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OZET

ENDEMIK RICOTIA CARNOSULA BOISS. & HELDR. (BRASSICACEAE)’DA
IN VITRO REJENERASYON VE SENTETIiK TOHUM URETIMi

Melike DEMIR
Yiiksek Lisans, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Danisman: Dog¢. Dr. Esin ARI
Subat 2020; 95 sayfa

Ricotia carnosula Boiss. & Heldr. (Brassicaceae) zengin antioksidan igerigine
sahip, farmasétik potansiyeli tasiyan dnemli bir endemik bitkidir. Ayrica ¢esitli kiiltiir
veya islah calismalart ile desteklenmesi halinde, mevsimlik siis bitkisi olarak da
kullanilabilme 6zelligine sahiptir. Ancak, R. carnosula, IUCN (Nesli Tiikkenme Tehlikesi
Altinda Olan Tirlerin Kirmiz1 Bitkiler Listesi) kategorisine gore, LR-Ic grubunda,nesli
tehdit altinda bulunan tiirler arasinda yer almaktadir. Bu tez ¢alismasinda, stirdiiriilebilir
tiretim ve genetik kaynak muhafazasi yoniinden literatiirde heniiz yer bulamamis bir tiir
olan R. carnosula endemiginin somatik embriyogenesis veya organogenesis yoluyla
rejenerasyonunun saglanmasi ve boylece etkili in vitro klonal {iretim protokollerinin
ortaya konulmast amaclanmistir. Ayrica elde edilen somatik embriyolar1 enkapsiilasyon
uygulamalariyla sentetik tohumlara doniistiirerek, R. carnosula’nin in vitro muhafazasina
temel olusturmak hedeflenmistir. Eksplant olarak tohumlardan elde edilen in vitro
bitkiciklerin kotiledon ve hipokotilleri kullanilmistir. Rejenerasyon c¢alismalari igin
eksplantlarin her biri; oksin olarak IAA, 2,4-D ve NAA, sitokinin olarak TDZ, BA ve
Zeatinin ¢esitli konsantrasyon ve kombinasyonlarini iceren 73 farkli rejenerasyon
ortaminda kiiltlire alinmigtir. Caligmada iki eksplant tipi ve 73 farkli rejenerasyon
ortaminin tek baglarina ve birbirleri ile olan interaksiyonlarinin; eksplant tepkisi, toplam
kallus, embriyojenik kallus, organojenik kallus, antosiyanin olusumlari, direkt ve indirekt
yolla somatik embriyogenesis ile siirglin-kokii kapsayan organogenesis olusumlari
tizerine etkileri aragtirilmistir.

Calisma sonunda, R. carnosula tiiriiniin kallus olusumu, somatik embriyogenesis
ve organogenesis olusum potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
Ozellikle hicbir bitki gelisim diizenleyicisi (BGD) igermeyen kontrol ortamlarinda
somatik embriyo, siirgiin ve yogun olarak kdk yapilarinin gézlenmesi, R. carnosula’nin
kotiledon ve hipokotil dokularinda bulunan farkli endojen hormon seviyelerinin ne denli
yikksek oldugunu ortaya koymustur. Embriyojenik kallus olusumu yoniinden 73
rejenerasyon ortaminin ortalamasi1 olarak kotiledon eksplantlart (%30.1) hipokotil
eksplantlarindan (%12.8), organojenik kallus olusumu yoniinden ise hipokotil
eksplantlar1 (%11.9), kotiledon eksplantlarindan (%4.9) daha basarili bulunmustur. En
yiiksek direkt somatik embiyo olusumu (%37.5) 71. ortamda (1 mg/L Zeatin) kiiltiire
alinan kotiledonlarda olusurken, en yiiksek indirekt somatik embiyo olusumu (%75) 11.
ortamdaki (0.5 mg/L BA + 0.5 mg/L IAA) kotiledonlarda meydana gelmistir. En yiiksek
direkt organogenesis olusumu (%100) BGD igermeyen kontrol ortamindaki
hipokotillerden elde edilirken, en yiiksek indirekt organogenesis olusumu (%62.5) 2.



ortamda (I mg/L TAA) Kkiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda gerceklesmistir. Son
olarak, en yliksek somatik embriyo verimi (97 embriyo/petri) 58. ortamdaki (1 mg/L TDZ
+ 1 mg/L NAA) kotiledonlarda olusurken, en yiiksek siirgiin olusumu (78.5 siirgiin/petri)
71. ortamda (1 mg/L Zeatin) kiiltiire alinan hipokotillerden meydana gelmistir. Olusan
somatik embriyolarda yapilan farkli enkapsiilasyon uygulamalari arasinda ise %4’lik
sodyum aljinat ile beraber kullanilan 100 mM CaCl, kombinasyonu, sentetik tohumlarin
olusturulmasi i¢in en uygun kaplama ortami olarak belirlenmis ve daha sonra bu
ortamlardan elde edilen sentetik tohumlar %94’e varan oranda ¢imlendirilmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasi ile gelistirilen in vitro rejenerasyon ve sentetik tohum
protokollerinin, heniiz klonal bir iiretim protokolii bulunmayan ve yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya olan R. carnosula endemiginin, etkili sekilde klonal iiretim ve genetik
kaynak olarak uzun stireli in vitro muhafaza ¢alismalarma katki saglamasi
beklenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Embriyojenik kallus, Organogenesis, Ricotia carnosula,
Sentetik tohum, Somatik embriyogenesis

JURI: Dog. Dr. Esin ARI
Prof. Dr. Serpil GOK TANGOLAR
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ABSTRACT

IN VITRO REGENERATION AND SYNTHETIC SEED PRODUCTION IN
ENDEMIC RICOTIA CARNOSULA BOISS. & HELDR. (BRASSICACEAE)

Melike DEMIR
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
February 2020; 95 page

Ricotia carnosula Boiss. & Heldr. (Brassicaceae) is an important endemic plant
with a rich antioxidant content and pharmaceutical potential. It also has the feature of
being used as a seasonal ornamental plant if it is supported by various cultivation or
breeding studies. However, R. carnosula is among the endangered species in the LR-Ic
group, according to the IUCN (Red Plants List of Endangered Species) category. In this
thesis, it is aimed to improve an efficient in vitro regeneration protocol of R. carnosula
endemic, of which sustainable production and genetic resource conservation protocols
are absent in the literature, through somatic embryogenesis or organogenesis. In addition,
by transforming the obtained somatic embryos into synthetic seeds with encapsulation
applications, it is aimed to form a basis for R. carnosula’s in vitro cryopreservation. The
cotyledon and hypocotyls of in vitro seedlings developed from seeds were used as
explants. In regeneration studies each of the explants was cultured in each of 73 different
regeneration media consisting of 1AA, 2,4-D, NAA as auxins and TDZ, BA, Zeatin as
cytokinins in various concentrations and combinations. The effects of the explants and
regeneration media and their interactions on the response, the formations of total callus,
embryogenic callus, organogenic callus, anthocyanin, somatic embryogenesis and
organogenesis were investigated.

At the end of the study, it was concluded that R. carnosula has a very high
regeneration potential in terms of callus formation, somatic embryogenesis and
organogenesis. Especially in control medium without any plant growth regulator (BGD),
the observation of intense callus, somatic embryo, shoot and root structure formations
revealed how high the endogenous hormone levels in the cotyledon and hypocotyl tissues
of R. carnosula. In terms of embryogenic callus formation, as the average of 73 media,
cotyledon explant (30.1%) was found to be more successful than hypocotyl explant
(12.8%) while hypocotyl explant (11.9%) is better than cotyledon explant (4.9%)
regarding organogenic callus formation. The highest direct somatic embryo formation
(37.5%) occurred in cotyledons cultured in the 71st medium (1 mg / L Zeatin), while the
highest indirect somatic embryo formation (75%) in the 11th medium (0.5 mg /L BA +
0.5mg/ L IAA) formed in cotyledons. The highest formation of direct organogenesis
(100%) was obtained from hypocotyls in control environment without BGD, whereas the
highest indirect organogenesis formation (62.5%) occurred in hypocotyl explants cultured
in the 2nd medium (1 mg/ L 1AA). Finally, the highest somatic embryo yield (97 embryo
/ petri) occurred in cotyledons in the 58th medium (1 mg/L TDZ + 1 mg/ L NAA), while
the highest shoot yield (78.5 shoot / petri) formed in hypocotyls in 71th medium (1 mg /
L Zeatin). Among the different encapsulation applications applied to the somatic embryos



formed, the combination of 100 mM CaCl; and 4% sodium alginate has been determined
as the most suitable coating medium for the formation of synthetic seeds. Synthetic seeds
obtained from this applications germinated up to 94%.

It is hoped that the in vitro regeneration and synthetic seed protocols developed
with this thesis will contribute to the studies on effective clonal production of the R.
carnosula endemic, which does not yet have a clonal production protocol and faces the
danger of extinction, and long-term in vitro cryopreservation as a genetic resource.

KEYWORDS: Embryogenic callus, Organogenesis, Ricotia carnosula, Synthetic seed,
Somatic embryogenesis

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Esin ARI
Prof. Dr. Serpil GOK TANGOLAR

Assist. Prof. Dr. Tolga YILDIRIM



ONSOZ

Ulkemiz endemik bitkilerinden Ricotia carnosula, yetistigi dogal bolgelerde
gergeklestirilen yogun yol calismalar1 basta olmak {izere ¢esitli etmenler ve risklerden
otiirii populasyon sayisini giderek kaybetmektedir. Bu nedenle R. carnosula, Tiirkiye
Bitkileri Kirmiz1 Kitabinda tiirii giderek azalan ve tehdit altinda bulunan endemik bitki
tiirleri listesi arasinda yer almaktadir. Ote yandan R. carnosula morfolojik dzellikleri ile
stis bitkisi ve zengin antioksidan igerigi ile farmasotik degeri yiiksek 6nemli bir tibbi bitki
kullanim potansiyeline sahiptir. Bu calismada R. carnosula’nin, bitki doku kiltiirii
yontemlerinden olan somatik embriyogenesis veya organogenesis teknigi ile
rejenerasyonunun saglanmasi, klon niteliginde bitki elde edilmesi, boylece hizli ve klonal
iretim i¢in uygun ve tekrarlanabilir bir rejenerasyon protokoliiniin olusturulmasi
amaglanmistir. Tez sonunda, onemli kullamim potansiyelleri tasiyan R. carnosula
endemik tiriiniin in vitro kosullarda hizli ve siirdiiriilebilir tiretim protokoli ile nesli
tikenmekte olan bu tiirlin genetik kaynak muhafazasi igin sentetik tohum protokolleri
gelistirilmistir.

Bu tezin sekillenmesinde ve tamamlanmasinda beni destekleyen, laboratuvar
calismalarimda biitiin imkanlar1 sunarak, bilgi ve tecriibeleriyle yonlendiren ve dogru
kaynaklara ulasmamui saglayan ¢cok degerli danigman hocam Dog. Dr. Esin ARI’ya sonsuz
tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Tez savunma jirimde yer alarak degerli tavsiye ve yorumlariyla tezime son
seklinin verilmesini saglayan, kiymetli hocalarim Prof. Dr. Serpil GOK TANGOLAR’a
ve Dr. Ogr. Uyesi Tolga YILDIRIM a tesekkiirlerimi sunarim.

Histolojik ¢aligsmalarimin gergeklestirilmesi ve yorumlanmasinda &zellikle
laboratuvarlarinda sagladiklar1 yardimlar i¢in sayin Prof. Dr. Filiz VARDAR’a, yorum
ve katkilartyla destek olan saygideger hocalarim Prof. Dr. S. Fatih TOPCUOGLU na,
Prof. Dr. Mehmet Ziya FIRAT a, Prof. Dr. Yildiz AYHAN’a, Prof. Dr. Arzu TURKER e
ve Dr. Sandeep Kumar VERMA’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢aligmalarimda yardimlarini ve bilgilerini bir an olsun esirgemeyen
sevgili ablam Selcen DOGAN’a, laboratuvar arkadaslarima ve tez siirecimdeki manevi
desteklerinden dolayr degerli arkadaslarim Biisra YIRMIBES, Anil Can TARAKCI,
Hanife BULUT ve Oykii SEN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak hayatimin her doneminde gerek maddi gerek manevi desteklerini her
zaman hissettigim ¢ok kiymetli ailem, babam Mustafa DEMIR, annem Kadriye DEMIR,
ablam Melek GENCGIL ve ¢ok degerli arkadasim Yigit OZKAN’a sonsuz siikranlarimi
sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
% : Yiizde
g/L : gram/litre

mg/L : Miligram/litre

°C : Santigrad derece

Kisaltmalar

MS : Murashige ve Skoog (1962) besin ortami
NN - Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami

BGD : Bitki gelisim diizenleyicisi
MES : 2-Morpholino ethane sulfonic asit
KOH : Potasyum hidroksit

HCL : Hidroklorik asit

DMSO : Dimethyl sulfoxide

2,4-D : 2,4-diklorofenoksi asetik asit
NAA : Naftalen asetik asit

IAA  :Indol-3-asetik asit

TDZ : Thidiazuron

BA : Benzil adenin

KIN  : Kinetin

FAA :Formalin asetik alkol

GA : Glutaraldehit

AgNOs3 : Giimiis nitrat

SE : Somatik embriyo
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GIRIS M. DEMIR

1. GIRIS

Tiirkiye, farkli iklim tiplerine sahip olmasi bakimindan ii¢ floristik bdlgenin
kesisme noktasinda bulunmaktadir. Bu nedenle biyolojik ¢esitlilik konusunda diinyanin
en zengin ilkelerinden birisidir (Ugar ve Turgut 2009). Son verilere gore Tiirkiye
florasinda 9996 tiir, alt tiirleriyle birlikte 3649°u endemik olmak tizere 11707 dogal bitki
taksonu bulunmaktadir (Arslan vd. 2015). Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de farkli
kullanim amaclar1 nedeniyle dogal bitkilere olan talep giderek artmaktadir. Bununla
birlikte, bitkilerin bir kismi dogal iiretimi yapilmaksizin sadece dogal florasindan
toplanarak yok olmaya mahkum birakilmistir. Ozellikle tibbi bitkilere olan talep artisi,
baz1 endemik bitki tiirlerinin neslinin giderek azalmasia neden olmaktadir. Bu durum
dogal ve tibbi dneme sahip olan bitki tiirlerinin hizli bir sekilde kiiltiire alinmasinin
Oonemini giindeme getirmektedir.

Diinyadaki 25 biyogesitlilik noktasindan birisi olan Akdeniz havzasina ait flora,
24000 Dbitki tiirini  barindirmakta olup, bunlardan %60’m1 endemik bitkiler
olusturmaktadir (Greuter 1991; Myers vd. 2000). Bu durum Akdeniz bdlgesinin bitkisel
gen kaynaklar1 bakimindan diger bolgelere gore, hatta diinya geneline bakildiginda ¢ok
onemli bir konumda oldugunu géstermektedir.

Akdeniz bolgesinin dogal bitki tiirlerinden olan Ricotia carnosula Boiss. &
Heldr., Tiirkiye florasinda yetisen ve Brassicaceae familyasinin bir iiyesi olan endemik
tirler arasinda yer almaktadir. R. carnosula Akdeniz bolgesinde Antalya, Mugla ve
Osmaniye illerinde dogal yayilis gosteren, tek yillik ve otsu 6zellikte bir bitkidir (Davis
1965).

R. carnosula yetisme kosullari yoniinden, nikelce zengin, egimli ve kayalik
bolgelerde, Mart-Nisan aylarinda cicek agma ozelligi gostermekte ve bitkinin boyu
yaklasik 20-30 cm’ye kadar uzanmaktadir (Ar1 2010a). Ozellikle serpantin anakayalarda
ve Pinus brutia Ten. (kizilgam) alti kayaliklarda yayilis gosterdigi bildirilmistir
(Oziidogru 2015). Serpantin kayalar, endemizm bakimindan iliskilendirildiginde, tiim
diinyada endemik tiirlerin yayilis gosterdigi zengin habitatlar olarak bilinmektedir
(Brooks1987; Kruckeberg 2002). Ornegin; %1.5°i serpantin kayaclarla kapli olan
Kaliforniya’da, 1410 bitkinin 176’s1 serpantinlere endemiktir (Brady vd. 2005). Bunun
yaninda Kiiba’nin sadece %7’si serpantin olmasina ragmen iilkenin 6375 bitki tiirlinden
920’si serpantin kayaglara endemiktir (Reeves vd. 1999). Tirkiye’de yayilis gosteren
serpantin topraklarina bakildiginda ise Antalya, Mugla, Adana, Dogu Toroslar’da Mersin
ve Kuzeydogusu, Nigde, Kiitahya, Balikesir, Ankara ve Canakkale gibi Ulkemizin cesitli
bolgelerinde rastlanirken, bu bolgelerin endemizm agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir
(Hosgoren 2000).

Ricotia cinsinin Tirkiye florasinda yayilis gosteren dokuz farkli tiirii
bulunmaktadir. R. carnosula’yr diger tiirlerden ayiran o6zelliklerden birisi kotiledon
yapraklarimin etli olmasidir. Latince tiir epiteti olan “carnosula” “etli” anlamina
gelmektedir (Oziidogru 2015). R. carnosula’nin ¢icek yapist incelendiginde konik, lineer-
oblong yapida, hafif kokulu, beyaz pembe ve lila renklerde, 4 petalli, kiigtik (11-12 mm)
ciceklere sahip oldugu kaydedilmistir (Ar1 2010a). Kok yapisi genel olarak zayif, govdesi
silindirik ve erken donemde tabandan itibaren dallanan morfolojik 6zelliklere sahiptir
(Oziidogru 2015). R. carnosula dogal tiiriiniin farkl kiiltiir ve 1slah calismalari ile bitki
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capinin genisletilmesi ve ¢igeklenme siiresinin uzatilmasi halinde alternatif bir mevsimlik
stis bitkisi olma potansiyeli barindirdigi bildirilmistir (Ar1 2010a; Ar1 vd. 2010b).

Ulkemiz cografi konumu, zengin genetik ¢esitlilik ve endemik tiirleri barindirmasi
nedeniyle, bitkisel metabolitler agisindan Snemli ve zengin bir rezerve sahiptir. R.
carnosula’nin yapilan sekonder metabolit analizleri, bu bitkide reductorose, saponin,
nitrojen bilesikleri, flavonoid, tannin, lipid ve siyanojenetik glikozitlerin varligin1 ortaya
koymustur (Ar1 2010a). Bunun yaninda, aralarinda R. carnosula’nin da bulundugu farkli
tibbi ve dogal bitkilerin ndrobiyolojik aktivitelerinin 6l¢iildiigii bir calismada, (Orhan vd.
2015; Orhan vd. 2016) R. carnosula’nin zengin antioksidan igerigine sahip oldugu ortaya
koyulmustur. Diinya Saghk Orgiitii tarafindan temel ilaglar kapsaminda ilan edilen 252
ilacn  %I1D’inin  bitkisel sekonder metabolitlerden iretildigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, metabolit a¢isindan zengin bitkilerin 1slah1 ve genetik kaynaklarinin
muhafazasi biliyiikk 6nem tagimaktadir (Rates 2001).

Endemik bitki tiirleri kiiresel 1sinmaya bagli olarak iklim degisikligi ya da ¢ok
dar bir alanda yayilis gostermeleri sebebiyle yok olma tehlikesi altinda bulunmaktadir.
Bunun yanmi sira ilag, gida veya siis bitkisi kullanimi, tarla agma, asir1 otlatma,
sanayilesme, kenstsel yapilasma gibi dogal ve insan kaynakli etmenler sonucu da tiirii
tehdit altina giren endemik bitkiler bulunmaktadir (Ekim 2010; Karagoéz vd. 2015).
Akdeniz bolgesinde yayilis gosteren R. carnosula TUCN (Nesli Tiikenme Tehlikesi
Altinda Olan Tiirlerin Kirmizi Bitkiler Listesi) kategorisine gore, LR-Ic grubunda, tiirii
tehdit altinda bulunan bitkiler arasinda yer almaktadir (Ekim vd. 2000). Hatta, Antalya
Kemer bolgesinde bulunan kiigiik R. carnosula populasyonlarinin, yol ¢alismalarindan
oOtiirli 6nemli dl¢lide zarar gordiigii ve populasyonun zaman igerisinde giderek azaldig:
bildirilmistir (Art vd. 2010b). Bu noktada belirtmek gerekirse; bitki doku kiiltiirii
yontemleri kullanilarak in vitro kosullarda gerceklestirilecek bitki rejenerasyonu ve
klonal g¢ogaltim protokollerinin gelistirilmesinin, R. carnosula iizerindeki yok olma
baskisini azaltarak, potansiyel kullaniminin 6niinii agacag diisiiniilmektedir.

Son yirmi yilda bitki genetik kaynaklarinin giderek azalmasi ile Paunescu (2009),
tiirti tehdit altinda olan bir¢ok endemik bitki popiilasyonunun artmasi, yeni ex Situ koruma
yaklagimlarmin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu kapsamda Diinya Bitki Koruma
Stratejisinin nihai uzun vadeli hedefi, diinyadaki bitki ¢esitliliginin devam eden kaybini
durdurmaktir  (http://www.bgci.org/worldwide/gspc/). Biyoteknolojideki gelismeler,
bitki genetik kaynaklarinin korunmasi ve yonetimi i¢in, 6zellikle in vitro doku kiltiirii
teknikleri kullanilarak, degerli bir ex situ koruma alternatifini bize sunmaktadir. Doku
kiltiirii uygulamalari, nesli tiikkenme tehlikesi altinda olan bitkilerin korunmasi ve
cogaltilmasi hususunda biiyiik 6nem kazanmis ve bir ¢ok bilim insani tarafindan bu
bitkilerin in vitro olarak iiretimi ve genetik kaynak muhafazasinin saglanmasinda etkin
bir yeri oldugunu vurgulamislardir (Acemi vd. 2012a, b). Son zamanlarda kapsamli
germplazm koleksiyonlarinin kurulmasiyla, bitki genetik kaynak koruma alaninda in vitro
teknikler giderek daha da fazla kullanilmaktadir (Sarasan vd. 2006).

Doku kiiltiirii; bitki doku, organ veya hiicrelerinin bitki yada bitkisel iirtinlerin
olusturulmas1 amaciyla steril kosullar altinda, yapay besin ortamlarinda kiiltiire
alinmasimm1 ele alan biyoteknolojik bir yaklasimdir. Somatik embriyogenesis,
organogenesis, mikrocogaltim, germplasm muhafazasi, hastaliklardan ari bitkilerin
iiretimi, haploid bitki iiretimi, sekonder metabolit {iretimi, protoplast fiizyonu, somatik


http://www.bgci.org/worldwide/gspc/

GIRIS M. DEMIR

melezleme, embriyo kiiltiirii, somoklonal varyasyon gibi bir¢ok in vitro yontem bitki
doku kiiltiirii calisma alam1 kapsamindadir. Ozellikle genetik iyilestirme, yeni cesit
gelistirme, kaybolan tiirlerin muhafazasi ve iiretimi, doku kiiltiiriiniin temel amaclari
arasinda yer almaktadir. Bu noktada yapilmasi gerekli olan en temel sistem, basarili bir
bitki rejenerasyonunun saglanmasidir (Babaoglu vd. 2001). Bitkilerin in vitro kiiltiir ile
cogaltilmas1  genellikle organogenesis ve somatik embriyogenesis yoluyla
gergeklestirilmektedir (Fehér vd. 2003).

Organogenesis genel olarak bitkilerin ¢ogaltilmasinda kullanilan in vitro
rejenerasyon yontemleri arasinda yer almaktadir. In vitro organogenesis, aseptik
kosullarda kiiltiire alinmig ana dokudaki bir ¢ikint1 seklinde kendini gosteren ve yeni bir
organ olusumu siireci olarak tanimlanmaktadir (Roostika ve Mariska 2003). Bitkilerde
doku kiiltiirii ile organogenesis, dogrudan ve dolayli olmak iizere iki farkli siiregte
gerceklesebilmektedir. Bu silire¢ ya meristem hiicrelerinden dogrudan ya da kallus
kiimelerinden dolayl1 olarak farklilagmalarin meydana gelmesi ile yaprak, siirgiin ve kok
gibi organ olusumlarini kapsamaktadir.

Etkili bir rejenerasyon sistemi i¢in, kiiltiir ortaminin icerdigi bitki gelisim
diizenleyici (BGD) miktarlar1 énemlidir. Ozellikle farkli konsantrasyonlarda bulunan
BGD’ler meristem hiicrelerinin gelismesine bagli olarak farkli organ olusumlar ile
sonuglanmaktadir (Onay vd. 2019). Siirgiin olusum siirecine bakildiginda ise ya dogrudan
bir eksplant {izerinde veya dolayli olarak eksplantta tiretilen kallus hiicrelerinden
baslatilir. Dogru eksplant ve BGD miktar1 se¢imi, siirgiin olusumunun basarisini énemli
diizeyde etkilemektedir (Hartmann, Davis ve Geneve 2007). Organogenesis, bitkileri
cogaltmak i¢in popiiler bir yontem haline gelmistir ve diger rejenerasyon prosediirlerine
kiyasla Brassicaceae tiirlerinin rejenerasyonu igin yaygimn olarak kullanilmaktadir
(Cardoza ve Stewart 2004).

Bitki rejenerasyonu icin yaygin olarak kullanilan diger bir yontem ise somatik
embriyogenesis teknigidir. Bu yontem, in vitro kiiltiir sartlar1 altinda bitki somatik
hiicrelerinin ~ farklilagarak ~ somatik embriyo yapilarma doniismesi temeline
dayanmaktadir. Boylece elde edilen somatik embriyolardan, genetik alt yapilart ayni,
klon niteliginde bitkiler elde edilmektedir (Babaoglu vd. 2001; Shahzad vd. 2016).
Somatik embriyo olusum stireci ilk olarak indiiksiyon, ekspresyon ve proembriyojenik
kiimelerin meydana gelmesi ile baslayip, ardindan somatik embriyolarin olusumu,
olgunlagsmasi, ¢cimlenmesi ve bitki olusumu gibi adimlar1 kapsayan bir rejenerasyon
islemidir (Hogberget vd. 2001; Bozhkov vd. 2002; Zavattieri vd. 2010). Bu asamalar
farkli fizyolojik, morfolojik ve molekiiler olaylar ile karakterize edilmektedir (Zavattieri
vd. 2010).

Somatik embriyo olusumunda, dogrudan ve dolayli olmak iizere iki farkli
gelisimsel stire¢ izlenebilmektedir. Direkt olarak meydana gelen somatik embriyolar,
kallus olusum asamasi olmaksizin, eksplant lizerindeki tek bir hiicre ya da hiicre
gruplarindaki farklilasmalardan meydana gelmektedir. Indirekt olarak meydana gelen
embriyo olusumu ise oncelikle eksplantlarin ilk asamada organize olmamis hiicre
toplulugu olarak tanimlanan kallusa doniismesi ile baslamaktadir. Bu siirecin ardindan,
kalluslarin yiiksek konsantrasyonda oksin i¢eren bir kiiltiir ortamina transfer edilmesiyle
embriyojenik kalluslar olusum gosterir. Embriyojenik kalluslarin BGD igermeyen kiiltiir
ortamlarina transfer edilmesiyle de somatik embriyolar olusur ve bu da indirekt somatik
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embriyogenesis siireci olarak tanimlanir (Williams ve Maheswaran 1986; Horstman vd.
2017).

Indirekt somatik embriyogenesis uyartimi ve dolayli somatik embriyolarin
sayisini arttirmak i¢in BGD’lerden genellikle 2,4 diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) gibi
oksinlere ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (Lloyd vd. 1980; Pasternak 2002; Raghavan
2004; Vondrakova vd. 2011). Ancak somatik embriyolarin olusum ve olgunlasma
gosterdigi asamalarda BGD igermeyen kiiltiir ortamlarna transferi gereklidir. Ciinkii
kiiltiir ortaminda bulunan BGD’nin etkisi embriyo gelisimini ve daha sonra bitkiye
doniisme potansiyelini olumsuz sekilde etkilemektedir (Pasternak 2002; Zavattieri vd.
2010). Yapilan somatik embriyo c¢alismalarinda, BGD’lerin disinda agir metal
uygulamalari, ozmotik soklar, kiiltiir ortamina ilave edilen besin maddelerinin aglik stresi
gibi farkli stres kosullart da somatik embriyogenezin baslatilmasi ve embriyo sayisinin
arttirllmasinda etkilidir. Bunun yan1 sira eksplant tipi, eksplant yasi, genotip ve kullanilan
besin ortamlar1 da somatik embriyo olusumunda etkili olan gesitli faktorler arasinda yer
almaktadir (Onay vd. 2019).

Kiiltiire alinan somatik dokulardan olusan embriyolar tam bir bitki olusturma
potansiyeline sahiptirler. Somatik embriyolar in vitro kosullarda elde edilebildigi gibi
dogada da kendiliginden olusum gosterebilmektedir (Onay vd. 2012). Somatik
embriyogenesiste, meydana gelen embriyolarin morfolojik olarak zigotik embriyolara
benzerlik gosterdigi yapilan g¢alismalarla ortaya konulmus ve zigotik embriyolarda
oldugu gibi globular, kalp, torpido ve kotiledon gibi gelisim sathalarimi izledigi
bildirilmistir (Winkelmann vd. 2006). Somatik embriyogenesis, klonal ¢ogaltima yonelik
en iyi yaklagimlardan biri olarak goriilmektedir ve embriyolojik ¢aligmalarda model bir
sistem olarak kullanilmaktadir. Somatik embriyogenesis yontemi kisa bir siirede
bitkilerin ¢ogaltilmasi ve ticari seviyelerde biiyiik 6lgekli tiretimin gergeklestirilmesinde
onemli bir arag olarak gériilmektedir (Von Arlond vd. 2002).

Somatik embriyogenesis yontemi ilk defa Steward vd. (1958) tarafindan
kullanilarak, havug bitkisinde (Daucus carota) basarilt bir rejenerasyon c¢alismasi
yapilmistir. Yine pek ¢ok siis ve bahge bitkisinin mikrogogaltiminda 6zellikle de orman
agaclarinin ¢ogaltilmasinda somatik embriyogenesis teknigi kullanilarak bagarili in vitro
rejenerasyon protokolleri gelistirilmistir (Germena ve Lambardi 2016).

Somatik embriyogenesis yontemi kullanilarak elde edilecek cok sayidaki
embriyodan, kisa siirede ve ¢ok sayida klonal bitki elde etmek miimkiindiir. Elde edilen
somatik embriyolar sodyum aljinat, potasyum aljinat, karragen, jelatin, sodyum pektat,
karboksimetil seliiloz gibi kimyasal ajanlarla kaplanarak, gercek tohumun anologu olan
sentetik tohumlar meydana getirilebilmektedir (Rai vd. 2009). Sentetik tohum
teknolojisi, basarili bir ¢cimlenme ve saglikli bir bitkiye donilisme i¢in uygun eksplantin
secilmesiyle birlikte uygun bir matriste kapsiillenmesi siirecini igermektedir. Bu
yontem ile, tohum ¢imlenmesi ile olusan dogal bitki gelisimi taklit edilmektedir
(Saxena vd. 2019). Bu metod ¢esitli orman, tibbi ve sebze bitki tiirlerinin gogaltilmasi
ve depolanmasi i¢in basartyla kullanilmistir. Yapay tohum olusturulmasi, germplazm
korunmasinda kullanilabilecek materyal olarak somatik embriyolarin bir baska énemli
kullanim alanint olusturmaktadir (Shahzad vd. 2016). Sentetik olarak kapsiillenmis
somatik embriyolar, in vitro veya in vivo kosullar altinda ekilebilmekte ve klon bitkiler
iiretebilmektedir (Khor ve Loh 2005). Ekonomik ve tibbi agidan onemli olmasi ya da
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tiirtiniin tehlike altinda bulunmasi gibi sebepler nedeniyle in vitro kosullarda elde edilmis
somatik embriyolar: sentetik tohuma donistiirtilmiis pek ¢ok bitki tirii bulunmaktadir
(Ipekci ve Goziikirmizi 2003; Manjkhola 2005; Pintos vd. 2008; Baskaran vd. 2015).

Bu tez ¢alismasinda, tiirii tehdit altinda olan R. carnosula endemiginin, klonal ve
hizli tiretimi igin, bitki doku kiiltiirii yontemlerinden olan somatik embriyogenesis ve
organogenesis gibi ¢esitli in vitro yontemler kullanilarak, etkin bir rejenerasyonunun
saglanmasi ve bununla birlikte, genetik kaynak muhafazasi i¢in sentetik tohum tiretimi
gibi in vitro korunmasma yonelik tekrarlanabilir rejenerasyon protokollerinin
gelistirilmesi amaglanmigtir. Aym1 zamanda R. carnosula tiiriniin, in vitro kiltiir
kosullarinda ¢imlenme ve somatik embriyo olusturma tepkisi ilk kez belirlenmistir. Tiirti
yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya olan bu endemik bitki tiiriiniin, sentetik tohumlar1 ilk
kez gelistirilerek bunlarin ¢imlenme performanslar1 tespit edilmistir. R. carnosula
bitkisinin in vitro rejenerasyonu ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgiye rastlanilmamaistir.
Sonug olarak bu 6zgiin ¢alisma sayesinde; R. carnosula endemik bitki materyalinin in
vitro kosullarda ilk kez kiiltiire alinmasi ve biyoteknolojik yontemler yardimiyla, in vitro
rejenerasyon ve sentetik tohum protokollerinin ilk kez gelistirilmis olmasinin, bu degerli
endemik bitkinin genetik kaynak muhafazasi i¢in Onemli bir bilimsel altyap:
olusturulmustur.



KAYNAK TARAMASI M. DEMIR

2. KAYNAK TARAMASI

Literatiir incelendiginde, R. carnosula ile yapilmig smirli sayida calisma ile
kargilagilmistir.  Bu ¢alismalarin; taksonomik, morfolojik, in vivo kosullarda
gerceklestirilen az sayidaki kiiltire alma ¢alismalart ve bazi  metabolitlerinin
belirlenmesine yonelik &n arastirmalar oldugu goriilmektedir (Ar1 2010; Oziidogru 2015;
Orhan vd. 2016). R. carnosula’nin bagli oldugu familya olan Brassicaceae’daki diger
tiirlerde yapilan caligmalar incelendiginde ise perisikl hiicreleri, stigma, hipokotil,
kotiledon, yaprak gibi eksplantlarin kullanilarak basarili sonuglarin elde edildigi somatik
embriyogenesis ¢alismalari bulunmaktadir (Choi vd. 1996; Koh ve Loh 2000; Kumari vd.
2000; Leroy vd. 2000; Zenkteler vd. 2006; Qin vd. 2006; Yang vd. 2010; Siong vd. 2011).
R. carnosula endemiginin in vitro rejenerasyonu ile ilgili heniiz literatiirde yapilmis bir
calismaya rastlanilmadigi i¢in oncelikli olarak bu béliimde Brassicaceae familyasindaki
diger tiirlerde yapilmis olan somatik embriyogenesis ¢alisamalarina yer verilmistir.

2.1. Brassicaceae Familyasinda Yapilan Somatik Embriyogenesis Calismalari

Kirti (1988), iki farkli kolza ¢esidi olan Geres ve Duplo’da agaroz kaplama sistemi
kullanarak protoplast kaynakli kalluslardan somatik embriyo indiiksiyonunu saglamistir.
Brassicaceae familyasinda somatik embriyo elde etmek iizere hipokotil eksplantindan
izole edilen protoplastlarin kiiltiire alinmasi ile daha iyi sonuglar ortaya koydugu
Glimelius (1984), tarafindanda bildirilmistir. Bu nedenle protoplastlar hipokotillerden
izole edilip 2,4-D (1.0 mg/L ), NAA (0.1 mg/L), BAP (0.4 mg/L) ve mannitol (7%) i¢eren
protoplast kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Dort hafta sonra elde edilen hiicre kolonileri
somatik embriyogenesisi indiiklemek i¢in iki asamadan olusan “Embriyoid indiiksiyon
ortami1 [’ ve “Embriyoid indiiksiyon ortami1 II”’den olusan kiiltiir ortamlarina aktarilmistir.
[k asamada hindistan cevizi suyu (%10), 2,4D (3.0 mg/L) igeren MS ortami kullanilmus,
ikinci agsamada ise 2 mm capina ulasmis olan kalluslar, 2,4-D icermeyen, sadece hindistan
cevizi suyu (%10), BAP (3.0 mg/L) ve GA3 (0.1 mg/L)’igeren MS ortamina transfer
edilmistir. Yesil ve iyi gelismis embriyoidler BGD i¢cermeyen MS ortamina aktarilmistir.
Calisma sonucunda kalluslardan Geres ¢esidinde 38 adet, Duplo cesidinde ise 143 adet
somatik embriyo rejenerasyonu saglanmis olup, zaman igerisinde sekonder embriyo
olusumlar1 da gdzlemlenmistir. Ayn1 zamanda sekonder embriyolardan 20’den fazla
siirglin olusumu meydana gelmistir.

Parihar vd. (1995), Brassica napus'da somatik embriyogenesis yoluyla yiiksek
frekansli protoplast rejenerasyonu igin basit bir protokol gelistirmislerdir. ISN706
(AACC) genotipinin  8-12 giinliikk fidelerinden hipokotil dokulart kullanilarak
protoplastlari izole edilmistir. Bu protoplastlar KM (A) ortaminda kiiltiirlenmis ve %30-
35 arasinda degisen bir frekansta yiiksek boliinme orani gostermistir. Gelisen koloniler
yaklagik 2 ile 4 mm'ye ulasana kadar sivi kiiltiir ortaminda tutulmustur. Bu asamada
olusan mikrokalluslar 5.0 mg/L 2iP, 0.1 mg/L NAA, 0.001 mg/L GAgz, 0.5 g/L PVP, 0.5
g/L MES ve 5.0 mg/L AgNOs igeren bir rejenerasyon ortamina aktartlmistir. Bu ¢alisma
ile kiiltiire alinan mikrokalluslarin kiigiik bir yiizdesinde farklilasma olmadig1 ve biiyiik
kalluslarin olusum gosterdigi bildirilmistir. Calismada %10-15 oraninda organogenesis
olusumu saglanirken, %70-80 oraninda embriyogenesis olusumu tespit edilmistir.
Meydana gelen somatik embriyolar bitkiciklere doniisiirken ayn1 zamanda bir sekonder
embriyo olusumu da sergilemistir.
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Choi vd. (1996) Cin lahanasinin ii¢ farkli ¢esidi lizerinde somatik embriyogenesis
ile bitki rejenerasyonunu saglamaya ¢alismislardir. Eksplant tipi olarak 5-8 ve 10 giinliik
fidelerden olusan kotiledon ve hipokotilleri kullanilarak 2,4-D oksin hormonunun ¢esitli
konsantrasyonlarini igeren MS bazal ortaminda kiiltiire almislardir. Kotiledon
eksplantlarindan meydana gelen kalluslar her dort haftada bir 4.52 uM 2,4-D igeren alt
kiltir ortamlarina transfer edilmistir. Embriyojenik kallus olusumu igin 2,4-D’nin
optimum konsantrasyonu 4.52 uM ile 9.04 uM arasinda oldugu bildirilmistir. Kiiltiire
alian kalluslardan kotiledon asamasina kadar farkli evrede embriyolar elde edilmis ve
ayni zamanda sekonder embriyo olusumlari da gozlenmistir. Kullanilan ii¢ ¢esidin
hipokotil eksplantlarindan, fidelerin yas1 veya 2,4-D konsantrasyonu ne olursa olsun
somatik embriyo iliretiminin basarisiz oldugu ortaya konulmustur. “Top Salad” ¢esidinde
ise somatik embriyo olusumu goézlenmis ve kotiledon asamasina kadar ulasan bu
embriyolar MS kiiltiir ortamina transfer edildikten sonra bitkiciklere doniistiiriilerek
saksilara aktarimi yapilmistir. Bu c¢alisma sonucunda, ii¢ ¢esit arasinda sadece “Top
Salad” c¢esidinden kotiledon eksplantlarindan embriyo elde edilmesi ile, somatik
embriyogenesis yontemi kullanilarak bitki rejenerasyonunun saglanmasinda genotip
faktoriiniin etkisi ortaya konulmustur.

Craig vd. (1997), tiriinde sap kismindaki internod eksplantlarin1  kullanarak
verimli ve tekrarlanabilir bir somatik embriyo rejenerasyonu saglamislardir. Internodlar
9 mM 2,4-D igeren MS bazli ortamda kiiltiire alindiginda, eksplantlarin {i¢te birinde
somatik embriyolarin indiiklendigi tespit edilmistir. Ik olarak 28-30 giinliik bir siireden
sonra %66.9 oraninda dagilgan kalluslar elde edilmistir. 56-60 giinliik kiiltiir siirecinden
sonra, nodiiler yapida kalluslardan somatik embriyo olusumlar1 goézlemlenmistir.
Olusan somatik embriyolar hormon igermeyen kiiltiir ortamlarina ya da 0.5 mM 2,4-D,
2.9 mM GAgigeren 2 MS ortamina transfer edilmistir. Ote yandan somatik embriyolarin
BGD icermeyen ortamda ¢imlendirilmesiyle, %90°dan daha fazla oranda bitki
rejenerasyonu gozlenmistir. 4-5 cm ylikseklige ulasan cimlendirilmis embriyolar,
saksilara aktarilarak bireysel bitkilerin olusumu saglanmistir. Rejenere edilen
bitkilerde, yapilan ¢esitli analizlerle bunlarin diploid yapida verimli olduklari ve
morfolojik olarak M. arvensis'in tohumlarindan elde edilmis bitkilerle benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu c¢alismayla birlikte, M. Arvensis’in rejenrasyonu
saglanmis ve C3-C4 metabolizmasinda yer alan genlerin izolasyonu, transferi ve gen
tanimlama gibi ¢esitli ¢alismalarda kolaylik saglanabilecegi bildirilmistir.

Leroy vd. (2000), Brassica oleracea var. botrytis L.’de somatik embriyogenesis
elde etmek icin hipokotil eksplantlarini 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L Kinetin igeren MS
ortaminda kiiltiire almis ve kallogenesis olusumunu indiiklemislerdir. Hipokotillerden
olusan mikrokalluslar her {i¢ haftada bir 0,1 mg/L ya da 1 mg/L 2,4-D ve kinetin igeren
ortamlarda alt kiiltire alinmistir. Olusan kalluslarin olgunlasma ortamina
aktarilmasiyla, somatik embriyolar meydana gelmis ve ayn1 zamanda globular, kalp ve
torpido asamalar1 da gozlemlenmistir. Iki aylik kiiltiirden sonra embriyolardan 35 bitki
rejenerasyonu saglanip basarili bir sekilde aklimatizasyonu yapilmistir. Kalluslarin
rejenerasyonu ise 8 aydan fazla bir siire boyunca devam ettirilmistir. Bu ¢alisma ile elde
edilen bitkiler, genomik varyasyonlari karakterize etme yetenekleri agisindan test
edilmistir. ISSR markirlar1 kullanilarak ayni ¢esitten farkli rejenerantlar arasinda
polimorfizmin olmadig1 ve rejenerasyon protokoliiniin uygunlanabilirligi ortaya
konulmustur.
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Koh ve Loh (2000), Brassica napus’da direkt somatik embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonunu indiiklemek i¢in basit bir yontem gelistirmislerdir. In vitro kosullarda
stok bitkiler yetistirilirken, ayni zamanda tohum yas1 ve pH’nin etkisini de test
etmiglerdir. Eksplant olarak hem olgun hem de olgunlasmamis tohumlar (tozlasma
sonrasi 15-24 giinliik) kullanilmis, besiyerinin pH’s1 3.5, 4, 5, 6 ve 7 olacak sekilde
ayarlanmistir. MS bazal ortamimnda olusan fidelerin, hipokotil ve kotiledon eksplantlari
tizerinde somatik embriyolar meydana gelmistir. Diisiik pH (3.5-5) degerine sahip
ortamlar, yiiksek pH'a (6-7) gore somatik embriyogenez agisindan daha elverisli
bulunmustur. Tohumlarin embriyojenik potansiyeli, tohum yasi ile ters bir korelasyon
gostermistir. Tozlasma sonrasi 14-24 giinliik olgunlagsmamis tohumlarin yaklasik %41-
68'i somatik embriyolart meydana getirmistir. Olusan embriyolarin yaklasik %54' ayni
ortamda alt kiiltiire alindiktan sonra sekonder embriyo iiretimi gozlenmistir. Sekonder
embriyolarin %75'i MS ortaminda ¢imlendirilmis ve bitkicikler gelistirilmistir. 106 pM
Zeatin ile zenginlestirilmis indiiksiyon ortamina aktarilan bitkicikler %40 oraninda ¢igek
liretmistir.

Gaj (2002), Arabidopsis thaliana (L.)’nin olgunlasmamis zigotik embriyolarini
kullanarak, 1sik kosullari, indiikksiyon ortaminin fiziksel durumu ve mutajenik
uygulamalar ile gesitli gelisim evrelerinde bulunan eksplantlarin embriyojenik yetenegi
tizerindeki etkisini aragtirmistir. Dogrudan somatik embriyogenezin (DSE) etkinligi,
erken (ES) ve ge¢ (LS) gelisimsel evrede olan olgunlasmamis zigotik embriyolarin
kiiltiire alinmasiyla analiz edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, indiiksiyon ortaminin
(kat1 veya s1vi1) fiziksel durumunun, eksplantlarin embriyojenik yetenegini etkilemedigi
ve her iki durumda da LS olgunlagsmamis zigotik embriyolarmn yiiksek oranda DSE verimi
gosterdigli ortaya konulmustur. Hem kati hem de sivi indiiksiyon ortaminda, ES
eksplantlari, LS eksplantlarindan %25.8-37.3 yani 2.5-3 kat daha diisiik bir frekansta
somatik embriyolar Uretmistir. Ayrica eksplantlar iki farkli kimyasal mutajen olan N-
nitroso n-metil iire (MNH) ve etil metan siilfonat (EMS) ile muamale edilmis ve sonug
olarak, ES eksplantlarinin kiiltiirtinde somatik embriyo olusum verimliligi aragtirilmistir.
En etkili DSE indiiksiyonu, sirastyla 0.125-1.0 mM x 3 saat ve % 0.05-0.2 x 18 saat
dozlarinda MNH ve EMS uygulandiginda gézlenmistir. Ote yandan DSE’lerin karanlikta
indiiklenmesiyle ES eksplantlarinin (%69.8'e kadar) embriyojenik yapilar olusturdugu
tespit edilmis ve ayni zamanda 16 saatlik 1sikl1 kiiltiirlere kiyasla, DSE olusumu tizerinde
yaklasik 2 kat daha fazla etkisi oldugu belirlenmistir. Isik kosullarindan bagimsiz olarak,
LS zigotik embriyolarin % 80'inden fazlasi somatik embriyo iiretmistir.

Dal Corso vd. (2005), agir metal toleransli ve hiperakiimiilator bitki olan
Arabidopsis halleri’nin in vitro bitki rejenerasyonunu gelistirmeye c¢aligsmiglardir.
Bitkiler, kok eksplantlarindan kallus indiiksiyonu, somatik embriyolarin indiiksiyonu ve
siirgiin gelisimi olarak ii¢ asamali bir prosediirle elde edilmistir. ilk olarak kdk, yaprak
ve yaprak sap1 eksplantlar1 kallus indiiksiyonu i¢in 0.5 mg/L 2,4-D ve 0.05 mg/L KIN
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmis ve 2 hafta sonra kallus olusumu gozlenmistir.
Sadece kok segmentlerinde olugan kalluslar, 2.0 mg/L 6-¥- ¥- (dimetilallilamino)-purin
(2ip) ve 0.05 mg/L NAA igeren kiiltiir ortamina trasfer edilmis ve burada %40 oraninda
embriyojenik yapilar meydana gelmistir. Ayni ortamda gelismeye devam eden
embriyojenik kalluslar da %38 oraninda siirgiin rejenerasyonu ile sonu¢lanmistir. Elde
edilen siirgiinlerin hormonsuz MS ortamimna aktarilmasiyla %50 oraninda kok
rejenerasyonu olusturulmustur. Kok sistemine sahip siirgiinler gelisimini tamamlamasi
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icin 3 hafta boyunca aynmi1 ortamda muhafaza edilmis ve sera kosullarindaki saksilara
aktarilarak biiyiimeleri saglanmigtir. Yapilan gozlemler sonucunda rejenere bitkiler,
donor bitkilere kiyasla morfolojik ve biliylime 6zellikleri bakimindan saptanabilir bir
varyasyon olusturmamustir.

Zhang vd. (2005), Eruca sativa bitkisinde kotiledon ve hipokotil eksplantlari
kullanarak somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu igin yeni bir protokol
gelistirmislerdir. Eksplantlar ¢esitli konsatrasyonlarda 2,4-D, IBA, IAA, NAA ve BA ile
desteklenmis MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. 4.52 uM 2,4-D igeren MS ortaminda
kiiltiire alinan eksplantlar, dort haftalik kiiltiir stirecinin ardindan embriyojenik kalluslar
olusturmaya baslamustir. ilk indiiksiyon ortamindan sonra elde edilen embriyojenik
kalluslar farkli konsantrasyonlari bulunan (0.56, 1.13, 2.26, 4.52, 9.04 ve 18.08 uM) 2,4-
D’li MS ortamlarina transfer edilmis ve ii¢ haftada bir ortam yenilemesi yapilmistir.
Embriyojenik kalluslar olgunlasma igin gesitli konsantrasyonlarda absisik asit (ABA),
polietilen glikol (PEG)-4000, sukroz ve aktif komiir (AC) ile desteklenmis MS ortamina
aktarilmistir. En fazla embriyojenik kallus, 4.52 uM 2,4-D igeren MS ortaminda
saglanirken, kotiledon eksplantinda %83.9, hipokotil eksplantinda ise %64.8 oraninda
olusum gostermistir. Somatik embriyolar 45 g/ PEG bulunan MS ortamina
aktarildiginda olgun embriyo halini almis ve uygulanan kurutma isleminden sonra 0.24
uM  IBA igeren 2 MS ortaminda kiiltiire alinarak yeni bitkiciklerin olusmasi
saglanmistir. Ote yandan 0.56 pM 24-D igeren Kkiiltiir ortaminda sekonder
embriyogenesis i¢in etkili olmus ve primer embriyojenik kalluslarin %82'si ikincil
embriyolari meydana getirmistir. Cimlenen somatik embriyolardan olusan bitkicikler,
aklimatize edilmis ve %75 inin hayatta kaldig1 bildirilmistir.

Brassicaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitki olan Chorispora bungeana’da,
normal kosullar altinda ¢imlenme problemi ile karsilagildigr icin Wang vd. (2006)
tarafindan somatik embriyogenez yoluyla yeni bir in vitro rejenerasyon protokoli
gelistirilmistir. ilk olarak yaprak eksplantlar1 4.0 mg/L GAs, 0.2 mg/L NAA ve 0.2 mg/L
2,4-D igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis ve olusan primer kalluslardan hiicre
stispasiyon kiiltiirii yapilmistir. Stispansiyon kiiltiirii, 1.0 mg/L KIN ve 0.2 mg/L NAA
ile desteklenmis sivi MS ortaminda kallus partikiillerinin inkiibasyonuyla baglatilmistir.
Gelisim gosteren kalluslar kiigiik pargalara ayrilarak 1.0 mg/L KIN ve 0.2 mg/L NAA
iceren 50 mI’lik sivi MS ortamlarina transfer edilmistir. Dort haftalik kiiltiir siirecinin
ardindan, somatik embriyolar olusum gostermeye baslamis ve erken kotiledon agamasina
gelen embriyolarda sukroz konsantrasyonunun bitki gelisimi {izerindeki etkisi test
edilmistir. Yiiksek sukroz (60 ve 90 g/L) igeren ortamlarda embriyolarin tiimii bitkilere
doniistirken, daha diisiik sukroz konsantrasyonlart (0 ve 30 g/L) ana kok gelisimini inhibe
etmistir. Koklenen bitkiler vermikulite aktarildiktan sonra, 1 hafta sera kosullarinda
iklimlendirilip a¢ik alana transferi yapilmistir.

Zenkteler vd. (2006), brokoli bitkisindeki pistil elementlerinin rejenerasyon
kapasitesini incelemek icin stigma ve stil ekplantlarin1 kullanarak basit kiiltiir kosullar
altinda MS ortaminda kiiltiire almislardir. Kallus proliferasyonu ve proembriyo
olusumunu indiiklemek i¢in ve ayn1 zamanda proembriyolar1 kotiledoner embriyolara
doniistiirmek i¢in MS ortaminin ii¢ optimum ¢esidi kullanilmustir. ilk olarak 4 mg/L BAP,
1.6 mg/L 2,4-D, 250 mg/L kazein hidrolizat ve 30 g/L sukroz ile desteklenmis MS bazal
ortaminda kallus olusumlar1 meydana gelmistir. iki kez alt kiiltiire alma isleminden sonra
kalluslardan proembriyo indiiksiyonu gozlenmistir. Globular embriyolar ve kalluslar,
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somatik embriyo gelisimi, olgunlasmasi ve ¢imlenmesi i¢in 2 mg/L BAP, 1 mg/L 1AA
ve 40 g/L sakkaroz igeren MS ortamina transfer edilmistir. Somatik embriyo popiilasyonu
sadece 1 mg/L BAP ve 2 mg/L NAA igeren besiyerinde olusmustur. NAA'nin BAP i¢eren
MS ortamma eklenmesi, kok olusumunu onemli 6lgiide arttirmustir. iklimlendirme
islemlerinden sonra, biitiin bitkiler saglikli bir gelisim gostermis ve fenotipik olarak
normal ¢igekler iirettigi bildirilmistir.

Alyssum borzaeanum Avrupa florasinda yer alan ve nesli tiikkenme tehlikesi olan
endemik tiirler arasinda yer almaktadir. Paunescu (2008), bu bitkide ilk kez, ikincil
somatik embriyogenez ile bitki yetistirme verimliligini artirmak i¢in in vitro rejenerasyon
calismalar1 yapmistir. Embriyojenik kallus gelisimini indiiklemek igin, kotiledon
ekpslatlar 2,4-D (1.0 mg/L), ve KIN (0.1 mg/L) ile desteklenmis besin ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. 25 °C’de 12 saatlik fotoperiyod altinda 3 haftalik kiiltiir siirecinden
sonra, embriyojenik kalluslar, globular, kalp ve kotiledon evrelerinde embriyojenik
yapilar meydana gelmistir. Erken kotiledon asamasindaki embriyolar kalluslardan
ayrilarak NAA, IBA, 1-naftiloksi asetik asit (NOA), IAA, 2,4-D, 2,4,5-triklorofenoksi
asetik asit (2,4,5 T) ve BAP’1n ¢esitli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarini igeren MS
ortamlarma aktarimi yapilmistir. Yapilan histolojik analiz sonuglarina goére, somatik
embriyolarin farklilasmasi kotiledon dokularinda 25 giin igerisinde meydana gelmistir.
Ayni zamanda embriyolar iizerinde dogrudan ve dolayli olmak tizere iki farkli sekonder
embriyojenik yapilar olusmustur. 1-2.5 mg/L oksinler (IBA, NOA, IAA, 24D, 2,45T)
iceren ortamlarda yiiksek verimlilikle, eksplant basina 10-40 embriyo olusurken, oksin
igerigi az olan ortamlarda ise basar1 orani diisiik olup, eksplant basma 1-3 sekonder
embriyo, indirekt olarak olusum gostermistir. Sonug olarak, sekonder embriyogenesis
yoluyla, tek bir somatik embriyodan, 40'tan fazla bitki rejenerasyonunun saglanabilecegi
bildirilmistir. Boylece nesli tiikkenme tehlikesi olan bu endemigin korunmasi i¢in etkili ve
tekrarlanabilir bir rejenrasyon protokolu de tanimlanmaistir.

Paunescu (2009), kotiledon ve hipokotil eksplantlarin1 kullanarak Alyssum
borzaeanum’ da, bitki rejenerasyon siirecinin hormonal regiilasyonunu histolojik olarak
izlemis ve bu bitki germplazminin ilk kez in vitro koleksiyonunun olusturulmasi i¢in yeni
bir protokol gelistirilmesini amaglamistir. Cesitli oksin ve sitokinin hormon gruplarini
kullanarak, 30 giinliik kiiltiir siirecinden sonra bazi ortamlarda herhangi bir morfolojik
olusuma rastlanilmamustir. 45 giinliik kiiltiir sonucunda ise, mitotik olarak aktif yapiya
sahip kalluslar meydana gelmis ve pro embriyojenik yapilar, indirekt somatik
embriyolarin olusumuyla sonuglanmistir. Sitokinin konsantrasyonlar1 5 uM'den az olsa
da, diisiik konsantrasyonlarda oksin (<0.5 uM) ile birlikte embriyojenik kallus gelisimini
Ve siirgiin rejenerasyonunu tesvik etmistir. 2,4 -D ve 2,4,5-T gibi baz1 oksinlerin diisiik
konsantrasyonlari, embriyo gelisimini inhibe ettigi gozlenmistir. Bu sonuglar, daha 6nce
diger Brassica tiirlerinde bildirilen somatik embriyo gelisimi lizerine 2,4 D'nin inhibitor
roliiniin oldugunu (Zhang vd. 2005) dogrulamaktadir. 4.52 uM 2,4-D ve 0.92 uM Kin
iceren ortamlarda dogrudan somatik embriyogenesis saglanirken, siirgiin rejenerasyonu
icin en etkili hormonal kombinasyon 4.43 uM BAP ile 0.57 uM IAA igeren besin
ortamlarinin oldugu tespit edilmistir.

Taskin vd. (2009) somatik embriyogenesis yoluyla etkili bir rejenerasyon sistemi
kurmak i¢in g¢esitli Boechera holboellii dokularinin morfojenik potansiyelini
arastirmiglardir. Yedi giinliik in vitro yetistirilen bitkilerden kotiledon, hipokotil, kok ve
yaprak eksplantlari, 4-6 aylik olan bitkilerin ise ovullerinden izole edilen olgunlagsmamis
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kotiledonlar kullanilarak, ¢esitli hormon kombinasyonlari ( BA; NAA; TDZ; 2,4-D)
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Somatik embriyogenesis rejenerasyonu i¢in en
etkili eksplant tipi olgunlasmamis kotiledonlarin kullanilmasiyla saglanmustir. iki haftalik
kiiltir siirecinden sonra, yiiksek oranda embriyojenik kalluslar olusum gostermistir. Bu
calisma ile, 3 hafta igerisinde 1.34 uM NAA + 8.87 uM BA ve 2.68 uM NAA + 17.74
uM BA igeren MS ortaminda %10 oraninda somatik embriyo elde edilirken, %38'lik bir
frekansla en fazla somatik embriyo orani 1.34 uM NAA ve 4.44 uM BA igeren MS
ortaminda tespit edilmistir.

Yang vd. (2010) yedi giinliik brokoli fidelerinin kotiledon, hipokotil ve kok
eksplantlarini kullanarak 1.0 mg/L 2,4-D iceren agarli ya da sivi MS ortamlarda kiiltiire
almiglardir. Kok eksplantlart sivi ortamda kiiltiirlendiginde %100 oraninda dogrudan
somatik embriyo olusumu géstermistir. Yapilan histolojik analizde, somatik embriyolarin
stv1 kiiltiirden bir giin sonra, kok eksplantlarinin perisikil hiicre katmanlarindan direkt
olarak olusum gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda brokoli kdk eksplantlarinin
somatik embriyo olusumu tizerinde kotiledon veya hipokotil eksplantlarindan daha fazla
rejenerasyon sagladig1 da ortaya konulmustur. Ote yandan kullanilan 7 farkli genotipin,
somatik embriyo olusum sikligimi veya eksplant basina somatik embriyo sayisini
etkilemedigi ortaya konulmustur. Incelenen tiim brokoli genotipleri %100 somatik
embriyo indiiksiyon verimliligine sahiptir ve 0.8 mm kok segmenti basina somatik
embriyo sayisi ‘Luhui’ ¢esidinde 23'den ‘Haizi’de 26.'ya kadar degismektedir. Besin
ortamindaki 2,4-D konsantrasyonunun artirilmasiyla birlikte, kiiltiirlerde normal olarak
gelisen somatik embriyolarin sayis1 da dogru orantili olarak bir artis gostermistir.
Cimlenmis bitkiler, 1 mg/L BA igeren 2 MS agar ortamina aktarildiginda, %73.3
oraninda en yiiksek bitki rejenerasyon frekansini gostermistir. Elde edilen rejenere
bitkiler, seraya transfer edilmis ve yaklasik %75'1 canliligim1 korumaya devam etmistir.
Ayni zamanda tohumlardan elde edilen bitkilerin, rejenere bitkiler ile konrol edildiginde,
morfolojik olarak herhangi bir farkin olmadig: tespit edilmistir.

Crambe tataria nesli tilkenmekte olan endemik tiirler arasinda yer almaktadir.
Piovan vd. (2011), Crambe tataria (Brassicaceae) i¢in dogrudan organogenesis ile in
vitro mikrogogaltimini, kallus yoluyla da somatik embriyogenesis gelistirmislerdir. Bitki
rejenerasyonu i¢in li¢ haftalik fidelerinden yaprak ve kok eksplantlari, gesitli hormon
konsantrasyonlarini igeren ortamlarda kiiltiire alinmigtir. 2 mg/L Kin ve 1 mg/L 2,4-D
iceren kiiltiir ortaminda, yaprak eksplantlar1 kok eksplantindan daha fazla miktarda kallus
olusturmustur. Somatik embriyogenesisi indiiklemek i¢in iki farkli metod denenmistir.
Bunun i¢in olusan kalliler ya her 3 haftada bir altkiiltiire alinmis ya da kallilerin 8 haftada
bir taze ortama aktarimi yapilmistir. Somatik embriyogenesis olusumu, NAA ve BAP
iceren besin ortaminda 8 haftada bir alt kiiltiire alinan kalluslardan meydana gelmistir.
Daha sonra olugan embriyolar 30 g/L sukroz ve 1/2 MS olgunlastirma ortamina aktarilmis
ve akabinde ¢imlenme ortamina transferi yapilmistir. NAA ve BAP ile kiiltiirlenmis kok
eksplantlar1 aym zamanda rozet seklinde siirgiinler olusturmustur. In vitro rejenere
bitkilerin dis kosullara aklimatizasyonu yapildiktan sonra sadece %50’sinin adaptasyon
saglayarak canliligim siirdiirebildigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda, bitki genetik
materyalinin uzun siireli muhafazasina yonelik olarak direkt olarak organogenesis
yoluyla ve kallustan indirekt olarak somatik embriyogenez yolu ile iki farkli in vitro
rejenerasyon protokoliinun olusturuldugu rapor edilmistir.
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Chen vd. (2011), Eruca Sativa Mill' de somatik embriyogenesis yolu ile kotiledon,
kotiledon petiolleri ve hipokotil eksplantlarini kullanarak etkili bir rejenerasyon
protokolii ortaya koymuslardir. MS ortami lizerinde, tek basma 2,4-D, BA, KIN ve
kombinasyonlari halinde, kiiltiir ortamlar1 olusturularak farkli boyutlarda embriyojenik
kallus (EK) ve somatik embriyolar (SE) elde edilmistir. Hormonsuz MS ortamina
aktarilan EK ve SE’ler farkli eksplant ve ortamlardan, %6-48 oraninda siirgiinler
gelistirmis ve sonrasinda %2-29 frekansta kokler olusturmustur. Siirglin farklilagsmasi
acisindan eksplantlar degerlendirildiginde, kotiledon eksplantlar1 hipokotillerle benzer
sonuglar ortaya koymus, ancak kotiledon petiolleri diger eksplant tiplerine gore etkili bir
sonu¢ olusturmamustir. Kallus indiiksiyonu ve siirgiin farklilagmasi igin 2,4-D’nin KIN
ile kombinasyonu tek basina 2,4-D ve 2,4-D + BA'dan daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Kotiledon, kotiledon petiolleri ve hipokotil eksplantlarin bitki rejenerasyonu igin
optimal hormon kombinasyonlari sirasiyla 1 mg/L 2,4-D + 0.1 mg/L KIN, 0.8 mg/L 2,4-
D +0.3mg/L BAve 1 mg/L 2,4-D + 0.3 mg/L KIN olarak belirlenmistir. SE olgunlagmas1
ve ¢imlendirilmesinde etkili bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile 1 mg/L 2,4-D
iceren MS ortamindan elde edilen kalluslar farkli temel besin ortamlar1 ve Ssukroz
konsantrasyonlar1 iceren ortamlara aktarilmis ve en etkili olgunlastima ortami olarak 60-
80 g/L sukroz igeren MS Kkiiltiir ortamlari olmustur. Ote yandan olusan somatik
embriyolar, ¢imlenme performanslarinin test edilmesi igin farkli konsantrasyonlarda
sukroz ve NaCl i¢eren ortamlara transfer edilmis ve tek basina MS, MS + 60 g/L sukroz,
MS + 0.1 mg/L IBA, aMS + 0.5 mg/L IBA ve MS + 0.5% NaCl en etkili ¢gimlendirme
ortamlar1 olarak tespit edilmistir.

Diinya capinda ¢ok Onemli bir sebze {iriinii olan Brassica oleracea var'da
(karnabahar) Siong vd. (2011), somatik embriyogenez yoluyla dogrudan ve dolayli olmak
lizere iki farkl1 in vitro rejenerasyon ptokolii olusturmuslardir. Iki haftalik fidelerden elde
edilen hipokotil eksplant1 ve geng yapraklar kiiltiire alinmustir. 2,4-D ve KIN’nin farkli
konsantrasyonlari, hem tek hem de kombine olacak sekilde dolayli ve dogrudan somatik
embriyogenez iizerindeki etkileri agisindan degerlendirilmistir. Oldukg¢a nadir goriilen
direkt somatik embriyogenez, hipokotil eksplantlarinin 1.0 mg/L 2,4-D ve 0.5, 1.0, 1.5
mg/L KIN igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmasiyla meydana gelmistir. ilk
embriyojenik kallus indiiksiyonu ise ¢ok diisiik konsantrasyonlarda 2,4-D ile (0.05 mg/L
ve 0.1 mg/L) desteklenmis MS Kkiiltiir ortaminda goriilmistiir. Kiiltiire alinan geng
yapraklar 0.05 veya 0.1 mg/L 2,4-D igeren ortamlarda 6 haftalik kiiltiir siirecinden sonra
dolayl1 yoldan embriyo olusumu gostermistir. Olusan embriyolarda, 7. haftada globular,
kalp, torpido ve kotiledon gibi embriyo olusum evreleri goriilmiistiir. Somatik embriyo
gelisimini slirdiirmek i¢in 2,4-D icermeyen 2 MS ortamina transferi yapilmis ve
hormonsuz ortama aktarilan embriyolardan saglikli bitkicikler meydana gelmistir.
Eksplant basina en fazla embriyo sayis1 23-25 olarak dolayli yoldan elde edilirken,
dogrudan olusan embriyo sayis1 14-19 olarak belirlenmistir. Yapilan bu ¢alisma ile 2,4-
D'nin tek basina ve KIN ile kombinasyon halinde uygulanmasinin karnabaharda somatik
embriyogenezi indiikleyebildigi ve sentetik tohum fiiretimi ig¢in potansiyel bir
rejenerasyon metodu oldugu ortaya konulmustur.

Don Palmer ve Keller (2011), 6nemli bir endiistriyel yagli tohum tiirii olan
Crambe abyssinica'nin somatik embriyogenesis yontemi ile in vitro bitki rejenerasyonunu
saglamaya c¢alismiglardir. Olusturulan sekiz giinliik in vitro stok bitkilerde kotiledon,
hipokotil ve kdk eksplantlarint kullanarak, NAA ve 2,4-D'nin ¢esitli konsantrasyonlart ile

12



KAYNAK TARAMASI M. DEMIR

embriyojenik kallus indiiksiyonu tlizerindeki etkisi arastirilmistir. Kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinda, 2,4-D’nin 4.5°den 3.9 uM’ye kadar olan ve NAA’nmn 13.0 ile 39.0
uM’ye kadar olan seviyelerinde %100 oraninda kallus olusum siklig1 gozlenmistir. Hem
NAA hem de 2,4-D' nin her konsantrasyonunda, kok eksplantlarinin kallus olugsum siklig1
hipokotil ve kotiledon eksplantlarininkinden daha diisiik bulunmustur. Her iki oksin i¢in
hipokotil eksplanti, en yiiksek embriyojenik kallus uyartim frekansina sahipken, kokiinki
en diisiik seviyede belirlenmistir. 22.6 uM 2,4-D ve 26.0 uM NAA igeren kiiltiirlerde elde
edilen kalluslarin, diger oksin seviyelerine kiyasla kallus basina ortalama embriyo sayisi
acisindan daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Her ti¢ eksplant tipinde embriyojenik
kallus indiiksiyonu i¢in 22.6 uM 2,4-D ve 26.0 uM NAA optimal oranlardir. Embriyo
indiiksiyonu i¢in hipokotil kaynakli kalluslarin kotiledon ve kok kaynakli kalluslardan
daha {istiin oldugu tespit edilmis ve en yiiksek ortalama embriyo sayist (36) hipokotil
eksplantinda 22.6 uM 2,4-D igeren kalluslardan elde edilmistir. Aynt zamanda C.
Abyssinica’da olusan kalluslarin, embriyojenik kallus olustuma sikligi lizerinde farkli
sukroz seviyelerinin etkisi arastirilmis Ve en iyi embriyo olusumu %5-6 oraninda sukroz
iceren Kkiiltiir ortamlarinda tespit edilmistir. Ote yandan somatik embriyolarin ¢cimlenmesi
ve aklimatizasyonu sonrasinda canliligim1  siirdiirebilmesi icin farkli ortam
kompozisyonlar1 denenmistir. Somatik embriyolar, 2 B5 veya 2 MS ortaminda %3
sukroz iceren kiiltiir ortamlarinda en iyi sekilde cimlenme gdstermis ve olusan
bitkiciklerin sera kosullarina basarili bir sekilde aktarimi yapilmistir.

Cosic vd. (2013), dogrudan somatik embriyogenesis ile Brassica oleracea var.
Gongylodes’de (yer lahanasi) in vitro bitki rejenerasyonu igin etkili ve tekrarlanabilir bir
protokol gelistirmislerdir. Somatik embriyolar, MS ortaminda 0, 0.5, 1.0 veya 1.5 mg/L
2,4-D ile desteklenmis farkli gelisim evrelerinde (torpido, erken kotiledon, kotiledon, geg
kotiledon) olgunlagsmamis zigotik embriyolardan indiikklenmistir. 28 giin sonunda,
eksplant yiizeylerinde farkli gelisim evrelerinde somatik embriyolar meydana gelmistir.
Dort eksplant tipinin tiimii, BGD igermeyen ortamda, erken kotiledon evresinde %80.7,
normal kotiledon evresinde ise %74.6 ile en yiiksek somatik embriyo uyartim yiizdesini
olusturmustur. 2,4-D igeren besin ortamlari somatik embriyogenesis tizerinde inhibitor
bir etki uygulamig ve somatik embriyo uyartim frekansint %19.3'e diisiirmistiir. Erken
kotiledon (8.2) ve gec kotiledon (7.5) asamalarina sahip eksplantlar, hormon igermeyen
ortamlarda dort hafta sonunda eksplant bagina en yiiksek primer somatik embriyo sayisi
olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda en fazla sekonder embriyogenesis olusumu, erken
kotiledon evresindeki zigotik embriyolarda goriilmiis ve ikincil embriyolarin olusumu
tizerine farkli sitokininlerin etkisi de arastirilmistir. Globular asamadaki embriyolarin
kiiltiire alinmastyla Cis-Zeatin sitokini i¢eren ortamlarda %90.7 ve %73.8'lik en yiiksek
frekanslarla embriyojenik yanit goriiliirken, kotiledon evredeki embriyolarda BA ve TDZ
%80.7, hormonsuz ortamda ise %100 oraninda sekonder embriyo olusumu tespit
edilmistir. Yapilan histolojik ¢alismalar sonucunda maternal doku ile gelismekte olan
embriyolar arasinda vaskiiler bir baglant1 olmadig1 ve sekonder somatik embriyolarin
dogrudan olusum gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen embriyolar basarili bir
aklimatizasyon siireci gegirdikten sonra, flow stometri analizi yapilmis ve bitkilerin
%97’sinde ploidy varyasyonu gdzlenmemistir.

Pavlovic vd. (2013), iki onemli Brassica oleracea cesitleri olan lahana ve
karnabaharda basit, hizl1 ve tekrarlayan bir somatik embriyogenez protokolii olusturarak
bitki rejenerasyonunu saglamaya caligmislardir. Somatik embriyolarin dogrudan
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rejenerasyonu i¢in, olgunlasmamis zigotik embriyolar BGD i¢ermeyen B5 indiiksiyon
ortami1 (B5-0) ve 1 mg/L 2,4-D ile desteklenmis B5 ortami iizerinde kiiltiire alinmistir.
Lahana ve karnabaharin kotiledoner asamasindaki zigotik embriyolar1 sirasiyla, %11.84
ve %11.95 oraninda en yiiksek embriyo olusturma kapasitelerini gdstermistir. IKincil
somatik embriyolar, lahana ve karnabaharin birincil embriyolarinda yiiksek frekansta
(swrasiyla %83.3 ve %87.5) olarak belirlenmis ve bu siireg BGD igermeyen (MS-0)
ortaminda tekrarlayan bir sekilde devam etmistir. Rejenerasyon ortaminda 1 mg/L BA
veya KIN eklenmesi, lahanada %56, karnabaharda ise %79'a kadar somatik embriyo
doniistimiinii 6nemli Olgiide gelistirmistir. Somatik embriyolardan gelisen rejenere
bitkiler ex vitro kosullara basarili bir sekilde adaptasyon saglamis ve tohum kaynakli
bitkilere benzer morfolojik ozellikler sergilemistir. Bu ¢alisma ile etkili ve tekrarlayan
somatik embriyogenesis yontemi kullanilarak, lahana ve karnabaharin klonal tiretimi ve
genetik modifikasyonlari i¢in uygun ve pratik ¢alismalar yapilabilecegi vurgulanmistir.

Brassica oleracea var. Acephala (kara lahana) yiiksek besleyici ve diisiik kalorili
bir bitki tiiri olmasi ile yaygin olarak tiiketilen 6nemli bir yaprakli sebzedir. Bitkinin iki
yilda bir {irlin vermesi ve kendine uyusmazligi nedeniyle biyoteknolojik yaklasimlar, bu
tiiriin iiretimi konusunda alternatif bir yol olarak goériilmektedir. Banjac vd. (2019), doku
kiltirti  yontemlerinden yararlanarak, farkli ve etkili bir rejenerasyon protokolii
saglamayi, olusan rejenere bitkilerde toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktivitelerini
degerlendirmeyi amaglamislardir. Bu kapsamda kotiledon, hipokotil, ve kok eksplantlari,
sitokinin olarak TDZ, BA ve KIN (0, 5, 7.5, 10, 20 30 uM) oksin olarak da NAA’nin (0,
0.5, 0.75, 1, 2, 3 uM) ¢esitli konsantrasyonlarini igeren ortamlarda kiiltiire alinmis ve bu
hormon tiplerinin rejenerasyon kapasitesine olan etkileri test edilmistir. Kotiledon ve kdk
eksplantlarinda herhangi bir rejenerasyon tepkisi goriilmedigi i¢in hipokotil eksplanti ile
rejenerasyon ¢alismalarina devam edilmistir. Oncelikle BA ve TDZ iceren ortamlarda,
iki haftalik kiiltiir siirecinden sonra, hem siirgiin hem de yumusak ve yar1 saydam
kalluslardan somatik embriyolarin olusmasi ile iki farkli rejenerasyon tipinin gorildiigi
belirtilmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda TDZ'min morfogenik yap1 rejenerasyonu
acisindan en etkili sitokinin oldugu bildirilmis ve kullanilan sitokinlerin tipi ve
konsantrasyonu, rejenerasyonu onemli olgiide etkilemistir. Test edilen optimal BGD
kombinasyonlar1 arasinda 20 uM TDZ + 2 uM NAA igeren ortamlarda hem somatik
embriyogenez hem de siirgiin organogenesisinde yiiksek rejenerasyon saglamistir. Elde
edilen primer embriyolar 5 uM TDZ, BA, ve KIN iceren MS ortamina aktarilmis ve TDZ
iceren besin ortaminda anormal olmayan, en yiiksek (7.79) sekonder embriyo olusumu
gozlenmistir. Embriyolardan elde edilen rejenere bitkiler ise %90 oraninda basarili bir
sekilde aklimatize edilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gére TDZ uygulamasi ile,
antioksidan 6zelliklerle birlikte, toplam fenolik i¢erigindeki artisa neden oldugu da ortaya
konulmustur.

2.2. Brassicaceae Familyasinda Yapilan Organogenesis Calismalari

R. carnosula endemiginin organogenesis yoluyla in vitro rejenerasyonu hakkinda
heniiz literatiirde yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmadigi igin bu boliimde Brassicaceae
familyasinda yapilmis olan organogenesis ¢alismalarina yer verilmistir. Brassicaceae
familyasi incelediginde, hipokotil ve kotiledon dokulari gibi rejenerasyon basarisi yiiksek
olan eksplant cesitlerinin kullanildig1 organogenesis ¢aligsmalar1 bulunmaktadir (Guo vd.
2005; Cogbill vd. 2010; Ravanfar vd. 2011; Sharma vd. 2014; Cosic vd. 2015; Gambhir
vd. 2017; Banjag vd. 2019).
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Ono vd. (1994), kolza bitkisinin kotiledoner eksplantlarin1 kiiltiire alarak (B.
napus) siirgiin rejenerasyon yetenegini 100 farkli genotip iizerinde aragtirmislardir.
Optimum rejenerasyon ortami olarak; dort giinliik fidelerden elde edilen kotiledon
eksplantlarmin kiiltiire alindig1 4 mg/L BAP iceren besin ortaminin oldugu belirlenmistir.
Ay zamanda siirglin rejenerasyonu i¢in gaz gegirgen filtreli bantlarin kullanilmasi,
parafilme gore daha etkili bulunmustur. Farkli kolza ¢esitlerinden olan ‘Arabella’, ‘Norin
26, ‘Norin 18 ve ‘Norin 30’ %97 oraninda siirgiin rejenerasyonu gostermis ve
rejenerasyon kapasitesi iizerinde genotip farkliliginin 6nemi ortaya konulmustur. Yapilan
histolojik ¢alismalar, siirgiin meristemlerinin 8 giin i¢inde vaskiiler dokulardan gelisen
kallustan kokenlendigini ortaya koymustur. Elde edilen rejenerant bitkicikler koklenmesi
icin 2 mg/L indol-3-butirik asit (IBA) igeren besiyerinde kiiltiire alinmistir. Koklenme
olusumu meydana gelen bitkiciklerin topraga transferi yapilarak adaptasyon siireci
tamamlanmis ve ¢i¢ek acan bitkilerden tohumlar elde edilmistir.

Akasaka-Kennedy vd. (2005), kolza fidelerinin yaprak eksplantlarini kiiltiire
alarak (Brassica napus L.) giivenilir bir siirgiin rejenerasyonu saglamak igin ¢esitli
faktorlerin etkilerini arastirmiglardir. Baslangi¢ olarak ii¢ farkli genotip (Westar, Norin
31 ve Norin 10) kullanilmis ve indiiksiyon ortamina AgNO3z eklenerek siirgiin olusumu
tizerindeki etkisini incelenmistir. Kiiltiire alinan eksplantlar, AgNOs igeren kallus
indiiksiyon ortaminda genislemis ve siirgiin indiiksiyon ortamina aktarildiktan sonra, her
iic genotipte eksplant yiizeylerinde kalluslar ve adventif tomurcuklar gézlenmistir.
Siirglin olusum frekanslar1 yoniinden Westar %51, Norin 31 %77, Norin 10 ise %91
oraninda rejenerayon saglamistir. Ancak, AgNOs igermeyen ortamlarda kiiltiirlenen
eksplantlar siirgiin olusturma agisindan basarisiz bulunmustur (%0-30). Sonraki
calismalarda ise 48 kolza genotibi aym kosullarda siirgiin rejenerasyon yetenegi icin
incelenmis ve 47'sinin siirgiin olusturma kapasitesi oldugu belirlenmistir. Tomurcuk
olusumu siklig1 ve eksplant basina tomurcuk sayisi arasinda anlamli bir korelasyon (r =
0.84) gozlenmis ve genotip farkliliginin 6nemli etkisi ortaya konulmustur. Yapilan
histolojik gozlemlerde, kallus indiiksiyon ortaminda 7 giinliik kiiltiirden sonra vaskiiler
demet dokularinda iretilen kalluslardan, organize bir yapinin gelistigini ve siirgiin
indiiksiyon ortamina aktarildiktan bir hafta sonra da siirgiin apikal meristemlerinin
gelistigi gozlenmistir. Rejenere bitkiler, kiiltiiriin baglamasindan 2 ay sonra elde edilmis
ve normal olarak ciceklenerek tohum baglamistir. Rejenere bitkilerde ve bunlarin S1
nesillerinde morfolojik veya DNA igeriginde herhangi bir varyasyon saptanmamustir.

Guo vd. (2005), kok hardalinin (Brassica juncea var. tsatsai) kotiledon ve yaprak
segmentlerini kullanarak, gesitli sitokinin konsantrasyonlar1 BA, N-(2-kloro-4-piridil)-n-
fenilure (CPPU), KIN, TDZ ve farkli seviyelerde NAA ile kombinasyonlarini igceren MS
ortami {izerinde kiiltiire almislardir. Kotiledon ve yaprak segmentinin siirgiin
rejenerasyon frekansi, ortamda Kullanilan farkli sitokinin tiirii ve konsantrasyonlarina
gore sonug vermis, ¢ogu durumda kotiledon eksplant1 yaprak segmentine kiyasla daha
yiiksek rejenerasyon gostermistir. Sitokininler arasindan TDZ'nin BA, KIN ve CPPU'ya
kiyasla hem kotiledon hem de yaprak segmentlerinden siirgilin rejenerasyonunu saglayan
en 1yi sitokinin oldugu belirlenmistir. TDZ’nin (2.27 veya 4.54 uM ) NAA (5.37 uM)) ile
kombinasyonunu igeren ortamlarda en yiiksek siirglin rejenerasyon sikligi sirasiyla,
kotiledonda %61.3-67.9, yaprak segmentinde ise %40.7-52.4 olarak tespit edilmistir.
Stirgiin rejenerasyonunun tegvik edilmesi agisindan TDZ ve CPPU’nun kombine edilerek
kullanilmast uygun bulunmustur. Ayrica KIN ile BA’nin Kotiledon ve vyaprak
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segmentinden olusan siirgiin rejenerasyonunu da etkiledigi ortaya konulmustur. Sonug
olarak NAA’nin sitokininler ile birlikte kullanilmasiyla siirgiin olusumunu biiyiik 6l¢iide
arttirdig1 tespit edilmis, hem kotiledon hem de yaprak segmentlerinde verimli ve giivenilir
bir siirgiin rejenerasyon sistemi gelistirilmistir.

Yildizhan (2007) yapmis oldugu c¢alismada, Cu, Zn ve Cd akiimiilatorii olan
Brassica nigra’nin olgunlagmis dokularindan in vitro rejenerasyon protokolii olusturmay1
amagclamistir. I1k olarak stok bitki yetistirilmesi igin sterilizasyonu yapilan Brassica nigra
tohumlar1 hormon igermeyen MS ortaminda ¢imlendirmeye birakilmistir. 30 giin
icerisinde gelisen bitkiciklerden govde, siirgiin ucu ve hipokotil olmak tizere 3 farkl
eksplant kullanilmis, kallus olusumu ve rejenerasyon yeteneginin belirlenmesi i¢in farkli
konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren MS besiyerinde kiiltiire alinmistir. Calisma
sonucunda, ii¢ eksplant tipinde kallus olusumu goézlenmistir. Siirglin ucu eksplantinda
direkt ve indirekt siirgiin rejenerasyonu goriiliirken, indirekt siirgiin olusumu, 1 mg/L
NAA + 0.2 mg/L BAP, 0.5 mg/L NAA + 2 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA + 1 mg/L BAP
iceren kiiltiir ortamlarinda tespit edilmistir. Dogrudan siirgiin olusumu gosteren ortamlar
ise BAP ve NAA’nin tiim kombinasyonlarini igermistir. Rejenere siirgiinler bes farkli MS
besiyerinde kiiltiire alinarak kok rejenerasyonu i¢in test edilmistir. 7-20 giin igerisinde 1
mg/L IBA igeren ve BGD igermeyen MS ortamlarinda kok rejenerasyonu saglanmustir.
Yapilan bu calisma ile hiperakiimiilator bitki olan Brassica nigra’nin ¢oklu siirgiin
tiretimi saglanmis ve kontamine olan topraklarin remediasyonunda kullanilmasi i¢in etkili
bir metot olusturulmustur.

Ghnaya vd. (2008), Brassica napus L’nin dort farkli ¢esidinden izole edilen enine
ince hiicre katmanlarin1 (TTCLS) kullanarak, kolay ve hizli sekilde kallus olusumuna izin
veren bir prosediir aciklamislardir. Calismada genotip, eksplant kaynagi ve kiltiir
ortammin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri de incelenmistir. iki haftalik stok
bitkilerden Jumbo, Drakkar, Cossair ve Pactol ¢esitlerinin hipokotil ve yaprak sap TTCL
eksplantlar1 olusturularak NAA (0.1-0.4 mg/L), BAP (1-4 mg/L) ve sukroz (20-40 g/L)
iceren kat1 MS ortaminda kiiltiire alinmustir. Dort ¢esit arasinda 6nemli bir genotipik etki
gozlenmis, Jumbo ve Drakkar cesitlerinin siirgiin rejenerayon kapasitesi agisindan,
digerlerine kiyasla daha basarili oldugu tespit edilmistir. Farkli eksplantlar dikkate
alindiginda ise hipokotillerin 3 mg/L BAP, 0.3 mg/L NAA ve 30 g/L sukroz i¢ceren MS
ortaminda kiiltiire alindiginda yiiksek oranda siirgiin organogenesisi sergiledigi
belirlenmistir. Adventif siirgiin tomurcuklari, TTCL eksplantlarinin %46'sindan ortalama
7.5 tomurcuk olarak gelismis ve ayrica 7 giinliik kiiltiir sonrast siirgiin olusumu
gbzlenmistir. Siirgiinlerden meydana gelen rejenere bitkiler normal olarak gelisim
gostermis ve ebeveyn bitkilerle ayn1 morfolojik 6zelliklere sahip oldugu da belirtilmistir.

Cogbill vd. (2010), Brassica rapa’da, ilk defa adventif siirgiin rejenerasyon
protokolii olusturmus ve cesitli faktorlerin siirgiin olusturma tizerindeki etkilerini
arastirmuglardir. Ik olarak, stok bitkilerden elde edilen bes giinliik kotiledon eksplantlart,
degisen konsantrasyonlarda TDZ ve NAA iceren 15 farkli MS ortaminda kiiltiire
alimmustir. 1.5 mg/L TDZ ve 0.5 mg/L NAA igeren MS ortaminda %8.8 oraninda siirgiin
rejenerasyonu saglanmistir. Ote yandan, aym hormon ve miktarlarii igeren MS
ortaminda dort farkli konsantrasyonda AgNO3’iin etkisi test edilmistir. 5 mg/L AgNOs
iceren ortamlarda gelisen siirgiin oran1 % 14.8'e yiikselmistir. Bes giinliik kotiledon
eksplantlar1 proksimal (petiole en yakin) veya kotiledonun distal ucundan kesilerek (1.5
mg/L TDZ, 0.5 mg/L NAA ve 5 mg/L AgNOs ) besiyerinde abaksiyal veya adaksiyal
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yonde kiltire alimmistir. Eksplant oryantasyonu ve pozisyonunun silirgiin olusturma
kapasitesinde etkili oldugu tespit edilmistir. Adaksiyal-proksimal olarak yerlestirilen
kiltiirlerde eksplant basina en yiliksek ortalama siirglin sayisi elde edilmis ve siirgiin
rejenerasyon orant %32.5'e yiikselmistir. Ayrica siirglin rejenerasyonunda eksplant
yasinin etkisine de bakilmis ve 4 giinliik kotiledon eksplantlar1 kullanildiginda, siirgiin
gelistirme oran1 %44.5'e yiikselirken, 9 giinliik yaprak eksplantlarinda ise %23'liik siirgiin
rejenerasyonu elde edilmistir. Ayrica siirglinlein uzamalar1 i¢in 0.5 mg/L NAA i¢eren MS
ortamina aktarilirken ve kok rejenerasyonlari iginse hormonsuz ortama aktarilmistir.
Gelisen bitkicikler sonra sera kosullarinda iklimlendirme islemine tabi tutulmustur. Bu
calismada Brassica rapa i¢in en etkili siirgiin rejenerasyon ortaminin 1.5 mg/L TDZ, 0.5
mg/L NAA ve 5. mg/L AgNOs igeren MS ortami oldugu belirlenmistir.

Brassica oleracea subsp. italica (brokoli) cv.’nin in vitro siirgiin rejenerasyonu
icin Ravanfar vd. (2011), 7 giinliik in vitro fidelerin gelisen kotiledon eksplantlarini
kullanarak BAP (0, 1, 3, 5 ve 7 mg/L) ve NAA’nin (0, 0.5 ve 1 mg/L) farkh
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarini iceren MS ortamu iizerinde kiiltiire almiglardir. 3
mg/L BAP ve 1 mg/L NAA igeren kiiltiir ortami, siirgiin olusumunu uyartmak igin
belirlenen en uygun besiyeri olarak bildirilmistir. Ayni kiiltiir ortaminda 8 haftalik kiiltiir
stirecinden sonra eksplantlarin %53.33’{inde siirgiin indiiksiyonu saglanmis ve eksplant
basina ortalama siirgiin sayis1 0.43 olarak tespit edilmistir. Tek basina BAP veya NAA
iceren ortamlarda herhangi bir siirgiin rejenerasyonu gozlenmemistir. Optimum kiiltiir
kosullarindan elde edilen siirgiinler ise 0.2 mg/L IBA i¢eren MS ortamina koklendirilmek
tizere transfer edilmistir. Aklimatizasyon sirasinda farkli yetistiricilik ortamlarinin etkisi
degerlendirilmis ve saglikli bitki olusumu en fazla (% 83.33) kum ve toprak igeren
ortamlarda (1:1) saglanmistir. Turba yosunu, perlit ve vermikiilit (3:1:1) karisimindan
olusan ortamlarda ise azami kok uzunlugu (4.37 cm) ve bitki boyu (7.87 cm) olarak
belirlenmistir.

Sharma vd. (2014), lahana’da (Brassica oleracea L. var. capitata) bitki
rejenerasyonu igin kotiledon ve hipokotil eksplantlar: farkl: sitokinin ve oksinlerin (KIN—
IAA, KIN-NAA, BAP-IAA, BAP-NAA) farkli konsantrasyonlari ve kombinasyonlarini
iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Kullamilan 36 BGD kombinasyonundan
sirastyla 1.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA 2 mg/l BAP + 0.25 mg/L TAA igeren MS
ortaminda kotiledon eksplantindan yiiksek frekansta siirgiin rejenerasyonu elde
edilmistir. Her iki eksplattan gelistirilen siirgiinler, kok indiiksiyonu icin ¢esitli oksin
(IAA, NAA, IBA ve 2,4-D) konsantrasyonlarini igeren MS ortamina aktarilmis ve 4
haftalik kiiltiirden sonra 0.1 mg/L IBA igeren MS ortaminda %90 oraninda kok
rejenerasyonu saglanmistir. Rejenere edilen bitkiler, kum ve toprak karisimi igeren
ortamlara aktarilmis ve iklimlendirilmistir.

Gambhir ve Srivastava (2015), lahanada yaprak ve yaprak sapi1 eksplantlarini
kullanarak TDZ’nin siirgiin rejenerasyonu iizerindeki etkisini arastirmislardir. 20-25
giinlik lahana fidelerinden elde edilen yaprak ve yaprak sapi eksplantlari, TDZ,
TDZ+Adenine, TDZ+NAA ve TDZ+IAA kombinasyonlari iceren 40 farkli MS besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaprak eksplantinda 0.220 mg/L TDZ + 0.02 mg/L NAA
igeren ortamda % 91.11 oraninda siirgiin rejenerasyonu saglanirken, yaprak sapinda ise
0.22 mg/L TDZ+ 0.02 mg/L NAA igeren MS ortaminda % 88.88 oraninda siirgiin
rejenerasyonu gergeklesmistir. Gelistirilen siirgiinler 0.1 mg/L NAA i¢eren MS ortamina
transfer edilmis ve %100 oraninda kok olusmustur. Son asama olarak rejenere edilen
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bitkilerin timi, sterilize edilmis hindistan cevizi torfu iceren saksilara transfer edilmis ve
aklimatizasyon islemi tamamlanmaistir.

Kohlrabi (Brassica oleracea var. gongylodes) ¢esitlerinden olan Vienna Purple
(VP) ve Vienna White (VW) bitkilerinde Cosic vd. (2015), in vitro organogenesis
rejenerasyon protokolii olusturmayr amaglamislardir. Ik olarak intakt fide, kotiledon,
hipokotil ve kok eksplantlar1 farkli sitokininleri iceren (BA, TDZ ve Trans- veya Cis-
Zeatin) MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Test edilen tiim sitokininler, intakt fide ve
hipokotil eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonunu uyartmistir. Bunlardan intakt fideler,
her iki gesitte de rejenerasyon orani ve rejenere siirglinlerin canliligi agisindan daha
basarili bulunmustur. VP ¢esidi BA (% 60) veya TDZ (% 50) iceren MS ortaminda en
yiiksek siirgiin rejenerasyon frekansini gosterirken, VW g¢esidi ise BA (% 50), TDZ
(%47.5) veya transZeatin (%37.5) igeren ortamlarda siirgiin gelisimi olugturmustur. Hem
hipokotil eksplantlarinda hem de rejenere edilmis siirgiinlere sahip fidelerde (HRSs ve
SRSs) endojen sitokinin ve IAA igeriginin 6l¢iimleri, bu iki tip eksplantlar arasindaki
organojenik yanitta gbzlenen farkliliklarin, igsel sitokinin ve IAA igerigi ile iliskili
oldugunu ortaya koymustur. HRS'ler genellikle yiiksek miktarlarda toplam sitokinin
sergilerken, SRS'ler daha yiiksek bir [AA/biyoaktif sitokinin orani sergilemistir. Siirgiin
rejenerasyonu, sitokininlerden Cis-Zaetin, Trans-Zeatin, TDZ veya BA igeren besin
ortamlarinda elde edilmistir. Fidelerden rejenere edilen siirgiinler, BA (0.5 mg/L) ile
takviye edilmis ortamda daha basarili sekilde c¢ogaltilmistir. Cogaltilan siirgiinlerin
koklenme potansiyelini belirlemek i¢in 2 veya 4 mg/L IBA igeren ortamlara trasnfer
edilmis ve sonug olarak, yiiksek konsantrasyonda IBA igeren ortamda daha verimli
koklenme gozlenmistir. Koklenen bitkiler, topraga basarili sekilde aktarilmis ve
adaptasyonlar1 saglanmistir. Gelisen rejenere bitkilerde sitometrik analizler yapilmis ve
ploidi seviyelerinde bir varyasyon olmadig: tespit edilmistir. Sonug olarak fidelerden, de
novo siirgiin organogenesisi yoluyla iki Kohlrabi g¢esidinde hizli ve basarili bir bitki
rejenerasyon protokolii bildrilmistir.

Gerszberg vd. (2015), lahananin sekiz farkli ¢esidinde hipokotil ve kotiledon
eksplantlarini kullanarak in vitro kosullar altinda rejenerasyon potansiyeli agisindan test
etmiglerdir. 10 giinliik fidelerden alinan hipokotil ve kotiledon eksplantlari, %1 sukroz ve
farkli konsantrasyonlarda BGD kombinasyonlari ile desteklenmis MS bazal ortaminda
kiiltire alinmig ve ardindan farkli kallus indiiksiyon ortamlarinda alt Kiltiirleme
yapilmistir. Hipokotil eksplantlarinin, test edilen tiim ¢esitlerde kotiledon eksplantlarina
kiyasla kallus indiiksiyonu ve organogenesis i¢in daha uygun oldugu tespit edilmistir.
Rejenerasyon agisindan, 'Amager' test edilen diger cesitlere gore onemli Ol¢lide daha
duyarli bulunmus ve eksplant basina en fazla siirgiin rejenerasyonu saglanmistir. Ayrica,
kullanilan bes ortam tiirii arasinda, MS + 8.88 uM BAP + 0.53 uM NAA, siirgiin
rejenerasyonu i¢in en etkili besiyeri olarak belirlenmistir. Elde edilen rejenere siirgiinler,
koklenme ortamlarina aktarilmis ve 10-15 giin igerisinde kok olusumu meydana
gelmistir. Ancak 5.37 uM NAA igeren MS ortaminin maksimum sayida giiclii ve saglikli
kok rejenerasyonu ile daha basarili oldugu tespit edilmistir. Daha sonra bitkiler seraya
aktarilip aklimatizasyon islemi yapilmis (%95 oraninda) ve rejenere edilen bitkiler
arasinda fenotipik degisiklikler gdzlenmemistir.

Genetik manipiilasyonlar brokoli islahi i¢in 6nemli hale gelmistir. Kumar ve
Srivastava (2015a), hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 kullanarak TDZ’nin
organogenesis tizerindeki etkisini belirlemeyi amaglamislardir. 10 ila 12 giinliik in vitro
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yetistirilen brokoli fidelerinden hipokotil ve kotiledon eksplantlari, siirgiin rejenerasyonu
icin tek basina TDZ, Adenin+TDZ, NAA+TDZ ve IAA+TDZ kombinasyonlarini i¢eren
MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Test edilen 36 besin ortami1 degerlendirildiginde, 2 uM
TDZ ve 0.5 uM TAA igeren MS ortaminda hipokotil eksplantlarinda (%95.92) maksimum
slirgiin rejenerasyonu saglanmistir. Ayni zamanda 2 uM TDZ ve 0.59 mM adenin i¢eren
MS ortaminda ise kotiledon eksplantlarindan %88.88 oraninda ¢oklu siirgiin
rejenerasyonu gelismistir. 1.08 uM NAA iceren MS ortaminda in vitro rejenere edilmis
siirgiinler yiiksek frekansta (% 93.99) kok rejenerasyonu olusturmustur. lyi gelismis
siirgtinler ve kok sistemine sahip rejenere bitkiler, kum ve toprak karisimi igeren
saksilarda dis kosullara aktarilmistir.

Kumar ve Srivastava (2015b)’nin brokolide yapmis olduklar1 diger ¢alismada,
hipokotil, kotiledon, yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarini farkli konsantrasyonlarda BAP
ve NAA kombinasyonlar1 igeren siirgiin gelistirme ortamlarinda kiiltiire almistir.
Hipokotil eksplanti (%83.33) 3.5 mg/L BAP+0.019 mg/L NAA igeren ortamda, kotiledon
eksplanti (%90) 2.5 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA igeren ortamda, yaprak eksplanti
(%62.96) 4 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA igeren ortamda ve yaprak sap1 ise (%91) 4.5 mg/L
BAP+0.019 mg/L NAA igeren ortamlarda yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu
olusturmustur. Sonu¢ olarak yaprak sapi eksplantlari, diger eksplantlara kiyasla
maksimum oranda siirgiin rejenerasyon meydana getirmistir. Ote yandan in vitro elde
edilen tiim stirgiinler 0.1 mg/L NAA iceren MS ortamina aktarilmis ve %100 oraninda
basarili kok rejenerasyonu ile olusmustur. Rejenere edilen bitkiler, daha sonra hindistan
cevizi torfu i¢eren saksilara transfer edilerek basarili sekilde dis kosullara aligtirilmistir.

Gambhir vd. (2017), Brassica oleracea cv. Pride of India’da organogenesis i¢in
7-9 giinliik kotiledon ve hipokotil eksplantlarini 40 farkli ortamda (TDZ, Adenin+TDZ,
NAA+TDZ, IAA+TDZ’den olusan) kiiltiire almistir. Sirasiyla 0.33 mg/L TDZ + 79.7
mg/L adenin ve 0.22 mg/L TDZ + 0.088 mg/l IAA igeren MS ortaminda kotiledon
eksplantlarindan %91.11 ve hipokotil eksplantlarindan ise %94.40 oraninda maksimum
siirglin rejenerasyonu elde edilmistir. Olusan siirglinler gesitli kdklenme ortamlarina
aktarilmig ve 2-3 hafta icerisinde koklenme rejenerasyonu saglanmistir. Maksimum
koklenme (%100) 0.1 mg/L NAA igeren MS ortaminda olusmustur. Koklendirilen
rejenere siirglinler sterilize edilmis hindistan cevizi torfu i¢eren saksilara aktarilmis ve
basariyla iklimlendirilmistir. Rejenere bitkiler morfolojik olarak incelendiginde herhangi
bir fenotipik varyasyona rastlanilmamustir.

Srivastava vd. (2017), Brassica oleracea L. var botrytis’in fidelerinden elde edilen
yaprak dokularin1 kiiltiire alarak, c¢esitli BGD ve kombinasyonlarinin siirgiin
rejenerasyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Eksplantlar Gamborg ortaminda
inkiibe edilmis ve kallus olusumlar1 2 haftalik yaprak eksplantlarinda olusmaya
baslamistir. Maksimum kallus frekansi, %85.56 oraninda 9.1 uM TDZ ve 0.5 uM NAA
ile desteklenen MSB5 ortaminda kaydedilmistir. Ayrica 4.5 uM TDZ ve 0.5 uM NAA
iceren MSBS5 ortaminda da %54.44 oraninda kallus olusmustur. Ekplant basina
maksimum siirgiin sayisi (5.33), 4.5 uM TDZ ve 0.5 uM NAA igeren MSBS5 ortaminda
kaydedilirken, maksimum siirgiin uzunlugu (4.86 cm) 4.5 uM TDZ ve 5.7 uM GA3
iceren MSB5 ortamindaki siirgiinlerde kaydedilmistir. Bununla birlikte, 4.9 uM IBA
iceren 2 MS bazal ortaminda kiiltiire alinan siirgiinler %71.11 oraninda kok
olusturmuslardir. Ayrica rejenere olmus bitkilerde, siiperoksit dismutaz, askorbat
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peroksidaz ve peroksidaz antioksidan enzim aktivitelerine bakilmis ve kallus indiiksiyonu
ile rejenerasyonunda bu 6nemli antioksidan enzimlerin rolleri ortaya konulmustur.

Liu vd. (2018), Cin lahanasiin (Brassica rapa L.) in vivo yaprak eksplantlarindan
yiikksek verimli bir rejenerasyon sistemi olusturmus ve genetik transformasyon
uygulamalarini da aragtirmiglardir. 17.76 uM BA ve 5.37 uM NAA iceren ortamlarda
‘Beijing New No.3” (88.46 £ 1.65) ve ‘Chengyangqing’ (73.77 £ 1.73) ¢esitlerinin
maksimum rejenerasyon sagladigi tespit edilmistir. Etilen inhibitorii olan, AgNOs3
Brassica tiirlerinin rejenerasyonunu tesvik etmede dnemli rol oynamaktadir. Bu nedenle
cesitli konsantrasyonlarda AgNO3z (0, 11.77, 23.55, 35.32 veya 47.09 uM), BA ve NAA
iceren ortamlar ilave edilerek yaprak rejenerasyonu i¢in en uygun kombinasyon tespit
edilmeye ¢alisilistir. Calismada 11.77 pM AgNOs konsantrasyonunun yaprak
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu igin gerekli oldugu tespit edilmistir. Sekiz Cin
lahanasi ¢esidi arasinda, 17.76 uM BA, 5.37 uM NAA ve 11.77 uM AgNOs igeren MS
ortaminda, eksplant bagina siirgiin sayisina (1.31 + 0.02 ile 2.02 £ 0.05 arasinda) ek
olarak, siirgiin rejenerasyon frekanslarindaki genotipik farkliliklar da (%47.24 + 3.65 ile
88.46 + 1.65 arasinda) gozlenmistir. Diisiik sicaklik (4°C) 'Beijing New No. 3' ve
'‘Chengyangging' ¢esitlerinin  siirgiin  indiiksiyon frekansinda oOnemli bir fark
olusturmamuistir. Ote yandan olusan adventif siirgiinler, daha fazla biiyiimeleri ve rejenere
stirgiinlerin uzamasi i¢in MS bazal ortama aktarilmistir. Siirgiinler 2-3 ¢cm uzunluga
ulastiginda, izole edilmis ve 2.69 uM NAA iceren koklendirme ortamina transferi
yaptlmistir. Koklenen rejenere siirglinler saksilara aktarilarak dis kosullarda
aklimatizasyonu yapilmis ve adaptasyonu saglanmistir.

Banjac vd. (2019), kara lahanada etkili ve tekrarlanabilir bir rejenerasyon
protokolii elde etmeyi amaglamig ve rejenerantlardaki antioksidan aktivitesi ile toplam
fenolik igerigini de arastirmiglardir. Bu amacla kotiledon, hipokotil ve kok eksplantlar: 3
farkli sitokinin (TDZ, BA, KIN) ve NAA’nin farkli konsantrasyonlariyla kombine
edilmis besiyerlerinde kiiltiire alinmistir. BA ve TDZ igeren ortamlarda eksplant
yiizeyinde somatik embriyolar gézlenirken, ayn1 zamandaa siirgiin olusumu da meydana
gelmistir. Hem siirgiin hem de embriyo olusumu agisindan TDZ' nin en etkili sitokinin
tipi oldugu belirlenmis ve optimal BGD kombinasyonu 20 uM TDZ + 2 uM NAA olarak
tespit edilmistir. Ayrica TDZ uygulamasi ile rejenere bitkilerdeki antioksidan ve toplam
fenolik igeriginde artis oldugu tespit edilmistir.

2.3. Farkh Tiirlerdeki Sentetik Tohum Cahismalari

R. carnosula endemiginde heniiz literatiirde yapilmis bir sentetik tohum
caligmasina rastlanilmadigi i¢in, bu boliimde farkl tiirlerde yapilmis olan sentetik tohum
tiretimi ¢calismalar1 hakkindaki literatiirlerden bahsedilmistir.

Sentetik tohum teknolojisi kullanilarak birgok tahil, meyve, siis, tibbi bitki,
sebzeler, agaclar ve orkide gibi ¢esitli bitki tiirlerinde sentetik tohum iiretiminin yapildig:
bildirilmistir (Rai vd. 2009; Gantait vd. 2015). Literatiire gore ilk sentetik tohum
calismasi; havug somatik embriyolarinda kurutulmus sentetik tohumlarin suda
¢oziinebilir recine kaplama ve polioksietilen glikoliin uygulanmasiyla Kitto ve Janick
(1982) tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra, Redenbaugh vd. (1984) aljinat hidrojel
kapsiillemesi ile yonca bitkisinde basarili bir sentetik tohum iiretimi saglamislardir.
Sentetik tohum tiiretiminde kullanilan eksplant kaynagi, bitki rejenerasyonu i¢in etkili
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faktorler arasinda yer almaktadir (Gantait vd. 2015). Bu nedenle somatik embriyo disinda,
stirgiin ucu, nodal segmentler, aksiller tomurcuk, mikro siirgiinler ve kalliler gibi farkli
tiplerde eksplant kaynaklar1 da yapay tohum olusumunda kullanilmaktadir (Pattnaik ve
Chand 2000; Zych vd. 2005; Lata vd. 2009; Saha vd. 2014).

Kamada vd. (1989), havug bitkisinin (Daucus carota L. cv. US-Harumakigosun)
apikal meristem bdlgelerini ¢esitli MS ortamlarinda kiiltiire almiglar ve somatik
embriyolar elde etmislerdir. Dort farkli uygulamadan olusan somatik embriyolar 0.25-
0.50, 0.5-1.0, 1.0-2.0 mm olacak sekilde 3 ayr1 boyuta gore ayrilmistir. Embriyolar
%3’liik (w/v} sodyum aljinat ¢ozeltisinde bekletildikten sonra 100 mM CaC1; ¢ozeltisine
damlaciklar halinde ilave edilmis ve kapsiiller meydana gelmistir. Olusturulan her yapay
tohum igerisinde tek bir somatik embriyo bulunmaktadir. Sentetik tohumlar petrilere
aktarilarak ¢imlendirme testleri yapilmis ve kiiltiiriin baslamasindan 1-2 hafta sonra
embriyolarda ¢inlenme gozlenmistir. Hem radikula hem de yesil tomurcuk gelistiren
tohumlarin frekansi; sukroz, kadmiyum veya sodyum hipoklorit ile muamele edilen
biiyiik boy embriyolarda yaklasik %30-50 iken, 2,4-D ile uyartilan embriyolarda yaklasik
%15 olarak tespit edilmistir.

Ipekci ve Goziikirmizi (2003), Paulownia elongata'da yaprak ve internodal
eksplantlarindan dogrudan somatik embriyogenez yoluyla tekrarlanabilir ve etkili bir
rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Cesitli hormonlar (BAP, NAA, IAA KIN, TDZ)
tek bagina veya kombinasyonlart halinde somatik embriyogenesisi indiikleme kapasiteleri
acisindan test edilmistir. En yiiksek somatik embriyo indiiksiyon frekanslari, %3 sukroz,
%0.6 phytagel, 500 mg/L kazein hidrolizat ve 10 mg/l TDZ igeren MS ortaminda
gozlenmistir. Somatik embriyolar 7 giinliik kiiltiir siirecinden sonra ayni igerikli MS
ortaminda yaprak (%69.8) ve internod (%58.5) eksplantlarindan indiiklenmistir. Olgun
embriyolarin alt kiiltlire alinmasi, yaprak eksplantlarinda %50.1, internod eksplantlarinda
ise 9%29.8 oraninda g¢imlenme frekansi ile sonuglanmistir. Dogrudan yaprak
eksplantlarindan elde edilen embriyolar, 50 mM CacCl; i¢erisinde 30 dk maruz birakilarak
ve ii¢ farkli sodyum aljinat konsantrasyonu (%1, %2.5, %3) igeren sivi MS ortaminda
kapsiillenmistir. %3'liik sodyum aljinat ile kaplanan embriyolar, en uygin konsantrasyon
olarak belirlenmis ve sirasiyla %73.7 hayatta kalma ve %53.3 ¢imlenme frekanslar
olusturmustur. Sentetik tohumlarin 30 giin veya 60 giin boyunca 4°C'de depolanmasi,
hem kapsiillenmis hem de kapsiillenmemis embriyolarin, depolanmayan embriyolara
kiyasla, hayatta kalma ve tam ¢imlenme frekanslarini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Bununla
birlikte, 4°C'de 30 giin veya 60 giin depolama sonrasinda, kapsiillenmis embriyolarin
canlilik oranlar1 sirasiyla %67.8 ve %53.5, ¢imlenme frekanslar1 ise %43.2 ve %32.4
olarak belirlenmistir.

Manjkhola vd. (2005), Himalaya'nin tehlike altinda olan tibbi bitkilerinden
Arnebia euchroma’da eszamanli olarak organogenesis ve somatik embriyogenesis
protokolii gelistirmislerdir. Caligmada yaprak kaynakl kalluslardan hem siirglin hem de
somatik embriyo rejenerasyonu gozlenmistir. En yiiksek siirgiin olusumu 2.5 uM BA ve
1 uM IBA iceren ortamlarda kiiltiir bagina 12.2 siirgiin olarak tespit edilmistir. En yiiksek
ptimal somatik embriyo olusumu ise 2.5 pM BA ve 2.5 uM IBA iceren ortamlarda kiiltiir
basina 16.3 embriyo olarak belirlenmistir. % 3 sodyum aljinat ve kalsiyum nitrat (25
dakika boyunca 100 mM) ile kapsiillenmis erken kotiledon evredeki embriyolar, MS
ortaminda kiiltiire alinmis ve %60.6 oraninda ¢imlenme gostermistir. Sentetik tohum
tiretiminde sodyum aljinatin diisiik konsantrasyonlar1 (% 1-2) ¢ok yumusak, yiiksek
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konsantrasyonu (% 4) ise ¢ok sert yapi i¢in koklerin ve siirglinlerin ortaya ¢ikmasi
engellenmistir.

Tangolar ve Biiyiikalaca (2008) asma bitkisinde, B Amerikan anaglarindan elde
edilen (V. vinifera L. cvs. ‘Chasselas’ x V. berlandieri), 41 olgunlasmamis zigotik
embriyo eksplantlarini kullanarak 2,4-D (0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/L) ile desteklenen B5
ortam1 lizerinde aydinlik ve karanlik kosullar altinda kiiltiire almislardir. En yiiksek
somatik embriyo olusumu karanlik kosullarda 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L 2,4-D igeren
ortamlarda sirastyla 9%27.5, %22.0 ve %20 oranlarinda bulunmustur. Torpido
asamasindaki somatik embriyo sayisi, en fazla 1.0 mg/L 2,4-D (565 embriyo) ile
desteklenmis B5 ortaminda karanlik kosullarda elde edilmistir. Yapay tohum iiretimi igin
torpido asamasindaki somatik embriyolar izole edilmis ve c¢esitli konsantrasyonlarda
sodyum aljinat (% 3 ve 4) ile kalsiyum kloriir (75, 100 ve 125 mM) c¢dzeltilerinde
muamele edilerek, boncuk sertligi ve somatik embriyolarin doniisiim frekansi tizerindeki
etkileri test edilmistir. Kapsiilasyon i¢in en uygun kombinasyon %3 sodyum aljinat ile
125 mM kalsiyum kloriir karisimi olarak belirlenmistir. Olusturulan sentetik tohumlar,
¢imlenme performansi i¢in BGD igermeyen MS ortamlarina transfer edilmis ve %5474
arasinda ¢imlenme orani goriilmiistiir.

Pintos vd. (2008), Mantar mesesi (Quercus suber) agacinda sentetik tohum
tiretilmesi amaciyla olgun somatik embriyolar: (1.5 + 0.5 cm biiyiikliigiinde), aljinat ile
kaplamis ve yapay tohumlarin ticarilestirilmeye yonelik depolanabilme kosullarini test
etmislerdir. Ilk olarak, mineral bilesenler ile kapsiillemenin sentetik tohuma doniisiimii
tizerindeki etkisi, daha sonra kapsiile sukroz ve mineral besin maddelerinin eklenmesinin
etkisi ve sukrozun kapsiile eklenmesi ile sentetik tohumlarin soguk depolanmasinin
doniisiim oranina etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda sentetik tohumlarin doniisiim
orani, mineral besinlerle takviye edilmis ortamda, besin igermeyen ortamdan daha yiiksek
bulunmustur. Ote yandan kapsiile sukroz ilave edilmesinin sentetik tohum déniisiim orani
tizerinde 6nemli bir etkisi bulunmamigstir. Kapsiilasyon i¢in %35°lik sodyum aljinat ile 50
ve 100 mM CaClz kullanilmis ancak iki konsantrasyon arasinda 6nemli bir istatistiksel
fark kaydedilmemistir. Sentetik tohumlar, doniisiim kapasitesinde onemli bir kayip
olmadan 4°C'de iki ay boyunca soguk kosullar altinda muhafaza edilmisir.

Kumar ve Thomas (2012), 6nemli bir tibbi bitki tiirii olan Clitoria ternatea
Linn'nin kotiledon eksplantlarindan tiiretilen embriyojenik kalluslardan etkili bir bitki
rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Optimum embriyojenik kallus, % 75 oraninda 2
mg/L 2,4-D ile desteklenmis MS ortaminda olusmustur. Kalluslar 2 mg/L BA ve 0.5 mg/L
NAA iceren MS ortamlarinda alt kiiltiire alinmis ve 45 giinliik kiiltiir slirecinden sonra
kalluslarin % 61'i farkli gelisim asamalarinda olan gram kallus bagina ortalama 22
somatik embriyo olusturmustur. Ote yandan kiiltir ortamma daha yiiksek
konsantrasyonlarda sukroz ve ABA eklenmesi, embriyojenik yaniti dnemli Olgiide
arttirmustir. 2 mg/L BA, 0.2 mg/L NAA ve % 4 sukroz ile desteklenmis MS ortaminda,
kiiltiirlerin % 76's1 gram kallus basina ortalama 28 embriyo olusumu ile sonu¢lanmastir.
En yiiksek embriyojenik tepki, % 83 oraninda 2 mg/L BA, 0.2 mg/L NAA ve 3 mg/L
ABA ilave edilmis MS ortaminda gram kallus basina ortalama 37 embriyo olarak
belirlenmistir. Sentetik tohumlar, %3 sukroz, 1.0 mg/L BA, 0.2 mg/L NAA ve MS ortami
iceren kalsiyum aljinat ile kapsiillenmistir. En yiiksek sentetik tohum ¢imlenmesi (%92)
2 mg/L BA ve 0.5 mg/L NAA igeren MS ortaminda gozlenmis ve %4’°liik sodyum aljinat
optimum bulunmustur. Sentetik tohumlar 4°C'de ve 25 + 2°C de 5 aya kadar muhafaza

22



KAYNAK TARAMASI M. DEMIR

edilmis ve 5 aylik depolama siirecinden sonra %86 oraninda canlilik saptanmaistir.
Cimlenen sentetik tohumlar basartyla topraga transfer edilmistir.

Cheruvathur vd. (2013), Rhinacanthus nasutus (L.) kurz'un kotiledon ve yaprak
eksplantlarmi 1.0-5.0 mg/L 2,4-D ile tek basmma veya 0.3-1.5 mg/L IBA ile
kombinasyonunu igeren MS ortamlarinda kiiltire almiglardir. Maksimum kallus
indiiksiyonu (%100), 4 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L IBA iceren MS ortaminda kiiltiire alinan
kotiledon eksplantlarinda gergeklesmistir. Kalluslar IBA (3.0-5.0 mg/L) igeren 2 MS
ortaminda alt kiiltiire alindiginda kolay dagilabilen embriyojenik kalluslar olusturmus ve
45 giinliik kiiltiir stirecinden sonra gesitli gelisim asamalarinda olan (globular, kalp,
torpido) somatik embriyolar meydana getirmistir. En yiiksek kallus embriyogenesis, 4
mg/L IBA iceren MS ortaminda olusmustur. Ayrica, kalluslarin %47'si gram Kkallus
basina ortalama 16.3 somatik embriyo iiretmistir. Cimlenme igin, torpido evresindeki
somatik embriyolar izole edilmis, 0.5 mg/L BAP ve IAA igeren /2 MS ortaminda kiiltiire
alimmustir. Torpido evresindeki somatik embriyolar, sodyum aljinat (3, 4 ve 5 %) iceren
MS ortamu igerisinde bekletildikten sonra sentetik tohum ftiretimi i¢in CaClz (100 ve 125
mM) ¢o6zeltisine damlatilarak, 60-80 rpm c¢alkalayicida 30 dk boyunca ¢alkalanmuistir.
%3 sodyum aljinat ile kapsiillenen ve 100 mM CaCl; ile sertlestirilmis olan sentetik
tohumlar yiiksek oranda (%92) ¢imlenme frekansi gostermis ve 0.2 mg/L igeren MS
ortaminda optimum biiyiime saglamislardir.

Baskaran vd. (2015) tarafindan nesli tiikenmekte olan tibbi bir bitki olarak Mondia
whitei tiirtinde somatik embriyogenesis ve sentetik tohum tiretimi yoluyla etkili bir bitki
rejenerasyon sistemi gelistirilmistir. En yiiksek somatik embriyogenesis frekansi (% 100)
40 g/L sukroz, 8 g/L agar, 20 uM, 2.,4-D ve 1 uM TDZ igeren kiiltiir ortaminda tespit
edilmistir. Kalp, torpido ve kotiledon evrelerindeki somatik embriyolar, 20 g/L sukroz, 8
g/L agar, 0.5 uM meta-topolin riboside (MTR) ve 0.25 uM TAA iceren MS ortamindan
izole edilmistir. Embriyolar, stvi MS ortami ve farkli konsantrasyonlarda sodyum alginat
ve kalsiyum Kkloriir ¢6zeltilerinde 10 dk maruz birakilarak kapsiillenmistir. %3 sodyum
alginat ve 100 mM CaCl,2H>0 kombinasyonu, sentetik tohumlarin hayatta kalma orani
(%95.7) ve ¢imlenme (%73) frekanslarin1 optimum olarak saglamistir. 4°C’de depolanan
sentetik tohumlarin ¢imlenme orami 50 giinlilk depolamadan sonra %51,6 olarak
belirlenmistir. Somatik embriyogenesis ve sentetik tohum uygulamalari sonucu
gelistirilen bitkiler sera kosullarinda iklimlendirilmis ve %90 oraninda adaptasyon
saglanmistir. Bu protokol ile germplazm ve dogal popiilasyonlarin korunmasi ig¢in
nispeten basit ve hizli bir sistemin olusturuldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma 2018-2019 yillarinda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Doku Kiiltiiri Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak, daha énce 116G020 TUBITAK 1007 alt
projesi kapsaminda Antalya-Kemer bolgesinden toplanan dogal Ricotia carnosula
tohumlarmin (Sekil 3.1.) serada iiretilmis tohumlar1 kullanilmistir.

Sekil 3.1. Ricotia carnosula’nin dogadaki goriintiileri

3.2. Metot
3.2.1. In vitro stok bitki yetistirme ¢calismalari

Calismada kullanilacak olan iki farkli eksplant tipinin (kotiledon ve
hipokotil) elde edilmesi igin steril kosullarda Cizelge 3.1°deki ¢imlendirme
ortamlara tohum ekimi yapilarak in vitro stok bitki iiretimi yapilmistir. Bu
amagla, en iyi ¢cimlenme oranini belirlemek i¢in 6n deneme amagh 5 farklh
¢imlenme ortami test edilmistir.

Cizelge 3.1. Tohum ¢imlendirme ortamlarinin igerikleri

ort. Temel Ortam* Vitamin** Sukroz Plant IAA*** pH
No Agar
1 Tam MS NN 30 g/L 79/L - 5.8
2 Tam MS NN 30 g/L 7g/L 1 mg/L 5.8
Modifiye Tam MS
3 (Mod 3B) NN 30g/L 79/L - 5.8
Modifiye Tam MS
4 (Mod 3B) NN 30g/L 79/L 1 mg/L 5.8
5 | MESampon’luMS NN 0gL | 7gL i 5.8
tuzlari

*MS ( Murashige Skoog 1962) (Duchefa), **NN (Nitsch ve Nitsch 1969) (Duchefa), ***IAA (Indol-3-asetik asit)
(Duchefa)
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Daha sonraki stok bitki gelistirme ¢aligmalarinda, daha basarili bulundugu
icin 5 nolu MES "It MS ortam1 (Murashige ve Skoog, 1962) ortami tuzlari ile NN
ortami (Nitsch ve Nitsch, 1969) vitaminleri ¢imlendirme ortami olarak kullanilmis
ve hazirlanan bu ortam 180 ml’lik steril cam kavanozlara 30 ml dokiilerek,
sterilizasyonu i¢in 121 °C’de 20 dk otoklavlanmustir.

R. carnosula tohumlarmin ekimi Oncesinde Sekil 3.2°de Ozetlenen
sterilizasyon basamaklar1 uygulanmustir. Sterilizasyon ig¢in dezenfektan olarak
ethanol ve sodyum hipoklorit kullanilmistir. Tohumlar ilk asamada, %70’lik
ethanolde 2 dk bekletildikten sonra steril kavanozlarda saf su ile 1 defa (5dk)
durulanmistir. Durulanan tohumlar ikinci asamada, 1-2 damla Tween 20 igeren
%15 lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk boyunca bekletilmis, en son her biri
2 dk’lik 3 durulama isleminden gegirilmistir. Sterlizasyon islemlerinin tiimii
laminar flow kabin igerisinde yapilmustir.

(c) (d)

Sekil 3.2. Sterilizasyon basamaklari; a) Ricotia carnosula tohumlarinin
kapsiillerinden ¢ikarilmasi; b) %70’lik ethanol ve %15°lik sodyum hipoklorit
uygulamasi; €); d) Tohumlarin ¢imlendirme ortaminda kiiltiire alinmasi
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Sterilizasyon sonrasinda tohumlarin ekimi, her bir kavanoza 7 tohum olacak
sekilde yapilmistir. Kiiltiire alinan tohum kavanozlarinin agizlari streglenip iki giin
boyunca 25 °C’de karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmis ve ardindan 16/8 saat
1s1k/karanlik fotoperiyoda sahip (25°C) bitki biiyiitme odasina transferi yapilmistir.
Bir haftalik in vitro fidelerden steril kosullar altinda kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 alinarak, hazirlanan rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire alinmigtir.

3.2.2. In vitro rejenerasyon denemeleri

Calismada, kotiledon ve hipokotilden olusan iki farkli eksplant tipinin
rejenerasyonu i¢in Cizelge 3.2.’de igerik ve konsantrasyonlar1 belirtilen cesitli
oksin ve sitokininlerin farkli kombinasyonlarini iceren, kontrol dahil 73 farklh
kiltlir ortam1 hazirlanmistir. Bu ortamlarda temel besin ortami olarak MES 11 MS
ortami makro-mikro tuzlari ile NN ortami vitaminleri kullanilmistir. Karbonhidrat
kaynagi olarak %3 sukroz, katilastirici ajan olarak ise % 0.3 gelrite ilave edilmistir.

Ortamlarin pH degeri 1 N KOH ve 0.1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmis
ve ardindan 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilizasyonu yapilmistir.

Otoklavlanan besin ortamlarinin oksin ve sitokinin stoklart DMSO
(dimethyl sulfoxide) ve saf su ile ¢ozdiiriilerek soguk filtrasyon ile sterilize edilmis
ve otoklavlanan ortamlara steril laminar flow kabin i¢erisinde uygun miktarda ilave
edilmistir. Calismada oksin olarak 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit), NAA
(naftalen asetik asit) ve IAA (Indol-3-asetik asit), sitokinin olarak ise TDZ
(Thidiazuron), BA (Benzil adenin) ve Zeatin’in 0, 0.5, 1 ve 2 mg/L lik
konsantrasyonlari, MES ’I1 MS ortamia Cizelge 3.3.’de belirtildigi gibi farkl
kombinasyonlarda ve konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Hazirlanan ortamlar 6
cm’lik steril petri kaplarina 10 ml hacimde dokiilmiis ve kiiltiir yapilincaya kadar
streclenerek 25°C karanlik kosullarda muhafazasi saglanmstir.

Her bir eksplant tipi igin her bir ortam uygulamasinda doért petri ve her bir
petride dort eksplant kiiltiire alinmistir. Rejenerasyonun tesvik edilmesi igin
kotiledon (5x5 mm) ve hipokotil (5 mm uzunlukta) eksplantlarinin kenarlar steril
bisturi yardimiyla kesilerek yara dokulariin olusmasi tesvik edilmeye ¢alisiimistir.
Eksplantlar petriler icerisinde kiiltiire alindiktan sonra petrilerin agizlar1 sikica
streclenip, 25°C’de karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirler iki
hafta sonra 16/8 saat 1sik/karanlik fotoperiyoda sahip (25°C) bitki biiyiitme
odalarina transfer edilmistir. Kiiltiire alinan eksplantlarin her birisinin somatik
embriyo veya siirglin olusturma yetenekleri haftalik olarak stereo mikroskop altinda
gozlemlenmis ve 8 hafta sonra deneme sonuglari kaydedilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismanin tohum ¢imlendirme ve rejenerayon asamalarinda
kullanilan besin ortamlarinin igerikleri ve konsantrasyonlari

MS* MS Mod 3B* MS MES* NN*
icerik (mgL)  (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Makro Elementler
CaCl; 332 332 332 -
KHzPO4 170 170 170 -
KNO3 1900 950 1900 -
MgSOs 180 180 180 -
NH4NO; 1650 825 1650 -
Mikro Elementler
CoCl,. 6H:0 0.025 0.025 0.025 -
CuSOa. 5H,0 0.025 0.025 0.025 -
FeNa, EDTA 36.70 36.70 36.70 -
H3BO3 6.20 6.20 6.20 -
Kl 0.83 0.83 0.83 -
MnSO.. 4H,0 16.90 16.90 16.90 -
Na;MoO;,. 2H,0 0.25 0.25 0.25 -
ZnS0s. TH,0 8.60 8.60 8.60 -
Vitaminler
Glycine 2.00 2.00 2.00 2.00
Myo-Inositol 100 100 100 100
Nicotinic Acid 0.50 0.50 0.50 0.50
Pyridoxine-HCI 0.50 0.50 0.50 0.50
Thiamine-HCI 0.10 0.10 0.10 0.10
Biotin - - - 0.05
Folic Acid - - - 0.50

*Duchefa hazir ortamlar1 kullanilmusgtir.
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3.2.3. Somatik embriyolar: bitkiye doniistiirme ve aklimatizasyon calismalar:

Kiiltiire alinan hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan gelisim gosteren
kotiledon evresindeki somatik embriyolar steril kosullar altinda izole edilmis ve bu
embriyolar ¢imlendirilmek tizere BGD igermeyen besin ortamina transfer
edilmistir. Bu ortamin hazirlanmasi i¢in 30 g/L sukroz, NN vitamin, 7g/L plant agar
iceren MES ’11 MS ortami1 kullanilmig (pH 5.9) ve 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Iyi bir embriyo gelisimi igin kiiltiir kab1 olarak steril cam tiipler
kullanilmis ve her bir tiipe 12.5 ml hacimde ortam dékiilmiistiir. Izole edilen
kotiledon asamasindaki embriyolar, her tiipte bir embriyo olacak sekilde transfer
edilmis ve 25 °C’de 16/8 saat 1sik/karanlik fotoperiyoda sahip bitki biiyiitme
odalarma aktarilmistir. Yaklasik bir ay sonra siirgiin ve kok olusumu tamamlanan
in vitro bitkiciklere aklimatizasyon islemi uygulanarak dis kosullara alistirilmistr.

Cizelge 3.3’de goriildiigii iizere, Zeatin hormonu diger sitokinler olan BA
ve TDZ de oldugu gibi oksinler ile kombine edilmeden kullanilmistir. Bunun
nedeni oldukca kapsamli bu denemede eksplant yoniinden yasanan sikinti olup, bu
nedenle sadece sitokin olarak tek basina etkisi arastirilmistir. Ote yandan, Cizelge
3.3’den de goriildiigii gibi ortam olarak her bir eksplant tipi i¢in kontrol ortam1 dahil
toplam 73 adet besin ortami kullanilmistir. iki sayfadan olusan bu besin
ortamlarinin iceriklerini daha kisa 6zetlemek i¢in Cizelge 3.4. olusturulmustur.

28



MATERYAL METOT

M. DEMIR

Cizelge 3.3. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon denemeleri igin

olusturulan besin ortamlar1 ve BGD igeriklerinin farkli bir gosterimi
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Cizelge 3.3’iin devamu.
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Cizelge 3.4. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon denemeleri i¢in olusturulan besin ortamlar1 ve BGD igeriklerinin toplu

gosterimi
IAA 2,4D NAA
Ortamlarin BGD
icerigi 0 05mg/L| 1mg/L | 2mg/L |0.5mg/L| 1mg/L | 2mg/L |0.5mg/L| 1 mg/L | 2mg/L

0 0 (Kont) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0.5 mg/L 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
g 1 mg/L 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
2 mg/L 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
0.5 mg/L 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

N
E 1 mg/L 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59
2 mg/L 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69
0.5 mg/L 70 - - - - - - - - -

£
© 1 mg/L 71 - - - - - - - - -

(5]

N
2 mg/L 72 - - - - - - - - -
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Aklimatizasyon icin oncelikle 1:1:1 oraninda torf, perlit ve vermikulit karigimi
hazirlanmis ve 121 °C’de 30 dk boyunca otkolavlanarak sterilizasyonu yapilmaistir.
Hazirlanan bu karigim, kiicliik viyollere esit miktarlarda dagitilip suya doygun hale
getirilmistir. Tiiplerden pens yardimui ile ¢ikartilan bitkicikler, koklerine zarar verilmeden
agar bulasigindan ¢esme altinda su ile arindirilmis ve her viyol yuvasina bir adet bitkicik
olacak sekilde dikim islemi yapilmistir. Dis kosullarda ortam neminin diisiik olmasi
sebebiyle, viyollere transfer edilen ancak stomalar1 heniiz aktif olmayan bitkicikler nem
kosullarina uyum saglayamamakta ve bu asamada onemli kayiplar yaganmaktadir. Bu
nedenle transfer edilen bitkiciklerde nem oraninin yiiksek tutulmasi i¢in dikim yapilan
viyollerin {izeri, i¢lerine su spreylenmis plastik pet bardaklarla (2 adet) kapatilmistir.
Daha sonra aktarilan bitkiciklerin 25°C’de 16/8 saat 1sik/karanlik fotoperiyoda sahip bitki
bliyiitme odalarinda muhafazasi yapilmis ve hergiin belirli araliklarla su ile spreylenerek
kademeli nemlendirme islemi yapilmistir. Biiylimeye baslayan bitkiler bir siire sonra daha
iyi gelisim gdsterebilmesi i¢in viyollerden kii¢iik saksilara aktarilmis ve 2 hafta boyunca
delikli plastik bardaklar altinda tutulmustur. Gelismeye devam eden bitkilerde ortam
neminin diisiiriilmesi i¢in, iki haftanin sonunda pet bardaklar kademeli olarak tamamen
kaldirilmistir. 4. hafta ise bitkilerin dis ortama adaptasyonunu saglamak i¢in pet bardaklar
tamamen kaldirilmis ve alistirma seralarina transferi yapilmistir.

3.2.4. Histolojik analizler

Kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan elde edilen rejenerantlarin gelisimlerine
iliskin histolojik analizler, Marmara Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
boliimii, Hiicre Biyolojisi Laboratuvarinda yapilmistir. Bu amagla R. carnosula’nin farkl
evrelerde bulunan kalp, torpido ve kotiledon asamasindaki embriyolari, siirgiinleri ve
kalluslar kullanilmistir. Histolojik gdzlemlerin yapilmasi i¢in embriyo ve siirgiinler fikse
edildikten sonra parafin ve epon Kesitleri alinmistir. Histolojik analizlere ait ayrintilar
asagida belirtilmistir;

Prafine Alma: Siirgiinler ve farkli gelisim safthasinda bulunan embriyolar Cizelge 3.5’de
belirtilen metoda gore fikse edildikten sonra %70’lik etil alkol igerisinde muhafaza
edilmistir. Daha sonra parafine gdmme islemi uygulanarak, 4-8 um kalinliginda kesitler
alinmistir. Bu kesitler uygun boyalar ile boyandiktan sonra floresan mikroskop altinda
gozlemleri yapilmistir.

Kesit alma islemi i¢in Formalin-Asetik-Alkol (FAA); 50 ml etil alkol, 5 ml
glasiyel asetik asit, 10 ml formaldehit (%37-40) ve 35 ml saf su kullanilarak
hazirlanmstir.

0.025 M fosfat tamponu (pH 7); 22.6 ml 0.1 M NaH2P04.2H>0 (sodyum
dihidrojen fosfat di hidrat) + 77.4 ml 0.1 M NazHPO4 7H20 (sodyum hidrojen fosfat hepta
hidrat) konulduktan sonra hacim 200 ml olacak sekilde saf su ile tamamlanarak
hazirlanmistir. Glutaraldehit (GA); 0.025 M fosfat tamponunda (pH 7) %2.5 glutaraldehit
hazirlanmistir.
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Cizelge 3.5. Parafine alma metodunda uygulanan agamalar

Cozelti Fiksasyon Sicaklik ve Siire
Asetik asit : %100 alkol Fazla fiksatifin alinmasi | 1 giin
(1:3)
%96 Etil alkol 2 dakika 2 kez
%70 Etil alkol Saklama 2 dakika 2 kez
%70 Etil alkol Dehidratasyon Buzdolabi (+4 °C)
%80 Etil alkol 30 dakika
%96 Etil alkol 30 dakika
%100 Etil alkol Seffaflastirma 30 dakika 2 kez
%100 Etil alkol:ksilol (2:1) 30 dakika
%100 Etil alkol:ksilol (1:1) 30 dakika
%100 Etil alkol:ksilol (1:2) 30 dakika
Ksilol Parafin infiltrasyonu 30 dakika 3 kez
Ksilol: parafin (1:1) Fiksasyon 1gilin 56°C etiiv
Parafin Fazla fiksatifin alinmasi | 1giin 56°C etiiv
Parafin 1giin 56°C etiiv

Fiksasyon Yapilan Materyallerin Saklanmasi: Fikse edilen materyallerin tiimii, havasi
alindiktan sonra (24 saat) sirasityla (%100-%96-%80) etil alkol igerisinde bir kez
calkalanmistir. Daha sonra %70’lik etil alkol igerisinde iki defa calkalanarak, yine
%70’1ik etil alkol igerisinde buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir.

Parafinlerden kesitlerin alinmasi: Parafin kaliplara hazirlanan somatik embriyolardan
ve siirglinlerden el mikrotomu (Leica RM 2125 RT) ile kesitler alinmis ve albumin mayer
bulunan lama koyularak 24 saat boyunca 40°C’lik isitma tablasinda bekletilmistir.
Kesitlerin parafinden kurtarilmas1 igin Cizelge 3.6’da belirlenen basamaklar
uygulanmustir.

Cizelge 3.6. Kesitlerin parafinden kurtarilmasi

Cozelti Uygulama Siire
Ksilol Deparafinizasyon | 10 dakika
Ksilol: %100 Etil alkol (2:1) 10 dakika
Ksilol: %100 Etil alkol (1:1) 10 dakika
Ksilol: %100 Etil alkol (1:2) 10 dakika
%100 Etil alkol 10 dakika
%96 Etil alkol 10 dakika
%70 Etil alkol 10 dakika
%50 Etil alkol 10 dakika
%35 Etil alkol 10 dakika
Saf su 10 dakika
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Albumin Mayer hazirlanisi ve Mordanlama islemi: 11k olarak yumurta aki filtre kagid
tizerinde siizdiiriilmiistiir. Filtreden gecirilen yumurta akina ayn 6lgiide gliserin eklenmis
ve son olarak kii¢iik bir damla timol ilave edilmistir.

Saf su icerisinde bekletilen kesitler, 5 gr amonyum demir siilfat {izerine 100 ml
saf su eklenerek hazirlanan mordan ¢ozeltisinden gegirilerek, 120 dakika bekletilmistir.
Musluk suyu altinda 60 dakika tutulan kesitler son olarak saf su ile ¢alkalanmistir.

Hematoksilin analizi ve boyama islemi: Hematoksilin ¢ozeltisi %96’lik etil alkol
icerisinde hazirlanmistir. Ancak bu stok ¢dzeltinin boyama islemi yapilmadan en az bir
ay once hazirlanmasi gerekmektedir. 10 ml Hematoksilin ¢ozeltisi tizerine 10 ml gliserin
eklenerek, 80 ml saf su ile ¢ozeltinin hacmi 100’e tamamlanmustir.

Mordanlama islemi yapilan kesitler boya igerisine konulduktan sonra karanlik
kosullar altinda bir giin boyunca bekletilmistir. Ardindan boyanan kesitler musluk suyu
altinda 2 dakika durulandiktan sonra diferansiyon islemi yapilmistir. %1°lik mordan
soliisyonuna konulan kesitler mikroskop altinda incelenerek uygun sekilde boyama
islemine tabi tutulmustur. Diferansiyon islemi sonrasinda kesitler saf su ile ¢alkalanarak
Cizelge 3.7°de belirtilen dehidratasyon islemi uygulanmaistir.

Cizelge 3.7. Hematoksilen analiz yontemi

Cozelti Uygulama Siire (dk)
Hematoksilen 30 dakika
Suda c¢alkalama Boya fazlasi gidinceye kadar
%35 Etil alkol Dehidratasyon | 3 dakika
%50 3 dakika
%70 3 dakika
%96 3 dakika
%100 5 dakika - 2 kez
Ksilol: %100 etil alkol (1:2) 5 dakika
Ksilol: %100 Etil alkol (1:1) 5 dakika
Ksilol: %100 Etil alkol (1:2) 5 dakika
Ksilol 5 dakika - 2 kez

Kesitlerin kalic1 preparat haline getirilmesi icin, dehidratasyon islemi
sonlandiktan sonra kesitlerin iizerine birer damla entellan konulmus ve lamel ile
kapatilarak kurumaya birakilmistir. Daimi preparatlar elde edildikten sonra floresan
mikroskop altinda siirgiin ve somatik embriyo kesitlerinin histolojik incelemeleri
yapilmis ve fotograflanmistir.

3.2.5. Sentetik tohum ¢calismalar

Rejenerasyon ortamlarinda, kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan gelisen
somatik embriyolar kullanilarak sentetik tohum c¢alismalar1 yapilmistir. Farkli gelisim
evrelerinde bulunan embriyolar mikroskop altinda belirlenerek, kotiledon agamasina
ulagmis olan embriyolar enkapsiilasyon isleminde kullanilmistir. Sentetik tohum olusumu
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icin, Cizelge 3.8°de belirtilen farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlardaki sodyum
aljinat ile kalsiyum kloriir ¢ozeltilerinden olusturulan kaplama ortamlar1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.8. Sentetik tohum elde edilmesinde kullanilan farkli sodyum aljinat ile
kalsiyum kloriir konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarindan olusturulan kaplama
ortamlari

Ortam No Sodyum Aljinat icerigi CaClzicerigi

1. Kontrol

2 %3 100 mM
3 %3 125 mM
4, %3 150 mM
5 %4 100 mM
6 %4 125 mM
7 %4 150 mM

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan sodyum aljinat ve CaCl; ¢ozeltileri
otoklavlanarak sterilize edilmis ve sentetik tohum ¢alismalari icin kullanilmistir. iki farkli
sodyum aljinat ¢ozeltisi 30 g/L sukroz igeren sivi MS besin ortamina ilave edilerek
otoklavlanmigtir. Kotiledon asamasindaki embriyolar, ilk olarak steril kabin igerisinde
sodyum aljinatli bu karisimla 30 dk boyunca muamele edilmistir. Ardindan steril pastor
pipet u¢ caplart 2 mm olacak sekilde kesilerek agizlart genisletilmistir. Bu pipet
yardimiyla sodyum aljinat igerisindeki embriyolar, manyetik karistirici tizerinde bulunan
CaCl; gozeltilerinin igerisine el kontrolii ile damlatilmistir. Daha sonra somatik embriyo
kapstillerinin istenilen form ve kaliteye ulagabilmesi i¢in 20 dk boyunca manyetik
karistiricida ¢alkalanmistir. Bu siiregte Ca*? ve Na* arasinda iyon degisimi saglanarak
olusturulan sentetik tohumlara sertlik ve dayaniklilik kazandirilmaktadir. Bu islem
sonunda kaplanan embriyolar CaCl.’den arindirilmak tizere 3 defa saf su ile
durulandiktan sonra filtre kagitlarinda hafifce kurutulmustur. Olusturulan sentetik
tohumlar, BGD i¢cermeyen MES *11 MS ortamina transfer edilerek, ¢cimlenme yetenekleri
belirlenmistir.

3.2.6. incelenen 6zellikler ve deneme deseni

Farkli rejenerasyon ortamlarinda kiiltire alinan kotiledon ve hipokotil
eksplantlarinin tiimii stereo mikroskop altinda incelenerek, her bir petri i¢in gozlem
alinmistir. Gozlemler genel olarak dort ana grupta yapilmaistir.

3.2.6.1. Kallus gozlemleri

Bu amagla yapilan gozlemlerde kallus olusturma orani (%), embriyojenik kallus
olusturma orani (%), organojenik kallus olusturma orani (%) ve kallus miktar1 gozlemleri
yapilmistir.
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Kallus olusturma oramt (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan kallus
olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina gore yilizdesi alinmistir.

Embriyojenik kallus olusturma orani (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan
embriyojenik kallus olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alinmistir.
Embriyojenik kallus tanimlamasi yapilirken; Sekil 4.1’de goriildiigii tizere, renk olarak
sar1 ve agik yesil renkli kiiglik 6bekli kalluslar ve farkli bir yapiya sahip kolay dagilabilen
“friable” kallus olusumlar1 “embriyojenik kallus” olarak ele alinmistir.

Organojenik kallus olusturma orani (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan
organojenik kallus olusturanlarin, petrideki eksplant sayisina goére yiizdesi alinmistir.
Organojenik kalluslar yapisal olarak ¢ok daha sert, kompakt ve koyu yesil renkte
olduklar1 tespit edilmis ve bu yapiya sahip olan kalluslar genel olarak siirgiin olusturdugu
icin organojenik kallus olarak degerlendirilmistir.

Kallus derecesi: Her bir petride kiiltiire alinan 5 mm lik eksplantlardan olusan kallus
derecesi i¢in eksplant merkezde olacak sekilde eksplantin ¢cevresinde olusan kallusun ¢ap1
(cm cinsinden) O ile 3 arasinda rakamsal bir goreceli degerlendirme sistemi
uygulanmustir:

0 Kallus olusumu yok: Kallus yok

1 Kallus olusumuz az: 0.5-1 cm ¢apli kalluslar
2 Kallus olusumu orta: 1-2 cm ¢apl kalluslar

3 Kallus olusumu yogun : 2cm < ¢apli kalluslar

3.2.6.2. Somatik embriyogenesis gozlemleri

Bu amagla yapilan gézlemlerde direkt somatik embriyogenesis orani (%), indirekt
somatik embriyogenesis orani (%) ve somatik embriyo sayisina ait gézlemler alinmustir.

Direkt somatik embriyogenesis orani: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlarda kallus
olusumu olmaksizin direkt olarak gelisen somatik embriyolarin, petrideki eksplant
sayisina gore yiizdesi alinmistir.

Indirekt somatik embriyogenesis orani: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlarda
olugan kalluslardan indirekt olarak gelisen somatik embriyolarin, petrideki eksplant
sayisina gore yiizdesi alinmistir.

Somatik embriyo verimi: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan olusan somatik
embriyo verimi kaydedilmistir.

3.2.6.3. Organogenesis gozlemleri

Bu amagla yapilan gozlemlerde direkt siirgiin olusturma orani (%), indirekt siirgiin
olusturma orani1 (%), siirgiin sayisi, kok olusturma orani (%), kok yogunlugu, kalin kok
olusturma orani (%) ve ince kok olusturma orani (%) gézlemleri alinmistir.

Direkt siirgiin olusturma orani (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlarda kallus
olusumu olmaksizin direkt olarak gelisen siirgiinlerin, petrideki eksplant sayisina gore
yiizdesi alinmustir.
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Indirekt siirgiin olusturma orani (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlarda
kalluslardan siirglinlerin, petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi alinmistir.

Siirgiin verimi: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan olusan siirgiin verimi olarak
kaydedilmistir.

Kok olusturma (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan olusan koklerin,
petrideki eksplant sayisina gore ylizdesi alinmistir.

Kalin kék olusturma (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlarda olusan kalin
koklerin, petrideki eksplant sayisina gore ylizdesi alinmistir.

Ince kik olusturma (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlarda olusan ince
koklerin, petrideki eksplant sayisina gore ylizdesi alinmigtir.

Kok yogunlugu: Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan olusan kokler yogunluklar
acisindan O ile 3 arasinda rakamsal bir goéreceli degerlendirme sistemine gore
degerlendirilmistir (Sekil 3.3).

Kok olusumu yok
Kok olusumuz az
Kok olusumu orta
Kok olusumu yogun

WwWN - O

3.2.6.4. Antosiyanin gozlemleri

Bu amagla yapilan gozlemlerde kalluslardaki antosiyanin orani (%) ve
rejenerantlardaki antosiyanin orani (%) gozlemleri yapilmistir.

Antosiyaninli kallus erant (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan meydana
gelen kalluslardaki antosiyanin olusumunun, petrideki eksplant sayisina gore yiizdesi
alinmustir.

Antosiyaninli rejenerant oramt (%): Her bir petride kiiltiire alinan eksplantlardan

meydana gelen somatik embriyo ve siirgiinlerdeki antosiyanin olusumunun, petrideki
eksplant sayisina gore yiizdesi alinmistir.
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(© (d)

Sekil 3.3. Kiiltiire alinan eksplantlardan olusan kok yogunluklarina ait goriintiiler; a) kok
olusumu yok; b) kok olusumu az; ¢) kok olusumu orta; d) kok olusumu yogun

Tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulan denemede her bir eksplant tipi
i¢in her bir uygulama her tekerriirde dort eksplant olacak sekilde dort tekerrtirlii olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri JMP ( v8.00, SAS Institute
Inc., USA) programi ile yapilmistir. Eksplant ve rejenerasyon ortamlar1 arasindaki
farkliliklarin tespiti icin LSD testi ve %35 6nem seviyesi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Rejenerasyon denemelerinde kullanilacak eksplantlar1 elde etmek igin in vitro
stok bitkiler yetistirilmistir. Bu amagla R. carnosula tohumlar1 6n uygulama olarak bes
farkli ¢cimlendirme ortaminda test edilmistir. Fide kalitesi ve ¢imlenme orani1 bakimindan
30 g/L sukroz ve NN vitamin igeren 5 nolu MES li MS ortami diger ¢imlendirme
ortamlarina kiyasla daha basarili bulunmus ve %64 oraninda ¢imlenme saglamistir. Bu
nedenle daha sonraki stok bitki yetistirme c¢alismalarinda 5 nolu tohum ¢imlendirme
ortami kullanilmistir. Cimlenen stok bitkilerden elde edilen kotiledon ve hipokotil
eksplantlari, farkli BGD konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarini igeren kontol dahil
toplamda 73 farkli rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinmustir.

4.1. Kallus Bulgular:

Rejenerasyon denemelerinde baslangigta iki hafta karanlik fotoperiyot kosullarda
(25°C) inkiibe edilen kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda morfolojik olarak ti¢ farkli
kallus tiirli gozlenmistir. Bunlar farklilasmamis embriyojenik ve organojenik kallus
olarak ele almmistir. Kiiltiire alinan eksplantlar morfolojik tepki, kallus olusturma,
embriyojenik kallus olusumu, organojenik kallus olusumu ve kallus derecesi agisindan
degerlendirilmis ve bunlara ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de belirtilmistir.
Ayrica bagimsiz degiskenlerin eksplantxortam interaksiyonlarina ait sonuglari da Cizelge
4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Ricotia carnosula rejenerasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotillerde
olusan tepki ve kallus 6zelliklerine ait varyans analiz sonuglari

Kallus o o Kallus Derecesi
Uygulama Tepki (%) Olusumu Embriyojenik Organojenik (0/1/2/3)
Kallus (%) Kallus (%) (Yoki Az/ Orta/
Eksplant
Kotiledon 98.12 86.04 a 30.09 a 4.88 b 1.83
Hipokotil 98.37 82.36 b 12.84 b 11.90 a 1.80
LSD %5 0D 2.996 3.347 2.314 0.D
p 0.7338 0.0130 < 0.0001 < 0.0001 0.6655
Ortam
0 100.00 a 31.25 i 938 m-q 0.00 h 0.75 Imn
1 100.00 a 84.38 a-d 28.13 g-n 3.13 gh 1.88 d-h
2 100.00 a 1000 a 28.13 h-o 31.25 bcd 213 b-g
3 8750 cd 84.38 ad 313 pq 28.13 bcd 1.88 d-h
4 100.00 a 81.25 a-e 75.00 ab 0.00 h 238 a-e
5 100.00 a 8750 a-d 62.50 bcd 0.00 h 175 e-i
6 100.00 a 8750 a-d 1250 I-q 0.00 h 163 f
7 100.00 a 93.75 abc 28.13 f-m 28.13 bcd 225 af
8 100.00 a 93.75 abc 6.25 n-q 3.13 gh 1.25 h-l
9 100.00 a 1000 a 1250 c-g 0.00 h 175 e
10 100.00 a 53.13 gh 6.25 j-q 1250 e-h 0.88 kim
11 100.00 a 1000 a 46.88 c-g 0.00 h 288 a
12 100.00 a 93.75 abc 13.75 j-q 0.00 h 288 a
13 1875 e 1250 j 0.00 q 0.00 h 0.13 n
14 100.00 a 1000 a 50.00 c-g 0.00 h 275 ab
15 100.00 a 96.88 ab 56.25 b-e 0.00 h 225 af
16 100.00 a 1000 a 96.88 a 0.00 h 1.75 i
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Cizelge 4.1’in devamu.
17 100.00 a 96.88 ab 3750 e-k 0.00 h 288 a
18 100.00 a 1000 a 56.25 b-e 9.38 fgh 225 af
19 100.00 a 93.75 abc 18.75 i-q 21.88 c-f 275 ab
20 100.00 a 71.88 d-g 34.38 f-I 28.13 bcd 163 f
21 100.00 a 84.38 a-d 1563 j-q 9.38 fgh 2.00 cg
22 100.00 a 90.63 a-d 0.00 ¢ 0.00 h 2.38 a-e
23 100.00 a 75.00 c-f 0.00 ¢ 18.75 d-g 1.25 h-l
24 100.00 a 93.75 abc 50.00 c¢-g 0.00 h 225 af
25 100.00 a 96.88 ab 3.13 pg 0.00 h 250 ad
26 90.63 bc 75.00 c-f 21.88 i-q 0.00 h 150 g-k
27 100.00 a 1000 a 50.00 c-f 15.63 d-h 225 af
28 100.00 a 1000 a 18.75 iq 9.38 e-h 238 a-e
29 100.00 a 1000 a 68.75 bc 0.00 h 2.63 abc
30 100.00 a 62.50 efg 6.25 opq 37.50 abc 150 g-k
31 100.00 a 93.75 abc 43.75 d-h 0.00 h 1.25 h-l
32 100.00 a 93.75 abc 0.00 ¢ 15.63 d-h 1.63 fj
33 100.00 a 1000 a 0.00 ¢ 1250 e-h 175 e
34 8125 d 78.13 b-e 1250 I-q 0.00 h 1.00 jkl
35 100.00 a 90.63 a-d 6.25 opq 0.00 h 2.00 cg
36 100.00 a 81.25 a-e 0.00 ¢ 0.00 h 1.25 h-l
37 100.00 a 84.38 a-d 25.00 h-p 0.00 h 175 e
38 96.88 ab 8750 a-d 0.00 q 46.88 a 2.63 abc
39 100.00 a 93.75 abc 9.38 n-q 0.00 h 238 a-e
40 100.00 a 2813 ij 3.13 pq 0.00 h 0.63 Imn
41 100.00 a 8750 a-d 25.00 h-p 0.00 h 150 gk
42 100.00 a 1000 a 3.13 pq 21.88 c-f 1.63 fj
43 100.00 a 1000 a 0.00 ¢ 9.38 fgh 1.88 d-h
44 100.00 a 56.25 fgh 0.00 ¢ 0.00 h 1.13 il
45 100.00 a 1000 a 6.25 opq 0.00 h 1.88 d-h
46 100.00 a 78.13 b-e 1250 I-q 0.00 h 150 gk
47 100.00 a 96.88 ab 62.50 bcd 18.75  def 275 ab
48 96.88 ab 87.50 a-d 68.75 bc 1250 e-h 213 b-g
49 100.00 a 8750 a-d 18.75 i-q 15.63 d-h 175 e
50 100.00 a 18.75 i 3.13 pq 3.13 gh 0.88 kim
51 100.00 a 96.88 ab 0.00 ¢ 1250 e-h 1.63 fj
52 100.00 a 1000 a 3.13 pq 25.00 b-e 175 e-i
53 100.00 a 8125 a-e 9.38 n-q 9.38 fgh 1.63 f
54 100.00 a 81.25 b-e 0.00 ¢ 0.00 h 1.25 h-l
55 100.00 a 1000 a 31.25 f-m 0.00 h 1.88 d-h
56 100.00 a 8750 a-d 3750 e 0.00 h 2.00 cg
57 100.00 a 1000 a 21.88 h-p 3750 ab 288 a
58 100.00 a 93.75 abc 62.50 bcd 15.63 d-g 2.38 a-e
59 100.00 a 1000 a 1250 I-q 9.38 fgh 250 ad
60 100.00 a 37.50 hi 0.00 ¢ 1250 e-h 0.75 Imn
61 100.00 a 87.50 a-d 0.00 q 18.75  def 1.25 h-l
62 100.00 a 90.63 abc 6.25 n-q 3.13 gh 150 g-k
63 100.00 a 1000 a 0.00 q 3.13 gh 175 e-i
64 100.00 a 7188 a-g 0.00 ¢ 0.00 h 1.25 h-l
65 100.00 a 8750 a-d 6.25 n-q 3.13 gh 1.25 h-l
66 100.00 a 93.75 abc 3750 e-i 0.00 h 2.00 c-g
67 100.00 a 90.63 a-d 0.00 q 18.75 d-g 213 b-g
68 100.00 a 1000 a 6.25 n-q 15.63 d-h 2.63 abc
69 100.00 a 100.00 a 50.00 c-g 0.00 h 250 ad
70 100.00 a 40.63 hi 28.13 g-n 0.00 h 0.25 mn
71 100.00 a 31.25 ij 25.00 h-o 0.00 h 0.88 kIm
72 100.00 a 90.63 a-d 1250 k-q 15.63 d-h 213 b-g
LSD %5 2.573 18.10 20.22 13.98 0.65
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
*k* *kk *kk *kk *kk
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Cizelge 4.1’e gore rejenerasyon ortamlarinin etkisine bakilmaksizin kotiledon ve
hipokotil eksplantlar1 arasinda tepki yoniinden Onemli bir fark olmadigi ve her iki
eksplantin da yiiksek oranda morfolojik tepki gosterdigi belirlenmistir. Ancak
eksplantlarin etkisine bakilmaksizin tepki iizerine sadece test edilen rejenerasyon
ortamlarin etkisi ise Onemli bir farklilik (p<0.001) olusturmustur. Morfolojik tepki
acisindan degerlendirilen rejenerasyon ortamlarinda, 2 mg/L IAA + 0.5 mg/L BA igeren
13 nolu ortam (%18.75) harig, diger ortamlar genel olarak %100 oraninda tepki
gostermistir. Eksplant ve ortam interaksiyonu da morfolojik tepki agisindan
degerlendirilmis fakat istatistiksel diizeyde onemli bir farklilik olusturmamaistir.

Yapilan analiz sonuglarina gore kullanilan eksplant tiplerinde, ortam bilesimine
bakilmaksizin kallus olusumu (%) {izerinde, istatistiksel diizeyde (p<0.05) farkliliklar
goriilmektedir. Kotiledon eksplanti (%86.04) hipokotil eksplantina gore (%82.36) kallus
olusumu yoniinden daha basarili sonuglar ortaya koymustur. Rejenerasyon ortamlari
degerlendirildiginde ise p<0.001 seviyesinde Onemli farkliliklar meydana gelmis ve
toplamda 73 rejenerasyon ortami arasinda 20 farkli kiiltiir ortami %100 oraninda kallus
olusumu gostermistir. Genel olarak, kallus olusumu agisindan basarili bulunan
rejenerasyon ortamlari tek basina IAA, NAA ve 2,4-D hormonlarini, ayn1 zamanda BA
+ NAA, BA + IAA, TDZ + IAA, 2,4-D + TDZ ve TDZ + NAA gibi ¢esitli BGD
kombinasyonlarini da icermektedir. Deepika ve Kanwar (2010), farkl: bir tiir olan Punica
granatum'da, yaptiklar1 ¢alisma sonucu en yiiksek kallus frekansinin 13.5 uM NAA ve
13.2 uM BA kombinasyonunu igeren kiiltiir ortamlarinda kotiledon eksplantlarindan elde
ettiklerini bildirmislerdir. Dolayisiyla bu tezde elde edilen sonuca goére, kotiledon
eksplantinin kallus olusturma agisindan daha etkili oldugu ve bu calisma ile uyumlu
oldugu soylenebilir. Cizelge 4.2’ye gore ise eksplantxortam interaksiyonlarinin kallus
olusumu tizerine etkisi p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Her
iki eksplant tiirii incelendiginde 2, 9, 11, 14, 16, 18, 23, 27, 28, 29, 33, 42, 43, 45, 52, 55,
57, 59, 63, 68 ve 69 nolu rejenerasyon ortamlarinda %100 oraninda kallus olusumu
gozlenirken, yine her iki ekplant tiiriinde %12.5 oranla 13 nolu rejenerasyon ortami kallus
olusumu y6niinden daha diisiik sonuclar olusturmustur.

Endojen hormonlarin, in vitro kosullarda somatik embriyogenesisin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi ve embriyojenik yetkinligin elde edilmesinde,
eksplant farklilagmasini saglayan gen ekspresyonunun yeniden programlanmasi igin
sinyal molekiilleri olarak islev gordiigii bilinmektedir (Jimenez, 2001; Grzyb vd. 2017).
Bu dogrultuda, gesitli konsantrasyonlarda BGD ig¢eren MS ortamlarinda kiiltiirlenen
eksplantlarda, BGD’lerin tiiriine ve miktarlarina bagli olarak embriyojenik kallus
uyartimi yoniinden farkli yanitlar olusturmasi olagandir. Sadece eksplantlarin
embriyojenik kallus olusturma etkisine bakildiginda p<0.001 seviyesinde istatistiksel
olarak ¢ok onemli farkliliklar bulunmus ve kotiledon eksplantinin (%30.09), hipokotil
eksplantindan (%12.84) 2.4 kat daha fazla embriyojenik kallus olusturdugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.1). Bu durumda kotiledon eksplantinin, embriyojenik kallus
olusturma yo6niinden daha uygun bir eksplant tipi oldugu belirlenmistir. Zhang vd. (2005),
Brassicaceae familyasina bagli Eruca sativa tiiriinde somatik embriyogenesis yontemi ile
bitki rejenerasyonunu saglamaya calismiglardir. Bizim calismamizla paralel sonuglar
ortaya koyarak, en fazla embriyojenik kallus oranimi 2,4-D igeren MS ortaminda
kotiledon eksplantlarindan (%83.9) elde ederlerken, hipokotil eksplantinda ise %64.8
oraninda daha diisiik oranlarda embriyojenik kallus olusumlari gézlemlemislerdir
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Cizelge 4.2. Ricotia carnosula rejenerasyon denemelerinde olusan tepki ve kallus 6zellikleri tizerine eksplantxortam interaksiyonunun
etkileri

Tepki Kallus Olusum Kallus Tipi (%0) Kallus Derecesi (0/1/2/3)
Ort. (%) (%) Embriyojenik Organojenik (Yok/ Az/ Orta/ Cok)
No Kotiledon | Hipokotil Kotiledon Hipokaotil Kotiledon Hipokaotil Kotiledon Hipokaotil Kotiledon Hipokaotil
K 100.0 100.0 62.5 c-g 0.0 1 18.8 j-n 0.0 n 0.0 i 0.0 i 15 d-g 0.0 j
1 100.0 100.0 87.5 abc 81.3 ad 0.0 n 56.3 c-h 6.3 hi 0.0 i 1.3 e-h 2.5 abc
2 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 56.3 d-i 0.0 n 0.0 i 625 b 2.0 b-e 2.3 ad
3 75.0 100.0 75.0 a-e 93.8 ab 0.0 n 6.3 mn 0.0 i 56.3 b 15 dg 2.3 ad
4 100.0 100.0 62.5 c-g 100.0 a 50.0 d-j 100.0 a 0.0 i 00 i 2.8 ab 2.0 b-e
5 100.0 100.0 75.0 a-e 100.0 a 75.0 a-d 50.0 d-j 0.0 i 0.0 i 1.3 e-h 2.3 ad
6 100.0 100.0 75.0 a-e 100.0 a 25.0 i-n 0.0 n 0.0 i 0.0 i 1.3 e-h 2.0 b-e
7 100.0 100.0 87.5 abc 100.0 a 375 fm 18.8 i-n 0.0 i 56.3 b 1.8 c-f 2.8 ab
8 100.0 100.0 87.5 abc 100.0 a 6.3 m-n 6.3 mn 0.0 i 6.3 1.0 f-i 15 dg
9 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 25.0 i-n 0.0 n 0.0 i 0.0 i 1.8 c-f 1.8 c-f
10 100.0 100.0 62.5 c-g 43.8 f-i 6.3 mn 6.3 mn 0.0 i 25.0 d-h| 1.0 f-i 0.8 g-j
11 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 75.0 a-d 18.8 i-n 0.0 i 0.0 i 2.8 ab 30 a
12 100.0 100.0 93.8 ab 93.8 ab 275 h-n 0.0 n 0.0 i 00 i 2.8 ab 30 a
13 25.0 12.5 12,5 jki 12,5 jki 0.0 n 0.0 n 0.0 i 0.0 i 0.0 j 0.3 i
14 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 100.0 a 0.0 n 00 i 00 i 30 a 2.5 abc
15 100.0 100.0 100.0 a 93.8 ab 1000 a 125 Imn 0.0 i 0.0 i 2.5 abc 2.0 b-e
16 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 93.8 ab 100.0 a 0.0 i 00 i 2.0 b-e 1.5 dg
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Cizelge 4.2°nin devami
17 100.0 100.0 93.8 ab 100.0 a 75.0 a-e 00 n 0.0 i 0.0 i 30 a 2.8 ab
18 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 100.0 a 12.5 Imn 0.0 i 18.8 e-i 2.5 abc 2.0 b-e
19 100.0 100.0 100.0 a 87.5 ad 375 f-m 00 n 0.0 i 43.8 b-d 3.0 a 2.5 abc
20 100.0 100.0 75.0 a-e 68.8 b-f 68.8 b-f 00 n 0.0 i 56.3 b 1.8 cf 1.5 dg
21 100.0 100.0 75.0 a-e 938 b 25.0 i-n 6.3 mn 0.0 i 18.8 e-i 1.8 cf 2.3 ad
22 100.0 100.0 81.3 a-d 100.0 a 0.0 n 0.0 n 0.0 i 0.0 i 2.8 ab 2.0 b-e
23 100.0 100.0 100.0 a 50.0 e-h 0.0 n 0.0 n 0.0 i 375 b-f 1.0 f-i 15 dg
24 100.0 100.0 87.5 abc 100.0 a 87.5 abc 12.5 Imn 0.0 i 0.0 i 2.0 b-e 2.5 abc
25 100.0 100.0 100.0 a 93.8 ab 0.0 n 6.3 mn 0.0 i 0.0 i 2.0 b-e 30 a
26 100.0 81.3 75.0 a-e 75.0 a-e 43.8 e-l 0.0 n 0.0 i 0.0 i 15 dg 15 dg
27 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 75.0 ad 25.0 h-n 12,5 ghi 18.8 d-h 2.8 ab 1.8 cf
28 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 375 f-m 0.0 n 0.0 i 18.8 d-h 2.8 ab 2.0 b-e
29 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 100.0 a 375 f-m 0.0 i 0.0 i 2.8 ab 2.5 abc
30 100.0 100.0 100.0 a 25.0 h-l 12,5 Imn 0.0 n 50.0 bc 25.0 d-h 2.0 b-e 1.0 f-i
31 100.0 100.0 100.0 a 87.5 abc 0.0 n 87.5 abc 0.0 i 0.0 i 1.0 f-i 15 d-g
32 100.0 100.0 87.5 abc 100.0 a 0.0 n 0.0 n 0.0 i 31.3 c¢g 1.0 f-i 2.3 ad
33 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 00 n 00 n 0.0 i 25.0 d-h 1.0 f-i 2.5 abc
34 62.5 100.0 56.3 d-g 100.0 a 25.0 i-n 00 n 0.0 i 0.0 i 0.8 ¢ 1.3 e-h
35 100.0 100.0 81.3 a-d 100.0 a 12.5 Imn 0.0 n 0.0 i 0.0 i 2.3 ad 1.8 cf
36 100.0 100.0 62.5 c-g 100.0 a 00 n 00 n 0.0 i 0.0 i 1.3 e-h 1.3 e-h
37 100.0 100.0 100.0 a 68.8 b-e 50.0 d-j 00 n 0.0 i 0.0 i 2.0 b-e 15 dg
38 100.0 93.8 100.0 a 75.0 a-e 0.0 n 00 n 875 a 6.3 h-i 2.8 ab 2.5 abc
39 100.0 100.0 100.0 a 87.5 abc 0.0 n 18.8 k-n 0.0 i 0.0 i 2.3 a-d 2.5 abc
40 100.0 100.0 125 il 43.8 f-i 6.3 mn 00 n 0.0 i 0.0 i 0.5 hij 0.8 g
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Cizelge 4.2°nin devami

41 100.0 100.0 100.0 a 75.0 a-e 50.0 d-j 00 n 0.0 i 0.0 i 1.8 cf 1.3 e-h
42 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 6.3 mn 0.0 n 0.0 i 43.8 b-d 1.0 f-i 2.3 ad
43 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 0.0 n 0.0 n 12.5 ghi 6.3 h-i 2.5 abc 1.3 e-h
44 100.0 100.0 62.5 c-g 50.0 e-h 00 n 00 n 0.0 i 0.0 i 1.3 e-h 1.0 f-i
45 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 00 n 12.5 Imn 0.0 i 0.0 i 2.3 ad 15 d-g
46 100.0 100.0 87.5 abc 68.8 b-f 25.0 i-n 0.0 n 0.0 i 0.0 i 1.8 c-f 1.3 e-h
47 100.0 100.0 100.0 a 93.8 ab 75.0 a-d 50.0 d-i 25.0 d-h 125 f-i 30 a 2.5 abc
48 100.0 93.8 100.0 a 75.0 a-e 62.5 b-g 75.0 a-d 25.0 d-h 0.0 i 30 a 1.3 e-h
49 100.0 100.0 100.0 a 75.0 b-e 375 f-m 0.0 n 0.0 i 31.3 c-h 2.3 a-d 1.3 e-h
50 100.0 100.0 25.0 h-k 12.5 il 0.0 n 6.3 mn 6.3 hi 0.0 i 1.3 e-h 0.5 hij
51 100.0 100.0 100.0 a 93.8 ab 00 n 00 n 0.0 i 25.0 d-h 1.0 f-i 2.3 ad
52 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 0.0 n 6.3 mn 125 g-i 375 b-e 1.8 c-f 1.8 c-f
53 100.0 100.0 100.0 a 62.5 c-g 0.0 n 18.8 k-n 0.0 i 18.8 e-i 1.0 f-i 2.3 ad
54 100.0 100.0 75.0 a-e 87.5 a-d 00 n 00 n 0.0 i 0.0 i 15 d-g 1.0 f-i
55 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 12.5 Imn 50.0 d-j 0.0 i 0.0 i 2.0 b-e 1.8 cf
56 100.0 100.0 75.0 a-e 100.0 a 62.5 b-g 125 Imn 0.0 i 0.0 i 2.3 ad 1.8 c-f
57 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 18.8 j-n 25.0 i-n 25.0 c-h  50.0 b-c 30 a 2.8 ab
58 100.0 100.0 100.0 a 87.5 abc 87.5 abc 375 f-m 125 g-i 18.8 e-i 2.8 ab 2.0 b-e
59 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 25.0 i-n 0.0 n 0.0 i 18.8 f-i 2.8 ab 2.3 ad
60 100.0 100.0 62.5 c-g 12,5 jki 0.0 n 0.0 n 25.0 d-h 0.0 i 1.3 e-h 0.3 ij
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61 100.0 100.0 100.0 a 75.0 b-e 0.0 n 0.0 n 0.0 i 375 b-e 1.0 f-i 15 dg
62 100.0 100.0 100.0 a 81.3 a-d 6.3 mn 6.3 mn 0.0 i 6.3 h-i 1.0 f-i 2.0 b-e
64 100.0 100.0 62.5 c-g 81.3 a-d 00 n 0.0 n 0.0 i 00 i 1.0 f-i 1.5 dg
65 100.0 100.0 75.0 a-e 100.0 a 125 k-n 0.0 n 0.0 i 6.3 h-i 15 dg 1.0 f-i
63 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 0.0 n 0.0 n 0.0 i 6.3 h-i 1.0 f-i 2.5 abc
66 100.0 100.0 87.5 abc 100.0 a 43.8 d-k 313 g-m 0.0 i 00 i 2.0 b-e 2.0 b-e
67 100.0 100.0 87.5 abc 93.8 ab 0.0 n 0.0 n 25.0 d-h 125 g-i 2.0 b-e 2.3 a-d
68 100.0 100.0 100.0 a 1000 a 125 k-n 0.0 n 125 g-i 18.8 d-h 2.5 abc 2.8 ab
69 100.0 100.0 100.0 a 100.0 a 100.0 a 0.0 n 0.0 i 0.0 i 2.5 abc 2.5 abc
70 100.0 100.0 75.0 a-e 6.3 ki 56.3 c-h 0.0 n 0.0 i 0.0 i 0.3 i 0.3 ij
71 | 100.0 100.0 375 g-j 250 h-l 313 g-m 188 jn 0.0 i 0.0 i 13 e-h 0.5 hij
72 100.0 100.0 100.0 a 81.3 a-d 18.8 j-n 6.3 mn 18.8 e-i 125 g-i 2.0 b-e 2.3 ad
Ort. 98.1 98.4 86.0 82.4 30.1 12.8 4.9 11.9 1.8 1.8
Interaksiyon
o O.D 25.60 28.59 19.77 0.93
o | s <o oo oo oo
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Cizelge 4.1°deki besin ortamlari igeriginin embriyojenik kallus olusumuna etkisi
incelendiginde ise eksplantlardan bagimsiz olarak embriyojenik kallus olusumu
yoniinden p<0.001 diizeyinde rejenerasyon ortamlar1 arasinda 6nemli 6l¢iide farkliliklar
tespit edilmistir. En basarili rejenerasyon ortami, 2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BA
kombinasyonunu igeren 16 nolu (%96.88) rejenerasyon ortami olarak belirlenmistir.
Denchev ve Conger (1995), Panicum virgatum L. tiiriinde 2,4-D ve pikloramin BA ile
kombinasyon halinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu {izerindeki etkisini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda, uygulama basina ortalama embriyojenik kallus
olusumu 45 uM BA ile 45 uM 2,4-D kombinasyonundan elde edilmis ve kullanilan
hormon kombinasyonu yoniinden bizim ¢alismamiza ait embriyojenik kallus bulgularini
destekler nitelikte sonuglar ortaya konulmustur.

Eksplantxortam interaksiyonunun etkisi incelendiginde Cizelge 4.2°de gorildigii
gibi embriyojenik kallus olusumu {izerinde p<0.001 seviyesinde Onemli farklilik
bulunmustur. Kotiledon eksplantinda 14 (0.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BA), 15 (1 mg/L
2,4-D + 0.5 mg/L BA), 18 (1 mg/L NAA + 1 mg/L BA), 29 (2 mg/L NAA + 0.5 mg/L
BA) ve 69 (2mg/L NAA + 2 mg/L TDZ) nolu ortamlar %100 oraninda embriyojenik
kallus olustururken, hipokotil eksplantinda ise 2 mg/L NAA + 0.5 mg/L BA igeren 16
nolu rejenerasyon ortami ile 0.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BA igeren 4 nolu kiiltiir
ortaminda %100 oraninda basar1 saglanmistir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde,
embriyojenik kallus yoniinden BA’nin diger sitokinin hormonlarina kiyasla daha basarili
oldugu goriilmektedir. Shibli vd. (2000) nesli tilkenmekte olan Arum palaestinum tiiriinde
somatik embriygenesis yoluyla basarili bir {iretim protokolii olusturmayi
amaglamislardir. Yaptiklar1 ¢calismada yumru eksplantnda en yiiksek kallus agirligi ve
arzu edilen kallus fenotipini 8.8 uM BAP ve 54 uM NAA kombinasyonunu igeren
ortamlarda elde etmisler ve alt kiiltiire alinmasi durumunda embriyojenik yapilara sahip
friable kallus olusumlari meydana gelmistir. Ayrica ¢alisma sonucunda embriyojenik
kallus olusumu yoniinden en basarili sitokinin BA olarak belirlenmistir. Bizim
calismamizdaki bulgular dogrultusunda, embriyojenik kallus olusumu yoniinden basarili
olan ortamlar genel olarak Shibli vd. (2000)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya ait bulgular ile
ortlismektedir.

Kiiltiire alinan eksplantlardan gelisen embriyojenik kalluslar ve embriyojenik
olmayan kalluslar birbirinden renk ve yap1 itibariyle ayrilmistir. Embriyojenik kallus
tanimlamasi yapilirken; Sekil 4.1°de goriildiigii lizere, renk olarak sar1 ve acik yesil renkli
kiiciik obekli kalluslar ve farkli bir yapiya sahip kolay dagilabilen “friable” kallus
olusumlar1 “embriyojenik kallus” olarak ele alinmistir. Embriyojenik olmayan kalluslarin
ise yapisal olarak cok daha sert, kompakt ve koyu yesil renkte olduklar1 tespit edilmistir.
Bu yap1ya sahip olan kalluslar ise genel olarak siirgiin olusturdugu i¢in organojenik kallus
olarak degerlendirilmistir. Farkli tiirlerde yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Shibli vd.
(2000) embriyojenik yapilara sahip kolay ayrisabilen friable kalluslari embriyojenik
kallus olarak smiflandirmislardir. Bagka bir ¢alismada ise Yang vd. (2008), 8.8 uM BA
ve 2.7 uM NAA iceren ortamlarda alt kiiltiir isleminden sonra Leonurus heterophyllus'da
friable yapida ve sarims renkte kallus elde etmislerdir. Ote yandan Fiuk ve Rybczynski
(2008), Gentiana spp.’de yaprak eksplantlarini kullanarak somatik embriyo elde etmeye
calismiglar ve olusan kalluslar1 yap1 ve renk bakimindan; ince-embriyojenik, nodiiler-
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embriyojenik, filiform-embriyojenik olmayan, sulu-embriyojenik olmayan, yesil-
embriyojenik olmayan ve beyaz-embriyojenik olmayan kallus olarak 6 farkli kategoride
incelemislerdir.

(b)

Sekil 4.1. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda olugsan embriyojenik kallus goriintiileri;
a) 15 nolu rejenerasyon ortaminda kotiledon eksplantindan gelisen embriyojenik kallus
gorlintiisii; b) 16 nolu rejenerasyon ortaminda hipokotil eksplantinda kolay dagilabilen
“Friable” kallus goriintiisii

Gorildiigii iizere farkli arastirmacilar tarafindan elde edilen bulgulara gore
embriyojenik  kallus tanimlamasi  bakimindan ¢ok farkli  sonuglar ortaya
konulmustur. Olusan bu farkliliklarin tiir iginde bile var olan genotipik farkliliklardan,
kullanilan eksplant tiiriinden, alt kiiltiirleme islemlerinden ya da kiiltiire alinan dokudaki
igsel hormon diizeyinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizda incelenen
gozlem parametrelerinin, Fiuk ve Rybczynski (2008)’nin yapmis oldugu calisma
bulgular1 ile birebir paralellik gosterdigi gozlenmistir. Ancak yiiksek oranda
embriyojenik kallus olusturmalarina ragmen 14, 15, 29 ve 69 nolu ortamlarda somatik
embriyo yapilar1 olusmamistir. Bu durumun, embriyo olusturma kapasitesine sahip olan
kalluslarda alt kiiltiirleme isleminin yapilmamasindan kaynakli oldugu tahmin
edilmektedir.

Rejenerasyon ortamlarindan bagimsiz olarak, organojenik kallus (%) olusumu
acisindan degerlendirilen eksplantlarda, Cizelge 4.1°de belirtilen varyans analiz
sonuglarina gore p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak onemli farklilik bulunmustur.
Embriyojenik kallus olusumunda goriilenin tam tersi olarak hipokotil eksplantinin
(%11.90) kotiledon eksplantina (%4.88) kiyasla 2.4 kat daha fazla organojenik kallus
olusturdugu tespit edilmistir. Eksplantin etkisinden bagimsiz olarak, sadece rejenerasyon
ortamlarinin organojenik kallus olusturma etkisi incelendiginde ise p<0.001 seviyesinde
farklilik meydana geldigi belirlenmistir. En yiiksek organojenik kallus olusumunun 1
mg/L NAA + 2 mg/L BA kombinasyonunu iceren 38 nolu (%48.88) rejenerasyon ortami
oldugu tespit edilmistir. Ote yandan eksplantxortam interaksiyonunun etkisine
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bakildiginda Cizelge 4.2’ de belirtildigi gibi p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli
farklilik olugmustur. Organojenik kallus olusumu agisindan en 1iyi eksplant ve
rejenerasyon ortami incelendiginde, kotiledon eksplantinda %87.5 oranla 38 nolu kiiltiir
ortaminda basarili sonuglar ortaya konulmustur. Hipokotil eksplantinda ise %62.5 oranla
2 nolu (1 mg/L TAA) rejenerasyon ortami organojenik kallus olusumu yoniinden basarili
bulunmustur. Rajore ve Batra (2007), Jatropha curcas L.'de tiirtinnde farkli BGD ler
kullanarak organojenik kallus indiiksiyonunu saglamay1 ve rejenere siirgiinler elde etmeyi
hedeflemislerdir. Yapilan ¢aligma sonucunda yesil, kompakt ve hizli biiyiiyen kallus
tiretimi i¢in 1 mg/L NAA ’nin optimum konsantrasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica daha
iyi kallus olusumlari elde etmek igin NAA, ¢esitli konsantrasyonlarda BAP/KIN (1.0-8.0
mg/L) ile kombine edilmis ve 1 mg/L NAA + 5 mg/L BAP igeren kiiltiir ortamlarinda
organojenik kallus indiiksiyonu basariyla saglanmistir. Bu kiiltiir ortamlarinda ise yesil
ve kompakt goriiniime sahip kalluslar olusum gostermistr. S6z konusu calisma kendi
calismamiz ile kiyaslandiginda ayni hormon kombinasyonlarini iceren 38 nolu
rejenerasyon ortaminda, yesil sert ve kompakt gdriiniime sahip maksimum oranda (%100)
organojenik kallus olusumlari gézlenmistir (Sekil 4.2).

(b)

Sekil 4.2. Rejenerasyon ortamlarinda gelisen organojenik kalluslara ait goriintiiler; a) 38
nolu rejenerasyon ortaminda kotiledondan gelisen organojenik kalluslar; b) 7 nolu
rejenerasyon ortaminda hipokotilden gelisen organojenik kalluslar

Kiiltiire alinan her iki ekplant tipine bakildiginda, Cizelge 4.1°de belirtildigi gibi
kallus derecesi agisindan kotiledon ve hipokotil eksplantlari arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark goriilmemektedir. Eksplantlarin etkisine bakilmaksizin sadece ortamlarin
kallus derecesi tizerinde olan etkisi degerlendirildiginde ise p<0.001 seviyesinde 6nemli
bir fark bulunmustur. En yiiksek kallus derecesini (2.8) olusturan rejenerasyon ortamlari,
11 (0.5mg/L IAA + 0.5 mg/L BA), 12 (1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BA), 17 (0.5 mg/L NAA+
0.5 mg/L BA) ve 57 (0.5 mg/L NAA+ 1 mg/L TDZ) nolu Kkiiltiir ortamlar1 olarak
belirlenmistir. Bu durumda R. carnosula’da TAA ve NAA oksinlerinin 2,4-D’ye kiyasla
kallus derecesi yoniinden daha yiiksek sonuglar ortaya koydugu gorilmektedir.
Eksplantxortam interaksiyonlar1 incelendiginde ise (Cizelge 4.2). kallus derecesi
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yoniinden p<0.001 diizeyinde 6nemli farklilik ortaya ¢ikmistir. En fazla kallus derecesi
(3) kotiledon eksplantinda 14, 17, 19, 47, 48 ve 57 nolu ortamlarda goriiliirken, hipokotil
eksplantinda ise 11, 12 ve 25 nolu rejenerasyon ortamlarinda olusmustur.

4.2. Antosiyanin Bulgular

Farkli rejenerasyon ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda hem siirgiin hem de
somatik embriyo olusumlari meydana gelmistir. Ancak bu olusumlar sirasinda ilging
sekilde hem rejenerantlarda, hem de kalluslarda bazen c¢ok yogun antosiyanin
olusumlarina rastlanmistir. Sekil 4.3’de Kiiltiir ortamlarinda olusan kalluslarda ve
rejenerantlardaki (siirgiin ve somatik embriyo) antosiyanin olusumlar1 goriilmektedir. R.
carnosula’nin dogal formlarinda da bazen gozlemlenebilen, ancak tiim in vivo ve in vitro
tohum ¢imlendirme calismalarinda istisnasiz rastladigimiz kotiledonlarin alt yiizeyinin
tamamen koyu renkli antosiyaninlerden meydana gelmesinin, aslinda R. carnosula’nin
ozellikle somatik embriyogenesis ayrimi igin 6nemli bir morfolojik markir olabilecegi
diistiniilmektedir. Hem kotiledon hem de hipokotil eksplantlarinda olusan antosiyanin
miktarlari;; bu eksplantlarda meydana gelen rejenerasyon ve Kkallus oranlar ile
iliskilendirilerek, antosiyanin olusum 6zelliklerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.3’de verilmis, aynm Ozelliklere ait eksplantxortam interaksiyon sonuglari ise Cizelge
4.4’de belirtilmistir.

(b)

Sekil 4.3. Kallus ve rejenerantlardaki antosiyanin olusumlarina ait goriintiiler; a) 69.
ortamda kallusdan antosiyanin olusumu; b) 53. ortamda rejenerantlardan antosiyanin
olusumu

Cizelge 4.3’e gore kiiltiire alinan eksplantlarin genel rejenerasyon olusumu
tizerine olan etkisi degerlendirildiginde p<0.001 seviyesinde onemli farkliliklar
goriilmektedir. Hipokotil eksplant1 %27.14 ortalama olustururken kotiledon eksplanti ise
%16.69 oraninda rejenerasyon saglamistir. Eksplantlardan bagimsiz olarak ortamlarin
etkisine bakildiginda, yine p<0.001 diizeyinde 6nemli farkliliklar meydana gelmistir.
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Rejenerasyon olusumu agisindan diger ortamlara kiyasla 0.5 mg/L NAA + 0.5
mg/L TDZ iceren 47 nolu kiiltiir ortam1 ¢ok daha basarili sonuglar ortaya koymustur. Ote
yandan eskplantxortam interaksiyonu Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi rejenerasyon
kapasitesi tizerinde p<0.001 seviyesinde istatistiksel olarak énemli bulunmustur. En iyi
rejenerasyon yiizdesi hipokotil eksplantinda (%93.75) 1 mg/L TDZ igeren 50 nolu kiiltiir
ortaminda, kotiledon eksplantinda ise %81.25 oranla 47 nolu kiiltiir ortaminda
belirlenmistir. Cizelge 4.3 bulunan kallusa (%) ait bulgular daha 6nce “Kallus Bulgular1”
boliimiinde yorumlanarak agiklanmistir.

Cizelge 4.3. Ricotia carnosula rejenerasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotillerde
meydana gelen rejenerasyon ve kallus oranlari ile bunlara bagli antosiyanin olusum
ozelliklerine ait varyans analiz sonuglari

Rejenerasyon Antosiyanin Olusumu (%)
Uvaulama Olusumu Kallus Olusumu
ygu $ (%)
(%) Rejenerantlarda Kalluslarda
Eksplant
Kotiledon 16.69 86.04 a 3.42 b 22.09 a
Hipokotil 27.14 82.36 b 10.53 a 18.07 b
LSD %5 3.416 2.996 1.822 3.221
<0.0001 0.0130 <0.0001 0.0226

P *kk * *kk *
0 4375 c-g 3125 i 1250 gh 000 n
1 37,50 d-h 84.38 a-d 0.00 i 0.00 n
2 59,38 a-e 100.00 a 9.38 gh 43.75 d-h
3 28,13 f+ 84.38 a-d 28.13 ef 18.75 i-n
4 59,38 a-e 81.25 a-e 0.00 i 0.00 n
5 6,25 jkl 87.50 a-d 0.00 i 0.00 n
6 0,00 |1 87.50 a-d 0.00 i 0.00 n
7 53,13 a-f 93.75 abc 1250 gh 50.00 c-g
8 9,38 jkli 93.75 abc 0.00 i 6.25 mn
9 12,50 jkli 100.00 a 1250 gh 0.00 n
10 21,88 g-k 53.13 gh 0.00 i 21.88 h-m
11 46,88 b-f 100.00 a 0.00 i 25.00 h-m
12 12,50 jkli 93.75 abc 0.00 i 90.63 ab
13 0,00 |1 1250 j 0.00 i 0.00 n
14 0,00 | 100.00 a 0.00 i 9.38 Imn
15 0,00 | 96.88 ab 0.00 i 0.00 n
16 6,25 jkl 100.00 a 0.00 i 0.00 n
17 40,63 c-h 96.88 ab 0.00 i 50.00 c-g
18 12,50 il 100.00 a 0.00 i 31.25 f-k
19 40,63 c-h 93.75 abc 1250 gh 65.63 bc
20 59,38 a-e 71.88 d-g 0.00 i 3.13 mn
21 25,00 g-k 84.38 a-d 0.00 i 18.75 i-n
22 0,00 |1 90.63 a-d 0.00 i 3750 e
23 18,75 h-l 75.00 c-f 0.00 i 1250 k-n
24 6,25 jkli 93.75 abc 0.00 i 0.00 n
25 0,00 | 96.88 ab 0.00 i 0.00 n
26 0,00 |1 75.00 c-f 0.00 i 000 n
27 53,13 a-f 100.00 a 21.88 efg 62.50 c-d
28 15,63 h-l 100.00 a 9.38 gh 40.63 d-h
29 0,00 | 100.00 a 0.00 i 50.00 c-g
30 75,00 ab 62.50 efg 46.88 ab 31.25 gl
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Cizelge 4.3’lin devami

31 25,00 g-k 93.75 abc 43.75 abc 000 n
32 18,75 h-l 93.75 abc 0.00 i 6.25 mn
33 12,50 jkl 100.00 a 1250 gh 25.00 h-m
34 0,00 1 78.13 b-e 0.00 i 0.00 n
35 0,00 1 90.63 a-d 0.00 i 0.00 n
36 0,00 | 81.25 a-e 0.00 i 0.00 n
37 6,25 jkl 84.38 a-d 0.00 i 25.00 h-m
38 6,25 jkl 87.50 a-d 0.00 i 46.88 c-g
39 0,00 1 93.75 abc 0.00 i 28.13 ¢-l
40 37,50 d-h 28.13 ij 0.00 i 3.13 mn
41 9,38 jki 8750 a-d 0.00 i 1250 k-n
42 21,88 g¢-l 100.00 a 0.00 i 21.88 i-n
43 9,38 jkl 100.00 a 0.00 i 50.00 c-g
44 0,00 1 56.25 fgh 0.00 i 0.00 n
45 0,00 1 100.00 a 0.00 i 000 n
46 9,38 jki 78.13 b-e 0.00 i 0.00 n
47 75,00 a 96.88 ab 43.75 abc 56.25 cde
48 62,50 a-d 8750 a-d 25.00 ef 31.25 gl
49 18,75 h-l 8750 a-d 0.00 i 9.38 Imn
50 50,00 b-f 18.75 i-j 0.00 i 1250 j-n
51 12,50 jki 96.88 ab 0.00 i 18.75 i-n
52 28,13 f+ 100.00 a 6.25 hi 21.88 i-n
53 37,50 e-i 8125 a-e 31.25 de 0.00 n
54 0,00 | 81.25 b-e 0.00 i 0.00 n
55 0,00 | 100.00 a 0.00 i 6.25 mn
56 6,25 jkl 8750 a-d 0.00 i 6.25 mn
57 59,38 a-e 100.00 a 31.25 cde 43.75 d-h
58 53,13 a-e 93.75 abc 0.00 i 43.75 d-h
59 21,88 g¢-l 100.00 a 0.00 i 68.75 bc
60 50,00 b-f 37.50 hi 18.75 fg 1250 k-n
61 28,13 f+j 87.50 a-d 25.00 ef 0.00 n
62 6,25 jkl 90.63 abc 0.00 i 0.00 n
63 3,13 ki 100.00 a 0.00 i 3750 e-i
64 3,13 ki 71.88 a-g 3.13  hi 0.00 n
65 3,13 ki 87.50 a-d 0.00 i 0.00 n
66 0,00 1 93.75 abc 0.00 i 0.00 n
67 18,75 h-l 90.63 a-d 0.00 i 31.25 gl
68 21,88 gk 100.00 a 0.00 i 53.13 c-f
69 0,00 | 100.00 a 0.00 i 100.00 a
70 53,13 a-e 40.63 hi 43.75 bcd 0.00 n
71 62,50 abc 31.25 ij 5313 a 25.00 h-m
72 2500 gk 90.63 a-d 6.25 hi 0.00 n
LSD %5 20.63 18.10 11.00 19.46
p <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
*kk *k*k *kk *kk
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Cizelge 4.4. Ricotia carnosula rejenerasyon denemelerinde kotiledon ve hipokotil
eksplantlarindan olusan rejenerasyon ve kallus oranlari ile bunlarda olusan antosiyanin
orani lizerine eksplantxortam interaksiyonun etkisine ait varyans analiz sonuglar1

Rejenerasyon(%o) Kallus Olusum (%) Antosiyanin Olusumu (%)
ONF(;E. Kotiledonda Hipokotilde
Kotiledon Hipokaotil Kotiledon ~ Hipokotil | Kallusda Rejle;:%?nt- Kallusda Rejlear:%r:nt-
K 18,75 i-m 68,75 a-f 62,5 c-g 0,0 | 0,0 k 25,0 fgh 0,0 k 0,0 i
1 6,25 Im 68,75 a-f 87,5 abc 81,3 a-d 0,0 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
2 56,25 c-h 62,50 a-g 1000 a 1000 a 87,5 abc 00 i 00 k 18,8 fgh
3 0,00 m 56,25 b-g 75,0 a-e 93,8 ab 00 k 00 i 375 f 56,3 cd
4 | 6250 ag 5625 bg | 625 c-g 1000 a 00 k 00 i 00 k 00 i
5 12,50 j-m 0,00 m 75,0 a-e 1000 a 00 k 00 i 00 k 0,0 i
6 0,00 m 0,00 m 75,0 a-e 1000 a 00 k 00 i 00 k 0,0 i
7 31,25 gl 75,00 a-e 87,5 abc 1000 a 75,0 a-d 12,5 ghi 250 h-k 125 ghi
8 6,25 Im 12,50 j-m 87,5 abc 1000 a 12,5 ijk 0,0 i 00 k 0,0 i
9 25,00 h-m 0,00 m 1000 a 1000 a 00 k 25,0 fgh 00 k 0,0 i
10 | 1250 j-m 31,25 gl 62,5 c-g 438 fi |313 fij 0,0 i 125 ik 00 i
11 75,00 a-d 18,75 h-m | 1000 a 1000 a 25,0 h-k 00 i 25,0 h-k 0,0 i
12 25,00 h-m 0,00 m 93,8 ab 93,8 ab | 875 abc 00 i 93,8 ab 0,0 i
13 0,00 m 0,00 m 12,5 jkl 12,5 jki 0,0 k 0,0 i 00 k 0,0 i
14 0,00 m 0,00 m 1000 a 1000 a 18,8 h-k 00 i 00 k 0,0 i
15 0,00 m 0,00 m 1000 a 93,8 ab 00 k 00 i 00 k 0,0 i
16 6,25 Im 6,25 Im 1000 a 1000 a 00 k 00 i 00 k 0,0 i
17 50,00 d-i 31,25 ¢l 93,8 ab 1000 a 00 k 00 i 100, a 0,0 i
18 6,25 Im 18,75 i-m | 1000 a 1000 a 375 f 00 i 25,0 g-k 0,0 i
19 | 3750 f1 4375 d | 1000 a 875 ad | 313 fij 250 fgh 100, a 00 i
20 56,25 c-h 62,50 a-g 75,0 a-e 68,8 b-f 6,3 j-k 00 i 00 k 0,0 i
21 25,00 h-m 25,00 h-m 750 a-e 938 b 375 f 00 i 00 k 0,0 i
22 0,00 m 0,00 m 81,3 ad 1000 a 75,0 a-e 00 i 00 k 0,0 i
23 0,00 m 37,50 f-l 1000 a 50,0 e-h 00 k 00 i 25,0 h-k 0,0 i
24 0,00 m 12,50 kIm 87,5 abc 1000 a 00 k 00 i 00 k 0,0 i
25 0,00 m 0,00 m 1000 a 93,8 ab 00 k 00 i 00 k 0,0 i
26 0,00 m 0,00 m 75,0 a-e 75,0 a-e 0,0 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
27 62,50 a-g 43,75 e-k 1000 a 1000 a 75,0 a-d 31,3 ef 50,0 d-h 12,5 ghi
28 1250 klm 18,75 h-m | 100,0 a 100,0 a 68,8 a-e 0,0 i 12,5 ijk 18,8 fgh
29 0,00 m 0,00 m 1000 a 1000 a 375 f 00 i 62,5 b-f 0,0 i
30 62,50 a-g 87,50 abc | 100,0 a 250 h-l | 625 b-f 12,5 ghi 0,0 k 81,3 ab
31 0,00 m 50,00 d-i 1000 a 875 abc | 0,0 k 0,0 i 0,0 k 875 a
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Cizelge 4.4’lin devami

32 0,00 m 37,50 fl 87,5 abc 1000 a 125 ijk 0,0 i 0,0 k 00 I
33 0,00 m 25,00 h-m | 1000 a 100,0 a 0,0 k 0,0 i 50,0 d-h 25,0 fgh
34 0,00 m 0,00 m 56,3 d-g 1000 a 00 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
35 0,00 m 0,00 m 81,3 ad 100,0 a 0,0 k 0,0 i 00 k 0,0 i
36 0,00 m 0,00 m 62,5 c-g 100,0 a 0,0 k 0,0 i 00 k 0,0 i
37 0,00 m 12,50 kim | 100,0 a 68,8 b-e | 50,0 d-h 0,0 i 0,0 k 0,0 i
38 6,25 Im 6,25 Im 1000 a 750 a-e | 750 ad 0,0 i 18,8 h-k 00 1
39 0,00 m 0,00 m 100,0 a 87,5 abc | 50,0 d-h 0,0 i 6,3 j-k 0,0 i
40 18,75 i-m 56,25 b-g 12,5 il 43,8 f-i 6,3 jk 0,0 i 00 k 0,0 i
41 6,25 Im 12,50 kim | 100,0 a 750 a-e | 250 h-k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
42 0,00 m 43,75 d- 100,0 a 100,0 a 0,0 k 0,0 i 438 e-i 0,0 i
43 12,50 kIm 6,25 Im 100,0 a 100,0 a 75,0 a-d 0,0 i 250 h-k 0,0 i
44 0,00 m 0,00 m 62,5 c-g 500 eh | 00 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
45 0,00 m 0,00 m 100,0 a 100,0 a 0,0 k 00 i 00 k 0,0 i
46 18,75 j-m 0,00 m 87,5 abc 68,8 b-f 00 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
47 81,25 abc 68,75 a-f 100,0 a 938 ab | 500 d-h 50,0 cde 62,5 b-f 37,5 def
48 6250 a-g 6250 a-g | 1000 a 750 a-e | 250 h-k 12,5 ghi 375 f 37,5 def
49 1250 kim 25,00 h-m | 1000 a 750 b-e | 18,8 h-k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
50 6,25 Im 93,75 a 25,0 h-k 125 i1 | 250 gk 0,0 i 00 k 0,0 i
51 0,00 m 2500 h-m | 1000 a 93,8 ab 0,0 k 0,0 i 375 f 0,0 i
52 12,50 kim 43,75 d-j 100,0 a 100,0 a 0,0 k 0,0 i 438 e-i 12,5 ghi
53 0,00 m 7500 a-d | 1000 a 625 cg | 00 k 0,0 i 0,0 k 62,5 bc
54 0,00 m 0,00 m 75,0 a-e 875 ad | 00 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
55 0,00 m 0,00 m 100,0 a 100,0 a 0,0 k 0,0 i 12,5 ijk 0,0 i
56 12,50 j-m 0,00 m 75,0 a-e 100,0 a 0,0 k 0,0 i 125 ijk 0,0 i
57 56,25 c-h 6250 a-g | 100,0 a 100,0 a 50,0 d-h 250 fg 375 f 37,5 def
58 7500 a-d 31,25 gl 100,0 a 87,5 abc | 50,0 d-h 0,0 i 375 f 0,0 i
59 2500 h-m 18,75 j-m | 100,0 a 100,0 a 100, a 0,0 i 375 f 0,0 i
60 12,50 kim 87,50 ab 62,5 c-g 125 jkI | 250 h-k 0,0 i 00 k 37,5 def
61 0,00 m 56,25 b-g | 1000 a 750 b-e | 00 k 0,0 i 00 k 50,0 cde
62 0,00 m 1250 j-m | 1000 a 81,3 ad | 00 k 0,0 i 0,0 k 0,0 i
63 0,00 m 6,25 Im 100,0 a 100,0 a 0,0 k 0,0 i 750 ad 0,0 i
64 0,00 m 6,25 Im 62,5 c-g 81,3 ad | 00 k 0,0 i 0,0 k 6,3 hi
65 0,00 m 6,25 Im 75,0 a-e 100,0 a 0,0 k 0,0 i 00 k 0,0 i
66 0,00 m 0,00 m 87,5 abc 1000 a 0,0 k 0,0 i 00 k 0,0 i
67 25,00 h-m 12,50 kim 87,5 abc 938 ab 0,0 k 0,0 i 62,5 b-f 0,0 i
68 2500 h-m 18,75 h-m | 100,0 a 100,0 a 56,3 c-g 0,0 i 50,0 d-h 0,0 i
69 0,00 m 0,00 m 100,0 a 100,0 a 100, a 0,0 i 100, a 0,0 i
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Cizelge 4.4’lin devami

70 18,75 h-m 87,50 abc 75,0 a-e 6,3 ki 0,0 k 0,0 i 0,0 k 875 a
71 50,00 c-h 75,00 a-d 375 ¢ 250 h-l1 | 500 d-h 31,3 ef 00 k 75,0 ab
72 31,25 gl 18,75 j-m | 1000 a 813 ad| 00 k 0,0 i 0,0 k 12,5 ghi
Ort. | 16,70 27,14 86,0 82,4 22,1 34 18,1 10,5
interaksiyon
LSD
%5 29.18 25.60 15.56 27.52
< 0.0001 < 0.0001 <0.0001 < 0.0001
P *kk *k*k KKk *kKk

Kiiltiire alinan eksplantlardan gelisen kalluslarda ve rejenerantlarda meydana
gelen antosiyanin olusumlar1 incelenmis ve ortamlarin etkisinden bagimsiz sekilde
rejenerantlarda olusan antosiyanin oranlar1 (p<0.001) istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Hipokotil eksplantlari (%210.53) kotiledon eksplantlarina kiyasla (%3.42)
rejenerantlarda 3 kat daha fazla antosiyanin olusturmustur. Eksplantlarin etkisinden
bagimsiz olarak ortamlarin etkisine bakildiginda ise rejenerantlarda antosiyanin olusumu
yoniinden p<0.001 diizeyinde 6nemli farklilik bulunmustur. Rejenerantlarda en fazla
antosiyanin olusturan rejenerasyon ortami 1 mg/L Zeatin igeren 71 nolu kiiltiir ortami
olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.4’de goriildiigi gibi eksplantxortam interaksiyonunun
antosiyanin olusumu iizerindeki etkisi p<0.001 seviyesinde istatistiksel olarak onemli
bulunmustur. En fazla antosiyanin yiizdesi (%87.5) hipokotil eksplantinda 31 nolu (2
mg/L BA + 0.5 mg/L IAA) rejencrasyon ortaminda gergeklesmistir. Termignoni vd.
(1996) Eucalyptus dunnii tirinde somatik embriyo uyartimi iizerinde yaptiklari
caligmada ti¢ giinliik fidelerden alinan eksplantlarda NAA ve 2,4-D kombinasyonlarin
kullanarak kahverengimsi ve kompakt kalluslardan gesitli evrelerde somatik embriyo
yapilarini elde etmislerdir. Olusan embriyolarin bazilar1 beyazimsi renkteyken, globiiler
ve erken kalp evrelerinde gelisen embriyoidlerin ¢ogunda antosiyanin olusumu tespit
etmislerdir. Antosiyaninin baskin olarak koyu kirmizi renk olusturmasinin
Eucalyptus’daki somatik embriyogenesise ait bir 6zellik oldugunu bildirmislerdir. Bizim
caligmamiza ait bulgular degerlendirildiginde ise R. carnosula’da genel olarak kotiledon
yaprak altyiizeyi ile uyumlu mor renkli antosiyanin olusmus veTermignoni vd. (1996)’nin
yapmis olduklar1 ¢alisma ile uyumlu olarak, yiiksek oranda antosiyanin i¢eren somatik
embriyo yapilar1 da elde edilmistir. Sekil 4.3de oldugu gibi somatik embriyo yapilarinin
genel olarak her asamasinda yogun antosiyanin olusumlart goriilmiistiir. Ayrica,
rejenerasyon ortamlarinda gelisen siirgiinlerde de yine yiiksek oranda antosiyanin
olusumlari tespit edilmistir. Bunun yan1 sira Banjac vd. (2019)’nin Brassica oleracea L.
var. acephala’da yaptiklar1 baska bir ¢alismada somatik embriyo ve siirgiinlerde
antosiyanin olusumlarina rastlanirken, Ar1 vd. (2016)’nin siis biberinde yapmis olduklari
shed-mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda da yine antosiyanin pigmentasyonu gosteren
embriyolar elde edilmistir.

Cizelge 4.3°de belirtildigi gibi, kalluslarda meydana gelen antosiyanin olusumu
yoniinden eksplantlar arasinda p<0.05 diizeyinde farkliliklar olusmustur. Genel olarak,
kotiledon eksplantlarinin (%22.09), hipokotil eksplantlarina kiyasla (%18.07) kalluslarda
antosiyanin olusumu yoniinden daha etkili oldugu gorilmektedir. Eksplantlardan

54



BULGULAR VE TARTISMA M. DEMIR

bagimsiz olarak rejenerasyon ortamlariin etkisine bakildiginda ise p<0.001 seviyesinde
istatistiksel olarak Onemli farkliliklar bulunmustur. Kalluslarda goriilen maksimum
(%100) antosiyanin olusumu, 2 mg/L NAA + 2 mg/L TDZ igeren 69 nolu rejenerasyon
ortaminda meydana gelmistir.

Eksplantxortam interaksiyonunun kalluslarda antosiyanin olusumu tizerine olan
etkisi degerlendiriliginde p<0.001 seviyesinde Onemli bulunmustur. Kotiledon
eksplantinda 59 ve 69 nolu rejenerasyon ortamlari %100 oraninda antosiyanin
olustururken, hipokotil eksplantlarinda 17 (0.5 mg/L BA+ 0.5 mg/L NAA), 19 (0.5 mg/L
BA + 2 mg/L NAA) ve 69 nolu (2 mg/L NAA + 2 mg/L TDZ) rejenerasyon ortamlari
yine maksimum oranda (%100) antosiyanin pigmenti olusturmustur. Meyer ve Van
Staden (1995), Oxalis linearis’de yaptiklart c¢alisma sonucunda, antosiyanin
olusumlarinin BGD varliginda meydana geldigini ve en yliksek antosiyanin {iretiminin 8
uM BA ve 2 uM NAA kombinasyonunda olusan kalluslardan elde edildigini
bildirmislerdir. S6z konusu ¢alismada BA’nin antosiyanin tiretimini tesvik ettigi ortaya
konulmus ve diger sitokininlerin pigment tiretimi ile kallus biiyiimesi tizerindeki etkisi
belirlenmistir. Bununla birlikte antosiyanin pigment iiretimi, BA, TDZ ve Zeatin i¢eren
kiiltiirlerde dnemli dl¢iide artis gsterirken, Kinetin ve 2-IP'nin pigment iiretimi {izerinde
¢ok az etkisi oldugu tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda da, BA ve NAA
kombinasyonlarini igeren kiiltlir ortamlarinda kalluslardaki antosiyanin {iretiminin daha
yiiksek oranlarda olustugu géze carpmaktadir.

4.3. Somatik Embriyogenesis Bulgular:

Kiiltiire alinan eksplantlardan gesitli rejenerasyon ortamlarinda direkt ve indirekt
olmak {iizere iki farkli olusum siireci ile somatik embriyolar meydana gelmistir. Kallus
asamasi olmaksizin dogrudan olusum gosteren embriyolar direkt somatik embriyo, kallus
hiicrelerinden dolayli bir sekilde gelisim gosteren embriyolar ise indirekt somatik
embriyo olarak tanimlanmistir.

Direkt somatik embriyogenesis olusumunda, rejenerasyon ortamlarinin bilesimine
bakilmaksizin, Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 arasinda
p<0.01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nem bulunmaktadir. Kotiledon eksplanti (%0.77)
hipokotil eksplantina (%0.17) kiyasla 4.5 kat daha fazla oranda direkt somatik embriyo
olusturmustur. Bu durumda nadir olarak goriilen direkt embriyo olusumunun kotiledon
eksplantinda daha basarili sonuglar olusturdugu sdylenebilir. Eksplantlarin disinda sadece
rejenerasyon ortamlarinin etkisine bakildiginda ise p<0.001 seviyesinde Onemli bir
farklilik goriilmektedir. Direkt somatik embriyo olusumu sadece 10 (% 3.13) 40 (% 6.25),
57 (% 6.25), ve 71 (% 18.75) nolu ortamlarda goriiliirken, en basarili rejenerasyon ortami
olarak 1 mg/L Zeatin iceren 71 nolu kiiltiir ortami belirlenmistir. Genel olarak
bakildiginda, test edilen diger rejenerasyon ortamlari direkt somatik embriyo olusumu
tizerinde basarisiz sonuglar géstermistir.
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Cizelge 4.5. Ricotia carnosula rejenerasyon ortamlarinda direkt ve indirekt olarak gelisen
somatik embriyogenesis oran ve verimine ait varyans analiz sonuglari

Somatik Embriyogenesis
Uygulama Direkt (%) indirekt (%) Soma(grﬁgﬂ"y%%‘irvi)e“mi
Eksplant
Kotiledon 0.77 a 11.99 a 8.38 a
Hipokaotil 0.17 b 6.76 b 414 b
LSD %5 0.44 2.58 0.26
p 0.2235 03339 0.2230
Ortam
0 0.00 d 9.38 efg 2.50 hi
1 0.00 d 25.00 cde 8.50 e-g
2 0.00 d 28.13 cde 7.75 e-h
3 0.00 d 3.13 fg 0.50 j
4 0.00 d 53.13 a 8.88 e-g
5 0.00 d 6.25 fg 1.38 hij
6 0.00 d 0.00 g 0.00 j
7 0.00 d 37.50 bc 15.00 de
8 0.00 d 6.25 fg 1.75 hi
9 0.00 d 12.50 efg 2.50 hi
10 313 ¢ 3.13 fg 0.88 ij
11 0.00 d 46.88 ab 39.25 bc
12 0.00 d 12.50 efg 2.25 hi
13 0.00 d 0.00 g 0.00 j
14 0.00 d 0.00 g 0.00 j
15 0.00 d 0.00 g 0.00 j
16 0.00 d 6.25 fg 1.13 hij
17 0.00 d 34.38 bcd 12.50 def
18 0.00 d 3.13 fg 0.88 ij
19 0.00 d 18.75 def 5.88 f-i
20 0.00 d 28.13 cde 14.88 de
21 0.00 d 15.63 efg 3.75 g
22 0.00 d 0.00 g 0.00 j
23 0.00 d 0.00 g 0.00 j
24 0.00 d 6.25 fg 0.38 ij
25 0.00 d 0.00 g 0.00 j
26 0.00 d 0.00 g 0.00 j
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27 0.00 d 43.75 ab 25.75 cd
28 0.00 d 6.25 fg 1.88 hi
29 0.00 d 0.00 g 0.00 j
30 0.00 d 6.25 fg 5.25 f-i
31 0.00 d 3.13 fg 1550 de
32 0.00 d 0.00 g 0.00 j
33 0.00 d 0.00 g 0.00 j
34 0.00 d 0.00 g 0.00 j
35 0.00 d 0.00 g 0.00 j
36 0.00 d 0.00 g 0.00 j
37 0.00 d 0.00 g 0.00 j
38 0.00 d 0.00 g 0.00 j
39 0.00 d 0.00 g 0.00 j
40 6.25 b 3.13 fg 2.00 hi
41 0.00 d 3.13 fg 0.13 ij
42 0.00 d 0.00 g 0.00 j
43 0.00 d 0.00 g 0.00 j
44 0.00 d 0.00 g 0.00 j
45 0.00 d 0.00 g 0.00 j
46 0.00 d 9.38 efg 2.13 hi
47 0.00 d 53.13 a 62.25 a
48 0.00 d 50.00 ab 39.38 bc
49 0.00 d 6.25 fg 1.13 hij
50 0.00 d 3.13 fg 1.50 hij
51 0.00 d 0.00 g 0.00 j
52 0.00 d 3.13 fg 1.25 hij
53 0.00 d 9.38 efg 9.50 e-g
54 0.00 d 0.00 g 0.00 j
55 0.00 d 0.00 g 0.00 j
56 0.00 d 6.25 fg 0.75 ij
57 6.25 b 34.38 bcd 43.63 b
58 0.00 d 37.50 bc 70.38 a
59 0.00 d 12.50 efg 3.13 g
60 0.00 d 0.00 g 0.00 j
61 0.00 d 0.00 g 0.00 j
62 0.00 d 3.13 fg 0.38 ij
63 0.00 d 0.00 g 0.00 j
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Cizelge 4.5’in devamu.

64 0.00 d 0.00 g 0.00 j
65 0.00 d 0.00 g 0.00 j
66 0.00 d 0.00 g 0.00 j
67 0.00 d 0.00 g 0.00 j
68 0.00 d 6.25 fg 2.38 hi
69 0.00 d 0.00 g 0.00 j
70 0.00 d 9.38 efg 1.50 hij
71 18.75 a 9.38 efg 42.50 b
72 0.00 d 9.38 efg 438 fi
LSD %5 2.702 15.63 1.591
o <0.0001 <0.0001 <0.0001

Cizelge 4.7°deki (Bolim 4.4°deki organogenesis bulgularindan sonra ortak bir
Cizelge halinde verilmistir) eksplantxortam interaksiyonlart incelendiginde direkt
somatik embriyo olusumu iizerinde p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak Onemli
farklilik tespit edilmistir. Sonug¢ olarak en yiiksek direkt somatik embriyo olusumu
kotiledon eksplantinda (%37.5) 71 nolu (1 mg/L TDZ) rejenerasyon ortaminda
gerceklesirken, hipokotil eksplantinda (%12.5) ise 57 nolu (1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L
NAA) ortamda olusmustur. Literatiir incelendiginde, Brassicaceae familyasina baglh
farkli tiirlerde kotiledon, hipokotil ve kok eksplantlarinin kiiltiire alinmasiyla bagsarili
direkt somatik embriyo calismalar1 bulunmaktadir (Koh ve Loh 2000; Yang vd. 2010;
Siong vd. 2011). Verma vd. (2012), endemik tiirler arasinda yer alan Digitalis trojana
Ivan’da hipokotil dokularmi kiiltiire alarak direkt somatik embriyo olusumunu
saglamislardir. Sitokinin hormonlarinin etkisinin degerlendirildigi calismada, tek basina
Zeatin KIN ve TDZ hormonlariin direkt somatik embriyo olusumlar: iizerinde etkili
sonuglar ortaya koydugu bildirilmis ve dogrudan somatik embriyogenesis i¢in kiiltiire
alinan hipokotil dokularinda 0.5 mg/L veya 1 mg/L TDZ igeren kiiltiir ortamlarinin ¢ok
daha basarili oldugu belirlenmistir. Mevcut calismada ise en etkili direkt somatik
embriyogenesis hipokotil eksplantinda 1 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA igeren 57 nolu
(%12.5) ortamda gerceklesmistir.

Indirekt somatik embriyo olusumu agisindan degerlendirilen kotiledon ve
hipokotil eksplantlart p<0.05 seviyesinde onemli farkliliklar olusturmustur. Sadece
eksplantlarin etkisi incelendiginde, kotiledon eksplant1 (%11.99) hipokotil eksplantina
(%6.76) gore indirekt somatik embriyo olusturma yoniinden hemen hemen 2 kat daha
basarihidir.  Eksplantlarin  etkisine bakilmaksizin  degerlendirilen rejenerasyon
ortamlarinda ise p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark mevcuttur.
Indirekt somatik embriyo olusumu yéniinden 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L TDZ igeren 47
nolu kiiltiir ortami1 (%53.13) en etkili rejenerasyon ortami olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 47 nolu rejenerasyon ortaminda kiiltiire alinan hipokotil eksplantindan olusan
indirekt somatik embriyogenesis goriintiileri

Indirekt somatik embriyo olusumu iizerine eksplantxortam interaksiyonunun
etkisi incelendiginde ise (p<0.001) istatistikel diizeyde 6nemli farkliliklar meydana
gelmistir (Cizelge 4.7). Kotiledon eksplantinda 0.5 mg/L IAA + 0.5 mg/L BA igeren 11
nolu (%75) kiiltiir ortaminda basarili olarak bulunmustur. Hipokotil eksplantinda ise 0.5
mg/L TAA igeren 1 nolu rejenerasyon ortaminda (%50) ve 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L
TDZ igeren 48 nolu rejenerasyon ortaminda (%62.5) en yiiksek oranda indirekt somatik
embriyo yapilari meydana gelmistir. Verma vd. (2012), yapmis olduklar1 ¢alismada
diisiik oranlarda IAA’nin TDZ ile kombinasyonunun somatik embriyo olusumu agisindan
etkili sonuglar ortaya koydugunu bildirmislerdir. Bu durumda kendi ¢calismamizda elde
edilen bulgular ile uyum sagladigi soylenebilmektedir. Ancak kendi c¢alismamizdaki
bulgular dogrultusunda en yiiksek indirekt somatik embriyo oranlar1 (%53.13) TDZ +
NAA kombinasyonunu igeren rejenerasyon ortamlarinda da goriilmektedir.

Kiiltiire aliman kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda iki farkli rejenerasyon
yoluyla somatik embriyo olusmustur. Ancak takibi yapilan 73 farkli rejenerasyon
ortaminda, yaklasik olarak 31 ortamin Sekil 4.5’de gortildiigi gibi ayni kiiltiirler tizerinde
hem somatik embriyo hem de siirgiin yapilarini olusturdugu tespit edilmistir. Banjac vd.
(2019) Brassica oleracea var. acephala’da yaptiklar1 ¢alismada bizim ¢alismamiza ait
bulgular ile paralel sonuglar elde ederek BA ve TDZ igeren kiiltlir ortamlarinda hem
siirgiin hem de somatik embriyo olusumlarmi bildirmislerdir. Ote yandan Manjkhola vd.
(2005) tehlike altinda olan tibbi bitkilerden Arnebia euchroma’da yaptiklari rejenerasyon
denemelerinde, yaprak kaynakli kalluslardan hem siirgiin hem de somatik embriyo
yapilarin1 gozlemlediklerini rapor etmiglerdir. Ayrica yapilan baska bir ¢alismada da
Choffe vd. (2000) tibbi bir bitki olan Echinacea purpurea L.’da yaprak sap1 eksplantini
BAP, TDZ ve IAA ile kombine edilmis ortamlarda kiiltlire almislar ve yapilan histolojik
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ve morfolojik gozlemler sonucu iki farkli rejenerasyon formunun (somatik embriyo ve
stirglin) olusum gosterdigini bildirmislerdir.

Sekil 4.5. 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L TDZ igeren 47. kiiltiir ortaminda geligen siirgiin
ve somatik embriyo goriintiileri; a) siirgiinler; b) somatik embriyolar

Eksplantlarin somatik embriyo verimi {izerine olan etkisi incelendiginde (Cizelge
4.5). ortam bilesimine bakilmaksizin p<0.01 diizeyinde eksplantlar arasinda 6nemli
Olgiide farkliliklar olusmustur. Kotiledon eksplantinin (ortalama 8.38 embriyo/petri)
hipokotil eksplantina gore (ortalama 4.14 embriyo/petri) somatik embriyo verimi
yoniinden iki kat daha etkili oldugu belirlenmistir. Sadece rejenerasyon ortamlarinin
etkisine bakildiginda verim tiizerinde p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak Onemli
farliliklar meydana gelmistir. Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi 1 mg/L TDZ + 1 mg/L NAA
iceren 58 nolu rejenerasyon ortami ve 0.5 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA igeren 47 nolu
rejenerasyon ortami somatik embriyo olusumu iizerinde basarili sonuglar ortaya
koymustur. 58 nolu rejenerasyon ortaminda ortalama 70.38 embriyo/petri olugurken, 47
nolu rejenerasyon ortaminda ise ortalama 62.25 embriyo/petri somatik embriyo meydana
gelmigtir. Daha Once yapilan ¢alismalar dogrultusunda, somatik embriyo olusturma
yoniinden TDZ hormonunun en etkili sitokininler arasinda yer aldig1 rapor edilmistir
(Verma vd. 2012; Banjac vd. 2019). Bu dogrultuda kendi c¢alismamiza ait bulgular
degerlendirildiginde, rejenerasyon ortamlarindaki en basarili sonuglar TDZ hormonunu
igeren kiiltiir ortamlarinda ve 6zellikle TDZ + NAA kombinasyonlarindan elde edilmistir.

Ote yandan eksplantxortam interaksiyonun somatik embriyo verimi iizerine etkisi
incelendiginde (Cizelge 4.7). yine istatistiksel olarak (p<0.01) 6nemli farkliliklar
bulunmus, kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda sirastyla 58 nolu kiiltiir ortaminda
ortamalama 97 embriyo/petri, 47 nolu kiiltiir ortaminda ise ortalama 81.50 embriyo/petri
verim elde edilmistir. Dolayisiyla 73 farkli rejenerasyon ortami arasinda 0.5 mg/L NAA
+ 0.5 mg/L TDZ igerikli 47 ve 1 mg/L NAA + 1 mg/L TDZ igerikli 58 nolu BGD
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kombinasyonlarmin somatik embriyo verimi yoniinden en basarili kiiltiir ortamlar
oldugu tespit edilmistir.

Yapilan mikroskobik ve histolojik incelemeler sonucunda, R. carnosula’nin kiiltiire
alinan her iki eksplantinda da somatik embriyo yapilar1 gozlenmis ve bunlarin gelisim
stirecinde olusan globular, kalp, torpido ve kotiledon evreleri belirlenerek her asamasi
morfolojik olarak Sekil 4.6’da, histolojik olarak ise Sekil 4.7°de gdsterilmistir.

Iki haftalik kiiltiir siirecinden sonra hem kotiledon hem de hipokotil
eksplantlarindaki somatik hiicrelerde farkliliklar meydana gelerek embriyojenik gelisim
baslamis ve 6ncelikle 4.6 ve 4.7’de goriildiigi gibi globular asamadaki somatik embriyo
yapilar1 gozlenmistir. Rejenerasyon ¢alismalarinda gergeklesen organogenesis ve
somatik embriyogenesisin olusum asamalar1 yapilan histolojik analizlerle ve mikroskobik
incelemelerle tespit edilmistir. Histolojik kesitlerde, embriyojenik hiicrelerin nispeten
kiigiik oldugu ve diger somatik hiicrelere kiyasla biiyiik belirgin bir ¢ekirdege ve yogun
sitoplazmaya sahip oldugu belirlenmistir.

Ote yandan olusan somatik embriyo yapilarinin ana doku ile vaskiiler bir
baglantisinin olmadig1 ve bagimsiz bir sekilde olusum gosterdigi de tespit edilmistir. In
vitro somatik embriyo olusum siirecinin baslangici literatiirde, yiiksek seviyelerde
polisakkaritler ile karakterize edilmis ve ozellikle gerekli tohum rezerv bilesiklerinin
tilkketimi, somatik embriyogenesis ve organogenesis ile iligskilendirilmistir. Bu durum,
nisastanin olugan embriyojenik hiicrelerde yogun metabolik ve mitotik aktivite i¢in enerji
sagladig1r ve hizla metabolize oldugunu gostermektedir (Branca vd.1994; Martin vd.
2000; Pinto vd. 2010). Calismamizda yapilan histolojik incelemeler sonucunda globular
ve kalp asamasinda olan somatik embriyolarda Sekil 4.7.fde goriildiigli gibi nisasta
tanecikleri saptanmistir. Benzer sekilde Arias vd. (2019)’nin Swietenia macrophylla’da,
Silva vd. (2015)’nin ise Passiflora edulis Sims'de (Passifloraceae) yaptiklari ¢alismada
da, elde ettikleri somatik embriyo yapilarinda nisasta taneciklerinin varligi bildirilmistir.
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Sekil 4.6. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan elde edilen somatik embriyo (SE)
asamalarina ait goriintiiler; a),b) globular asamadaki SE; ¢) kalp asamasindaki SE; d)
torpido ve kotiledon asamasindaki SE; e) direkt olusum gosteren kotiledon asamasindaki
SE; f) indirekt olusum gosteren kotiledon asamasindaki SE
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Sekil 4.7. Somatik embriyo asamalarina ait histolojik kesit goriintiileri; a), b), c), d)
globular asamadaki SE; e) kalp asamadaki SE; f) embriyojenik hiicrelerde bulunan
nisasta tanecikleri
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Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda dikkat ¢eken diger 6nemli bir nokta;
olusan somatik embriyolar {izerinde zaman igerisinde sekonder embriyo yapilarinin da
meydana gelmis olmasidir. “Sekonder embriyogenesis” daha 6nceden olusmus somatik
embriyolardan, tekrar ikincil bir somatik embriyo rejenerasyonunun olusmasi olarak
tanimlanmaktadir. Sekil 4.8 de goriildigii gibi bu ¢alismada yogun sekilde sekonder
embriyogenesis gerceklesmistir. Benzer sekilde pek ¢ok arastirici tarafindan Brassica’da
yapilan somatik embriyogenesis calismalarinda, ikincil somatik embriyolarin gelisim
gosterdigi rapor edilmistir (Kirti 1988; Parihar 1995; Choi vd. 1996; Koh ve Loh 2000;
Zhang vd. 2005; Paunescu 2008; Cosic vd. 2013; Banjac vd. 2019). Sekonder embriyo
olusumlari 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L BA igeren 27 nolu rejenerasyon ortaminin yanisira
hi¢bir BGD igerigi olmayan kontrol grubunda da gerceklesmistir. Ozellikle kontrol
grubunda hem primer hem de sekonder embriyogenesisin meydana gelmesi, R.carnosula
tiirlinilin rejenerasyon potansiyelinin aslinda ne kadar yiiksek oldugunu gostermektedir.

(b)

Sekil 4.8. Sekonder embriyogenesise ait goriintiiler; a) Kontrol ortaminda bir
kotiledondan elde edilen somatik embriyo iizerinde gelisen sekonder embriyolar; b) 27
nolu rejenerasyon ortaminda bir hipokotilden elde edilen somatik embriyo {izerinde
olusan sekonder embriyolar

4.4. Organogenesis Bulgulari

Organogenesis olusumu ag¢isindan degerlendirilen rejenerasyon ortamlarinda her
iki eksplant tipinde de direkt ve indirekt olusumu gézlenmistir. Ortamin etkisinden
bagimsiz olarak, eksplantlarin direkt organogenesis iizerine etkisi incelendiginde p<0.001
seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6). Organogenesis
yoniinden hipokotil eksplantlar1 (%9.08) kotiledonlara (%0.17) gére ¢ok daha etkili
bulunmustur. Direkt siirgiin olusumu {izerine Sadece ortamlarin etkisi de onemli
bulunmustur (p<0.001). 73 farkli rejenerasyon ortami arasinda en etkili direkt siirgiin
olusumlari dikkat ¢ekici bir sekilde BGD i¢ermeyen kontrol ortaminda olusmustur, ki bu
R. carnosula’nin hipokotil dokularindaki igsel sitokinin seviyesinin yiiksek oldugunu
gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Ricotia carnosula rejenerasyon ortamlarinda direkt ve indirekt olarak gelisen

organogenesis oran ve sayilarina ait varyans analiz sonuglari

Organogenesis
Vygulama Direkt (%) indirekt (%) ?si:irfg"‘;i“n/vlf:tif‘i)i
Eksplant
Kotiledon 017 b 360 b 218 b
Hipokotil 9.08 a 12,16 a 8.34 a
LSD %5 1.34 2.25 0.21
: <o <o <o
Ortam
0 50.00 a 0.00 h 13.50 c-h
1 9.38 de 3.13 gh 2.00 h-k
2 0.00 f 31.25 abc 11.00 d-j
3 0.00 f 25.00 a-d 9.75 e-j
4 0.00 f 0.00 h 0.00 j
5 0.00 f 0.00 h 0.00 j
6 0.00 f 0.00 h 0.00 j
7 0.00 f 15.63 c-g 1.88 h-k
8 0.00 f 3.13 gh 0.75 ijk
9 0.00 f 0.00 h 0.00 j
10 0.00 f 15.63 c-g 8.75 e-k
11 0.00 f 0.00 h 0.00 j
12 0.00 f 0.00 h 0.00 j
13 0.00 f 0.00 h 0.00 j
14 0.00 f 0.00 h 0.00 j
15 0.00 f 0.00 h 0.00 j
16 0.00 f 0.00 h 0.00 j
17 0.00 f 9.38 e-h 1.88 h-k
18 0.00 f 9.38 e-h 8.13 ek
19 0.00 f 21.88 b-e 12.00 c-i
20 3.13 ef 28.13 abc 19.25 cde
21 0.00 f 9.38 e-h 550 f-k
22 0.00 f 0.00 h 0.00 j
23 0.00 f 18.75 c-f 3.25 f-k
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24 0.00 f 0.00 h 0.00 j
25 0.00 f 0.00 h 0.00 j
26 0.00 f 0.00 h 0.00 j
27 0.00 f 9.38 e-h 3.63 f-k
28 0.00 f 9.38 e-h 3.13 f-k
29 0.00 f 0.00 h 0.00 k
30 31.25 ¢ 35.53 ab 24.25 bc
31 0.00 f 21.88 b-e 425 f-k
32 3.13 ef 15.63 c-g 3.88 f-k
33 0.00 f 12.50 d-h 3.13 f-k
34 0.00 f 0.00 h 0.00 j
35 0.00 f 0.00 h 0.00 j
36 0.00 f 0.00 h 0.00 j
37 6.25 ef 0.00 h 0.25 ijk
38 0.00 f 6.25 fgh 0.88 ijk
39 0.00 f 0.00 h 0.00 j
40 28.13 ¢ 0.00 h 7.25 e-k
41 6.25 ef 0.00 h 1.88 h-k
42 0.00 f 21.88 b-e 4.00 f-k
43 0.00 f 9.38 e-h 1.25 h-k
44 0.00 f 0.00 h 0.00 j
45 0.00 f 0.00 h 0.00 j
46 0.00 f 0.00 h 0.00 j
47 3.13 ef 18.75 c-f 8.63 e-k
48 0.00 f 12.50 d-h 2.88 g-k
49 0.00 f 12,50 d-h 1.63 h-k
50 43.75 b 3.13 gh 16.13 c-f
51 0.00 f 6.25 fgh 1.88 h-k
52 0.00 f 25.00 a-d 16.50 c-f
53 18.75 d 9.38 e-h 6.88 e-k
54 0.00 f 0.00 h 0.00 j
55 0.00 f 0.00 h 0.00 j
56 0.00 f 0.00 h 0.00 j
57 0.00 f 3750 a 3475 b
58 0.00 f 21.88 b-e 13.63 c-h
59 0.00 f 9.38 e-h 3.50 f-k
60 43.75 b 6.25 fgh 23.63 bcd
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Cizelge 4.6’nin devami

61 9.38 de 18.75 cf 4.88 fk
62 0.00 f 3.13 gh 0.25 ijk
63 0.00 f 3.13 gh 0.50 ijk
64 3.13 ef 0.00 h 0.38 ijk
65 0.00 f 3.13 gh 0.63 ijk
66 0.00 f 0.00 h 0.00 j
67 0.00 f 18.75 c-f 475 fk
68 0.00 f 15.63 c-g 2.88 g-k
69 0.00 f 0.00 h 0.00 j
70 4375 b 0.00 h 12.75 c-i
71 34.38 bc 0.00 h 57.63 a
72 0.00 f 15.63 c-g 14.25 c-g
LSD %5 8.104 13.64 1.302
<0.0001 < 0.0001 <0.0001
P *k*k *k* *kk

Cizelge 4.7’ye gore eksplantxortam interaksiyonunun direkt siirgiin olusumu
tizerindeki etkisi p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Maksimum
direkt siirgiin olusumlar1 kontrol grubunda kiiltiire alinan hipokotil eksplantinda (%100)
gerceklesirken, kotiledon eksplantinda ise sadece 71 nolu rejenerasyon ortaminda
(%12.5) meydana gelmistir. Bu durum yine R. carnosula’nin farkli dokularinda bulunan
endojen hormonlarin organogenesis yoniinii belirlemedeki roliinii ortaya koymaktadir.
Vermavd. (2011) Digitalis lamarckii endemik tiiriinde yapmis olduklari ¢alismada direkt
stirgiin organogenesisi yolu ile etkili bir in vitro rejenerasyon protokolu olusturmay1
hedeflemislerdir. ilk olarak yaprak eksplantlarini kiiltiire alarak BAP, KIN, TDZ ve
Zeatinin farkli konsantrasyonlariin direkt organongenesis tiizerindeki etkisini test
etmislerdir. Calisma sonucunda tek basina BAP’1n diger sitokininlere kiyasla daha etkili
oldugu bulunmus, Zeatin ve KIN iceren Kkiiltiirlerde ise silirgiin olusumuna
rastlanilmamistir. Kendi calismamiza ait bulgularda ise Verma vd. (2011)’nin aksine
sitokiniler arasinda tek basina Zeatin ve TDZ igeren kiiltiir ortamlar1 daha basarili
sonuglar olugturmus, 0.5 mg/L Zeatin, 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L TDZ igeren rejenerasyon
ortaminda uygulama basina %43.75 oraninda direkt siirglin olusumu gerceklesmistir.

Indirekt siirgiin olusumu yoniinden ortamin etkisine bakilmaksizin iki farkli
eksplant tiirii arasinda istatistiksel olarak (p<0.001) énemli fark goriilmektedir (Cizelge
4.6). Hipokotil eksplant1 (%12.16) kotiledon eksplantina (%3.60) kiyasla daha basarili
bulunmus ve 3.3 kat daha fazla siirgiin olusumu meydana getirmistir. Rejenerasyon
ortamlarinin tek basina etkisine bakildiginda ise (p<0.001) 6nemli diizeyde farkliliklar
meydana gelmis ve 57 nolu (0.5 mg/L NAA + 1 mg/L TDZ) rejenerasyon ortami ile 30
nolu rejenerasyon ortami (2 mg/L BA) (%37.50) indirekt organogenesis agisindan diger
ortamlara kiyasla daha etkili bulunmustur. Yapilan calismalar sonucunda o6zellikle
Brassica tiirlerinde TDZ + NAA ve BAP + NAA kombinasyonlarinin organogenesis
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olusumunda etkili oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Guo vd. 2005;
Yildizhan 2007; Cogbill vd. 2010; Gambhir ve Srivastava 2015). Elde ettigimiz bulgular
dogrultusunda, indirekt siirgiin olusumlarinin TDZ + NAA kombinasyonunda ve sadece
BA igeren rejenerasyon ortaminda etkili oldugu belirlenmis ve bu durum R. carnosula
dokularindaki endojen oksin varligini ortaya koymaktadir.

Ote yandan, eksplantxortam interaksiyonlarinin etkisi incelendiginde Cizelge
4.7°de belirtildigi gibi indirekt siirglin olusumu yoniinden p<0.001 diizeyinde istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. Hem rejenerasyon ortami1 hem de eksplant bazinda en basaril
stirgiin oranlar1 hipokotil eksplantinda 2 (1 mg/L IAA) nolu kiiltir ortamlarinda
gerceklesmistir. Ozellikle 1 mg/L IAA oksin hormonu igeren 2 nolu rejenerasyon
ortaminda %62.5 oraninda siirgiin olusumunun gézlenmesi, daha once belirtildigi gibi
hipokotil dokularinda bulunan igsel sitokinin seviyesinin yiiksek oldugunu
dogrulamaktadir.
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Cizelge 4.7. Ricotia carnosula rejenerasyon ortamlarinda gelisen somatik embriyogenesis, organogenesis ve rejenerant verimleri
tizerine eksplantxortam interaksiyonunun etkisine ait varyans analiz sonuglari

Rejenerasyon Tipi (%) . .
- - - - Olusan Rejenerant Verimi

ort. Somatik Embriyogenesis Organogenesis
No Direkt Indirekt Direkt Indirekt Embriyo Siirgiin

Kotiledon | Hipokotil | Kotiledon Hipokaotil Kotiledon | Hipokotil | Kotiledon Hipokaotil Kotiledon Hipokaotil Kotiledon | Hipokotil
K | 00 d 0.0 d 18.8 g-i 0.0 j 0.0 h 100.0 a 0.0 h 0.0 h 5.00 j-n 0.00 n 0.00 n 27.00 c-h
1 00 d 00 d 0.0 j 50.0 b-d 0.0 h 188 e 6.3 f 0.0 h 0.00 n 17.00 f-j 0.25 mn 3.75 k-n
2 0.0 d 00 d 56.3 abc 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 625 a 15.50 g-k 0.00 n 0.00 n 22.00 d-k
3 0.0 d 0.0 d 0.0 j 6.3 ij 0.0 h 0.0 h 0.0 h 50.0 abc 0.00 n 1.00 mn 0.00 n 19.50 el
4 00 d 00 d 50.0 b-d 56.3 abc 0.0 h 0.0 h 00 h 00 h 11.25 g-l 6.50 h-m |0.00 n 0.00 n
5 00 d 00 d 125 h-j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.0 h 2.75 Im 0.00 n 0.00 n 0.00 n
6 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
7 00 d 00 d 313 e-h 438 c-f 0.0 h 0.0 h 00 h 313 b-f 10.50 g-l 19.50 e-i 0.00 n 3.75 k-n
8 00 d 00 d 6.3 1 6.3 ij 0.0 h 0.0 h 0.0 h 6.3 f 1.75 Imn 175 In 0.00 n 1.50 Imn
9 00 d 00 d 25.0 f-h 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 00 h 5.00 j-n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
10 | 63 ¢ 0.0 d 6.3 ij 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 313 b-f 1.75 Imn 0.00 n 0.00 n 1750 f-n
11 | 00 d 00 d 750 a 18.8 g-i 0.0 h 0.0 h 00 h 0.0 h 63.75 abc 1475 g-k |0.00 n 0.00 n
12 | 00 d 0.0 d 250 f-h 0.0 j 0.0 h 0.0 h 00 h 0.0 h 450 j-n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
13 | 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 00 h 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
14 | 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 i 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
15 | 0.0 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 00 h 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
16 | 00 d 00 d 6.3 ij 6.3 ij 0.0 h 0.0 h 00 h 00 h 1.50 In 0.75 mn 0.00 n 0.00 n
17 | 0.0 d 00 d 50.0 b-d 188 g-i 0.0 h 0.0 h 00 h 18.8 d-h 20.75 e-i 4.25 j-n 0.00 n 3.75 k-n
18 | 00 d 00 d 6.3 ij 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 18.8 d-h 1.75 Imn 0.00 n 0.00 n 16.25 f-n
19 | 00 d 00 d 375 d-g 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 438 a-d 11.75 ¢l 0.00 n 0.00 n 24.00 cj
20 | 0.0 d 00 d 56.3 abc 0.0 j 0.0 h 6.3 gh 0.0 h 56.3 ab 29.75 d-h 0.00 n 0.00 n 38.50 bcd
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Cizelge 4.7°nin devami

21 | 00d 00 d | 250 h 6.3 ij 00 h 00 h 00 h 188 d-h | 525 jn 225 Im ]000 n 1100 gn
22 | 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 0.0 h 00 h 000 n 0.00 n 000 n 0.00 n
23| 00d 00d 0.0 j 00 j 00 h 00 h 00 h 375 ae 000 n 0.00 n 000 n 6.50 j-n
24 | 00d 00 d 0.0 j 125 h 00 h 00 h 0.0 h 00 h 000 n 075 mn [0.00 n 0.00 n
25 | 00d 00d 0.0 j 0.0 j 00 h 00 h 0.0 h 00 h 000 n 0.00 n 000 n 0.00 n
26| 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 0.00 n 0.00 n 000 n 0.00 n
27 | 00d 00d | 625 ab 250 fh 00 h 00 h 0.0 h 188 d-h | 4450 b-e  7.00 hid |250 Imn 475 ke
26| 00d 00d 125 hj 00 j 00 h 00 h 0.0 h 188 d-h | 375 Im 0.00 n 000 n 6.25 j-n
29| 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 0.0 h 00 h 0.00 n 0.00 n 000 n 0.00 n
30| 00d 00d 125 hj 00 j 00 h 625 ¢ 500 abc 250 c¢-g | 1050 gl 0.00 n 29.75 cf 1875 en
31| 00d 00d 0.0 j 6.3 ij 00 h 00 h 00 h 438 ad | 000 n 3100 d-h [0.00 n 8.50 h-n
32| 00d 00d 00 j 00 j 00 h 63 gh | 00 h 313 b-f 0.00 n 0.00 n 000 n 7.75 in
33| 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 250 ¢g | 000 n 0.00 n 000 n 6.25 j-n
3 | 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 0.00 n 000 n 000 n 000 n
35 | 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 0.00 n 000 n 000 n 000 n
3 | 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 0.00 n 000 n 000 n 000 n
37 | 00d 00d 00 j 00 j 00 h 125 ef 00 h 00 h 0.00 n 000 n 000 n 0.50 mn
38| 00d 00d 0.0 j 00 j 00 h 00 h 63 f 6.3 fj 0.00 n 0.00 n 075 mn  1.00 Imn
39| 00d 00d 00 j 00 j 00 h 00 h 0.0 h 00 h 0.00 n 0.00 n 000 n 0.00 n
40 | 125 b 00 d 6.3 ij 00 j 00 h 563 0.0 h 00 h 4.00 jn 0.00 n 000 n 1450 fn
41| 00d 00 d 6.3 ij 00 j 00 h 125 ef 0.0 h 00 h 025 n 0.00 n 000 n 3.75 k-n
42| 00d 00 d 0.0 j 00 j 00 h 00 h 00 h 438 ad | 000 n 0.00 n 000 n 8.00 i-n
43| 00d 00 d 00 j 00 j 00 h 00 h 125 ei 63 fj 0.00 n 0.00 n 050 mn  2.00 Imn
44 | 00d 00 d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 0.00 n 000 n 000 n 0.00 n
45 | 00d 00 d 00 j 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 0.00 n 000 n 000 n 000 n
46 | 00d 00 d 188 g-i 00 j 00 h 00 h 00 h 00 h 4.25 jn 0.00 n 000 n 0.00 n
47 | 00d 00d | 563 abc 50.0 b-d 00 h 63 gh | 250 cg 125 ei |4300 c-g 8150 ab (825 jn  9.00 h-n
48| 00d 00d | 375 dg 625 ab 00 h 00 h | 250 c.g 00 h 31.00 d-h 4775 bd |575 jn 000 n
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Cizelge 4.7 nin devami
49 00 d 00 d 125 h+j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 25.0 c-g 2.25 Im 0.00 n 0.00 n 3.25 Imn
50 00 d 00 d 0.0 j 6.3 ij 0.0 h 875 b 6.3 f-j 0.0 h 0.00 n 3.00 Im 3.75 k-n 2850 c-g
51 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 00 h 125 e-i 0.00 n 0.00 n 0.00 n 3.75 k-n
52 00 d 00 d 0.0 j 6.3 ij 0.0 h 0.0 h 125 e-i 375 a-e 0.00 n 250 Im 8.75 h-n 2425 c
53 0.0 d 00 d 0.0 j 18.8 g-i 0.0 h 375 d 0.0 h 18.8 d-h 0.00 n 19.00 e-i 0.00 n 13.75 f-n
54 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
55 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 00 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
56 00 d 00 d 125 h-j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 00 h 150 In 0.00 n 0.00 n 0.00 n
57 00 d 125 b 313 e-h 375 d-g 0.0 h 0.0 h 250 c-g 50.0 abc 78.75 ab 8.50 h-I 16.75 f-n 5275 b
58 00 d 00 d 500 b-d 250 f-h 0.0 h 0.0 h 250 c-g 188 d-h 97.00 a 43.75 b-f 18.00 f-n 9.25 h-n
59 00 d 00 d 25.0 f-h 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 18.8 d-h 6.25 h-m 0.00 n 0.00 n 7.00 i-n
60 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 875 b 125 e-i 0.0 h 0.00 n 0.00 n 6.00 j-n 4125 bc
61 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 188 e 0.0 h 375 a-e 0.00 n 0.00 n 0.00 n 9.75 hn
62 00 d 00 d 0.0 j 6.3 1ij 0.0 h 0.0 h 0.0 h 6.3 fj 0.00 n 0.75 mn 0.00 n 0.50 mn
63 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 6.3 fj 0.00 n 0.00 n 0.00 n 1.00 Imn
64 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 6.3 gh 0.0 h 00 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.75 mn
65 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 6.3 f-j 0.00 n 0.00 n 0.00 n 1.25 Imn
66 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
67 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 250 c-g 125 e-i 0.00 n 0.00 n 6.50 j-n 3.00 Imn
68 00 d 00 d 125 h-j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 125 e-i 18.8 d-h 4.75 j-n 0.00 n 1.50 Imn 4.25 k-n
69 00 d 00 d 0.0 j 0.0 j 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.0 h 0.00 n 0.00 n 0.00 n 0.00 n
70 00 d 00 d 18.8 g-i 0.0 j 0.0 h 875 b 0.0 h 0.0 h 175 j-n 0.00 n 0.00 n 2550 c-i
71 375 a 00 d 0.0 j 18.8 g-i 125 ef 56.3 ¢ 0.0 h 0.0 h 79.25 ab 575 j-n 36.75 b-e 7850 a
72 00 d 00 d 125 h-j 6.3 1 0.0 h 0.0 h 188 d-h 125 e-i 5.50 j-n 3.25 Im 13.75 f-n 1475 f-n
Ort 0.8 0.2 12.0 6.8 0.2 9.1 3.6 12.2 8.37 441 2.18 8.34
interaksiyon

IBZE 11.46 19.29 3.821 2211 2.251 1.842

< 0.0001 <0.0001 <0.0001 < 0.0001 0.0048 0.0456

P

*kk

*k*k

*k*k

*k*k

*
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Siirglin verimi {izerine, ortamin etkisinden bagimsiz olarak, eksplantlarin etkisi
incelendiginde Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi p<0.001 seviyesinde 6nemli bulunmustur.
Hipokotil eksplantlar1 (ortalama 8.34), kotiledon eksplantlarina (ortalama 2.18) kiyasla
slirglin olusumu iizerinde daha etkili bulunmus ve 3.8 kat daha fazla siirgin meydana
getirmistir.  Eksplantlardan bagimsiz olarak rejenerasyon ortamlarmin etkisi
incelendiginde ise istatistiksel olarak yine énemli fark bulunmustur (p<0.001). 73 farkli
kiiltiir ortami arasinda uygulama basina olusan en fazla siirgiin verimi Cizelge 4.6 ve Sekil
4.9°da gorildiigi gibi 1 mg/L Zeatin igeren 71 nolu kiiltiir ortaminda 57.63 siirgiin/petri
olusturmustur.

Eksplantxortam interaksiyonunun siirgiin verimine olan etkisi incelendiginde
p<0.05 diizeyinde farklilik olusmus ve en yiiksek siirgiin verimi hipokotil eksplantinda
ortalama 78.50 stirgiin/petri ile yine 71 nolu rejenerasyon ortaminda belirlenmistir.
Kotiledon eksplanti yoniinden ise ortalama 36.75 siirgiin/petri verim ile 71 nolu
rejenerasyon ortami diger kiiltliir ortamlarina kiyasla daha basarili bulunmustur.
Brassicaceae familyasina ait tiirlerdeki organogenesis ¢alismalar1 incelendiginde, daha
once belirtildigi gibi BAP ve TDZ’nin NAA ile kombine edilmesiyle organogenesis
olusumunu 6nemli 6l¢iide arttirdigi bildirilmistir (Guo vd. 2005; Y1ldizhan 2007; Cogbill
vd. 2010; Gambhir ve Srivastava 2015). Ancak bizim ¢alismamizdaki bulgular, kullanilan
bu kombinasyonlar disinda farkli sitokinin uygulamalarinin da (1mg/L Zeatin)
Brassicaceae’ya bagli R. carnosula tiiriinde siirgiin verimi yoniinden ¢ok daha basarili ve
etkili sonuglar ortaya koydugunu gostermistir. Dolayisiyla tiirler arasinda organogenesis
olusum tepkilerinin ortamlara gore degisiklik gosterebildigi ve BA ile TDZ igeren kiiltiir
ortamlarindan farkli olarak tek basina Zeatin uygulamalarinin da (siirgiin/petri 57.63)
organogenesis yoniinden etkili oldugu sonucuna varilmistir.

4.5, Koklenme Bulgular

Kiiltiire aliman eksplantlarda ortamlarin etkisine bakilmaksizin Cizelge 4.8’de
belirtildigi gibi kok olusum orani iizerinde p<0.05 diizeyinde farklilik olusmustur. Kok
olusturma kapasitesi yoniinden kotiledon eksplant1 (%17.70) hipokotil eksplantina
kiyasla (%14.55) daha basarili bulunmustur. Eksplantlarin disinda sadece rejenerasyon
ortamlarinin koklenme {izerine etkileri incelendiginde p<0.001 diizeyinde farklilik tespit
edilmistir. 73 farkli rejenerasyon ortami igerisinde en etkili kok olusumlari 2, 8 ve 9 nolu
rejenerasyon ortamlarinda maksimum oranda (%100) gergeklesmistir. Bu ortamlarin
igerikleri; 1 mg/L 1AA (2), 1 mg/L NAA (8) ve 2 mg/L NAA (9)’dan olusmaktadir.
Ekspantxortam interaksiyonu ise koklenme {izerinde p<0.001 diizeyinde farklilik
meydana getirmistir. Kok olusturma yoniinden en etkili ortamlar kotiledon
eksplantlarinin kiiltiire alindig1 2, 8 ve 9 nolu rejenerasyon ortamlari olarak bulunmustur.
Bu ortamlarda %100 oraninda kok olusumlart meydana getirmistir (Cizelge 4.9).
Hipokotil eksplanti incelendiginde ise, 2, 7, 8, ve 9 nolu rejenerasyon ortamlarinda %100
oraninda kok olusumu gerceklesmistir. Brassica tiirlerinde yapilan arastirmalarda,
genellikle NAA hormonunun kdk rejenerasyonunu yiiksek oranda tesvik ettigi ve bagarili
sekilde kok olusumunu sagladigi bildirilmistir. Bizim c¢aligmamiza ait sonucglarda ise
NAA disinda, IAA hormonunun da kok rejenerasyonu agisindan basarili bir oksin tipi
oldugu sodylenebilir.
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Sekil 4.9. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda direkt organogenesis ile olusan
Ricotia carnosula siirgiinleri ve bunlara ait histolojik goriintiileri; a) 1 mg/L Zeatin
igeren rejenerasyon ortaminda kotiledon eksplantindan olusan direkt siirgiin goriintiisii;
b) 1 mg/L Zeatin igeren rejenerasyon ortaminda hipokotil eksplantindan gelisen direkt
stirgiin goriintiisii; ¢) primordium yapraklar ve vaskiiler bantlarin gelisimi; d) siirgiin
apikal meristem bolgesi
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Cizelge 4.8. Ricotia carnosula rejenerasyon ortamlarinda gelisen kok olusumlarina ait
varyans analiz sonuglari

Uygulama Kok ((3)}u)sumu I<((<))l/(172(;§)u?\l(l;gl<l/l Kok Kalinlik Orani (%)
° Az/ Orta/ Cok) Kalin | ince
Eksplant

Kotiledon 17.70 a 0.41 5.67 a 12.37

Hipokotil 1455 b 0.34 3.08 b 11.47

LSD %5 2.49 0D 1.87 OD
P 0'03 65 0.0546 O'Oj' 59 0.5058

Ortam

K 40.63 efg 125 d 1250 c-f 28.13 d-g
1 78.13 Dbc 188 ¢ 59.38 a 18.75 fi
2 100.00 a 2.25 bc 53.13 ab 46.88 bcd
3 65.63 cd 125 d 4375 b 21.88 e-h
4 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
5 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
6 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
7 93.75 ab 188 ¢ 0.00 f 93.75 a
8 100.00 a 288 a 0.00 f 100.00 a
9 100.00 a 238 b 6.25 ef 93.75 a
10 18.75 hi 0.38 fgh 18.75 cde 0.00 j
11 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
12 21.43 hi 0.71 ef 21.43 c-d 0.14
13 0.00 j 0.00 h 000 f 0.00 j
14 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
15 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
16 0.00 j 0.00 h 000 f 0.00 j
17 46.88 efg 1.00 de 6.25 def 40.63 cde
18 31.25 gh 050 fg 0.00 f 31.25 def
19 87.50 ab 113 d 25.00 ¢ 6250 b
20 9.38 ij 0.25 fgh 6.25 def 3.13 ij
21 21.88 hi 0.63 ef 1250 c-f 9.38 hij
22 0.00 j 0.00 h 000 f 0.00 j
23 0.00 j 0.00 h 000 f 0.00 j
24 0.00 j 0.00 h 000 f 0.00 j
25 0.00 j 0.00 h 000 f 0.00 J
26 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
27 59.38 de 138 d 313 f 56.25 bc
28 65.63 cd 125 d 1250 cf 53.13 bc
29 50.00 def 1.00 de 0.00 f 6250 b
30 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
31 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
32 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
33 3.13 i 0.13 gh 0.00 f 3.13 ij
34 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
35 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
36 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
37 15.63  hij 0.25 fgh 0.00 f 15.63 g
38 15.63 hij 0.38 fgh 313 f 1250 g
39 9.38 ij 0.13 gh 0.00 f 9.38 hij
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Cizelge 4.8’in devami
40 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
41 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
42 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
43 6.25 ij 0.13 gh 0.00 f 6.25 ij
44 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
45 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
46 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
47 50.00 def 188 ¢ 6.25 def 43.75 bcd
48 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
49 18.75 hi 0.38 fgh 0.00 f 18.75 f-i
50 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
51 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
52 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
53 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
54 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
55 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
56 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
57 9.38 ij 0.25 fgh 6.25 def 3.13
58 1250 ij 0.25 fgh 0.00 f 1250 g+
59 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
60 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
61 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
62 6.25 ij 0.13 gh 6.25 ef 0.00 j
63 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
64 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
65 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
66 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
67 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
68 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
69 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
70 0.00 j 0.00 h 0.00 f 0.00 j
71 3.13 jj 0.13 gh 313 f 0.00 j
72 3750 fg 125 d 15.63 cde 21.88 e-h
LSD %5 15.07 0.44 11.33 15.49
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
P **k*%k **k*%k **k%k **k*k
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Cizelge 4.9. Ricotia carnosula rejenerasyon ortamlarindan gelisen kok olusumlari
tizerine eksplantxortam interaksiyonlarinin etkisine ait varyans analiz sonuglari

Kok Yogunlugu Kok Kalinlik Yiizdesi (%)

ﬁg t Kok Olusum (%) o/ 1/02:-1)1/(2(;% Az/ Kalm | ince

Kotiledon Hipokotil | Kotiledon | Hipokotil | Kotiledon | Hipokotil *ij‘)otr':e Hipokotil
K | 7500 bc 625 kI | 225 bcd 025 jk | 2500 cde 0.00 f | 50.00 6.25
1 87.50 ab 68.75 bcd | 2.00 cde 1.75 def | 87.50 a 31.25 cd 0.00 375
2 | 1000 a 100.00 a | 2.00 cde 250 bc | 7500 ab 3125 cd | 2500  68.75
3 | 5625 cg 7500 bc | 150 efg 1.00 ghi |56.25 bc 3125 cd | 0.00 43.75
4 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
5 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
6 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
7 | 8750 ab 100.00 a | 1.50 efg 225 bed | 0.00 f 000 f | 8750  100.00
8 | 1000 a 10000 a | 275 ab 300 a | 0.00 f 000 f |10000  100.00
9 | 1000 a 100.00 a | 225 bed 250 bc | 000 f 1250 def | 100.00  87.50
10 | 3750 e-i 0.00 | 075 hij 000 k |[37.50 bed 0.00 f 0.00 0.00
11 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
12 6.25 ki 3125 fj | 025 jk  1.00 ghi | 625 ef 3125 cd | 0.00 0.00
13 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
14 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
15 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
16 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
17 | 5000 d-h 4375 d-h | 125 fgh 075 hij | 625 ef  6.25 ef | 4375  37.50
18 | 50.00 d-h 1250 j-m | 050 ijk 050 ijk | 0.00 f 000 f | 5000 1250
19 | 1000 a 7500 b-c| 150 efg 075 hij |25.00 cde 25.00 cde| 7500  50.00
20 | 1875 il 000 n | 050 ik 000 k |1250 def 0.0 f 6.25 0.00
21 | 2500 h-k 1875 i-l | 1.00 ghi 025 jk | 6.25 ef 1875 def | 18.75 0.00
22 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
23 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
24 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
25 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
26 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
27 | 6250 cf 56.25 c-g | 150 efg 1.25 fgh | 0.00 f 625 ef | 6250  50.00
28 | 87.50 ab 4375 d-h | 175 def 075 hij | 2500 cde 000 f | 6250  43.75
29 | 2500 h-k 7500 bc | 1.00 ghi  1.00 ghi | 0.00 f 000 f | 5000  75.00
30 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
31 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
32 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
33 0.00 | 625 kI | 000 k 025 jk | 000 f 0.00 f 0.00 6.25
34 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
35 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
36 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
37 | 3125 fij 0.00 | 050 ijk 000 k | 000 f 000 f | 3125 0.00
38 | 2500 h-k 625 kI | 050 ijk 025 jk | 625 f 000 f | 1875 6.25
39 0.00 | 1875 il | 000 k 025 jk | 000 f 0.00 f 0.00 18.75
40 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
41 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
42 0.00 | 1250 j-m| 000 k 025 jk | 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
43 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 12.50
44 0.00 | 0.00 | 000 k 000 k | 000 f 0.00 f 0.00 0.00
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Cizelge 4.9’un devami

45 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
46 0.00 | 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
47 68.75 bcd 31.25 fj 2.00 cde 1.75 def 6.25 ef 6.25 ef 62.50 25.00
48 0.00 | 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
49 25.00 h-k 1250 j-m | 0.50 ijk 0.25 jk 0.00 f 0.00 f 25.00 12.50
50 0.00 | 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
51 0.00 | 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
52 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
53 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
54 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
55 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
56 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
57 18.75 i-l 0.00 | 0.50 ijk 0.00 k 1250 def 0.00 f 6.25 0.00
58 1250 j-m 1250 j-m | 0.25 jk 0.25 jk 0.00 f 0.00 f 12.50 12.50
59 0.00 1 0.00 1 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
60 0.00 1 0.00 1 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
61 0.00 1 0.00 1 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
62 0.00 1 1250 j-m | 0.00 k 0.25 jk 0.00 f 12.50 def 0.00 0.00
63 0.00 1 0.00 1 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
64 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
65 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
66 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
67 0.00 1 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
68 0.00 | 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
69 0.00 | 0.00 | 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
70 0.00 1 0.00 1 0.00 k 0.00 k 0.00 f 0.00 f 0.00 0.00
71 6.25 ki 0.00 1 0.25 jk 0.00 k 6.25 ef 0.00 f 0.00 0.00
72 31.25 fj 43.75 d-h 1.00 ghi 150 efg | 18.75 def 1250 def | 12.50 31.25

Ort. 17.64 14.55 0.41 0.34 5.65 3.08 12.37 11.47

Interaksiyon

LSD -

%5 21.31 0.62 16.03 0.D
p 08228 0.0359 0.0j.27 0.0806

Koklenme ile ilgili olarak, kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindig1 ve herhangi
bir BGD igerigi bulunmayan kontrol ortaminda dikkat ¢ekici bir sekilde %75 oraninda
kok olusumu gergeklesmistir (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.9). Bunun yan sira ayni kosullar
altinda kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda ise, daha once belirtildigi gibi %100
oraninda silirglin olusumu meydana gelmistir (Cizelge 4.7). Bu sonuglar dogrultusunda
kiiltiire alinan eksplantlar kendi i¢inde degerlendirildiginde, R. carnosula’nin kotiledon
eksplantinda endojen oksin seviyesinin ve hipokotil eksplantinda ise endojen sitokinin
seviyesinin yliksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu durumda R. carnosula’nin iki farkli
eksplantinda bulunan igsel oksin/sitokinin seviyesinin, hem somatik embryogenesis hem
de organogenesis yoniinii belirlemede onemli role sahip oldugu sdylenebilir. Ayrica,
kiiltiire alinan her iki eksplant tiirtinden de ekzojen hormon ilavesine gerek kalmadan ¢ift
yonlii rejenerasyon saglanmasi, R. carnosula tiiriiniin rejeneratif kapasitesinin ne denli
yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.10. Kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin kontrol ortamindaki gelisimlerine ait
goriintiiler; @) Kotiledon eksplantindaki kok olusumlari; b) hipokotil eksplantindaki
stirglin olusumlar1

Kok yogunlugu iizerine yapilan varyans analiz sonuglarina gore Cizelge 4.8°de
belirtildigi gibi ortamlarin etkisinden bagimsiz olarak kotiledon ve hipokotil eksplantlari
arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark goriilmemistir. Rejenerasyon ortamlarinin
etkisi incelendiginde 1 mg/L NAA igeren 8 nolu kiiltiir ortami1 kdk yogunlugu agisindan
p<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak o6nemli bulunmustur. Eksplantxortam
interaksiyonunun kok yogunluguna olan etkisi test edildiginde ise p<0.05 seviyesinde
farklilik meydana getirmis, eksplant ve ortam bazinda en iyi kok yogunlugunu olusturan
rejenerasyon ortami yine 8 nolu kiiltiir ortaminda hipokotil eksplantindan elde edilmistir
(Cizelge 4.9).

Kalin kok (%) ve ince kok (%) olusumlari tizerine her iki eksplant tiirtiniin etkisi
incelenmis ve sonug olarak, kalin k6k olusumu yoniinden eksplantlarin 6nemli etkisinin
oldugu (p<0.05), ince kok olusumu agisindan ise kotiledon ve hipokotil dokulari arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir farkin olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Eksplantlarin
etkisinden bagimsiz olarak, renerasyon ortamlarinin etkisi incelendiginde 1 nolu
rejenerasyon ortami (%59.38) diger kiiltiir ortamlarina kiyasla kalin kok olusturma
yoniinden 6nemli (p<0.001) bulunmustur. Ince kék olusumunda ise ayn1 sekilde p<0.001
diizeyinde farklilik tespit edilmis ve en yiiksek ince kok olusumu 8 (%100) nolu
rejenerasyon ortaminda olusmustur. Ote yandan, aym ozellikler icin eksplantxortam
interaksiyonu incelendiginde, kalin k6k olusumu p<0.05 seviyesinde 6nemli iken, ince
kok olusumunda ise eksplantxortam interaksiyonunun onemli bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. En yiiksek kalin kok olusumu kotiledon eksplantinda 1 (%87.50) nolu
rejenerasyon ortaminda gergeklesmistir. Calismada elde edilen bu ayrintili kéklenme
bilgilerinin R. carnosula’da yapilabilecek hem mikrogogaltim hem de in vitro sekonder
metabolit liretim ¢alismalari icin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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4.6. Sentetik Tohum Bulgular:

Yapilan rejenerasyon caligsmalari sonucunda, cesitli rejenerasyon ortamlarinda
gelisim gosteren somatik embriyolar, uygun sentetik tohum iiretim protokoliiniin
gelistirilmesinde kullanilmigtir. Farkli gelisim evrelerinde bulunan somatik embriyolar
arasindan sadece kotiledon asamasina ulasmis olan embriyolar belirlenip, bunlar ¢esitli
konsantrasyondaki sodyum aljinat (%3, %4) ve CaCl, (100 mM, 125 mM, 150mM)
soliisyonlar1 ile enkapsiile edilmis ve sentetik tohumlar haline doniistiiriilmiistiir. Bu
ortmsarda olusturulan sentetik tohumlarin ¢imlenme performanslarinin test edilmesi i¢in
BGD ig¢ermeyen MES’li MS ortamlarina ekimleri yapilarak, 25°C’de 16/8 saat
1s1k/karanlik fotoperiyoda sahip bitki biiyiitme odasinda kiiltiire alinmistir.

2 mm

Sekil 4.11. Somatik embriyolardan olusturulan sentetik tohumlara ait goriintiiler

Yapilan sentetik tohum denemeleri sonucunda R. carnosula’da hem %3, hem de
%4’liik sodyum aljinat konsantrasyonlariin 6zellikle 100 mM CaCl; ile kombinasyonu
halinde embriyolarin ¢imlenmesi i¢in uygun elastik yapiy1 olusturdugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi %4°lik
sodyum aljinat + 100 mM CaCl: ile kaplanan sentetik tohumlarda %93.75 en yiiksek
¢imlenme orani gergeklesmistir. Bu oran1 %3’liik sodyum aljinat + 100 mM CaCl: ile
kaplanan yapay tohumlarda %90.62 oraninda izlemistir. Sonug¢ olarak R. carnosula
sentetik tohum tiretimi i¢in en uygun enkapsiilasyon ortaminin %4’liikk sodyum aljinat +
100 mM CaCl; kombinasyonu oldugu tespit edilmistir.

Literatiir incelendiginde sentetik tohum iiretimi i¢in en uygun aljinat
konsantrasyonlarinin tiire gore farklilik gosterdigi belirtilmektedir. Kumar ve Thomas
(2012)’nin Clitoria ternatea Linn'de yapmis olduklari ¢alismada % 4’liik sodyum aljinat
konsantrasyonunun sentetik tohumlarin ¢imlenmesi i¢in optimum oldugu, %4’iin
tizerindeki konsantrasyonun ise kapstillenen embriyolarin ¢imlenmesi i¢in ¢ok sert bir
matris olusturdugunu bildirmislerdir. Ote yandan Cangahuala-inocente vd. (2007) Acca
sellowiana’da %1°lik sodyum aljinat konsantrasyonun sentetik tohum olusturmak igin
yeterli oldugunu bildirirken, baska bir ¢alismada Mathur vd. (1989), % 6’lik sodyum
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aljinat ve 75 mM CaCl, kombinasyonunun optimum sonug verdigi bildirilmistir. Bizim
calismamizda ise %3 ve %4’lik sodyum aljinat konsantrasyonun 100 mM CaCl; ile
birlikte kullanilmasinin sentetik tohum eldesi i¢in uygun oldugu, ancak en basarili
kombinasyonun %4 sodyum aljinat +100 mM CaCl, oldugu belirlenmistir. Benzer
sonuglar, yine Pattnaik ve Chand (2000)’in dut bitkisinde yapmis olduklari ¢alismada
goriilmiis ve %4’ liik sodyum aljinat konsatrasyonunun optimum oldugu, bu sayede berrak
ve iiniform bir kapsiil olusturdugu rapor edilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli sodyum aljinat ve kalsiyum kloriir konsantrasyonlar1 ile
kapsiillenmis Ricotia carnosula sentetik tohumlarinin ¢imlenme oranlari

Sodyum Aljinat Klasiyum Kloriir imlenme Oram
Ortam No y (%) J )zmM) ¢ (%)
Kontrol - - 84.37
1 100 90.62
2 3 125 68.75
3 150 62.50
4 100 93.75
5 4 125 43.75
6 150 34.75
LSD %5 0D
P 0.1642

Sentetik tohumlarin BGD igermeyen Kkiiltiir ortamlarinda ¢imlendirilmeleri
sonucu, yaklasik bir ay gibi bir siire Sonunda, sentetik tohnumlarda hipokotil-radisil eksen
gelisimi gozlenmis ve biiytimelerine devam ederek saglikli in vitro bitkicikler meydana
gelmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Ricotia carnosula sentetik tohumlardan elde edilen in vitro bitkicikler
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4.7. Aklimatizasyon Bulgular

Rejenerasyon ortamlarinda kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan gelisim
gOsteren somatik embriyolar, kotiledon asamasina ulastiklarinda, in vitro kosullarda izole
edilerek 30 g/L sukroz eklenmis hormonsuz MS (MES tamponlu) ¢imlendirme ortami
igeren tiiplere transferleri yapilmistir. Her tiipte bir somatik embriyo olacak sekilde
toplamda 225 somatik embriyo ¢imlendirme ortamlarina aktarilmis ve 25 °C’de 16/8 saat
1sik/karanlik fotoperiyoda sahip bitki biliylitme odalarinda muhafaza edilmistir. Yaklasik
bir aylik kiiltiir siiresinden sonra embriyolarin hepsi %100 oraninda ¢gimlenmistir. Saglikli
siirgiin ve kok olusumu gozlenen in vitro bitkicikler belirlenerek aklimatizasyon islemleri
yapilmustir (Sekil 4.13).

Toplamda 100 rejenere bitkicik kiigiik viyollere aktarilmis ve gelisim gosteren
bitkiciklerin daha biiyiik saksilara transferi yapilarak dis kosullara adaptasyonu
saglanmistir. Son asama olarak sera kosullarina aktarilan ex vitro bitkilerin %70’
yasamint slirdiirerek saglikli gelisim gostermistir. Yapilan morfolojik gézlemler sonucu
olusan rejenere bitkiler ile dogadaki formlar1 arasinda herhangi bir farkliliga
rastlanilmamustir.
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Sekil 4.13. Aklimatizasyonu yapilan rejenere bitkilere ait gortintiiler
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6. SONUCLAR

Ricotia carnosula Boiss. & Heldr. (Brassicaceae) zengin antioksidan i¢erigine sahip,
tibbi bitki potansiyeli tasiyan bir endemik bitkidir. Ancak, IUCN (Nesli Tiikkenme
Tehlikesi Altinda Olan Tirlerin Kirmiz1 Bitkiler Listesi) kategorisine gore, LR-Ic
grubunda, tiirii tehdit altinda bulunan tiirler arasinda yer almaktadir. In vitro yontemler
ile gerceklestirilen hizli klonal iiretim ve germplazm muhafaza islemleri, tiirii tehdit ya
da yok olma tehlikesi altinda bulunan bitkilerin korunmasinda gen ve tohum bankalarinin
In situ muhafazasina 6nemli bir alternatif olusturmaktadir. Bu yoniiyle literatiirde heniiz
ele alinmamis bir tiir olan R. carnosula endemiginin, bu tez calismasinda in vitro
kosullarda somatik embriyogenesis veya organogenesis Yyoluyla rejenerasyonunun
saglanmas1 ve elde edilecek somatik embriyolarin cesitli kaplama uygulamalariyla
sentetik tohuma doniistiiriilmesi amaclanmistir. Yapilan denemelerde kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinin kiiltiire alindig1 73 farkli rejenerasyon ortaminin tek baglarina
ve birbirleri ile olan interaksiyonlarinin; eksplant tepkisi, toplam kallus, embriyojenik
kallus, organojenik kallus, antosiyanin olusumlari, direkt ve indirekt yolla somatik
embriyogenesis ve silirglin-kokii kapsayan organogenesis olusumlar1 iizerine etkileri
arastirtlmistir. Elde edilen somatik embriyolar enkapsiile edilerek sentetik tohum haline
doniistiiriilmiistiir. Tez calismasinda gergeklestirilen tiim uygulamalara ait genel sonuglar
ozellikle eksplantxbesin ortaminin interaksiyon etkisi yoniinden asagida 6zetlenmistir.

e Calismada elde edilen morfolojik yapilar yoniinden somatik embriyo ve organ
olusumu seklinde iki farkli rejenerasyon tipi goriilmiistiir. Kurulan denemelerde
elde edilen sonuglar; 6zellikle embriyojenik kallus olusumu, organojenik kallus
olusumu, somatik embriyo olusumu ve siirgiin olusumu tizerinde eksplant kaynagi
ve kullanilan ortam igeriklerinin 6nemli etkisinin oldugunu ortaya koymustur. 73
farkli besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda en yiiksek embriyojenik kallus
olusumu kotiledon eksplantinda 14 (0.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BA), 15 (1 mg/L
2,4-D + 0.5 mg/L BA), 18 (1 mg/L NAA + 1 mg/L BA), 29 (2 mg/L NAA +0.5
mg/L BA) ve 69 (2mg/L NAA + 2 mg/L TDZ) nolu ortamlarda %100 oraninda
gerceklesirken, hipokotil eksplantinda ise 2 mg/L NAA + 0.5 mg/L BA igeren 16
nolu rejenerasyon ortaminda ve 0.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BA igeren 4 nolu
kiiltir ortaminda yine %100 oraninda meydana gelmstir. Embriyojenik kallus
olusumu yoniinden BA’nin diger sitokinin hormonlarina kiyasla daha basaril
oldugu ifade edilebilir. Calismamizda embriyojenik kalluslar renk ve yapi
bakimindan farkliliklar olusturmustur. Ozellikle sar1 ve agik yesil renge sahip,
yap1 olarak nodiiler ve dagilabilir kallus (friable) olusumlar1 embriyojenik kallus
olarak nitelendirilmistir. Koyu yesil, sert ve kompakt goriiniime sahip kalluslar
ise genel olarak siirgiin olusturdugu i¢in organojenik kallus olarak tanimlanmuistir.
Olusan bu farkliliklarin kullanilan eksplant tiiriinden ve bunlarin i¢sel hormon
diizeylerinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica yiiksek oranda
embriyojenik kallus olusturmalarina ragmen 14, 15, 29 ve 69 nolu ortamlarda
somatik embriyo yapilari olusmamis ve bu durumun alt kiiltiirleme isleminin
yapilmamasindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

o Organojenik kallus olusumu yoniinden, kotiledon eksplantinda %87.5 oranla 38
nolu (1 mg/L NAA + 2 mg/L BA) rejenerasyon ortami daha basarili sonuglar
olustururken, hipokotil eksplantinda ise %62.5 oranla 2 nolu (1 mg/L TAA)
rejenerasyon ortami organojenik kallus agisindan basarili bulunmustur.
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En yiiksek kallus derecesi (3) kotiledon eksplantinda 14, 17, 19, 47, 48 ve 57 nolu
rejenerasyon ortamlarinda olusurken, hipokotil eksplantinda ise 11, 12 ve 25 nolu
rejenerasyon ortamlarinda belirlenmistir.

Kiiltiire alinan eksplantlardan gelisen kalluslarda ve rejenerantlarda farkli
oranlarda antosiyanin olusumu meydana gelmistir. Rejenerantlarda en fazla
antosiyanin orani (%87.5) hipokotil eksplantinda 31 nolu (2 mg/L BA + 0.5 mg/L
IAA) ve 70 nolu (0.5 mg/L Zeatin) rejenerasyon ortamlarinda meydana gelmistir.
Ote yandan somatik embriyo yapilarmin genel olarak her asamasinda yogun
olarak ve siirgiinlerde ise kismen antosiyanin olusumlart meydana gelmistir.
Antosiyanin olusumunun R. carnosula’nin 6zellikle somatik embriyogenesis
baslangicini tespit etmek i¢in morfolojik bir markir olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kalluslarda meydana gelen antosiyanin olusumu yo6niinden ise kotiledon
eksplantinda 59 (2 mg/L NAA + 1 mg/L TDZ) ve 69 nolu (2 mg/L NAA + 2 mg/L
TDZ) rejenerasyon ortamlari %100 oraninda antosiyanin olustururken, hipokotil
eksplantinda 17. (0.5 mg/L BA+ 0.5 mg/L NAA), 19. (0.5 mg/L BA + 2 mg/L
NAA) ve 69. rejenerasyon ortamlari da %100 oraninda antosiyanin meydana
getirmistir. Bu durumda, BA + NAA ve TDZ + NAA kombinasyonlarmnin
kalluslardaki antosiyonun iiretimini yiiksek oranda tesvik ettigi ifade edilebilir.

Somatik embriyolar direkt ve indirekt olmak iizere iki farkli sekilde olusmustur.
Direkt somatik embriyo olusumu yo6niinden en etkili sonuglar 1 mg/L Zeatin
iceren 71 nolu rejenerasyon ortaminda kiiltiire aliman kotiledonlarda tespit
edilmistir. Hipokotil eksplanti yoniinden ise 57 nolu (0.5 mg/L NAA +1 mg/L
TDZ) rejenerasyon ortami %12.5 oranla direkt somatik embriyo olusumlari
gostermistir. Mikroskobik ve histolojik incelemeler sonucu direkt yolla olusan
somatik embriyolarda genel olarak ana doku ile belirgin bir vaskiiler baglantinin
olmadig1 tespit edilmistir. indirekt somatik embriyo olusumu ilk olarak kallus
olusumlarinin ardindan somatik embriyo yapilarinin meydana gelmesiyle
baslamistir. En yliksek indirekt somatik embriyo olusumu kotiledon eksplantinda
0.5 mg/L TAA + 0.5 mg/L BA igeren 11 nolu (%75) kiiltiir ortaminda meydana
gelirken, hipokotil eksplantinda ise 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L TDZ igeren 48
nolu rejenerasyon ortaminda (%62.5) meydana gelmistir.

Kiiltiire alinan kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin somatik embriyo verimi
tizerine eksplantxortam interaksiyonlarmin etkisi, istatistiksel olarak p<0.05
diizeyinde onemli farkliliklara neden olmustur. En yiiksek somatik embriyo
verimi kotiledon eksplantinda 58. ortamda (ortalama 97embriyo/petri), hipokotil
eksplantinda ise 47. ortamda (ortalama 81.50 embriyo/petri) meydana gelmistir.
Dolayisiyla 73 farkli rejenerasyon ortami arasinda 0.5 mg/L NAA + 0.5 mg/L
TDZ (47 nolu ortam) ve 1 mg/L NAA + 1 mg/L TDZ (58 nolu ortam) igeren BGD
kombinasyonlarimin somatik embriyogenesisi en yiiksek diizeyde tesvik ettigi
belirlenmistir. Somatik embriyo olusumundaki tiim asamalar (globular kalp
torpido ve kotiledon) mikroskobik ve histolojik incelemeler sonucu tespit
edilmistir. Ayrica histolojik analizlerle globular ve kalp asamasinda olan somatik
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embriyolarda, embriyojenik hiicrelerin enerji kaynagi olarak kullandig1 nisasta
taneciklerine de rastlanmistir.

e Yapilan incelemeler sonucunda somatik embriyolar lizerinde ¢ok sayida sekonder
embriyo yapilarinin meydana geldigi belirlenmistir. Bu yapilar higbir BGD igerigi
olmayan kontrol grubunda ve 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L BA iceren 27 nolu
rejenerasyon ortamlarinda olusmustur. Sekonder embriyolarin 6zellikle kontrol
grubunda meydana gelmis olmasi R.carnosula tiiriiniin rejenerasyon yeteneginin
ne denli yiiksek oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

e Organogenesis olusumu agisindan her iki eksplant tipinde de, direkt ve indirekt
olmak {izere iki farkli olusum siireci gozlenmistir. En etkili direkt siirgiin
olusumlar1 hipokotil eksplantinda (%100) kontrol grubunda olusurken, kotiledon
eksplantinda ise 71 nolu rejenerasyon ortaminda (%12.5) meydana gelmistir. En
yiiksek indirekt siirglin olusum orani ise (%62.5) hipokotil eksplantinda 1 mg/L
IAA igeren 2 nolu kiiltiir ortaminda gergeklesmistir. Ortam igerigi incelendiginde,
sadece oksin hormonu igeren rejenerasyon ortaminda siirgiin olusumlarinin
gozlenmesi Ozellikle R. carnosula hipokotil dokularindaki igsel sitokinin
seviyesinin yliksek oldugunu gostermektedir.

e Siirgiin verimi (siirglin/petri) yoniinden degerlendirilen eksplantlarda, en ytiksek
stirglin verimi hipokotil eksplantinda ortalama 78.50 siirgiin/petri ile 71 nolu
rejenerasyon ortaminda gerceklesirken, kotiledon eksplantinda ise ortalama 36.75
stirgiin/petri verimi ile yine 71 nolu rejenerasyon ortaminda meydana gelmistir.

e Kiiltire alinan eksplantlarin kok olusturma kapasitesi degerlendirildiginde; 1
mg/L 1AA (2 nolu), 1 mg/L NAA (8 nolu) ve 2 mg/L NAA (9 nolu) igeren kiiltiir
ortamlarinda %100 oraninda etkili kok olusum oranlari gézlenmistir. Ote yandan
kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindigt ve herhangi bir BGD igerigi
bulunmayan kontrol ortaminda %75 oraninda kok olusumlar1 meydana gelirken,
hipokotil eksplantinda ise %100 oraninda siirgiin olusumlar1 meydana gelmistir.
Bu durum, kotiledon eksplantinda bulunan igsel oksin seviyesinin, hipokotil
eksplantinda ise igsel sitokinin seviyesinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Ayrica R. carnosula’daki igsel oksin/sitokinin seviyesinin hem somatik
embriyogenesis hem de organogenesis yoniinii belirlemede onemli bir kriter
oldugu da ifade edilebilir. Kalin ve ince kok olusumlarinda eksplantxortam
interaksiyonunun etkisi incelendiginde ise, en yiiksek kalin k6k olusum orani
(%87.5) kotiledon eksplantinda 1 nolu (0.5 mg/L IAA) rejenerasyon ortaminda
gozlenirken, ince kok olusumunda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik
olusturmadigi tespit edilmistir.

e (alismada elde edilen somatik embriyolarda sentetik tohum olusturulmasi amaci
ile ¢esitli enkapsiilasyon uygulamalar1 yapilmis ve bunlarin arasindan %4 lik
sodyum aljinat +100 mM CaCl kombinasyonunun embriyolarin ¢imlenmesi i¢in
uygun elastik yapiyr olusturdugu belirlenmistir. Bu sekilde kaplanan sentetik
tohumlarda en yiiksek ¢imlenme orani %93.75 olarak belirlenmistir.
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Yapilan denemeler sonucunda 225 adet somatik embriyo c¢imlendirme
ortamlarina aktarilmis ve %100 oraninda in vitro rejenerasyon saglanmustir.
Saglikl stirgiin ve kok olusumu gosteren 100 bitkicik belirlenerek dis kosullara
adaptasyonunun saglanmasi i¢in kiigiik viyolllere aktarilmis ve gelisen bitkicikler
daha biiyiik saksilara transfer edilmistir. Sera kosullarina aktarilan rejenere
bitkilerin aklimatizasyon basarisi ise %70 olarak ger¢eklesmistir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda, tiiri tehdit altinda olan R. carnosula
endemiginin, Kklonal ve hizli iretimi igin, somatik embriyogenesis ve
organogenesis yoluyla etkin rejenerasyon protokolleri gelistirilmis ve bununla
birlikte, uzun doénem in vitro genetik kaynak muhafazasi i¢in sentetik tohum
protokolii olusturularak, bu degerli endemik bitkinin siirdiiriilebilir genetik
kaynak muhafazasi icin biyoteknoloji yardimiyla 6nemli bir bilimsel altyap:
olusturulmustur.
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