)’nin kallus
olugturma bakimindan Genotip B’ye (% 94.51) gére daha basarili oldugu goriilmiistiir.
EKO yd6niinden yine Genotip A (% 40.27), Genotip B’den (% 35.27) daha basarilidir.
Kallus yogunlugu agisindan ise Genotip B (% 2.73), Genotip A’ya (% 2.58) gore daha
yiilksek sonu¢ vermistir. Bu nedenle I1. grup kallus denemesinden kallus olusturma ve
EKO ybniinden degerlendirildiginde Genotip A daha basarili bulunmustur,

Eksplantlar arasindan kotiledon eksplanti kallus olugturma (% 96.34) agisindan
p<0.05 seviyesinde, kalus yogunlugu (3.19), kallus rengi (2.68), kallus derecesi (4.09)
ve EKO (% 53.39) yOniinden ise p<0.001 diizeyinde ¢ok Snemli farkliliklar ortaya
koymustur. Genel olarak degerlendirildiginde eksplantlar arasinda kotiledon eksplantinin
ttim kallus 6zellikleri tizerinde yiiksek ortalama olugturduklar: belirlenmistir.

Besin ortamlar1 (BO); incelenen tiim kallus &zellikler bakimindan  p<0.001
seviyesinde ¢ok Onemli farkhliklar olusturmustur. Kallus olustuma yoniinden
bakildiginda kontrol dahil biitiin ortamlarda kallus olusumu goriilmiistiir. En bagarili
kallus olusumu % 100 ortalama ile 8., 18., 28. ve 32. ortamlarda gergeklesmistir. Bu
ortamlarin ortak &zelligine bakildiginda (Cizelge 3.4) oksin olarak genellikle 2 mg/L
konsantrasyonda 2,4-D’nin kullanildig1 ortamlar oldugu goriilmektedir. Ho vd. (1983),
seker kamigindan embriyojenik kalluslar1 MS + 0.5 mg/L 2,4-D’li ortamdan elde ettigini
bildirmistir. Ote yandan, higbir BGD’nin kullamlmadig1 kontrol grubunda ise % 95.31
gibi ¢ok yliksek oranda kallus gelisiminin olmasi V. hispanica 'mn igsel oksin seviyesinin
yiiksek oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 4.6. Vaccaria hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A ve Genotip
B'de hipokotil, kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlariyla 35 besin ortaminda
kurulan denemelerde elde edilen kalluslarin gesitli 6zellikleri tizerine genotip, eksplant
ve besin ortamindan olusan tekli bagimsiz degikenlerin etkileri

Kallus Kallus Kallus Embriyojenik
Faktérler Olusturma Yogunlugu Rengi Kallus Derecesi Kallus
(%) Olusturma (%)
Genotip
Genotip A 95.63 a 258 b 2.39 3.95 40.27 a
Genotip B 9451 b 273 a 2.61 395 3527 b
P 0.0475 <.0001 0.5096 0.8893 <.0001
% koK Od Od Kk F
Eksplant
Hipokotil 95.54 ab 255 b 2.58 be 383 b 4339 b
Kotiledon 96.34 a 3.19 a 2.68 a 4.09 a 53.39 a
Bogum Arasi 93.93 ¢ 250 b 252 ¢ 38 b 3152 ¢
Yaprak 94.46 be 239 ¢ 2.61 ab 4.03 a 2277 d
p | O | W [ mP | <mr | <m
Besin Ortamlar
1 (Kontrol) 95.31 b-e 2.46 m-o 144 o 3.27 no 7.03 n
2 96.09 a-<c 2.77 h-k 226 m 3.69 kim 65.63 ab
3 96.88 a-d 239 op 230 Im 3.66 m 66.41 ab
4 88.28 fg 1.76 r 1.59 no 3.18 o 19.53 m
5 94.53 ce 1.65 r 1.71 n 2.76 q 23.44 Im
6 78.13 1 1.62 r 146 o 2.87 pq 0.00 n
7 96.88 a-d 217 pq 3.01 fh 4.16 £ 39.84 h-j
8 100.00 a 2.63 kn 3.35 bd 4.26 c-h 4297 f4
9 98.44 a-c 294 fa 2.67 1k 4.16 f4 44,53 e-h
10 95.31 b-e 2.89 f4 249 kl 4.04 h-k 50.00 d-g
11 83.59 gh 1.65 r 1.56 no 320 o 0.00 n
12 97.66 a-d 2.46 m-o 3.05 eg 430 b-g 39.06 h-j
13 97.66 a-d 2.79 gk 3.47 ab 4.18 e 53.13 de
14 97.66 a-d 293 f4 273 4 4.10 gk 43.75 f-h
15 96.88 a-d 3.10 cf 275 4 424 ¢ 53.13 de
16 88.28 fg 152 r 1.55 no 3.10 op 0.00 n
17 96.88 a-d 252 1o 3.04 fg 4.26 c-h 39.06 h-j
18 100.00 a 293 f4 3.61 a 434 b-f 51.56 d-f
19 96.09 a-e 252 lo 273 14j 395 jk 31.25 ji
20 96.88 a-d 320 b-e 2.80 h-j 441 b-d 56.25 «od
21 92.19 ef 232 op 1.48 o 3.50 mn 0.00 n
22 99.22 ab 3.05 dg 3.42 a-c 4.41 b-e 53.13 de
23 98.44 a-c 3.38 ab 3.27 b-e 452 b 7344 a
24 92.19 ef 2.71 1l 2.63 jk 3.91 ki 41.41 g

37



BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

Cizelge 4.6.’nin devamr.

25 95.31 b-e | 3.09 cf 2.87 g1 4.13 fk 37.50 h-j
26 96.88 a-d 2.44 no 1.77 n 3.95 jk 0.00 n
27 96.09 a-e 3.00 e-h 3.02 fh 432 bg 51.56 d-f
28 100.00 a 354 a 320 cf 477 a 73.44 a
29 93.75 de 2.84 f+ 272 4 4.02 1k 28.13 k-m
30 96.09 a- 320 b-e 2.80 h- 4.23 dq 3594 hk
31 8125 hn 208 q 175 n 319 o 0.00 n
32 100.00 a 3.24 b-d 3.08 e-g 4.40 b-e 66.41 ab
33 99.22 ab 3.18 b-e 3.34 bd 447 bec | 62.50 bc
34 96.09 a-c 270 j-m 277 4 415 £ 37.50 h
35 99.22 ab 3.30 a-c 3.19 d-f 4.16 f 34.38 1k
p | d | <wo [ om® | <mr | oom

Kallus yogunlugu (3.54), kallus derecesi (4.77) ve EKO (% 73.44) &zellikleri
yoniinden de yine 28. ortam (MS + 2 mg/1 2.4- D+1 mg/l TDZ) en yiiksek ortalamalari
vermistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5°teki ikili interaksiyonlar incelendiginde; G*E, G*BO ve E*BO
interaksiyonlarinin tiimii kallus olusturma ve diger kallus 6zellikleri tizerinde p <0.001
seviyesinde 6nemli farkhliklar ortaya gikartmstir.

Cahigmanin ana hedefi olan EKO yoniinden ise 23. ortam (% 73.44) ve 28. ortam
(% 73.44) en yiiksek ortalamalar1 olusturmustur. Bu ortamlarin ortak dzellikleri 2 mg/L
2,4- D igeren ortamlarda 1 veya 2 mg/L TDZ ilave edilmis olmalaridir. Higbir BGD’nin
kullanilmadig: kontrol ortaminda ise % 7 oraninda EKO olusmustur. 6., 11., 16., 21., 26.
ve 31. ortamlarda ise hi¢c EKO olugmamistir. Bu ortamlarin ortak 6zellikleri ise oksin
eklenmeyen sadece sitokinin igeren ortamlar olmalaridir (Cizelge3.4). Bu durumda oksin
olmayan ortamda sadece sitokinin varhgmin EKO’yu olumsuz etkiledigi sdylenebilir.

Cizelge 4.6 genel olarak degerlendirildiginde; 28. ortamin (2 mg/L 2.4- D+1
mg/L TDZ) kallus olusturma (% 100), kallus yogunlugu (3.54), kallus derecesi (4.77) ve
EKO (% 73.44) yoniinden en bagarili  ortam oldugu ortaya konmustur. Kalluslarin
embriyojenik yapi kazanmasinda, oksin olarak 2,4-D’nin kullanildigi ortamlara %
oraninda TDZ ilave edilmesinin etkili oldugu goriilmektedir. Ayrica yiiksek degerler
ortaya koyan difer ortamlarin igeriklerine bakildiginda, hepsinin 2,4-D icerdigi
goriilmektedir (Cizelge 3.4).

V. hispanica’da11.grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A ve Genotip B'nin hipokaotil,
kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinmn kiiltiire alindig1 35 besin ortammnindan
elde edilen toplam ve embriyojenik kallus olusumlar: iizerine genotip*eksplant*besin
ortami geklindeki ii¢lii interaksiyonlar: etkileri genel olarak daha &nce Cizelge 4.5°te
verilmisti. Ayrintili etkileri ise Cizelge 4.7°de verilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

Cizelge 4.7°e gore kallus olusturma ve EKO yoniiden incelendiginde, Genotip A
ve Genotip B’nin eksplantlarinin kiilttire alindig1 biitiin ortamlarda p<0.001 seviyesinde
farkli sonuglar ortaya ¢ikmustir. Bu sonuglara gére V. hispanica’nin kallus olusturma
yOniinden tiim eksplantlarinin son derece rejeneratif oldugu kabul edilebilir.

Higbir BGD igermeyen kontrol ortamlarinda Genotip A ve B’nin tiim
eksplantlarindan neredeyse % 100’e yakm kallus olugmus, ancak bunlardan ¢ok azi
ozellikle de bogum arasi ve yaprak eksplantlarindan embriyojenik kallusa doniismiistiir.
Hem Genotip A, hem de Genotip B’de bogum arasi eksplantlari% 12.50 oraninda EKO
olustururken, yaprak eksplantinda ise Genotip A’da % 25, Genotip B’de ise % 6.25
oraninda EKO meydana getirmistir. Hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan ve kontrol
ortaminda EKO olugmamustir. Buna Karsilik kallus olugturdugu halde Genotip A ve
Genotip B’de hi¢ EKO olusturmayan ortamlar 6., 11., 16., 21., 26. ve 35. ortamlar
incelendiginde bunlarin  oksin igermeyen sadece sitokininli ortamlar oldugu
goriilmektedir. Bu durumda V. hispanica’nin igsel oksin seviyesinin kallus olusturmaya
yeterli oldugu ancak olusan kalluslardan embriyojenik kallusa déniisebilmeleri igin
disaridan mutlaka BGD ilavesine ihtiyaci oldugu goriilmektedir.

Cizelde 4.5 degerlendirildiginde EKO yoniinden p<0.001 seviyesinde istatistiksel
y6nden farkh sonuglar elde edilmistir. BGD’li ortamlara bakildiginda Genotip A 10
farkli ortamda, Genotip B ise 6 farkli ortamda en yiiksek EKO (% 100) oranini vermistir.
Genotip A’nin hipokotil eksplantinda 2., 3., 9., 10., 15., 20., 23., 27. ve 28. ortamlarda
kotiledon eksplantinda ise 23. ortamda % 100 oraninda elde edilmistir. Her iki eksplantta
birden % 100 EKO olusumu sadece Genotip A’da 23. ortamda (2 mg/12.4-D + 0.5 mg/I
TDZ) meydana gelmistir. Bu durum I. grup denemelerinden yaprak eksplantinda elde
edilen sonuglarla uyumludur.

Yine Cizelge 4.7’ye gére Genotip B incelendiginde; 10., 13., 14., 15., 20. ve 28.
ortamlarda % 100 oraninda EKO kotiledon eksplantlarindan meydana gelmistir. Genotip
B’de 28. ortam hari¢ diger ortamlar; oksin olarak genellikle 2 mg NAA igeren ortam
gruplarina sitokinin olarak BA ilave edilen ortamlardir. Buradan yola gikarak Genotip
B’nin sitokinin olarak BA ve oksin olarak NAA iceren ortamlarda en yiiksek oranda EKO
ortaya koydugu goriilmektedir

Cizelge 4.7°den elde edilen ilging bir ortak sonug olarak; Genotip A’nin hipokotil
eksplantlar1 ile Genotip B’nin kotiledon eksplantlari 10., 15., 20. ve 28. ortamlarda % 100
oraninda EKO olusturmustur. Bu ortamlarin igeriklerine bakildiginda 10. 15. ve 20.
ortamlarin oksin olarak 2 mg/L NAA sitokinin olarak ise sirastyla 0.5 mg/L, 1 mg/L ve 2
mg/L BA igerdikleri; 28. ortamin ise BGD olarak 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L TDZ igerigine
sahip olduklar1 gériilecektir (Cizelge 3.4). Genotip A’da hem hipokotil, hem de kotiledon
eksplantlarindan en yiiksek EKO’yu (% 100) olusturan ortak ortam ise 23. ortam (MS +
2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L TDZ) olarak belirlenmigtir.

EKO yoniiden Genotip A’da en basarili eksplantin hipokotil oldugu onu
kotiledonun takip ettigi goriilmektedir. Genotip B’de ise en basarili eksplant kotiledon
olmugtur (Cizelge 4.7). Bhansal (1990)’mn ¢alismasinda da narm kotiledon eksplantinin
somatik embriyogenesis igin en etkili eksplant oldug bildirilmistir.

Cizelge 4.7°ye gore hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 gibi % 100 oraninda
gerceklesmese de bofum arasi ve yaprak eksplantlarmdan da oldukga yiiksek
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sayilabilecek oranlarda EKO meydana gelmistir. Bogum aras: eksplantlarmdan Genotip
A’da 3., 23. ve 28. ortamlardan % 87 oraninda, Genotip B’de ise 23. ortamdan % 75
oraninda EKO olusmustur. Yaprak eksplantlarma gelince; Genotip A’dan 3. ve 23.
Ortamlardan sirasiyla % 81.25 ve % 75, Genotip B’de ise 28. ortamdan %75 oraninda
EKO gerceklesmistir.

Zhang vd. (2016) Lilium pumilum’daki somatik embriyogenesis ¢alismasinda,
pikloram ve NAA'dan olusan kombinasyonun, eksplant bagina 11 somatik embriyo
verdigini ve bu kombinasyonun tiim eksplantlarin maksimum % 90.7'sinde embriyojenik
kallus miktarii arttirdigini bildirmislerdir. Cizelge 4.7 tiim eksplantlarinda yiiksek
oranda EKO olusturan ortak bir ortam belirlenmesi yoniinden degerlendirildiginde;
Genotip A igin 23. ortami, hipokotil (% 100), kotiledon (% 100), bogum aras1 (% 87.50)
ve yaprak (% 75) eksplantlarmimn tiimiinde en yiiksek EKO olusturan tek ortam olarak en
bagarili ortam segilmistir. Bu ortami 28 ve 3 nolu ortamlar izlemektedir. Genotip B’de
tiim eksplantlarda aym zamanda yiiksek EKO olusturan ortam se¢iminde Genotip A’daki
gibi ilk bakigta tek bir ortam 6n plana ¢ikmasa da, 6zellikle kotiledon (% 100), hipokotil
(% 75) ve yaprak (% 75) eksplantlarindan ayni anda yiikksek EKO’yu 28. ortam
saglamaktadir. Bu ortami 23. ortamin takip ettigi sdylenebilir. Dolayisiyla tiim 11. grup
kallus denemeleri iginde hem Genotip A, hem de Genotip B’nin tiim eksplantlar1 iizerinde
EKO y6niinden ayni anda etkili en basarili ortamlarin 6ncelikle 23. daha sonra da 28.
ortam oldugu ortaya ¢ikmustir. Bu iki ortamin icerigini hatirlatmak gerekirse; 23. ortam
MS + 2 mg/L 2.4-D + 0.5 mg/L TDZ, 28. ortam ise MS + 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
TDZ’den olusmaktadir. Embriyojenik kallus eldesi i¢in ortama oksin yaninda belli oranda
sitokinin eklenmesinin yarar1 daha once farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢ok sayidaki
¢alismada ortaya konmustur. Ornegin Murthy vd. (1996) nohutta yaptiklari bir calismada
ortama eklenen TDZ’nin BAPa kiyasla daha somatik embriyo olusumunda daha basarili
oldugu belirtmislerdir.

Bu tez ¢ahigmasinda kurulan tiim 1. ve I1. grup kallus denemeleri igerisinde yiiksek
EKO eldesi yoniinden ortak bagarili ortam veya ortamlari belirleme noktasinda ise; her
iki grup i¢in ortak bir baz ortami, Genotip ve eksplantlarin kiiltiire alindig1 ortamlarin
sonuglarini kiyaslamak gerekmektedir. Buna gére her iki grupta MS bazal ortami ve
Genotip A ortak bagimsiz degiskenlerdir. Eksplant olarak ise her iki grup denemede farkl:
sayida ortamlarda da olsa hipokotil, kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlari kiiltiire
alimmugtir. I. grup denemelerinde MS bazal besin ortaminda, sadece Genotip A’nin
hipokotil, kotiledon ve bogum arasi eksplantlarinin kiiltiire alindig1 ortamlardaki tiglii
interaksiyon sonuglarinmn yer aldig1 Cizelge 4.3 incelendiginde; hipokotil eksplantinin %
100 (1*1*5), kotiledonun % 87.50 (1*2*5) ve bogum arasmin % 62.50 (1*3*5) oran ile
en yilkksek EKO’yu 5. ortamda olusturdugu goriilecektir. 5. ortam 2 mg/L 2,4-D’den
olusan BGD igerigine sahiptir (Cizelge 3.1). Bu ortamin yani 5. ortammn 1. grup
denemelerde yaprak eksplantinda da en yilksek EKO’yu olusturan iki ortamdan birisi
oldugu Cizelge 4.4’ de goriilmektedir. I. grup denemelerindeki bu sonuglari, 11, grup
deneme sonuglar ile kiyaslamak gerektiginde, sadece Genotip A’nin dikkate alinmasi
gerekir. Cizelge 4.7°den I1. gruptaki Genotip A’ya ait eksplantlarin EKO sonugclar: ise
Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4°de yer alan 1. gruptaki Genotip A’ya ait eksplantlarin ortak
ortamlarda ortaya koyduklari sonuglar kargilastirildiginda; hipokotil, kotiledon ve bogum
aras1 eksplantlar1 agisindan 3. ortam, yaprak eksplanti a¢isindan ise 3. ve 23. ortamlar en
bagarili ortamlardir. Cizelge 4.7°deki 3. ortamin, Cizelge 4.3’teki kargihig 5. ortam olup
bu ortam MS + 2 mg/L 2,4-D igerigine sahiptir. Cizelge 4.7°deki 23. ortamin, Cizelge
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4.4°deki karsilig1 18. ortam olup, bu ortam ise MS + 2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L. TDZ
igeriginden olugmaktadir.

II. grup kallus denemelerinde incelenen &zellikler arasindan, kallus 6zellikleri
(kallus olusturma ve EKO) bundan énceki bsliimde detayli olarak ele alindi. Elde edilen
kalluslar alt kiiltiire alindiktan sonra olusan morfolojik 6zellikler ise; embriyo, kisa
kok, uzun kok, gergek kok, meristemoid ve Sbeklenme olusumu ydniinden bundan sonra
Genotip A ve Genotip B bazinda ayr1 ayr1 incelenmisgtir.

Genotip A’nin morfolojik 6zellikleri bakimindan elde edilen bulgular:

1. grup kallus denemelerinde Genotip A’da incelenen morfolojik dzellikler
tizerine etkide bulunan faktorlerin, varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8%¢ gore eksplant (E), besin ortamlar1 veya alt kiiltlir ortamlarindan
bagimsiz olarak; embriyo olusumu hari¢ diger biitiin morfolojik 6zellikler tizerinde
p<0.001 seviyesinde 6nemli sonuglar ortaya koymustur.

Besin ortamlart (BO), eksplant veya alt kiiltir ortamindan bagimsiz olarak;
embriyo, siirgiin, kisa kdk, uzun kék, gergek kik, meristemoid ve 6beklenme iizerinde
p<0.001 seviyesinde &nemli farkliliklara neden olmustur.

Alt kiiltiir ortami (AKO) ise eksplant veya BO’dan bagimsiz olarak; kisa kik ve
Gbeklenme ydniinden p< 0.001 seviyesinde Snemli farklilik ortaya koyarken; embriyo,
siirglin, uzun kok, gergek kok ve meristemoid olusumu y6niinden farklihk
olusturmamuigtir,

Ikili interaksiyonlar incelendiginde; E*BO interaksiyonunda embriyo olusumu
hari¢ diger biitiin morfolojik 6zelliklerde p<0.001 seviyesinde onemli farkliliklar elde
edilmistir. EXAKO interaksiyonunda; embriyo, gergek kdk ve meristemoid olusumunda
Onemli etki bulunmazken, siirgiin ve uzun kok yoniinden p<0.001 seviyesinde, kisa kdk
ve Obeklenme yoniinden ise p<0.05 seviyesinde onemli farkliliklar bulunmustur.
BO*AKO interaksiyonunda embriyo ve gergek kék olusumu hari¢ diger Szellikler
agisindan p<0.001 seviyesinde ¢ok Snemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir.
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Cizelge 4.8. V. hispanica’da 1l. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A’nin hipokotil,
kotiledon, bogum aras1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 35 besin ortamindan
elde edilen kalluslarin morfolojik 6zellikleri tizerine etki eden fakt&rlerin varyans analiz
sonuglari

Incelenen Ozellikler
" Embriye | Siirgiin | KisaKék | Uzun Ger¢ek | Meristemoid | Obeklenme

Faktirler | 8D 7o) | (%) (%) | Kok(%) | Kok(%) | (%) %)
Eksplant | 5 | 0.5421 | <.0001 <0001 <.0001 <0001 <.0001 <0001

t E } Od Hkok sk * kK e sk EX T ko ok

Besin 0.0001 | <.0001 <0001 <0001 <.0001 <.0001 0.0000
Ortamlan 34 k% "k T ko T P ook

(BO)

Alt kiiltiire || 07417 | 0.6635 <0001 0.1855 0.8891 0.4325 0.0003
Ortam 6d od ok ad od 6d ik
(AKOQ)

Joz | 0-8104 | <0001 <0001 <.0001 <0001 <0001 <0001

E*BO Od % 3k %k sk ok Kk E 3 13 e sk ok sk
3 | 02661 [ <0001 0.0304 | 0.0003 0.0534 0.1241 0.0117

E*AKO Od % Xk * % ¥k Od od Ed

34 | 03949 | <0001 <0001 0.0010 0.0639 <.0001 <0001

BO*AKO Od *kk ok kg Od sk *kk
102 | 00192 | <.0001 <0001 <.0001 <.0001 <.0001 <0001

E*BO*AKO * gk Rk kg *¥kk doksk %%k
Varyasyon 15.4523 | 9.5766 1.8273 3.8454 3.5356 5.3074 1.3032

Katsavisi

II. grup kallus denemelerinde kalluslardan elde edilen morfolojik olusumlari
genotipler bazinda daha detayli incelemek gerekirse; Genotip A’nin embriyo, kisa kék,
uzun kok, gergek kok, meristemoid ve 6beklenme olusumu Szellikleri iizerine bagimsiz
tekli degiskenlerin etkileri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9’a gore eksplantlardan hipokotil eksplant: kisa kék (% 31.79) ve
Obeklenme (% 26.43) yoniinden, bogum arasi eksplanti siirgiin olusumu (% 1.25)
yoniinden ve yaprak eksplant1 ise uzun kék (% 4.11), gergek kik (% 6.79) ve meristemoid
olusumu (% 3.21) y&niinde p<0.001 6nem seviyesinde en yiiksek ortalamalar1 ortaya
¢ikartmustir. Cizelgeye gore kotiledon eksplantindan bariz farklihkta Snemli bir sonug
elde edilememistir.

Alt kiilttir uygulamasi yoniinden; hormon igermeyen ortamlar kisa kk (% 13.04)

ve dbeklenme (% 16.34) agisindan p<0.001 seviyesinde farklihk ortaya koyarak en
yiiksek ortalamay1 vermistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A’nin hipokotil,
kotiledon, bogum aras1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindi1 35 besin ortamindan
elde edilen kalluslarin morfolojik &zellikleri iizerine eksplant, besin ortamlari ve alt kiiltiir
ortamindan olusan bagimsiz tekli degiskenlerin etkileri

incelenen Ozellikler

Faktorler Embriyo | Siirgiin Kisa Kok | Uzun Kok | Gergek Kik | Meristemoi | Obeklenme
(%) (%) (%) (%) (%) d (%) (%)
Eksplant
Hipokotil 0.36 0.71 ab 31.79 a 286 b 5.71 ab 2.86 ab 2643 a
Kotiledon 0.36 0.00 b 536 b 250 b 393 b 0.00 ¢ 12.86 b
Bogum aras 0.18 125 a 143 ¢ 0.18 ¢ 0.18 ¢ 1.89 b 8.39 ¢
Yaprak 0.71 0.00 b 554 b 411 a 6.79 a 321 a 11.61 b
B RS
Alt kiiltiir uygulamasi (AKO)
(Horm:))nsuz) 0.45 0.54 13.04 a 2.14 4.11 2.05 16.34 a
(Horm‘mm) 036 | 045 902 b | 268 420 1.79 13.30 b
0.7417 0.6635 <0001 0.1855 0.8891 0.4325 0.0003
» od ad wxx od od od whx
Besin Ortamlar:
1 (Kontrol) 0.00 b | 1094 a 313 f | 218 b 1875 b 9.38 be 0.00 j
2 1.56 b 0.00 ¢ 4531 a 0.00 ¢ 15.63 b 12.50 ab 100 a
3 6.25 a 0.00 ¢ 2500 bec| 0.00 ¢ 14.06 b 15.63 a 96.88 a
4 0.00 b 625 b 2813 b | 29.69 a 43.75 a 6.25 ¢ 6.25 h+j
5 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef | 32.81 a 39.06 a 9.38 bc 6.25 h-j
6 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
7 0.00 b 0.00 ¢ 39.06 a 0.00 ¢ 313 ¢ 0.00 d 3281 d
8 1.56 b 0.00 ¢ 15.63 d 0.00 ¢ 313 ¢ 0.00 d 56.25 b
9 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 1.56 1j
10 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 6.25 ¢ 0.00 j
11 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
12 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 1.56 ¢ 0.00 d 2031 f
13 1.56 b 0.00 ¢ 14.06 d 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 48.44 ¢
14 0.00 b 0.00 ¢ 12.50 de 0.00 ¢ 313 ¢ 0.00 d 0.00 j
15 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
16 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
17 0.00 b 0.00 ¢ 18.75 «¢d 0.00 ¢ 313 ¢ 0.00 d 3125 de
18 1.56 b 0.00 ¢ 14.06 d 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 2344 f
19 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef | 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
20 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
21 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
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Cizelge 4.9.’un devami

22 0.00 b 0.00 ¢ 18.75 cd 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 25.00 f
23 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
24 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
25 0.00 b 0.00 ¢ 12.50 de 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 7.81 h
26 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
27 000 b 0.00 ¢ 25.00 be 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 18.75 fg
28 | 0000 0.00 ¢ 12.50 de 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 d 12.50 gh
29 1.56 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
30 0.00 b 0.00 c 14.06 d 0.00 ¢ 0.00 ¢ 7.81 ¢ 6.25 h+
3] 0.00 b 0.00 ¢ 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
32 0.00 b 0.00 ¢ 12.50 de 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 21.88 f
33 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j
34 0.00 b 0.00 ¢ 6.25 ef 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 j;
35 0.00 b 0.00 ¢ 12.50 de 0.00 ¢ 0.00 ¢ 1.56 d 313 jj
mEAEAEA R

Cizelge 4.9’a gore Genotip A’nin kiiltiire alindig1 besin ortamlar1 arasmda en
yliksek (% 6.25) embriyo olusumu MS + 2 mg/L 2,4-D igerigine sahip 3. ortamda
meydana gelmigtir. Matsuta ve Hirabayashi (1989) besin ortamina 2,4-D yerine NAA ve
IAA cklendiginde Vitis vinifera hiicre hatlarinda somatik embriyo uyartimi olmadigmni
bildirmektedirler. Bu durumuda 2,4-D’nin embriyo olusumu iizerinde dnemli bir etkisi
oldugu sylenebilir. En yliksek (%10.94) siirgiin olusumu ilging sekilde BGD igermeyen
kontrol ortaminda gergeklesmistir. En yiiksek kisa k6k olusumu 2. (% 45.31) ortamda,
en yiiksek uzun kok ve gergek kok olusumlar ise 4. ortamda (MS + 1 mg/l NAA) ve 5.
ortamda (MS + 2 mg/l) meydana gelmistir. Bu durum V. hispanica’da 6zellikle A
genotipinde gergek kok olusumu tizerinde NAA’nin 2,4-D’den ¢ok daha etkili oldugunu
ortaya koymugtur. En yiiksek meristemoid olusumu yine 3. ortamda (MS + 2 mg/1 2.4-D)
%15.63 oranda vermistir. Embriyojenik kallus olusumundan etkili bir yapilanma olarak
degerlendirilebilecek dbeklenme ydniinden ise 2. (%100) ve 3. (% 96.88) ortamlardan
en yiiksek ortalamalar elde edilmistir. Bu ortamlar sitokinin igermezken, sirasiyla 1 ve 2
mg/L 2,4-D konsantrasyonunda oksin i¢erigine sahiptir.

Genotip A’dan kalluslardan gelisen morfolojik olusumlarm en yiiksek oranda
gergeklestigi oranlara bakildiginda; bunlarin neredeyse tiimiiniin sitokininsiz, sadece
oksin igeren ortamlarda meydana geldigi dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.9).

Genotip A’da liglii interaksiyonlarm (eksplant*BO*AKO) etkilerine gelince; bu
etkiler 3 farkh grupta incelenmistir. Embriyo ve siirgiin olusumu ayr1 (Cizelge 4.10),
koklenme ( kisa, uzun, ger¢ek kok) olusumu ayri (Cizelge 4.11) ve meristemoid ile
&beklenme olugumu iizerine lizerine iiglii interaksiyonlarin etkisi de yine ayri (Cizelge
4.12) gizelgelerde incelenmistir.

V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A’nin hipokotil, kotiledon,
bogum aras1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindigi 35 besin ortamindan elde edilen
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kalluslarm embriyo ve siirgiin olusumlar: iizerine iiglii interaksiyonlarmn etkileri Cizelge
4.10°da verilmisgtir.

Cizelge 4.10°a gore {igli interaksiyon etkisi embriyo olusumu y8niinden 6nemli
bir farkhlik ortaya koymazken, siirgiin olusumu ydniinden p<0.001 seviyesinde
istatistiksel yonden Snemli farkliliklar ortaya koymustur. En yitksek embriyo olusumu (%
25) hipokotil eksplantlar1 énce 3. ortamda (MS + 2 mg/L. 2,4-D), daha sonra hormon
igermeyen alt kiiltiir ortaminda kiiltiire alindig1 ortamda gergeklesmistir. Aym ortamda
kotiledon eksplantinda % 12.5 oraninda embriyo olugmustur.

En yiiksek stirgtin olusumu (% 75) bogum arasi eksplantlarin BGD igermeyen
kontrol ortamina ait hormonsuz alt kiiltiirlerinde kiiltiire alinan eksplantlarinda meydana
gelmistir. Bu durum V. hispanica 'nin igsel sitokinin diizeyinin de yiiksek olduguna isaret
etmektedir. Hipokotil eksplantinda ise 4. ortamin hormonlu alt kiiltiir ortaminda kiiltiire
alman eksplantlarda % 50 oraminda siirgiin meydana gelmistir. Kotiledon ve yaprak
eksplantlarinda ise hig siirgiin olugsmamugtir.

Cizelge 4.10. incelendiginde hem embriyo hem de siirgiin gelisiminin kisith
ortamlarda gerceklestigi goriilmektedir. Burada 6nemli bir konuyu vurgulamak gerekirse
bu tez ¢ahgmasinda elde edilen embriyolar globular agamadaki embriyolardir. Bu
embriyolarin gelisiminin takibi kisith siire nedeniyle yapilamamustur.

Genotip A da hipokotil ve yaprak eksplantinda olusan embriyo gelisimlerini
gosteren resimler Sekil 4.3’te verilmistir.

a b

Sekil 4.3. Genotip A’da olusan globular embriyo gelisimleri: a) 3.ortamin (MS + 2 mg/L
2,4-D) hormonsuz alt kiiltiir ortaminda kiiltiire alinan hipokotil eksplantinda meydana
gelen globular embriyolarin gelisimi; b) 18.ortamin (MS + 2 mg/L 2,4-D + 2 mg/L BA)
hormonsuz alt kiiltiir ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantinda meydana gelen
kotiledon agamasindaki embriyonun geligimi
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Cizelge 4.10. V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A’nin hipokotil,
kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinm kiiltiire alindig1 35 besin ortamindan
elde edilen kalluslarin embriyo ve siirgiin olusumlar: {izerine {iglii interaksiyonlarin
(eksplant*besin ortami*alt kiiltiir ortami) etkileri

Incelenen Ozellikler

BO* | AKOY Embriyvo Olusumu (%) Siirgiin Olusumu (%

Bogum Bogum
Hipokotil | Kotiledon Arasi Yaprak | Hipokotil | Kotiledon | Arasi | Yaprak
(sz_ 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 7500 a 000 d
trol) I' 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 1250 ¢ 0.00 d
’ 0 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 c 000 ¢ 1250 b 000 d 0.00 d 0.00 d 0.00 d
3 0 25.00 a 1250 b 000 ¢ 000 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 0.00 d
] 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 ¢ 1250 b 000 d 0.00 d 000 d 000 d
4 0 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c| 50.00 b 0.00 d 000 d 0.00 d
5 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 0.00 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
6 1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 0.00 d 000 d
7 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 000 d 0.00 d
8 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
1 000 ¢ 1250 b 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d
9 0 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
10 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 d 000 d 000 d
1 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
12 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
13 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 ¢ 1250 b 000 d 000 d 000 d 000 d
14 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 000 d 0.00 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 000 d
15 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 000 d 000 d 000 d 000 d
16 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d
17 0 0.00 c 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 0.00 d 0.00 d 000 d
1 000 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 d 000 d 0.00 d 0.00 ¢
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Cizelge 4.10.’un devamu.

18 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 ¢ 1250 b 0.00 d 000 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
19 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
20 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 0.00 d 0.00 d
1 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
21 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
27 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
23 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
1 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000d 000 d
24 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000d 000 d
25 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 4
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
2% 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
1 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
27 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
28 L‘ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 & 000 d 000 d
] 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
29 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 1250 b 0.00 c 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
30 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
3 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
32 0 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d
33 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 0.00d 000 d
1 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
34 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 d 000 d 0.00 d
1 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 0.00 d 0.00 d 000 d
35 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d
] 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 d 000 d 000 d 000 d

» 0.0*192 <.i)i)31
¥: BO= Besin Ortamy, ¥: AKO= Alt Kultir Ortamy, ?: 0= Hormensuz Alt Kiltir Ortam, ' 1= Hormontu Alt Kiltir Ortam
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Genotip A’da V. hispanica 'nin Karakteristik 6zelligi olan yogun koklenme iizerine
eksplant*besin ortami*alt kiiltiir ortamindan olusan ii¢lii interaksiyonlarin etkisi Cizelge
4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11°e gore kisa (sags1 = hairy) kok olusumu en yogun sekilde hipokotil
eksplantinda ger¢eklesmistir. Hipokotillerden 8 farkh ortamdan % 100 oraninda kisa kék
olusmustur. Kotiledon eksplantinda ise % 100 oraninda kisa kdklenme 7. ortamm (MS +
1 mg/L. 2.4-D+ 0.5 mg/L BA) hormonsuz alt kiiltiir ortaminda meydana gelmistir. Kisa
kok olugturma y6niinden en aktif eksplantin hipokotil eksplanti, en az tepkili eksplantin
ise bogum arasi oldugu gériilmektedir (Cizelge 4.11). Uzun k&k olusumu yoniinden ise
en aktif eksplant yapraktir. En yiiksek gergek kok olusumu yéniinden ise kotiledon
cksplantinin 5. ortamin hormonsuz alt kiiltiir ortaminda ki eksplantlarda % 87.50
oraninda ger¢ek kok meydana gelmis olsa da ger¢ek kok olusturma yoniinden yaprak
eksplant1 ve kotiledon eksplanti yine en aktif eksplant olmustur. Yakushiji vd., (2003)
incirin (Ficus carica L.) 'Masui Dauphine' ¢esidi iizerinde yaptiklar1 calismada 2,4-D ve
TDZ kombinasyonunun phloroglisinol igeren MS ortaminda kék olusumunu tesvik
ettigini bildirmiglerdir.

Cizelge 4.11 genel olarak degerlendirildiginde; kisa kék olusumunda tiim
cksplantlar lizerinde en yiiksek ortalamalarinin genel olarak sitokininsiz, 2,4-D’li
(6zellikle MS + 1 mg/L 2,4-D igeren 2. ortamda) ortamlarda, uzun kék ve gercek kok
olusumunda ise 2 mg/L NAA igeren ortamlarda gerceklestigi dikkat ¢ekmektedir.
Ferreira vd., (2007), Woody plant medium (WPM) ortamina ilave edilen 2 mg/L NAA ve
8 mg/L GAsbirlikte kullamildiginda, kdk uzunlugu ve kdk kuru madde agirhig: iizerinde
pozitif etkilerde bulundugunu bildirmistir. Bogum arasi eksplant: ise en az gercek kok
olusumunun meydana geldigi eksplant olmustur. V. hispanica’da elde edilen
koklenmelere ait bu bulgularin ileride yapilabilek in vitro sekonder metabolit
calismalarinda faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Genotip A’da meydana gelen kék gelisimlerine ait bazi goriintiiler Sekil 4.4°de
verilmistir.

51



BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

Sekil 4.4. 11. grup denemelerde Genotip A’da meydana gelen bazi kok gelisimlerine ait
goriintiiler; a) 7. ortamda kotiledon eksplantinda kisa (sags1) kok gelisimi; b) 5. ortamda
yaprak eksplantinda uzun ve gergek kok gelisimi; ¢) 2. ortamda yaprak eksplantinda
yogun kisa (sags1) kk geligiminin goriintiisii
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BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

Genotip A’da meristemoid ve beklenme olusumu iizerine iiglii interaksiyonlarin
(eksplant*besin ortamr*alt kiiltiir) etkileri Cizelge 4.12’de verilmistir.

Meristematik hiicre bilgeleri olan meristemoidler, Cizelge 4.12’ye gére Genotip
A’mn 3. ortammn hormonlu alt kiiltiir ortaminda kiiltiire alman kalluslarindan %75
ortalamayla en yiiksek oranda yaprak eksplantindan elde edilmigtir. 3. ortam 2 mg/1 2,4-
D igeren ortamdir. Bu oran1 bogum arasi eksplatina ait kontrol ortammin hormonsuz alt
kiiltiir ortaminda kiiltiire alinan kalluslar % 62.50 ortalamayla takip etmistir. Meristemoid
dzelligi yoniinden Genotip A’da en rejeneratif eksplant yaprak eksplant: olup, bunu
hipokotil ve bogum arasi eksplantlar1 izlemistir. Kotiledonlarda ise hi¢ meristemoid
olusmamigtir.

Meristemoid olusumunda farkh eksplantlar farkli oksinlere tepki vermistir.
Ornegin yaprak eksplant sitokininsiz 2,4-D’li ortamlarda, hipokotil eksplantlari genel
olarak oksinsiz NAA’I ortamlarda, bogum arasi eksplantlari ise higbir BGD igermeyen
kontrol ortaminda en yiiksek meristemoidleri olusturmustur.

Obeklenme yoniinden hipokotil eksplanti 9 ortamda, kotiledon eksplant1 5
ortamda, bogum arasi eksplant1 3 ortamda ve yaprak eksplant14 ortamda % 100 oraninda
obeklenme olugturmustur. Obeklenme olusumu yéniinden en aktif eksplantin hipokotil
oldugu goriillmektedir. Cizelge 4.12°ye gore biitiin eksplantlarin sitokinin icermeyen 2.
(MS + 1 mg/LL 2.4-D ) ve 3. (MS + 2 mg/L 2.4-D) ortamlarda en yiiksek 6beklenme
degerlerini olusturdgu dikkat gekicidir. Dolayisiyla Sbeklenme olusumunun biiyiik
oranda sitokininsiz ancak oksin olarak 2,4-D’li ortamlarda meydana geldigi sonucu
¢ikartilabilir. Sekil 4.4’te Genotip A’da olusan meristemoid ve dbeklenme goriintiileri
verilmigtir.

a b
Sekil 4.5. Yaprak ve hipokotil eksplantlarinda meristemoid ve dbeklenme goriintiileri;

a) yaprak eksplantinda gelisen meristemoid olusumlar ve bu bdlgelerden gelisen ¢oklu
stirgiinler; b) hipokotil eksplantinda 6beklenme goriintiisii
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BULGULAR VE TARTISMA H. BEDIR

Cizelge 4.12. V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip A’nin hipokotil,
kotiledon, bogum aras1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 35 besin ortaminda elde
edilen kalluslardan meristemoid ve &beklenme olusumu iizerine iighi interaksiyonlarin
(eksplant*besin ortami*alt kiiltiir ortami) etkisi

Incelenen Ozellikler

BO* | AKO? Meristemoid (%) Obeklenme (%)

Hipoko- | Kaotile- BoZum Bogum
til don Arasi Yaprak | Hipokotil | Kotiledon Arasi Yaprak
(K})n- 0 0.00 f 0.00 f 6250 b 0.00 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
o) [ I 000 f 000 f 1250 ¢ 000 f| 000 h 000 h 000 h 000 h
5 0 0.00 f 0.00 f 0.00 f 50.00 c 100 a 100 a 100 a 100 a
1 0.00 f 0.00 f 0.00 £ 5000 c 100 a 100 a 100 a 100 a
3 0 0.00 f 0.00 f 0.00 £ 50.00 c 100 a 100 a 75.00 be 100 a
! 0.00 f 0.00 f 0.00 f 7500 a 100 a 100 a 106 a 100 a
4 0 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 000 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 50.00 ¢ 0.00 f 000 f 0.00 f| 5000 d¢ 0.00 h 0.00 h 0.00 b
5 0 25.00 d 0.00 f 0.00 f 000 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
] 50.00 ¢ 0.00 f 0.00 f 0.00 f| 5000 de 0.00 h 0.00 h 0.00 h
0 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f{ 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
6 1 000 f 0.00 f 000 f 0.00 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
; 0 0.00 f 000 f 000 f 000 f| 7500 bc 100 a 1250 gh 12.50 gh
! 0.00 f 0.00 f 0.00 £ 000 f| 0.00 h 0.00 h 12.50 gh 50.00 de
8 0 0.00 f 0.00 f 0.00 £ 000 f| 75.00 bc 87.50 ab 1250 gh 25.00 fg
1 0.00 f 0.00 f 0.00 £ 000 f| 75.00 bc 75.00 be 37.50 ef 62.50 cd
9 0 0.00 f 0.00 f 0.00 f 000 f| 000 h 0.00 h 12.50 gh 0.00 h
1 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 000 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
10 0 50.00 ¢ 0.00 f 000 f 000 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 0.00 f 0.00 f 0.00 f 000 f| 000 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 0 0.00 f 0.00 f 0.00 £ 000 f| 000 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 0.00 f 0.00 f 0.00 f 000 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
b L0 0.00 f 000 f 000 f 000 f| 2500 fg 1250 gh 1250 gh 1250 gh
1 0.00 f 0.00 f 0.00 f 000 f| 5000 de 12.50 gh 1250 gh 2500 fg
13 0 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f| 75.00 bc 62.50 cd 0.00 h 100 a
1 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 75.00 bc 12.50 gh 0.00 h 62.50 cd
14 0 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 0.00 f 000 f 000 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
15 0 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 0.00 f 0.00 f 000 f 0.00 f| 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
16 0 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 000 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f| 000 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
17 0 0.00 f 0.00 f 000 f 000 f 100 a 25.00 fg 37.50 ef 25.00 fg
0.00 f 0.00 f 0.00 £ 0.00 f| 50.00 d¢ 0.00 h 12.50 gh 0.00 h
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Cizelge 4.12.°nin devamu.

18 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f |50.00 de 50.00 de 0.00 h 3750 ef
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f [50.00 de 0.00 h 0.00 h 0.00 h

19 0 10.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 000 h 0.00 h

20 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
] 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

21 0 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 000 h
1 0.00 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

2 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 100 a 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 100 a 0.00 h 0.00 h 0.00 h

23 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

24 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
] 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

25 0 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f |50.00 de 0.00 h 12.50 gh  0.00 h
1 0.00 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

2 0 0.00 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

27 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 100 a 0.00 h 0.00 b 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 £ |50.00 de 0.00 h 0.00 h 0.00 b

28 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f [50.00 de 0.00 h 0.00 h 0.00 h
] 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f [50.00 de 0.00 h 0.00 h 0.00 h

29 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

30 0 0.00 f 000 f 37.50 d 0.00 f 0.00 h 2500 fg 0.00 h 0.00 h
1 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 25.00 fg 0.00 h 0.00 h

31 0 0.00 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

32 0 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f 100 a 0.00 h 2500 fg 0.00 h
1 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f |50.00 d¢ 0.00 h 0.00 h 0.00 h

33 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
1 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

34 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h
000 f 000 f 0.00 0.00 f 0.00 h 0.00 h 0.00 h 0.00 h

35 0 000 f 000 f 0.00 f 0.00 f 000 h 1250 gh 0.00 h 0.00 h
1 0.00 f 000 f 12.50 ¢ 0.00 f 0.00 h 0.00 h 1250 gh 0.00 h

P <.0001*** <.0001***
*: BO= Besin Ortami, ¥: AKO= Alt Klltir Ortamu, 2: 0= Hormonsuz Alt Kiiltiir Ortam1t, ' 1= Hormonlu Alt Kiltir Ortami
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Genotip B’nin morfolojik 6zellikleri bakimindan elde edilen bulgular:

V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip B’de incelenen morfolojik
ozellikler tzerine etki eden faktSrlerin varyans analiz sonuglar Cizelge 4.13°te
verilmistir.

Cizelge 4.13. V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip B’nin hipokotil,
kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 35 besin ortamindan
elde edilen kalluslarin morfolojik dzellikleri iizerine etki eden faktorlerin varyans analiz
sonuglari

Faktorler | S.D. Incelenen Ozellikler

Embriyo | Siirgiin | Kisa Kok | Uzun Kok | Gercek | Meristem- | Obek-

(%) (%) (%) (%) Kok (%) | oid (%) |lenme (%)
Eksplant 3 0.0296 0.3940 <.0001 <.0001 <.0001 0.0131 <.0001
(E) * &d ey I ko * *kk
Besin
Ortamlarn | 34 | <0001 0.4692 <0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
[BOJ *ksk Od ok ok * ¥k % skok FKokk s kk
Alt Kiiltiir
Ortami 1 0.7518 0.3209 0.0007 0.2902 0.0085 0.2946 0.0017
(AKO) od od % 6d #* od **
102 | 0.0020 0.4831 <0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
E*BO % &d s,k Hookok P TS P21

3 0.3233 0.3940 0.6822 0.0204 0.0319 0.0026 0.2603
E*AKO od 6d 6d * * *E 6d

34 <.0001 0.4692 <0001 0.6752 <.0001 <.0001 <.0001
BO*AKO LR 5d ok ad *kk #okok Rk

102 0.0007 0.4831 <0001 <.0001 0.0131 <,0001 <,0001
E*BO*AKO *k &d LTS sk * dokok T

13.5085 47.3284 2.3046 3.7018 2.9252 7.2304 0.8775

Varyasyon Katsyvisi

Cizelge 4.13’e gére Genotip B’den elde edilen kalluslardan gelisen morfolojik
yapilara ait sonuglar incelendiginde; BO ve AKO’dan bagimsiz olarak eksplantlar (E)
kisa, uzun ve gergek kok ile Sbeklenme olusumunda p< 0.001 seviyesinde, embriyo ve
meristemoid olusumunda ise p<0.05 seviyesinde farklilik ortaya koymustur. Siirgiin
gelisimde ise 6nemli bir fark olugmamistir,

Besin ortamlar1 (BO) eksplant ve AKO’dan bagimsiz olarak ve (E¥*BO* AKO {iglii
interaksiyonunda; siirgiin olusumu haricinde diger tim morfolojik dzellikler yoniinden
p<0.001 seviyesinde 6nemli farkliliklar ortaya koymustur.

Alt kiiltiir ortam1 (AKO) ise eksplant ve BO’dan bagmmsiz sekilde; kisa kdk
olusumu ybniinden p<0.001 seviyesinde, gergek kok ve Sbeklenme yoniinden ise p<
0.01 seviyesinde 6nemli farkliliklar olustururken diger 6zellikler yoniinden &nemli bir
farklilik meydana getirmemistir.
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Ikili interaksiyonlardan E*BO interaksiyonu; kisa, uzun ve gercek kok ile
meristemoid ve Sbeklenme &zellikleri yoniinden p<0.001 seviyesinde, embriyo olusumu
bakimindan ise p<0.01 seviyesinde farklilik meydana getirmis olup, siirgiin olusumunda
onemli bir farklilik olusturmamistir,

E*AKO ikili intearksiyonunda meristemoid olusumu ydniinden  p<0.01
seviyesinde, uzun ve gergek kok olusumu yoniinden ise p<0.05 seviyesinde farklilik
meydana gelmis, diger dzellikler bakimindan $nemli bir fark olusmamustrr.

BO*AKO ikili intearksiyonunda ise embriyo, kisa kék, gergek ksk, meristemoid
ve 8beklenme olusumu y6niinden p<0.001 nemli farklar ortaya gikarken, siirgiin ve uzun
kék olusumu ydniinden 6nemli bir farkhlik meydana gelmemistir.

Genotip B’de kalluslardan meydan gelen morfolojik yapilar iizerine eksplant,
besin ortamlar1 ve AKO’nun bagimsiz etkileri Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14. V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip B’nin hipokaotil,
kotiledon, bogum arasi1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 35 besin ortaminda elde
edilen kalluslarin morfolojik &zellikleri tizerine eksplant. Besin ortamlari, AKO ve
bagimsiz tekli degisken olarak etkileri

incelenen Ozetlikler
Faktérler
Embriyo ] Siirgiin (%) Kisa Kék Uzun Kok | Gergek Kék Meriste- Obek-lenme
() (%) (%) (%) moid (%) (%)
Eksplant
Hipokotil 0.00 b 0.00 2143 a 429 a 7.14 ab 179 a 5036 a
Kotiledon 1.07 a 0.00 679 b 286 b 571 b 1.79 a 48.33 a
Bofum arasi 018 b 0.00 1.61 ¢ 036 ¢ 125 ¢ 018 b 2268 b
Yaprak 0.71 ab 0.18 661 b 536 a 7.68 a 1.79 a 2268 b
0.0296 0.394 <.0001 <.0001 <.0001 0.0131 <.0001
P * od *kok *Fok dkk * koK
Alt Kiiltiir Ortam (AKOQ) ]
0
{Hormonsuz) 0.54 0.00 1063 a 348 634 a 1.16 38.13 a
1 (Hormonlu) 045 0.09 759 b 2.95 455 b 1.61 3390 b
0.7518 0.3209 0.0007 0.2902 0.0085 0.2946 0.0017
P 6d od ki sd ki od ok
Besin Ortamlar (uyg)
1 (kontrol) 0.00 d 0.00 000 g I 3750 a| 37.50 ¢ 0.00 e 0.00 o
2 4.69 ab | 0.00 51.56 a 000 b| 2813 d| 1250 b 8281 a
3 6.25 a 0.00 53.13 a 000 b| 2031 e¢| 17.19 a 68.75 b-d
4 0.00 d 0.00 0.00 g 3438 a| 4375 b 0.00 e 14.06 I-n
5 0.00 d 0.00 1.56 g 3750 a| 53.13 a 7.81 ¢ 20.31 I-n
6 0.00 d 0.00 0.00 g 0.00 b 0.00 f 0.00 e 0.00 o
7 0.00 d 0.00 21.88 b 0.00 b 313 f 0.00 e 70.31 b-d
8 0.00 d 0.00 17.19 be 0.00 b 0.00 f 0.00 e 78.13 ab
9 0.00 d 0.00 0.00 g 0.00 b 0.00 f 0.00 e 18.75 I-n
10 0.00 d 1.56 0.00 g 0.00 b 000 f 0.00 ¢ 21.88 k-m
11 0.00 d 0.00 000 g 0.00 b 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 o
12 3.13 be | 0.00 3.13 fu 0.00 b 0.00 f 0.00 e 64.06 c-¢
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Cizelge 4.14.’tin devami

13 0.00 d 0.00 2031 b 000 b 1.56 f 0.00 ¢ 71.88 a-c
14 0.00 d 0.00 18.75 be 0.00 b 0.00 f 1.56 e 42.19 gh
15 0.00 d 0.00 313 fg 0.00 b 0.00 f 0.00 e 23.44 j-l
16 0.00 d 0.00 0.00 g 0.00 b 0.00 f 0.00 e 0.00 o
17 0.00 d 0.00 15.63 <d 0.00 b 0.00 f 0.00 e 54.69 ef
18 0.00 d 0.00 6.25 e-g 0.00 b 0.00 0.00 e 70.31 b-d
19 0.00 d 0.00 0.00 g 313 b 3.13 f 0.00 e 32.81 hk
20 0.00 d 0.00 6.25 e-g 0.00 b 0.00 f 0.00 e 3594
21 0.00 d 0.00 0.00 g 0.00 b 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 o
22 0.00 d 0.00 313 fg 000 b 0.00 f 0.00 ¢ 64.06 c-e
23 0.00 d 0.00 6.25 e-g 0.00 b 0.00 f 0.00 e 62.50 cf
24 0.00 d 0.00 9.38 d-f 0.00 b 0.00 f 0.00 e 34.38 h+
25 0.00 d 0.00 9.38 d-f 0.00 b 0.00 f 0.00 ¢ 9.38 no
26 0.00 d 0.00 0.00 g 0.00 b 0.00 f 0.00 e 0.00 o
27 0.00 d 0.00 18.75 be 0.00 b 0.00 f 0.00 e 59.38 d-f
28 1.56 ed | 0.00 313 fg 000 b 0.00 f 3.13 de| 5156 fg
29 0.00 d 0.00 3.13 fg 0.00 b 0.00 f 0.00 e 10.94 m-o
30 1.56 cd | 0.00 9.38 d-f 000 b 0.00 f 0.00 ¢ 16.67 In
31 0.00 d 0.00 000 g 0.00 b 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 o
32 0.00 d 0.00 12.50 c-e 0.00 b 0.00 f 0.00 e 67.19 b-d
33 0.00 d 0.00 6.25 e-g 0.00 b 0.00 f 0.00 ¢ 73.44 a-c
34 0.00 d 0.00 12.50 c-e 0.00 b 0.00 f 0.00 e 15.63 In
35 0.00 d 0.00 6.25 e-¢ 0.00 b 0.00 f 6.25 cd| 25.00 1-l

<.0001 0.4692 <0001 <.0001 <.0001 <0001 <.0001
P *dok od K ok *okok ko Rk

Cizelge 4.14°e gore eksplantlardan hipokotil eksplanti, kisa kdk (% 21.43) ve
Obeklenme (% 50.36) olusumu ySniinden en yiiksek ortalamalari olusturmustur.
Kotiledon eksplant1 6zellikle embriyo (% 1.07) olusumu, yaprak eksplant: ise bilhassa
uzun k&k (% 5.36) ve gergek kok (% 7.68) olusumunda en yiiksek ortalamalar: vermistir.
Bogum arasi eksplantinda dikkat ¢eken bir farklilik olusmamigtir. Hipokotil, kotiledon ve
yaprak eksplantlari meristemoid olusumu, yine hipokotil ve kotiledon eksplantlar:
obeklenme olusumu ydniinden daha basarili bulunmustur.

Cizelge 4.4°e gore alt kiiltiir ortami (AKO) agisindan hormonsuz alt kiiltiirler kisa
kdk ybniinden p<0.001 seviyesinde, gercek kik ve dbeklenme yoniinden ise p<0.01
seviyesinde Snemli farklilik ortaya koymustur. Hormon i¢ermeyen alt kiiltiir ortamlarinda
kiiltiire alinan kalluslar en yiiksek kisa kik (% 10.63), gergek kk (% 6.34) ve 6beklenme
(% 38.13) ortalamalarmi meydana getirmistir.

Cizelge 4.14 besin ortamlar1 yoniinden incelendiginde; siirglin gelisimi harig
diger biitiin 6zellikler {izerinde p<0.001 seviyesinde ¢ok 6nemli farklilik ortaya ¢ikmistir,
En yiiksek embriyo olusumu 3. ortamda ( MS + 2 mg/L 2.4- D) % 6.25 ortalamayla
gergeklesmistir. Tek stirgiin gelisimi 10. ortamda (MS + 2 mg/L NAA+ 0.5 mg/L. BA)
% 1.56 ortalamayla meydana gelmistir.

Cizelge 4.14’e gore en yiiksek kisa kdk olusumu 2. ortamda ve 3. ortamda %
51.56 ve % 53.13 ortalama ile meydana gelmistir. Bu ortamlar sirastyla 2 ve 1 mg/L 2.4-
D igeren ortamlardir. En yogun uzun kok gelisimi BGD igermeyen kontrol ortaminda %
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37.50, 4. ortamda % 34.38 ve 5. ortamda % 37.50 ortalamalari ile elde edilmistir. 4. ve
5. ortamlarm igeriginde BGD olarak sirasiyla 1 ve 2 mg/L. NAA yer almaktadir (Cizelge
3.4). En yiiksek gergek kdk olusumu 5. ortamda (MS + 2 mg/LL. NAA) %53.13 oraninda
gergeklesmigtir. Meristemoid olusumu 3. ortamda (MS + 2 mg/L. 2.4-D) % 17.19
oraninda, Sbeklenme olusumu ise 2. ortamda (MS + 1 mg/L 2.4-D) % 82.81 ortalama
ile en yliksek ortalamayi olusturmustur.

Genotip B’den elde edilen kalluslardan meydana gelen morfolojik yapilarmn en
yiksek oranlardan olusturan ortamlar incelendiginde bunlarm sitokinin icermeyen
ortamlar oldugu ve BGD olarak sadece 2,4-D veya NAA’nin 1 veya 2 mg/L
konsantrasyonunu igerdikleri goriilmektedir.

Genotip B’de Uiglii interaksiyonlarin morfolojik olusumlar {izerine etkileri tipk
Genotip A’da oldugu gibi 3 farkh grupta degerlendirilmistir. Bunlar embriyo ve siirgiin
olusumu (Cizelge 4.15), koklenme (kisa, uzun, gergek kdk) (Cizelge 4.16) ile
meristemoid ve 6beklenme (Cizelge 4.17) olarak 3 farkl: ¢izelgede incelenmistir.

V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip B nin hipokotil, kotiledon,
bogum arasi ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindi1 35 besin ortamimndan elde edilen
kalluslardan embriyo ve stirgiin olusumlari iizerine iiglii interaksiyonlarin etkileri Cizelge
4.15te verilmistir.

Cizelge 4.15°deki liglii interaksiyonlar Genotip B’de embriyo olusumu iizerine
Pp<0.001 seviyesinde dnemli farklihk olustururken, siirgiin olusumlar: ydniinden 6nemli
farkhlik meydana getirmemistir. Ghazi vd. (1986), soya fasulyesinin olgunlasmamis
embriyolarindan somatik embriyogenesisin denemesinde  kotiledon eksplantindan
embriyolar1 elde etmislerdir. Genotip B’de de en fazla embriyo olusumu kotiledon
eksplantinda, daha sonra yaprak ve onu takiben de bogum arasi eksplantinda meydana
gelmistir. Hipokotilde hi¢ embriyo olusmamustir. En yiiksek embriyo olusumu kotiledon
cksplantinda 2. ve 12. ortamin hormonsuz alt Kiiltiirleri ile 3. ortamin hormonlu alt kiiltiir
ortaminda % 25 oraninda meydana gelmistir. Yaprak eksplantinda en yiiksek embriyo
olusumu (% 25) da yine 3. ortamin hormonlu alt kiiltiir ortamimda gergeklesmistir. Bogum
arasinda ise en yliksek embriyo olugsumu oran1 % 12.50 olup, 2. ortamm hormonsuz alt
kiiltlir ortaminda meydana gelmistir. Genotip B’deki embriyo olusumunun genel olarak
yine en fazla sitokinin igermeyen 2,4-D’li ortamlarda gergeklestigi s6ylenebilir.
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Cizelge 4.15. V. hispanica’da 11. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip B’nin hipokotil,
kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 35 besin ortaminda elde
izerine iiglii interaksiyonlarin

edilen kalluslardan embriyo ve siirgiin olusumu

(eksplant*uygulama*alt kiiltiir ortami) etkileri

incelenen Ozellikler
BO* [ AKOY Embrivo (%) Siirgiin (%)
Hipoko- | Kotile- Bogium Hipo- Kotile- Bogum
til don Arasi Yaprak kotil don Arasi Yaprak
(sz- 0* 000 ¢ 0.00 c 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
rol) I' 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 c| 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0 0.00 ¢ 25 a 12,50 0.00 ¢| 0.0 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 25 a 0.00 25 a| 0.00 0.00 0.00 0.00
4 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 c¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
6 1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
; 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 000 ¢| 0.0 0.00 0.00 0.00
0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.0 0.00 0.00 0.00
. 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 c| 0.0 0.00 0.00 0.00
9 0 000 ¢ 0.00 c 0.00 0.00 ¢| 0.0 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
10 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 000 c| 0.00 0.00 0.00 0.00
! 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢c| 0.0 0.00 0.00 12.50
" 0 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
» 0 0.00 ¢ 25 a 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
13 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
] 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
5 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.0 0.00 0.00 0.00
0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
16 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢c| 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 c¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
17 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢| 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 ¢|  0.00 0.00 0.00 0.00
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Cizelge 4.15%in devanm

18 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 06.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

19 0 0.00 ¢ 0.00 ¢ 000 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 c 000 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

20 0 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

21 0 000 ¢ 0.00 ¢ 000 [ 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

2 0 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 0.00 c¢ 0.00 [ 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

23 0 0.00 ¢ 000 ¢ 0.00 [ 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 [¢ 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

24 0 000 ¢ 000 c 0.00 c 000 ¢ | 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

25 0 0.00 c 000 ¢ 000 [ 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 000 ¢ 000 [¢ 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

26 0 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 0.00 c 0.00 0.00 0.00 0.00
! 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 000 c 0.00 0.00 0.00 0.00

27 0 000 ¢ 000 ¢ 000 [ 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
I 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 000 c 0.00 0.00 0.00 0.00

28 0 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 1250 b 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 000 c 0.00 0.00 0.00 0.00

29 0 000 ¢ 000 ¢ 000 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
I ]000c 000 ¢ 000 ¢ 000 c| 000 0.00 0.00 0.00

30 0 0.00 ¢ 000 ¢ 000 [ 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 1250 b 0.00 0.00 0.00 0.00

31 0 0.00 ¢ 000 ¢ 0.00 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 000 ¢ 000 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

2 0 0.00 ¢ 000 ¢ 000 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 ¢ 000 ¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

33 0 0.00 ¢ 000 c¢ 0.00 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

34 0 000 ¢ 000 ¢ 000 c 000 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 ¢ 0.00 c 0.00 c 0.00 0.00 0.00 0.00

35 0 000 ¢ 000 ¢ 000 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00
1 000 ¢ 000 c¢ 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 0.00 0.00 0.00

0.0007 0.4831
P ek 3k ad
*: BO=Besin Ortam, ¥ : AKO= Alt Kultiir Ortams, %: 0= Hormonsuz Alt Kaltir Ortamu, t: 1= Hormonlu Alt Kiiltir Ortami

Siirgiin gelisimi sadece yaprak eksplantinda 10. (2 mg/L NAA+ 0.5 mg/L BA)
ortamin hormonlu alt kiiltiiriine alinan ortamda %12.50 oraninda elde edilmistir. Genotip
B dekotiledon ve yaprak eksplantinda olusan embriyo geligimlerini gosteren resimler
Sekil 4.6’da verilmistir.
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a b

Sekil 4.6. Genotip B’deolusan embriyo gelisimleri: a) 12.ortamin (MS + 1 mg/L 2,4-D +
1 mg/LL BA) hormonsuz alt kiiltiir ortaminda kiiltiire alinan kotiledon eksplantinda
meydana gelen embriyolarin geligimleri; b) 28.ortamin (MS + 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L
TDZ) hormonsuz alt kiiltiir ortaminda kiiltiire alman yaprak eksplantinda meydana gelen
globular embriyolarm geligimi

Genotip B’de farkli kok olusumlar iizerine tiglii interaksiyonlarin (eksplant*besin
ortamr*alt kiiltiir ortam) etkisi Cizelge 4.16°da verilmistir

Cizelge 4.16’ya gore Genotip B’de kisa kok ve uzun kdk olusumlar: ydniinden
Pp<0.001 seviyesinde, ger¢ek kok olusturma yoniinden p<0.05 6nem seviyesinde farklilik
meydana gelmistir.

Kisa kokiin en yogun olustugu eksplant tipi hipokotil olmustur. Bunu sirasiyla
kotiledon, yaprak ve bogum arasi izlemigtir. Hipokotil eksplantinda 2. ortamin
hormonsuz alt kiltiiriinde % 100, kotiledon eksplantinda 3. ortammn her iki alt kiiltiir
ortaminda % 100 ve yaprak eksplantinda yine 2. ortamm hormonsuz alt kiiltiir ortaminda
% 100 oraninda kisa k6k olugmustur. Bogum arasi eksplantinda Snemli seviyede kisa ksk
olusumu goriilmemistir. Genotip B’de kisa kok olusumu, tipki Genotip A’da oldugu gibi
sitokinin icermeyen, 2,4-D’li ortamlarda (1 veya 2 mg/L) tiim eksplant tiplerinde daha
etkili goziikkmektedir.
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Cizelge 4.16’ya gére en yiiksek uzun kék olusumu (% 75) hipokotil eksplantinda
BGD igermeyen kontrol ortammin hormonsuz alt kiiltiir ortaminda ve 4. ortammn (MS +
1 mg/LNAA) hormonlu alt kiiltiir ortaminda ve kotiledon eksplantmin 5. ortamin
hormonlu alt kiiltiir ortaminda gergeklesmistir. Oksinsiz NAA iceren ortamlarda uzun
kdk olusumunun tiim eksplantlar iizerinde etkili oldugu gériilmektedir. Ancak uzun kdk
olusumu miktar olarak en fazla yaprak eksplantinda ve daha sonra da sirastyla hipokotil,
kotiledon ve bogum arasi eksplantindan olugmustur.

Gergek kok olusumu hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda hormonsuz alt kiiltiire
alinan 5. ortamda (MS + 2 mg/I NAA) %100 ortalama ile en yiiksek sonucu vermistir.

Cizelge 4.16’ya gore gergek kok olusumu ydniinden de yine en fazla kéklenme
sirasiyla yaprak, hipokotil, kotiledon ve bogum arasi eksplantlarinda gergeklesmistir. En
yiiksek (% 100) kok olusumlar1 hipokotil ve kotiledon eksplantlarinm 5. ortamin
hormonsuz alt kiiltiir ortamlarinda kiiltiire alinan gruplarda elde edilmistir. Bu ortamn (
MS +2 mg/L. NAA) tiim eksplant tiplerinde en yiiksek gergek kiklenmeyi olusturabildigi
goriilmektedir. Genotip B’de herhangi bir BGD igermeyen kontrol ortaminda olusan
kaltus ve sags1 kdk gelisimlerine ait goriintii Sekil 4.7°de verilmistir.

Sekil 4.7. Genotip B’de herhangi bir BGD igermeyen kontrol ortaminda olusan kallus ve
sags1 kok geligimleri
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V. hispanica’da I1. grup kallus kiiltiirlerinde Genotip B nin hipokotil, kotiledon,
bogum aras1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 35 besin ortamindan elde edilen
kalluslarindan meristemoid ve obeklenme olusumu lizerine {iglii interaksiyonlarin
(eksplant*uygulama*alt kiiltiir ortamu) etkileri Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17ye gore iiglii interaksiyon Genotip B’de meristemoid ve beklenme
olusumu iizerine p<0.001 seviyesinde nemli farkhilik meydana getirmistir. En yiiksek
meristemoid olugumu % 50 olup hipokotil eksplantinda 2, kotiledon ve yaprak
eksplantlarinda ise 1 ortamda olugmustur. Meristemoid olugumu hipokotil, kotiledon ve
yaprak eksplantlarinda hemen hemen ayni yogunlukta gergeklesirken bogum arasi
eksplantinda ise daha az miktarda meydana gelmistir. Genel olarak Genotip B’de
meristemoid olusumu igin sitokininsiz 2,4-D’li ortamlarn tiim eksplant tiplerinde aha
etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17°deki 5beklenme olusumu incelendiginde; Genotip B’nin bek yapisi
olusturma bakimindan ¢ok rejeneratif oldugu sdylenebilir. Tiim eksplantlarda farkl
sayida ortamdan % 100 obeklenme olustugu goriilmektedir. Omegin hipokotilde 20,
kotiledon da 19, bogum arasinda 1 ve yaprak eksplantinda 5 ortamda %100 beklenme
meydana gelnmistir. Bu farkli ortamlar igin bir genelleme yapmak gerektiginde;
Obeklenmenin genel olarak 2,4-D’li ortamlarda daha yogun olustugu, bu ortamlar
arasindan ise sitokininsiz 2,4-D’li ortamlarin tiim eksplant tiplerinde ayn1 anda daha fazla
etkili oldugu sylenebilir.

Eksplantlar arasinda hipokotil ve kotiledon eksplanti baz1 eksplantlara gére daha
bagarili bulunmustur. Sekil 4.8°de Genotip B’de hipokotil eksplantlarindan elde edilen
bazi dbekli yap1 goriintiileri verilmigtir

Sekil 4.8. Genotip B’de hipokotil cksplantlarindan elde edilen bazi obekli yap:
goriintiileri
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Cizelge 4.17. V. hispanica’da 11. grup Kkallus kiiltiirlerinde Genotip B’nin hipokaotil,
kotiledon, bogum aras1 ve yaprak eksplantlarinin kiiltiire ahndig1 35 besin ortamindan
elde edilen kalluslarm  meristemoid ve obeklenme olusumu fizerine iiglii
interaksiyonlarm(eksplant*besin ortami*alt kiiltiir ortam) etkileri

Incelenen Ozellikler
BO™ | AKOY Meristemoid (%) Obeklenme (%)
Hipo- Koti- Bogum Bogum

kotil ledon Aras1 | Yaprak | Hipokotil | Kotiledon Arasi Yaprak
(K:m_ o 000 d 000 d 000 d 000 d 000 g 0.00 g 000 g 000 g
trot) I' 000 d 000 d 000 d 000 d 000 g 0.00 g 000 ¢ 000 g
2 0 000 d 2500 b 000 d 2500 b 100 a 100 a 62.50 b-d 100 a
1 000 d 2500 b 000 d 2500 b 75.00 a-c 100 a 2500 e-g 100 a
3 0 2500 b 5000 a 000 d 1250 ¢ 50.00 c-e 100 a 50.00 c-e 100 a
1 0.00 d 0.00 d 000 d 50.00 a 50.00 c-e 100 a 000 g 100 a
. 0 000 d 000 d 000 d 000 d | 5000 ce 2500 eg 000 g 2500 eg
! 000 d 000 d 000 d 000 d 000 g 0.00 g 000 g 1250 fg
5 0 0.00 d 000 d 000 d 0.00 d 2500 e-g  50.00 c-e 0.00 g 3750 d-f
1 50.00 a 000 d 000 d 1250 ¢ 2500 e-g 000 g 000 g 25.00 e-g
0 000 d 000 d 000 d 000 d 0.00 g 0.00 ¢ 000 g 000 g
6 1 000 d 000 d 000 d 000 d 0.00 g 0.00 g 000 g 000 g
7 0 0.00 d 0.00 d 000 d 0.00 d 100 a 100 a 3750 d-f 87.50 ab
! 000 d 0.00 d 0.00 d 0.00 d 5000 c-e 5000 c-e 5000 c-e 87.50 ab
3 0 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d 75.00 a-c 50.00 c-e 75.00 a-c 100 a
! 000 d 000 d 000 d 0.00 d 100 a 75.00 a-c 62.50 b-d 87.50 ab
5 0 000 d 000 d 000 d 000 d | 2500 eg 2500 eg 1250 fg 000 g
! 0.00 d 0.00 d 000 d 0.00 d 2500 e-g 5000 c-e 000 g 1250 fg
0 0 000 d 000 & 000 d 000 d 000 g 5000 c-e 000 g 2500 eg
! 000 & 000 d 000 d 000 d 000 g 100 a 000 g 000 g
. 0 000 d 000 d 000 d 000 d 0.00 g 0.00 g 000 g 000 g
! 000 d 000 d 000 d 000 d 0.00 g 0.00 g 000 g 000 ¢
12 0 0.00 d 0.00 d 000 d 0.00 d 75.00 a-c 100 a 50.00 c-e 2500 e-g
1 0.00 d 0.00 d 000 d 0.00 d 75.00 a-c 100 a 2500 e-g 6250 b-d
13 0 0.00 d 000 d 0.00 d 0.00 d 7500 a-c 100 a 62.50 b-d 5000 c-e
! 0.00 d 0.00 d 0.00 d 000 d 100 a 50.00 c-e 62.50 b-d 7500 a-c
14 0 0.00 d 000 d 000 4d 0.00 d 100 a 2500 e-g 2500 e-g 3750 d-f
! 000 d 000 d 1250 ¢ 000 d 100 2 2500 eg 2500 eg 000 g
15 0 0.00 d 000 d 000 d 000 d 2500 e-g 5000 c-e 000 g 0.00 g
1 0.00 d 0.00 d 000 d 0.00 d 50.00 c-e 50.00 c-e 000 g 1250 fg
16 0 0.00 d 0.00 d 0.00 d 0.00 d 000 g 000 g 000 g 000 g
! 000 d 000 d 000 d 000 d 000 g 000 g 000 ¢ 000 g
17 0 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d 100 a 100 a 12.50 fg 62.50 b-d
1 000 d 0.00 d 000 d 0.00 d 50.00 c-e 5000 c-e 37.50 d-f 2500 e-p
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Cizelge 4.17.’nin devami.

18 0 000 d 000 d 0.00 d 000 d| 100 a 100 a 75.00 ac  62.50 b-d
1 000 d 000 d 0.00 d 000 d|50.00 ce 75.0 a-<c 50.00 ce¢ 50.00 c-e
19 0 000 d 000 d 000 d 000 df50.00 ce 100 a 0.00 g 12.50 fg
1 000 d 000 d 000 d 000 d| 2500 eg 75.0 a-c 0.00 g 0.00 g
20 0 |000d 000d 000d 000 d|5000 ce 100 a 12.50 fg 0.00 g
! 000 d 0.00d 000 d 000 d|2500 eg 100 a 0.00 g 0.00 g
2 0 000 d 000 d 000 d 000 d| 000 g 000 g 0.00 g 0.00 g
] 000 d 000 d 000 d 000 d| 000 g 000 g 0.00 g 0.00 g
» 0 000 d 000 d 0.00 d 000 d| 100 a 75.0 a-c 75.00 ac 25.00 e-g
1 000 d 0.00 d 0.00 d 000 df75.00 a-c 75.0 a-c 50.00 ce 37.50 d-f
23 0 000 d 000 d 000 d 000 d| 100 a 100 a 75.00 a-c 0.00 g
1 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d| 100 a 75.0 a-c 50.00 c-e 0.00 g
24 0 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d|50.00 ce 75.0 a-c 0.00 g 0.00 g
] 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d|75.00 a-c 75.0 a-c 0.00 g 0.00 g
2% 0 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d| 000 g 0.00 g 0.00 g 0.00 g
000 d 000 d 0.00 d 0.00 d|50.00 ce 0.00 g 25.00 e-g 0.00 g
2% 0 000 d 000 d 000 d 000 d| 000 g 000 g 000 g 0.00 g
1 000 d 000 d 000 d 000 d| 000 g 0.00 g 0.00 g 0.00 g
27 0 000 d 000 d 000 d 000 d| 100 a 100 a 50.00 ce 1250 fg
1 000 d 000 d 000 d 000 d| 100 a 75.0 a-<c 25.00 eg 12.50 fg
28 0 000 ¢ 250 b 0.00 d 000 d| 100 a 50.0 ce 25.00 e-g 0.00 g
1 1000 d 000d 000d 000 d|l 100 a 75.0 a-c 50.00 ce 12.50 fg
29 0 1000 d 000 d 000 d 000 d|50.00 ce 000 g 0.00 g 1250 fg
I 1000 d 000 d 000 d 000 d|2500 e-g 0.00 g 0.00 g 0.00 g
30 0 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d|50.00 ce 0.00 g 0.00 g 0.00 g
1 000 d 000 d 000 d 0.00 d|50.00 ce 333 ef 0.00 g 0.00 g
31 0 000 d 000 d 0.00 d 000 d| 000 g 000 g 0.00 g 0.00 g
1 000 d 000 d 0.00 d 000 d| 000 g 000 g 0.00 g 0.00 g
32 0 000 d 000 d 000 d 000 d| 100 a 100 a 100 a 25.00 e-g
] 000 d 000 d 0.00d 000 d| 100 a 75.0 ac 0.00 g 37.50 d-f
33 0 000 d 000 d 000 d 000 d| 100 a 100 a 75.00 a-c 12.50 fg
] 000 d 000 d 000 d 000 d| 100 a 100 a 75.00 ac 2500 e-g
34 0 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d|50.00 c-e 0.00 g 0.00 g 0.00 g
1 000 d 000 d 000 d 000 d|50.00 ce 000 g 25.00 e-g 0.00 g
35 0 000 d 000 d 0.00 d 0.00 d| 0.00 g 250 dg 50.00 c-e 0.00 g
1 500 a 000 d 000 d 000 d| 100 a 0.00 g 25.00 e-g 0.00 g
P <.0001%** <.0001%**
*: BO=Besin Ortarm, ¥: AKO= Alt Kultir Ortami, 2: 0= Hormonsuz Alt Kaltir Ortamn, U 1= Hormonlu Alt Kaltir Ortami
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Calismada V. hispanica’nin kallus, embriyojenik kallus ve gesitli morfolojik
yapilari olusturma ydnlinden ¢ok yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu
belirlenmigtir. Bu tiiriin son derece rejeneratif oldugu daha énce Ari ve Biiyiikalaca
(2006) tarafindan da bildirilmistir. V. hispanica’nin yiiksek rejenerasyon yeteneginin
bitkinin igerisindeki i¢sel hormon seviyesinin yiiksekliginden kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte, in vitro kosullarda V. hispanica 'nin 6zellikle igsel oksin
diizeyinin kallus olusturma ySniinden yiiksek olmasina ragmen olusacak kalluslarin
embriyojenik karakter kazanabilmesi ve farkli morfolojik olusumlari meydana
getirebilmesi igin mutlaka digsal hormon takviyesine ihtiyag duydugu belirlenmistir.
Bundan sonra farkli genotiplerde yapilacak ¢alismalarda V. hispanica’nin fitokimyasal
igeriklerine gdre her genotipin, her bir eksplantinin farkl tipte ve seviyede i¢sel hormon
tasidig1 ve bunlarin her gesit in vitro rejenerasyon galigmasinin sonuglari iizerinde dnemli
etkilerde bulunacag: dikkate alinmahdir. Buna gére farkli genotiplerde farkli BGD
kombinasyonlarinin optimizasyonu gerekli olabilir.

Cahsmada alt kiiltiir ortamlari; hem Genotip A hem de Genotip B’de olusan
kalluslardan meydana gelen embriyojenik kallus ve morfolojik yapilar {izerinde
istatistiksel olarak ¢ok nemli farklhiliklara neden olmamistir. Genel olarak eksplantlarin
ilk kiiltiire alindiklar1 ortamda olusan kalluslarin daha sonra aktarildiklar: hormonsuz alt
kiiltiir ortamlarinda nisbeten daha iyi sonuglarin alindig1 kabul edilebilir.

Sonug¢ olarak; bir¢ok besin ortaminda V. hispanica’nin tim eksplantlarinda
yiiksek oranda kallus olugsa bile, tiim eksplantlarda bu kalluslara embriyojenik karakter
kazandirabilmek i¢in MS + 2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L TDZ igerigine sahip ortamin
kullanilmasinin son derece etkili oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinda literatiirde heniiz ele alinmamis bir konu olan Vaccaria
hispanica’da somatik embriyogenesis ile ilgili olarak somatik embriyogenesisin ilk
basamagi olan embriyojenik kalluslarin elde edilmesi amaglanmigtir, Bu amagla biri
nigasta (Genotip A), digeri saponin (genotip B) i¢erigi yoniinden yiksek iki V. hispanica
genotipinin in vifro kosullarda tohumdan yetistirilen stok bitkilerine ait hipokotil,
kotiledon, bogum arasi ve yaprak eksplantlar1 iki ayr1 grup denemede &ncelikle kallus
olusturmak iizere killtiire ahnmistir. 1. grup denemelerde; Genotip A’nin hipokotil,
kotiledon ve bogum arasi eksplantlart MS ve NN bazal besin ortaminda olusturulan 8
besin ortami uygulamasinda kiiltiire alinirken, yine Genotip A’nin yaprak eksplantlar:
bazal besin ortami MS olan 29 ortamda kiiltiire alinmigtir. 1. grup kallus denemelerinin
bulgular1 1s18inda 1I. grup kallus denemelerine yon verilmis ve kapsami genisletilerek,
Genotip A ve Genotip B’nin hipokotil, kotiledon, bogum aras1 ve yaprak eksplantlarindan
her biri bazal besin ortami1 MS olan 35 farkh besin ortami uygulamasinda kiiltiire alinmus,
daha sonra bu ortamlarda olusan kalluslarin yaris1 hormonlu, yarisi hormonsuz alt kiiltiir
ortamlarina aktarilmistir. Besin ortamlarinin iki V. hispanica genotipinin farkls
eksplantlarinda meydana getirdigi kallus, embriyojenik kallus, farkl kallus 6zellikleri ve
kalluslarin gesitli morfolojik yapilari olusturma iizerine etkileri gerek genotip, gerek
eksplant, gerek besin ortami ve gerekse alt kiiltiir ortami bazinda arastirilmistir. Tez
calismasinda kurulan tiim denemelere ait sonuglar asagida 6zetlenmistir:

e Genotip A’ya ait hipokotil, kotiledon ve bogum arasi eksplantlarinmn kiiltiire
ahmdig1 1. grup kallus denemelerinin 1.grubunda eksplant tipleri ve besin
ortamlarindan bagimsiz sekilde, bazal besin ortami olarak MS ve NN ortamlarinin
kullanildig1 denemelerde; MS ortamn hem toplam Kallus (% 99.5) hem de
embriyojenik kallus (% 52.60) olusturma yoniinden daha bagarili bulunmustur.
Siirglin olugsumu sadece MS ortaminda meydana gelmistir. MS ortami ayrica V.
hispanica da karakteristik olarak yaygin sekilde goriilen kisa kdk (sags1 kok)
ozelligi yoniinden 3.5 kat, Sbeklenme odzelligi yoniinden ise 2.5 kat daha fazla
oranda NN ortamindan daha etkili bulunmustur. Genel olarak MS ortami kallus
ozellikleri tizerinde NN ortamina gére daha yiiksek ortalamalar olusturmustur. Bu
nedenle I1. grup kallus denemelerine MS ortami ile devam edilmistir.

e L grup kallus denemelerinin 1. grubunda bazal besin ortami — eksplant — besin
ortamindan olusan lg¢lii interaksiyonlarin etkisinde; 6 farkli interaksiyon
kosulunda hipokotillerden % 100 oraninda embriyojenik kallus olusmustur. En
ylksek uzun ve gergek kok oranlari da yine hipokotil eksplantlarinda, ancak MS
in kontrol ortaminda gergeklesmistir. Bu durum V. Aispanica’nm A genotipinde
hipokotil eksplantlarinin igsel oksin diizeyinin yitksek oldugunu ortaya
koymaktadir. Ote yandan 1. grup kallus denemelerinin 1. grubundaki tek siirgiin
olusumu ilging sekilde MS bazal besin ortam igerisindeki kontrol ortaminda
kiiltiire alinan bogum arasi eksplantlarindan % 37.50 oraninda gergeklesmistir. Bu
durum ise V. hispanica nin A genotipinde bogum arasi eksplantinin i¢sel sitokinin
igeriginin yliksek oldugunu gostermektedir.

e 1. grup kallus denemelerinin 1. grubunda hem MS, hem NN baz ortaminin hicbir
BGD ilave edilemeyen kontrol ortamlarinda ti¢ eksplant tipinden hemen hemen
% 100’e yakin kallus olugsmustur. Bu durum V. hispanica’nin igsel oksin
seviyesinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Ancak bu eksplantlardan bogum
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arast hem MS li hem de NN li kontrol ortaminda, kotiledon eksplant ise sadece
NN i kontrol ortaminda en fazla % 25 oraninda embriyojenik kallusa
doniismiistiir.

e Genotip A’ya ait yaprak eksplantinin 29 besin ortaminda kiiltiire alindigi 1. grup
kallus denemelerinin 2. grubunda; kallus olugturma yéniinden kontrol dahil 25
ortamda % 100 oraninda kallus meydana gelmistir. Embriyojenik kallus ydniinden
ise bu ortamlar arasinda en yiiksek oran (% 100) hem 1. ortamda (MS + 1 mg/L
2,4-D) hem de 2. ortamda (MS + 2 mg/L 2,4-D) gergeklesmistir. Bu iki ortamda
ayrica en yiiksek oranda kisa kok, meristemoid ve Sbeklenme olusumlar1 da
meydana gelmis olup, dolayisiyla sitokininsiz 2,4-D igeren ortamlarin yaprak
eksplantinda embriyojenik kallus, kisa kdk, meristemoid ve &beklenme yapisi
olusturmada maksimum etkiye sahip oldugu kabul edilebilir. Besin ortamlarindan
10 ortamda hi¢ embriyojenik kallus olugsmamis, kontrol ortaminda ise hem % 25
oraninda embriyojenik kallus hem de % 12.5 oranlarinda kisa, uzun ve gergek
kokler olusmustur. Bu durum V. hispanica’nin BGD icermeyen kontrol ortaminda
bile % 100 Kkallus olusturuken, bunlarm Y’iiniin embriyojenik kallusa
doniistiigiinii, dolayisiyla V. hispanica’min A genotipinde yaprak eksplantmin
kallus, olusumunu tesvik edecek diizeyde i¢sel oksin diizeyine sahip oldugunu
ortaya koymaktadir. Ote yandan, embriyojenik kallus olusturan ortamlarm hig
birisinden embriyo olusumu gergeklesmezken, 11. ortamda (MS + 2 mg/L NAA
+ 1 mg/L BA) % 6.25 oraninda siirgiin olusmustur.

* Genotip A ve Genotip B’ye ait hipokotil, kotiledon, bogum aras1 ve yaprak
eksplantlarinm kiiltiire alindig1 I1. grup kallus denemelerinde; genotipler eksplant
tipleri ve besin ortamlarindan, eksplant tipleri genotipler ve besin ortamlarindan,
besin ortamlar: ise genotipler ve eksplantlardan bagimsiz olarak embriyojenik
kallus olusturma yoniinden p<0.001 diizeyinde onemli farkliliklar ortaya
koymustur. Genotipler arasindan Genotip A Genotip B’den, eksplantlar arasindan
kotiledon diger eksplantlardan embriyojenik kallus olusturma yoniinden daha
basarili bulunmustur. 35 besin ortami arasindan 8., 18., 28. ve 32. ortamlar,
toplam kallus olusturma y&niinden en yliksek oranda (% 100) kallus meydana
getirmistir. Bu ortamlarin ortak 6zellikleri; igeriklerinde ¢ogunlukla 2 mg/L
konsantrasyonda 2,4-D’nin bulunmasidir. Embriyojenik kallus olusturma
ybniinden ise 23. ortam ve 28. ortam en yiiksek ortalamalar1 olusturmustur.

* Genotip A ve Genotip B’nin eksplantlarmin kiiltiire ahndig1 11. grup kallus
denemelerinde genotip — eksplant - besin ortamindan olusan {iglii
interaksiyonlarin etkileri toplam kallus ve embriyojenik kallus olusturma
ybniinden p<0.001 seviyesinde 5nemli sonuglar ortaya koymustur. Sonuglara gore
V. hispanica’nin kallus olusturma yoniinden tiim eksplantlarinin son derece
rejeneratif oldugu belirlenmistir. Embriyojenik kallus olugturma ydniinden en
basarili eksplant Genotip A’da hipokotil, Genotip B’de ise kotiledon olmustur.
Genotip A 10 besin ortaminda (9 ortamda hipokotil, 1 ortamda kotiledon
eksplantr) Genotip B ise 6 ortamda (tiimii kotiledon eksplant:) en yiiksek
embriyojenik kallus oranmni (% 100) olusturmustur. Her iki eksplantta birden %
100 embriyojenik kallus olusumu sadece Genotip A’da 23. ortamda (MS + 2 mg/L
2,4-D + 0.5 mg/L TDZ) meydana gelmistir. Bu sonu¢ I. grup denemelerinde
yaprak eksplantinda elde edilen sonuglarla da uyumludur.
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¢ 1L grup kallus denemelerinde yine figlii interaksiyonlarin p<0.001 diizeyindeki bir
etkisi olarak; higbir BGD’nin kullamimadig: kontrol grubunda ise tipk1 1. grup
kallus denemelerinde oldugu gibi tiim eksplant tiplerinde % 100’e yakin kallus
olusurken, bunlardan yine sadece bogum arasi ve yaprak eksplantlarindan belli
oranlarda embriyojenik kallus olusmustur. Dolayisiyla V. hispanica’nin hem A
hem de B genotiplerinde igsel oksin diizeyinin kallus olugturma yoniinden yiiksek
oldugu, ancak bu kalluslarin embriyojenik karakter kazanabilmesi igin digsal
hormon takviyesine ihtiya¢ duydugu ifade edilebilir.

o II. grup kallus denemelerinde genotiplerin tiim eksplantlarinda en yiiksek oranda
embriyojenik kallus olusturan ortak bir ortam belirlenmesi yoniinden; Genotip A
icin 23. ortam hipokotil (% 100), kotiledon (% 100), bogum arasi (% 87.50) ve
yaprak (% 75) eksplantlarinim tiimiinde en yiiksek embriyojenik kallus olusumunu
tesvik eden tek ortam olarak belirlenmistir. Genotip B’de kotiledon (% 100),
hipokotil (% 75) ve yaprak (% 75) eksplantlarindan aym anda en yiiksek
embriyojenik kallusu 28. ortam, bogum arasi (% 75) eksplantinda ise 23. ortam
saglamaktadir. Dolayisiyla hem Genotip A, hem de Genotip B’nin tiim
eksplantlar: tizerinde embriyojenik kallus yoniinden ayni anda etkili en basarili
ortamlarin 6ncelikle 23. ortam (MS + 2 mg/L 2.4-D + 0.5 mg/L TDZ) daha sonra
da 28. ortam (MS + 2 mg/L 2.4-D + 1 mg/L TDZ) oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle V. hispanica’da kiiltiire alinan her iki genotipin tiim eksplantlarindan
olusturulacak kalluslara embriyojenik ozellik kazandirilmasi igin hazirlanacak
ortamlarda oksin olarak 2,4-D ve sitokinin olarak TDZ nin belirli
kombinasyonlarda kullanilmasmnmn etkili oldugu ortaya ¢ikmistir.

e II. grup kallus denemelerinde ilging bir sonug olarak; hem Genotip A’da hem de
Genotip B’nin tiim eksplantlarinda 6., 11., 16., 21., 26. ve 31. ortamlarda olduk¢a
yilksek oranlarda kallus olusmasma ragmen bunlarin higbirisi embriyojenik
kallusa ve herhangi bir morfolojik yapiya doniismemistir (p<0.001). Bu
ortamlarin ortak Szellikleri ise oksinin hi¢ eklenmedigi, sadece sitokinin igeren
ortamlar olmalaridir. Bu nedenle oksin olmaksizin ortama sadece sitokinin
eklenmesinin; V.  hispanica’da muhtemelen igsel oksin seviyesinin
yiksekliginden kaynaklanan sebeple kalluslari olusturabildigi, ancak bu
kalluslarin embriyojenik kallusa déniismeleri ve herhangi bir morfolojik yap:
olusturmalar1 tizerinde olumsuz etkide bulundugu ifade edilebilir.

¢ L. grup denemeleri ile II. grup deneme sonuglarmni en yiiksek embriyojenik kallusu
olusturan ortak ortami belirleme yoniinden kiyaslamak gerektiginde ve bunun igin
sadece Genotip A’nin sonuglar1 dikkate alindiginda; hipokotil, kotiledon ve
bogum arasi eksplantlar1 agisindan I. grupta 5. ortam ile 11. grupta 3. ortam ayni
igerige sahip olup, bu icerik MS + 2 mg/L 2,4-D den olugmaktadir. Yaprak
eksplant: agisindan ise 1. grupta 18. ortam, II. grupta 3. ve 23. ortam en yiiksek
embriyojenik kalluslar1 olugturmustur. 3. ortamin igerigi yukarida belirtilmis
olup, 18. veya esdegeri olan 23. ortamin igerigi ise MS + 2 mg/L 2,4-D + 0.5
mg/L TDZ igeriginden olugsmaktadir.

e 1L grup denemelerde meydana gelen morfolojik yapilara gelince; en yiiksek
embriyo ve meristemoid olusumu hem Genotip A hem de Genotip B’de 3.
ortamda (MS + 2 mg/L 2,4-D) meydana gelmistir. En fazla embriyo olusumu
miktar olarak Genotip A da yaprak, Genotip B de ise kotiledon ve onu takiben
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yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. En fazla meristemoid ise her iki genotipte
ortak olarak yaprak eksplantlarinda olugmugtur.

¢ En fazla siirgiin olusumu Genotip A da BGD igermeyen kontrol ortaminda kiiltiire
alinan bogum arasi eksplantlarinda, Genotip B de ise 10. ortamda (MS + 2 mg/L
NAA + 0.5 mg/L BA) Kkiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda gergeklesmistir.
Siirgiin olusumu ile ilgili Genotip A’da elde edilen benzer bir sonucu hatirlatmak
gerekirse; I. grup kallus denemelerinin 1. grubunda da yine Genotip A’da bogum
arasi eksplantlarindan siirgiin elde edilmistir.

¢ Kisa (sags1 = hairy) kk olusumu ve Sbeklenme yapist her iki genotipte en yogun
sekilde 2. ortamda (MS + 1 mg/L 2,4-D) kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda
gergeklesmistir, Kisa kok olusturma y6niinden en aktif eksplant hipokotil iken en
az tepkili eksplant her iki genotipte de bogum arast olmustur. Uzun ve gergek kok
olusumu y&niinden en aktif eksplant her iki genotipte de 4. ortamda (MS + 1 mg/L
NAA) ve 5. ortamda (MS + 2 mg/L NAA) kiiltiire alinan yaprak eksplantlar
olarak belirlenirken, bogum arasi eksplantlar1 her iki genotipte en az tepkili
eksplantlardir. Kok gelisimleri ile ilgili olarak; hem Genotip A hem de Genotip
B’de kisa kok olusumunda tiim eksplantlar iizerinde en yiiksek ortalamalarin
genel olarak sitokininsiz 2,4-D’li ortamlarda, uzun ve ger¢ek kék olusumiarmin
ise oksinsiz NAA igeren ortamlarda olustugu dikkat ¢ekmektedir. Bu galismada
¢lde edilen kdklenmelere ait bulgularin, igerik ydniinden zengin V. hispanica’da
ileride yapilabilek in vitro sekonder metabolit ¢calismalarinda faydali olabilecegi
diistiniilmektedir. Obeklenme olusumunun da her iki genotipte biiyiik oranda
sitokininsiz ancak oksin olarak 2,4-D igeren ortamlarda meydana geldigi sonucu
¢ikartilabilir.

e Al kiiltiir ortamlar;; hem Genotip A hem de Genotip B’de olusan kalluslardan
meydana gelen embriyojenik kallus ve morfolojik yapilar iizerinde ¢ok &nemli
farkliliklara neden olmamistir. Genellikle eksplantlarn ilk kiiltiire alindiklar
ortamda olusan kalluslarin sonradan aktarildiklari hormonsuz alt kiiltiir
ortamlarinda nisbeten daha iyi sonuglarin alindigi ifade edilebilir.

* Sonug olarak; V. hispanica’nin kallus, embriyojenik kallus ve gesitli morfolojik
yapilar1 olusturma y&niinden gok yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu kapasite; higbir hormonun kullanilmadigi kontrol ortamlarinda
bile ¢ok yiiksek kallus ve Szellikle kdk yapilarinin olugmasi nedeniyle, biiyiik
ol¢tide V. hispanica’nin ylksek oldugu tahmin edilen i¢sel hormon seviyelerinden
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, birgok besin ortaminda V. hispanica’nin
tiim eksplantlarinda yiiksek oranda kallus olugsa bile, tiim eksplantlarda bu
kalluslara embriyojenik karakter kazandirabilmek igin MS + 2 mg/L 2.4-D + 0.5
mg/L TDZ igerigine sahip ortamin kullanilmasmin son derece etkili oldugu tespit
edilmisgtir.
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