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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

AYCICEGI BITKISINDE (Helianthus annuus L.) BITKI REGENERASYONU
OPTIMIZASYONU

Melek BAYRAKTAROGLU
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Nazan DAGUSTU

Bu arastirmada aycicegi bitkisinde (Helianthus annuus L) klonal cogaltim, sentetik tohum
iiretimi, gen aktarimi ve generatif yoldan c¢ogaltilmast zor olan bitkilerin iiretimini
kolaylastirmak icin somatik embriyogenesis ve organogenesis araciligiyla regenerasyon
protokolii olusturmak amacglanmistir. Arastirmada, in vitro ylizey sterilizasyonu optimizasyonu
ve ayciceginde regenerasyonda etkili olan bazi faktorler tizerinde calisilmastir.

Olgun tohumlarda yiizey sterilizasyonunu tohum kabuklarim1 soyarak yapma bulagma oranim
azaltirken ¢imlenme oranini arttirmigtir. En uygun tohum cimlendirme siiresi 3 giin olmustur.
Karanlik kosullarda ¢imlendirme ve embriyo indiiksiyon ortaminda birakma bitki
regenerasyonunu pozitif yonde etkilemistir. Uygun genotip ve eksplant se¢imi regenerasyonda
kesinlikle 6nemli rol oynamaktadir. Eksplant kaynagi genotipe bagh olarak siirgiin ve kok
regenerasyonu iizerinde farkhi etki gostermistir. iki ticari hibrid aycicegi cesidinden Pactol
genellikle daha iyi kallus ve bitkicik regenerasyonu gosterirken, Sirena ise kok ve siirgiin
olusturma potansiyeli acisindan en iyi sonuglart vermistir. Eksplant yasinin artmasi kallus
olusturma oranini arttirmis olmasina ragmen, regenerasyon iizerinde olumsuz etkiye sahip
olmustur. En iyi bitkicik regenerasyonu % 0.1 BA/0.1 NAA ve % 0.1 BA/1.5 NAA hormon
uygulamalarindan elde edilmistir. Bitki regenerasyonu degerleri agisindan en uygun embriyo
indiiksiyon ortami modifiye White olmustur. Ters zedeli olarak embriyo indiiksiyon ortamina
(EIO) birakilan kotiledonlar ¢cok sayida kallus ve kok iiretirken besi ortamina diiz ve herhangi
bir zedeleme uygulanmadan birakilan kotiledon eksplantlarinda ise daha iyi siirgiin olusmustur.

Yapilan calisma sonuclarina gére hem kotiledon hem de hipokotil eksplant kaynaklarindan
kallus, embriyo benzeri yapi, kok, siirgiin ve bitkicik olusumu elde edilmistir. In vitro sartlarda
elde edilen bitkicikler dis kosullara alistirmak icin topraga aktarilmiglardir. Saksilarda
yetistirilen bitkilerde tabla ve cicek iiretimi olmustur.

Anahtar Kelimeler: Aycicegi, somatik embriyogenesis, organogenesis, regenerasyon,
regenerasyonda etkili olan faktorler

2012, ix +83 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis
OPTIMIZATION OF PLANT REGENERATION IN SUNFLOWER
(Helianthus annuus 1L.)
Melek BAYRAKTAROGLU
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Nazan DAGUSTU

In this research, the regeneration protocol in sunflower (Helianthus annuus L) via either somatic
embryos or organogenesis has been developed for use at clonal propagation, synthetic seed
production, gene transformation and production of plants which cannot be developed via sexual
reproduction. The optimization of in vitro seed sterilization methods and some factors affecting
the plant regeneration in sunflower have been studied in this research.

Surface sterilization was done after seed coat removed at mature seeds increased the
germination capacity and decreased the contamination rates. The best the age of seedling was 3
days. Dark conditions at germination and embryo induction medium affect the plant
regeneration positively. Selection of genotype and explant has a definite role in regeneration.
Explant type affect differently shoot and root regeneration depended on the genotype. Within
two commercial hybrids, Pactol produced more callus and developed plantlet while Sirena had
high root and shoot production. Although increase of seedling age resulted in statistically the
higher amount of callus per explant, the morphogenic capacity chanced depended on the
genotype. The best plantlet regeneration was obtained from % 0.1 BA/0.1 NAA and % 0.1
BA/1.5 NAA hormone applications. Modified White basal medium at embryo germination stage
was most suitable for plant regeneration. The wounding of the cotyledons with the scalpel left
upside down in embryo induction medium (EIM) produced high amount of callus and root
formation while cotyledons without wounding left upsite into medium had high shoot
formation.

Based on the results from the present study, a callus, embryo like structures, root and shoot
regenerations from both hypocotyls and cotyledon explants were obtained. A number of
regenerated plantlets developed in vitro conditions were transferred to soil and kept in the
greenhouse for acclimatization and produced head and flower in the pots.

Key Words: Sunflower, somatic embryogenesis, organogenesis, regeneration, factors affecting
regeneration

2012, ix+ 83 pages.
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Bana bu yiiksek lisans calismasim1 veren, titizlikle yoneten, bilgi ve deneyimlerini
benden esirgemeyen danisman hocam Sayin Prof. Dr. Nazan DAGUSTU ne, varyans
analizlerinin yapilmasinda ve yorumlanmasinda yardimci olan hocam Prof. Dr.
Abdurrahim Tanju GOKSOY’a, tezimin arazi asamasinda destek ve yardimlarini
gordiigiim hocam Dog¢. Dr. Mehmet Sincik’e calismalarimda her tiirlii imkan ve
yardimlarim esirgemeyen boliim hocalarima ¢ok tesekkiir ederim.

Hem laboratuvar agamasinda hem de tez yazim asamasinda bana destek ve yardimci
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BAYRAKTAROGLU’na, rahmetli babam Ali Riza BAYRAKTAROGLU’na, abim
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1. GIRiS

Asteraceae familyasinin 6nemli bir iiyesi olan aycicegi (Helianthus annuus L.), Tiirkiye
ve diinyada yetistirilen Onemli yag bitkilerinden birisidir (Robinson 1981). FAO
kaynaklarma gore 2010 yilinda, iilkemizde ekimi yapilan yag bitkileri arasinda aycicegi
641.343 hektar ekim alam ve 1.320.000 ton iiretimle 206 kg/da verime sahip olurken,
diinyada yag bitkileri arasinda 23.104.402 hektar ekim alan1 ve 30.558.635 ton iiretimle
132 kg/da verime sahip olmustur (Anonim 2010a). Ulkemizde, 2000’1i yillar boyunca
aycicegi bitkisinden elde edilen verim artisina parelel olarak, ekim alani1 ve iiretimde de
bir artis goriilmesine ragmen, Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére son 10 yilda
yaklagik 195.245 ton aycicek yagi ithal edilmistir (Anonim 2010b).

Aycicegi tarmminin genis capta arttirilabilmesi i¢in bir¢ok agronomik ve Kkalite
ozellikleri bakimindan genetik yapinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Giiniimiize degin
yapilan klasik 1slah c¢aligmalari, yliksek yag orani, hastalik ve zararhlara dayanikl
cesitlerin elde edilmesi gibi 6nemli agronomik ve fizyolojik karakterler iizerinde
yogunlagsmistir (Seiler ve Rieseberg 1997).

Genetik tabanin dar olmasi ay¢icegi 1slahinda, istenen 6zelliklere sahip hatlarin se¢imi
ve tiretilmesinde sorun teskil etmektedir. Klasik 1slah metotlariyla yabani tiirlerdeki
genlerin, kiiltiirii yapilan tiirlere aktarimi i¢in gerekli olan tiirler aras1 melezlemelerin de
basar1 oraninin diisiik veya hi¢ olmamasi, ay¢icegi 1slahinda kiiltiir ¢esitlerinde, genetik
cesitlilik tabanimi arttirmak amaci ile yeni biyoteknolojik 1slah yontemlerine (somatik
embriyogenesis, somaklonal varyasyon, embriyo kurtarma teknigi, organogenesis,
meristem kiiltiirii, anter ve polen kiiltiirleri, protoplast kiiltiirii vb. in vitro doku
kiiltiirleri ve cesitli gen transferi yontemleri) bagvurmay1 gerekli kilmaktadir (Bidney ve
Scelonge 1997, Babaoglu ve ark. 2004, Kaya 2004).

Aycicegi 1slah calismalarinda in vifro yontemler ile seleksiyon ve gen transformasyon
tekniklerinin birlikte basarili olarak uygulanabilmesi i¢in ay¢iceginde optimize edilmis
bir regenerasyon sistemine ihtiyac vardir.

Uygun kosullarin saglanmasi halinde, tek bir canli hiicrenin tiim bitkiyi olusturabilecek
genetik bilgi ve regenerasyon kapasitesine sahip olmasi olarak bilinen hiicrelerin
totipotensi Ozelliginden yararlanilarak protoplast, hiicre, doku ve organlariin kiiltiirlere

alimmasiyla in vitro bitki regenerasyonu gerceklestirilmektedir (Anonim, 2012).



Aycicegi bitkisinde farkli eksplant kaynaklar1 (bitki pargalar1) kullanilarak direkt
(Pugliesi ve ark. 1991) ve indirekt organogenesis (Greco ve ark. 1984), somatik
embriyogenesis (Paterson ve Everett 1985, Wilcox ve Cooley 1987, Gelebart ve San
1987, Freyssinet ve Freyssinet 1988, McCann ve ark. 1988, Wirtzens ve ark. 1988,
Badea ve ark. 1989, Pelissier ve ark. 1990, Prado ve Berville 1990, Thengane ve ark.
1994, Jeannin ve ark. 1995) araciligiyla regenerasyon saglanmistir. Bir¢ok hibrid ve saf
hatlar organogenesis (Ceriani ve ark. 1992) veya somatik embriyogenesis (Paterson ve
Everett 1985, Fiore ve ark. 1997) gibi doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak regenere
edilebilse de, aycicegi regenerasyon ve transformasyon ¢alismalari agisindan inat¢i bitki
(recalcitrant bitki) yani biyoteknolojik yontemlere kolay tepki vermeyen bitki grubu
icersinde yer almaktadir.

Tek bir faktor yada birka¢ faktoriin birlikte etki etmesi aygicei bitkisinin in vitro
regenerasyonu iizerinde etkili olmaktadir. Ay¢icegi bitkisinin regenerasyonunda etkili
olan faktorler; genotip (Paterson 1984, Power 1987, Dagiistii 2002), besi ortaminin
bilesimi (Paterson 1984), kullanilan eksplant kaynaklarinin yas1 (Paterson ve Everett
1985, Knittel ve ark. 1992, Dagiistii 2002), bitki parcasi tiirii (Ceriani ve ark. 1992,
Dagiistii 2002), cevresel faktorler (Fiore ve ark. 1997) ve regenerasyon yontemleridir
(Paterson 1984).

Bitki regenerasyonunda kullanilan eksplant kaynaklari; apikal meristem (Paterson ve
Everett 1985), olgunlasmis embriyo (Ozyigit ve ark. 2007), olgunlasmamis embriyo
(Encheva ve ark. 2004, Thomas ve ark. 2004), anter (Nurhidayah ve ark. 1996),
protoplast (Monique ve ark. 1991, Aurori 2011), kotiledon parcas1 (Pugliesi ve ark.
1991, Khalid ve ark. 1992) ve hipokotil parcasidir (Fabijan ve ark. 1981, Greco ve ark.
1984).

Embriyogenik o6zelliklere sahip kallus iiretimi bitki regenerasyon ¢alismalarinda
optimum diizeyde bitki eldesi i¢in kullanilan indirekt iiretim yontemlerinden birisi olup
eksplantlardan direkt iiretim yontemlerinden daha fazla sayida bitki eldesine olanak
saglamaktadir (Hahne 2001). Ayrica eksplanttan biiyiik oranda kallus eldesi in vitro
seleksiyon ve genetik cesitlilik elde etmek icin 6nemlidir (Espinasse ve Lay 1989).
Giiniimiizde aycicegi bitkisinde basit, etkili, hizli, iiniform ve genotipten bagimsiz bir
regenerasyon yontemi heniiz gelistirilmemis olup bu konuda c¢alismalarin

yogunlastirilmas1 gerekmektedir. Yiiriitillen yiiksek lisans c¢alismasinda aycicegi



bitkisinde genotipten bagimsiz optimum somatik embriyo ve/veya organogenesis

olanag saglayacak yontemi gelistirmek amaclanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Alibert ve ark. (1994), aycicegi bitkisinde hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri ve bu
tekniklerin biyoteknolojide kullanimi iizerine yaptiklar1 derlemede, Kkiiltiirii yapilan
aycicegi gen kaynaklarinin oldukca kisithh olmasindan dolayr eseysel bariyerlerin
istesinden gelinmesi icin biyoteknolojik tekniklerin uygulanmasinin arzu edildigini
belirtmislerdir. Bu calismada yeni teknolojilerin gelismesinde protoplast, doku veya
organlardan tam tesekkiillii fertil bitkilerin bozulmadan regenere edilebilme
yeteneklerinin elde edilmesinin gerekli oldugunu savunmuslardir. Sonug¢ olarak, tiim
yeni metotlarin rutin olarak kullanilmadan 6nce gelistirilmesi gerektigini ve gelecekte
biyoteknolojik uygulamalardan yararlanilarak ayciceginin kendi potansiyeline bagh
olarak yagli tohumlu iirlinler arasinda ¢ok karli bir iiriin haline gelebilecegini

ongormiislerdir.

Aycicegi fidelerinin hipokotillerinden elde edilen eksplantlarda adventif koklenme
calisan Fabijan ve ark. (1981), hipokotillerdeki ilk kok olusumlarinin baslangicinin ilk
24 saat icinde gelistigini, karanlikla uygulamasinda hipokotillerin tiim kisimlarinda
koklenmenin oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica ana kok sisteminin kesilerek
uzaklastirnlmasindan 24 saat sonra hipokotil eksplantlarinin sapa baglanan kisminda yer
alan hiicrelerde ilk sitolojik degisikliklerin goriilmeye basladigini bulmuslardir. Geng
aycicegi fidelerinden elde edilen hipokotillerden adventif koklerin olusumunun, hormon

ve besi ortami faktorlerinin kontrolii altinda oldugu sonucuna varmislardir.

Greco ve ark. (1984), ayciceginde siirgiin regenerasyonu ve kallus indiiksiyonu iizerine
yaptiklar caligmada, cesitli konsantrasyonlarda oksin (2,4-diklorofenoksiasetikasit; 2,4-
D) ve/veya sitokinin (6-benzilaminopurin; 6-BAP) ilave edilmis Murashige ve Skoog
(MS; 1962) besi ortaminda ayciceginin yaprak ve kotiledon pargalarini, siirgiin u¢larini
ve hipokotil segmentlerini gelistirmiglerdir. Sonuglarin eksplant tipine ve hormonal
muameleye gore farklilik gosterdigini bulmuslardir. Yaptiklar1 calismada, 6-BAP
kullanarak farkli eksplantlardan kallus olugumunu basarmiglardir. 2,4-D tek basina
kullanildiginda nodiil seklinde zayif gelisen kallus olustururken 6-BAP tek basina
kullanildiginda ¢ok iyi gelisen kompakt yapili yesil renkli kallus olusumuna neden

olmustur. 6-BAP ortaminda kallus indiiksiyonu gerceklesen yapilardan birkagi ¢ok



sayida siirgiin olusturmus ve bu siirgiinlerin bazilarindan da in vitro ¢iceklenme

saglamislardir.

Paterson ve Everett (1985), kendilenmis aycicegi bitkilerinden elde edilen kalluslarin
regenerasyon yetenegini belirleme calismasinda, 100 deneysel kendilenmis aycicegi
hattinin  kiiltire alinan yapraklarindan adventif siirgiin gelisme yeteneklerini test
etmislerdir. Bu amagla denedikleri farkl kiiltiir ortamlarinda (MS, N6, White ve B5) en
biiylik regenerasyon oranim1 MS, en fazla kallus olusumununda White ortamindan elde
etmislerdir. Gelistirdikleri sistemde, NAA, BA ve GAj5’lin optimum regenerasyon igin
gerekli oldugu ve GAj’in ilave edilmesi ile regenerasyon oranmin arttirdigl
gbzlemlenmistir. Bununla beraber, 11 giinden daha uzun siire ¢imlenmis tohumlardan
alman hipokotil eksplantlarinda regenerasyon oraninin arttigi belirlenmistir. Arastirma
sonuclarina gore, yapilan bu caligmada biiyiik bir genotipik varyasyon oldugu ve besi
ortaminda bulunan nitrat konsantrasyonuyla eksplantlarin alindigi fidelerin yasinin

etkili bir regenerasyon i¢in onemli bir etken oldugu belirlenmistir.

Finer (1987), aycicegi hibridlerinin tozlanmasindan 7-14 giin sonra elde ettigi
olgunlasmamis embriyolardan, yiiksek oranda sukroz igceren (% 12) besi ortamlarinda
direkt somatik embriyogenesis ve bitki regenerasyonu elde ettigi caligmasinda, somatik
embriyolarin in vitro kiiltiiriin 6. giiniinden itibaren olustugunu gézlemlemistir. Somatik
embriyolarin kiiltiire alinan olgunlagsmamis embriyolardan kallus olusumu olmadan

direkt gelistigini ve regenere olarak bitkicik olusturdugunu tespit etmistir.

Lupi ve ark. (1987), ayciceginde siirgiin ucu kiiltiirii ve kallustan bitkicik olusumunu
inceledikleri arastirmalarinda, kallus indiiksiyonu, adventif siirgiin regenerasyonu,
siirgiinlerin ¢ogaltilmas1 ve koklendirilmesi i¢in olusturduklar1 yontemde, 2 mg/L. NAA
ve 0.5 mg/L BA iceren MS ortaminda hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan kallus
olusturmuslardir. Adventif siirgiinleri, 0.5-2.0 mg/L BA igeren ortamda hipokotil
segmentlerinden elde ederken, % 1.5 sukroz konsantrasyonunun hipokotillerden siirgiin
regenerasyonu icin optimum oldugunu ve siirgiin uglarinin ¢ogaltilmasi icin destekleyici
olarak 2 mg/L kinetine ilaveten 5-10 mg/L GAs, 2 mg/L veya diisiik oranlarda (1 mg/L)

BA ve 10 mg/L GA; kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna varmiglardir.



Khnittel ve ark. (1991), olgun ay¢icegi tohumlarinin ¢imlenmis fidelerinin kotiledonlarin
da yiiksek oranda bitki regenerasyonu elde ettikleri ¢aligmalarinda, 10 g/L sukroz iceren
12 MS ortaminda 3 giin karanlik 2 giin aydinlik kiiltiir sartlarinda denemelere bagh
olarak 1-5 giin ¢cimlendirdikleri tohumlardan aldiklan kotiledon eksplantlarini 2 ve 4’e
bolerek Paterson ve Everet (1985) ortaminin farkli hormon konsantrasyonlarinda
(BAP/NAA) inkiibe etmislerdir. Bu calismada geng¢ cimlendirilmis fidelerden alinan
kotiledonlar kullanilarak etkili bir regenerasyon sistemi olusturulmus ve kotiledon
basina 10 siirgiin elde edilmistir. Arastirma sonuclarinda, fiziksel kiiltiir sartlarinin
regenerasyon iizerine etkisinin az oldugu, eksplant tipi, yast ve genotip kadar besi
ortaminin hormon dengesi ve ortamda bulunan azot kaynaginin niceliksel ve niteliksel

acidan regenerasyon iizerinde 6nemli faktorler oldugu aciga ¢ikarilmistir.

Pugliesi ve ark. (1991), aycicegi doku Kkiiltiirlerinde genetik degiskenlik ve bitki
regenerasyonu iizerine yaptiklar1 calismalarinda, aycice§i kotiledonlarinin in vitro
kiiltiirlerinden adventif siirgiinler elde etmislerdir. Oksin ve sitokinin arasindaki
interaksiyonun, kotiledonlarin yasinin  ve  2,3,5-triiodobenzoik asit (TIBA)

muamelelerinin siirgiin regenerasyonu iizerinde etkili oldugunu bulmuslardir.

Ceriani ve ark. (1992), aycicegi bitkisinde rutin bir regenerasyon icin eksplant kaynagi
olarak kotiledonlar1 kullandiklar1 ¢alismalarinda, direkt regenerasyon (organogenesis)
veya yiiksek regenerasyon kapasiteli kallus olusumu (indirekt regenerasyon) elde
etmislerdir. Doku kiiltiirii sartlarinda histolojik modifikasyon analizleri, ana dokudan
ayrilan ve bol meristematik yapi igeren kotiledonun alt segmentinin geliserek bitki
regenerasyonuna izin verdigini gostermistir. Test ettikleri ticari kendilenmis hatlar ve
Arjantin’de iiretimde yaygin olarak kullamilan hibridleri igeren toplam 20 genotip
arasindan 10 tanesi icin uygun regenerasyon protokolii olusturmuslardir. Caligma
sonucunda aygicegi regenerasyonu igin secilebilecek en iyi eksplant kaynaginin

kotiledon oldugunu belirlemislerdir.

Khalid ve ark. (1992), aycicegi kotiledon eksplantlarindan genotipe bagimsiz
regenerasyon sistemi gelistirmede etilenin roliinii arastirdiklar ¢caligmalarinda, 3 giinliik

cimlenmis tohumlardan aldiklar1 kotiledon eksplantlarim 5.4 uM NAA ve 4.4 uM BAP



iceren Modifiye MS siv1 kiiltiir ortaminda 3 giin boyunca inkiibe ettikten sonra yine
aynm ortami agarla katilagtirarak alt kiiltiir islemi gerceklestirmislerdir. Kiiltiiriin 4.
haftasinda elde ettikleri siirgiinleri koklendirme ortaminda koklendirmisler ve
bitkicikleri basarili bir sekilde dis ortama alistirarak fertil bitkiler elde etmislerdir.
Gelistirilen regenerasyon protokolii Onceki calismalarda regenerasyon yeteneginin
olmadig tespit edilen 19 genotipte siirgiin olusumunu ve zayif regenerasyon yetenegine
sahip genotiplerin regenerasyon kapasitesini arttirdigim1 gostermistir. Yari-katt ortam
kiiltiiriiniin 3. giiniinde etilen hormonu iiretimi maksimum seviyeye ulasirken, sivi
ortam Kkiiltiirlinde bu hormonun {iiretimi ¢ok azalmistir. Bu ¢alismada, siirgiin
regenerasyonunun baslatilmasinin etilen hormonu tarafindan kontrol edildigi ve test
edilen 30 genotipe ait eksplantlarin sivi kiiltiir ortaminda inkiibe edildigi periyot
boyunca etilen hormonunun {iiretimini azalmasi nedeniyle regenerasyon saglandigi

belirlenmistir.

Punia ve Bohorova (1992), ayciceginin 6 yabani tiiriiniin (Helianthus nuttallii Tats, H.
mollis Lam, H. divaricatus L., H. debilis Nutt, H. maximilliani S., H. Praecox E&G) 1
aylik ¢imlenmis tohumlarindan temin edilen 4 farkli eksplant kaynagini (sap, yaprak,
siirgiin ve kotiledonlar) kallus ve bitki regenerasyonu i¢in farkli ortamlarda kiiltiire
almiglardir. Kallus regenerasyonunu 1 mg/L BAP, 0.1 mg/L GA3, 500 mg/L kasamino
asit ve 40 mg/L adenin siilfat ilave edilmis MS ortaminda saglamislardir. Test ettikleri
tim yabani genotiplerde govde, tomurcuk ve yaprak eksplantlarindan yiiksek oranda
kallus olusumu elde edilmistir. Kotiledon eksplantlarinda diger eksplantlara nazaran
daha diisiik oranda kallus olusumu goézlenmis ve kotiledon eksplantindan elde edilen
kalluslarda regenerasyon goriilmemistir. Arastirma sonuglari, genotip, eksplant ve besi

ortaminin kallus gelisiminde énemli bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir.

Deglene ve ark. (1997), aycicegi kotiledonlarinda organogenesisin genetik kontrolii
konusunda yaptiklar1 calismalarinda, genetik cesitlilik i¢in 13 farkli genotipten (3
sitoplazmik erkek kisir (CMS), 3 siirdiiriicii, 3 restorer (hibrid 1slahinda kullanilan baba
hat) kendilenmis hat ve 4 kendilenmis hattin birbirleriyle melezlenmesinden elde edilen
F1 hibridleri) saglanan kotiledonlarda direkt organogenesis ile regenerasyon

yeteneklerini belirlemislerdir. iki giinliik ¢imlenmis tohumlarindan saglanan kotiledon



eksplantlan enine kesilerek 4 eksplant olarak % 0.5 KNOs, % 0.05 kasein asit hidrolaz,
% 0.01 mio inositol, % 3 sukroz ve 4.4 uM BA ve 54 uM NAA ilave edilmis,
hormonsuz modifiye MS ortaminda kiiltire alinmis ve 4 hafta sonra direkt
organogenesisle bitki regenerasyonu gozlemlenmistir. Calisma sonuglarina gore, birgok
genotipte organogenesis parametreleri iizerinde eklemeli genlerin (additive genler)

genetik yapinin kontroliinde etkili oldugu bildirilmistir.

Fambrini ve ark. (1997), Helianthus annuus x H. tuberosum melezlerinden regenere
olan bitkilerde yiiksek embriyogenik potansiyel elde etme iizerine yaptiklar1 caligmada,
tetraploid interspesifik hibridlerin farklilagma gosteren dokularmin biiyiime
diizenleyicileriyle uyarilarak kallus olusumunun indiikte edilebilecegini ve nadir olarak
da bu olusumlarin bazilarindan somatik embriyogenesis ve/veya organogenesis
olusumlarinin gozlendigini bildirmiglerdir. Bu ikinci kez in vitro hiicre kiiltiirii
dongiisiine maruz birakilan regenere edilen bitkilerin eksplantlarinda yiiksek
embriyogenik potansiyel gozlenmistir. Embriyogenik potansiyelin bir organla kisith
olmadigi, tiim bitkiye bitki gelisimi boyunca yayilmis oldugu ve biiyiime
regiilatorlerinin yoklugunda bir¢ok kez alt kiiltiir yapilsa bile embriyogenik potansiyelin

kaybolmadigi goriilmiistiir.

Fiore ve ark. (1997), aycicegi kotiledonlarindan somatik embriyogenesis araciliiyla
yiiksek oranda bitki regenerasyonu elde ettikleri ¢aligmada, embriyogenesis oraninin (%
33-72) genotipe bagli oldugunu bulmuslardir. Yaptiklar1 c¢alismada, kotiledon
eksplantlarindan embriyogenik kallus elde etmek icin en uygun ¢imlendirme siiresinin
4-5 giinde cimlenmis fidelerden alinan bitki parcalarinin olusturdugunu ve somatik
embriyogenesis olusumunun sadece embriyo indiiksiyon ortaminda (EIM1) meydana
geldigini gozlemlemislerdir. Embriyogenik kallus olusumunu kotiledon yapraklarinin
ana sapa dogru baglanan alt kisimin iist ylizeylerinde, kiiltiiriin 10-12. giiniinde, hem
cimlendirme hem de EIM ortaminin (15 giin) karanlik oldugu muameleden elde
etmislerdir. Calismalarinda, kotiledon yapraklarindan yiiksek oranda somatik
embriyogenesis ve bitki regenerasyonu elde etmek i¢in hem ¢imlendirme, hem de
embriyo gelistirme ortaminda karanlik uygulamasinin gerekli oldugu sonucunu

saptamiglardir.



Dagiistii ve ark. (1998), ayciceginde in vitro regenerasyon ve Agrobacterium
tumefaciens araciligiyla gen transferi konusunda yaptiklari caligmalarinda, 4 farkh
aycicegi cesidinin ait MS ortaminda ¢imlendirilmis tohumlarindan alinan hipokotil ve
kotiledon eksplantlarin1 1:1 oraninda BAP ve NAA iceren regenerasyon indiiksiyon
ortaminda karanlikta 2 hafta siireyle kiiltiire aldiktan sonra, 1:2 oraninda oksin ve
sitokinin iceren MS c¢imlendirme ortamina aktarmiglardir. In vitro kosullarda
yetistirdikleri 3 giinliik ay¢icegi fidelerinden elde edilen meristemleri Agrobacterium
tumefaciens Agl-1 ki ile birlikte kiiltiire alarak, 0.1 mg/L. BAP, 100 mg/L. kanamisin
ve 500 mg/L sefotaksim iceren MS ortaminda gelisen olasi transgenik bitkileri PCR
analiziyle test etmislerdir. Arastirma sonuglarinda, yalniz kotiledon pargalarinin % 4-10
oraninda embriyoya benzer kallus olusturdugunu ve geng¢ kotiledonlarin, daha ge¢ yasta
alman kotiledonlara gore daha ¢ok embriyonik kallus iirettigini, ge¢ yasta alinan

kotiledonlarin ise daha ¢ok kok olusturma egiliminde oldugunu agiga ¢ikarmiglardir.

Giirel ve Kazan (1998), ayciceginde etkin bir bitki regenerasyon sisteminin
gelistirilmesi iizerine yaptiklar1 caligmalarinda, farkli eksplant tipleri ve hormon
konsantrasyonlarini karsilastirmislardir. Calisma sonuglarinda, kotiledon
eksplantlarindan somatik embriyogenesis elde ederken, somatik embriyo ve kok
tiretiminde genotipik varyasyonun ortaya c¢iktigini gozlemlemislerdir. Siirgiin ucu
eksplantlarindan  siirgiin  {iretimi  bakimindan 10 farkli aycicegi  genotipi
karsilastirlldiginda, s6z konusu varyasyonun belirgin olarak ortaya c¢iktigini
gostermislerdir. Bununla beraber, hipokotil segmentlerinden elde edilen ince hiicre

katmanlar ise bitki regenerasyonu agisindan basarili bulunmamustir.

Nestares ve ark. (1998), ayciceginde sitoplasmik faktorlerin regenerasyon yetenegi
tizerine etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda, 12 farkli aycicegi kendilenmis hattin (6
CMS, 6 siirdiiriicii) tohumlarindan elde edilen kotiledonlarimi farkli hormon
kombinasyonlar igeren [1)2 mg/L kinetin+1 mg/L TAA 2)0.5 mg/L BA+0.5 mg/L IAA]
MS ortaminda kiiltiire alarak, kiiltirden 30 giin sonra regenerasyon yeteneklerini
belirlemislerdir. CMS ve siirdiiriicii hatlar arasinda ikinci kiiltiir ortaminda (M2) inkiibe

edilen eksplantlarin regenerasyon yetenegi degerlerinde Onemli farkhiliklar



bulmuglardir. Kullanilan hatlar i¢in, c¢ekirdek ve sitoplazma arasindaki interaksiyonun

ele alinan genotiplerde regenerasyon yetenegini etkiledigini belirlemislerdir.

Baker ve ark. (1999), olgun aycicegi kotiledonlarindan kok ve siirgiin olusumunun
gelistirilmesi ile ilgili yaptiklann calismada, eksplant yasini, bitki bilyiime
diizenleyicilerinin konsantrasyonlarini ve siirgiin olusumu asamasinda bitki biiyiime
diizenleyicilerine maruz birakma siirelerini optimize ederek, ay¢icegi kotiledonlarindan
siirglinlerin gelisimini ve koklenmeyi saglamislardir. Arastirma sonuglarina gore, 1
giinliik cimlenmis tohumlardan elde edilen kotiledonlar en yiiksek regenerasyon oranini
ve eksplant basina en fazla siirgiin olusumunu vermistir. Bununla beraber, en ¢ok
siirgiin iiretimini 0.5 mg/L NAA ve 1 mg/L BA iceren ortamda kiiltiire alinmis ve ana
bitkiye baglanma noktalarina yakin yerlerden kesilmis kotiledon eksplantlarindan elde
edilmistir. Kiiltiiriin ilk 2 haftasi icinde en yiiksek siirgiin olusumunu ve kiiltiiriin son 2
haftas1 icinde de en yiiksek siirgiin gelisimi, kallus cogalmasi ve siirgiin camsilasmasini

gozlemlemislerdir.

Muhammed ve ark. (1999), Helianthus annuus L. bitkisinin tohumlarinda in vitro
morfogenesis potansiyelini belirlemek {iizerine yaptiklarn calismada, aycicegi 1slah
programinda kullamilan SF-187 ticari hibridinin in vitro morfogenetik sonuclarini
gozlemlemislerdir. Arastirma sonucuna gore, 2 mg/L. BAP ve NAA ilave edilmis MS
ortaminda kiiltiire alinan bir eksplant maksimum 50 bitkicik olusturmus ve regenere
olan bitkicikler 0.5 mg/. NAA ilave edilmis MS ortaminda alt kiiltiire alinarak
koklendirilmislerdir. Koklendirilen bitkiciklerin % 90’dan fazlasi hayatta kalmis ve
kiiltiirden 8 hafta sonra cigceklenmeye baslamiglardir. Ancak in vitro ciceklenme sonucu
fonksiyonel tohum elde edilememistir. Bununla birlikte, 2 mg/L’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda NAA ve BAP iceren ortamlardan elde edilen kalluslarin, regenere

olarak bitkicik olusturma yeteneklerinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Shin ve ark. (2000), cesitli aycgigegi genotiplerinde etkili bir siirglin regenerasyonu
gelistirmek amaciyla yaptiklari c¢alismalarinda, 17 farkli aygice§i genotipinin
cimlendirilen tohumlarinda, farkli eksplant yasi (¢cimlenmeden 2, 3, 4, 5, 6 veya 8 giin

sonra), sitokinin cesidi [BA, N6—(2—izopentenil) adenin (2-iP), kinetin ve zeatin] ve
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konsantrasyonu (BA; 2, 4, 8, 16 ve 32 uM), bazal ortam (Anderson, BS, MS ve WPM)
ve eksplant kaynagini (kotiledon, ¢imlenmis tohumlardan elde edilen meristematik
doku, yaprak sapi, olgun veya ana yapraklar ve sap) arastirmislardir. Arastirma
sonuclarinda, ¢alismada kullanilan 17 genotipin ¢imlenmis tohumlaridan elde edilen
meristematik dokulart ve ilk yaprak dokular1 gibi gen¢ eksplantlarindan rutin bir
regenerasyon saglanmistir. En yiiksek siirgiin regenerasyon oranlar1 5 giinlitk ¢cimlenmis
tohumlardan elde edilmistir. Eksplant yasinin ilk yaprak dokular ile karsilastirildiginda
embriyo meristem eksplantlarinda siirgiin regenerasyonu bakimindan Onemli bir
farklilik yaratmadigini saptamislardir. Test edilen bazal ortamlar arasinda MS ve BS5
bazal ortamindan, kullanilan diger bazal ortamlara gére daha yiiksek oranlarda siirgiin
regenerasyonu elde edilmis ve en yiiksek siirgiin regenerasyonu oranini oksin icermeyen
2 uM BA ilave edilmis MS ortaminin verdigi arastiricilar tarafindan belirlenmistir.
Arastirma sonuglarina gore, ortama ilave edilen 1 uM NAA’nin eksplant basina
ortalama siirgiin sayisimi ve siirgiin iireten eksplant yiizdesini Onemli bir oranda

diisiirdiigii bulunmustur.

Azadi ve ark. (2002), aycicegi kotiledon eksplantlarindan siirgiin regenerasyonu iizerine
yaptiklar1 ¢aligmalarinda, 23 farkli genotipin olgun tohumlarimin 2 giinliik ¢cimlenmis
fidelerinden alinan kotiledon eksplantlarim1 farkli kombinasyonlarda NAA ve BAP
iceren MS + % 3 sukroz+ % 0.5 agar dan olusan siirgiin gelistirme ortamlarina
aktarmiglardir. Aragtirma sonuclarinda, ¢calismalarinda kullandiklar1 ebeveyn genotipler
ve hibrid hatlar arasinda, farkli hormon kombinasyonlari, hormon kombinasyonlar1 X
genotip interaksiyonlar arasinda organogenesis elde etme agisindan istatistiki olarak
onemli farkliliklar oldugunu saptamiglardir. Siirgiin regenerasyonunu 1.0 mg/L. BAP/

NAA iceren MS ortaminda optimize etmislerdir.

Ayciceginde in vitro bitki regenerasyon kapasitesinin kalitsalligin1 aragtiran Nestares ve
ark. (2002), 20 kendilenmis hattin hormonsuz MS ortaminda 4 giin c¢imlenmis
fidelerinden elde ettikleri kotiledonlar1 dikey olarak ikiye bdlmiisler ve tekrar
uzunlamasina ikiye bolerek elde ettikleri eksplant parcalarimi, farkli biiyiime
diizenleyicileri iceren (2 mg/L kinetin+1 mg/L TAA; 3 mg/L BA) 2 farkli MS kiiltiir

ortaminda 4 hafta siire ile kiiltiire alarak regenerasyon yeteneklerini
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degerlendirmislerdir. Kallus olusturan eksplantlarin yiizdesi, cogalma orani, asir
bityliyen eksplantlarin yiizdesi, siirgiin olusturan eksplantlarin yiizdesi ve organogenik
eksplantlarin yiizdesini gibi in vitro parametreleri degerlendirdiklerinde kendilenmis
hatlar arasinda oOnemli farkliliklar bulmuslardir. Biitiin degiskenler agisindan besi
ortaminin etkisi onemli bulunmustur. Regenerasyon yeteneginin, kiiltiir ortami, genotip
ve Dbunlarin interaksiyonundan etkilendigini g6zlemlemislerdir. Organogenik

eksplantlarin kalitim degerlerinin 0.45-0.74 arasinda degistigini gostermiglerdir.

Yordanov ve ark. (2002), Helianthus eggertii x Helianthus annuus melezinden elde
edilen 18 geri melez, 1 F1 hibridi 2 ebeveynde in vitro bitki regenerasyon potansiyelini
belirlemek iizere yaptiklan caligmada geri melezlerden elde ettikleri bitkilerin yaprak
0.5 cmz), kok (0.5 cm) ve sap (0.5 cm) eksplantlarini farkli konsantrasyonlarda NAA,
BAP (0-9.2 uM) ve AgNOs; kasein hidrolizat, adenin siilfat ve KNOj ilave edilmis MS
ortamlarinda kiiltiire almislardir. En iyi regenerasyon sonuglarini, F1 hibridlerinin
yaprak eksplantlarmin ve 8.8. uM BA, 1.08 uM NAA iceren Kkiiltiir ortaminda
gelistirilmesinden elde etmislerdir. Kiiltiir ortamina ilave edilen kasein hidrolizatin

regenerasyonu arttirdigini gézlemlenmistir.

Abdoli ve ark. (2003), ayciceginde genotip ve kesilen kotiledon kisimlarinin
organogenesise etkisini belirledikleri arastirmalarinda, 2 giinliik ¢cimlenmis tohumlardan
elde edilen kotiledon eksplantlarim1 enlemesine ortadan ikiye bolerek 4.4 uM BAP ve
5.4 uM NAA ilave edilmis MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Arastirma sonuglarinda
genotip ve kotiledon eksplantlariin enlemesine kesilen iist ve alt kisimlar1 arasinda
organogenesis olusturma acisindan Onemli farkliliklar bulunmustur. Yaptiklari
calismada, siirgiin organogenesisini kotiledon eksplantinin sapa yakin kisimlarinda

optimize etmislerdir.

Arda (2004), Tirkiye Trakya bolgesinde yetistirilen verimli aygicegi hibridlerinde
kallus olusumu ve in vitro regenerasyon iizerine yaptigi ¢calismasinda, 15 farkh aycicegi
hibridinin ve kontrol grubu olarak 1 yerli ¢esidin tohumlarin, 3 farkli yonteme gore [1)
Tohum kabuklar1 soyulmadan yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra MS ortaminda

cimlendirme, 2) Tohum kabuklan soyularak yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra MS
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ortaminda c¢imlendirme, 3) Tohum kabuklar1 soyulmadan yiizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra nemli pamuk ortaminda ¢imlendirme] ¢imlendirdikten sonra farkl
eksplant kaynaklarim (kotiledon, hipokotil, kok ve geng¢ yapraklar) farkli hormon
konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda kiiltire almistir. Calisma sonucglarinda, 3.
sterilizasyon yOntemi c¢imlenme igin en iyi sonucu verirken, farkli hormon
konsantrasyonlari iceren ortamlar arasinda 0.1 mg/L NAA ve 0.5 mg/L BAP iceren MS
ortami1 en iyi sonucu vermistir. Hipokotil ve kotiledon eksplant kaynaklarindan en iyi
sonuclar1 alirken, yerli ve hibrid cesitler arasinda kallus olusumu ve regenerasyon
degerlerinde 6nemli farkliliklar bulmus ve hibrid cesitlerin regenerasyon etkinliginin

daha diisiik oldugunu gézlemlemistir.

Taski-Ajdukovi¢ ve Vasi¢ (2005), aycicegi tohumlarinda tohumla birlikte tasinan
bakteriyel enfeksiyonu ortadan kaldirmak amaciyla 5 farkli sterilizasyon yontemini
denedikleri calismalarinda, % 14’liik ticari camasir suyunda 20 dk. bekleterek steril
ettikleri tohumlar, 3 kez steril suyla ¢alkaladiktan sonra, kabuklar1 soyulmus tohumlari
% 5’lik NaOCl konsantrasyonunda 60 dk. bekletmisler ve 3 kez saf su ile ¢alkalayip, 60
dk. 45 °C kuru sicaklikta tutarak en yiiksek ¢imlenme orani ve en diisiik bulagma oranini

elde etmislerdir.

Ozyigit ve ark. (2006), olgun aycicegi embriyolarindan kallus indiiksiyonu ve bitki
regenerasyonu iizerine yaptiklar1 ¢alismalarinda, 5 farkli aycicegi genotipini ve cesitli
biiylime diizenliyicilerinin ilave edildigi MS ortamlarini kallus gelisimi ve etkili bir
siirgiin ve kok organogenesisi elde etmek i¢in kullanmiglardir. Yaptiklar1 caligmada,
kallus indiiksiyonu i¢in 1mg/L 2,4-D ilave edilmis MS ortamini, siirgiin regenerasyonu
icin 1 mg/L BA ve 0.5 mg/L NAA ilave edilmis MS ortamini ve regenere olan
siirglinleri koklendirmek icin hormonsuz 1 mg/L IBA (indole-3-biitirik asit) ilave
edilmis MS ortamlarmi kullanmiglardir. Yaptiklar1 c¢alisma sonucunda, kallus
indiiksiyonunu test edilen tiim genotiplerde % 80-92 oraninda saglarken, ele alinan
genotipler icerisinde en yiiksek siirgiin regenerasyonunu Trakya 259 genotipinde % 44

oraninda saglamislardir.
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Vega ve ark. (2006), aycicegi kotiledonlarinda direkt organogenesis i¢in uygun
regenerasyon bolgelerini arastirdiklar calismalarinda, 6 kendilenmis hattin 4 giinliik
cimlenmis tohumlarindan elde edilen kotiledonlarin 3 farkli bolgesinin (u¢ kisimdan,
orta kisimdan ve sapa yakin olan kisimdan) tekrar uzunlamasina ikiye boliinmesinden
elde edilen kotiledon eksplantlarini (toplam 7 parca), 87.7 mM sukroz, 1.37 mM
glutamin, 9.30 uM Kinetin (KIN), 5.71 uM Indol asetik asit (IAA) ve % 0.9 agar iceren
MS ortaminda Kkiiltiire almiglardir. Genotip ve eksplantlar arasinda regenerasyon
yetenegi ve siirgiin olusturma potansiyeli agisindan istatistiki olarak onemli farkliliklar
bulmuslardir. Calismalarinda, sapa yakin kisimlardan alinan eksplant parcalarindan ug
kisimlardan alinan eksplant parcalarina dogru gidildikce regenerasyon kapasitesinde

diisme oldugunu saptamisglardir.

Ozyigit ve ark. (2007), aygiceginde genotipe bagl siirgiin regenerasyonu ve kallus
indiiksiyonu iizerine yaptiklan calismalarinda, genotip, hormon ve kiiltiir sartlarinin
ayciceginde kallus indiiksiyonu ve indirekt bitki regenerasyonuna etkisini
incelemislerdir. Ele alinan tiim genotiplerin kallus ve siirgiin regenerasyonu hipokotil ve
kotiledon eksplantlarindan elde edilmistir. Yaptiklar1 calisma sonucunda, genotipik
farkliligin aygicegi doku kiiltiirii c¢alismalarinda, kallus indiikksiyonu ve bitki

regenerasyonu icin onemli oldugunu bulmuslardir.

Dagiistii ve ark. (2008), ayciceginde Agrobacterium araciligiyla transformasyon ve
yiikksek kallus indiiksiyonu {izerine yaptiklar1 incelemede, genetik cesitlilik ve
transformasyon  c¢alismalarimi  kolaylastirmak icin  embriyogenik  eksenlerin
transformasyonda kullanildig1 hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan optimum kallus
indiiksiyonunun gerceklestigi ve ayciceginde regenerasyon kapasitesinin optimuma
cikarildig1 bir prosediir gelistirmislerdir. Yaptiklar1 calismada, kotiledon eksplantlarinin
hipokotil eksplantlarindan daha diisiik oranlarda kallus iiretmesine ragmen, somatik
embriyo ve direkt siirgiin regenerasyonu kapasitesinin hipokotil eksplantlarindan daha
yiiksek oldugunu saptamislardir. Hipokotil eksplantlarindan sadece kok regenerasyonu
elde etmislerdir. Bununla beraber, embriyo ve siirgiin regenerasyonunun genotip ve
eksplant kaynagina bagli olarak % 0-29 arasinda degistigi sonucuna varmislardir.

Ayciceginde transformasyon i¢in, tohumlardan ayrilmis embriyogenik eksenleri A.
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tumefaciens ile birlikte kiiltire almiglar ve Erwinia uredovora phytoene desaturase
(crtl) veya hydroxymethylglutaryl-CoA (Hmgr-CoA) genlerini igeren olasi transgenik
aycicegi bitkilerini elde etmislerdir. Yapilan calismada, olas1 transgenik bitkiler
kanamisin iceren ortamlardan secilmis, PCR ve mnptll aracilifiyla transformasyon
dogrulanarak elde edilen yesil siirgiinler koklendirme ortamina transfer edilmistir.
Calismada in vitro kiiltiir sartlarinda yetistirilen bitkiciklerin erken ¢igeklenme gosterme

egiliminde oldugu saptanmaistir.

Boriilce, sorgum ve ¢eltik tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda ii¢ farkli uygulamay1
[1. % 70, 85, 90, 95 etil alkol+5, 10, 15, 30 dk.; 2. % 3.5 NaOClI+5, 10, 15, 20, 30, 45
dk.; 3. % 90 etil alkol+3 dk., % 3.5 NaOCI+30 dk.] deneyen, Oyebanji ve ark. (2009),
20-45 dk. siirelerde uygulanan % 3.5 NaOCI] konsantrasyonunun yiizey sterilizasyonu

saglama acisindan maksimum sonucu (% 0 bulasma) verdigini bulmuslardir.

Anitha ve ark. (2011), ayciceginde yaptiklar1 in vitro caligmalarda, 5 aycicegi
genotipinde farkli hormon konsantrasyonlart ve kombinasyonlarinin, 7 giinliik
fidelerinden alman 3 farkli eksplant kaynaginin (hipokotil, kotiledon, primordial
yapraklar) kallus indiiksiyonu ve regenerasyonu {iizerine etkisini incelemislerdir. 2.4-
Diklorofeksiasetik asit (2,4-D)+ Kinetin ilave edilen MS ortamina nazaran igersinde
Naftalinasetik asit (NAA) ve Benzil adenin (BA) ilave edilmis MS ortaminda tiim
eksplantlarda en iyi kallus indiiksiyonunu elde etmislerdir. Ele alinan 10 uygulama
icersinde kallus olusumu bakimindan maksimum gelismeyi 0.5 mg/L BA ilave edilmis
kiiltiir ortamindan saglamislardir. Yaptiklar1i calismada, NDSH-1 genotipi hem
rhizogenesis hem de kallus indiiksiyonu agisindan en iyi gelismeyi gosterirken DRSH-

108 genotipi kallus olusumu bakimindan diger genotiplerden daha iyi sonu¢ vermistir.

Aurori (2011), ayciceginde protoplast, doku ve eksplantlarda organogenesis ve somatik
embriyogenesis iizerinde etkili olan bazi faktorleri inceledigi calismasinda, eksplant
yasinin kotiledon eksplanti ve embriyonik eksen icin regenerasyon iizerinde ayni
derecede onemli oldugu fakat her iki eksplantinda farkli ortamlara gereksinim duydugu
sonucuna varmistir. Yapilan calismada, ayciceginde farkli ¢imlenme siirelerinden (1-6

giin) alinan embriyogenik eksen ve kotiledon kisimlarinin regenerasyon potansiyellerini
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arastiran bilim adami denemelerde kullanilan eksplantin alinma kaynagina baglh olarak
cimlenmemis olgun embriyolardan alinan embriyogenik aksis eksplantlar1 ve 2 giinliik
cimlenmis embriyolardan elde edilen kotiledon eksplantlarinda en iyi siirgiin
regenerasyonu saglanmistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore optimum
regenerasyon elde edilmek isteniyorsa ele alinan eksplant tipine bagh olarak eksplant

yasinin belirlenmesi gerekmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Denemelerde kullanilacak olan aygice8i genotipleri dort farkli kaynaktan (Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bursa; TMT Ltd. Sti. Tekirdag; Agromar A.S., Bursa ve
MayAgro Tohumculuk, Bursa) temin edilmistir. Aycicegi tohumlarinin farkli

kaynaklardan temin edilmeleri konusuna 6zen gosterilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Arastirmada ele alinan aycicegi genotiplerinin 6zellikleri ve temin
edildigi yer

Aycicegi Genotipleri Ozellikleri Temin Edildigi Yer
Sirena Hibrid MayAgro Tohumculuk, Bursa
Pactol Hibrid Agromar A.S., Bursa

T0910182-3 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910285-1 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910131-1 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910182-2 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910791-3 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910930-2 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910791-4 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910791-1 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0911033-2 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910950-2 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910817-1 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910792-1 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
T0910241-3 Kendilenmis Hat TMT Ltd. Sti., Tekirdag
RHA 16 Restorer U.U. Ziraat Fak. Tarla Bit. Bol., Bursa

3.2. Deneme Yeri ve Ozellikleri

Arastirmanin yapildig1 Bursa ilinde iklim genellikle yazlart sicak ve kurak, kiglar 1lik
ve yagisli olmaktadir. Ilin uzun yillar ortalamasi olarak yillik yagis toplami 701.5 mm,
en yiiksek sicaklik 42.6 °C, en diisiik sicaklik — 25.7 °C, ortalama sicaklik 14.72 °C’dir.

Tohum sayisin1 ¢ogaltmak amaciyla araziye yapilan 2010 yili ekim ve bitki gelisim
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doneminde yer alan aylarin yagis, sicaklik ve oransal nem degerleri ile ayn1 aylarin uzun

yillar1 kapsayan ortalama degerleri Cizelge 3.2 ‘de verilmistir (Anonim 2010c).

Cizelge 3.2. Bursa ilinde uzun yillar ortalamasi ile denemenin yiiriitiildigi yila ait iklim
degerleri

Uzun Yillar Ortalamasi 2010
AYLAR (1975-2009)

Sicakhik Ortalama Yagis Sicakhik Ortalama Yagis
(°C) Nem (%) (mm) (°C) Nem (%) (mm)

Mayis 17.7 65.0 44.6 19.2 63.7 29.4
Haziran 22.4 58.0 34.6 22.4 70.8 135.2
Temmuz 24.6 57.0 17.7 25.4 67.2 25.0

Agustos 24.4 60.0 18.9 27.5 62.5 5.2

Eyliil 20.1 65.0 43.2 21.4 69.5 52.9
Toplam - - 159 - - 247.7

Vejetasyon periyodu boyunca uzun yillar ortalamasina diisen toplam yagis 159 mm
olurken, 2010 yilinda diisen toplam yagis 247.7 mm olmustur.

Denemenin yiiriitiildiigii “Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Arastirma ve
Uygulama Merkezi” topraklart kil ve marn katmanli olup, neojen formasyon iizerinde
olusmus, egime bagl olarak 50-200 cm kalinlikta ve agir biinyeli, ana maddeleri agik
gri ya da beyaza yakin renkte olup, kil ve kire¢cce zengin materyallerdir (Katkat ve ark.
1985).

3.3. Arazi Kosullarinda Yapilan Ekim ve Bakim Islemleri

Ele alinan tiim genotipler 10.05.2010 tarihinde Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi deneme alanlarinda sira arasi 70 cm sira
tizeri 20 cm olacak sekilde her bir genotip bir sirada yer alacak bicimde 5 m uzunluktaki
siralara ekilmistir (Sekil 3.1.). Ekimden 6nce topraga 5 kg/da etkili madde dozunda 15-
15-15 (N, P, K) kompoze giibre elle serpilerek topraga karistirtlmistir. Daha sonra 1.
sulamada 5 kg/da etkili madde dozunda N, % 46’lik iire formunda verilmistir. Bitkiler,
cikis suyu ile birlikte ciceklenme ve tane dolum donemlerinde olmak iizere 3 defa

yagmurlama sulama yontemi ile sulanmistir.
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Sekil 3.1. Aycicegi genotiplerinin tohumlarimi ¢ogaltmak amaciyla arazi kosullarinda
yapilan ekimler (a) Acilan cizilere genotiplerin birakilmasi, (b) 20 cm sira {iizeri
mesafesinde siraya ekim, (c) Genotiplerin 20 giin sonra topraktan ¢ikisi, (d) Tekleme ve
capalama yapilan siralarin goriiniisii

Bitkiler 4-6 yaprakli donemdeyken teklemeyle beraber, yabanci ot zararini onlemek
amaciyla ilk ¢apalama yapilmistir. Ayrica 20-25 cm bitkiler boylandiginda sira aralar

kabartilmis ve bogaz doldurma islemini takiben bitkiler c¢iceklenme donemine

girdiginde kok ve yapraklarin kesilmemesine dikkat edilerek 3. ¢apalama yapilmistir.

3.4. Kendilenmis Aycicegi Hatlarinin Elde Edilmesi

Ekimden sonra tablalar heniiz ¢icek agmamis ve yesil iken, ¢iceklenme asamasinda
disaridan toz almamasi igin, 5-8 adet bitkinin tablasi pamuklu bez torbalar ile
kapatilmistir (Sekil 3.2.).

Arazi sartlarinda kolaylik sagladigi icin kendilemeler, aygicegi bitkilerinden koparilan
yapraklar araciligryla yapilmistir. Bu yapraklar, bitkinin tablasinda yumusak bir sekilde
gezdirilerek en distaki 3-4 sirada bulunan acan ¢igeklerden alinan polenlerin, disi
organlar iizerine dagitilmas: ve bu sekilde kendilenen tablalarin tekrar bez torbalarla
kapatilmasi seklinde kendileme islemleri yapilmistir (Sekil 3.2.). Kendileme islemleri

iki giinde bir olmak {izere 4-5 giin boyunca siirmiistiir.
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Sekil 3.2. Arazi kosullarinda yetistirilen bitkilerin bez torbalar ile izolasyonu (a) ve
yaprak ile yapilan kendileme caligsmasi (b)

Hasat islemi bitkinin sap ve yapraklar1 sarardiginda, tabladaki tohumlar orta kismina
kadar olgunlastiginda (1.10.2010) tarihinde elle yapilmistir. Harmanlama da elle
yapilmis olup, elde edilen tohumlar sayilarak tablada tohum sayilar1 belirlenmis ve kagit
keselere doldurulmustur. Bu keselerin iizerlerine genotip isimleri ve tohum sayilar

yazilarak buzdolabinda (+4 °C) denemelerde kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.

3.5. In vitro Kosullarda Yapilan Calismalar
3.5.1. Besi ortamlari

Bu aragtirmada ele alinan tiim tohumlar steril edildikten sonra eksplant kaynagini temin
etmek iizere 2 MS (Murashige ve Skoog 1962) besi ortaminda ¢imlendirilmislerdir. Ele
alman eksplant kaynaklarindan embriyo ve organogenesis baglatmak iizere 5 farkli besi
ortami kullanilmistir. Bu ortamlar; 1) Embriyo indiiksiyon ortami (EIO, Fiore ve ark.
1997), 2) Modifiye White besi ortam1 (MWO, Wilcox ve Cooley 1987), 3) Anderson
besi ortami (ABO, George ve Sherrington 1984), 4) Odunsu bitki besi ortami (OBO,
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George ve Sherrington 1984), 5) Gamborg besi ortami (B5, George ve Sherrington
1984). Ayrica elde edilen kallus yapilarindan somatik embriyo gelisimini arttirmak
izere embriyo ¢imlendirme ortami (GM, Fiore ve ark. 1997), elde edilen embriyogenik
ve organogenik dokularin gelisimini arttirmak iizere siirgiin gelistirme ortami (VM,
Fiore ve ark. 1997), gelismis siirgiinlerden kok gelisimini baglatmak ve gelistirmek icin,
koklendirme ortami (RA2, Trabace ve ark. 1995) regenerasyon calismalar1 boyunca
kullanilmistir. Besi ortamlarina karbon kaynagi olarak sukroz (Merck) % 3 ve
koklendirme ortamina (RA2) ise % 1 oraninda ilave edilmistir (Murashige ve Skoog
1962, George ve Sherrington 1984, Wilcox ve Cooley 1987, Trabece ve ark. 1995,
Fiore ve ark. 1997). Besi ortamlarinin pH’s1 5.7-5.8’e ayarlanip % 0.8 (V2 MS ortami
icin % 0.5 oraninda) agar (Merck) ilave edildikten sonra 121 °C sicaklikta 15 Ib (0.454
kg) basinca sahip otoklavda 20 dakika tutularak steril edilmistir. Bu sekilde
sterilizasyonu tamamlanan besi ortamlari su banyosu igerisinde 50-55 °C el degecek
sicakliga gelene kadar birakilmis ve daha onceden steril edilmis petri kaplarina (15 x 90
mm) her bir petriye yaklagik olarak 20-25 ml gelecek sekilde bosaltilmistir. Petri
kaplarinin icerisinde soguyarak yari kati jelimsi bir yapiya sahip olan besi ortamlari
steril kosullarda muhafaza edilmistir.

Tez c¢alismasi boyunca laboratuvar denemelerinde c¢ok sayida besi ortaminin
hazirlanmasi ve birim hacimde bulunan makro ve mikro elementlerin, biiyiime
diizenleyicilerinin ve vitaminlerin oranlarinin diisiik olmasindan dolay1 bu maddelerin
teker teker tartilarak hazirlanmasi asamasinin biiyilk zaman kaybi ve hassasiyet
gerektirmesi nedeniyle besi ortamini olusturan bu Ogelerin stok soliisyonlari
hazirlanmigtir. Calismalarda kullanilan besi ortamlarinin icerikleri Cizelge 3.3’te

verilmistir.

3.5.1.1. Makro ve mikro elementlerin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Makro elementler (NH4sNO;, KNO3 CaCl,.2H,0, MgS0,4.7H,0, KH,PO4, Na-EDTA,
FeSO4.7H,0) litrede bulunmasi gereken oranlarin 10 kati kadar hassas terazide
tartildiktan sonra, igerisinde 200 ml saf su bulunan ve bir magnetik karistiric1 iizerine
yerlestirilmis olan 1 litrelik beher icgerisine sirasi ile ilave edilmislerdir. Karigimi
olusturan elementler iyice ¢oziildiikten sonra karisimin hacmi 1 litreye tamamlanmis ve

1 litrelik kahverengi siseye yerlestirilmistir. Sisenin iizerine yapistirilan etiketlere besi
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ortaminin yapihis tarihi ve yapan kisinin ad1 yazilarak buzdolabinda (+4 °C) muhafaza
edilmistir.

Mikro elementler (H3BOs;, MnSO4.4H,0, 7ZnS044H,O, KI, NayMo0O,4.2H,0,
CuS04.5H;0, CoCl,.6H,0) litrede bulunmasi gerekli oranlarin 100 kat1 kadar hassas
terazide tartildiktan sonra icerisinde 200 ml saf su bulunan ve bir magnetik karistiric
tizerine yerlestirilmis olan 1 litrelik beher igerisine sirasi ile ilave edilmistir. Karigimi
olusturan elementler tamamen c¢oziildiikkten sonra karistmin hacmi 1 litreye
tamamlanmis ve diger islemler makro elementlerin stok soliisyonu hazirlig: i¢in yapilan

islemlerin benzeri sekilde yapilmistir.

3.5.1.2. Jelat (Na,-EDTA, FeSO4.7H,0) soliisyonunun hazirlanmasi

Her iki bilesik litrede bulunmasit gereken oranlarimin 200 kati kadar (5.57 g
FeSO4.7H,O ve 7.45 g Nap,-EDTA) hassas terazide tartilmistir. Magnetik karistirict
tizerine yerlestirilmis 1 litrelik cam beher icerisine 200 ml saf su ve Na,-EDTA ilave
edilmistir. Manyetik karistiricinin karistirma sistemine ilave olarak 1sitma sistemi
cahistinlmigtir. Cozelti 90 °C’ye kadar isitilmigtir. Cozeltinin sicakligin 90 °C’ye
geldiginde c¢ozeltiye tartilmis olan FeSO4.7H,O ilave edilmis ve c¢ozelti tamamen
¢Oziinene kadar karistirllmistir. Soliisyon altin saris1 bir renk almistir. Coziinme islemi
bittikten sonra ¢ozelti sogumaya birakilmistir. Cozeltinin sicaklifi oda sicakligina
distiigiinde hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir.

Hazirlanmis olan jelat soliisyonu koyu renkli bir cam sise icerisine aktarilmig ve iizerine
etiket [(stok coOzelti adi, hazirlama tarihi ve konsantrasyonu (X 200 Demir stok

soliisyonu)] yazildiktan sonra buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.5.1.3. Vitamin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Her bir besi ortam1 i¢in gerekli olan vitaminler ayr1 ayr1 stok sollisyonlar halinde
hazirlanarak buzdolabinda (+4 °C) kahverengi siseler icerisinde muhafazaya
almmuislardir. Nikotinik asit, Tiamin HCI, Pirodoksin-HCI, mio-inositol ve Glisin’nin
Cizelge 3.3.’de verilen oranlarmin 100 katt mg diizeyinde hassas terazide tartilarak 20-
30 ml saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml ye tamamlanmis (100 mg/100
ml) ve kahverengi cam siseler icerisinde {iizerlerine etiketler yazilarak buzdolabinda

muhafaza edilmislerdir.
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3.5.1.4. Biiyiime diizenleyicilerin stok soliisyonlarimin hazirlanmasi

Besi ortamlar icin gerekli olan GAj; (giberellik asit), NAA (naftalin asetik asit) ve 6-
BAP’1n (6 benzil amino piirin) stok soliisyonu ayr1 ayri hazirlanmistir. Her bir bilyiime
diizenleyicisinden 100 mg hassas terazide tartilarak birka¢ damla 1 N NaOH ve/veya
EtOH gibi coziiciiler igerisinde c¢oziildiikten sonra hacmi saf su ile 100 ml’ye
tamamlanmis ve kahverengi cam siselere yerlestirildikten sonra iizerlerine etiketler

yazilarak (6rn. 100 mg/ 100 ml BAP) buzdolabinda muhafazaya alinmistir.

3.5.1.5. Stok soliisyonlardan yararlanilarak tohum cimlendirme besi ortaminin

hazirlanmasi (1/2 MS)

Denemelerde kullanilacak olan eksplant kaynaklarinin temin edilmesi icin steril edilen
aycicegi tohumlart %2 Murashige ve Skoog (1962) besi ortaminda cimlendirilerek
gelismeleri saglanmistir. Cimlendirme ortaminda kullanilan makro ve mikro elementler,
vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.3’te verilmistir. Besi ortaminin hazirlanmasinda
asagidaki yontem izlenmistir.

50 ml makro ve 5 ml mikro element stok soliisyonu magnetik karistirici tizerinde
bulunan 1 litrelik beher kabina bosaltilarak iyice karigtirilmistir. Buna 400 ml saf su, 2.5
ml demir jelat, 0.5 ml vitamin soliisyonu Y2 MS ortami i¢in hazirlanmis olan stok
soliisyonlarindan ilave edilmistir. Daha sonra sukroz karbon kaynagindan % 1.5 hesabi
ile besi ortamina ilave edilerek saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. pH metre aracilig ile
ortamin pH’s1 5.7-5.8’e ayarlanmistir. pH ayarlanmasinda 1 M HCI ve 1 M NaOH
¢ozeltilerinden yararlanilmistir. Otoklav edilebilen mavi kapakl siselere bosaltildiktan
sonra her besi ortami i¢in % 0.5 olacak sekilde Merck agar ilave edilmistir. Hazirlanan
besi ortami 121 °C’de 15 atmosfer basinca ayarlanmig otoklavda 20 dakika sterilize
edilmistir. Otoklavdan alinan steril besi ortamlari saf su banyosunda belli bir siire
bekletilmistir. El degecek sicakliga (50-55 °C) ulaginca steril petri kaplarma steril kabin

icerisinde dokiilmiistiir.
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Cizelge 3.3. Stok soliisyonlar kullanilarak 1/2 MS yapay besi ortaminin hazirlanmasi

12 MS
Makro Elementler | | (X10) | | ht(ri/ ?u . Ortam Iliimlama
Stok Soliisyonu & mg/1 h y (L)
azirlaniyor
NH4NO; 1650 16500 16.5
KNO; 1900 19000 19.0 50 ml alinir
CaCl,.2H,0 440 4400 4.4
MgSO,47H,0 370 3700 3.7 400 ml saf suda ¢oziiliir
KH,PO, 170 1700 1.7
Mikro Elementler (X100) | | . &/
Stok Soliisyonu mg/l mg/1 hl itre suya
azirlantyor
MnSO0,.4H,0 22.3 2230 2.23
ZnS0,4.7H,0 8.6 860 0.86
H3BO; 6.2 620 0.62 5 ml alimir
KI 0.83 83 0.083
Na,MoQO,4.2H,0 0.25 25 0.025
CuS04.5H,0 0.025 2.5 0.0025
CoCl,.6H,0 0.025 2.5 0.0025
Demir Stok x200) | &M
Soliisyonu mg/l mg/1 hl litre suya
azirlaniyor
FeS0O,.7H,0O 27.8 5570 5.57
Na, EDTA.2H,0O 37.3 7450 7.45 2.5 ml alinir
(Titriplex)
mg/l | (X100) (g
Vitamin Stok mg/l | 100 ml
Soliisyonu suya
hazirlantyor
Glisin 2.0 200 0.2
Nikotinik asit 0.5 50 0.05
Pyridoksin. HCI 0.5 50 0.05 0.5 ml alinir
Tiamin. HCI 0.1 0.01
0
Mio inositol 100 10000 10
Sakkaroz 30 Sakkaroz ilave edilir
1000 ml ye saf su ile
tamamlanir
pH 5.7-5.8 pH olciiliir
Agar 7.0-8.0 Siselere agar aktarilir

Otoklav ile sterilizasyon

Su banyosunda 1litilir 50-
55°C

Petri kaplarina dagitilir
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3.5.1.6. Embriyo indiiksiyon ortaminin hazirlanmasi (EiO ve EiO-A)

Embriyo indiiksiyon ortami Fiore ve ark. (1997) kullandig1 bi¢imde hazirlanmig olup
kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’te
verilmistir. EIO-A hazirlanirken EIO’dan farkli olarak GA; biiyiime diizenleyicisi besi
ortamina % 1 oraninda ilave edilmistir. Besi ortaminin hazirlanmasinda asagidaki
yontem izlenmistir.

100 ml makro ve 10 ml mikro element stok soliisyonu magnetik karistiric1 iizerinde
bulunan 1 litrelik behere bosaltilarak iyice karistirilmistir. Buna 300 ml saf su, 5 ml
demir jelat, 1 ml vitamin soliisyonu MS ortami icin hazirlanmis olan stok
soliisyonlarindan ilave edilmistir (Sekil 3.3. a). Hassas terazide 5 g/l KNO; (Carlo
Erba), 0.5 g/L kasein hidrolizat (Sigma), sukroz karbon kaynagindan 30 g/L (Sigma)
tartilarak magnetik karistiric1 iizerinde bulunan behere ilave edilmistir. Onceden
hazirlanmis GA3 stogundan 1 ml/L, BA stogundan 1 ml/L ve NAA stogundan 1 ml/L 1
ml’lik cam pipetlerle behere ilave edilmistir. Daha sonra 545.5 ml saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. pH metre araciligi ile ortamin pH’st 5.7-5.8’e ayarlanmistir. pH
ayarlanmasinda 1 M HCI ve 1 M NaOH cozeltilerinden yararlanilmistir (Sekil 3.3. b).
Otoklav edilebilen mavi kapakl siselere bosaltildiktan sonra her besi ortami i¢in 8 g/L
olacak sekilde Merck agar ilave edilmistir. Hazirlanan besi ortamu 121 °C’de 15
atmosfer basinca ayarlanmis otoklavda 20 dakika sterilize edilmistir (Sekil 3.3.c).
Otoklavdan alian steril besi ortamlar1 saf su banyosunda belli bir siire bekletilmistir
(Sekil 3.3.d). El degecek sicakliga (50-55 °C) ulasinca steril petri kaplarina steril kabin
icerisinde dokiilmiistiir (Sekil 3.3.e,f). Asagida anlatilan tiim besi ortamlarinin

hazirlanmasinda bu yontem izlenilmistir.

3.5.1.7. Modifiye White besi ortaminin hazirlanmas1 (MWO)

Modifiye White besi ortami Wilcox ve Cooley (1987) kullandig1 bi¢imde hazirlanmis
olup kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’te

verilmistir.
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Cizelge 3.4. Aycicegi in vitro regenerasyon denemelerinde kullanilan besi ortamlar

(mg/L)

Makro Elementler MS EiO MWO | ABO OBO BS GM VM RA2

NH,NO; 1650 1650 400 2000 400 - 1650 825 825
KNO; 1900 5000 80 950 - 2500 5000 950 950
CaCl,.2H,0 440 440 - 440 96 150 440 220 220
MgS0,.7H,0 370 370 72 370 370 250 370 185 185
KH,PO, 170 170 12.5 170 170 - 170 85 85
Na,-EDTA 37.26 37.26 25 37.26 37.3 247 37.26 1.9 1.9
FeS0,.7H,0 27.8 27.8 - 27.8 27.8 - 27.8 14 1.4
KCI - - 65 - - - - - -
Ca(NOs),H,0 - - 144 - 429 - - - -
NaH,PO,H,0 - - - 170 - 150 - - -
K,SO, - - - - 990 - - - -
(NH,4),SO4 - - - - - 134 - - -
Mikro Elementler
H;BO; 6.2 6.2 1.6 6.2 6.2 3 6.2 3.1 3.1
MnSO0,.4H,0 223 223 6.5 223 29 13 223 11.15 11.15
ZnS0,4.4H,0 8.6 8.6 39 8.6 7 1.6 8.6 4.3 43
KI 0.83 0.83 - 0.83 - 0.75 0.83 0.415 0.415
Na,Mo0,4.2H,0 0.25 0.25 - 0.25 0.25 0.25 0.25 0.125 0.125
CuS0,.5H,0 0.025 0.025 - 0.025 0.25 0.025 0.025 | 0.0125 | 0.0125
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 - 0.025 - 0.025 0.025 | 0.0125 | 0.0125
Organik Bilesikler
Sukroz 30000 | 30000 | 30000 | 30000 | 30000 | 30000 | 30000 | 30000 10000
Glisin 2 - 2 - 2 - - 37.5 -
Vitaminler
mio-inositol 100 100 100 100 100 100 100 - 50
nikotinik asit 0.5 - 0.5 - 0.5 1 - - -
pirodoksin-HCl 0.5 - 0.5 - 0.5 1 - - -
tiamin-HCl 0.1 - 0.2 0.4 1 10 - - 0.05
L-glutamin - - - - - - - 439 -
L-aspartik asit - - - - - - - 133 -
L-arginin - - - - - - - 144 -
NAA 1 1 1 1 1 0.5 - 0.1
6-BAP 1 1 1 1 1 1 - -
GA; 0.1 1 1 1 1 0.1 0.2 -
Agar 10000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
pH

57-58 | 5758 | 57-58 | 5.7-58 | 57-58 | 5.7-58 | 5.7-5.8 | 5.7-5.8 | 5.7-5.8

(Ayarlanms pH)
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3.5.1.8. Anderson besi ortamunin hazirlanmasi (ABO)

Anderson besi ortami George ve Sherrington (1984)’1n kullandig1 bicimde hazirlanmis
olup kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’te

verilmistir.

3.5.1.9. Odunsu bitki besi ortamimn hazirlanmasi (OBO)

Odunsu bitki besi ortam1 George ve Sherrington (1984) kullandig1 bicimde hazirlanmis
olup kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’te

verilmistir.

3.5.1.10. Gamborg besi ortaminin hazirlanmasi (B5)

Gamborg besi ortami George ve Sherrington (1984) kullandigi bigimde hazirlanmis
olup kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’te

verilmistir.

3.5.1.11. Siirgiin gelistirme besi ortamimin hazirlanmasi (VM)

Siirgiin gelistirme besi ortami Fiore ve ark.’nin (1997) kullandig1 bigimde hazirlanmis
olup kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’te

verilmistir.

3.5.1.12. Koklendirme besi ortamimin hazirlanmasi (RA2)

Koklendirme besi ortami Fiore ve ark. (1997) kullandigi bicimde hazirlanmis olup
kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’ te

verilmistir.

3.5.1.13 Embriyo ¢cimlendirme besi ortaminin hazirlanmasi (GM)

Embriyo ¢imlendirme besi ortami Fiore ve ark. (1997) kullandig1 bi¢cimde hazirlanmis
olup kullanilan makro ve mikro elementler, vitamin ve organik bilesikler Cizelge 3.4’ te

verilmistir.
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Sekil 3.3. Besi ortamlarinin hazirlanmasi, (a) Isitict karistirici tizerinde besi ortamlarinin
hazirlanmasi, (b) pH metre ile ortam pH’sinin 5.7’ ye ayarlanmasi, (c) Besi ortamlarinin
otoklavda sterilizasyonu (d) Besi ortamlarinin 50 °C sicaklikta su banyosunda 2-3 saat
birakilmasi, (e) Besi ortamlarinin petri kaplarina aktarilmast (f) Petri kaplarina
aktarilmis denemede hemen kullanilacak olan besi ortamlari

3.5.2. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve aycicegi eksplantlarinin besi ortamina

birakilmasi

Denemede kullanilan genotiplerin tohumlart ilk olarak %2 saat siireyle musluk suyu
altinda yikanarak (Sekil 3.4.a), arazi sartlarindan kaynakli bulagma etkenlerinin orani
azaltilmigtir. Daha sonra, tiim tohumlar, 2 dakika % 70 alkolle (Dagiisti 1999)
calkalanmigtir. Farkli konsantrasyon (% 10, 20, 30, 40, 60, 90) ve siirelerde (10, 20, 40
dk.) steril edilen tohumlar (Sekil 3.4.b), deterjanin etkisini uzaklastirmak amaciyla steril
suyla 5-6 kez calkalanarak temizlenmistir (Sekil 3.4.c). Aycicegi kabuklarinin soyularak
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besi ortaminda cimlendirilmesi denemesinde kullanilmak iizere tohum kabuklarinin
kolay soyulmasi icin bir saat steril saf suda bekletilmistir (Sekil 3.4.d). Kabuklar elle
soyulan tohumlar (Sekil 3.4.e) daha sonra % 3 NaOCl+1 damla deterjanda 5 dak.
siireyle dezenfekte edilmis ve steril saf suyla 5-6 kez calkalanarak (Sekil 3.4.f) ikinci

kez ylizey sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4. Aycicegi tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, (a) Aycicegi genotiplerinin Y2
saat su altinda yikanmasi, (b) Isitict karistirici iizerinde steril edilen tohumlar, (c) Yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlarin steril saf suyla calkalanmasi, (d) Aycicegi
genotiplerinin 1 saat steril saf suda bekletilmesi, () Tohum kabuklarinin elle soyulmasi,
(f) Ikinci kez yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlarin steril saf suyla ¢alkalanmas.
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Sekil 3.5. Aycicegi genotiplerinden eksplant kaynaklarinin elde edilmesi (a) ¥2 MS besi
ortaminda c¢imlendirilerek gelistirilen ay¢igcegi bitkiciklerinden hipokotil ve kotiledon
eksplantlarinin  eldesi, (b) EiO’na aktarilmis kotiledon eksplantlar;, (c) EIO’na
aktarilmis hipokotil eksplantlart (d) ayciceginin olgunlasmamis tohumlarindan
olgunlasmamig embriyo eksplantlarinin eldesi ve EIO’na aktarilmasi

3.5.3. Kiiltiire alma kosullan (Inkiibasyon)

Petriler 26 + 1 °C’de Philips beyaz floresan 15181 altinda 16/8 saat 1sik/karanlik
fotoperiyodunda, nem orani % 50 olan iklim kabininde 3 giin boyunca ¢imlenme
amaciyla inkiibe edilmistir (Sekil 3.6). Cimlenmis tohumlardan elde edilen eksplantlarin
(Sekil 3.5.a) aktarildigi regenerasyon besi ortamlarini iceren petriler (Sekil 3.5.b,c,d)
yaklagik 4 hafta siireyle tekrar iklim dolabina alinmistir. Siirgiin gelistiren eksplantlarin
aktarildigr siirgiin gelistirme ve gelisen siirgiinlerin koklendirildigi kok gelistirme
ortamlarini iceren tiipler de yine iklim kabininde, bitkilerin 3-5 yaprakli doneme

gelmesine kadar tutulmustur.
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Sekil 3.6. U. U. Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvari’na
ait inkiibasyon odasi
3.5.4. Embriyo indiiksiyon ortaminda gelisen kalluslarin embriyo ¢imlendirme

ortamina aktarilmasi

Hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 embriyo indiiksiyon ortaminda (EIO) Kkiiltiire
alindiktan 3-4 hafta sonra embriyogenik 6zellikteki kalluslar embriyo ¢imlendirme besi
ortamina aktarilmis ve kontrollii sartlardaki iklim dolabinda yukarida belirtilen 151k,

sicaklik ve nem kosullarinda 1-2 hafta siireyle inkiibe edilmistir (Fiore ve ark. 1997).

3.5.5. Hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin siirgiin

gelistirme besi ortamlarina aktarilmasi

Hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan regenere olan siirgiinler, cogaltma ve gelistirme
amaciyla siirgiin gelistirme besi ortamina (VM) aktarilmistir ve 1-2 hafta siireyle
yukarida belirtilen 151k, sicaklik ve nem kosullarinda inkiibe edilmistir (Fiore ve ark.

1997).
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Sekil 3.7. Ayciceginde hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan organogenesisle elde
edilen siirgiinlerden VM ve RA2 besi ortamlarinda bitkicik olusturulmasi (a) VM besi
ortaminda biiyiitiip cogaltilan siirgiinler, (b) RA2 besi ortaminda koklendirilmis
gelismis siirgiinler

Siirgiinlerin daha iyi gelisebilmeleri icin icerisinde VM ortami bulunan (25 ml) 20 x 150
mm deney tiiplerine aktarilmis (Sekil 3.7.a) ve gelismeleri icin kontrollii sartlardaki

iklim dolabinda inkiibe edilmistir.

3.5.6. Gelisen siirgiinlerin kok gelistirme ortamlarina aktarilmasi

Siirgiin gelistirme ortamlarinda biiyiitillen siirgiinler, koklendirilmek amaciyla icinde
koklendirme besi ortami bulunan (RA2) (25 ml) 20 x 150 mm deney tiiplerine
aktarilmis (Sekil 3.7.b) ve yukarida belirtilen 151k, sicaklik ve nem kosullarinda 1-2
hafta siireyle kontrollii sartlardaki iklim dolabinda inkiibe edilmistir (Fiore ve ark.

1997).

3.5.7. Bitkiciklerin dis ortama aktarilmasi (Aklimatizasyon)

Toprak iistii ve toprak alt1 aksami iyi gelisen bitkicikler (~3-5 cm uzunlukta siirgiin,
dalli iyi gelismis koke sahip) (Sekil 3.8.a) steril su icerisinde yikanarak koklerindeki
agarlar temizlenmistir ve 31x51 cm boyutlarindaki icerisinde 48 tane kiiciikk bolmenin
yer aldigi ve otoklavda steril edilen 1:1:2 oraninda pit:perlit:toprak karigimi igeren
plastik viole aktarilmistir (Sekil 3.8.b). Yaklasik 3-5 giin violiin iizeri plastik naylonla

ortiilmiistiir (Sekil 3.8.c), naylon igerisinde kalan bitkiciklerin dogal havaya alistirilmasi
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icin yavas yavas naylon agilmistir. Bitkicikler nemsiz kalmasin diye giin asin steril su
ile sulanmistir. Violdeki bitkiciklerin aklimatizasyonu, Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimiine ait kontrolsiiz sera kosullarinda gergeklestirilmistir.

Sekil 3.8. Regenere olan aygicegi bitkiciklerinin dis ortama aktarilmasi (a) regenere
olan bitkicik, (b) viole aktarilmis bitkicikler, (c) iizeri naylonla kapatilmis viol

3.5.8. Bitkilerin topraga sasirtilmasi

Yaklagik 1-2 hafta sonunda gelisen geng bitkiler Osmangazi Belediyesi Park Bahgeler
Miidiirliigii’'nden temin edilen toprak karigimini iceren 32x27 cm capindaki (yaklasik 16
L toprak alan) saksilara (4 bitki/saks1) aktarilmistir. Saksilara aktarildiktan sonra
bitkilere 1.37 desicimens elektriksel iletkenlik elde edilen 20-20-20 (N-P-K)
giibresinden saksi bagina 130 ml (plastik su bardagi) olacak sekilde haftada 1 kez

sulama suyu ile birlikte verilmistir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Viollerde gelisen bitkilerin saksilara sasirtilarak dogal sartlarda yetistirilmesi

3.5.9. In vitro kosullarda yiiriitiilen gézlem ve dlciimler
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Inkiibasyondan yaklasik 3-4 giin sonra petri kaplarinda gerek ciplak gozle gerekse
mikroskop altinda su degerlerin 6lcim ve gozlemleri yapilmis ve veriler asagidaki gibi
Ozetlenmistir.

1) Cimlenme Orani: Her petri kutusunda c¢imlenen tohum sayisi saptanmis ve
tekerriirdeki tohumlari toplam tohum sayisina boliinmesi ile hesaplanmistir.

Cimlenme Orani (%) = (Cimlenen Tohum Sayisi/ Tekerriirdeki Toplam Tohum Sayis1)
X 100

2) Bulagsma Orani: Her petri kutusunda enfeksiyon bulagmis tohum sayisi saptanmis ve
tekerriirdeki tohumlarin toplam tohum sayisina boliinmesi ile hesaplanmistir (Sekil
3.10.).

Bulagma Orami (%) = (Bulasma Olan Tohum Sayisi/ Tekerriirdeki Toplam Tohum
Sayis1) X 100

Sekil 3.10. Besi ortamlarinda gozlenen bulasma cesitleri (a) bakteri enfeksiyonu, (b)
mantar enfeksiyonu

Yaklasik 1 ay inkiibasyon siiresince haftada 1 kez olmak {iizere petri kaplarinda
mikroskop altinda su degerlerin gozlemleri yapilmig ve veriler asagidaki gibi
Ozetlenmistir.

3) Kallus Olusturma Orani: Her petri kutusunda kallus olusturan eksplantlarin skor
sistemine gore kallus gelisim durumu saptanmis ve tekerriirdeki eksplantlarin toplam
sayisina boliinmesi ile hesaplanmustir (Sekil 3.11, Sekil 3.12.).

Kallus Olusturma Orami (skor) = (Toplam Kallus Gelisim Durumu/ Tekerriirdeki
Toplam Eksplant Sayis1) X 100

Arastirmada kallus olusturma orani skor sistemi ile belirlenmistir.
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: Eksplant kallus olugturmamais

: Eksplantin 1/4 ‘i kallus olusturmus
: Eksplantin 2/4’ii kallus olusturmus
: Eksplantin 3/4'i kallus olusturmus

A W N = O

: Eksplantin 4/4’1 (tamami) kallus olusturmus (Dagiistii ve ark. 1998).

Sekil 3.11. Aycicegi bitkisinin tohumlarindan elde edilen kotiledon eksplant kaynaginda
skor sistemine gore kallus olusturma degerleri (a) O skor, (b) 1 skor, (c) 2 skor, (d) 3
skor, (e) 4 skor

Sekil 3.12. Aycicegi bitkisinin tohumlarindan elde edilen hipokotil eksplant kaynaginda
skor sistemine gore kallus olusturma degerleri (a) O skor, (b) 1 skor, (c) 2 skor, (d) 3
skor, (e) 4 skor
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4) Siirgiin Olusturma Orani: Her petri kutusunda siirgiin olusturan eksplantlar saptanmis
ve tekerriirdeki eksplantlarin toplam sayisina boliinmesi ile hesaplanmistir (Sekil 3.13).
Siirgiin Olusturma Oram1 (%) = (Siirgiin Olusturan Eksplant Sayisi/ Tekerriirdeki
Toplam Eksplant Sayis1) X 100

Sekil 3.13. Aycicegi bitkisinin tohumlarindan elde edilen eksplant kaynaklarinda siirgiin
olusumu (a) kotiledon eksplant kaynaginda siirgiin olusumu, (b) hipokotil eksplant
kaynaginda siirgiin olusumu

5) Kok Olusturma Orani: Her petri kutusunda kok olusturan eksplantlar saptanmis ve
tekerriirdeki eksplantlarin toplam sayisina bdliinmesi ile hesaplanmistir (Sekil 3.14.).
Kok Olusturma Oram (%) = ( Kok Olusturan Eksplant Sayis1 / Tekerriirdeki Toplam
Eksplant Sayis1) X 100
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Sekil 3.14. Aycicegi bitkisinin tohumlarindan elde edilen eksplant kaynaklarinda kok
olusumu (a) kotiledon eksplant kaynaginda kok olusumu, (b) hipokotil eksplant
kaynaginda kok olusumu, (c) kotiledon eksplant kaynaginda hem kok hem de siirgiin
olusumu, (d) hipokotil eksplant kaynaginda hem kok hem de siirgiin olusumu

6) Embriyo Benzeri Yap1 (EBY) Olusturma orani: Her petri kutusunda eby olusturan
eksplantlar saptanmis ve tekerriirdeki eksplantlarin toplam sayisina boliinmesi ile
hesaplanmistir. Embriyogenik yap1 olusumu yalnizca mikroskop araciligiyla eksplant
kaynaklarinda olusan kallus yapilarinin iizerlerinde gézlenmistir.

EBY Olusturma Oram1 = (EBY Olusturan Eksplant Sayis1 / Tekerriirdeki Toplam
Eksplant Sayis1) X 100

7) Bitkicik Olusturma Orani: Her petri kutusunda bitkicik olusturan eksplantlar
saptanmis ve tekerriirdeki eksplantlarin toplam sayisina boliinmesi ile hesaplanmistir
(Sekil 3.15.).

Bitkicik Olusturma Oram1 (%) = (Bitkicik Olusturan Eksplant Sayis1 / Tekerriirdeki
Toplam Eksplant Sayis1) X 100

formiilleri kullanilmig ve ham veriler oransal olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.15. Aycicegi bitkisinin tohumlarindan elde edilen eksplant kaynaklarinda
bitkicik olusumu (a) hipokotil eksplant kaynaginda bitkicik olusumu, (b) kotiledon
eksplant kaynaginda bitkicik olusumu

3.5.10. Verilerin degerlendirilmesi

Arastirmada kurulan denemeler, “Tesadiif Parselleri Deneme Desenine” gore her
tekerriirde denemelere gore degisiklik gostermekle birlikte genellikle 5 hipokotil ve 10
kotiledon eksplanti olacak sekilde 3-4 tekrarlamali olarak kurulmustur. Elde edilen
veriler ‘JUMP-7" bilgisayar paket programi kullanilarak “Tesadiif Parselleri Deneme
Desenine” gore varyans analizlerine tabi tutulmustur. Onemlilik testlerinde % 1 ve % 5,
farkli gruplarinin belirlenmesinde ise % 5 olasilik diizeyi kullanilmustir. Istatistiki farkl
gruplarinin  belirlenmesinde  Asgari Onemli Farklihk (AOF-LSD) testinden
yararlanilmistir.

Varyans analizi sonuglarina gore ele alinan regenerasyon parametrelerinde varyasyon
katsay1 degerleri yiiksek cikan (CV>15) parametrelerde veriler; minimum, maksimum

ve ortalama degerleri olarak + standart hata degerleri ile birlikte verilmistir.

3.5.10.1. Aycicegi bitkisinde in vitro sterilizasyon optimizasyonu

Cimlenme ve bulagsma orani ile ilgili gozlemler, ¢imlendirme ortamina tohumlar
birakildiktan sonra {iigiincii, besinci ve yedinci giinlerde yapilmistir ve ayri ayri
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Her petri kab1 1 tekerriir kabul edilmistir.

Deneme her tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.
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3.5.10.1.1. Kabuklar1 soyulmamis olgun aycicegi genotiplerinde in vitro

sterilizasyon optimizasyonu

Birinci denemede, aycicegi bitkisinde bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinin basarili olarak
uygulanabilmesi i¢in sterilizasyonun eksplant alimina imkan verecek sekilde optimum
hale getirilmesi amaciyla ii¢ farkli aycicegi genotipinin olgunlagmis tohumlarina
(T0910182-3, TO910285-1, TO910131-1), ti¢ farkli NaOCI konsantrasyonu (% 10, 20,
40) ve iic farkl siire (10, 20 ve 40 dakika) uygulanarak, bu muamelelerin, bulasma ve
cimlenme orani iizerine olan etkileri incelenmistir. Cimlenme ve bulagsma orani ile ilgili
gozlemler, cimlendirme ortamina tohumlar birakildiktan sonra iiciincii, besinci ve

yedinci giinlerde yapilmis olup ayr1 ayri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.5.10.1.2. Kabuklar1 soyulmus olgun aycicegi genotiplerinde in vitro sterilizasyon

optimizasyonu

Ikinci denemede, tohum sterilizasyonunun optimum hale getirilmesi ¢alismalarina
devam edilerek, ii¢ farkli ayciceg§i genotipinin olgunlasmis tohumlarina (T0910182-3,
T0910285-1, TO910131-1), alt1 farkl1 NaOCl konsantrasyonu (% 10, 20, 30, 40, 60, 90)
ve ti¢ farkl siire (10, 20 ve 40 dakika) uygulanarak, bu muamelelerin, bulasma ve
cimlenme orani iizerine olan etkileri incelenmistir. ilk denemeden farkli olarak
tohumlar, kabuklar1 soyulduktan sonra % 3 NaOCl+1 damla deterjanla bes dakika siire
ile steril edilmis ve 5-7 kez steril saf suyla calkalandiktan sonra Y2 MS ¢imlendirme
ortamina aktarilmistir. Cimlenme ve bulasma orami ile ilgili gdzlemler, ¢imlendirme
ortamina tohumlar birakildiktan sonra iigiincii, besinci ve yedinci giinlerde yapilmis

olup ayri ayn istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.5.10.2. Aycicegi bitkisinde farkh genotip, eksplant kaynag ve embriyo
indiiksiyon ortaminda kalma siiresinin in vifro regenerasyon degerleri iizerine

etkisi

Bu denemede, aycicegi bitkisinin 10 farkli genotipi (T0910182-2, T0910792-1,
T0910817-1, T0910950-2, T0911033-2, T0910791-1, T0910791-4, T0910930-2,
T0910285-1, T0910791-3) Y2 MS ortaminda ¢imlendirilmis ve 4 giinlilk ¢imlenmis
tohumlardan elde edilen farkli eksplant kaynaklari (hipokotil, kotiledon), EiO
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ortaminda, organogenesis ve somatik embriyogenesis elde etmek amaciyla kiiltiire
alimmistir. Bu c¢alismada, farkli genotip ve eksplant kaynaklarinin aycicegi bitkisinde
organogenesis ve somatik embriyogenesis iizerine etkisi incelenmistir.

Sterilizasyon denemeleri sonucunda, en iyi sterilizasyon sonucu olarak % 30 NaOCl
konsantrasyonu + 40 dakika uygulamasi verdigi i¢in, tim denemelerde ele alinan
genotiplerin olgunlagmis tohumlar1 bu uygulamaya tabi tutulmustur. Bir haftalik aralarla
yapilan 4 gozlemde, kallus, siirgiin, kok ve embriyo benzeri yapi olusturma oranlari
gbzlenmistir.

Arastirma, her tekerriirde 10 eksplant parcasi olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak
yiirtitiilmiistiir. G6zlem sonuglari, 3 faktorli tesadiif parselleri deneme desenine gore

(eksplant x gozlem zamani x genotip) varyans analizine tabi tutulmustur.

3.5.10.3. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, gozlem zamam ve olgunlasmamis

embriyo eksplantlarinin in vitro regenerasyon degerleri iizerine etkisi

Bu denemede, tozlanmadan 10 giin sonra hasat edilen T0910241-3 ve RHA 16
genotiplerine ait olgunlagsmamis embriyolar, yukarida tanimlanan EIO ortaminda
organogenesis ve somatik embriyogenesis elde etmek amaciyla kiiltiire alinmigtir. Bir
hafta araliklarla yapilan ii¢ gozlemde, kallus olusturma yiizdesi, organogenesis (siirgiin
ve kok olusturup olusturmadigi) ve embriyogenesis (somatik embriyo ve/veya somatik
embriyo benzer yapilarn iiretilmesi) degerleri gozlemlenmistir.

Denemeden elde edilen veriler iki faktorlii (genotip x gdzlem zamani) tesadiif parselleri

deneme desenine gore varyans analizine tabi tutulmustur.

3.5.10.4. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, eksplant kaynagi ve NAA/BA

konsantrasyonlarimin in vitro regenerasyon degerleri iizerine etkisi

Bu denemede, iki ticari hibrid ayg¢icegi tohumlarinin (Pactol ve Sirena), hipokotil ve
kotiledon eksplantlari, 16 farkli kombinasyonda BA ve NAA iceren EIO ortamina
aktarilarak, kallus, kok, siirgiin, eby ve bitkicik olusturma kapasiteleri belirlenmistir.
Kotiledon ve hipokotil eksplantlari, ¥2 MS ortaminda 3 giinliikk ¢imlendirilmis

tohumlardan saglanmistir.
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Hazirlanan EIO ortami, % 0.5 KNOs;, % 0.1 Giberelik asit (GA3) ve % 0.05 kasein
hidrolizat, % 3 sukroz iceren MS (1962) besi ortamindan hazirlanmis olup 16 farkli
kombinasyonda BA ve NAA hormonlarini icermektedir.

EIO ortamina ilave edilen BA ve NAA konsantrasyonlari; A: % 0.1 BA, % 0.1 NAA;
B: % 0.1 BA, % 0.5 NAA; C: % 0.1 BA, % 1.0 NAA; D: % 0.1 BA, % 1.5 NAA; E: %
0.5 BA, % 0.1 NAA; F: % 0.5 BA, % 0.5 NAA; G: % 0.5 BA, % 1.0 NAA; H: % 0.5
BA, % 1.5 NAA; I: % 1.0 BA, % 0.1 NAA; J: % 1.0 BA, % 0.5 NAA; K: % 1.0 BA, %
1.0 NAA; L: % 1.0 BA, % 1.5 NAA; M: % 1.5 BA, % 0.1 NAA; N: % 1.5 BA, % 0.5
NAA; O: % 1.5 BA, % 1.0 NAA; P: % 1.5 BA, % 1.5 NAA. Veriler dordiincii hafta
gbzlemlerinden alinmistir.

Uc faktorlii (genotip x eksplant x EIO) tesadiif parselleri deneme desenine gore her
tekerriirde 5 eksplant pargasi olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi
tutulmustur.

Uc faktorlii (genotip x EIO x eksplant) tesadiif parselleri deneme desenine her
tekerriirde 5 eksplant pargasi olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi

tutulmustur.

3.5.10.5. Aycicegi bitkisinde farkh genotip, eksplant kaynagl ve cimlendirme

siirelerinin in vitro regenerasyon degerleri iizerine etkisi

Bu denemede, Pactol ve Sirena genotiplerine ait aygicegi tohumlarinin, hipokotil ve
kotiledon eksplantlar1 %2 MS ortaminda 5 farkli ¢imlendirme zamaninda (1-3-5-7-9 giin)
cimlendirilmis olup, bu denemede ele alinan eksplantlar (hipokotil, kotiledon) % 0.1
NAA; % 0.1 BA iceren EIO ortamma aktarilarak, regenerasyon kapasiteleri
belirlenmistir. Deneme verileri 4. hafta yapilan gdzlemlerden elde edilmistir.

Uc faktorlii (Genotip X Eksplant X Cimlendirme Ortaminda Kalma Siiresi) tesadiif
parselleri deneme desenine gore her tekerriirde 5 eksplant pargasi olacak sekilde 3

tekerriirlii olarak varyans analizine tabi tutulmustur.

3.5.10.6. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, eksplant kaynagi ve aydinlanma

kosullarinin in vitro regenerasyon degerleri iizerine etkisi

Bu denemede, aycicegi bitkisinin iki hibrid (Pactol, Sirena) ¢esidi, ¥2 MS ortaminda

karanlik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullarda ¢imlendirilmistir. 3 giinlitk ¢cimlenmis
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tohumlardan elde edilen farkli eksplant kaynaklar1 (hipokotil, kotiledon), EIO (A)
ortaminda yine karanlik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullarda 2 hafta siireyle kiiltiire
alimmigtir. Bunu takiben 1 hafta tim muamele goren petri kaplart 16/8 saat
aydinlik/karanlik kosullarda kiiltiire alinmistir. Daha sonra iki hafta GM ortaminda 16/8
saat aydinlik/karanlik kosullarda kiiltire alinarak regenerasyon potansiyelleri
belirlenmistir. Siirgiin olusturan eksplantlar 1-2 hafta siireyle VM ortamina aktarilarak,
siirgiinleri gelistirilmis, sonra da RA2 koklendirme ortaminda 3-4 hafta siireyle kiiltiire
alinmistir. Bitkicik olugturan siirgiinler torf iceren viole aktarilmistir ve dogal sartlarda
4-6 yaprakli devreye kadar gelistirilmistir. Daha sonra gelismis bitkiler topraga
aktarilmistir.

Sterilizasyon denemelerinde, en iyi sterilizasyon yontemi % 30 NaOCI konsantrasyonu
+ 40 dakika uygulamasi secildigi icin, tiim genotiplere bu sterilizasyon yontemi
uygulanmastir.

Uc faktorlii (genotip x eksplant x aydinlanma kosulu) tesadiif parselleri deneme
desenine gore her tekerriirde bes eksplant parcasi olacak sekilde ii¢ tekerriirlii olarak

varyans analizine tabi tutulmustur.

3.5.10.7. Aycicegi bitkisinde farkh genotip, kotiledon eksplantlarmma uygulanan
mekanik zedeleme ve kotiledon eksplantlarinin EIO’ya birakilma seklinin in vitro

regenerasyon degerleri iizerine etkisi

Bu denemede, ayg¢igegi bitkisinin iki hibrid (Pactol, Sirena) ¢esidi, ¥2 MS ortaminda
16/8 saat aydinlik/karanlik kosullarda c¢imlendirilmis ve {i¢ giinlik cimlenmis
tohumlardan elde edilen kotiledon eksplantlarinin % 25’inin iist yiizeyi (parlak ve
tilysiiz) iiste gelecek sekilde (diiz), % 25’1 igne ucuyla 3-5 kez zedelenerek {ist yiizeyi
iiste gelecek sekilde (diiz zedeli), % 25’inin alt yiizeyi (mat) iiste gelecek sekilde (ters),
% 25’i igne ucuyla 3-5 kez zedelenerek alt yiizeyi iiste gelecek sekilde (ters zedeli) EIO
besi ortamlaria birakilmistir. Mekanik zedelemenin ve yerlestirme yoniiniin aycicegi
bitkisinde organogenesis ve somatik embriyogenesis lizerine etkisi incelenmistir.

Iki faktorlii (genotip x mekanik zedeleme) tesadiif parselleri deneme desenine gore her
tekerriirde 5 eksplant pargasi olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi

tutulmustur.
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3.5.10.8. Aycicegi bitkisinde farkh genotip, eksplant kaynagi ve EiO bazal

ortamlarinin in vitro regenerasyon degerleri iizerine etKisi

Bu denemede, 5 farkli EIO ortaminin aycicegi bitkisinde organogenesis ve somatik
embriyogenesis iizerine etkisini belirlemek tizere aycicegi bitkisinin iki hibrid (Pactol,
Sirena) ¢esidi, %2 MSS ortaminda 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullarda ¢imlendirilmistir.
3 giinliik ¢cimlenmis tohumlardan elde edilen kotiledon ve hipokotil eksplantlar1 5 farklh
EIO ortamina (ABO, MWO, BS5, OBO, EIO A) aktarilarak, 16/8 saat aydinlik/karanlik
kosullarda kiiltiire alinmistir.

Ug faktorlii (genotip x eksplant x EIO) tesadiif parselleri deneme desenine gore her
tekerriirde 5 eksplant pargasi olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak varyans analizine tabi

tutulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Aycicegi Bitkisinde In Vitro Sterilizasyon Optimizasyonu

4.1.1. Kabuklar1 soyulmams olgun aycicegi genotiplerinde in vitro sterilizasyon
optimizasyonu

Varyans analizi sonuglar1 dogrultusunda, 3 farkli gézlem zamaninda alinan ¢imlenme ve
bulasma orami verileri Cizelge 4.1. de verilmistir. NaOCI konsantrasyonu ele alinan 3
gbdzlem zamaninda ¢imlenme oranini etkilemezken, siire uygulamasi sadece 7. giinde
cimlenmeyi % 1 diizeyinde etkilemistir. Ele alinan 3 genotipte 3., 5. ve 7. giinlerde
alman cimlenme oranlar1 bakimindan genotipler arasinda % 1 diizeyinde istatistiki
olarak farkliliklar bulunmustur. Konsantrasyon x siire interaksiyonu 3. ve 5. giinlerde %
5 diizeyinde c¢imlenme orani iizerinde ©6nemli olmustur. Konsantrasyon x siire
interaksiyon uygulamasi biitiin gozlem tarihlerinde bulagsma orani iizerinde istatistiki
olarak 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikarmamistir. Konsantrasyon x genotip interaksiyonu
3. ve 7. giinlerde bulasma oram i¢in 6nemli bulunmustur. Konsantrasyon x genotip
interaksiyonu 3 gozlem tarihinde de ¢imlenme orami bakimindan onemli farkliliklar
gostermez iken siire x genotip ve konsantrasyon x genotip x siire interaksiyonlar tim

gozlem giinlerinde hem ¢imlenme hem de bulagma orani icin dnemli bulunmustur.

Cizelge 4.1. Kabuklari soyulmamis olgun aycicegi tohumlarinda sterilizasyon
optimizasyonu denemesi varyans analizi degerleri

3. giin (K.O.) 5.giin (K.O.) 7.giin (K.O.)
Varyasyon Kaynag1 | S.D.
C.0. B.O. C.O. B.O. C.0. B.O.
Konsantrasyon (K) 2 259 3611.1%%* 28.7 789.8%* 239.8 237.04%*
Siire (S) 2 300.9 869.47%%* 228.7 770.4%%* 1139.8%* 445.37**
Genotip (G) 2 8762** 2144 .4%%* 8381.5%* 1350.9%* 8123.1%#* 1714.81%*
(K) x (S) 4 595.4* 22.2 482.9* 28.7 235.6 45.37
(K) x (G) 4 289.8 609.7%%* 206.5 171.8 264.8 414.81**
(S) x (G) 4 1098.1%* 2305.6** 969.0%* 935.6%* 1131.5%%* 464.81**
K)x(S)x(G) 8 159.3* 225.0%* 152.3* 79.4% 204.4%* 98.15*
Hata 81 220.1 138.6 221.3 121.9 225.3 78.4
Toplam 107
CV (%) 2.65 1.79 2.56 1.45 2.42 1.07

* *%: Sirastyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak onemlidir. S.D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, C.O: Cimlenme Orani, B.O: Bulagma Orani, K.O.: Kareler Ortalamast
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Uciincii giin gozlem sonuglarna gore, en yiiksek cimlenme oranim T0910182-3
genotipi (% 79.4), 10 ve 20 dk. siire uygulamalarinda (% 88.3, % 84.2), en diisiik
bulasma oram, TO0910131-1 genotipinde 20 dk. siire uygulamasinda (% 55)
gozlemlenmistir (Cizelge 4.2.). Genotip ortalamasina bakildiginda ise, T0910182-3 ve
T0910131-1 genotipleri ayn grup icinde yer alarak en diisiik bulasma oranini (% 68.6,
% 67.5) gostermistir.

Cizelge 4.2. Kabuklar soyulmamis olgun aygicegi tohumlarinda genotip, sterilizasyon
siiresi ve NaOCl konsantrasyonunun ¢imlenme ve bulasma oranlarn iizerine etkisi
(Veriler 3. giin yapilan gozlemlerden alinmistir)

C.O0. B.O.
Genotip Sire | NaOCl | o ) (g g;eg(;t(i? ;)‘ B.0. (];ég(.)t(i‘ff; (%) (%)
(dk.) | Kon. (%) Siire Ort (%) Siire Ort Genoti | Genoti
iire Ort. iire Ort.
p Ort. p Ort.
10 87.5 ab 80.0 b-d
10 20 87.5 ab 883 a 45.0 u 59.2¢cd
40 90.0a 52.5 g1
10 925a 90.0 ab
T0910182-3 20 20 77.5 a-e 842 a 72.5 c-e 80.0 ab 794 a 68.6 b
40 82.5a-c 77.5b-d
10 60.0 d-h 90.0 ab
40 20 57.5e-1 65.8b 57.5¢e-h 66.7 ¢
40 80.0 a-d 52.5e-h
10 52.5f1 92.5 ab
10 20 50.0 g1 50.8 cd 82.5 a-c 85.8 ab
40 50.0 g-1 82.5 a-c
10 50.0 g-1 85.0 a-c
T0910285-1 20 20 55.0 f-1 50.8 cd 77.5b-d 80.0 ab 492 ¢ 8l4a
40 47.5 g1 77.5b-d
10 40.0 1 82.5 a-c
40 20 47.5 g1 45.8d 82.5 a-c 78.3b
40 50.0 g-1 70.0 c-f
10 47.5 g1 975a
10 20 50.0 g1 50.0cd 975a 883a
40 52.5f1 70.0 c-f
10 72.5 a-f 70.0 c-f
T0910131-1 20 20 65.0 c-g 58.3 be 55.0 f1 55.0d 57.8b 675b
40 3751 40.01
10 65.0 c-g 65.0 d-g
40 20 62.5 c-g 65.0b 57.5 e-h 59.2cd
40 67.5b-g 55.0 f1

Ort.: Ortalama, C.O.: Cimlenme Orani, B.O.: Bulagsma Orani, Kon.: Konsantrasyonu

Besinci giin gozlem sonuglarina gore, en yiiksek c¢imlenme oram1 T0910182-3
genotipinde, 10 ve 20 dk. siire uygulamalarinda (% 90.8, % 84.2) gbzlemlenirken, en
diisiik bulagma orani, T0910131-1 genotipinde 20 dk. siire uygulamasinda (% 65.8)
gozlemlenmistir (Cizelge 4.3.). Genotip ortalamasina bakildiginda ise, T0910182-3
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genotipi en yiiksek cimlenme oram1 (% 81.4) ve bulagsma oran1 (% 86.1) verirken
T0910131-1 genotipi en diisiikk bulagsma oranini (% 77.8) vermistir.

Yedinci giin gozlem sonuglarina gore, en yiiksek c¢imlenme oram1 T0910182-3
genotipinde, 10 ve 20 dk. siire uygulamalarinda (% 94.2, % 90.0) gozlemlenirken, en
diisiik bulagsma orani, T0910131-1 genotipinde, 20 dk. ve 40 dk. siire uygulamalarinda
(% 75.8, % 80.0) gozlemlenmistir (Cizelge 4.4.). Genotip ortalamalarina bakildiginda
ise, T0910182-3 genotipi en yiiksek ¢cimlenme oranini verirken (% 85.8), T0910131-1

genotipi en diisiik bulasma oranim (% 83.9) vermistir.

Cizelge 4.3. Kabuklar soyulmamis olgun aygicegi tohumlarinda genotip, sterilizasyon
siiresi ve NaOCI konsantrasyonunun c¢imlenme ve bulagsma oranlar1 iizerine etkisi
(Veriler 5. giin yapilan gozlemlerden alinmistir)

C.0. B.O.
Genotip | Sire | Na0Cl | €0 | Gl BO. | G i () | (%)
(dk.) Kon. (%) (%) Siire Ort. (%) Siire Ort. Genotip | Genotip
Ort. Ort.
10 87.5 ab 85.0 a-e
10 20 90.0 a 90.8 a 87.5 a-e 82.5 be
40 95.0a 75.0 d-f
10 92.5a 90.0 a-d
T0910182-3 20 20 77.5 a-d 84.2a 92.5 a-c 87.5 ab 8l4a 86.1a
40 82.5 a-c 80.0 c-f
10 60.0 d-g 97.5 ab
40 20 65.0 c-g 69.2b 85.0 a-e 88.33 ab
40 82.5 a-c 82.5 b-f
10 52.5fg 97.5 ab
10 20 50.0 fg 51.7d 92.5 a-c 9333 a
40 52.5fg 90.0 a-d
10 52.5fg 90.0 a-d
T0910285-1 20 20 60.0 d-g 54.2 c¢d 85.0 a-e 89.17 ab 519c¢ 89.7a
40 50.0 fg 92.5 a-c
10 50.0 fg 85.0 a-e
40 20 47.5 fg 50.0d 90.0 a-d 86.67 ab
40 52.5fg 85.0 a-e
10 47.5 fg 97.5 ab
10 20 52.5fg 51.7d 100.0 a 9333 a
40 55.0e-g 82.5b-f
10 75.0 a-e 725e-g
T0910131-1 20 20 65.0c-g 61.7 b-d 67.5 fg 65.83 d 59.7b 77.8b
40 450 ¢ 575¢g
10 67.5 b-f 75.0 d-f
40 20 62.5c-g 65.8 be 80.0 c-f 74.17 cd
40 67.5 b-f 67.5 fg

Ort.: Ortalama, C.O..: Cimlenme Orani, B.O.: Bulagma Orani, Kon.: Konsantrasyonu
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Cizelge 4.4. Kabuklar1 soyulmamis olgun aycicegi tohumlarinda genotip, sterilizasyon
siiresi ve NaOCl konsantrasyonunun ¢imlenme ve bulasma oranlarn iizerine etkisi
(Veriler 7. giin yapilan gozlemlerden alinmistir)

C.O0.
C.O0. B. O.
Genotip IikE . C. 0. Ge(zz))tip e gegot(lsz)( (%) (%)
(dk.) Kon. (%) (%) .. (%) .. Genotip | Genotip
x Siire Siire Ort.
Ort. Ort.
Ort.
10 90.0 a-c 97.5 ab
10 20 92.5 ab 94.2 a 87.5 b-d 95.0a
40 100.0 a 100.0 a
10 92.5 ab 92.5a-c
T0910182-3 20 20 85 a-d 90.0 a 100.0 a 958 a 85.8a 96.1a
40 92.5 ab 95.0 a-c
10 60.0 e-h 97.5 ab
40 20 70.0 c-g 733 Db 95.0 a-c 97.5a
40 90.0 a-c 100.0 a
10 55.0 f-h 97.5 ab
10 20 52.5 gh 542 ¢ 97.5 ab 96.7 a
40 55.0 f-h 95.0 a-c
10 60.0 e-h 95.0 a-c
T0910285-1 20 20 75.0 b-f 68.3b 92.5 a-c 958 a 57.8b 95.6a
40 700 c-g 100.0 a
10 50.0 gh 95.0 a-c
40 20 475h 50.8 ¢ 97.5 ab 942 a
40 55.0f-h 90.0 a-d
10 475h 100.0 a
10 20 52.5 gh 52.5¢ 100.0 a 958 a
40 57.5 e-h 87.5 b-d
10 77.5 b-e 85.0 cd
T0910131-1 20 20 67.5 d-h 66.7 b 80.0 de 75.8b 62.5b 839b
40 55.0 f-h 62.5f
10 70.0 c-g 80.0 de
40 20 65.0 d-h 68.3b 90.0 a-d 80.0b
40 70.0 c-g 70.0 ef

Ort.: Ortalama, C.O..: Cimlenme Orani, B.O.: Bulagma Orani, Kon.: Konsantrasyonu

4.1.2. Kabuklar1 soyulmus olgun aycicegi genotiplerinde in vitro sterilizasyon
optimizasyonu

Varyans analizi sonucglarina gore, 3 farkli gozlem zamaninda alman cimlenme ve
bulasma oran1 verileri dogrultusunda 3. ve 5. giinlerde siire uygulamasi bulasma orami
tizerinde etkili olmamistir (Cizelge 4.5). Bunun diginda tim muameleler ¢cimlenme ve
bulagma orani iizerinde etkili olmustur.

Uciincii  giin gozlem sonuglarina gore genotip, siire, NaOCl konsantrasyonu
interaksiyonunda en yiiksek ¢imlenme orani, T0910285-1 genotipinde 40 dk. birakilma
ile elde edilirken (% 97.5) en diisiik ¢cimlenme orant T0910131-1 genotipinin % 10
NaOCl uygulamasinda (% 21.7) elde edilmistir (Cizelge 4.6). En diisiik bulagsma orant,
kabuklar1 soyulmus T0910285-1 genotipinden (% 13.8) elde edilirken en yiiksek
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bulasma orani ise T0910131-1 (% 47.2) genotipinde goriillmiistiir. Cimlenme oranmi
genellikle 40 dk. NaOCl uygulamasinda diger uygulamalara gore en yiiksek degerlere
ulagsmigtir. Cizelge 4.6° nin incelenmesinden de goriilecegi gibi NaOCl
konsantrasyonunun artmasi kismen bulagma oranini azalttigl i¢in ¢imlenme olumlu

yonde artig gostermistir.

Cizelge 4.5. Kabuklart soyulmus olgun aycicegi tohumlarinda sterilizasyon
optimizasyonu denemesi varyans analizi degerleri

3. giin (K.O.) 5. giin (K.O.) 7. giin (K.O.)
Varyasyon Kaynag1 | S.D.
C.0. B.O. C.0. B.O. C.0. B.O.
Konsantrasyon (K) 5 8480.9*%* | 4578.9%*% | 6264.4*%* | 54044 ** 6049.8** 7405.4%*
Siire (S) 2 22406.9** 21.7 16359.7** 180.5 13757.0** 1006.5 *
Genotip (G) 2 28730.1%* | 23061.3*%* | 27024.3** | 41926.4%* | 20493.7 ** | 36138.1**
K)x (S) 10 1631.3%* 772.0%* 1012.6** 1691.1%* 1026.2 ** 1487.7**
K) x (G) 10 5040.2%%* 1390.5%* 3727.8%F | 2022.8 ** 2226.2** 2073.8 **
S) x (G) 4 6467.7** 1016.8** | 5531.5%* 1611.5%* 3928.5%%* 2441 4%
K)x () x(G) 20 551.8%* 856.6%* 391.5%* 1388.2 ** 370.3%* 1422.8 **
Hata 162 117.2 180.0 139.8 216.5 144.3 256.6
Toplam 215
CV (%) 1.25 3.92 1.25 2.67 1.21 2.28

* **: Sirastyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak nemlidir. S.D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, C.O.: Cimlenme orani, B.O.: Bulagsma Orani, K.O.: Kareler Ortalamasi

Besinci giin yapilan gbzlem sonuglarina gore, en yiiksek ¢cimlenme oran1 T0910285-1
genotipinden (% 94.6), en diisiik cimlenme orani ise (% 56.1) T0910131-1 genotipinden
elde edilmistir. Bulasma orami degerleri agisindan ise en fazla bulagsmaa maruz kalan
genotip T0O910131-1 olup (% 70.7) en diisiik degerler ise T0910285-1 genotipinden (%
25.6) elde edilmistir. Ac¢ikca goriildiigii gibi tohum kaynakli bulagsma oraninin artmasi
cimlenmenin azalmasina neden olmustur. NaOCI igersinde tutma siiresinin artmasi ile
birlikte bulagma oranlarinda azalma goriilmiistiir (Cizelge 4.7).

Yedinci giin gdzlem sonuglaria gore, en yiiksek ¢cimlenme orani (% 95.5) ve en diisiik
bulagma oran1 (% 32.6) T0910285-1 genotipinden elde edilmistir. Cizelge 4.8.’den de
goriildiigi gibi 40 dk.ve 20 dk. NaOCI ¢ozeltisi igersinde ylizey sterilizasyonu ig¢in
birakma en yiiksek ¢cimlenme oranlarinin elde edilmesine neden olmustur (% 99.6, %
96.3). NaOCl konsantrasyon oraninin ve NaOCI soliisyonu icersinde birakma siiresinin
artmasi ele alian bir¢ok muamelede bulagma oraninin azalmasina ve buna bagl olarak
da ¢imlenme oranlarinin artmasina sebep olmustur (Cizelge 4.8).

Taski-Ajdukovi¢ ve Vasi¢ (2005)’in tohum sterilizasyonu ve ¢imlendirilmesi ¢alismasi,
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tohum kabuklarinin soyulduktan sonra tekrar steril edilmesi ve diisiik konsantrasyonda
NaOCl ile ikinci kez steril edilmesi bakimindan yaptigimiz ikinci denemeye kismen
benzerlik gostermektedir.

U(; farkli uygulamay1 [1. % 70, 85, 90, 95 etil alkol+5, 10, 15, 30 dk.; 2. %3.5
NaOCl+5, 10, 15, 20, 30, 45 dk.; 3. % 90 etil alkol+3 dk., % 3.5 NaOCI+30 dk.]
boriilce, sorgum ve celtik tohumlarinin yiizey sterilizasyonuda deneyen Oyebanji ve ark.
(2009) 20-45 dk. siirelerde uygulanan % 3.5 NaOCl konsantrasyonunun sterilizasyonu
saglama acisindan en iyi sonucu verdigini bulmuslardir. Bu calismada kullanilan
kabuklar1 soyulmus boriilce tohumlari, calismamizda kullanilan aycicegi tohumlar gibi,
benzer sekilde 7 giin ¢imlenme ortaminda birakildiginda bulasma oran1 % 80-100’lere

ulasmustir.
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Cizelge 4.6. Kabuklan soyulmus olgun aycicegi tohumlarinda genotip, sterilizasyon
siiresi ve NaOCI konsantrasyonunun c¢imlenme ve bulagsma oranlari iizerine etkisi
(Veriler 3. giin yapilan gozlemlerden alinmistir)

C.0. B.O | C.0. | B.O.
. Siire | NaOCI Kon. (%) B.O. (%) (%) (%)
Genotip | () (%) C.0.(%) | Gxs (%) GxS | Genotip | Genotip
Ort. Ort. Ort. Ort.
10 T00.0a 37501
20 975a 3500
30 35.0 f-1 5.0 no
10 40 1000a | 204 M35, | 183«
60 175 -m 10010
90 751m 10010
10 100.0a 325 ok
20 975a 55.0 o f
30 D5dg 750
T0910182-3 | 20 o o0 —| 0294 [0 | 254 | 658b | 194b
60 351 250
90 50m 2510
10 100.0 3.5 5k
20 975a 325 9k
30 35 df 000
40 3 el 750¢ 200 | i46de
60 52.5de 7.5 m-o
90 575d 100 o
10 100.0 a 75 mo
20 100.0a 75 mo
30 82.0 be 8.3 m-o
10 40 95.0 ab 793¢ 350mm | 27¢€
60 3565d 000
90 549 10.01-0
10 85.0 ac 65.0 b-d
20 100.0a 15.0 ko
30 80.0bc 250
T0910285-1 | 20 o e 900b =220 167de | 889a | 138¢
60 100.0 a 000
90 75.0 ¢ 10010
10 9754 30.0 1
20 100.0a 15.0 ko
30 100.0 a 250
40 40 §75a¢c | 0% [Tzs510 | 04
60 100.0a 17.5 -0
90 100.0a 780
10 300 h 35.0eh
20 275 ok 325 ok
30 25.0 h-k 275 bl
10 - S 27F g5 525a
60 25 km 5.3 b-d
90 22.51-1 62.5 c-e
10 300 ch 35.0ch
20 35.0 1 225
30 12.5k-m 22.51n
T0910131-1 | 20 o Frm— 3Sde [Zisthid 400b | 492¢ | 472a
60 85.0 a-c 50.0 c-g
90 22500 500 c-g
10 95.0 ab 55.0 c.f
20 875 ac 8502
30 80.0 be 10.0 -0
40 40 25ab | 040 Gsac | 4921
60 95.0 ab 27501
) 92.5 ab 3500 c-g

Ort: Ortalama, Kon.: Konsantrasyon, C.O.: Cimlenme Orani, B.O.: Bulagma Orani, G x S: Genotip x Siire
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Cizelge 4.7. Kabuklar1 soyulmus olgun aycicegi tohumlarinda genotip, sterilizasyon
siiresi ve NaOCI konsantrasyonunun c¢imlenme ve bulagsma oranlari iizerine etkisi

(Veriler 5. giin yapilan goézlemlerden alinmastir)

. 0. B. O. . 0.
Genotip | Sire | NaOCIKon. | C.O. T B.O. (%) (%%(;. R oaiie)
(dk.) (%) (%) GxS (%) GxS | Genotip o
Ort. Ort. Ort. g
10 100.0 a I50hK
20 97.5 ab 525 1
30 20.0 1K 15.0 mr
10 40 1000a | M7 [ 47545 346¢c
60 25.0 k-m 25.0kp
90 75n 2251q
10 100.0 a 750 hk
20 100.0 a 60.0 e-h
30 60.0 f-h 1751x
T0910182-3 | 20 W o0 717d oI 36.7 ¢ 713b 333b
60 750 15.0 mr
90 2251In 175 1r
10 100.0 a 65.0 d-h
20 975 ab 525
30 55.0 f1 25qr
40 40 10002 | Sode 750t 288 cd
60 675¢e¢g 250 kp
90 62.5h 20.0 Lt
10 100.0 a 10.0 nr
20 100.0 a 12.5 mr
30 87.3 ac 11.0 n-r
10 20 95ac | 200 m3507m 19.0¢
60 87.5ac 13.0 mr
90 70.0 d-f 37511
10 90.0 ac 65.0 d-h
20 100.0 a 3251m
30 100.0 a 5.0 pr
T0910285-1 20 W 000. ] 954ab Eoi—— 258de 94.6a 25.6¢
60 100.0 a 001
90 82.5bc 37511
10 97.5ab 100.0 a
20 1000 a 3251m
30 100.0 a 75 0r
40 40 M5ac | 0% M isomr | o8
60 100.0 a 26.8 k-0
90 100.0 a 93dr
10 325 o1 95.0 ab
20 32551 525 1
30 32541 90.0 a-c
10 40 50mn | 008 [T825ad 81.3a
60 250 k-m 825ad
90 2251n 85.0ad
10 50.0 n 60.0 e-h
20 625 f-h 37511
T0910131-1 | 20 ig Z; EE 463 7377 55 ;16 658b | 56.1c 707 a
60 85.0ad 975ab
90 25.0 k-m 85.0ad
10 95.0 ac 675dg
20 90.0 ac 90.0 ac
30 80.0 c-e 27.5j-0
40 W 050 9%lab =52 Jc_f 65.0 b
60 975 ab 65.0 d-h
90 95.0 a-c 67.5d-g
Ort.: Ortalama, Kon.: Konsantrasyon, C.O.: Cimlenme Orani, B.O.: Bulasma Orani, G x S: Genotip x

Siire
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Cizelge 4.8. Kabuklar1 soyulmus olgun aycicegi tohumlarinda genotip, sterilizasyon
siiresi ve NaOCI konsantrasyonunun c¢imlenme ve bulagsma oranlari iizerine etkisi
(Veriler 7. giin yapilan gozlemlerden alinmistir)

C.0. B. O.
. Siire | NaOCI Kon. . 0. (%) B. 0. B. 0. (%) (%) (%)
Genotip (dk.) (%) €. 0.(%) ((';;x S Ort. (%) GxSOrt. | Genotip | Genotip
Ort. Ort.
10 100.0 a 72.5 o f
20 975a 92.5 ac
30 5251, 40.0 h-1
10 40 100.0%1 663 ¢ 80.0 ae 61.7¢
60 30.0 ht 52.5fh
90 1751 32.5hp
10 100.0 a 85.0 ae
20 100.0 a 85.0 a-e
30 67.5 df 475 g
T0910182-3 20 o 000 76.7d 072 f_é 60.4 ¢ 757b 553b
60 575 ef 37.5hn
90 350h 20.0 It
10 100.0 a 875 ad
20 9752 775 be
30 60.0 ef 17.5 mr
40 40 100.0 a 84.2¢ 15.0 or 438d
60 80.0 b-d 30.0 1-p
90 67.5 df 35.0 h-o
10 100.0 a 20.0 It
20 100.0 a 17.5 m-r
30 87.3 a-c 16.3 n-r
10 o 55 90.8 be oL 270
60 87.5 ac 255]4q
90 72.5 ce 40.0 h-l
10 92.5 ab 65.0 e-g
20 100.0 a 475 g5
T0910285-1 20 28 }88:8 : 96.3 ab 252'.(5) ‘ll(r_r 304e 9554 326¢
60 100.0 a 251
90 85.0 ac 40.0 h-l
10 9752 100.0 a
20 100.0 a 50.0 g1
30 100.0 a 200 It
40 40 100.0 a 996a 20 Ol 40.3d
60 100.0 a 39.3 h-m
90 100.0 a 12.5 pr
10 65.0 d-f 100.0
20 35.0h 825 ae
30 375 gh 90.0 ac
10 40 275 %11 360 ¢ 87.5 ad 88.8a
60 283 It 85.0 ae
90 225 875 ad
10 675 d-f 675dg
20 80.0 b-d 475 g5
30 275 475 o
T0910131-1 20 40 <ot 579f e f_i 72.1b 62.0¢ 7742
60 85.0 ac 975 ab
90 325 85.0 ae
10 95.0 ab 80.0 a-e
20 90.0 ab 92.5 ac
30 80.0 b-d 37.5 hn
40 40 95.0 ab 9210 85.0 ae 71.3b
60 97.5a 65.0 e-g
90 95.0 ab 675 dg

Ort: Ortalama, Kon.: Konsantrasyon, C.O.: Cimlenme Orani, B.O.: Bulagma Orani, G x S: Genotip x Siire
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4.2. Aycicegi Bitkisinde Farkli Genotip, Eksplant Kaynag ve Embriyo indiiksiyon

Ortamunda Kalma Siiresinin /n Vitro Regenerasyon Degerleri Uzerine Etkisi

Aycicegi bitkisinde 10 farkli genotip, 4 farkli embriyo indiiksiyon ortaminda (EIO)
yapilan gozlem tarihi ve 2 farkli eksplant kaynaginin, kallus, siirgiin, kok ve embriyo
benzeri yap1 (eby) olusturma oranina iliskin varyans analiz degerleri Cizelge 4.9.’da
verilmistir. Varyans analizi sonug¢larina gore, genotip x eksplant x gozlem zamani
interaksiyonu eby olusturma orami % 5 olasilik diizeyinde istatistiki olarak ©nemli
etkilerken, diger tiim varyasyon kaynagi uygulamalarinin ele alinan tiim 6zelliklerinde

% 1 olasilik diizeyinde istatistiksel olarak énemli farkliliklar bulunmustur.

Cizelge 4.9. Genotip, eksplant ve gozlem zamaninin kallus, siirgiin, kok ve eby
olusturma oranina etkisine ait verilerin varyans analizi degerleri

Varyasyon Kaynag S.D. Kal(lll(l? (;)) 0. Slll‘(gll(lflo(.;. 0. K(()Ilz((; )O Eby O. O. (K.0.)
Genotip (G) 9 1.8%%* 98.6%* 163.1%* 85.4%*
Eksplant (E) 1 67.7** 510.4%* 540.0%* 326.7**

Gozlem Zamam (G.Z.) 3 13.7%%* 211.5%%* 161.1%* 303.3%*
(G) x (E) 9 0.9%* 65.9%* 163.1** 73.9%*
(G) x (G.Z.) 27 0.2%* 33.1%** 55.9%:* 24 0%**
(E) x (G.Z.) 3 1.4%% 152.6%** 161.1** 70.0%*
(G) x (E) x (G.Z.) 27 0.2%% 23.0%* 55.9%* 20.9%*
Hata 160 0.0284 7.5 5.0 11.25
Toplam 239
CV (%) 0.44 12.67 11.78 11.36

* *#*: Sirasiyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak 6nemlidir. S. D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, Eby: Embriyo benzeri yapi, O.O.: Olusturma Orani

Cizelge 4.10. incelendiginde genellikle genotipe bagli olarak 3. ve 4. haftalarda (nadiren
2. haftada) alinan gozlemlerden en yiiksek kallus olusturma degerleri elde edilmistir.
Buna gore en yiiksek kallus olusturma potansiyeli T0910182-2, T0910791-3,
T0910817-1 genotiplerinin kotiledon eksplantlarinda 4. hafta yapilan gozlemlerden elde
edilirken, T0910791-4, T0910791-1, T0911033-2 ve T0910950-2 genotiplerinde ise
yine kotiledon eksplantlarimin 3. ve 4. hafta yapilan gozlemlerinden elde edilmistir.
Ayrica T0910182-2 genotipinden alinan hipokotil eksplantinin 4. haftasindan ve
T0910791-1 genotipinin ise 2. haftadan itibaren en yiiksek oranda kallus olusturdugu
goriilmektedir. Bu sonuglar kotiledon eksplantlarinin EIO’da 3-4 hafta siire ile inkiibe

edilmelerinin en fazla kallus olusturma oranini verdigini gostermektedir.
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Kallus indiiksiyonu ele alinan tiim genotiplerin kotiledon eksplantlarinda ilk haftadan
itibaren baslamis, genotipe bagh olarak hipokotil eksplantlarinda ise 3-4 hafta icerisinde
kallus indiiksiyonu goriilmustiir. T0911033-2, T0910285-1 genotiplerinin hipokotil
eksplantlar1 4 hafta boyunca kallus olugturmamistir. Ayrica T0910182-2, T0910791-3,
T0910792-1, T0910791-1, T0910817-1, T0910950-2 genotiplerinin hipokotil

eksplantlarinda ilk 2 hafta kallus indiiksiyonu goriilmemistir.
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Cizelge 4.10. Aycicegi bitkisinde genotip, gdzlem zaman1 ve eksplant kaynaginin kallus,
siirgiin, kok ve eby olusturma orani iizerine etkileri

Genoti Eksplant Gozlem Zamam | Kallus Olusturma Oram Siirgiin Olusturma Kok Olusturma Eby Olusturma Oram
” P Kaynag (Hafta) (Skor) Oram (%) Oram (%) (%)
1 0.002 0.00 e 0.00 ¢ 0.00d
Hipokotil 2 0.00 z 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00d
1polkott 3 327 kr 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00d
4 397a 0.00 e 0.00 ¢ 3.33cd
T0910182-2 1 347 g-m 0.00 e 0.00 ¢ 0.00d
Kotiled 2 3.67 b-h 0.00 0.00 ¢ 0.00d
otiledon 3 377 af 0.00 e 0.00 ¢ 6.67 be
4 4.00 a 0.00 ¢ 0.00 ¢ 6.67 be
1 0.00 z 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00d
Hipokotil 2 0.00 z 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00d
ipolkolt 3 283 u-y 10.00 be 0.00 ¢ 10.00 b
4 3.10 p-u 10.00 be 0.00 ¢ 10.00 b
T0910791-3 1 3.23 s 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00d
. 2 3.57d-j 0.00 ¢ 0.00 ¢
Kotiledon 3 357 d 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 3.83 a-d 0.00 ¢ 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
. . 2 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
Hipokotil 3 0.007 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 2.87 t-y 0.00 0.00 ¢
T0910930-2 1 2.80 v-z 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.20 m-r 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 337 1p 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 3.63 c-1 0.00 e 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
. . 2 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
Hipokotil 3 283 u-y 0.00¢ 3333a
4 3.231r 0.00 ¢ 3333a
T0910792-1 1 3.20 mr 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.33jq 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 347 gm 0.00 0.00 ¢
4 397a 0.00 e 0.00 ¢
1 2.87 t-y 0.00 e 0.00 ¢
. . 2 3.07g-v 0.00e 0.00 ¢
Hipokotil 3 337 1p 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 3.53 e-k 0.00 e 0.00 ¢
T0910791-4 1 3.40 h-o 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.63 c-1 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 380 ae 0.00 e 0.00 ¢
4 3.90 a-c 0.00 e 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
. . 2 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
Hipokotil 3 3.03 1w 0.00e 0.00 ¢
4 3.40 h-o 0.00 e 0.00 ¢
T0910791-1 1 3.53 ek 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.80 a-e 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 393ab 0.00 e 0.00 ¢
4 397a 0.00 e 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
. . 2 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
Hipokotil 3 3130t 20.00a 0.00 ¢
4 3.30jr 20.00 a 0.00 ¢
T0910817-1 1 0.00z 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.371p 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 3.63 1 333 de 0.00
4 3.80 a-e 3.33 de 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
N . 2 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
Hipokotil 3 0.00 z 1333b 1333b
4 0.00 z 13.33b 13.33b
T0910285-1 1 0.00z 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.07g-v 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 343 hn 0.00 e 0.00 ¢
4 3.67 b-h 0.00 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
. . 2 0.00 z 3.33 de 0.00 ¢
Hipokotil 3 0.00z 6.67 cd 0.00 ¢
4 0.00 z 6.67 cd 0.00 ¢
T0911033-2 1 2.90 5-x 0.00 e 0.00 ¢
. 2 3.371p 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 3.80 ae 333 de 0.00 ¢
4 4.00 a 0.00 e 0.00 ¢
1 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
N . 2 0.00 z 0.00 e 0.00 ¢
Hipokotil 3 0.00 z 10.00 be 0.00 ¢
4 3.17 n-s 13.33b 0.00 ¢
T0910950-2 1 3.50 f-1 0.00e 0.00 ¢
. 2 373 ag 0.00 e 0.00 ¢
Kotiledon 3 397a 0.00 0.00 ¢
4 4.00 a 0.00 e 0.00 ¢
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Denemede kullanilan 10 genotipten sadece 5 tanesinde (T0910791-3, T0910817-1,
T0910285-1, T0911033-2, T0910950-2) siirgiin regenerasyonu elde edilmistir.
T0910817-1 genotipinin hem kotiledon hem de hipokotil eksplantlar siirgiin olusturma
potansiyeline sahip olmustur ve bu hipokotil eksplantindan en yiiksek siirgiin olugturma
degeri alinmistir (% 20).

Arastirma sonuglarina gore cogunlukla ele alinan genotipler kok olusturmamistir.
Sadece T0910792-1 ve TO0910285-1 genotiplerinin hipokotil eksplantlarinda kok
olusumu gozlenmistir.

Embriyo benzer yap1 olusturma oranlar1 géz Oniine alindiginda T0910791-1 ve
T0910285-1 genotiplerinin sadece hipokotil eksplantlarinda, T0910182-2, T0910791-3,
T0910792-1, T0O910817-1, T0O911033-2 ve T0910950-2 genotiplerinin hem hipokotil
hem de kotiledon eksplantlarinin % 3.3-23.3 arasinda degisen oranlarda embriyo benzer
yapilar olusturdugu gozlenmistir.

En yiiksek siirgiin regenerasyonu T0910950-2 genotipinin hipokotil eksplantlarinin 3.
ve 4. hafta yapilan gézlemlerinden elde edilmistir (% 20.0-23.3).

Elde edilen sonuglar genotip, eksplant kaynagi ve eksplantlarin EiO’da gelisme
siirelerinde alinan gozlem zamaninin, kallus olusturma, organogenesis ve somatik
embriyogenesis elde etmede 6nemli bir etkiye sahip oldugunu agikca gostermektedir.
Genel bir degerlendirme yapildiginda her ele alinan yeni genotip i¢in uygun eksplant
kaynagimin secilmesi ve Kkiiltiir ortamlarinda kalma siirelerinin belirlenmesi
gerekmektedir.

Genotip, aycicegi bitkisinde kallus olusturma, organogenesis ve somatik
embriyogenesis olusturma orani iizerinde etkili olan en onemli faktorlerden birisidir.
Benzer sekilde Paterson ve Everett (1985), Fiore ve ark. (1997), Azadi ve ark. (2002),
Nestares ve ark. (2002), Ozyigit ve ark. (2006, 2007) organogenesis ve/veya
embriyogenesis yoluyla bitki regenerasyonunda genotipin 6nemli oldugu sonucuna
varmiglardir.

Regenerasyon iizerine etkili olan bir diger faktor eksplant kaynagidir. Calismamizda
eksplant kaynag: ele alinan tiim regenerasyon parametreleri agisindan % 1 olasilik
diizeyinde oOnemli bulunmustur. Benzer sekilde, Knittel ve ark. (1991), Punia ve
Bohorova (1992), Giirel ve Kazan (1998), Abdoli ve ark. (2003), Arda (2004), Vega ve
ark. (2006), Dagiistii ve ark. (2008), Anitha ve ark. (2011) eksplant kaynaginin, Greco
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ve ark. (1984), Ceriani ve ark. (1992), Dagiistii ve ark. (1998), Shin ve ark. (2000),
Yordanov ve ark. (2002), Aurori (2011) genotip ve eksplant kaynaginin aygicegi bitki
regenerasyonunda onemli etkiye sahip oldugunu gozlemlemislerdir.

Bu deneme sonuglarindan farkli olarak, Punia ve Bohorova (1992) ay¢iceginin 6 yabani
tiriinden elde edilen farkli eksplant kaynaklarinda kallus gelisimi ve bitki
regenerasyonu iizerine yaptiklar calismada, kotiledon eksplantlarinin diger eksplant
kaynaklarina gore ¢ok daha diisiik oranda kallus olusturdugunu saptamislardir. Dagiistii
ve ark. (1998) ayciceginde in vitro regenerasyon calismasinda hipokotil ve kotiledon
eksplantlarini, eksplant kaynagi olarak kullanmiglardir ve yalnizca kotiledon
parcalarinin % 4-10 oraninda embriyoya benzer kallus olusturdugunu belirlemislerdir.
Bu tez calismasinda ise embriyoya benzer yapi olusumlar1 hem hipokotil (% 3.5) hem
de kotiledon eksplantindan (% 1.2) elde edilmistir. Calismalarda kullanilan genotip
kaynaklariin farkli olmasi, farkli aygicegi tiirlerinin (yabani ve kiiltiirii yapilan tiirler)
kullanilmas1 ve varyans analizi sonuclarindan da goriildiigii gibi genotip x eksplant
interaksiyonunun regenerasyon oOzellikleri agisindan 6nemli ve etkili olmasi1 farkli
sonuclarin elde edilmesine neden olabilir. Bununla beraber, diger arastiricilar tarafindan
kullanilan farkli kiiltiir ortamlari, eksplant yas1 ve kiiltiir sartlarinin kullanilmasi da

farkli bulgularin elde edilme sebepleri olabilir.

4.3. Aycicegi Bitkisinde Farkh Genotip, Gozlem Zamam ve Olgunlasmams
Embriyo Eksplantlariin /n Vitro Regenerasyon Degerleri Uzerine Etkisi

Arasgtirmada incelenen Ozelliklerden kallus olusturma, siirgiin  olusturma ve
embriyogenik yapi olusturma oranlarina ait varyans analiz sonucglar1 Cizelge 4.11°de
verilmigtir. Cizelge 4.11 incelendiginde, varyans analizi sonuglarina gore, kallus
olusturma oranlarinda genotip ve gézlem zaman degerleri istatistiki olarak % 1 olasilik
diizeyinde 6nemli bulunurken, genotip x gozlem zamam interaksiyonu istatistiki olarak
% 5 olasilik diizeyinde onemli bulunmustur. Siirgiin olusturma oranlarinda genotip
istatistiki olarak % 1 olasilik diizeyinde 6nemli bulurken, gbzlem zamani ve genotip
gbzlem zamani interaksiyonu istatistiki olarak dnemsiz olmustur. Embriyo benzeri yap1
olusturma oraninda incelenen tiim Ozellikler istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur.
Elde edilen sonuclar gostermistir ki, genotip, olgunlasmamis embriyo eksplantindan

kallus ve siirgiin olusturma oraninda 6nemli bir etkiye sahip olmustur.
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Cizelge 4.11. Aycicegi bitkisinde olgunlagmamig embriyo eksplantlarinda farkli genotip
ve gozlem zamaninin kallus, siirgiin ve eby olusturma oranina etkisine ait verilerin
varyans analizi degerleri

Varyasyon Kaynagi S.D. Kallus O. O. (K.O) | Siirgiin O. O. (K.O) o. (;E lg( 0)
Genotip (G) 1 3.3%* 13066.7** 204.2
Gozlem Zamam (G.Z.) 2 2.5%* 4.2 16.7
(G) x(G.Z.) 2 0.0* 4.2 16.7
Hata 18 0.0049 25.0 145.8
Toplam 23
CV (%) 0.57 5 13.9

* *#%*: Sirasiyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak 6nemlidir. S. D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, Eby: Embriyo benzeri yapi, O.0O.: Olusturma Orani

Cizelge 4.12°ye gore, RHA 16 genotipi 3. hafta en yliksek kallus olusturma oranina (3.8
skor) sahip olurken, T0910241-3 genotipi ilk hafta en diisiik kallus olusturma oranina
(2.1 skor) sahip olmustur. T0910241-3 genotipi tiim haftalarda siirgiin (ortalama %
46.7) olustururken, RHA 16 genotipi hic siirgiin olusturmamistir. Kiiltiir siiresi boyunca
RHA 16 genotipi (3.23 skor) T0910241-3 genotipinden (2.49 skor) daha yiiksek
oranlarda kallus olusturmustur. iki genotip karsilastirildifinda en yiiksek kallus
olusturma potansiyeli RHA 16 genotipinin 3. hafta yapilan gozlemlerinden elde
edilmistir (3.8 skor). Arastirma sonuglar her 2 genotipte de kallus indiiksiyonu ve
embriyo benzeri yapilarin olusumu olgunlagmamis embriyo eksplantlarinda ilk haftadan
itibaren baslamigtir. Eby olusturma oram1 % 17.5-25 arasinda degismistir. Benzer
sekilde Finer (1987), olgunlasmamis embriyolarda eby olusumunu kiiltiiriin 6.

giiniinden itibaren gozlemlemistir.

Cizelge 4.12. Aycicegi bitkisinde olgunlagsmamis embriyo eksplantlarinda farkli genotip
ve gozlem zamaninin kallus, siirgiin ve eby olusturma orani iizerine etkisi

Gozlem | Kallus | Siirgiin | Eby O. O. Kallus O. O. Siirgiin O. O. Eby O. O.
Genotip Zamam | O.O. 0.0. | (%) Genotip | Genotip Ort. Genotip Ort. Genotip Ort.
(Hafta) | (Skor) (%) Ort. (Skor) (%) (%)
1 2.1e 45.0 20.0
T0910241-3 2 23d 475 25.0 250 46.7 a 233
3 32b 475 25.0
1 2.8¢ 0.0 17.5
RHA 16 2 3.1b 0.0 20.0 32a 0.0b 19.2
3 38a 0.0 20.0

Ort: Ortalama, O.0.: Olusturma Orani, Eby: Embriyo Benzeri Yap1
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Elde edilen sonuglara gore, genotip, olgunlagmamis embriyo eksplantlarinda

organogenesis yolu ile regenere bitki elde etmede 6nemli bir etkiye sahip olmustur.

Cizelge 4.13. Aycicegi bitkisinde olgunlagsmamis embriyo eksplantlarinda farkli genotip
ve gozlem zamanlarinin kok olusturma oranlarina ait verilerin ortalama tablosu

Genotip Gozlem Zamam Kok Olusturma Oram (%) * Standart Hata
(Hafta) Minimum Maksimum Ortalamaz (.72
1 0 0 0
T0910241-3 2 0 0 0
3 0 0 0
1 0 10 3.33
RHA 16 2 0 10 333
3 0 10 3.33

Cizelge 4.13. incelendiginde, sadece RHA 16 genotipinin olgunlasmamis embriyo
eksplantlarinda kok olusumu gozlenmistir (% 3.33). Arastirma sonucunda, RHA 16
genotipinde embriyo indiiksiyon ortaminda kok olusumunun ilk hafta basladigi ve
embriyo indiiksiyon ortaminda kalma siiresinin kok olusumunda etkili olmadigi
goriilmektedir.

Ozyigit ve ark. (2006), farkli genotiplerin olgun embriyo eksplantlarindan kallus
indiiksiyonu ve bitki regenerasyonu i¢in rutin bir sistem gelistirmislerdir ve calisma
sonuclarinda, H. annuus’ta biyoteknolojik uygulamalarda rutin bir bitki regenerasyonu
sistemi gelistirmek icin olgunlasmamis embriyo eksplantlar1 yerine olgun embriyo ve
diger eksplant kaynaklarinin eksplant kaynagi olarak ele alinmasinin, sezona bagimsiz
olma, kolay kullanim, dokularin daha kolay steril edilebilmesi gibi avantajlar
sagladigimi ve bu eksplant kaynaklarindan bitki regenerasyonu elde edilebildigini tespit
etmislerdir. Benzer sekilde bu tez calismasinda da, ele alinan olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan bitki regenerasyonu saglanamamis olmasina karsin, ele alinan diger

eksplant kaynaklarindan (hipokotil, kotiledon) bitki regenerasyonu saglanmistir.

4.4. Aycicegi Bitkisinde Farklhh Genotip, Eksplant Kaynagi ve NAA/BA

Konsantrasyonlarmin in Vitro Regenerasyon Uzerine Etkisi

Aycicegi bitkisinde 2 farkli genotip ve 16 farkli BA/NAA hormon konsantrasyonlarini
iceren embriyo indiiksiyon ortami ve 2 farkli eksplant kaynaginin kallus, siirgiin, kok ve
bitkicik olusturma oranlarina iliskin varyans analiz degerleri Cizelge 4.14.’te
verilmigtir. Varyans analizi sonuclarina gore, sadece genotip x eksplant interaksiyonu

kallus olusturma oram1 yoOniinden % 5 olasilik diizeyinde istatistiki olarak ©nemli
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bulunurken, diger ele alinan tiim varyasyon kaynaklarn % 1 olasilik diizeyinde
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Siirgiin olusturma orani yoniinden eksplant x
EIO interaksiyonu % 5 olasilik diizeyinde istatistiki olarak 6nemli bulunurken, diger ele
alman tiim varyasyon kaynagi uygulamalarinda % 1 olasilik diizeyinde istatistiksel
olarak onemli farkliliklar bulunmustur. Kok olusturma orami yoniinden genotip ve
genotip x eksplant interaksiyonu istatistiki olarak 6nemli bulunmazken, diger ele alinan
tim varyasyon kaynagi uygulamalarinda % 1 olasilik diizeyinde istatistiksel olarak
onemli farkliliklar bulunmustur. Bitkicik olusturma orani yoniinden eksplant kaynagi ve
eksplant kaynagi x genotip interaksiyonu istatistiki olarak ©nemli bulunmazken,
eksplant x EIO interaksiyonu % 5 olasilik diizeyinde istatistiki olarak ©nemli
bulunmustur. Diger ele alinan tiim varyasyon kaynagi uygulamalarinda ise % 1 olasilik

diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar bulunmustur.

Cizelge 4.14. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, eksplant kaynagi ve BA/NAA
konsantrasyonlarinin kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olugturma oranina ait verilerin
varyans analizi degerleri (Veriler 4. hafta yapilan gbzlemlerden alinmistir)

I . Bitkicik
Varyasyon Kaynagi S.D. Kal(lll(ls(? ) 0. Surzgglo(.)). 0. K(()Ilé(()))o : ((I)(. (()).)
Genotip (G) 1 2.6 *¥* 5633.3%* 963.0 1054.7%*
Eksplant (E) 1 98.5%%* 2700%** 83750.5%* 88.0
Hormon Konsantrasyonu (HK) 15 0.7%%* 633.9%* 2.9%% 476.6%*
(G)x (E) 1 0.2% 1408.3** 325.5 42.2
(G) x (HK) 15 0.1%* 527.8%* 1.1%% 530.2%%*
(E) x (HK) 15 0.2%* 183.3* 2.1%%* 123.6*
(G) x (E) x (HK) 15 0.6%* 209.4%* 942.2%%* 162.2%*
Hata 128 0.0003 0.6 2.1 0.4
Toplam 191
CV (%) 0.60 11.95 5.77 14.69

* *%*: Sirasiyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak 6nemlidir. S. D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, O.0.: Olusturma Oramn

Cizelge 4.15. incelendiginde % 1.0/0.1 BA/NAA hormon konsantrasyonunu igeren
embriyo indiiksiyon ortami digsinda ele alinan tiim embriyo indiiksiyon ortamlarinda
yalnizca kotiledon eksplantlarinda her 2 genotipte de en yiiksek kallus olusturma oram (4
skor) elde edilmistir. Bu sonuclar agikca kotiledon eksplantlarinin embriyo indiiksiyon
ortamlarinda inkiibe edilmeleri durumunda hipokotil eksplantlarina nazaran daha fazla
kallus olusturma egilimi oldugunu gostermektedir. Kallus olusumu ele alinan tiim embriyo

indiiksiyon ortamlarinda her 2 genotipin her 2 eksplantinda da gerceklesmistir (1.4-4.0
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skor). Bununla beraber, en fazla kallus olusturma oranlarimin elde edildigi embriyo
indiiksiyon ortami1 % 0.5/1.0 BA/NAA iceren ortam olmustur (3.34 skor). Hormon
konsantrasyonu ve kombinasyonu uygulamalarinin 9’u ayni istatistiksel gruba girerek
3.18-3.34 arasinda degisen degerlerde kallus olustururken en yiiksek kallus olusturma oani
% 0.5/1.0 BA/NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Arastirma sonuglarina gore % 0.5/0.1
BA/NAA iceren besi ortami disindaki ele alinan tiim besi ortamlarinda kok olusumu
gozlenmistir. En yiiksek kok olusturma oran1 % 1.0/1.0 BA/NAA iceren besi ortaminda
Sirena genotipinin hipokotil eksplantindan elde edilmistir (% 100). En yiiksek oranda kok
olusturma oran1 % 0.1 BA + %1.0 NAA, % 0.1 BA + %1.5 NAA iceren besi ortamlarindan
elde edilmistir. Denemede kullanilan her 2 genotip ve eksplant kaynagindan siirgiin
regenerasyonu elde edilmistir. % 1.0/0.1 ve % 1.5/1.0 BA/NAA igeren ortamlar disinda ele
alman tiim ortamlarda siirgiin olusumu goézlenmistir. En yiiksek oranda siirgiin olusturma
oran1 Sirena genotipinin hipokotil eksplantinda % 0.1/1.5 BA/NAA igeren ortamda
olmustur (% 63.33). En yiiksek siirgiin olusturma oranmi 16 farkli hormon konsantrasyonu
icersinden % 0.1/1.5 BA/NAA iceren ortamdan elde edilmistir (% 30.8). Bitkicik
olusturma oranlar1 goéz Oniine alindiginda 2 genotipin 2 eksplant kaynaginda da bitkicik
olusumu gozlenmistir. En yiiksek bitkicik olusturma orani Pactol genotipinin hipokotil
eksplantlarinda % 0.1/0.1 BA/NAA igeren besi ortamindan elde edilmistir (% 53.3).
Hormon konsantrasyonlarimin bitkicik olusturma orani iizerine etkileri incelendiginde en
yiikksek bitkicik olusturma oram1 % 0.1 BA/NAA, % 0.1/1.5 BA/NAA igeren besi
ortamlarindan elde edilmistir (% 17.5-18.3). Arastirma sonuclarina gore, Sirena
genotipinin hipokotil eksplantlarindan en yiiksek oranda organogenesis elde edilirken,
Pactol genotipinin hipokotil eksplantlarindan ise en yiiksek bitkicik olusumu saglanmistir.
Uclii interaksiyon analizi sonuglarma gore hipokotil eksplant kaynag bitki regenerasyonu
calismalarinda genellikle kotiledon eksplant kaynagindan daha yiiksek performans
gostermistir. Sonuc¢ olarak ele alinacak genotiplerin farkli eksplant kaynaklar
kullanildiginda farkli % BA/NAA oranlarinin farkli oranlarda kallus, kok ve siirgiin
olusturmasi nedeni ile ileride yapilacak ¢alismalarin amacina gore ele alinan genotiplere ve
eksplantlarina bagli olarak besi ortamina ilave edilecek hormon konsantrasyonlarinin
dikkatli bir bigcimde belirlenmesi gerekmektedir.

Anitha ve ark. (2011) aycicegi iizerine yaptiklar1 in vitro calismalarda ele aldiklar1 5

farkli genotipe ait 3 farkli eksplant kaynaginin (hipokotil, kotiledon ve primordial
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yapraklar) farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda biiyiime diizenleyicileri iceren MS
ortamlarinda kallus indiiksiyonu ve bitki regenerasyonu degerlerini karsilastirdiklarinda,
bu tez calismasinin bulgularina benzer sekilde, en yiiksek oranda bitki regenerasyonunu
% 0.05 BA (%97.7) ve % 0.1 BA ve % 0.1 NAA (% 92) ilave edilmis MS ortaminda
hipokotil eksplantinda gozlemlemislerdir. Bu calisma sonucunda da parelel sekilde %
0.1 BA ve % 0.1 NAA ilave edilmis MS ortaminda en yiiksek oranda bitki

regenerasyonu Pactol genotipinin hipokotil eksplantinda gozlenmistir (% 53.33).
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Cizelge 4.15. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, eksplant kaynagi ve BA/NAA
konsantrasyonlarinin kallus, kok, siirgiin ve bitkicik olusturma orani iizerine etkileri
(Veriler 4. hafta yapilan gézlemlerden alinmustir)

Kallus Kok Siirgiin Bitkicik
H. K. Genotip Eksplant Kallus O. g g Kok O. g g Siirgiin O. g g Bitkicik g g
(BA/NAA) 0. (Skor) ort. 0. (%) ort. 0. (%) ot | 0°0-® | o
(Skor) (%) (%) (%)
Pactol |_Hipokotil | 2.00no 0.001 333 I 53332
Kotiledon 4.00 a 0.00 1 0.00 1 20 c-e
0.1/0.1 Sirena | Hipokofil | 2.17 ko 273 0.001 3.001¢ 0.00 1 250 b-d 0h 18.33a
Kotiledon 2.73 e 20.00 1-1 6.67 g-1 0h
Pactol Hipokotil 2.07 m-o 70.00 b-e 6.67 g1 20 c-e
Kotiledon 4.00 a 0.001 24.17 0.001 1333 e-g
0.10.5 Sirena | _Hipokotil | 287 c-g 297d 0.001 de 6.67 g1 10.00b 0h 8.33b
Kotiledon 2.93 cf 13.33 j-1 26.67 c-e 0h
Pactol Hipokotil 2.50 h-k 86.67 a-c 333 30 be
Kotiledon 4.00 a 13.33 j-1 6.67 g-1 6.67 f-h
0.171.0 Sirena | _Hipokotil | 2.03 c-f 35be 5w | O Tieeren | S 0h 9176
Kotiledon 320 ¢ 13.33 j-1 6.67 g-1 0h
Pactol Hipokotil 2.60 f-j 66.67 b-f 6.67 g1 2333 c-e
Kotiledon 4.00a 0.001 0.001 40b
0.11.5 Sirena |_Hipokotil | 2.90 c-f 32 00w | 178 [ 6353a 3083a 0h 17.50a
Kotiledon | 3.67 ab 40.00 £ 53.33 ab 6.67 fh
Hipokotil 21 1o 0.001 333 ht 0h
Pactol o otiledon 400a 0.001 0.001 1333 g
0.5/0.1 Sirena | _Hipokotil | 2.03 no 302cd 0.001 0838 0.001 083ed —gerar | 0P
Kotiledon 3.93 ab 0.00 1 0.00 1 0h
Pacto | _Hipokotil | 2.30jn 0.001 10 f1 3.33 gh
Kotiledon 400 0.001 1750 0.001 0h
0.5/0.5 si Hipokotil | 270e1 | > % [T66.67bF ef B33d7 | OB [T 9-17b
rend - TKotiledon | 3.93 ab 0.00 1 0.00 1 26.67 cd
Pactol Hipokotil 3.10 cd 60.00 c-g 0.001 0Oh
Kotiledon 400 233301 | 31.67 0.001 0h
0.5/1.0 Si Hipokotil | 2.3 jn 3348 333 eq b-d %667ce | 7% 333 0:00¢
'rend  MKotiledon | 3.3 ab 0.00 1 0.001 0h
Ppactol | _Hipokotil | 250 hk 70.00 be 0.001 0h
Kotiledon 400a 0.001 32.50 0.001 0h
0.51.5 Si Hipokotil | 2.30jn 320ab e 00cs | b-d 333 | 230 0h 0.00¢
rend  MKotiledon 4.00 a 0.001 0.001 0h
Hipokotil 143 p 10.00 k1 0.001 0h
Pactol 30 tiledon 3.60 b 0.00 1 0.001 0h
1.0/0.1 s Hipokotil 150 p 2370 oo | 2% o000, 000d  —mr g 000¢
rend  MKotiledon | 293 cf 0.00 1 0.001 0h
Ppacto | _Hipokotil | 280 d-h 26.67 bl 0.001 0h
Kotiledon 400 0.001 2333 0.001 0h
105 Si Hipokotil 200m0 | S8 [Tes670T de B3seq | 230 333 0.00¢
'rend  MKotiledon | 3.3 ab 0.00 1 0.001 0h
Pactol Hipokotil 2.70 e 60.00 c-g 0.001 0Oh
Kotiledon 400a 0.001 40.00 0.001 0h
1070 Si Hipokotil 1870 314be M 0000a ac 40 be 10.00b 333 gh 0.00¢
rend  MKotiledon 4.00 a 0.00 1 0.001 0h
Pactor | _Hipokotil 243 11 50.00 d-h 333 ht 0h
Kotiledon 4.00 a 0.001 22.50 0.001 0Oh
LOLS Si Hipokotil 2.60 £ 325ab 0015 de 20eg 383bd 0h 0.00¢
rend  MKotiledon 4.00 2 0.00 1 0.001 0h
Pactol |_Hipokotil | 2.80d-h 86.67 ac 333 ht 0h
Kotiledon 4.00 a 13.33 j-1 43.33 0.001 0Oh
1501 Si Hipokotil | 227jm | >'8%¢ [7333ad ab 3667cd | 000P 333 gh 0.00¢
'rend  MKotiledon | 3.67 ab 0.00 1 0.001 0h
Ppactol |_Hipokotil | 3.00c-c 0.001 0.001 0h
Kotiledon 4.00 a 0.001 16.67 0.001 0h
15105 Si Hipokotil 2.00 no 325ab e T b ef B333dr | 80 0h 0.00¢
rend  MKotiledon 4.00 2 0.00 1 0.001 0h
Pactol |_Hipokotil | 2.80d-h 20.00 1-1 0.001 0h
Kotiledon 4.00 a 0.001 15.00 0.001 0h
15/1.0 Si Hipokotil | 240:tm | 0% [Z0.0065 ef 0.00 1 0.00d 0h 0.00¢
rend  MKotiledon 4.00 a 0.00 1 0.001 0h
Pacto] |_Hipokotil | 253 c: 7333 ad 0.001 0h
Kotiledon 4.00 a 0.001 27.50 0.00 1 0h
1515 Si Hipokotil 2110 3A5be 30767 e ce T6.67cn | +170d 0h 0.00¢
irena - MK otiledon 4002 0.00 1 0.00 1 0h

H.K. : Hormon Konsantrasyonu, Ort. : Ortalama, O.O. : Olusturma Orani
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4.5. Aycicegi Bitkisinde Farkhi Genotip, Eksplant Kaynagi ve Cimlendirme
Siirelerinin /n Vitro Regenerasyon Degerleri Uzerine Etkisi

Aycicegi bitkisinde, 2 farkli genotip, 5 farkli ¢cimlendirme siiresi ve 2 farkli eksplant
kaynagimin kallus ve kok olusturma oranina iligkin varyans analiz degerleri Cizelge
4.16.’da verilmistir. Varyans analizi sonuclarina gore, genotip, genotip x eksplant,
genotip x ¢imlendirme siiresi interaksiyonu ve genotip x eksplant x ¢cimlendirme siiresi
interaksiyonu kallus olusturma oran1 yoniinden % 5 olasilik diizeyinde istatistiki olarak
onemli bulunurken, diger ele aliman tiim varyasyon kaynagi uygulamalarinda % 1
olasilik diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar elde edilmistir. Kok olusturma
oran1 yOniinden eksplant x ¢imlendirme siiresi interaksiyonu % 1 olasilik diizeyinde
istatistiki olarak énemli bulunurken, ¢imlendirme siiresi, genotip x ¢imlendirme siiresi,
genotip x ¢imlendirme siiresi x eksplant % 1 olasilik diizeyinde istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Kok olusturma oran1 yoniinden genotip x eksplant ve genotip x

eksplant interaksiyonu istatistiki olarak énemli bulunmamistir.

Cizelge 4.16. Aycicegi bitkisinde genotip, ¢cimlendirme siiresi ve eksplant kaynaginin
kallus ve kok olusturma oranina etkisine ait verilerin varyans analizi degerleri (Veriler
4. hafta yapilan gozlemlerden alinmistir)

Varyasyon Kaynagi S. D. Kallus O. O. (K.O.) Kok 0.0. (K.O)
Genotip (G) 1 120.4%* 481.7
Eksplant (E) 1 15360.0%* 1.7

Cimlendirme Siiresi (CS) 4 136.1%* 1433.3*
(G) x (E) 1 50.4* 15.0
(G)x(CS) 4 37.9* 1331.7*
(E) x (CS) 4 119.6%* 2426.7**
(G) x (E) x(CS) 4 110.6* 298.3*
Hata 40 17.1 471.7
Toplam 59
CV (%) 0.8 12.4

* *#%: Sirasiyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak 6nemlidir. S. D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, O.0.: Olusturma Orani
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Cizelge 4.17. Aycicegi bitkisinde genotip, ¢cimlendirme siiresi ve eksplant kaynaginin
kallus ve kok olusturma orani iizerine etkileri (Veriler 4. hafta yapilan gézlemlerden
alinmistir)

Kallus O. O. Kok O. O.
imlendirme . Kallus O. O. imlendirme " imlendirme
gﬁresi (Giin) Genotip Eksplant (%) (;Siiresi Ort. Kok 0. 0. (%) CSiiresi Ort.
(%) (%)
Si Kotiledon 5833 e 13.33 ce
. irena Hipokotil 100.00 a 70 19 be 60.00 ab 45004
Pactol Kotiledon 66.67d 26.67 b-e
Hipokotil 91.67 bc 80.00 a
Si Kotiledon 56.67 e 46.67 a-c
3 irena Hipokotil 98.33 ab 7771 e 3333 be 26671
Pactol Kotiledon 59.17e : 13.33 ce :
ac Hipokotil 96.67 ab 13.33 ce
s | Bl |55 0
ipoKotil .00 ¢ .67 b-e
3 Pactol Kolt)iledon 6833d 8042 be 40.00 b-d 2917 ab
acto Hipokotil 100.00 a 20.00 c¢
Sirena Kotiledon 5833 e 6.67 de
” Hipokotil 100.00 a 3208 b 0.00 e 1833
Pactol Kotiledon 70.00 d 46.67 a-c
Hipokotil 100.00 a 20.00 c-e
Sirena Kotiledon 72.50d 30.00 b-e
9 Hipokotil 100.00 a 36.46 a 0.00 e 1833 b
Pactol Kotiledon 73.33d 23.33 c-e
Hipokotil 100.00 a 20.00 c-e

Ort. : Ortalama, O.0. : Olusturma Oran

Cizelge 4.17. incelendiginde hipokotil eksplantlarindan kallus olusturma oram kotiledon
eksplantlarinin kallus olusturma oranlarindan daha yiiksek olmustur. Tiim ¢imlendirme
siirelerinde kallus olusumu goriilmekle beraber (% 56.67-100) en yiiksek kallus
olusturma orant 9 giinliikk ¢imlenmis tohumlardan elde edilen eksplant kaynaklarindan
saglanmistir (% 86.46). En yiiksek kok olusturma orami 1 giinliik cimlenmis
tohumlardan elde edilmistir (% 45). En yiiksek kok olusturma orani1 Pactol genotipinin 1
giinlik cimlenmis tohumlarindan elde edilen hipokotil eksplant kaynaginda
gbzlemlenirken (% 80), Sirena genotipinin 7 ve 9 giinliik ¢cimlenmis tohumlarindan elde

edilen hipokotil eksplantlarinda koklenme olmamistir.
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Cizelge 4.18. Aycicegi bitkisinde genotip, ¢cimlendirme siiresi ve eksplant kaynaginin
siirglin, embriyo benzer yap1 ve bitkicik olusturma oranlarina etkisine ait verilerin
ortalama tablosu (Veriler 4. hafta yapilan gozlemlerden alinmistir)

C.s. . Siirgiin 0. 0. (%) £8. H. Eby 0.0. (%) = S.H. Bitkicik 0.0. (%) = S.H.
(Giin) | Genetip | Eksplant =00 Tk | Ortz1.62 | Min. | Mak | Ort£0.78 | Min. | Mak | Ortz1.34

Sirena | Kotiledon |0 10 333 0 20 6.66 0 0 0
. Hipokotil | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pactol Kotiledon 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hipokotil | 0 0 0 0 20 6.66 0 0 0
Sirena Kotiledon 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 Hipokotil | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pactol | Kotiledon [0 80 26.66 0 0 0 0 60 20
actol MHipokotil | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sirena | Kotiledon |0 10 333 0 10 333 0 0 0

s Hipokotil | 0 10 333 0 20 6.66 0 20 6.66
Pactol Kotiledon 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hipokotil | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Si Kotiledon 0 0 0 0 0 0 0 0 0

. rena  Hipokotil | 0 20 6.66 0 0 0 0 10 333
Pactol Kotiledon 0 0 0 0 10 3.33 0 0 0

Hipokotil | 0 40 13.33 0 20 6.66 0 40 13.33
Sirena Kotiledon 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 Hipokotil | 0 20 6.66 0 0 0 0 20 6.66
Pactol Kotiledon 0 0 0 0 0 0 0 0 0

actol MHipokotil | 0 20 6.66 0 20 6.66 0 20 6.66

C.S.: Cimlendirme Siiresi, Ort.:Ortalama, O.0.: Olusturma Orani, S.H.: Standart Hata, Min.: Minimum,
Mak.: Maksimum, Eby: Embriyo benzer yap1

Cizelge 4.18. incelendiginde tiim c¢imlendirme siirelerinde siirgiin olusumu (% 3.33-
26.6) gozlenmekle beraber, en yiiksek oranda siirgiin olusumu 3 giinliilk ¢imlendirme
siiresinde Pactol genotipinin kotiledon eksplantindan elde edilmistir (% 26.66). Embriyo
benzeri yapilar 3 giinlilk c¢imlendirme siiresi disinda ele aliman tim c¢imlendirme
siirelerinde gozlenmistir (% 3.33-6.66). En yiiksek oranda eby olusumu, Pactol
genotipinde 1 giinliikk cimlendirme siiresi disindaki tiim c¢imlendirme siirelerinde
cimlendirilmis tohumlardan saglanan hipokotil eksplantlarindan elde edilirken, Sirena
genotipinde, 1 giinliik ¢imlendirme siiresinde ¢imlendirilmis tohumlardan saglanan
kotiledon eksplantlarindan ve 5 giinlik ¢imlendirme siiresinde ¢imlendirilmis
tohumlardan saglanan hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir (% 6.66). Bitkicik
olusumu 1 giinliik cimlendirme siiresi diginda ele alinan tiim ¢imlendirme siirelerinde
gozlenmekle beraber (% 3.33-20), en yiiksek oranda bitkicik olusumu Pactol
genotipinin 3 giinliikk ¢cimlenmis tohumlarindan saglanan kotiledon eksplantlarindan elde
edilmistir (% 20).

Aurori (2011), aycicegi bitkisinde ¢imlenmeden 1-6 giin sonra tohumlarin embriyonik
eksenleri ve kotiledon parcalarim1 2 farkli kiiltiir ortaminda inkiibe etmis ve 2 giinliik

cimlenmis tohumlardan sagladigi kotiledonlarin en yiiksek siirgiin regenerasyon
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yetenegini gosterdigini belirlemistir (% 20-30). Benzer sekilde bizim yaptigimiz
calismada da en yiiksek siirgiin regenerasyonu kotiledon eksplant kaynaginin 3 giinliik

cimlenmis tohumlarindan saglanmistir (% 20).

4.6. Aycicegi Bitkisinde Farkh Genotip, Eksplant Kaynagi ve Aydmlanma
Kosullarimin I Vitro Regenerasyon Degerleri Uzerine Etkisi

Arastirmada incelenen 6zelliklerden kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olusturma oranlarina
ait varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.19°da verilmistir. Cizelge 4.19 incelendiginde,
varyans analizi sonucglarina gore, kallus ve bitkicik olusturma oranlarinda ele alinan tiim
varyasyon kaynaklar1 % 1 olasilik diizeyinde onemli bulunmustur. Siirgiin olusturma
oraninda eksplant kaynag istatistiki olarak Onemsiz olmustur. Genotip x eksplant
interaksiyonu istatistiki olarak % 5 olasilik diizeyinde onemli ve ele alinan diger
varyasyon kaynaklar1 % 1 olasilik diizeyinde 6nemli olmustur. Kok olusturma oraninda
genotip x eksplant x aydinlanma kosulu interaksiyonu istatistiki olarak % 5 olasilik
diizeyinde 6nemli olurken, diger varyasyon kaynaklar istatistiki olarak % 1 olasilik

diizeyinde 6nemli olmustur.

Cizelge 4.19. Aycicegi bitkisinde genotip, eksplant kaynagi ve aydinlanma kosulunun
kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olusturma oranina etkisine ait verilerin varyans analizi
degerleri (Veriler 8. hafta yapilan gdzlemlerden alinmigtir)

Varyasyon Kaynag S.D. Iéal(ll‘;s(?) S“rggf(‘)g‘o' Kok 0.0. (K.0.) B“‘Z}gl(‘).())'o‘
Genotip (G) 1 0.07%* 168.75%* 1302.083** 468.75%*
Eksplant (E) 1 17.76%% 2.08 23852.08%* 918.75%*

Aydinlanma Kosulu (A) 3 0.09%* 40.97%* 1690.97** 318.75%+
(G) x(E) 1 0.07%* 18.75% 352.08** 468.75%*
(G) x (A) 1 0.19%* 2431%% 67431+ 157.64%
(E)x (A) 3 0.09%* 113.19%* 457.64%% 318.75%*
(G) x (E) x (A) 3 0.19%* 74315 90.97* 157.64%
Hata 32 0.007 4.68 2343 5.2
Toplam 47
CV (%) 5.1 14.13 22 9.22

* *%: Swrastyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak onemlidir. S. D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, O.0.: Olusturma Oramn
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Cizelge 4.20. Aycicegi bitkisinde genotip, eksplant kaynagi ve aydinlanma kosulunun
kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olusturma oram iizerine etkileri (Veriler 8. hafta yapilan
gozlemlerden alinmistir)

S00 K.0.0. B. 0.0.
Aydinlanma ) KL. | KLOO. | ¢4 | AK | K.00.| AK | B.0O.| AK.
Kosullart Genotip Eksplant 0.0. AKOrt
(C.OUEIO) sron | ‘tkon (%) ort. (%) ort. (%) ort.
o (%) (%) (%)
) Kotiledon 2.13¢ 0.00 ¢ 30.0d 0.00d
Sirena I okotil | 4.00a 0.00 ¢ 933a 0.00 d
- 3.28 : 333 - 45.83 ¢ . 0
Isik/Karaniik pacto) | Kotiledon | 3000 ¢ ["oooc " o0g % o004 ¢
290 " Hipokotil | 4.00a 1333a 60.0 b 0.00 d
Sirena Kotiledon 2.90 be 0.00 ¢ 26.7 de 0.00d
Hipokotil | 4.00a 0.00 ¢ 66.7b 0.00d
InildIsik pacto) | Kotiledon | 2574 3378 h00¢ 0% 500a ] Y% [Too0d Oc
290 " Hipokotil | 4.00a 0.00 ¢ 66.7b 0.00 d
. Kotiledon 2.83 ¢ 3.33bc 33¢g 3.33 cd
Sirena I okotil | 4.00a 0.00 ¢ 50.0 ¢ 0.00 d
: 3.43 ab : 417 - 21.67 - 75b
Karanhk/Isik pacto) | Kotiledon | 2.87be @ 1333a T ¢ 26670
20 " Hipokotil | 4.00a 0.00 ¢ 26.7 de 0.00d
) Kotiledon 2.97 be 0.00 ¢ 16.7 f 6.67 ¢
Sirena I okotil | 4.00a 0.00 ¢ 66.7b 0.00 d
- 349 : 333 - 40.83b - 10
Karanlik/Karanlik pacto) | Kotiledon | 3000  [To00c & 7 200ef 3333a a
2 I Hipokotil | 4.00a 6.67b 60.0 b 0.00d

KL.0.0.: Kallus Olusturma Orani, S.0.0.:Siirgiin Olusturma Orani, K.0.0.: Kok Olusturma Orant,
B.0.0.: Bitkicik Olusturma Orani, Ort.:Ortalama, C.O.: Cimlendirme Ortami, EiO: Embriyo Indﬁksiyon
Ortam1 A.K. : Aydinlanma Kosulu

Farkli aydinlama siiresi x genotip x eksplant interaksiyonu degerlerinin kallus (skor),
siirgiin (%), kok (%) ve bitkicik olusturma (%) verilerinin yer aldig1 Cizelge 4.20° ye
gore en yiiksek kallus ve bitkicik olugturma oranlarinin elde edildigi (3.49 skor-% 10)
aydinlanma kosulu karanlik/karanlik olurken, en yiiksek kok olusturma oraninin elde
edildigi aydinlanma kosulu 1sik/karanlik ve 1sik/isik olmustur. Siirgiin olusumu ise
151k/151k aydinlanma kosulu disindaki ele alinan tiim uygulamalarda aym istatistiksel
gruba giren degerleri almistir (% 3.33-4.17). Ele alinan tiim uygulamalarda kallus
olusumu goézlenmekle beraber (2.13-4 skor), en yiiksek kallus olusturma orani tiim
aydmlanma kosullarinda her 2 genotipin yalnizca hipokotil eksplantlarindan elde
edilmistir (4 skor). En yiiksek siirgiin olusturma orami Pactol genotipinin hipokotil
eksplant kaynagindan 1sik/karanlik aydinlanma kosulunda, kotiledon eksplant
kaynagindan karanlik/isik aydinlanma kosulunda elde edilmistir (% 13.33). En yiiksek
kok olusturma orani Sirena genotipinin hipokotil eksplantinin 1s1ik/karanlik aydinlanma
kosulunda elde edilirken (% 93.33), yine ayn1 aydinlanma kosulunda Pactol genotipinin
kotiledon eksplant kaynagi hi¢ kok olusturmamistir. Bitkicik olusumu her 2 genotipin
de sadece kotiledon eksplant kaynaklarindan karanlik/isitk ve karanlik/karanlik

aydinlanma kosullarinda elde edilirken, en yiiksek bitkicik olusturma orani Pactol
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genotipinin kotiledon eksplant kaynagindan karanlik/karanlik kosullardan elde
edilmistir (% 33.33).

Fiore ve ark. (1997), bizim yapmis oldugumuz caligma sonuglarina paralel olarak,
aycicegi bitkisinde somatik embriyogenesis araciligiyla bitki regenerasyonunu karanlik
kosullarda ¢imlendirdikleri tohumlardan aldiklar1 kotiledon eksplant kaynaklarini yine
karanlik kosullarda EiO besi ortamlarinda inkiibe ettikleri uygulamadan saglamislardir.
Bu calismada 4 farkli aycicegi genotipi kullanmislardir ve elde ettikleri somatik

embriyogenesis oran1 genotipe bagl olarak % 33-72 arasinda degismistir.

4.7. Aycicegi Bitkisinde Farklh Genotip, Kotiledon Eksplantlarina Uygulanan
Mekanik Zedeleme ve Kotiledon Eksplantlarimmn EiO’ya Birakilma Seklinin /n
Vitro Regenerasyon Degerleri Uzerine Etkisi

Arastirmada incelenen 6zelliklerden kallus, siirgiin ve kok olusturma oranlarina ait
varyans analiz sonuclar Cizelge 4.21°de verilmistir. Cizelge 4.21 incelendiginde, kallus
olusturma oraninda genotip istatistiki olarak % 5 olasilik diizeyinde 6nemli bulunurken,
diger varyasyon kaynaklan istatistiki olarak % 1 olasilik diizeyinde 6nemli olmustur.
Siirgiin ve kok olusturma oraninda ise ele alinan tiim varyasyon kaynaklar istatistiki

olarak % 1 olasilik diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.21. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, kotiledon eksplantlarina uygulanan
mekanik zedeleme ve kotiledon eksplantlarinin EIO’ya birakilma sekillerinin kallus,
siirgiin ve kok olusturma oranlarina etkisine ait verilerin varyans analizi degerleri
(Veriler 4. hafta yapilan gézlemlerden alinmustir)

Vﬁg’;"r‘l?g"l“ S.D. | Kallus O.O. (K.O.) Siirgiin 0. O. (K.O.) Kok 0. 0. (K.O.)
Genotip (G) 1 0.06* 16.67% 204,17+
Zedeleme (Z) 3 2.24%% 66.67+* 248.61%
G x(Z) 3 0.07%* 16.67% 193. 1%+
Hata 16 0.009 1.04 5.2
Toplam 23
V(%) 14 15 5

* *%: Sirastyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak onemlidir. S. D. : Serbestlik derecesi,
CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, O.0.: Olusturma Oramn
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Cizelge 4.22. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, kotiledon eksplantlarina uygulanan
mekanik zedeleme ve kotiledon eksplantlarinin EIO’ya birakilma sekillerinin kallus,
siirglin ve kok olusturma orani {izerine etkileri (Veriler 4. hafta yapilan gozlemlerden
alinmistir)

Genotip | Kl 0| GES" | ol0r | Mezom | oK% | Mz on
ort. (Skor) | (%) (%) (%)
e e P = T
Tes T30 ] ¢ [oooe ] b iggome | 8¢
Diiz Zedeli glarcet;’; i‘.gg S 2.13b (3):33 E 0.00 b 12:23 EC 5.00d
Ters Zedeli gicet;’; 514212 Z 230a 8:83 < 0.00 b 13%?0001?: 20002

M. Z. : Mekanik Zedeleme, Ort. :Ortalama, O. O. : Olusturma Orani

Farkli mekanik zedeleme uygulama degerlerinin kallus (skor), siirgiin (%) ve kok (%)
olusturma oranina etkisine ait verilerinin yer aldig1 Cizelge 4.22’ye gore kallus ve kok
olusturma oran1 bakimindan kotiledon eksplantlarinin zedelenerek embriyo indiiksiyon
besi ortamina ters sekilde birakildigi uygulama en yiiksek degerleri verirken (2.3 skor,
% 20), siirgiin olusumu sadece mekanik zedelemenin olmadigi ve kotiledon
eksplantlarinin embriyo indiiksiyon besi ortamina diiz sekilde birakildig1 uygulamadan
elde edilmistir (% 6.67). Kallus olusumu tiim uygulamalardan elde edilirken (1.13-2.3
skor), en yiiksek kallus olusturma orani Sirena genotipinin kotiledon eksplantlarinin
embriyo indiiksiyon ortamina zedelenerek ters sekilde birakildigi uygulamadan elde
edilmistir (2.3 skor). Siirgiin olusumu ise sadece Pactol genotipinde kotiledon
eksplantlarinin zedelenerek ve zedelenmeden diiz sekilde embriyo indiiksiyon ortamina
birakildigi uygulamalardan elde edilmistir (% 3.33-10.00). En yiiksek kok olusturma
oran1 Sirena genotipinin kotiledon eksplantlarinin zedelenerek ters sekilde embriyo
indiiksiyon ortamina birakildigi uygulamadan elde edilirken (% 30.00), Pactol
genotipinin kotiledon eksplantlarinin ters sekilde embriyo indiiksiyon ortamina
birakildig1 uygulamada kok olusmamustir.

Fide yas1, enlemesine kesilen kotiledon eksplantinin {ist ve alt parcasi, 151k ve yaralama
muamelelerinin havug bitkisinde somatik embriyogenez {izerine etkisini arastiran
Dagiistii ve ark. (1998) ele alinan faktorler arasinda istatistiki olarak onemli farklhiliklar
bulmustur. Zedelenmis dokulardan

somatik embriyo ve kallus olusumunun

calismamizda oldugu gibi zedelenmis dokularda zedelenmemis dokulara nazaran daha
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fazla oldugunu bulmuslardir. Kotiledon eksplantinin yaralanmasi kallus iiretimi
izerinde bariz bir etki yapmistir. Yeoman ve Forche (1976) yaralamanin ortama ilave
edilen uyaricilarin eksplant tarafindan alimma yardimci oldugunu savunmaktadir.
Bununla beraber yaralama, yarali bolgenin etrafinda bulunan hiicrelerin embriyogenik

tepkisinide uyarabilir.

4.8. Aycicegi Bitkisinde Farkh Genotip, Eksplant Kaynag: ve EiO Bazal
Ortamlarimin I Vitro Regenerasyon Degerleri Uzerine Etkisi

Arastirmada incelenen 6zelliklerden kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olusturma oranlarina
ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.23’te verilmistir. Cizelge 4.23 incelendiginde,
kallus olusturma oraninda genotip istatistiki olarak ©nemsiz bulunurken, diger
varyasyon kaynaklar istatistiki olarak % 1 olasilik diizeyinde 6nemli olmustur. Siirgiin
olusturma oranlarinda eksplant kaynag istatistiki olarak % 5, genotip, besi ortami ve
besi ortam1 x genotip interaksiyonlar da istatistiki olarak % 1 olasilik diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Diger varyasyon kaynaklar1 ise istatistiki olarak onemsiz bulunmustur.
Kok olusturma oraninda tiim varyasyon kaynaklar istatistiki olarak % 1 olasilik
diizeyinde Onemli bulunmustur. Bitkicik olusturma orami degerlerinde ise genotip x
ortam interaksiyonu istatistiki olarak % 5 olasilik diizeyinde 6nemli bulunurken, genotip
ve ortam istatistiki olarak % 1 olasilik diizeyinde énemli bulunmustur. Diger varyasyon

kaynaklar ise istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.23. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, eksplant kaynag ve EIO bazal
ortamlarinin kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olusturma oranlarina etkisine ait verilerin
varyans analizi degerleri (Veriler 4. hafta yapilan gozlemlerden alinmistir)

Varyasyon Kallus O. O. Siirgiin O. O. " Bitkicik O. O.
Koyna S.D. (K. 0.) X 0) Kok 0.0.(K.0.) (K. 0.)
Genotip (G) 1 0 375%* 843.75%* 806.67**
Eksplant (E) 1 26.67%* 135% 6510.42%* 106.67
Ortam (EiO) 4 1.80%** 914.17** 6729.58%** 605.83%*
(G) x (E) 1 2. 4%% 15 220.42%* 106.67
(G) x (EiO) 4 1.31%* 137.5%* 272.92%* 135.83*
(E) x (Ei0) 4 0.5%%* 30.83 1439.58** 44.17
(G) x (E) x (Ei0) 4 0.61%** 77.5 224.58%** 715
Hata 40 0.02 33.33 15 41.66
Toplam 59
CV (%) 0.83 7.7 2.6 11.34

* #%: Sirastyla 0.05 ve 0.01 olasilik diizeylerinde istatistiki olarak 6nemlidir. EIO: Embriyo Indiiksiyon
Ortam, S. D. : Serbestlik derecesi, CV: Varyasyon Katsayisi, K.O.: Kareler Ortalamasi, O.0O.: Olugturma
Orani
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Cizelge 4.24. Aycicegi bitkisinde farkli genotip, eksplant kaynag ve EIO bazal
ortamlarinin kallus, siirgiin, kok ve bitkicik olusturma orani iizerine etkileri

KL S.0.0. K.0.0 .00
KL.O. | 0.0. EiO .EiO -
EiO | Genotip | Eksplant 0. EiO s.(g.;). Ort. K( ,‘7)')0' ort. B.(g.)o. glr?
(skor) Ort. ¢ (%) ¢ (%) ¢ %)
(skor) °
Pactol Kotiledon 3.00b 30.00 a 25 d-f 23.33 ab
Hipokotil 4.00 a . 30.00 a . 56.67 ¢ . 30.00 a 20.83
Mwo Sirena | _Kotiledon | 3.00b 3302 0000 | 22832 [3000d | 229% [T667bd | a
Hipokotil | 4.00a 2333 ab 100.00 a 13.33 be
Pactol Kotiledon 3.13b 20.00 be 0.00 j 20.00 a-c
Hipokotil | 4.00a 10.00 d-f 0.00 ] 13.33 be
A Sirena |_Kotiledon | 153¢ 37b =500 1 720 T000j 0.00e —00r | 8330
Hipokotil 4.00 a 0.00¢g 0.00 j 0.00 f
Pactol |Kotiledon | 2.00d 10.00 d-f 0.00 ] 333 cf
Hipokotil | 2.00d 16.67 b-d 333 4 10.00cf | 667
BS Si Kotiledon 2.10d 2.52¢ 20.00 be 14170 33373 417d 13.33 b-e bc
N3 M Hipokotil | 4.00a 10.00 d-f 10.00 ¢h 0.00 f
Pactol Kotiledon 2.20d 6.67 e-g 23.33 ef 333 ef
Hipokotil | 4.00a 333 fg 60.00 be 333 cf
0BO Si Kotiledon 2.10d 3100 3.33fg 3:33d 26.67 de 4333b 0.00 f 1.67¢
N3 Hipokotil | 4.00a 0.00 ¢ 63.33b 0.00
Pacto] |_Kotiledon | 3006 10.00 d-f 6.67 hi 13.33 be
Hipokotil 4.00a 6.67 e-g 20.00 f 6.67 d-f
ABO Si Kotiledon | 2.67c | >*% [M333ce | ¥33¢ 13335 | %€ [1000cr | 770
rena M Hipokotil | 4.00a 333 fg 23.33 ef 0.00 f

EiO: Embriyo 1ndiiksiy0n Ortami, KL.O.M.: Kallus Olugturma Orani, S.0.0.: Siirgiin Olusturma Orani,
K.0.0.: Kok Olusturma Orani, B.0.O.: Bitkicik Olusturma Orani, Ort.: Ortalama

Farkli bazal ortamlardan olusan embriyo indiiksiyon ortamlar1 x genotip x eksplant
interaksiyon degerlerinin kallus (skor), kdk (%), siirgiin (%) ve bitkicik olusturma (%)
verilerinin yer aldig1 Cizelge 4.24’e gore kallus olusturma orani bakimindan ABO ve
MWO en yiiksek kallus olusturma potansiyeline sahip olurken (4 skor), BS embriyo
indiiksiyon besi ortami en diisiik kallus olusturma potansiyeline sahip olmustur (2.52
skor). Ele alinan tiim uygulamalarda kallus olusumu gozlenirken (1.53-4 skor), en
yiikksek oranda kallus olusturma degerleri her 2 genotipin hipokotil eksplantlarindan
elde edilmistir.

Siirgiin, kok ve bitkicik olusturma oranlari agisindan en yiiksek degerler MWO’dan elde
edilirken (% 25.8-52.9-20.8), OBO’dan en diisiik oranda siirgiin ve bitkicik olusturma
degerleri elde edilmistir (% 3.33-1.67). A embriyo indiiksiyon besi ortaminda ise kok
olusumu gozlenmemistir.

En yiiksek oranda siirgiin ve bitkicik olusturma potansiyeli MWQO’da Pactol
genotipinden elde edilirken (% 30), yine ayn1 embriyo indiiksiyon besi ortaminda Sirena

genotipinden en yiiksek oranda kok olusturma potansiyeli elde edilmistir (% 100).
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En yiiksek siirgiin olusturma orani her 2 eksplant kaynagindan elde edilirken, en yiiksek
kok ve bitkicik olusturma orani yalnizca hipokotil eksplant kaynagindan elde edilmistir.
Shin ve ark. (2000), aycicegi bitkisinde 4 farkli bazal ortamin (Anderson, BS, MS,
WPM) 2 farkli eksplant tipinde (cimlenmis tohumlardan elde edilen meristematik doku,
primordiyal  yapraklar)  siirgiin  regenerasyonu  gelistirme  potansiyellerini
karsilastirmislardir. Hazirladiklar1 bazal ortamlara 2 uM BA, % 3 sukroz ve % 0.6 agar
ilave etmislerdir. Bizim calismamizdan farkli olarak, en yiiksek eksplant basina siirgiin
olusturma oranin1 MS bazal ortamindan (% 78) ve B5 bazal ortamindan (% 68) elde
etmislerdir. Bazal ortamlarda kullanilan hormon ve konsantrasyonlarinin, caligmalarda
kullanilan genotiplerin ve eksplant kaynaklarinin ayn1 olmamasi elde edilen sonuglarin

farkli olmasinin olasi nedenleri arasinda sayilabilir.
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5. SONUC

Bu arastirma, aycicegi bitkisinde bitki regenerasyonunu optimize edebilmek amaciyla
2010-2012 yillarinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Arastirma ve
Uygulama Merkezi deneme alanlar, Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii'ne ait sera
ile Tarla Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirli Laboratuvart ve bu laboratuvara ait
inkiibasyon odasinda yiiriitiilmiistiir.

Calismada materyal olarak 1 restorer, 2 hibrid ve 13 kendilenmis hat, aycicegi
genotiplerinin in vitro ¢imlendirilmis tohumlarindan saglanan eksplant kaynaklar ve
olgunlasmamis tohumlardan elde edilen olgunlasmamis embriyo eksplantlart
kullanilmastir.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar asagidaki sekilde dzetlenmistir.

e Aycicegi bitkisi tohumlarinda yiizey sterilizasyonu optimizasyonuyla ilgili
yapilan denemeler sonucunda tohum kabuklarn soyularak yapilan yiizey
sterilizasyonunun bulasma oranini azaltarak c¢imlenme oranim arttirdig
gozlenmistir.

e Farkli genotiplerden elde edilen farkli eksplant kaynaklarinin embriyo
indiiksiyon besi ortamlarinda gelisme siirelerinin kallus olusturma, somatik
embriyogenesis ve organogenesis elde etmede 6nemli bir etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir.

e Farkli genotiplerin olgunlasmamis tohumlarindan elde edilen olgunlasmamis
embriyo eksplantlarinin organogenesis ve somatik embriyogenesis olusturma
potansiyelinde genotipin 6nemli bir etkiye sahip oldugu saptanmustir.

e Farkli hormon konsantrasyonlarini iceren embriyo indiiksiyon ortamlarinin 2
hibrid aycice8i genotipinden saglanan hipokotil ve kotiledon eksplant
kaynaklarinda en yiiksek oranda bitki regenerasyonu % 0.1 BA/0.1 NAA ve %
0.1 BA/1.5 NAA hormon konsantrasyonlarimi iceren embriyo indiiksiyon
ortamlarindan saglanmistir.

e Farkli ¢cimlendirme siirelerinde ¢imlendirilmis 2 hibrid genotipten elde edilen
hipokotil ve kotiledon eksplant kaynaklarinda en yiiksek bitki regenerasyonu
degerlerini 3 giinliik ¢cimlendirilmis tohumlarin verdigi gozlenmistir.

e Iki hibrid aycicegi genotipinden saglanan hipokotil ve kotiledon eksplant

kaynaklarinda ¢imlendirme ve embriyo indiiksiyon besi ortamlarinda, karanlik
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uygulamasinin bitki regenerasyonu i¢in olumlu bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.

e ki hibrid aygicegi genotipinden saglanan kotiledon eksplantlarinin en iyi siirgiin
regenerasyonunu embriyo indiiksiyon besi ortamina diiz bir sekilde ve zedeleme
yapilmadan birakildiginda verdigi tespit edilmistir.

e Farklh bazal ortamlar1 iceren embriyo indiiksiyon besi ortamlarinda iki hibrid
aycicegi genotipinden saglanan kotiledon ve hipokotil eksplantlarinda en yiiksek
oranda bitki regenerasyonu degerlerini MWO’nin verdigi belirlenmistir.

Yiiriitillen bu ¢alismada, genotip ve eksplant tipinin etkili bir bitki regenerasyon sistemi
gelistirmede, en 6nemli faktor oldugu tespit edilmis ve etkili bir regenerasyon sistemi
gelistirmek i¢in genotip ve eksplant tipine bagli olarak optimizasyonun yapilmasi
gerektigi belirlenmistir.

Yapilan calismalarda in vitro sartlarda organogenesis aracilifiyla regenere olan
bitkicikler aklimatizasyon i¢in topraga aktarilmislardir. Saksilarda yetistirilen bitkilerde
tabla ve cicek iiretimi olmustur. Yiiriitilen bu c¢alismada, ayciceginde in vitro
regenerasyon yontemi ile tam bir bitki eldesi i¢in gecen siire yaklagik 12-13 hafta

olmustur.
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