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Bu aragtirmada on farkl: turunggil genotipinden elde edilen embriyonik kalluslarin in vitro’da
azaltilmis biyiime kosullarinda muhafazasi ve farkli muhafaza siirelerinde (30, 60, 90 giin) bu
kalluslardan siirgiin ve bitkicik elde etme olanaklar1 arastirilmistir. /n vitro muhafaza sonrasinda elde
edilen siirgiin ve bitkiciklerde molekiiler analizler gerceklestirilerek in vitro kosullarda muhafaza
sirasinda genetik yapilarinda bir degisim olup olmadigt belirlenmistir.

Embriyogenik kalluslar tam ¢igeklenmeden 2-8 hafta sonra kiiltiire alinan oviillerden elde
edilmislerdir. Tez c¢aligmasi kapsaminda kullanilan turunggil tiirlerine ait kallus olusum oranlari
degerlendirildiginde; 1. y1l denemelerinde, en fazla kallus olusum orami C. aurantium (% 52) ve P.
trifoliata (% 40) tiirlerinde gerceklesmistir. En diisiik kallus olusturma orant % 9 ile C. medica’da
gerceklesirken, C. ichangensis tirlinden kallus olusumu gézlenmemistir. II. yi1l denemelerinde I. yil
denemelerinde oldugu gibi en yiiksek kallus olusturma orami C. aurantium (% 52) tiriinden elde
edilmis, bunu % 40 kallus olusturma orami ile P. trifoliata (% 40) izlemistir. En disik kallus
olusturma orant % 5 ile C. medica’da gergeklesmistir. C. grandis tirinden kallus olusumu
gozlenmemistir.

Denemede yer alan genotiplerden elde edilen kalluslarin agirliklar1 degerlendirildiginde
birinci y1l denemelerinde en fazla kallus agirlik ortalamalart C. aurantium (0.,90 g) ve P. trifoliata
(0,85 g) tiirlerinde goriilmiistiir. Bu tiirlerin disindaki diger tiirler arasinda istatistiksel olarak farklilik
goriilmemistir. II. Y1l denemelerinde kallus agirliklari incelendiginde C. aurantium (0,55 g), P.
trifoliata (0.25 g) ve C. ichangensis (0,24 g) tiirlerinden en yiiksek kallus agirliklar: elde edilmistir.

Siirgiin ve bitkicige doniisiim oranlart bakimindan I. yil denemelerinde E. glauca ve P.
trifoliata'dan sirasiyla 30, 60, 90 giinliik kalluslardan %60 (3/5), %90,5 (19/21), %100 (10/10) E.
glauca'dan %75 (6/8), %100 (6/6), %91,7 (11/12) P. trifoliata 'dan siirglin ve bitkicik elde edilirken,
diger genotiplerden siirgiin ve bitkicik elde edilememistir. II. y1l denemelerinde E. glauca’dan
sirastyla 30, 60, 90 giinlik kalluslardan 25, 27, 9 siirgiin, P. trifoliata’dan 3, 3, 0 siirgiin, C.
reticulata’dan 3, 1, 0 siirgilin, C. ichangensis’ten 1, 0, 2 siirgiin elde edilmistir.

Calisma sonunda yapilan RAPD yontemi ile elde edilen bitkicik ve siirgiinlerin genetik
stabiliteleri saptanmis, ismine dogru olduklari ortaya konulmustur. Toplam 21 RAPD primeri
kullanilmig ve 8 primer istenilen amplifikasyonu vermedigi i¢in degerlendirilmeye alinmamustir.
Degerlendirilmeye alinan 13 primerden toplam 33 band elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Citrus, Embryogenik kallus, BAP, In vitro muhafaza, genetik kararlilik
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In this research, in vitro conservation in slow growth conditons of ovule-derived embryogenic
callus from ten different citrus species and possibilities of developing in to shoots and plantlets from
these calli at different conservation periods (30, 60, 90 days) is studied. After in vitro conservation
molecular analysis was performed on obtained shoot and plantlets, and determined genetic stability
during in vitro conservation conditions.

Embryogenic calli were obtained from ovule cultured 2-8 weeks after anthesis. Callus
formation ratio of citrus species used on the thesis were taken in to consideration; at the treatment of
first year; C. aurantium (% 52) and P. trifoliata (% 40) had the highest callus formation rate. While C.
medica (% 9) had the lowest callus formation rate, C. ichangensis had no callus formation. At the
treatment of second year; as the first year treatment, C. aurantium (% 52) and P. trifoliata (% 40) had
highest callus formation ratio, C. medica had the lowest callus formation rate (% 5), C. grandis had no
callus formation.

Callus weight of citrus species used on the thesis was taken in to consideration, at the first
year C. aurantium (0.90 g) and P. trifoliata (0.85 g) had the highest callus weight ratio. Other species
had no difference from viewpoint of callus weight as statistically. At the second year; C. aurantium
(0.55 g), P. trifoliata (0.25 g) and C. ichangensis (0.24 g) had the highest callus weight.

Viewpoint of development ratio in to shoot and plantlet, at the first year treatment; shoots and
plantlets were obtained from 30, 60, 90 daily calli of E. glauca as % 60 (3/5), %90.5 (19/21), % 100
(10/10) respectively and P. trifolita as % 75 (6/8), % 100 (6/6), % 97.7 (11/12) respectively. At the
second year treatment 25, 27, 9 shoots (E. glauca), 3, 3, 0 shoots (P. trifoliata), 3, 1, 0 shoots (C.
reticulata) and 1, 0, 2 shoots (C. ichangensis) were obtained form 30, 60, 90 daily calli respectively.

At the end of thesis, genetically stability of shoots and plantlets obtain from callus was
determined by RAPD makers and it was understood that recovery they was true to the type. Totally 21
RAPD primers were used, 8 primers couldn’t consdered to give unexpected amplification. Thirteen
primers which is considered gave totally 33 bands.

Key Words: Citrus, Embryogenic callus, BAP, in vitro conservation, genetic
stability
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KISALTMALAR

2,4-D
4-CPPU
BAP

bp

BP
BH3
cm

dk
DNA

EBA

EME

EtOH

GA;
kb

LN,
LMr

MB
ME
mg
ml
mM
MT
NAA

: 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid

: N-(2-chloro-4-pyridyl)- N’-phenylurea
: Benzylamino Purine

: baz c¢ifti

: Barba ve Patena

: Protoplast kiiltiirii ortami

: santi metre

: dakika

: Deoxyribonucleic acid

: EME + 0.44 AM 6-benzilaminopurine (BA) 0.04 AM 2,4 D

:Malt extract (500 mg.L") iceren Murashige & Tucker ortamu,
(Murashige & Tucker, 1969)

: Ethanol

: gram

: Giberillic Acid

: kilobaz

: S1v1 Nitrojen
: MS makro ve mikro, MT vitaminleri ve. amino acidleri ile 1.0 mg/L

kinetin ve NAA, 2.0 mg/L BAP and 50 g/L sakaroz igeren ortam
: Molar
: 1 mg/L benzylaminopurine (BAP) iceren MS-B5 basal medium
: Malt Extract
: miligram
: mililitre
: milimolar
: Murashige ve Tucker (1969)

: Naphthalene acetic acid
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ng : nanogram

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)
RAPD : Randomly Amplified Polymorfic DNA

rpm : revolutions per minute

SSR : Simple Sequence Repeat

Taq : Thermus aquaticus

uv : Ultra Violet

°C : santigrad derece

pM : mikromolar
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1. GIRIS

1.1. Genetik Kaynaklarin Onemi

Cesitlilik, biyolojik sistemlerin en temel 6zelliklerinden biridir. Biyolojik
cesitlilik, toplumlarin ekolojik, ekonomik, Kkiiltiirel ve manevi zenginlikleri ve
gecmisleriyle baglantisidir. Biiylik 6nem tasimalarina ragmen, dogal ekosistemler
artan niifus ve dogal kaynak tiikketim hizinin etkisiyle zarar gérmekte, biyolojik ve
genetik cesitlilik ¢ok biiylik bir hizla azalmaktadir (Anonim, 2003). Yasama alanini
giderek genisleten insanin faaliyetleri sonucunda, biiylik bir kismi heniiz hig
taninmayan, bilinmeyen canli tiirleri hizla kaybolmaktadir. Bazi bilim adamlari
yeryliiziiniin canli tiirleri bakimindan hizla fakirlesmesinin dogurabilecegi sonuglarin
niikleer bir savasin etkilerine yakin olabilecegini 6ne siirerek diinya ¢apinda tedbirler
alinmas1 gerektigine dikkati ¢ekmislerdir. Yeryiiziindeki canli tiirleri sayisindaki
azalmanin yol acgabilecegi tehlikelere karsi diinyayr uyaran bilim adamlarina gore,
cagdas insanin sebep oldugu tiir katliami, yakin jeolojik devirlerde gozlenen tiir
kayiplarindan 400 kat daha hizlidir ve belki de en az son 65 milyon yildir bu boyutta
bir tiir ¢esitliligi kayb1 goriilmemistir (Kence, 2005).

Biyolojik ¢esitlilik, canlilarin gegirdikleri milyonlarca yillik evrim sirasinda
karsilastiklar1 sorunlara bulduklari ¢6ziimlerin, kazandiklar1 deneyimlerin gen
denilen mesajlar olarak kodlandig1 biiyiik bir bilgi birikimine, biiylik bir organik
kiittiphaneye benzetilebilir. Biyolojik cesitlilik, bir tiirii meydana getiren bireyler
arasindaki kalitsal farkliliklart iceren genetik cesitlilik ve bunun evrimsel uzantisi
olan tiirleraras1 farkliliklarin meydana getirdigi ekolojik cesitlilik olarak iki ana
kategoride ele alinabilir. Genetik c¢esitlilik, bir tiiriin gen havuzundaki kalitsal
bilginin ¢esitliligi, zenginligi olarak tanimlanabilir. Her canli tiiriiniin degisen cevre
kosullarina uyum saglayabilmesi igin genetik ¢esitlilige sahip olmasi sarttir. Yeterli
genetik cesitlilige sahip olmayan canli tiirleri, de8isen c¢evre kosullarina ayak
uyduramayarak yok olmaya mahkimdur. Genetik ¢esitlilik ayn1 zamanda son yillarda

hizla ilerleyen biyoteknoloji alaninda, iistiin nitelikli bitki ve hayvan soylarinin
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gelistirilebilmesi i¢in gerekli hammaddeyi meydana getirmektedir. Ekolojik cesitlilik
ise, belirli bir bolgedeki farkli ekosistemler, tiir topluluklar1 ve bu topluluklarin
icindeki tlir sayilar1 olarak tanimlanmaktadir. Bir tiir toplulugundaki tiir sayisi
arttikca, toplulugun enformasyon igerigi, tiir ¢esitliligi de artmaktadir (Kence, 2005).

Dogadaki tiir topluluklar1 gelisigiizel bir araya gelmis tilirlerden meydana
gelmemektedir. Her topluluk i¢indeki tiirler milyonlarca yillik bir siire i¢inde birlikte
evrimleserek karmagik bir iliskiler ag1 ortaya koymuslardir. Bu sebeple, varligindan
dahi haberdar olunmayan ve 6nemsiz goriinen bazi tiirlerin bu iligkiler agindan birer
birer ¢ekilmeleri bir ekosistemi birdenbire ¢cokme noktasina getirebilir.

Biyolojik cesitliligin korunmasi i¢in gerekce olarak ekosistem dengesindeki
onemi disinda, insanlhigin yarar1 acisindan pek c¢ok sebep sayilabilir. Biyolojik
zenginlikler tip, tarim ve endiistride Onemli yararlar saglamaktadir. Biyolojik
zenginlikler ileride tarimsal amagli biyoteknoloji uygulamalarinda gerekli kaynaklari
olusturacaktir. Biyolojik zenginliklerin yeterince taninmamasi ve bilinmemesi, bu
kaynaklardan yararlanmada biyoteknoloji uygulamalarinin sinirli kalmasina ve bu
alandaki yatirimlarin istenilen verimi saglayamamasina sebep olabilecektir (Kence,
2005). Biyolojik ¢esitliligin korunmasinda ekosistemlerin bir biitiin olarak korunmasi
temel yaklasim olmalidir. Ancak, bu kaynaklarin yalmizca korunmasi degil aym
zamanda degerlendirilmesi, siirdiiriilebilir kullanimi1 ve kayit altina alinmasi ve

toplumun da bu kaynaklari bilingli olarak korumasi 6nemlidir (Anonim, 2003).

1.2. Genetik Kaynaklar Neden Korunmahidir ve Muhafaza Edilmelidir ?

Biyocesitlilik {izerindeki tahribatlarin nedenleri arasinda:

Tarimsal etkinlikler (6rnegin, meralarin tarlaya doniistiiriilmesi, asir1 otlatma, aniz
yakma, asir1 glibre ve ila¢g kullanimi, modern c¢esitlerin marjinal alanlarda

kullanimi)

Endiistrilesme, sehirlesme ve imar yapilarinin artmasi,
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- Dogadan bitki toplama ve dogal kaynaklarin ihtiyaclarin karsilanmasi amaciyla

diger kullanimlari,
- Kontrol dig1 ormancilik faaliyetleri ve orman yanginlari,
- Turizmdeki gelismeler,
- Canli ya da canli pargalarinin patentlenebilir olarak goriilmeye baslanmasi,

- Biyolojik ve genetik ¢esitliligin kontrolsiiz ve izinsiz kullanimi gelmektedir
(Anonim, 2003).

Biyolojik cesitliligin bilesenlerinden biri olan genetik ¢esitliligin belirlenmesi,
ekosistemlerin saglikli ve verimli olmasi, siirdiiriilebilir isletimi i¢in en Onemli
sartlardan biridir. Tiir i¢i genetik cesitliligin yiiksekligi, degisen g¢evre sartlarina
uyum acisindan onemlidir. Popiilasyonlar i¢i ve arasindaki genetik farkliliklar bitki
ve hayvanlarin kendi c¢evrelerinde ortak evrimlesmesinin bir sonucudur. Bu
cesitliligin  yapilanmasimnin ve boyutunun tespiti tiirlerin isletilmesi agisindan
zorunludur. Genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi iki agidan dnemlidir:

1. Genetik cesitliligi fazla olan tiirler zamana ve yere gore degisen ¢evre kosullarina
daha basarili uyum saglama yetenegine sahiptir.

2. Genetik ¢esitliligi fazla olan tiirler bilimsel ve teknolojik gelismelere bagli olarak
degisen insan isteklerini karsilamada daha etkili ve daha yararli olurlar (Anonim

2005).

1.3. Genetik Kaynaklarin Temel Korunma Yontemleri Nelerdir?

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasi, gen havuzunda bulunan cesitliligin,
gercek ya da potansiyel kullanimina kadar, etkin bicimde saklanmasi ve genetik
cesitliligin insanligin kullanimina sunulmasidir. Temelde her biri degisik tekniklerin
bir araya gelmesiyle olusan ve ex sifu ile in situ olarak adlandirilan iki temel koruma

sistemi vardir.
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In situ; ekosistemlerin  ve dogal habitatlarin korunmasi ve tiir
popiilasyonlarinin kendi ¢evresi iginde canli olarak saklanip, devam ettirilmesi ya da
kiilltir ~ ¢esitlerinin ~ kendi  Ozelliklerini  gelistirdikleri ¢evre  kosullarinda
yetistirilmesidir (Anonim 2005a).

Ex situ; dogal habitatinin disinda ve genel olarak yok olma tehlikesi altinda
olan genotiplerin korunmasi olarak tanimlanir (Rao, 2004), baz1 vejetatif olarak
uretilebilen bitki tiirlerinin ex sifu muhafazasi i¢in in vitro imkanlar da
bulunmaktadir (Anonim 2003). Meyve tiirlerinin dogal genetik kaynaklarinin
ulasilabilirligi, iiriin gelistirme ve 1slah ¢aligmalarina yardimei olabilir (Tahir, 2003).
Bitkisel gen kaynaklarimin korunmasindaki temel prensipleri, uzun siire
depolanabilme, canlilik kayiplarinin en az olmasi, ¢ok sayida 6rnegin depolanmasi,
bakim ¢alismalarinin ve maliyetin diisiik olmas1 olusturmaktadir.

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda en yaygin uygulama alani bulan
strateji ex situ koruma (tohum depolama, in vitro depolama, DNA depolama, cicek
tozu depolama, tarla gen bankas1 ve botanik bahgeleri) olmustur. Ozellikle modern
biyoteknolojide saglanan gelismeler, organizmalari tiim olarak degil gen diizeyinde
degerlendirmeyi zorunlu hale getirmistir. Dolayisiyla dogal kaynaklarimizda var olan
her tiirlii canli organizmanin calisilmasina gerek vardir. Ulkemizde bu anlamda bir

caligma yapilmamaktadir (Anonim 2005a).

1.4. In Vitro Muhafaza Yontemleri

Bitki genetik kaynaklarinin muhafazasi, bunlarin arzu edilen bitkisel
ozellikleriyle ve siirekli in vitro tliretimleri ile yakindan iligkilidir. Stok kiiltiirler asagi
yukari optimal kosullarda siirekli altkiiltiir yapilarak uzun silire muhafaza
edilebilmektedir. Ancak biiylime ortammin degistirilmesi ile (biiylimenin
hizlandirilmasi veya yavaslatilmasi suretiyle) yapilan altkiiltiir caligmalarinda, ortam
degistirme araliklarinin uzatilmasi veya alt kiiltiir sayisinin arttirilmasi bazi riskler
tagimaktadir. Bunlarin 6nemli olanlari;

1) Somaklonal varyasyonlarin (kimeralar gibi) ortaya ¢ikmasi,
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2) Kiiltiirlerin mikroorganizmalar tarafindan kontamine olmasi,
3) Altkiiltiirler siiresince verimliligin azalmasidir.
Germplazm muhafazasinda bugiin iki temel yontem uygulanmaktadir;
a) Bitki materyalinde biiylimenin yavaglatilmasi veya azaltilmasi,
b) Bitki materyalinin sogukta muhafaza edilmesi (krayoprezervasyon)

(Emeklier, 2001).

1.4.1 Bitki Materyalinde Biiyiimenin Yavaslatilmasi veya Azaltilmasi

Yavas (azaltilmg) biiyiitme ile muhafazanin esasi, bitki kiiltiirlerinin canli
kalabilmelerinin izin verdigi oranda, kiiltiir ortamimmin ve kiiltiir kosullarinin
degistirilmesine dayanir. Degistirilmis kosullarda biiylime orani, oldukga diisiik
olmaktadir. Boyle bir uygulamanin baglica avantaji ise gorlinebilir kiiltiir
bozulmalarinin kolayca fark edilebilmesidir. Bu sayede canlilik kaybindan kagilabilir
(Emeklier, 2001).

Dondurmaksizin depolama; bu tip depolamada, uygulanan normal kiiltiir
sicakligi ile muhafaza sicakligi arasinda bir iligki vardir. Kiiltiir sicakligi 20-25°C
arasinda ise muhafaza sicakligt 4-10°C arasinda olmaktadir. Biiyiimeyi
engelleyiciler; biiyiimeyi kontrol edici veya yavaslatici olarak absisik asit, N-dimetil
suksinik asit, manitol kullanimi1 yaygin hale gelmistir. Bunun diginda bir kag yontem
birden kullanilabilir. Sivi/kati ortam; depolama sirasinda, sabit ¢evre sicakliginda
bile buharlasma nedeni ile sivi ortamin bilesimi yavas yavas degisir. Bitki kiiltiirii
tarafindan tiiketilen besin maddesinin sivi besin ortama yeniden ilavesi oldukga
kolaydir. Kati ortamda, altkiiltiir calismalarinda bir¢cok stres faktérii olmasina
ragmen, katilastirtlmis ortamlarin daha uygun oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan

bildirilmektedir (Emeklier, 2001).

1.4.2. Bitki Materyalinin Sogukta Muhafaza Edilmesi (Krayoprezervasyon)
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Sogukta muhafaza terimi, bitki 6rneklerinin dakikada birkag °C, kademe
kademe sogutularak muhafazasini ifade eder. Genellikle 6rnekler dakikada 30-40°C
sogutulur ve daha sonra sivilastirilmis gazlara (genellikle sivi azot- LN;) daldirilarak
depolanir. Biiylime ve biyosentetik giicler bu islemden etkilenmezler (Emeklier,
2001).

Fiziksel ve genetik stabilitesi ve ekonomikligi nedeniyle, uzun siireli ve
giivenli in vitro depolamalar icin Onerilen bu teknigin temelini genetik materyalin
¢ok diisiik derecede dondurulmasi olusturmaktadir. Donma sonucunda kiiltiirde hiicre
bdliinmesi ve buna bagli olarak genetik degisim tamamen durmakta ve kiiltiir bakim
caligmalar1 en aza inmektedir. Bircok bitkisel gen kaynag tiirii in vitro kosullarda
dondurma teknigi ile basarili bigimde depolanabilmektedir. En biiylik sakincasi,
dondurma ve ¢ézme islemleri sirasinda yapilacak hatalardir. Bu durumda materyalin
canlilifinin zarar gérmesi kaginilmazdir. Gilinlimiizde bu risk yeterli ekipmanin,
gelistirilmis sistemlerin ve uygun laboratuar tekniklerinin kullanilmasiyla en aza
indirilmistir. Dondurarak saklama yontemi i¢in en uygun materyal olarak hiicre ya da
embriyogenik siispansiyon Kkiiltiirleri kullanilmaktadir. Embriyogenik kiiltiirlerin
rejenerasyon yeteneklerinin yiliksek olmasi dondurarak depolama igin iyi bir
potansiyel olusturmaktadir. Saklanacak materyalin dondurulmasinda sirasiyla; (a)
Bitki doku ve organlarinin belirlenerek kiiltiire alinmasi, (b) hizli 6nbiiyiitme, (c)
donma sirasinda kristal yapmin olusmamasi ve hiicrelerin zarar gérmemesi i¢in bir
soguktan koruyucu “cryoprotectant” soliisyonun hazirlanmasi, (d) yavas ya da hizh
dondurma, (d) donmus genetik materyali —196 °C’de sivi ya da — 150 °C’de gaz
halindeki nitrojende depolama, (¢) donmus materyalin 1sitilmast ve ¢oziinmesi, (f)
¢Ozlinme sonrasit uygulamalar ile (g) canlilik testleri ve biiyiimenin baglatilmasi
islemleri yapilmaktadir. Dondurarak depolama, normal yontemlerle depolanamayan
tirlerin doku ve hiicre kiiltiirlerinin depolanmasinda gelecege yonelik 6nemli bir

teknik olarak goriilmektedir (Ozgen ve ark., 2000).
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1.5. Turuncgiller ve Genetik Kaynaklar

Turunggiller diinyada ve Ulkemizde en fazla iiretilen meyvelerden biridir.
Turunggil iretimi 35° Kuzey ve Giiney paraleller arasindaki bolgelerde
yapilmaktadir. Kuzey Yarimkiire’de, Kuzey ve Orta Amerika ile Akdeniz iilkeleri,
Giliney Yarimkiire’de ise Giiney Amerika, Giiney Afrika ve Okyanusya’da ekonomik
olarak iiretilmektedir. Diinyadaki en biiyiik turuncgil iireticisi iilkeler; Brezilya, ABD
ve Cin’dir. 2005 yili itibari ile toplam 107 milyon ton olan diinya turunggil
tiretiminin % 44’1 bu ¢ llke tarafindan karsilanmistir. Tiirkiye ise 2.587 bin tonluk
tiretim miktar1 ile 12. sirada yer almakta ve diinya toplam turunggil {iretiminin %
2’sini karsilamaktadir (Anonim 2006). Tiirkiye’de turunggil tiretiminde stirekli artis
gozlenmekte ve 2010 yilinda toplam iiretimin 4 milyon tona ulasacagi tahmin
edilmektedir.

Tiirkiye’de oldukga eski bir gegmise sahip olan turunggil yetistiriciligi,
Cumhuriyetten sonra hizla gelismeye baslamis ve 1930 yilindan itibaren iiretimde
onemli artiglar olmustur. Tiirkiye turunggil yetistiriciligi bakimindan ekolojik
kosullar agisindan son derece uygundur. Turunggil alanlar1 Ege bolgesi’nde marjinal
liretim sinirma  ulasilmis  olmakla beraber, Akdeniz bdlgesi’nde turunggil
yetistirilebilecek alanlar turizme agilmistir.

Turunggiller, Tiirkiye yas meyve sebze ihracatinin yaklasitk % 50’sini
olusturmakta ve bu ihracat gelirinin de yaklasik olarak % 50’si yine turuncggillerden
saglanmaktadir (Anonim 2002a).

Tuzcu (2000) turunggil genetik kaynaklarinin degisimi sirasinda muhafaza ve
giivenliginin saglanmasi amaciyla yapilacak ¢aligmalarda basari i¢in ‘Akdeniz’de
Turunggil Sektdriindeki Ilerlemeler’ iizerine bolgesel projeler hazirlanmasinin

gerekliligine deginmistir. Saglikli turuncgil genetik kaynaklarinin serbest degisimi



1.GiRIiS Ismail VAROL

icin yaygin muhafaza stratejilerinin ve prosediirlerinin gelistirilmesinin zorunlu
oldugunu bildirmistir.

Kiiden (2001) genetik kaynaklarin korunmasmin gerekliligine, genetik
materyalin gliniimiizde ve gelecekte bitki 1slahi i¢in biiyiik bir degere sahip oldugunu
vurgulamistir. Arastirici, uluslararasi bir Network’un kurulmasinin degerlendirilebilir
bitki kaynaklarinin muhafazasi, toplanmasi ve tanimlanmasi i¢in 6nemli oldugunu da
belirtmistir.

Giliniimiizde, iistiin verimli ve fakat dar genetik tabanli olan modern ¢esitler
basta cevresel baskilara (hastalik, zararli, soguk ve kurak v.b.) dayaniklilik yoniinden
gen eksikli olduklarindan, 1slahcilar siirekli olarak kalitsal materyalin yeni
kaynaklarin1 aramaktadirlar. Bu yonden uzun siireli programlarda kantitatif
karakterleri; kisa ya da orta siireli programlarda kalitatif karakterleri (hastaliklara
dayaniklilik v.b.), aktarmada bitki genetik kaynaklar1 dogrudan ya da koprii tiirler
olarak kullanilirlar (Anonim 2005a).

Bitkisel gen kaynaklarinin in vitro tekniklerle korunmasi sadece depolama
olarak degil, toplama isleminden kullanmaya kadar gecen tiim silire¢ igerisinde
degerlendirilmelidir. Buna gore bitkisel genetik kaynaklar dogal yetistirilme
alanlarindan toplanir, toplanan bireyler hastaliklarindan arindirilir, hastaliklardan
arindirillan bireyler ¢ogaltilarak sistematik olarak tanimlanir ve muhafaza edilirler.
Bundan sonraki asama ise genetik bankalarinda muhafaza edilen materyallerin amaca
uygun bir sekilde kullanicilara ulastirilmasidir (Withers, 1994).

Turunggillerde arastirilan uzun siireli muhafaza stratejileri i¢erisinde; somatik
embriyogenesis, ‘encapsulation cryopreservation’, meristem ve siirgin ucunun
sogukta muhafazasi ve yine sogukta muhafaza kullanarak tohum muhafaza
yontemlerini gelistirmek yer almaktadir. Embriyogenesis, (gelismemis meyvelerden
ovuller kullanilarak) poliembriyonik ¢esitlerde, tohum ve siirgiin ucu
cryopreservationu dogal tiirler ve monoembriyonik ¢esitlerde kullanilmaktadir
(Ashmore and Drew, 2003).

Ulkemizde Turuncgiller bakimindan Adana'da Cukurova Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiinde ve Antalya'da BATEM (Bat1 Akdeniz Tarimsal
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Arastirma Enstitlisi) olmak {izere 2 6nemli koleksiyon bulunmaktadir. Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiine ait “Tuzcu Turunggiller
Gen Kaynaklann Koleksiyonu”, icerisinde ¢esitli  llkelerden yapilan
introdiiksiyonlarla birlikte, Ulkemizde yiiriitiilmiis 1slah ¢alismalar1 ile elde edilen
genotiplerle uzun yillar igerisinde olusturulabilmis zengin bir yapiya sahiptir.
Turuncggil gen kaynaklarmin agik kosullarda ya da sera kosullarinda canliliklarinin
devami saglanmaktadir. Bu tiir genetik kaynaklar soguk zarari, degisik patojenlerin
neden oldugu hastaliklar ya da diger dogal felaketler nedeni ile tehlike ile karsi
karsiyadir. Diger bir olumsuz faktoér ise bu gen kaynaklarinin dogal kosullarda
korunmasi igin siirekli bir maddi destege ve isgiiciine gereksinim duyulmaktadir.

Gerek in vitro kosullarda kiiltiire alarak gerekse diger yontemler kullanilarak
uzun siireli muhafazaya tabi tutulan bitkisel materyalin genetik stabilitesi ¢ok biiyiik
onem tagir. Ulasilmasi hedeflenen amag genetik kaynaklarin korunmasi ise genetik
yapinin kararliligr 6nemlidir. Bu nedenle genetik materyalin uzun stireli muhatazasi
ile ilgili yapilan pek ¢ok calismada muhafaza sonrasi elde edilen veya rejenere olan
bitkiciklerin sitolojik ve/veya molekiiler analizleri gerceklestirilerek genetik yapinin
kararlilig1 ortaya koyulur. Bu baglamda molekiiler analizlerden en yogun olarak
kullanilan DNA markorleridir.

Bu calismada, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Boliimiine ait “Tuzcu Turunggiller Gen Kaynaklar1 Koleksiyonun”, icerisinde yer
alan bazi turuncgil tiirlerinde embryogenik kallus eldesi ve bu kalluslarin in vitro
kosullarda muhafazas1 ve muhafaza sonrasi bitkiciklerin genetik stabilitelerinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Biyoteknolojideki gelismeler genetik kaynaklarin korunmasi ve yararlanilmasi
icin yeni firsatlar yaratmistir. Her ne kadar dogal kosullarda olusturulan genetik
koleksiyonlar 1slah calismalarinda kullanilmak iizere korunmus materyale ulasim
kolaylig1 saglasa da dogal afetler, zararli ve hastaliklar bu materyalin yok olmasi
riskini tagimaktadir. Bu nedenle yasayan koleksiyonlarin giivenlik kopyalar: alternatif
koruma yontemleri kullanilarak ¢ikartilmalidir. Biyoteknolojik yontemler icerisinde
yer alan doku kiiltiirii teknikleri bu amaca belli baghi avantajlar sunarak hizmet
etmektedir (Rao, 2004).

Tiirlere gore degismekle beraber periyodik alt kiiltiirler, doku kiiltiirii
kosullarinda 1-15 yil arasinda klonal bitki materyalinin saklanmasina olanak saglar.

Regenerasyon ve kiiltiirlerden genetik olarak kararli bitkiciklerin eldesi, in
vitro muhafaza icin gereklidir. Genelde organize kiiltiirler yavas biiylitme icin
kullanilir, c¢ilinkii organize olmamis (farklilagmamis) dokular o6rnegin kallus,
somaklonal varyasyon ile zarar goérmesi olasidir. Yavas biiyiitme prosediirleri ¢ok
genis bir cesit yelpazesi i¢in gelistirilmis olsa da yalnizca rutin olarak birkag tiiriin
genetik kaynaklarinin korunmasi i¢in kullanilirlar. Yaklasik olarak 37,600 farkli
bitkinin diinya iizerindeki gen bankalarinda in vitro tekniklerle korundugu rapor
edilmistir (Rao, 2004).

Doku kiiltlirii steril kosullarda gerceklesmekte ve genetik kaynaklarin
degisiminde ve muhafazasinda kolayliklar saglamaktadir. Yontemin en Onemli
dezavantaji somaklonal varyasyon denilen ve bir tek genden (Evans ve Sharp, 1983)
kromozom sayisina (Deng ve ark., 1985; Grosser ve ark., 1997) kadar etkili
olabilen bir olaydir.

Bu tiir varyasyonlar1 en az diizeye indirmek i¢in korunmus genetik materyalin
biiylimesinin, sicakligin diistiriilmesi ile yavaglatilmasi ya da yapay besi ortamlari
icerisinde kullanilmakta olan bitki biliylimeyi diizenleyici maddelerin daha diisiik

konsantrasyonlarda kullanilmas1 gerekmektedir.
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Varyasyonu azaltmada kullanilan diger bir strateji ise non-embriyonik
kalluslar yerine embriyonik kalluslarin bitkisel materyal muhatazasinda kullanilmasi
gerekmektedir.

Somaklonal varyasyon genelde otsu bitkilerde ¢ok fazla goriinmesine karsilik
(Grosser ve ark., 1997) odunsu bitkilerde daha az goriilmektedir. Deng ve ark.
(2000) yaptiklar1 calismalarda somaklonal varyasyonun 6zellikle kallus asamasinda
ortaya c¢iktigi ve embriyogenesis asamasinda kayboldugunu belirtmislertir.
Embriyogenesis tek hiicre kaynakli oldugu icin 6zellikle kallus asamasinda olusan
genetik varyasyonu yok eder. Bu nedenle non-embriyonik kallus embriyonik kallusa
gore daha fazla varyasyon igerir.

Embriyonik kallus eldesi pek ¢ok poliembriyonik cesit ve tiirler i¢in zordur.
Bu tip kalluslarin eldesi i¢in gelismemis oviil (Gmitter ve Moore, 1986) ya da olgun
tohumlar (Deng ve ark., 1988) kullanilmaktadir.

Withers ve Engelmann (1997) turuncggiller, Prunus ve Vitis tiirleri, muz gibi
pek cok bitki tiirlinde in vitro teknikleri kullanilarak gen kaynaklarinin toplanmasi ve
muhafazasi tizerine yeni yontemler gelistirmislerdir.

Erner ve ark. (1975) portakalin (C. cinensis) doku kiiltliriinde gelisimi i¢in
ortama portakala ait meyve suyu eklenmesinin gerekliligini arastirmiglar. Meyve
suyunun hiicre biiylimesi ve hiicre bdliinmesinde biiylime diizenleyici etkisinin
oldugu goriilmiistir.

Avenido ve ark. (2005) bitki regenerasyonu ile in vitro muhafaza ve
cogaltma denemeleri kurmuslardir. Mandarinlerden (C. reticulata) aldiklar
tohumlarin kabuklarini soyarak sterilizasyona tabi tutmuslar MB ortaminda (MS-BS5
+ 1mg/l BAP) Kkiiltire almislar ve 7 giin sonunda c¢imlenme gozlemislerdir.
Kotiledon ve siirgiin uglar1 yeni MB ortaminda kiiltiire alinmis ve 3 hafta sonunda
kesim yerlerinden ortalama 3-5 siirgiin meydana gelmistir. Epikotiller MB ortaminda
kiltire alimmis ve kallus olusumu tesvik edilmistir. Kalluslardan MG ortaminda
stirglin olusumu tesvik edilmistir. Siirglinler MB (MS + 30g sakaroz + 2mg/l GA3)

ortaminda 30-40 siirglin meydana getirmislerdir.
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Sadok’ta somatik embriyolar olgunlagmamis tohumlarin albedo dokularindan
MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve BP ortamlarinda (1mg/l BAP + 1mg/l 2,4-D)
meydana gelmistir. B5, MS, BP ortamlarinda 0,5mg/l 2,4-D kullanilarak kallus
olusumu tesvik edilmistir. Bu regenerasyon sistemlerinin viriisten ari fidan iiretimi,
genetik transformasyon, yavas biiyiitme ve karyoprezervasyonda yararli olacagini
bildirmislerdir.

Bordon ve ark. (2000) 4 tiir ve bir hibrit turunggilin epikotil eksplantini
kullanarak eksplantin ortama yerlestirilme durumu, hormonlar ve 15181in etkilerini
aragtirmiglardir. Tiim denemelerde eksplant dikey olarak yerlestirildiginde kallus
olusturmaksizin direk organogenesis yolu ile siirgiinler elde edilmis, fakat Troyer
sitranji’nin  epikotillerini yatay olarak kiiltiire aldiklarinda kallus olusumu
gozlenmistir. Direk organogenesis yolu ile siirgiin olusumu karanlik ortamda
engellenmis fakat bu engelleyici faktor sitokinin (BAP) kullanimiyla Troyer
sitranjinda tam olarak digerlerinde kismi olarak ortadan kalkmistir. Troyer sitranjinda
organogenik kallus olusumu sitokinin/oksin dengesi kuruldugunda meydana
gelmistir. C. macrophylla karanlik denemesinde kallus olustururken aydinlikta
olusturamamuistir. Elde edilen siirgiinler NAA ile birlikte diisiik dozlarda (2.2-4.4uM)
BAP kullanilarak koklendirilmislerdir. Bu ¢alisma her genotip i¢in uygun
regenerasyon kosullarinin optimizasyonunun gerekliligini ortaya koymustur.

Kochba ve ark. (1978) embriyogenesis ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada Shamouti
portakalinin niiseller dokularini ve doéllenmemis oviillerden elde ettikleri kalluslari
kullanmislar ve alt kiitlirler boyunca kalluslarin oksin ve sitokininlere bagli olarak
gelisimlerini devam ettirdiklerini bildirmislerdir.

Singh ve ark. (1992) meyer limonundan elde ettikleri niiseller kalluslardan
somatik embriyogenesis ve kallus biiylimesi lizerine laktoz ve gliseroliin tesvik edici
etkilerini arastirmiglardir. Laktozun % 5, gliseroliin % 2’lik oranlar1 kallus
biiyiimesinde etkili olurken embriyogenesis iizerine gliseroliin % 1-4 oranlarinin
zaylf bir etkisinin oldugu, fakat laktozun % 4-5 oranlarinda tiim denemelerde

embriyo olusumu goézlemlenmistir.
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Mendes-da-Gloria ve ark. (1999) yedi farkli turunggil ¢esidinin niiseller
dokularindan embriyogenik kallus tiretmek i¢in 3 farkli bliylime ortami kullanmaglar.
Ortamlar; EME [MT + 500mg/l malt ekstrakt] ; %2 EME (1/2 MT makro elementleri
+ 2 BH3 makro elementleri + 500 mg/l malt ekstrakt + 1.55 g/l gulutamin) ; ve EBA

(EME + 0.44 AM BAP + 0.04 AM 2,4-D). 120 giin sonunda Crova ve Ponkan

mandarini, Murcott tangoru, Serra d’agua ve Valencia portakallarinda yumusak
kirillgan kalluslar elde ederken Natal ve Pera portakallarinda kompakt ve kirilgan
olmayan kalluslar elde etmislerdir. EME ve 2 EME ortamlar1 Crova ve Ponkan
mandarini, Serra d’agua portakalinda en 1iyi sonucu verirken, Murcott ve
Valencia’dan EBA ortaminda yumusak kirilgan kalluslar elde edilmistir.

Patena ve ark. (2005) Filipinler’de olduk¢a biiyiik bir dneme sahip olan
Calamansi (Citrofortunella microcarpa Bunge.) de somatik embriyo ve bitki
regenerasyonu konularini; mikrogogaltma, genetik transformasyon ve in vitro
muhafazada kullanilabilirligi i¢in ¢aligmislardir. Somatik embriyolar BP, MS (+20
g/l sakaroz + 100 ml/l hindistan cevizi siitli)) ortamlarinda olgunlagsmamis
tohumlardan elde edilen niiseller dokulardan elde edilmistir. BP ortaminda en iyi
sonug elde edilmis, LMr (MS basal ortami, 1mg/l kinetin, 1mg/l NAA, 2mg/l BAP,
50g/l sakkaroz) ortaminda somatik embriyo olusumu artmistir. Gp, Mp, Rp
ortamlarinda [(Gamborg’s B5, MS, BP) + 0,5mg/12,4-D + 400mg/1 glutamin + 60g/1
sakaroz + 100ml/l coconut water] somatik embriyolar cogalmistir. Somatik
embriyolar BP ve MS ortamlarinda (20g/l sakaroz + 100 ml/l coconut water)
olgunlagarak 3-5 hafta sonunda bitkicige donligmiistiir. Arastiricilar mikrogogaltma,
genetik transformasyon, in vitro muhafazada kullanilabilecek etkili bir sistem
oldugunu bildirmislerdir.

Perez ve ark. (1999) yapmis olduklar1 calismada, 9 mandarin ve mandarin
hibritlerinin 6 haftalik gelismemis oviillerden embriyonik kalluslar1 in vitro kiiltiir
kosullarda elde etmislerdir. Kiiltiire alinmis oviillerden kallus olusumu taze ortama
periyodik olarak altkiiltiirlerin uygun bir sekilde tekrarlanmasinin gerektigi

bildirilmis, sonrasinda elde edilen embriyonik kallus kiiltiirleri yavas bir sekilde
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sogutulmus ve daha sonra sivi azot igerisinde saklanarak hizlica 1sitmayla eritilmistir.
Muhafaza edilmis kalluslardan bitkiler embriyogenesis yolu ile elde edilmis, 8-12
hafta sonunda bitkicik olusumu gerceklesmistir.

Wang ve ark. (2003) yapmis olduklar1 caligmada LN33 asma hibridi ve
Troyer sitranjinin siirglin ucu kiiltiirlerinde sogukta muhafazanin iyilestirilmesinde
BAP’nin etkilerini arastirmiglardir. LN33 i¢in BAP konsantrasyonun yasama oranini
etkilememesine ragmen, BAP bulunan ortamlarda sogukta muhafazanin ve kontroliin
yasamini devam ettirmesinde etkili oldugunu bildirmisler. Troyer sitranjinda da
BAP’nin benzer etkisini gozlemlemisler.

Wang ve Deng (2004) bir ticari turunggil cesidi olan ‘439’ tangor’u
vitrifikasyon uygulamalarinda GSH (gulutationun azaltilmis formu)’nun yasama
oranmni artirip artirmadigim1  arastirmak i¢in  kullanilmiglar ve GSH’nin
cryopreservation sonrasi yasama oranini arttirdigini belirtmislerdir. Daha sonra bu
uygulama 12 farkl turunggilde basarili bir sekilde kullanilmistir.

Cho ve ark. (2002) C. madurensis’in embriyonik tomurcuklarini
‘encapsulation-dehidration’ teknigi ile sogukta muhafazaya dayanimini arastirmislar.
‘Encapsulation-dehidrationun’ standart uygulamasinda % 57.5 yasama orani
saptanirken arastirmacilarin modifiye ettigi uygulamada ise bu oran % 65’e ¢ikmustir.

Cho ve ark. (2001) vitrifikasyon uygulamasimin kullanildigi sogukta
muhafaza sonrast C. madurensis’in embriyonik tomurcuklarinin yasamlarin
stirdiirebilmelerinde 6n biiylitme ve ©n kiiltiir uygulamalarmin ve siirelerinin
etkilerini arastirmuslar. On gelistirme icin 0.1 M’lik sakkaroz igeren ortamda 3
giinliik uygulamanin optimum oldugu ifade edilmis. On kiiltiir ise 24 saat 0.3 M
sakkaroz ve 0.5 M gliserol ortaminda optimal sonuglar1 vermistir.

Hao ve ark. (2002) 20 turuncgil genotipinin hiicre siispansiyonunu
vitrifikasyon yoluyla basarili bir sekilde sogukta muhafaza etmislerdir.
Cryopreservation sonrast % 90 yasama orani gozlenmis. Cryopreservation sonrasi
RAPD uygulamasi ile genetik stabiliteleri kontrol edilmis. Ploidy diizeyinde ve

genetik olarak stabil olduklar1 vurgulanmstir.
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Lambardi ve ark. (2004) sivi nitrojene direkt batirma ve dehidration
uygulamasini eseysel veya niiseller olarak bulunmus 4 poliembriyonik turunggil
¢esidinin tohumlarinda arastirmislardir. Sivi nitrojene daldirma uygulamasi ile tiim
bireylerde oldukc¢a iyi bir yasama orami (% 95) gozlemlenmis. Sogukta muhafaza
sonrast elde edilen fidanlarn SSR  analizleri  gerceklestirilmis  ve
dehidration/cryopreservation uygulamasinin zigotik embriyolarin ¢imlenmesini
gelistirdigini ve tohum bagina apomitik fidan sayisinin azaldigini gostermistir.

Begum ve ark. (2004) turunggillerde kullanilabilecek in vitro kiiltiir
tekniklerini aragtirmiglar kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve bitki
rejenerasyonunun; siirgiin ucu kiiltiirii ve gelismemis oviillerden elde edilebilecegini
bildirmislerdir.

Calovic ve ark. (2000) yapmis olduklar1 ¢alismada 5 farkli limon ¢esidinden
alinan stiller MT ortaminda 5-10 giin sonunda kallus olusumu, kalluslardan 2-3 ay
sonunda somatik embriyo olusumu gozlemlemisler. Embriyonik potansiyele sahip
kalluslar MS ortaminda kiiltiire alinmis ve somatik embriyolardan bitkicik elde
edilmistir.

Wang ve ark. (2000) sogukta muhafazanin uzun siireli muhafazada
kullanilabilirligini arastirmiglar ve turuncggillerin sogukta muhafazasinda tohum,
oviil, embriyo, embriyonik tomurcuk ve embriyonik kalluslarin kullanilabilecegini
bildirmisler.

Troyer sitranj1 (Poncirus trifoliata x C. sinensis)’ nin slirgiin uglarinin sogukta
muhafazasi i¢in iki yontem gelistirilmis ve karsilastirilmistir (Dehidrasyon ve
Vitrifikasyon). Encapsiile olmus siirgiin uclar1 yar1 giicte MS ortaminda ve 1 M
sakkaroz igeren ortamda 4 giin 6n kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinma isleminden sonra
sirglinlerin suyu uzaklastirilarak (dehidrasyon islemine tabi tutularak) direkt olarak
sivt azota daldirilmiglardir. Coziinmeden sonra siirgiin uglart canliliklarint devam
ettirmek amaciyla tekrar kiiltiire alimuiglardir. Vitrifikasyon yonteminde ise
dehidrasyonda oldugu gibi 6n kiiltiire alma islemi gergeklestirilmis encapstilasyon
olay1 6n kiiltiir isleminden sonra gerceklestirilmigtir. Siirglin uclar1 daha sonra

vitrifikasyon solusyonuna tabi tutulmus ve en yiiksek yasama oran1 % 72 ile 2 saatlik
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vitrifikasyon solusyonuna tabi tutulmus siirgiin uglarinda gézlemlenmistir. Her iki
yontemden rejenere olan bitkiler turung anaci lizerine asilanmistir (Wang ve ark.,
2000).

Red Marsh altintopunun embriyonik kalluslar1 in vitro kosullarda biiyiimenin
yavaslatilmasi yontemi ile bir yil saklanmigtir. Somatik embriyolar kontrolden daha
kolay rejenere olmuslardir. Sekiz kallus hatti1 genetik analiz i¢in kullanilmis, DNA
varyasyonunu arastirmak amaci ile RAPD teknigi gergeklestirilmistir. 102 pirimer
kullanilarak yapilan RAPD c¢alismasinda DNA diizeyinde herhangi bir farklilik
gbzlenmemistir (Hao ve ark., 2004).

De Carlo ve ark. (2005) karyopreservasyonun turuncgil gen kaynaklarinin
uzun siireli muhafazasinda Onemli bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Son
zamanlarda ¢ok sayida c¢alismanin turunggil tiirlerinin in vitro Kkiiltiirlerinden
meydana gelen cesitli doku ve organlarin sivi azot (-196 °C) igerisinde
saklanabilecegini gOstermistir. Ayrica arastirmacilar embriyogenik kallus, somatik
embriyo, siirglin ucu, oviil, polen, embriyo ve tohum gibi eksplantlarin basarili bir
sekilde kullanilabilecegine de deginmislerdir.

Zhai ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada kiiltiire alinmis olan dort liziim ve
bir kivi ¢esidinin siirglin uglarini uzun siireli muhafaza etmek amaciyla dondurarak
saklamiglardir. Dondurularak saklanmis olan materyallerden rejenere olan siirgiin
uclarinda RAPD analizleri gerceklestirilmis ve elde edilen RAPD profillerinde bir
farkliligin olmadig: tespit edilmistir. Arastiricilar, RAPD tekniginin uzun siireli
muhafaza sonucunda elde edilen bireylerde genetik stabilitenin belirlenmesinde hizl,
basit ve etkili bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Dixit ve ark. (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada ‘encapsulation dehidrasyon’
teknigi ile wuzun silireli muhafaza edilmis Dioscorea bulbifera tiiriiniin
embriyolarindan rejenere olan bitkilerde yapmis olduklari genetik analizlerde 10
RAPD primeri kullanmis ve 62 tekrarlanabilir bant elde etmislerdir. Amplifikasyon
tiriinleri bir primer disinda monomorfik bulunmustur. D. bulbifera’nin embriyonik
kalluslarindan elde edilen bitkiler molekiiler, biyokimyasal ve morfolojik olarak

stabil bulunmustur.
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Sekiz turunggil akrabalarinin olgunlasmamis tohumlarindan elde edilen
somatik embriyolardan bitki rejenerasyonu basari ile gerceklestirilmistir. Embriyonik
kallus hatlarinin yalnizca genetik kaynaklarin in vitro kosullarda saklanmasi degil
ayni zamanda Citrus ve Citrus akrabalar1 arasinda somatik hibridizasyon
calismalarinda yararh olacagi vurgulanmistir (Ling and Iwamasa, 1997).

Turunggil genetik kaynaklarinin gilivenli bir sekilde degisimi ve korunmasi
amaciyla D’Onghia ve Djelouah (2000) yaptiklar1 ¢alismada, stigma ve stillerin
kiiltiire alinmas1 ile bitki rejenerasyonu saglamistir. Elde edilen bitkiler turung
lizerine asilanmig ve herhangi bir sekilde genglik kisirhi§i goézlenmemistir.
Embriyogenetik olaydan 3 yil sonra meyve alinmaya baslanmistir. Somatik
embriyogenesisin bazi viriislerin eliminasyonunda etkili bir yontem oldugu
belirtilmistir.

Deng ve ark., (2000) 14 turunggil genotipinin olgun meyvelerinin gelismemis
oviillerinden embriyogenik kallus elde etmeyi basarmislar ve embriyogenik kalluslari
regenere ederek bu tiirleri basar1 ile koruma altina almiglardir. Arastiricilar yapmis
olduklar1 caligmada genetik koleksiyonda bulunan 253 bireyi koruma ve saklamaya
almadan 6nce RAPD analizleri ile tanimlamislardir. Bu ¢alismada toplam 190 RAPD
primeri kullanilmis ve kullanilan primerlerden 12 tanesi ile ¢ok iyi amplifikasyon
elde edilmistir. Arastiricilar amplifiye olan 12 primerden 7 primerin belli bash
tiirlerin ayrilmasinda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Chakravarty ve Goswami (1999) yapmis olduklari calismada yabani bir
portakal olan Citrus acida Roxb. nin in vitro kosullarinda ¢ogaltilmasi ve uzun siireli
muhafaza edilmesi amaciyla epikotil eksplantlar1 kullanilarak etkili bir rejenerasyon
protokolii gelistirmiglerdir. Elde edilen rejenerantlarda olasi somaklonal varyasyonu
arastirmak amaciyla sitolojik analizler gergeklestirmislerdir. Arastiricilar C.
acida’nin uzun siire (2 y1l) saklanan kalluslarindan basarili bir sekilde siirgiin ve daha
sonrada bitkicik elde etmisler, bu yontemle c¢ok kiiciik bir kallus parcasindan ¢ok
sayida bitkicik elde edilebilecegini vurgulamiglardir. Kallus kiiltiirlerindeki viriis
konsantrasyonlarinin ana bitkiden daha az oldugunu, alt kiiltiir sayisinin artmasi ile

virlis konsantrasyonunun azaldigin1 bdylece viriislerden ari bitki elde edildigini,
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yapilan sitolojik analizlerde bitkiciklerin fenotipik olarak ayni oldugu, kromozom
sayilarinda herhangi bir farkliligin bulunmadig belirtilmistir.

Chaturverdi ve Sharma (1987) yapmis olduklar1 c¢alismada Solanum
khasianum’un 9 wyillik kok kiiltiirleri ile Atropa belladonanin 5-6 yillik
kiiltiirlerinden elde edilen bitkiciklerde herhangi bir varyasyonun bulunmadigini
bildirmiglerdir. Ayn1 sekilde turunggil kiiltiirlerinde rejenere olan bitkiciklerde
yapilan analizlerde bitkiciklerin uniform ve genetik olarak stabil olduklari
belirtilmistir (Kabayashi ve ark., 1984, Germana ve ark., 1994).

Fiore ve ark. (2002) limon ve portakal tiirlerinde stigma ve stillerinden kallus
olusumu, somatik embriyo ve bitki rejenerasyonunu gerceklestirmislerdir. 2,4-D ve
4-CPPU’ nun bulundugu 16 farkli ortam kullanmislardir. Somatik embriyo olusumu
3-5 ay sonra gozlenmistir. Stillerden en yiiksek somatik embriyo olusum orani % 16
ile 4M 4-CPPU ortamindan elde edilirken, stigmalardan % 24.8 ile yine 4M 4-CPPU
ortaminda meydana geldigini bildirmislerdir. Ayrica limonun embriyogenik
potansiyelinin portakaldan daha iyi oldugunu ve somatik embriyolardan yaklasik 3 ay
sonunda bitkicikler meydana (limon;%75, portakal;%53) geldigini de ortaya
koymuslardir.

Tomaz ve ark. (2001) calismalarinda 5 turunggil c¢esidinin niiseller
dokularindan MT + 50 g/l sakaroz ortamindan kalluslar elde etmigler ve kalluslardan
somatik embriyo eldesi amacit ile MT + 5 farkli karbonhidrat kaynagini
kullanmiglardir. 3 cesitte galaktoz, maltoz ve laktoz iceren ortamda cok sayida
globular sathasinda somatik embriyolar ve diger 2 ¢esitte zayif ve ileriki agsamalarda
bitkicige doniisemeyen embriyolar gozlemislerdir.

Ricci ve ark. (2002) baz1 turunggillerden elde edilen kalluslardan somatik
embriyo elde etmede farkli karbonhidratlar denemisler, kiiltiir ortami olarak MT
ortaminda sakkaroz, galaktoz, glukoz, maltoz ve laktoz’un 18, 37, 75, 110 ve 150
mM konsantrasyonlarint kullanmiglardir. Elde edilen ebriyolar olgunlastirilma
amaciyla 0.5 g/l aktif karbon bulunan ve 0, 15, 29, 44, 58, 73 mM sakkaroz igeren

ortamda kiiltiire alinmistir. Kullanilan turunggil tiirleri icin, kalluslardan embriyo
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elde etmede karbonhidrat kaynagi olarak galaktoz ve laktoz en iyi sonuglari
vermistir.

Carimi ve ark. (1999) 3 farkli ortamda 6 farkli turunggilin pistillerini
kiltire almislardir. 2-5 ay sonunda somatik embriyolar goriilmeye baslamis ve
somatik embriyolardan da yaklagik 12 hafta sonunda bitkicikler meydana gelmistir.

Carimi ve ark. (1998) 11 farkli navel grubu portakalin stil, stigma ve
oviillerinden somatik embriyo ve bitkicikler elde etmislerdir. 3 farkli ortam
kullanmislar ve 1-3 hafta sonunda somatik embriyolarin tiim genotiplerden meydana
geldigini gozlemlemislerdir. Somatik embriyolardan bitki elde etmek amaci ile MS +
ME + seker igeren ortam kullanilmis ve bitkicige doniisiim orani ortalama %74
bulunmustur.

Ramkrishna ve Sanjay. (2005) turunggil tohumlarinin kisa siirede ¢imlenme
yeteneklerini kaybettigini ve bitkilerden alinacak tomurcuklarin da hastalik tagima
riski bulunacagindan sorunlar yaratabilecegini bildirmislerdir. Bazi turuncgillerin
kotiledon pargalarint MS+ 2 mg BAP + 0.5 mg kinetin + 1 mg NAA igeren ortamda
kallus eldesi i¢in kiiltiire almislar, daha sonra kalluslar1 muhafaza ederek muhafaza
sonrasi1 kalluslardan bitkicikler meydana getirmislerdir. Meydana gelen bitkiciklerde
RAPD analizleri yapilmis ve bitkiciklerde genetik varyasyona rastlamamaislardir.

Embriyonik kallus elde etmeye yonelik turunggillerde (Citrus acida) yapilan
¢alismalarda 2,4-D (Imgl') ve BAP (0,5 mgl"') kombinasyonlarinda en yiiksek
kallus orant gozlenmistir. 2,4-D’nin bulunmadig1 sitokininlerden BAP ve kinetin
bulunan ortamlarda kallustan siirgiin olusumu saglanmistir. BAP kullanimi ile
kalluslar yesil ve kompakt hale gelmekte 20-25 giin i¢inde siirgiin olusumu
baglamaktadir. Siirgiin olusumu sitokinin konsantrasyonunun 0,5mg/l oranindan
Img/I’ye arttirilmasi ile artmakta, fakat yiiksek sitokinin konsantrasyonu siirgiin
olusumunu engellemektedir. Sitokinlerden kinetinin siirgiin olusturmada BAP’a gore
daha diisiik bir oran sergiledigi belirtilse de baz1 Citrus tiirlerinde siirgiin olusumunda
kinetinin BA’e gore daha olumlu sonuclar verdigi bildirilmistir (Chakravarty ve

Goswami 1999).
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Dulloo ve ark. (1998) tek bir muhafaza yonteminin hedef tiirler veya gen
havuzundaki genetik cesitliligi korumada yeterli olamayacagini bildirmislerdir. Ex
situ ve in situ muhafaza yontemlerinin birlikte kullanilmasinin ve genetik kaynaklarin
muhafazasinin  optimizasyonu  ve  tekniklerin  gelistirilmesi  gerekliligine
deginmislerdir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimiine ait “Tuzcu Turuncgiller Gen Kaynaklar1 Koleksiyonun”,
icerisinde yer alan bazi turuncggil tiirlerinin in vifro kosullarda muhafazasi ve
muhafaza sonrasi bitkiciklerin genetik stabilitelerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
Turunggil gen kaynaklarinin gelistirilmesinde {i¢ 6nemli yaklasim hedeflenmistir. 1)
uzun siireli muhafaza i¢in embriyogenik kalluslarin olusturulmasi 2) embriyogenik
kalluslardan bitki rejenerasyonu 3) regenere olan bitkilerin RAPD markirlan ile

genetik stabilitelerinin belirlenmesi.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, 2005-2006 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari ile Toros
Agripark Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda,
Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimiine ait “Tuzcu
Turunggiller Gen Kaynaklar1 Koleksiyonun” igerisinde yer alan ve Cizelge 3.1°de
belirtilen turunggil bireylerinin in vitro muhafazasi ve molekiiler yontemlerle genetik

stabilitenin saptanmasi ¢alismalar1 yapilmistir.

3.1. Bitkisel Materyal

Denemelerde kullanilan bitkisel materyallere ait 6zellikler asagida belirtilmistir.

Citrus medica (Aga¢ kavunu): Bu tiire ait Tarik Paksoy ¢esidi kullanilmistir.
Bitkisel ozellikleri; ta¢ yapisina gore govde ince yapili, yaprak sapt ¢ok kisa,
kanatcik iz seklindedir. Turunggiller arasinda en agir meyvelere sahiptir. Meyve eti
kiiciik, kabuk kalindir (Tuzcu 2002), (Sekil 3.1-a).

Citrus aurantium L. (Turunc): Tuzcu tarafindan selekte etmis olan Tuzcu
31-31 tipi kullanilmistir. Turung Akdeniz basta olmak iizere turunggil iireticisi
ilkelerde en c¢ok kullanilan anagtir. Turung lizerine asili agaclarin agirca biinyeli
topraklarda meyvelerinin kalitesi miikemmel olmaktadir. Kiregli topraklara dayanikli
olan bu ana¢ baz1 limonlar, Satsuma mandarini ve Kamkatlar haricindeki diger
cesitlerle genellikle iyi bir uyusma gosterir. Bu ozelliklerinin yaninda en biiyiik
dezavantaji Gogiiren (Tristeza) virlis hastalifina ¢ok duyarli olmasidir, Phytophthora
spp'ya orta diizeyde dayanaklidir (Tuzcu ve ark., 1986). Agaclar orta veya biiyiik
olabilir. Genglik doneminde silindirik olarak biiyiir. Kalin ve sert, sivri dikenleri
vardir. Meyveleri orta biiyiikliikte, piiriizlii ve kaba yapilidir. Kabugun kendine 6zgii
bir kokusu vardir (Tuzcu 2002), (Sekil 3.1-b).

Citrus reticulata Blanco (Mandarin): Mandarin c¢esitlerinden ekonomik
onemi nedeniyle klemantin (Nules) secilmistir. Klemantin, orta boylu, sik tagh

agaclar meydana getirir, yapraklart mizrak seklindedir. Meyvedeki tohum sayisi
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tozlanmaya bagli olarak degisim gosterir ve tohumlari monoembriyoniktir. Meyve
iriligi kiigiik ile orta; meyve sekli ise hafif basik ile yuvarlak arasinda degisim
gosterir. Meyve kabugu koyu portakal ile kirmizimsi portakal renginde, orta
kalinlikta, yiizeyi diizglin ve parlaktir. Dilim sayis1 8 - 12 adettir. Meyve eti koyu
portakal renginde ve suludur. Yabanci tozlanmaya bagl olarak az veya orta sayida
tohuma sahiptir. Genelde tag siki yapilidir. Sik dallidir. En ¢ok iretilen mandarin
cesitlerinden biridir (Tuzecu 2002), (Sekil 3.1-c).

Citrus grandis (L.) osb. (Sadok): Sadoklardan denememizde bitkisel
materyal olarak Reinking cesidi kullanilmistir. Biiyiik agaclart vardir (yaklasik
olarak 10m), yapraklari iri ve genis kanathidir. Geng siirgiinleri ve meyveleri hav ile
kaplidir. Meyveleri turunggiller igerisinde en biiyiik olanidir (Tuzeu 2002), (Sekil
3.1-d).

Citrus ichangensis Swing.: Cevre kosullarina ve soguga dayaniklidir.

Turuncgil hastaliklarina karsi dayanimi da vardir fakat Turunggil gociiren hastaligina
(tristeza) kars1 duyarlidir (Tuzeu 2002), (Sekil 3.1-e).
Citrus celebica Koord.: Yapraklar kiiciik, dogal yasama alninda (Karowa) kii¢lik
agaclar olusturmaktadir. Cicekleri 15-17 mm biiyiikliiglinde, yaprak koltuklarinda
kiime (3’lii veya daha ¢ok) halinde bulunur. Stilleri kisadir (5-6 mm), meyveleri
kalin (yaklasik 3 cm) kabuklu ve biiyiiktiir (10 cm), tohumlar kiigiik ve genellikle
monoembryoniktir.

Poncirus trifoliata (L) Raf. (ii¢ yaprakh): Tipik 6zelligi ii¢ esit parcali
yapraga sahip olmasidir. Meyveleri kiigiik tlizerileri piiriizlii ve ince kiigiik hav
denilen tiiylerle kaplidir. Kalin sivri dikenleri vardir. Daha ¢ok anag olarak kullanilir.
Diger bir ozelligi tuza ve kirece dayanimidir (Tuzcu 2002), (Sekil 3.1-f). Tez
calismas1 kapsaminda Rubidoux trifoliata kullanilmistir.

Fortunella margarita (Lour.) Swing. (oval kamkat): kamkatlar icerisinde
en ¢ok bilinenidir. En 6nemli 6zellikleri yapraklarinin sapsizmis gibi gériinmesidir.
Yapraklarin alt ve iist renkleri birbirinden farklidir. Turunggiller icerisinde en geg

cigeklenenlerdendir (Tuzcu 2002), (Sekil 3.1-g).
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Eremocitrus glauca (Lindl.) Swing.: turuncgil tiirleri icerisinde kserofitik
ozellik tasiyan tek tiirdiir. Col bitkisi gibi 6zellik gosterir. Eremocitrus glauca tek
tiirdiir. Avustralya’nin kuzeyinde yer alan ¢ollerde-steplerde bulunur (Tuzcu 2002),
(Sekil 3.1-h).

Microcitrus australasica (F. Muell) Swing. (CRC 01), (Sekil 3.1-1): Cok
zengin bir c¢esitlilik gosterir. Meyveler genellikle yuvarlak veya oval-uzun sekilde,
meyve kabugu rengi sari-beyazdan mora kadar, meyve etini olusturan meyve suyu
keseleri yuvarlaktan ince uzuna kadar degisir. Meyve etinde zamk yapisinda bir
madde bulunur. Baglica 6nemi dayaniklilik 1slah1 bakimindan tuzluluga ve kuraga

dayaniklidir (Tuzcu 2002).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bitkisel materyaller

Eucitrus alt cinsinde yer alan tiirler

1-Citrus medica (Tarik Paksoy)

2-Citrus aurantium L. (Tuzcu 31-31)

3-Citrus reticulata Blanco (Klemantin Nules)

4-Citrus grandis (L.) osb. (Reinking)

Papeda alt cinsinde yer alan tiirler

5-Citrus ichangensis Swing.

6-Citrus celebica Koord.

PONCIRUS

7-Poncirus trifoliata (L) Raf. (Robidoux ii¢ yaprakli)

FORTUNELLA SP

8-Fortunella margarita (Lour) Swing.

EREMOCITRUS

9-Eremocitrus glauca (Lindl) Swing.

MICROCITRUS

10-Microcitrus australasica (F. Muell)Swing. (CRC 01)
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Sekil 3.1. Denemede kullanilan bitkisel materyallerin ana bitkilerinin goriiniisleri;
Citrus medica (a), C. aurantium (b), C. reticulata (c), C. grandis (maxima) (d), C.
ichangensis (e), Poncirus trifoliata (f), Fortunella margarita (g), Eremecitrus glauca
(h), Microcitrus australasica (1)
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3.2. Yontem

3.2.1. Doku Kiiltiirii Calismalar: ve In Vitro Muhafaza

3.2.1.1. Meyve ve Yaprak Orneklerinin Alnmasi

Turunggil tiirlerine ait embryogenik kalluslarinin in vitro muhafazasi i¢in tam
ciceklenmeden 2-8 hafta sonra 0.5-1 cm c¢apinda (Ko¢ ve Kayim, 2000) olan
meyveler toplanmistir (Sekil 3.2). Kiiltiir sonunda elde edilecek olan bitkicikler ile
DNA profillerinin karsilastirilabilmesi i¢in ana bitkilerden geng siirgiinlere ait yaprak

ornekleri alinmistir. Alinan yaprak ornekleri — 80°C kosullarda muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Kallus Ortaminin Hazirlanmasi ve Meyve Sterilizasyonu

Toplanan meyve Ornekleri kiiltiir Oncesi ylizey sterilizasyonuna tabi
tutulmuglardir. Yiizey sterilizasyon asamasinda meyveler, 3 dk %70’lik EtOH
ardindan 10 dk. %10 sodyum hypoklorit + 1-2 damla Tween-20 igerisinde
bekletilmistir ve steril saf su ile ¢alkalanarak sterilant maddelerin uzaklastirilmasi
saglanmigtir. Kiiltlir ortam1 olarak Marin ve Duran (1992)’1n izledikleri yontem
kullanilmistir. Bu yonteme gore MS tuzlari (1962, Cizelge 3.2) + MT vitamin (1969,
Cizelge 3.3) + 50 g/l Sakaroz + 500mg/l Malt Ekstrakt ve 10 g/l Agar iceren ve
BA’nin kullanilmadig1 kontrol ve BA’nin 2 farkli konsantrasyonunu (0,5mg/l ve 1
mg/l) igeren besi ortamlar1 kullanilmistir. Kullanilan tiim ortamlara 1 mg/l 2.4 D
eklenmistir. Hazirlanan ortamlar 121°C’de 1.05 atm. basing altinda 15 dk otoklav
edilerek sterilizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Otoklav sonrasi ortamlar petri kaplarina

dokiilmiistiir.
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Cizelge 3.2 Calismada kallus olusumu i¢in kullanilan ortam igerikleri

Ortam igerigi Uygulamalar
I. uygulama II. uygulama II1. uygulama

MS tuzlar + + +
MT vitaminleri + + +
Malt ekstrakt 500 mg/1 500 mg/1 500 mg/1
Sakaroz 50 g/l 50 g/l 50 g/l
2,4-D 1 mg/l 1 mg/l 1 mg/l
BAP - 0.5 mg/1 1 mg/l
Agar 10 g/l 10 g/l 10 g/l
PH 5.7 5.7 5.7

L. uygulama : Kontrol ortami (BAP igermeyen ortam)

II. uygulama : 0.5 mg/l BAP igeren ortam
II1. uygulama : 1 mg/l BAP iceren ortam

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan, MS vitaminden modifiye edilmis MT vitamin
icerigi.

o MS (1962) ortam1 | MT (1969) ortam1 | Molekiiler agirlik
Vitamin
mg/1 mg/1 (2)
Glycine 2.0 2.0 75.05
Myo-Inositol 100 100 180.2
Nicotinamide 0.5 5.0 123.1
Pyridoxine HCL 0.5 10.0 205.6
Thiamine HCL 0.1 10.0 337.3
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Sekil.3.2. Denemede oviilleri izole edilmek iizere toplanan meyveler

27



3.MATERYAL VE METOD Ismail VAROL

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan, MS ortam1 (Murashige ve Skoog, 1962) makro ve
mikro elementleri ve miktarlari

Bilesik Konsantrasyon (mg/l)
Makro Elementler (MS, 1962)
MgSO4.7HzO 370
KH,PO4 170
KNO; 1900
NH4NO; 1650
CaC12.2H20 440
Mikro Elementler (MS, 1962)
H;BO; 6,2
MnSO4.H,0 15,6
ZHSO4.7H20 8,6
Na2M004.2H20 0,25
CUSO4.5H20 0,025
COC12.6H20 0,025
KI 0,83
FeSO,.7H,0 27,8
Na,EDTA 37,3

3.2.1.3. Oviillerin Kiiltiire AliInmasi

Steril edilen meyvelerden steril kabin icerisinde, mikroskop altinda steril pens
ve bistiiri yardimi ile oviilleri izole edilerek kiiltiire alinmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4).
25 ml besi ortamu igeren her petride 10 oviil kiiltiire alinmis ve 27°C ve 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmislardir (Sekil 3.5). Kiiltiire alinan

eksplantlardan 30-60 giin sonunda kallus olusumlar1 gézlenmistir.
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Sekil 3.3. Meyve igerisinde ve karpelde oviillerin goriiniisii

Sekil 3.4. Meyveden izole edilmis oviil.

Sekil 3.5. Kiiltiir odasinda petrilerin goriintisii
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3.2.14. Azaltllms Kiiltiir Ortamimm Hazirlanmasi1 ve In Vitro Muhafaza

Kosullar

Elde edilen kalluslar baslangigta kallus olusumu i¢in kullanilan ortamin yari
glicinde (4 MT ortaminda) ortamda 10°C’de ve karanlik kosullarda muhafaza
edilmiglerdir. Kosullar1 saglayabilmek i¢in sicaklik ve 1siklandirilmasi ayarlanabilen
inkiibator kullanilmistir (Sekil 3.6). Muhafaza siiresince 30 gilinde bir (30, 60, 90
giin) kiiltiirler yapilmis ve muhafaza {iriinlerinden siirgiin elde etme olanaklari

arastirilmustir.

Sekil 3.6.Elde edilen kalluslarin deneme boyunca inkiibe edildigi inkiibator

3.2.1.5. Muhafaza Sonrasinda Kalluslardan Siirgiin Olusumu ve Siirgiinlerin

Koklendirilmesi
Olusan embriyonik kalluslarin bir kismi Img/l BA+ GAj; (0.1mg/l) iceren
MT ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen siirglinlerin koklenmesi amaciyla

Chakravarty ve Goswami (1999)’nin en iyi bulduklar1i NAA (0.5mg/l) igeren
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koklendirme ortaminda bitkicikler koklendirilmistir. Koklendirilen bitkilerde farkl
kallus yaslarindan olusturulan bitkiciklerde varyasyonu saptamak i¢in RAPD

analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.2. Calismada Yapilan Sayim ve Gozlemler

Her tiir icin 10 oviil/petri olacak sekilde toplam 10 petri, 3 kallus ortami,
boylece her ortam i¢in 10 tekerriir kullanilmistir. Elde edilen kalluslarin yas
agirliklar ile kallus yaslarina gore (30, 60, 90 giinliik kalluslar) her tiir i¢in siirgilin ve
bitkicik elde etme orami belirlenmistir. Kallus yas agirliklar1 0.0001 g hassasiyete
sahip terazide tartilarak belirlenmistir. Siirgiin olusum oranlar1 hesaplanirken ise her
uygulama i¢in kiiltiire alinan tiim kalluslardan olusan siirgiin sayilar1 kullanilmistir.
Stirglinler koklendirme ortamina transfer edilmis ve elde edilen bitkiciklerde
koklenme yiizdesi, (koklenen bitki/siirglin) kok uzunlugu (cm) ve sayisi (adet) tespit
edilmistir.

Kallus olusum oranlari; deneme 10 farkli genotip i¢in 10 tekerriirlii ve her
tekerriirde 10 oviil olacak sekilde 3 farkli uygulamali olarak kurulmus, dolayisiyla
her uygulamada toplam 100 oviil kullanilmistir. Kallus olusum orani; bir uygulamada
bulunan her tekerriirden meydana gelen kallus olusumlar1 alinarak, o uygulamaya
diisen ortalama kallus olusumu olarak hesaplanmaistir.

Kallus agirlik ortalamasi; kallus olusum oraninda oldugu gibi her tekerriirden
meydana gelen kallus agirliklarinin toplami kullanilarak o uygulamaya diisen
ortalama kallus agirlig1 olarak hesaplanmigtir.

Deneme sonucunda elde edilen veriler SAS (SAS, 1990) programi
kullanilarak varyans analiz testlerine tabi tutulmuslardir. Baslangi¢ olarak kallus
orani ve kallus agirlig1 verileri yil, uygulama (biiylitme ortamlari; kontrol, 0,5 mg/I
BAP, 1,0 mg/l BAP) ve tiir faktorleri kullanilarak karisik (mixed) modele gore
uygulamanin sabit (fix) Oteki faktor ve interaksiyonlarin tesadiifi (random)
varsayildigi modele gore analiz edilmislerdir. Sonuglar, her iki degisken i¢in de yil

faktorii ve yil faktoriiniin oteki faktorlerle olan interaksiyonlarinin 6nemli ¢iktiginm
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gostermistir. Bu ylizden degiskenlerin yillar bazinda ayrilarak analiz edilmesine
karar verilmistir.

Denemede ele alinan degiskenler uygulama, tiir, tiir X uygulama ve hata
bilesenlerini igeren varyans analiz tablolarinda degerlendirilmiglerdir. Yine karisik
model kullanilirken uygulama sabit etki tiir ve tiir x uygulama etkisi ise tesadiifi
olarak varsayilmigtir. Uygulama ve tiir, tiir x uygulama interaksiyonuyla test

edilirken, tiir x uygulama faktorii denemenin genel hatasi ile test edilmistir.

3.2.3. Molekiiler Analizler

In vitro kosullarda Kkiiltiire alma isleminden ©Once, materyallerin ana
bitkilerinden yaprak Ornekleri alinarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Kallus
kiiltiirtinden elde edilecek bitkiciklerde devam eden alt kiiltiirler boyunca agilimlarin
tespit edilmesi i¢in ana bitkiden ve in vitro Orneklerden DNA izolasyonlari
gerceklestirilmis ve DNA yapilar karsilagtirilmistir.

Yaprak orneklerinden DNA izolasyonunda Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen
S.A.) kullanilmis ve DNA izolasyonu firmanin 6nerdigi sekilde gergeklestirilmistir.
(http://www].qgiagen.com/literature/handbooks/PDF/GenomicDNAStabilizationAnd
Purification/FromAnimal AndPlantIssues/DNY_Plant/1037952 HB DNY_Plant 06
2006_Web.pdf).

Ekstrakte edilmis DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 NanoDrop (Sekil
3.7) ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.) spektrofotometrede okuma yapilarak

belirlenmistir.

32


http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/GenomicDNAStabilizationAnd

3.MATERYAL VE METOD Ismail VAROL

*E

Inahunh‘]p

Sekil 3.7. NanoDrop ND-1000 spektrofotometre

Qiagen DNA izolasyon kitinde asagidaki protokol izlenmistir.

- Alman bitki 6rnekleri seramik havanlarda sivi azot icerisinde ogitiiliir ve 0.5

ml’lik ependorf tiiplere aktarilir.

- 100 mg taze veya 20 mg kuru dokuya 400 pl Buffer AP1 ve 4 pul RNase

solusyonu eklenir ve vorteks ile karistirilir.
- Karisim 10 dk 65°C’de inkiibe edilir. Tiipler bu siire i¢erisinde 2-3 kez ¢alkalanir.

- Daha sonra tizerine 130 ul Buffer AP2 eklenir ve karistirilir, ardindan 5 dk buz

uzerinde bekletilir.

- 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir, santrifiij sonrasinda siipernatant Qiashared

spin kolonuna aktarilir.
- Kolon 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirilir ve 2 dk 14000 rpm’de santrifiij edilir.

- Olusan s1v1 kisim pellete karistirilmadan yeni bir ependorf tiipiine aktarilir. (bu

asamada yaklasik olarak 450 pl lisate elde edilir)

- Ugzerine 1.5 hacim (675 ul) Buffer AP3 eklenir ve elle karistirilir.
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- Elde edilen karistmdan 650 pl 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirdigimiz DNeasy
mini spin kolonuna yerlestirilir ve 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edilir ve siv1 kisim

atilir.

- Kolona karisimdan kalan kisim eklenir ve bir dnceki asama tekrarlanir. Ardindan

stv1 kisim ve toplama tiipii atilir.

- Kolon yeni bir toplama tiipiine konulur ve 500 ul Buffer AW eklenir. 1 dk 8000
rpm’de santrifiij edilir, s1v1 kisim atilir ve toplama tiipii sonraki asamada tekrar

kullanilir.

- Kolona 500 pl AW Buffer eklenir ve membranin kurumas: i¢in 2 dk 14000
rpm’de santrifiij edilir, kolon toplama tiipiinden nazikg¢e cikarilir ve sivi kisim

atilir.

- Kolon 1.5 veya 2 ml santrifiyj tiiplerine yerlestirilir, iizerine onceden 1sitilmig
(65°C) 40 pl Buffer AE direk olarak membran iizerine eklenir 5dk oda
sicakliginda bekletilir 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edilir, ardindan tekrar 40 pl
Buffer AE eklenir ve oda sicakliginda 5 dk bekletilir ve tekrar 1 dk 8000 rpm’de
santrifiij edilir. Elde edilen {irlinlerin DNA miktarlar1 spektrofotometrede
okumalar1 yapilarak saptanir ve drnekler -20°C°de muhafaza edilir.

Bitkisel materyallerden izole edilen DNAlar sentetik olarak hazirlanmis ve
Operon Technologies (Almeda, CA) firmasindan temin edilmis RAPD primerleri (21
adet) (Cizelge 3.4) ve tiim reaksiyon komponentleri eklenerek termocycler (Sekil
3.8) icerisine yerlestirilmistir. Kullanilan RAPD daha 6nce turunggillerde polimorfik
olarak belirlenmis primerlerdir (Deng ve ark., 2000; Bastianel ve ark., 2006;
Kacar ve ark., 2005). Reaksiyon ve PCR kosullar1 Cizelge 3.5’te belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir.

RAPD analizlerinde agaroz gel elektroforez (Sekil 3.9) sonucunda her bir
primer icin bantlarin degerlendirilmesinde 1 kb DNA markir kullanilmistir (Sekil
3.10). Elde edilen PCR iiriinleri [20 pl PCR reaksiyonu i¢in 8 pl yiikleme buffert (%
40 sukroz, 10 mM EDTA, % 25 bromofenol blue) eklenmis], % 1.5’luk agarose
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jelde, 1 x TAE (Trizma Basse, Glacial Acetic Acid, EDTA) buffer eklenerek, 3 saat
siire ile 70 Volt’ta kosturulmustur.

Elektroforez isleminden sonra jel % 0.1°lik ethidium bromide solusyonu
(10mg/ml) igerisinde yaklagitk 30 dk. bekletilmis ve UV altinda fotograflari
cekilmistir.
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Cizelge 3.5 Denemede Kullanilan Primerler ve Baz Dizilisleri.

Primer Baz dizilisi Kaynak Primer Baz dizilisi Kaynak

kodu 5. 3) kodu 5. 3)
OPAAO7 CTACGCTCAC 1 OPEO05 TCAGGGAGGT 1
OPAA17 GAGCCCGACT 1 OPE09 CTTCACCCGA 2
OPACO5 GTTAGTGCGG OPE13 CCCGATTCGG 2
OPACO06 CCAGAACGGA 2 OPE19 ACGGCGTATG 2
OPACI11 CCTGGGTCAG 2 OPB04 GGACTGGAGT 3
OPACI16 CCTCCTACGG 2 OPB13 TTCCCCCGCT 3
OPAF04 TTGCGGCTGA 2 OPBI18 CCACAGCAGT 3
OPAF06 CCGCACTCTG 3 OPUO02 CTGAGGTCTC 2
OPAF12 GACGCAGCTT 3 OPU17 ACCTGGGGAG 2
OPEO1 CCCAAGGTCC 2 OPAKO04 | AGGGTCGGTC 3
OPEO02 GGTGCGGGAA 2

1: Deng ve ark., 1999
2: Kagar ve ark., 2005
3: Bastianel ve ark 2006

Sekil 3.8. Termocycler Sekil 3.9. Elektroforez
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Cizelge 3.6. PCR Reaksiyonunda kullanilan solusyonlar ve miktarlari

Solusyonlar Tek ornek i¢in kullanilan miktar

PCR Master Mix (Fermentas) 6.25 ul
Primer (30 ng) 1.25 ul
MgCl, (25mM) 2 mM 0.5 ul
Taq DNA Polimeraz (1 iinite) 0.05 pul
ddH,O 1 ul
DNA 15 ng

PCR kosullari

94°C 2 dk on denatiirasyon

94°C 2 dk denatiirasyon

37°C 1 dk annealing 55 dongii

72°C 2 dk polimerizasyon

72°C 10 dk son yazilim

4°C o0
bp ng/0.5pg %

10000 =

b

Y

N.

6
6
1

6
6
6
1

5
5
5]
1

S

o

[9)]

Sekil 3.10. Agaroz gelde kosturulmus 1 kb DNA markirinin bant biiytikliikleri
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Oviillerden Elde Edilen Kallus Olusum Oranlari

Embriyogenik kalluslar tam ¢iceklenmeden 2-8 hafta sonra kiiltiire alinan
oviillerden elde edilmislerdir. Embryogenik kalluslar beyaz/kremsi renk ve kirilgan
yapilariyla digerlerinden ayirt edilmislerdir (Sekil 4.1-4.8) . Microcitrus australasica
ve Fortunella margarita tiirlerinde istenilen kalitede embriyogenik kalluslar elde
edilemedigi i¢in bu tiirler istatistiksel analizlere dahil edilmemislerdir.

Denemede kullanilan turunggil tiirlerine ait kallus olusum oranlar
incelendiginde; I. y1l denemelerinde, en fazla kallus olusum orani C. aurantium (%
52) ve P. trifoliata (% 40) tiirlerinde olmustur. Kallus olusturma orani bakimindan
s0z konusu bu iki tiirii C. grandis (% 27) ve C. celebica (% 22) izlemistir. En diisiik
kallus olusturma oran1 % 9 ile C. medica’ da gerceklesirken, C. ichangensis tiiriinden
kallus olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.9;).

II. Yil denemelerinde kallus olusturma oranlar1i incelendiginde, C.
ichangensis ve C. grandis tiirleri disinda 1. yil denemelerine paralel sonuglar elde
edildigi gozlenmektedir. Sekil 4.10°dan de izlenecegi iizere II. yil denemelerinde I.
Y1l denemelerinde oldugu gibi en yiiksek kallus olusturma oran1 C. aurantium (%
52) tiirinden elde edilmis bunu % 40 kallus olusturma orami ile P. trifoliata
izlemistir. C. ichangensis tlriine ait eksplantlardan % 32 oraninda, C. reticulata
tiirtinden ise % 29 oraninda kallus elde edilmistir. En diisiik kallus olusturma orani I.
Y1l denemelerindeki gibi % 5 ile C. medica’da gergeklesmistir. C. grandis tiirlinden

kallus olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. P. trifoliata genotipinden elde edilen kallus goriiniisii

Sekil 4.2. C. aurantium genotipinden elde edilen kallus goriintisii

Sekil 4.3. C. celebica genotipinden elde edilen kallus goriiniisii
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Sekil 4.4. C. reticulata genotipinden elde edilen kallus goriiniigii

Sekil 4.6. C. medica genotipinden elde edilen kalluslar

39



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ismail VAROL

Sekil 4.7. C. grandis genotipinden elde edilen kalluslar

Sekil 4.8. E. glauca genotipinden elde edilen kallus
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Materyal ve Yontem bdliimiinde de aciklandigi iizere kallus olusturma
oranlar1 hesaplanirken her petride kiiltiire alinan on oviilden elde edilen kallus
miktarlart dikkate alinmistir. Yukarida sunulan veriler % ile ifade edildiginde 1. y1l
icin kallus olusumlar1 % 52 ile % 9 arasinda degisirken, II. y1l denemelerinde % 52
ille % 5 arasinda degismistir. 1. Y1l denemelerinde C. ichnangensis, 11. yil
denemelerinde C. grandis tiirlerinden kallus elde edilememesinin nedeninin istenilen
ozellikte meyve bulunamamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Kallus olusturma oranlar1 bakimindan Citrus alt cinsinde yer alan tiirler
incelendiginde 1 yil % 52 (C. aurantium) ile % 9 (C. medica), 1l.y1l ise % 52 (C.
aurantium) ile % 5 (C. medica) arasinda degisen kallus olusumlar1 dikkati
cekmektedir. Papeda alt cinsinde yer alan C. ichangensis ve C. celebica tiirlerinde II.
y1l sonuglar karsilagtirildiginda ise sirasiyla % 32 ve % 10 oraninda kallus olugumu
gozlenmistir. Yukaridaki veriler dikkate alindiginda ayni alt cins i¢inde yeralan
genotipler i¢in benzer sonuglar elde edilemedigi sdylenebilir.

Her iki yilda da M. australasica ve F. margarita tiirlerinden embriyogenik
kallus elde edilememesin nedeni bu tiirlerin kullanilan eksplante (oviil) ya da kiiltiire
alindig1 besi ortamina tepki vermemesinden kaynaklanabilecegini diisiindlirmektedir.

Carimi ve ark. (1998) Navel grubundan 11 portakal cesit ve tipi ile yapmis
olduklar1 caligmada stigma/stil ve ovul eksplantlar1 kullanmiglardir. Kiiltiirden 4
hafta sonra eksplante tepki verme ve hiicre boliinmesi baslamasinin en iyi oldugu
ortam; MS basal ortami, Malt ekstrakt ve 13.3 uM BAP igeren besi ortami ve en
olumlu tepki veren eksplant stigma/stil eksplanti oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte arastiricilar embriyogenik tepkinin en iyi oldugu eksplantin ovul oldugunu
belirtmislerdir. Ayn1 arastirmada portakal genotiplerinden elde edilen embriyogenik
kalluslarin oraninin % 30.8 oldugu bildirilmistir. Bu deger tez c¢alismasi kapsaminda
Eucitrus alt cinsinde yer alan genotiplerin ortalamalarindan daha yiiksek bir degerdir.
Sonuglar arasindaki bu farkliligin genetik farkliliktan veya ekplantin alinma
seklinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tez c¢aligmasinda, embriyogenik
kallus elde etmek amaciyla kullanilan oviillerin integiimentleri uzaklastiriimadan

kiltire alinmistir. Oysaki arastiricilar ovul integiimentlerinin uzaklastirilarak
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nucellus ile besi ortaminin temasimin  saglanmasinin  6nemli  oldugunu
vurgulamaktadirlar. Ayrica arastiricilar ¢alismalarinda 4 aylik meyvelerin oviillerini
kullanirken arastirmamizda 2 aylik meyveler kullanilmistir.

Turunggil tiirlerinden embriyogenik kallus eldesi amaciyla kiiltiire alinan
eksplantlerin kallus olusturma oranlarina iligkin varyans analiz tablolar1 Cizelge 4.2,
4.3 ve 4.4’de sunulmustur. Her iki yildaki veriler kullanilarak olusturulan varyans
analiz tablosunda tiir, Y1l X Tiir interaksiyonun 6nemli oldugu ortaya ¢ikmigtir
(Cizelge 4.2). Birinci y1l ve ikinci yil verileri ayr1 aynt dikkate alindiginda yalnizca
tiirlerin kallus olusturma oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak farkli oldugu dikkati
cekmektedir (Cizelge 4.3., Cizelge 4.4).

Uygulamalar, arasinda herhangi bir farkliligin olmamasi kallus olusturma
ortaminda kullanilan BA’nin kallus olusumuna etkisinin olmadigin1 ortaya
koymustur.

Chakravarty ve Goswami 1999 embriyonik kallus elde etmeye yonelik
Citrus acida tirinde yaptiklari galismada 2,4-D (Imgl™) ve BAP (0,5 mgl™)
kombinasyonlarinda en yiiksek kallus orani gozlenmistir. BA miktarinin diisiik
kullanilmast in vitro muhafaza sirasinda genetik kararliligin saglanmasi agisindan
onemlidir. Yiiksek dozda kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri bitkilerde

varyasyonlarin olusmasina neden olur.
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Cizelge 4.2. Her iki yildaki veriler kullanilarak kallus oranlari icin olusturulan

varyans analiz tablosu

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak derecesi toplami ortalamasi F degeri P degeri
Yil (Y) 1 2,3 23 0 0,964
Tekerriir/Y 18 19495,7 1083,1 4,12 0,000
Uygulama (U) 2 549,1 274,5 1,04 0,353
Tiir (T) 7 77106,5 11015,2 41,88 0,000
Y xU 2 654,0 327,0 1,24 0,290
YxT 7 29047,6 4149,7 15,78 0,000
YxUxT 28 77259 275,9 1,05 0,400
Hata 414 108890,0 263,0
Toplam 479 243471,1

Cizelge 4.3. Birinci yildaki veriler kullanilarak kallus oranlart i¢in olusturulan
varyans analiz tablosu

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak derecesi toplami ortalamasi F degeri P degeri
Uygulama (U) 2 26,7 13,3 0,03 0,966
Tiir (T) 7 476924 6813,2 17,69 0,000
UxT 14 5065,6 361,8 0,94 0,517
Hata 216 83208,3 385,2
Toplam 239 135993,0

Cizelge 4.4. ikinci yildaki veriler kullanilarak kallus oranlari i¢in olusturulan varyans
analiz tablosu

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak derecesi toplami ortalamasi F degeri P degeri
Uygulama (U) 2 1176,4 588,2 2,81 0,062
Tiir (T) 7 58461,7 8351,7 39,93 0,000
UxT 14 2660,2 190,0 0,91 0,550
Hata 216 45177,4 209,2
Toplam 239 107475,8
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4.2. Oviillerden Elde Edilen Kallus Agirhik Ortalamalar

Kallus agirlik ortalamalar1 hesaplanirken oviillerden meydana gelen
kalluslarin ~ ortalamalar1  degerlendirmeye alinmistir. Denemede yer alan
genotiplerden meydana gelen kallus agirlik ortalamalarn  Cizelge 4.1, ’de
belirtilmistir.

Birinci y1l denemelerinde en fazla kallus agirlik ortalamalar: kallus olusturma
oranlar ile paralel olarak C. aurantium (0.90g) ve P. trifoliata (0.85g) tiirlerinde
goriilmiistiir. Bu tiirlerin disindaki diger tiirler arasinda istatistiksel olarak farklilik
goriilmemistir. Bununla beraber elde edilen veriler sirasiyla; C. grandis (0.34g) ve C.
celebica (0.24g), E. glauca (0.05g), C. reticulata (0.06g) ve C. medica (0.04g)
tiirlerinden elde edilmistir (Sekil 4.11).

II. Y1l denemelerinde kallus agirliklart incelendiginde C. aurantium (0.55g),
P. trifoliata (0.25g) ve C. ichangensis (0.24g) tiirlerinden en yiiksek kallus agirliklar
elde edilmistir. 1. y1l denemelerine paralel sonuclar elde edilmesine ragmen II. yil
elde edilen sonuglar I. yil ortalamalarinin altinda bulunmustur. En diisiik kallus
agirhigr C. medica (0.04g) tiiriinden elde edilmistir (Cizelge 4.12).

Turunggil tiirlerinden embriyogenik kallus eldesi amaciyla kiiltiire alinan
eksplantlerin kallus agirliklarina iligkin varyans analiz tablolar her iki yi1ldaki veriler
icin Cizelge 4.5, birinci yil verileri kullanilarak elde edilen varyans analiz tablosu
Cizelge 4.6 ve ikinci yil verileri kullanilarak elde edilen varyans analiz tablosu
Cizelge 4.7°de sunulmustur. Her iki yildaki veriler kullanilarak olusturulan varyans
analiz tablosunda genotipin tek basina ve Yil X Tiir interaksiyonun 6nemli oldugu
ortaya ¢cikmustir (Cizelge 4.5). Birinci yil ve ikinci yil verileri ayr1 ayri dikkate
alindiginda yalnizca genotiplerin kallus agirliklar1 bakimindan istatistiksel olarak

farkli oldugu dikkati ¢cekmektedir (Cizelge 4.6., Cizelge 4.7).
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Sekil 4.11. 1. y1l denemelerinde kullanilan turunggil tiirlerine ait kallus agirliklar: (g)
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Cizelge 4.5. Her iki yildaki veriler kullanilarak kallus agirliklart i¢in olusturulan
varyans analiz tablosu.

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak derecesi toplami ortalamast F degeri P degeri
Yil (Y) 1 2,6 2,6 15,62 0,001
Tekerriir/Y 18 6,4 0,4 2,19 0,004
Uygulama (U) 2 0,9 0,5 2,89 0,057
Tiir (T) 7 16,8 2.4 14,64 0,001
Y x U 2 0,3 0,1 0,9 0,408
YxT 7 18,8 2,7 16,43 0,001
YxUxT 28 8,3 0,3 1,81 0,008
Hata 414 67,7 0,2
Toplam 479 121,8

Cizelge 4.6. Birinci yildaki veriler kullanilarak kallus agirliklart i¢in olusturulan
varyans analiz tablosu.

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak derecesi toplamui ortalamasi F degeri P degeri
Uygulama (U) 2 0,1 0,1 0,11 0,893
Tiir (T) 7 28,7 4,1 9,36 0,000
UxT 14 6,1 0,4 1,81 0,038
Hata 216 52,3 0,2
Toplam 239 87,3

Cizelge 4.7. Ikinci yildaki veriler kullanilarak kallus agirliklari igin olusturulan
varyans analiz tablosu.

Serbestlik Kareler Kareler
Kaynak derecesi toplami ortalamast F degeri P degeri
Uygulama (U) 2 1,1 0,6 3,69 0,052
Tiir (T) 7 6,8 1,0 6,33 0,002
UxT 14 2,2 0,2 1,52 0,104
Hata 216 21,9 0,1
Toplam 239 32,0
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Kayim ve Koc¢ (2006) farkli turuncgil tiirlerinde yaptiklar1 calismada
embryogenik kallus elde etmek i¢in 2.26 uM 2-4,D ve % 5 sakkaroz igeren MT
(Murrashige ve Tucker, 1962) ortamimi1 kullanmislardir. Siirekli alt kiiltiirlerle
Klemantin mandarininde % 4 laktoz kullanimiyla 700 mg kallus agirhigr ve
Washington Navel portakal cesidinde 500 mg kallus agirligimi elde etmisler.
Kiitdiken limon c¢esidinde en iyi kallus agirligin1 % 4-5 laktoz uygulamasindan
Zagarabianca limon c¢esidinde ise 220 mg kallus agirhgmt % 5 laktoz
uygulamasindan elde etmiglerdir. Yaptigimiz ¢alisamada benzer sekilde en iyi kallus
agirhgr 900 mg ile C. aurantium genotipinden elde edilmistir. Klemantin
mandarininde ise elde etmis oldugumuz deger 1. Y1l i¢cin 60 mg iken ikinci y1l i¢in 50
mg olmustur. Arastircilarin bulgularn ile aradaki farkin kullanilan karbonhidrat
kaynagi ile ilgili olabilecegi diisiilmektedir. Bu durumda klemantin mandarin ¢esidi

icin embriyogenik kallus olusumunda sakaroz yerine laktoz kullanimi 6nerilebilir.

4.3. Elde Edilen Kalluslardan Muhafaza Sonrasi Siirgiin ve Bitkicik Elde Etme

Oranlari

Birinci deneme yili sonunda elde edilen kalluslar muhafaza amaciyla 10°C’de
ve karanlik kosullarda tutulmustur. 30, 60, 90 giin sonunda kalluslardan ornekler
alinarak siirgiin ve bitkicik elde etme oranlar1 saptanmistir. 30 glin muhafaza
sonunda E. glauca’den (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17) 5
stirglin elde edilmis ve bu siirgiinlerin 3 tanesi koklendirilebilmistir.

P. trifoliata’dan (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20) ise 8 siirgiin elde
edilirken bunlarin 6 tanesi koklenmistir. Buna gore koklenme oranlari E. glauca igin
% 60, P. trifoliata i¢in % 75 bulunmustur. 60 giin sonunda E. glauca’dan 21 siirgiin
elde edilmis ve bunlarin % 90.5°1 koklendirilmistir (19 bitkicik). P. trifoliata’dan ise
elde edilen 6 siirgliniin 6’s1 koklenmistir. 90 giin sonunda E. glauca’dan alinan
orneklerden 10 siirglin olusmus ve 10’u koklendirilmistir. P. trifoliata’dan ise 12
stirglin elde edilmis ve bunlarin % 91.7’s1 (11 bitkicik) koklenmistir. 2. deneme yili

sonunda elde edilen kalluslar muhafaza amaciyla 10°C’de ve karanlik kosullarda

51



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ismail VAROL

tutulmustur. 30, 60, 90 giin sonunda kalluslardan 6rnekler alinarak siirgiin elde etme
oranlar1 saptanmistir. Sirasiyla 30/60/90 giinliik kalluslardan C. ichangensis (Sekil
4.21-c) i¢in 1/0/2 siirgiin, E. glauca (Sekil 4.21-b) i¢in 25/27/9 siirgiin, P. trifoliata
(Sekil 4.21-d) i¢in 3/3/0 siirglin ve C. reticulata (Sekil 4.21-a) icin 3/1/0 siirgiin elde

edilmistir.

Sekil 4.13. E. glauca nin kalluslarindan meydana gelen bitkicikler

Sekil 4.14. E. glauca nin kalluslarindan meydana gelen siirgiinler.
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Sekil 4.15. E. glauca nin kalluslarindan meydana gelen siirgilinler

Sekil 4.16. E. glauca nin koklendirilmis bitkicikleri

Sekil 4.17. P. trifoliata’nin oviillerinden meydana gelmis kallus iizerinde
stirglin olusumu
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Sekil 4.18. P. trifoliata’nin kalluslarindan bitkicik olusumu

Sekil 4.19. P. trifoliata’nin kalluslarindan olusan siirglinlerin
koklendirilmesi

Sekil 4.20. P. trifoliata’dan elde edilen bitkicikler.
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Sekil 4.21. C. reticulata (a), E. glauca (b), C. ichangensis (c),
P. trifoliata (d)’tan elde edilen siirgiinler.

4.4. Olusan Siirgiinlerin Kok Uzunlugu Ve Kok Sayilari

Muhafaza sonrasinda E. glauca ve P. trifoliata’nin 30 giinliik kalluslarindan
elde edilen bitkiciklerde kok uzunlugu ve kok sayisina bakildiginda (Cizelge 4.8) E.
glauca igin en uzun kok 18 cm iken P. trifoliata’da 22 olarak belirlenmistir. Kok
uzunlugu ortalamalarina bakildiginda E. glauca igin 8.6 cm P. trifoliata i¢in 10.1 cm
bulunmustur. Kok sayilart ise E. glauca igin en yliksek deger 5, ortalama 1.8, P.
trifoliata icin en yiiksek deger 3, ortalama 1.25 olarak saptanmistir. 60 giinliik E.
glauca kalluslarindan elde edilen en yiiksek kok uzunlugu 43 cm, ortalama ise 19.9
cm, P. trifoliata icin en yiiksek kok uzunlugu 28 cm, ortalama ise 19.7 cm olarak
saptanmigtir. Kok sayilarina bakildiginda E. glauca igin en yiiksek 3, ortalama 1.09,
P. trifoliata icin en yilksek 4, ortalama 2.5 olarak saptanmistir. 90 giinliik
kalluslardan elde edilen bitkilerde kok uzunlugu ve kok sayilaria bakildiginda kok
uzunlugu E. glauca icin en ylksek 60 cm, ortalama 27.8 cm, P. trifoliata i¢in en
yiikksek 10 cm, ortalama 5.7 cm bulunmustur. Kok sayilar ise E. glauca igin en
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yiiksek 2, ortalama 1.6, P. trifoliata i¢in en yiiksek 5, ortalama 1.7 olarak
saptanmistir. II. denemede koklendirilme yapilmamistir. 1. y1l denemeleri sonucunda
E. glauca’nim ¢ol bitkisi olmast nedeniyle ¢cok uzun koklii bitkicikler olusturdugu

sanilmaktadir.

Cizelge 4.8. 1. Deneme y1li sonunda genotiplerden kallus yaslarina gore elde edilen
koklenme oranlari, kok uzunlugu ve kok sayilari.

Genotip Koklenme (%) Kok uzunlugu (cm) Kok sayisi (adet)
Oran % Max.  Ort. Min. Max. Ort. Min.

30giin 3/5 60 18 8.6 11.5 5 1.8 2

E. glauca 60 gin  19/21  90.5 43 19.9 6 3 1.09 1
90 gin 10/10 100 60 27.8 15 2 1.6 1

30 giin 6/8 75 22 10.1 9 3 1.25 1

P. trifoliata 60 giin 6/6 100 28 19.7 5 4 2.5 1
90 gin 11/12 91.7 10 5.7 3 5 1.7 1

Cizelge 4.9. II. Deneme y1l1 sonunda genotiplerden kallus yaslarina gore elde edilen
stirgiin sayilari.

. Kallus yaslar
Genotipler 30 giin 60 giin 90 giin
C. ichangensis 1 0 2
E. glauca 25 27 9
P. trifoliata 3 3 0
C. reticulata 3 1 0

4.5. Olusan Bitkiciklerden Orneklerin Alinmasi, DNA izolasyonunun

gerceklestirilmesi ve DNA miktarlarinin saptanmasi.

Oviil izolasyonunda kullanilacak olan meyvelerin toplanmasi sirasinda ana
bitkilerden geng yaprak ornekleride alinmustir. [n vitro drnekler ise kallus kiiltiirii
sonunda muhafazaya alinan 6rneklerden 30, 60, 90 giin sonunda siirgiin gelistirme
ortamina alman ve koklendirilen bitkiciklerin yapraklarindan almmustir. Ikinci
deneme yilinda koklendirilme yapilmamis kaynak olarak direk siirglinler
kulanilmistir. DNA izolasyonunda kullanilan genotiplerin, alinma dénemleri, kallus

yaslari, uygulama ve elde edilen DNA miktarlar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
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4.6. RAPD Analizleri

Calismanin RAPD analizlerinde turunggillerde polimorfik oldugu bilinen
toplam 21 primer kullanilmigtir [OPAA 07, OPAA17, OPAC 05, OPAC 06, OPAC
11, OPAC 16, OPAF 04, OPAF 06, OPAF 12, OPAK 04, OPE 01, OPE 02, OPE 05,
OPE 09, OPE 13, OPE 19, OPU 02, OPU 17, OPB 04, OPB 13, OPB 18 (Deng ve
ark., 2000; Kacar ve ark., 2005; Bastianel ve ark., 2006). 6 primer istenilen
amplifikasyonu vermedigi i¢in degerlendirilmeye alinamamugtir.

Deng ve ark. (1998) turuncgillerde polimorfik olarak buldugu OPE 05
primeri tim genotipler i¢in belirgin bir band (1250 bp) vermesine ragmen beklenen
amplifikasyonu vermedigi i¢in degerlendirilmeye alinmamistir. Ayrica Kacgar ve
ark. (2005) limonlarda polimorfik olarak buldugu OPU 02 tiim genotipler i¢in 2
belirgin band (450, 900 bp) vermesine ragmen beklenen amplifikasyonu vermedigi
icin degerlendirilmeye almamamistir. Calismamizda degerlendirilmeye alinan
toplam 13 primerden toplam 33 band elde edilmistir. En yiliksek band sayis1 OPAK
04 primerinden 12 band olarak bulunurken, en diisiik band sayist OPAF 04
primerinden elde edilmistir (3 band). Ortalama band sayis1 ise 2.54 olarak

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.10. DNA izolasyonunda kullanilan orneklerin genotipleri, alinma
donemleri, kallus yaslari, uygulama ve elde edilen DNA miktarlar

Genotip Ornek Alma Ornek Kallus In vitro DNA miktar

Donemi Sirast  Yasi(glin) uygulama (ng/ul)

E. glauca  Invivo 2005 1 Kontrol -- 23.00

2005 2 30 -- 21.43

3 60 - 16.50

4 90 -- 22.14

2006 5 30 Kontrol 14.71

6 30 0.5 BAP 8.87

7 30 1 BAP 10.24

8 60 Kontrol 14.95

9 60 0.5 BAP 11.06

10 60 1 BAP 30.05

11 90 Kontrol 14.12

12 90 0.5 BAP 14.37

13 90 1 BAP 28.95

P.trifoliata  In vivo 2005 14 Kontrol -- 20.94

2005 15 30 -- 19.31

16 60 -- 19.77

17 90 19.51

2006 18 30 Kontrol 11.71

19 30 1 BAP 7.88

20 60 Kontrol 13.12

C. In vivo 2005 21 Kontrol -- 15.60
ichangensis

2006 22 30 Kontrol 13.73

23 90 1 BAP 9.65

C. In vivo 2005 24 Kontrol -- 9.79

reticulata
2006 25 30 0.5 BAP 6.68
26 60 0.5 BAP 10.39

Tez kapsaminda elde edilen bitkiciklerin genetik kararliliklarini saptamak
amaciyla yapilan DNA analizlerinde kullanilan OPE 09 primerinden toplam 6 band
elde edilmistir. E. glauca'da 3 monomorfik band (520, 1100, 1700 bp), P. trifoliata
i¢in 3 monomorfik band (500, 650, 750 bp), C. ichangensis i¢in 3 monomorfik band
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(900, 1100, 1700 bp) ve C. reticulata i¢in 2 monomorfik band (1100, 1700 bp) elde
edilmistir.

OPB 18 RAPD primerinden toplam 9 band elde edilmistir. E. glauca'da 5
monomorfik band (400, 500, 900, 1100, 1350 bp), P.trifoliata i¢in 4 monomorfik
band (375, 450, 850, 1050 bp), C. ichangensis i¢cin 4 monomorfik band (375, 450,
900, 1050 bp) ve C. reticulata i¢in 4 monomorfik band (375, 450, 900, 1050 bp) elde
edilmistir.

OPAA 07 primerinden toplam 5 band elde edilmistir. E. glauca'da 1
monomorfik band (1100 bp), P. trifoliata i¢in 2 monomorfik band (525, 975 bp), C.
ichangensis i¢in 2 monomorfik band (875, 975 bp) ve C. reticulata icin 2
monomorfik band (600, 975 bp) elde edilmistir.

OPAA 17 primerinden toplam 9 band elde edilmistir. E. glauca'da 5
monomorfik band (480, 875, 1000, 1100, 1400 bp), P. trifoliata i¢in 3 monomorfik
band (480, 700, 800 bp), C. ichangensis i¢cin 2 monomorfik band (500, 1000 bp) ve
C. reticulata i¢in 4 monomorfik band (500, 1000, 1200, 1400 bp) elde edilmistir.

OPAC 06 primerinden toplam 8 band elde edilmistir. E. glauca'da 3
monomorfik band (625, 1100, 1250 bp), P.trifoliata igin 2 monomorfik band (600,
1050 bp), C. ichangensis igin 3 monomorfik band (625, 1100, 1200 bp) ve C.
reticulata i¢in 4 monomorfik band (375, 625, 815, 1250 bp) elde edilmistir (Sekil
4.22).

59



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ismail VAROL

3 4 5.6.7 BN9I10 11 1281814 IS8 LGH INENISRN1 9 20421 22, 23 24 2526'

L L L L e

L -

Sekil 4.22. OPAC 06 primeri ile turunggil ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri

OPAK 04 primerinden toplam 12 band elde edilmistir. E. glauca'da 5
monomorfik band (270, 600, 950, 1250, 1400 bp), P. trifoliata i¢in 6 monomorfik
band (350, 600, 750, 1000, 1400, 1500 bp), C. ichangensis i¢in 3 monomorfik band
(750, 1000, 1300 bp) ve C. reticulata igin 4 monomorfik band (375, 650, 1400, 1500
bp) elde edilmistir (Sekil 4.23).

1000t ""'?--E—'!?!l_:L; -e —.’_
m— L . & - -

1500 bp
2 3 48 SEENG) 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

- -—-ﬁ------.-

500 bp

Sekil 4.23. OPAK 04 primeri ile turunggil ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPAC 11 primerinden toplam 10 band elde edilmistir. E. glauca'da 5
monomorfik band (400, 800, 975, 1200, 1300 bp), P.trifoliata i¢in 3 monomorfik
band (400, 700, 1200 bp), C. ichangensis i¢in 4 monomorfik band (400, 750, 1200,
1300 bp) ve C. reticulata i¢cin 4 monomorfik band (1000, 1100, 1200, 1350 bp) elde
edilmistir (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

1500 bp

1000 bp

500 bp

Sekil 4.24. OPAC 11 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri

1500 bp "14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 .

1000 b e — —— =t
" e ——— —_— x ‘—- E_

500 bp

Sekil 4.25. OPAC 11 primeri ile P.trifoliata, C. reticulata, C. ichangensis ana bitki
ve kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPAF 04 primerinden toplam 3 band elde edilmistir. E. glauca'da 3
monomorfik band (675, 800, 950 bp), P.trifoliata i¢in 1 monomorfik band (800 bp),
C. ichangensis i¢cin 2 monomorfik band (675, 800 bp) ve C. reticulata igin 2
monomorfik band (675, 800 bp) elde edilmistir (Sekil 4.26, Sekil 4.27).

- - - 5 - g — P — - -

B e —— xR Nl

Sekil 4.26 OPAF 04 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri

e

—
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500 bp

Sekil 4.27. OPAF 04 primeri ile P. trifoliata, C. ichangensis, C. reticulata ana bitki
ve kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPAF 06 primerinden toplam 5 band elde edilmistir. E. glauca'da 3
monomorfik band (400, 700, 1050 bp), P. trifoliata i¢in 4 monomorfik band (600,
700, 950, 1050 bp), C. ichangensis i¢in 2 monomorfik band (700, 1050 bp) ve C.
reticulata i¢in 2 monomorfik band (700, 1050 bp) elde edilmistir (Sekil 4.28, Sekil
4.29).

1500 bp

1000 bp-~. — e e D Y G -—— S e S S S e

500 bp

Sekil 4.28. OPAF 06 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlariin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri

1500 bp 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
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500 bp

Sekil 4.29. OPAF 06 primeri ile P. trifoliata, C. ichangensis, C. reticulata ana bitki
ve kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPAF 12 primerinden toplam 6 band elde edilmistir. Eremocitrus glauca'da
3 monomorfik band (400, 650, 1200 bp), P. trifoliata i¢in 1 monomorfik band (490
bp), C. ichangensis i¢in 1 monomorfik band (700 bp) ve C. reticulata igin 3
monomorfik band (700, 850, 1200 bp) elde edilmistir (Sekil 4.30, Sekil 4.31).

1500 bp

1000 bp=~
TS S e e e s D S D S — —

500 bp

Sekil 4.30. OPAF 12 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

——

— —

Sekil 4.31. OPAF 12 primeri ile P. trifoliata, C. ichangensis, C. reticulata ana bitki
ve kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPE 02 primerinden toplam 7 band elde edilmistir. Eremocitrus glauca'da 4
monomorfik band (400, 675, 1300, 1350 bp), P.trifoliata i¢in 6 monomorfik band
(500, 600, 675, 800, 1000, 1350 bp), C. ichangensis i¢in 5 monomorfik band (500,
675, 800, 1000, 1350 bp) ve C. reticulata i¢cin 2 monomorfik band (500, 1350 bp)
elde edilmistir (Sekil 4.32, Sekil 4.33).

B e e S % o Rl
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Sekil 4.32. OPE 02 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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Sekil 4.33. OPE 02 primeri ile P. trifoliata, C. ichangensis, C. reticulata ana bitki ve
kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPE 19 primerinden toplam 12 band elde edilmistir. Eremocitrus glauca'da 7
monomorfik band (300, 350, 650, 750, 900, 1100, 1350 bp), P. trifoliata i¢in 6
monomorfik band (375, 675, 750, 875, 1100, 1300 bp), C. ichangensis i¢in 5
monomorfik band (400, 600, 750, 1300, 1700 bp) ve C. reticulata igin 3 monomorfik
band (400, 750, 1300 bp) elde edilmistir (Sekil 4.34, Sekil 4.35).

1500 bp

1000 bp~

500 bp

Sekil 4.34. OPE 19 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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Sekil 4.35. OPE 19 primeri ile P.trifoliata, C. ichangensis, C. reticulata ana bitki ve
kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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OPAC 05 primerinden toplam 4 band elde edilmistir. E. glauca'da 2
monomorfik band (800, 850 bp), P. trifoliata i¢in 2 monomorfik band (600, 800 bp),
C. ichangensis icin 2 monomorfik band (300, 800 bp) ve C. reticulata ig¢in 1
monomorfik band (800 bp) elde edilmistir (Sekil 4.36, Sekil 4.37).

1500 bp

1000 bp--.

500 bp

Sekil 4.36. OPAC 05 primeri ile E. glauca ana bitki ve kallus hatlarinin
amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri

1500 bp
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

1000 bp~

500 bp

Sekil 4.37. OPAC 05 primeri ile P. trifoliata, C. ichangensis, C. reticulata ana bitki
ve kallus hatlarinin amplifikasyonu sonucu elde edilen bant profilleri
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Tez kapsaminda kullanilan bitkisel materyal ve RAPD primerleri ile orijinal
bitkiler ile in vitro kosullarda muhafaza edilmis bitkiler arasinda DNA diizeyinde
herhangi bir farklilik tespit edilememistir. DNA analizleri ile ilgili elde etmis
oldugumuz bulgular Hao ve ark. (2004) Red marsh altintopunda yapmis olduklar
calismada elde ettikleri bulgularla uyumlu bulunmustur. Yine ayni sekilde Hou
(1999) bir yil sonunda muhafazada bulunan kalluslarda RAPD analizleri
gerceklestirilmis, kontrolde oldugu gibi higbir varyasyona rastlamamistir. Arastirici,
calisma sonunda RAPD yonteminin genetik yapilarin ortaya konulmasinda yeterli
bir yontem oldugu fakat epigenetik degisikliklerin belirlenmesinde DNA
metilasyonunun en iyi model oldugu bildirilmistir.

Ramkrishna ve Singh (2005) C. reticulata Blanco, C. jamphiri Lush'a ait
kotiledon segmentlerinden bitki regenerasyonu ve muhafazasi konusunda ¢aligmalar
yapmislardir. MS + 2 mg/l BAP + 0.5 mg/l Kinetin + 1 mg/l NAA igeren ortamda
adventif embyolar elde etmisler. Elde ettikleri bitkiler ve ana bitkide RAPD
analizlerini gerceklestirmigler. 5 RAPD primeri kulanmislar ve elde edilen
regenerantlarin ismine dogru olduklarini ortaya koymuslar. Yaptiklar1 ¢aligmanin
genetik  kaynaklarin  degisiminde, ileride  yapilabilecek transformasyon
calismalarinda, in vitro genetik kaynak muhafazasi gibi ¢alismalara yararli olacagini

vurgulamislardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada on farkli turunggil genotipinden elde edilen ovuler kalluslarin
azaltilmis biiyiime kosullarinda (1/2 MS, 10°C sicaklik ve karanlik) muhafazasi ve
farkli muhafaza siirelerinde (90, 120, 150 giinliik) bu kalluslardan siirgiin ve bitkicik
elde etme olanaklar1 arastirilmustir. /n vitro muhafaza sonrasinda elde edilen siirgiin
ve bitkiciklerde molekiiler analizler (RAPD) gergeklestirilerek in vitro kosullarda
muhafaza sirasinda genetik yapilarinda bir degisim olup olmadig belirlenmistir.

Denemede yer alan genotiplerden Microcitrus australasica ve Fortunella
margarita tirlerinde istenilen kalitede embriyogenik kalluslar elde edilememistir.
Her iki yilda da sz konusu tiirlerinden embriyogenik kallus elde edilememesinin
nedeni bu tiirlerin kullanilan eksplante (ovul) ya da kiiltiire alindig1 besi ortamina
tepki vermemesinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tiirler i¢in bundan
sonra yapilacak denemelerde stil, stigma veya olgunlagsmamis tohum gibi farklh
eksplantlarin, farkli biiylime diizenleyicileri iceren besi ortamlarinda kiiltiire alinmasi
Onerilebilir.

Denemede kullanilan turunggil tiirlerine ait kallus olusum oranlari
degerlendirildiginde; I y1l denemelerinde, en fazla kallus olusum oran1 C. aurantium
(5.2) ve P. trifoliata (4.0) tiirlerinde olmustur. En diistik kallus olusturma orani 0.9
ille C. medica’> da gergeklesirken, C. ichangensis tiriinden kallus olusumu
gozlenmemistir. II. Y1l denemelerinde kallus olusturma oranlar1 incelendiginde, C.
ichangensis ve C. grandis tirleri disinda I yil denemelerine paralel sonuglar elde
edildigi gozlenmektedir. II. y1l denemelerinde I. y1l denemelerinde oldugu gibi en
yiiksek kallus olusturma orant C. aurantium (5.2) tiirlinden elde edilmis bunu 4.0
kallus olusturma orani ile P. trifoliata (4.0) izlemistir. En diisiik kallus olusturma
orant I. y1l denemelerindeki gibi 0.5 ile C. medica’da gerceklesmistir. C. grandis
tiirlinden kallus olusumu gézlenmemistir.

Kallus olusum oranlart ile ilgili olarak elde edilen verilerin literatiir
bulgularindan diigiik olmasinin sebebi embriyogenik kallus elde etmek amaciyla
kullanilan oviillerin integlimentlerinin uzaklastirilmadan kiiltiire alinmis olmasi
olabilir. Arastiricilar ovul integlimentlerinin uzaklastirilarak nucellus ile besi

ortaminin temasinin saglanmasinin embriyogenik kallus eldesinde 6nemli oldugunu
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vurgulamaktadirlar. Ayrica arastiricilar ¢alismalarinda 4 aylik meyvelerin oviillerini
kullanirken arastirmamizda 2 aylik meyveler kullanilmistir (Carimi ve ark. 1998).

Denemede yer alan genotiplerden elde edilen kalluslarin agirliklar
degerlendirildiginde birinci y1l denemelerinde en fazla kallus agirlik ortalamalar1 C.
aurantium (0.90g) ve P. trifoliata (0.85g) tiirlerinde gorilmiistiir. Bu tiirlerin
disindaki diger tiirler arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir. II. Yil
denemelerinde kallus agirliklar1 incelendiginde C. aurantium (0.55g), P. trifoliata
(0.25g) ve C. ichangensis (0.24g) tiirlerinden en yiiksek kallus agirliklar1 elde
edilmistir. I. y1l denemelerine paralel sonuglar elde edilmesine ragmen II. yil elde
edilen sonuglar 1. yil ortalamalarinin altinda bulunmustur. C. reticulata gibi bazi
genotiplerde elde edilen kalluslarin agirlik ortalamalarinin oldukca diisiik olmas1 bu
genotipler i¢in farkli karbarbonhidrat kaynaklarmin kullanilabilecegini akla
getirebilir. Nitekim arastiricilar turunggillerde embriyogenik kallus elde etme ve bu
kalluslarin gelismesinde karbonhidratlarin ¢ok énemli oldugunu ve 6zellikle sukroz
yerine laktoz ve galaktoz kullaniminin kallus gelisimini attirdigini bildirmislerdir
Kayim ve Koc¢ (2006).

Oviiler ekplantlerden embriyogenik kallus eldesinde elde edilen verilerle
gergeklestirilen varyans analizlerinde, kiiltiir ortaminda kullanilan farkli BA
konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak kallus olusumuna ve kallus agirligina etkisi
saptanmamistir. Bu durum ozellikle in vifro muhafaza agisindan ¢ok Onemlidir.
Ciinkii  kiiltiir ortaminda kullanilan biiylimeyi diizenleyici maddeler kiiltiirde
varyasyona  neden  olarak  genetik  birtakim  degisiklikler = meydana
getirebilmektedirler.

Aragtirmada kiiltiire alinan oviillerden yaklasik olarak 60 gilin sonunda
meydana gelen kalluslar azaltilmis kosullarda muhafazaya alinmistir. Olusan
kalluslar birbirlerinden farkliliklar gdstermistir (kirilgan, kompakt vb.). Kompakt
olmayan kalluslar azaltilmis kosullardan etkilenmis ve hizli bir sekilde karararak
canliliklarmi yitirdikleri goriilmiistiir. Fakat bazi genotiplere ait (P. trifoliata)
kararmis kalluslar normal sartlarda kiiltiire alindiginda (27°C+2°C, 8 saat karanlik 16

saat aydinlik, Full MS) siirgiin olusumu gozlenmistir.
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Muhafaza sonrasinda kalluslardan alinan 6rneklerin bir kismi pargalanarak
bliylime diizenleyicileri igermeyen MS ortaminda kiiltiire alinirken bir kismida BAP
iceren ortamda parcalanmadan kiiltiire alinmistir. MS ortamina alinan drneklerden
once kok daha sonra siirgiin olusturarak tam bir bitkicik meydana getirirken, BAP
iceren ortamda siirgiinler meydana gelmistir. Bu siirgiinler daha sonra NAA igeren
ortamda koklendirilmistir.

Kalluslardan siirgiin ve bitkicik olusum oranlari incelendiginde I. deneme
yilinda yalmizca E. glauca ve P.trifoliata tiirlerine ait kalluslarindan siirglin ve
bitkicikler elde edilmistir. Diger genotiplerden silirglin ve bitkicik olusumu
gozlenmemistir. II. deneme yilinda ise E. glauca ve P. trifoliata’nin yani sira C.
reticulata ve Citrus ichangensis’e ait kalluslardan da siirgiinler elde edilebilmistir.

Arastirmada elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, siirgiin ve
bitkicik elde etme orani en iyi bulunan E. glauca'nin kallus olusum orani ve kallus
agirliklarina bakildiginda oranlarin oldukca diisiik oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte siirglin ve bitkicik elde edilebilen diger genotip olan P. trifoliata’ nin kallus
olusum orani1 ve agirlik ortalamalarinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Dolayis: ile
sirglin ve bitkicik elde edilmesinin kallus olusum oranlarina veya kallus agirlik
ortalamasina bagli olmadig1 sdylenebilir.

Ayrica Orneklerin alinmasiyla ilgili 6nceki ¢aligmalarda belirtilen kriterler
portakal, mandarin ve limon gibi embryogenik kallus ve somatik embriyo elde
etmede siklikla kullanilan tiirler i¢in kullanilabilecegi soylenebilir. Kabuk
kalinliginin meyve igine orami fazla ve oviil gelisimi yavas olan C. aurantium, C.
ichangensis, Poncirus trifoliata gibi genotiplerde tam ¢igeklenmeden 2-8 hafta sonra
olarak belirtilen siirenin daha uzun bir periyoda yayildig: (10-12 hafta) gézlenmistir.

Ozellikle tez calismasi kapsaminda istenilen nitelikte embriyogenik kallus
elde edilemeyen genotipler i¢cin bu denemede kullanilan biiyiime diizenleyicilerle
birlikte yada farkli kombinasyonlar iceren ortamlar ve farkli karbonhidrat kaynaklari
denenmesi Onerilebilir. Arastiricilar, embryogenik kallus elde edebilmek i¢in tek
kiiltiiriin yeterli olmadigin stirekli altkiiltiirler yapilmasi gerektigi belirtmislerdir.

Dolayisiyla baslangi¢ kiiltiiriinden sonra direk muhafazaya alma yerine, elde

edilen kalluslarin stirekli altkiiltiirlerinin yapilmas1 (yaklasgik 5-6 alt kiiltiir)

71



5. SONUC VE ONERILER ismail VAROL

embryogenik kallus elde edilebilmesi icin yararli olacaktir. Embriyonik kallus elde
edilmesi i¢in ise oviiliin yan sira farkli materyaller (tohum, epikotil, kotiledon, kok,
stil, stigma vb.) kullanilmalidir. Kalluslardan siirglin olusumu i¢in kullanilan ortam
iceriginin (BAP-GAj3) farkli oranlar1 denenmeli, kiiltiir kosullar1 (1siklanma periyodu
ve farkli sicaklik dereceleri) degistirilmeli ve kiiltiirde bekleme siiresi ile ilgili
calismalar yapilmalidir.

In vitro kosullarda muhafaza edilmis emriyogenik kalluslardan elde edilen
bitkilerde DNA diizeyinde herhangibir varyasyon gdzlenmemistir. Bu bitkiciklerin
genetik kararliliklarinin  saptanmasit amaciyla aragtirmamizda kullanilan RAPD
yontemi bu giine kadar benzeri ¢alismada basari ile kullanilmis 6zellikle ucuz, hizli,
kolay ve pratik olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri olmustur.
Bununla birlikte kullanilan her markir sistemi genomun farkli bolgelerini taradigi
diisiiniilecek olursa ve kullanilan markir sistemleri herzaman genomun morfolojik
karakterlerini kodlayan bolgeleri amplifiye etmedigi i¢in farkli markir sistemleri
kullanilmast ve miimkiin oldugunca o tiire 0zgii polimorfizm gozlenmis olan

primerlerin kullanimi 6nerilmektedir.

72



KAYNAKLAR

ANONIM 2002 http.//www.fao.org
ANONIM 2002a http://www.tuba.gov.tr/files_tr/yayinlar/yayin_data/

genetikkaynaklaralani.doc

ANONIM 2003 Ulkesel genetik kaynaklar arastirma ve gelistirme projesi,
Toplanti raporu, Haziran, Ankara

ANONIM 2004. Global Agriculture Information Network

ANONIM 2005 http://www.ortohum.gov.tr/Tekbul/biotek.doc

ANONIM 2005a http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/014sezensehirali.pdf

ANONIM 2006 http//www.faostat.org

ASHBURNER, G.R., FAURE, M.G., D.R. TOMILSON., 1996. Collection of

Coconut (Cocos nucifera) Embryos from Remote Locations. Seed sci.
Technol. 24:159-171.

ASHMORE, S., DREW, R., 2003. Update on the Development of Advanced
Technologies for Germplasm Conservation of Tropical Fruit Species: An
ACIAR Funded Project. In Mai, B., Ramamani, Y.S., Rao, V.R. (ed)
Conservation and Use of Native Tropical Fruit Species Biodiversity in
Asia pp 23-27. Proceeding of the Third Annual Meeting of Tropical Fruit
Genetic Resources Project, Chongqing, China 25-28 March

AVENIDO, R.A., ENDONELA, L.E., PATENA, L.F., BARBA, R.C., 2005.
Developing Plant Regeneration Systems for in Vitro Conservation of
Mandarin (Citrus reticulata) and Pummelo (Citrus maxima). ISHS Acta
Horticulturae 694: International Symposium on Harnessing the Potential of
Horticulture in the Asian-Pacific Region

BASTIANEL, M., OLIVEIRA, A. C. DE, CRISTOFANI, M., 2006 Genetic

Diversity Among hybRids of Sweet Orange and 'Murcott' Tangor Evaluated
by fAFLP and RAPD Markers. Pesq. agropec. bras. vol. 41, no. 5, pp. 779-
784.

73


http://www.fao.org
http://www.tuba.gov.tr/files_tr/yayinlar/yayin_data/
http://www.ortohum.gov.tr/Tekbul/biotek.doc
http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/014sezensehirali.pdf
http://www.faostat.org

BEGUM, F., AMIN, M.N., ISLAM, S., AZAD, M.A.K., 2004. Acomparative
Study of Axillary Shoot Proliferation from the Nodal Explants of Three
Varieties Pummelo (Citrus grandis [L. | Osb.). Biotechnology, 3 (1):56-62

CALOVIC, M., VILORIA, Z., NIELSEN, B., GMITTER, F.G., JR, CASTLE,
W.S., AND GROSSER, J.W., 2000. Somatic Embryogenesis from Lemon
Style and Analysis of Genetic Stability in Regenerated Plants Using RAPD
and Flow Cytometry. Global Citrus Germplasm Network Meeting,
December

CARIMI, F., TORTORICI, M.C., DE PASQUALE, F., CRESCIMANNO, F.G.,
1998. Somatic embryogenesis and plant regeneration from undeveloped
ovules and stigma/style explants of sweet orange navel group [ Citrus
sinensis (L.) Osb.]. Plant Cell, Tissue and Organ Culture Volume 54,
Number 3 (1998) ; 183-189

CARIMI, F., DE PASQUALE, F., CRESCIMANNO, F. G., 1999. Somatic
Embryogenesis and Plant Regeneration from Pistil Thin Cell Layers of
Citrus. Plant Cell Reports Volume 18, Number 11 (1999);935-940

CHAKRAVARTY, B., GOSWAMI, B.C., 1999. Plantlet Regeneration from
Long-Term Callus Cultures of Citrus acida Roxb. and the Uniformity of
Regenerated Plants. Scientia Horticulture 82 (1999) 159-169

CHATURVERDI, H.C., SHARMA, M., 1987. excised root culture-a novel
method for germplasm preservation. In: Reddy, G.M., (Ed) Plant Cell and
Tissue Culture of Economically Important Plants. Osmania University,
Hyderabad. Pp. 175-179

CHO, E.G., HOR, Y.L, KIM H.H., RAO, V.R.,, ENGELMANN, F., 2001.
Cryopreservation of Citrus madurensis Zygotic Embryonic Axes by
Vitrification: Importance of Pregrowth and Precultured Conditions.
Cryoletters 22 (6) : 391-396

CHO, E.G., HOR, Y.L, KIM H.H., RAO, V.R.,, ENGELMANN, F., 2002.
Cryopreservation of Citrus madurensis Embryonic Axes by Encapsulation-

Dehidration. Cryoletters 23 (5) : 325-332

74



DENG, X. X., G. B. LIU AND ZHANG, W. C., 1985. Study on the
Choromosome Variation of Citrus Callus. J. Chin. Citrus 3:4-7

DENG, X. X., HU, C. G., HUO, H. GUO, W.W. and H. YI. 2000. A Preliminary
Study of Citrus Germplazm Conservation and its Evaluation by RAPD
Analysis. Proc. I. Int. Sym. on Citrus Biotechnology Eds. R. Goren and
E.E. Goldshmidt. Acta Hort. 535 pp 99-105.

DIXIT, S., MANDAL, B.B., AHUJA, S., SRIVASTAVA, P.S., 2003. Genetic
Stabilty of Plants Regenerated from Cryopreserved Embryogenic Tissue of
Dioscorea bulbifera L. Using RAPD, Biochemical and Morphological
Analysis. Cryoletters 24 (2): 77-84 MAR-APR.

DULLOO, M.E., GUARINO, L., ENGELMANN, F., MAXTED, N,
NEWBURY, J.H.,, ATTERE, F., FORD-LLOYD, B.V. 1998.
Complementary Conservation Strategies for the Genus Coffea: A Case
Study of Mascarene Coffea Species. Genetic Resources and Crop
Evolution 45/6 (1998) : 565-579

EMEKLIER, H.Y. 2001. Germplazm Muhafazasi. Bitki Biyoteknolojisi (Doku
Kiiltiirii ve Uygulamalar1) Ed. M.Babaoglu, E.Giirel, S.Ozcan. 282-323.

ERNER, Y., REUVENI, O., GOLDSCHMIDT, E.E., 1975. Partial Purification of
a Growth Factor from Orange Juice Which Affects Citrus Tissue Culture
and Its Replacement by Citric Acid. Plant Physiol. (1975) 56, 279-282

EVANS, D.A. and SHARP, W. R. 1983. Single Gene Mutations in Tomato Plants
Regenerated from Tissue Culture. Science 221: 949-951.

FIORE, S., DE PASQUALE, F., CARIML F., SAJEVA, M., 2002. Efect of 2,4-D
and 4-CPPU on Somatic Embryogenesis from Stigma and Style Transverse
Thin Cell Layer of Citrus. Plant Cell. Tiss. and Org. Cul. 68/1 : 57-63.

FRISON, E.A. and PUTTER, C.A.J. 1988. FAO/IBPGR technical guidelines for
the safe movement of germplasm. in Abstr. 5. Int. Cong. Plant Pathol.,
Kyoto, Int. Soc. For Plant Pathol. P.279.

GERMANA, M.A., WANG, Y.Y., BARBAGALLO, M.G., IJANNOLINO, G.,
CRESCSMANNO, F.G., 1994. Recovery of Haploid and Diploid Plantlets

75



from Anther Culture of Citrus clementina Hort and Citrus reticulata
Blanco. J. Hortic. Sci. 69, 473-480

GMITTER, F.G. JR. AND MOORE, G.A., 1986. Plant Regeneration from
Undeveloped Ovuls and Embriyogenic Cali of Citrus: Embriyo Production
, Germination and Plant Survival. Plant Cell Tissue Org. Cult.6: 139-147.

GROSER, J.W., GMITTER, F.G. JR. AND CHNADLER, J.L., 1997. Somaclonal
Variation in Sweet Orange — a Tool for Cultivar Improvement. 8.Int. Citrus
Congress., Sun City, South Africa, 1996. Proc. Int. Soc. Citriculture 1:203-
206

HAO, Y.J., YOU, C.X., DENG, X.X., 2002. effects of cryopreservation on
developmental competency, cytological and molecular stability of citrus
callus. Cryoletters 23 (1) : 27-35.

HAO, Y.J., WEN, X.P., DENG, X.X., 2004 Genetic and epigenetic evaulations of
citrus calluses recovered from slow-growth culture. J. Plant Physiol. 161.
479-484

KABAYASHI, S., IKEDA, 1., NAKATANI, M., 1984. Induction of nucellar
callus from orange (Citrus sinensis Osbeck) and uniformity of regenerated
plants. Bull. Fruit Tree Res. St., Jpn. 5, 43-54

KACAR, Y.A., DEMIREL, A., TUZCU, O., YESILOGLU, T., ULAS, M.,
YILDIRIM, B. 2005. Preliminary Results on Fingerprinting Lemon
Genotypes Tolerant to Mal Secco (Phoma tracheipfhila) Disease by RAPD
Markers. Biologia, Bratislava 60 (3): 295-300.

KENCE, A., 2005. Tiirkiye nin Biyolojik Zenginlikleri (giris)

KOCHBA, J., SPIEGEL-ROY, P., SAAD, S., NEUMAN, H., 1978. Effect of
Galactose and Galaktose Containing Sugars on Embryogenesis in Citrus
Callus. ISHS Acta Horticulturae 78: Symposium on Tissue Culture for
Horticultural Purposes

KUDEN, A.B. 2001. Genetic Resources of Temperate Zone Fruits in Turkey.
Proc. 6™ IS Temp. Fruit Trop.& Subtrop. Acta Hort. 565: 33-35.

LAMBARDI, M., DE CARLO, A., BIRICOLTI, S., PUGLIA, A.M.,,
LOMBARDO, G., SIRAGUSA, M., DE PASQUALE, F. 2004. Zygotic

76



and Nucellar Survival Following Dehydration/Cryopreservation of Citrus
Intact Seeds. Cryoletters 25 (2) : 81-90

LING, J-T., IWAMASA, M., 1997. Plant Regeneration from Embryogenic Calli
of Six Citrus Related Genera. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 49:
145-148

MARIN, M.L. AND N. DURAN-VILA, 1982. Cryopreservation of Somatic
Embryos of ‘Washington Navel’ Sweet Orange. Proc. Int. Soc.
Citriculture, 313-317

MARIN, M.L. AND N. DURAN-VILA, 1992.Cryoprezervation of Somatic
Embriyos of “Washington Navel” Sweet Orange. Proc. Int. Soc.
Citriculture 313-317

MENDES-DA-GLORIA, F.J., FILHO, F.A.AM., DEMETRIO, C.G.B,
MENDES, B.M.J., 1999. Embyogenic Calli Induction from Nucellar
Tissue of Citrus Cultivars. Scienta Agricola, v.56, n.4, p.1111-1115

MILLER, J.C. AND TANKSLEY, S.D. 1990. RFLP Analysis of Phylogenetic
Relationships and Genetic Variation in the Genus Lycopersicon. Theor.
Appl. Genet., 80 (4): 437-448.

MURASHIGE, T. AND F. SKOOG, 1962. A Revised medium for Rapid Growth
and Bioassay with Tobocco Cultures. Physiol. Plant 15: 473-497

NG, S.Y.C. AND NG, N.Q., 1991. Reduced Growth Storage of Germplazm. In:
JH Dodds (ed), In vitro Methods for Conservation of Plant Genetic
Resources, P.247, Chapman and Hall, The Universty Press, Cambridge

ONGHIA, AM.D., DJELOUAH, K., 2000. Somatic Embryogenesis from Style
Culture: A New Technique for the Sanitation Conservation, and Safe
Exchange of Citrus Germplasm. Global Citrus Germplasm Network
Meeting, December.

OZGEN M., ADAK M. S., SOYLEMEZOGLU G., ULUKAN H., 2000. Bitkisel
Gen Kaynaklarinin Korunma Ve Kullaniminda Yeni Yaklasimlar: Tiirkiye
Ziraat Miithendisligi V. Teknik Kongresi.

PATENA, L.F., ENDONELA, L.E., REFUERZO, L.C., BARBA, R.C., 2005.

Somatic Embryogenesis and Plantlet Regeneration in Calamansi (X

77



Citrofortunella microcarpa Bunge.) ISHS Acta Horticulturae 694:
International Symposium on Harnessing the Potential of Horticulture in the
Asian-Pacific Region

PEREZ, R. M., MAS, O., NAVARRO, L., DURAN, V. N., 1999. Production and
Cryopreservation of Embryogenic Cultures of Mandarin and Mandarin
Hybrides. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 55: 71-74.

RAO, K.N., 2004. Plant Genetic Resources: Advancing Conservation and Use
Through Biotechnolog. African J. Of Biotechnology, Vol.3(2), pp 136-145.

RAMKRISHNA, K. N., and SANJAY, K. S., 2005. In Vitro Adventitive
Embryony in Citrus: A Technique for Citrus Germplasm Exchange.
Current Science, vol. 88, no. 8, 25

RICCI, A.P., FILHO, F.A.AM., MENDES, B.M.J., PIEDADE, S.M.S., 2002.
Somatic Embryogenesis in Citrus sinensis, C. reticulata and C. nobilis x
C. deliciosa. Scienta Agricola, v.59, n.1, p.41-46

ROUT, G.R., DAS, P., GOEL, S., RAINA, S.N., 1998. Determination of Genetic
Stability of Micropropagated Plants of Ginger Using Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) Markers. Bot. Bull. Acad. Sin. (1998) 39:23-
27

SAS Institute Inc., 1990: Sas User Quide; SAS/STAT, Version 6. SAS Inst. Inc.,
Cary, N.C.

SINGH, A., NITO, N., IWAMASA, M., 1992. Influence of Lactose and Glycerol
on Growth and Somatic Embryogenesis of Citrus Callus. ISHS Acta
Horticulturae 321: Frontier in Tropical Fruit Research

TAHIR, K.M., 2003. Beyond conservation: the role of TFNET in sustainable
utilization of native tropical fruit species. In Mai, B., Ramamani, Y.S.,
Rao, V.R. (ed) Conservation and Use of Native Tropical Fruit Species
Biodiversity in Asia pp 21-22. Proceeding of the Third Annual Meeting of
Tropical Fruit Genetic Resources Project, Chongqing, China 25-28 March

TUZCU, O., CINAR, A., KAPLANKIRAN, M., YESILOGLU, T., 1986. Bazi
Onemli Turunggil Anaglar1 ile Turunggillerin Akraba Cins, Tiir, ve

Cesitlerinin Ilkbahar Gelisme Déneminde Phytophthora citrophthora

78



(Smith and Smith) Leonian’a Dayanikliliklari. TUBITAK Bitki Islahi
Simpozyumu Bildiri Ozetleri. s : 20. TUBITAK Yayin No : 629, TOAG
Seri No : 12, s : 20. TUBITAK Matbaasi. Ankara

TUZCU, O., 2000. Report of the Mediterranean Citrus Network-MECINET and
Some Suggestions for the Future. Global Citrus Germplasm Network
Meeting. December.

TUZCU, O., 2002. Turunggiler Ders Notlar1 (yaymlanmamis)

WANG, Q., BATUMAN, O., BAR-JOSEPH, M., GAFNY, R., 2000.
Cryopreservation of In vitro ‘Troyer’ Citrange Shoot Tips. Global Citrus
Germplasm Network Meeting, December

WANG, Z.C,, LI, P., BATUMAN, O., GAFNY, R., MAVAMASSI, M., 2003.
Effect of Benzyladenine of Cryopreserved Shoot Tip of Grapevine and
Citrus Cultured In Vitro. Cryoletters 24 (5): 293-302.

WANG, Z.C., DENG, X.X., 2004. Cryopreservation of Shoot Tip of Citrus Using
Vitrification: Effect of Reduced Form of Glutathione. Cryoletters 25 (1):
43-50.

WITHERS, L.A., 1994. New technologies for the conservation of plant genetic
resources. In Proc. of the Int. Crop Sci. Cong. Ames, USA. Crop Sci. Soc.
of America, 429-435.

WITHERS, L.A. AND F. ENGELMANN, 1997. In vitro Conservation of Plant
Genetic Resources. In. Altman A.(ed) Biotechnology in Agriculture.
Marcel Dekker Inc. New York, pp 57-88.

ZHAIL Z.Y., Y.J., WU, F. ENGELMANN, R.Z. CHEN, Y.H. ZHAO, 2003.
Genetic Stability Assesments of Plantlets Regenerated from Cryopreserved
in vitro Cultured Grape and Kiwi Shoot Tips Using RAPD. Cryoletters 24
(5): 315-322.

79



OZGECMIS

1979 yilinda Adana’nin Yiiregir ilgesinde dogdum. Ilk, orta ve lise
ogrenimimi Yiiregirde’de tamamladim. C.U Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimiinden 2002 yilinda mezun oldum. Aynmi yil yiiksek lisans Ogrenimime

basladim. Su anda Toros Tarim’da caligmaktayim.

80





