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ON SOZ
Cagimiz bilgi alisverisi (enformasyon) c¢agidir. Bilisim ve iletisim
teknolojilerindeki gelisim insanlik tarihinde toplumsal, ekonomik ve
bilimsel degisimin yoniinii yeniden belirlemektedir. Son derece hizli
gelisen bu teknoloji tarimi da biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Tarimsal
arastirmalar yapan bilim insanlarinin yeni projeler ve mevcut
arastirmalart ile ilgili fikirleri paylagsmak icin ortak bir platform
olugmasi ihtiyact dogrultusunda olusturulan bu kitabin, gelecekteki
arastirmalara 151k tutmasini ve bilim diinyasina onemli katkilar
sunmasmi  diliyorum. Kitapta, Bahce Bitkileri ve Tarla
Bitkileri’nden 15; Bitki Koruma’dan 7; Tarim Ekonomisi, Tarimsal
Biyoteknoloji ve Biyometri’den 5; Peyzaj Mimarliginda 3; Organik
Tarim’dan 4; Tibbi ve Aromatik Bitkiler’den 3; Toprak Bilimi ve
Bitki Besleme’den 4; olmak iizere toplam 41 makaleye yer
verilmigstir. Kitabin ortaya ¢ikmasinda yazilari ile katkida bulunan
yazarlara ve yazilarin degerlendirilmesinde hakem olarak degerleri
gorlslerini aldigim meslektaglarima tesekkiir eder, ¢alismalarinda

basarilar dilerim.

Nurhan KESKIN
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UYARI

Kitapta boliim i¢in gonderilen yazilar i¢in yazarlara telif iicreti 6denmez.
Yazarlar yayimlanmak {izere gonderdikleri yazi/larinda herhangi bir telif
hakkini ihlal etmediklerini, yazilarin herhangi bir karalama, yipratma
amach veya sahislarin 6zel hayatimin gizliligini ihlal eden bir nitelik
tasimadigini kabul etmektedirler. S6z konusu sartlara ragmen yazinin
yayimlanmasindan sonra herhangi bir kanuni takibat olmasi durumunda
Yayinevi, editor ve hakem kurulu degil, makalenin yazar veya yazarlar
sorumludur. Hukuki siirecte olusabilecek maddi zarar ile dava ve savunma
masraflarin1 karsilamak da yazarlarin yiikiimliiliigiindedir.
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Karaerik Uziim Cesidinin
in vitro Rejenerasyon Potansiyelinin Belirlenmesi

Nurhan KESKIN

Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimii, 65080,
Van, Tiirkiye

keskin@yyu.edu.tr

GIRiS

Bugiin biyoteknoloji alaninda meydana gelen gelismeler 1slah
stireclerinin kisaltilmasi ve erken seleksiyona olanak sunmasi bakimidan
oldukca degerlidir. Aseptik kosullarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin
bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, silispansiyon veya kallus
hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal
meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel
iiriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesi (Babaoglu ve ark., 2001) olarak
tanimlanan bitki doku kiiltiirlinlin, biyoteknolojik yoOntemler iginde
Oonemli bir yeri vardir. Asma 1slah ¢aligmalarinda, biyoteknolojik
yontemlerin yiiksek diizeyde kullanilabilmesi igin, etkin bir in vitro
rejenerasyon sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Anter (Martinelli ve ark.
2001; Lopez-Perez ve ark. 2005; Cutanda ve ark. 2008; Zhang ve ark.
2009), olgunlasmamis oviil (Xu ve ark. 2005), olgunlagsmamis ¢icek
(Lopez-Perez ve ark. 2005; Cutanda ve ark. 2008; Acanda ve ark. 2013),
yumurtalik (Lopez-Perez ve ark. 2005), yaprak (Passos ve ark. 1999;
Keskin ve Kunter 2007; Keskin ve Kunter 2008), yaprak sap1 (Tassoni
ve ark. 2005), bogum ve gdvde parcalar1 (Jaskani ve ark. 2008; Chao ve
ark. 2015), siiliik (Salunkhe ve ark. 1997) Asma’da in vitro rejenerasyon
kaynagi olarak yaygin kullanilan eksplant tipleridir. Ancak genotip ve
eksplant tipine gore elde edilen bagariin ¢ok degisken olmasi nedeniyle,
1slah galigmalarina baslamadan 6nce mutlaka kullanilabilir 6zellikte bir
rejenerasyon sisteminin olusturulmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismanin amaci eksplant kaynagi olarak olgun Asma
yapraklarindan etkin bir kallus olusumu ve bitki rejenerasyon sistemi
gelistirmektir.  Bu  amagla c¢alismada, farkli  bitki  biiylime
diizenleyicilerinin ve dozlarinin, Karaerik iiziim ¢esidinin kallus olugumu
ve bitki rejenerasyonu iizerine etkileri aragtirilmustir.
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MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Caligmanin  bitkisel materyalini iilkemizin zengin asma gen
potansiyeli igerisinde Erzincan ilinin ekolojisi ile 6zdeslesmis siyah
sofralik bir iiziim ¢esidi olan “Karaerik™ olusturmaktadir.

Yontem
Eksplant eldesi

Karaerik iiziim ¢esidinden iiriin budama déneminde alinan c¢elikler
8/16 saat aydinlik/karanlik (fotoperiyot) kosullarda, 25°C sicaklikta iklim
odasinda siirdiiriilmiigtiir. Stiren siirglinlerden her bir tek adventif goz
iceren eksplantlar 1-2 damla 0.01°’lik Tween 20 ve %10’luk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi (%0.5 NaOCl) ile 15 dakika dezenfekte edilmis, 5
dakikadan az olmayacak sekilde 3 kez steril saf su ile durulanmistir. In
vitro bitkiciklerin elde edilmesi amaciyla hazir MS (Murashige ve Skoog,
1962) yar1 kat1 temel besin ortami kullanilmistir. Litreye 4.4 g, katilarak
hazirlanmis olan ortamin pH degeri 5.7°ye ayarlanmistir. Biiylimeyi
diizenleyici madde olarak, siirgiin gelisimini artirict 1.0 mg L' BAP
eklenmistir. Sakkaroz (%3) ve agar (%06) ilave edilen besin ortamlari
otoklavda (121°C’de 20 dakika) sterilize edilmistir. Kiiltiire alinan tek
bogum eksplantlar1 8/16 fotoperiyot ve 25°C’de inkiibe edilmis,
calismada kullanilacak yeterli eksplant sayisina ulagsana kadar alt kiiltiire
alma islemine devam edilerek in vitro bitkicikler elde edilmistir.

Rejenerasyon

In vitro ortaminda gelisen bitkiciklerden yaprak pargaciklar1 0.5, 1.0,
1.5,2.0 ve 25 mg L BAP ile 0, 0.05 ve 0.1 mg L-1 NAA iceren MS ve
NN Nitsch ve Nitsch (1969) ortamlarinda kiiltiire alinarak rejenerasyona
tesvik edilmislerdir. Hazir ticari besin ortamlarindan MS 4.4 g tartilarak
ilave edilmis ve bu ortama 30 g L sakkoroz eklenmistir. NN ise litreye
2.18 g tartilarak eklenmis ve bu ortama 20 g L sakkaroz ilave edilmistir.
Her iki ortamm da pH’s1 5.7°ye ayarlanarak 7 g L agar eklendikten
sonra otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edilmistir. Her kiiltir
kabina on adet yaprak ayasi1 olacak sekilde eksplantlar kiiltiire alinmis ve
her bir uygulama icin on adet kiiltiir kab1 kullanmilmistir. Kiiltiirler
25°C’de 15 giin karanlik ortamda tutulduktan sonra 8/16 saat fotoperiyot
ve 25°C’de 30 giin inkiibe edilmistir.

Incelenen ozellikler

Kiiltiirlerde dikimden sonraki dordiincii haftanin sonunda asagidaki
ozellikler incelenmistir:
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Rejenere eksplant orant (%): Rejenerasyon gosteren eksplant sayisinin
yasayan eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir.

Kallus olusturan eksplant sayist (adet): Yasayan eksplantlardan kag
tanesinin kallus olusturdugu sayilarak elde edilmistir.

Kallus kalitesi (%):

1. Tip Kallus: Beyaz, sar1 renkli, sert kirilgan yapida saglikli
goriiniimdeki kalluslar.

2. Tip Kallus: Sarimsi kahve ya da kahverenginin degisik tonlari,
sulu yumusak, kolay dagilabilen ya da beyaz pamuksu sagliksiz
goriiniime sahip kalluslar.

Kallus olugturma orani (%): Kallus olusturan eksplant sayisinin yasayan
eksplant sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir (Aykanat, 2016).

Calisma sonucunda elde edilen degerlerde istatistik analiz yapilmamis
ve sonuglar doku kiiltlirii ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan %
degerleri lizerinden ifade edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Karaerik iiziim ¢esidinin rejenerasyon potansiyelini  belirlemek
amaciyla iki farkli bliylimeyi diizenleyici madde (NAA, BAP) igeren iki
farkli ortamda (NN ve MS) kiiltiire alinmig yaprak ayasi eksplantlariin
dikimden sonraki onbes giin iginde hacimlerinin arttigi gozlenmistir.
Dikimi takip eden 20. giinden itibaren kalluslar, indirekt (I) adventif kok
olusumu gosterirken, bir kisminin herhangi bir gelisme gostermeden ayni
kaldig1 ya da kahverengileserek canliliklarini kaybettikleri goriilmiistiir.
Degerlendirmeler yasayan eksplantlar {izerinden yapilmustir.

Yasayan eksplant sayist (adet): En yiiksek yasayan eksplant sayisi 94
adet ile 0.05 mg L' NAA + 1.0 mg L? BAP igeren NN ortaminda
kaydedilmis ve NN ortaminin MS ortamina goére daha iyi sonug verdigi
gozlenmistir (Cizelge 1).

Rejenere eksplant oram (%). En yiiksek rejenerasyon orani NN
ortaminda %76.6 ile 0.05 mg L' NAA + 1.0 mg L* BAP; MS ortaminda
ise %50.6 ile 0.05 mg Lt NAA + 1.5 mg L* BAP konsantrasyonlaridan
elde edilmistir (Cizelge 1). Rejenerasyon sadece adventif kok olusumu
seklinde gergeklesmis, adventif siirglin olusmadigindan bitkiye doniisiim
elde edilememistir Bu durumun genotip etkisinden kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Elde edilen sonuglara gore rejenere eksplant orani (%)
bakimimndan NN ortammin MS ortamina gére daha iyi sonug¢ verdigi
sOylenebilir.
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Cizelge 1. Karaerik izlim ¢esidinin rejenerasyon potansiyeli

- | E Sz | 2 2
5.k g5 |E2]Es =
= = ;,, §3 = 8 >34 2 X g =
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- ~ ~ [~ Q= = = B = =
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2 S °© = = = N4
zZ | < | T S% | =
@ > ¥ | I,
0 |05 88 0 0 0 0 0
0 [10]| 81 0 0 0 0 0
0 [ 15| 85 0 0 0 0 0
0 |20 80 0 0 0 0 0
0 |25 84 0 0 0 0 0
0.05 | 05 | 86 314 67 77.9 85.1 149
0.05 | 10 | 80 438 62 775 80.6 194
S [005[15] 81 50.6 66 8L5 72.7 213
0.05 | 20 | 88 318 70 795 771 229
0.05 | 25 | 90 36.7 79 87.8 75.9 24.1
01 [ 05| 80 45.0 64 80.0 67.2 328
01 [10] & 488 65 79.3 83.1 169
01 [15] 90 46.7 72 80.0 80.6 194
01 [20 ] 87 36.8 71 816 85.9 141
01 [25] & 46.3 65 79.3 738 262
0 [05] 89 0 0 0 0 0
0 [10] 85 0 0 0 0 0
0 [ 15[ 90 0 0 0 0 0
0 [20] 85 0 0 0 0 0
0 |25 83 0 0 0 0 0
0.05 | 05 | 88 614 74 84.1 92.0 8.0
0.05 [ 10 | 94 76.6 88 93.6 87.2 128
Z [005[ 15| 80 70.0 68 85.0 925 75
0.05 [ 20 | 92 63.0 88 95.7 90.2 9.8
0.05 | 25 | 87 66.8 76 874 90.8 9.2
01 [ 05| 85 64.7 71 835 92.9 71
01 [10 | 88 614 73 83.0 88.6 114
01 [15] 90 64.4 77 85.6 88.9 111
01 [20 | o4 65.5 66 78.6 89.3 107
01 [25] o 63.0 75 815 89.1 109

Kallus olusturan eksplant sayist (adet): En yiiksek Kallus olusturan
eksplant sayis1 88 adet ile 0.05 mg L' NAA + 1.0 mg L BAP ve 0.05
mg L NAA + 2.0 mg L™ BAP igeren NN ortaminda kaydedilmistir Bu
0zellik bakimmdan NN ortaminin MS ortamina gore daha iyi sonug
verdigi gdzlenmistir (Cizelge 1). Goktiirk Baydar (2000) ile Ozden ve
ark. (2008), yapmis olduklar1 calismalarinda NN ortamia degisik
konsantrasyonlarda NAA ve BAP ilave etmis olduklar1 eksplantlar
tizerinde yogun kallus olusumu goézlediklerini belirtmislerdir.
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Kallus olusturma orani (%) Kallus olusturma orani (%) bakimindan en
iyi konsantrasyon NN ortami i¢in 0.1 mg L* NAA + 2.0 mg L BAP
olarak saptanmig ve bu ortamda %95.7’lik bir basar1 elde edilmistir
(Cizelge 1). NAA ilave edilmeyip sadece BAP’mm degisik
konsantarsyonlarinin ilave edildigi her iki ortamda da rejenerasyon ya da
kallus olusumu meydana gelmemistir. Bunun nedeni olarak kallus
olusumunun siirekliligi ve gelisimi igin belli bir oksin-sitokinin
dengesinin saglanmasinin gerekliligi gosterilebilir (Goniilsen ve Ozcan,
1983).

Kallus kalitesi (%): Eksplanti g¢epecevre sarmis olan |. Tip kallus
olusumu agisindan en basarili sonuglar yine NN (0.1 mg L* NAA + 0.5
mg L BAP konsatrasyonu) ortamindan alimugtir I. Tip kallus olusumu
en yiiksek %92.9 oraninda meydana gelmistir (Cizelge 1).

Asmada in vitro rejenerasyon basarisi genel olarak genotip, eksplant
kaynagi, kiiltiir kosullar1 ve kiiltiir ortamlarina ilave edilen biiylimeyi
diizenleyici madde (oksin-sitokinin) konsantrasyonlarinin etkilesimine
bagh oldugundan (Ozden ve ark., 2008) genel bir doku kiiltiirii
rejenerasyon protokolii bulunmamaktadir. Onceki calismalarda eksplant
kaynagi olarak yaprak eksplantlarinin 6ne ¢iktigi goriilmektedir (Stamp
ve ark., 1990a ve Stamp ve ark., 1990b; Colby ve ark., 1991; Ozden ve
ark. 2008, Keskin ve Kunter, 2010). Calismada kullanilan bitki biiylimeyi
diizenleyici maddelerin (NAA ve BAP) farkli konsantrasyonlari ve
kombinasyonlarinin ele alinan 6zellikler bakimindan farkli etki yaptigi
belirlenmigtir. Calisma sonucunda incelenen tiim 6zellikler bakimindan
en iyi sonu¢ NN ortamma ilave edilen 0.05 mg L' NAA + 1.0 mg L*
BAP konsantrasyonundan elde edilmistir. Okiizgdzii ve Bogazkere {iziim
cesitlerinde rejenerasyon protokolii tizerine yapilmis bir ¢calismada NAA
ve BAP’1n farkli kombinasyonlarini igeren NN besin ortaminda dikilmig
yaprak eksplantlarindan her iki ¢esit i¢in de en yiiksek kallus olusumu
(%), kallus oran1 (%), ortalama adventif siirglin sayis1 (adet/eksplant) 0.5
mg LT BA ve 0.05 mg L? NAA igeren kiiltiir ortamlarindan elde
edilmistir (Ozden ve ark., 2008).

Calismada NN ve MS temel besin ortamlart kullanilmis olup,
incelenen tiim ozellikler bakimindan NN ortamimin MS ortamina gore
daha iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir. Benzer sekilde Biiyiikdemirci
(1997), Valiant, Chancellor ve St. Croix iiziim cesitlerinin in vitro
rejenerasyonu iizerine yapmis oldugu c¢aligmasinda NN ortaminin MS
ortamindan daha yliksek rejenerasyon yiizdesi olusturdugunu saptamustir.
Stiphesiz ki kullanilan besin ortamlari in vitro kiiltiirde basariy etkileyen
en Onemli faktorlerden birisidir (Stamp ve Meredith, 1988; Goktiirk
Baydar 2000; Goktiirk Baydar ve Cetin 2003; Ozden ve ark., 2008).
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SONUC VE ONERILER

In vitro kiiltiir teknikleri, bitki i1slahinda saglamis oldugu zaman ve
ekonomik kolayliklar nedeniyle tercih edilmekte ancak mutlak basari i¢in
rejenerasyonu etkileyen faktorlerin (besin ortamin bilesimi, sicaklik ve
151tk dereceleri, eksplant tipi, ortam ilave edilecek biiyiime
diizenleyicilerinin konsatrasyonu ve kombinasyonu) kesin olarak
bilinmesi ve uygun protokollerin hazirlanmas1 6nem kazanmaktadir. Bu
calismada, Karaerik iiziim ¢esidinin in vitro rejenerasyon potansiyeli
ortaya konmustur. Gelecek caligmalarda farkli eksplant kaynagi, farkli
besin ortamlari, farkli biiylimeyi diizenleyici maddeler ve farkli 151k
kaynaklarinin denenmesi 6nerilmektedir.
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