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Vitis viniferaL.de SOMATIK EMBRIYOGENESIS
UZERINE BIR CALISMA

Ayse YALCIN ELIDEMIR

Bu ¢alismanin amacy, gesitli TDZ (Thidiazuron) ve sukroz konsantrasyonla-
rinin Vitis vinifera L. (Superior seedless x Superior seedless melez tiziim genotip-
leri) i¢in somatik embryo olusma potansiyeli tizerindeki etkilerini arastirmaktir.
Somatik embriyo eldesi amaci ile, yaprak ayasi eksplantlar: (lamina), farkly
konsantrasyonlarda TDZ ve sukroz katkil1 MS (Murashige & Skoog) besi orta-
minda kiiltiire alinmstir. Yaprak ayasi eksplantlari, in vitro kosullarda yetistiri-
len bitkilerden (Superior seedless x Superior seedless melez genotipleri) alinmigtir.
Eksplantlar, 6 hafta boyunca tam karanlikta 25 + 1 © Cde kiiltiire alinmigtir.
Daha sonra, 107> mg.1"' IAA (Indol asetik asit) ile desteklenmis olan E20A besi
ortamina transfer edilmistir. Ve bu ¢alisma; bu genotip i¢cin somatik embriyo
olusumu i¢in, diisiik TDZ ve sukroz konsantrasyonlarinin en iyi sonuglar1 verdi-
gini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Vitisvinifera L., TDZ (Thidiazuron), sukroz, MS, E20A, so-
matik embriyo

GIRIS

Uziim, diinyada en ¢ok yetistirilen meyve iiriinlerinden biridir. Vitis vinifera
L. de somatik embriyolarin olusumu ve gelisimi igin birgok literatiir bulunmakta-
dir(Martinelli & Gribaudo, 2001). Uziimlerde somatik embriyolar ilk olarak 1970’
li yillarda elde edilmistir (Mullins & Srinivasan, 1976). Bundan sonra, hem soma-
tik dokulardan hem de vegetatif organlardan somatik embriyogenesisi baslatmak
i¢in, degisik explantlar kullanilmistir(Martinelli & Gribaudo, 2009; Prado & ark.,,
2010). Uztimlerde, uzun biiyiime periyodu ve heterozigotik genetik yap gibi ne-
denlerle yeni gesitlerin elde edilmesi klasik 1slah yontemleri ile olduk¢a zordur.

Bu nedenle, biyoteknolojik teknikler tiziim 1slahi tizerine ¢alisanlara ¢ok faydali
alternatifler sunar. Uziimlerin mikrogogaltimi (micropropagation), onlarin bag-
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langicta mikro kesimi(microcutting) ile elde edilir. Mikrogogaltim, organ olusu-
mu(organogenez) ve embriyo olusumu(embriyogenez) yoluyla regenerasyon i¢in
uygun dokularin tiretimidir (Stamp & Meredith, 1988).

Bitkilerde embriyo olusumu ve gelisimi olduk¢a karmagiktir. Bitkiler normal
zigotik embriyo yada somatik veya androgenetik hiicrelerle elde edilebilir (Dode-
ma & ark., 1997). Somatik embriyolar yapi ve fizyolojik olarak zigotik embriyolara
benzer, ancak tohum kabugu ve besi doku(endosperm) iiretiminde yetersizdir(G-
ray, 1989; Gray & Purohit, 1991). Kiiltiir ortami, bitki dokusu ve organ olusumu
i¢in en onemli faktorlerden bir tanesidir. Bu anlamda, karbon kaynaginin tipi ve
miktar1 ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Yancheva & Roichev, 2005). Organoge-
nez ve embriyogenez, genotip, eksplant kaynagi, ortam bilesimi ve kiiltiir kosulla-
rindan yiiksek oranda etkilenir (Giirel & Tiirker, 2001; Jimenez, 2005; Yancheva &
Roichev, 2005; Martinelli, 1996; Baydar, 2000 ; Gribaudo & ark., 2004).

Olah & ark (2009), yaptiklar1 ¢calismada, Vitis vinifera L. ve melezlerinde, so-
matik embriyo eldesi amaciyla, TDZ katkili besi ortami kullanmislar ve sonugla-
rin ¢esitlere gore degistigini bildirmislerdir. Sentetik sitokininler arasinda TDZ’
nin BA(Benzil adenin) dan daha etkili oldugu bildirmistir (Hirabayashi, 1985).
Kurmi & ark. (2011), kiltiir ortaminda TDZ bulunusunun, kallus olusumunun
baslamasini engelledigini bildirmislerdir. TDZ nin diistik dozlardaki etkinliginin,
Murthy & ark.(1995)’ nin da bildirdigi gibi igsel sitokinin birikimini uyarilmasi
nedeniyle oldugunu belirtmislerdir. TDZ’nin etkisinin, hipokotil dokularinda ok-
sin taginimini etkilemesinden kaynaklandigini bildirilmistir (Murch & Saxena,
2001).

Tapia & Read(1995), yaptiklar1 ¢calisgmada, TDZ katkili MS ortaminda, kiiltii-
riin birinci ayindan itibaren organogenes olumu basladiginin ve bunun hem koék
hem siirgiin birlikte senkronize olarak gerceklestigini ve TDZ nin diisitk dozlari-
nin (0.01 ve 0.05 mg/1) daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Farkli arastirmalarin sonuglarinda da belirtildigi gibi, iiziimlerde somatik emb-
riyo olusumunun, birgok fizyolojik ve genetik faktore bagli olan olduk¢a karmasik
bir yap1 oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, TDZ ve sukroz seviyelerinin
tiziimlerde somatik embriyo olusumu tizerindeki etkilerinin incelenmesidir.

MATERIALS AND METHODS

Superior seedless L.x Superior seedless L. melez (hibrit) embriyolar1 10°mgl™
IAA (Indolasetik asit) ve %3 sukroz eklenmis E20A (Tablo 1), biiyiime ortaminda
kiiltiire alinmigtir. Geng ve genis yapraklar explant olarak, in vitroda biiyiitilmis
bitkilerden elde edilmistir (Castillo & Smith, 1997).
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Yapraklar 1.0 cm? lik kareler halinde, aseptik kogullarda kiltiire alinmigtir. 5
adet explant , farkli oranlarda TDZ ( 0.1, 0.5 ve 1 mg/l)ve sukroz (10, 30 ve 50
gr/l)( Elidemir & ark., 2007) eklenmis, 30 ml MS (Murashige & Skoog, 1962) besi
ortami igeren petri kaplarina yerlestirilmistir(Castillo & Smith, 1997).

Kiltiire alinan explantlar 6 hafta karanlikta (Castillo & Smith, 1997; Kim &
Kim, 2002), 25+1°C de inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda; 25+1°C de, 16 saat
fotoperiyot da, 10°mgl™ IAA ve %2 sukroz katkili E20A ortamina transfer edil-
mislerdir. Elde edilen sonuglar, olusan embriyolar (Sekil) kayit edilmistir.

Sekil 1. Elde edilen embriyolar (10x2).

Tablo 1. E20A (Tangolar & ark., 1998) besi ortami bilesimi (mg/1).

E20A
KNO3 1075.0 ZnSO4,7H20 1.812 Folic acid 0.5
NH4NO3 619.0 H3BO3 1.575 Nicotinic acid 0.700
MgS04,7H20 206.0 KI 0.345 Thiamine-HCI 0.600
CaCl2,2H20 1565 NaMgO4,2H20  0.094 g:};gg?e e 0500
KH2PO4 71.0 CuS0O4,5H20 0.008 Biotine 0.005
Ca(NO3)2,4H20 25.0 CoCl2,6H20 0.008 Glycine 0.100
NaH2PO4,4H20 19.0 Na2 EDTA.2H20 37.300 Vitamin B12 -
(NH4)2S0O4 17.0 FeSO4,7H20 27.800 Sakkaroz 20 g/l
KCl 3.5 Myo-Inositol 50.300 Agar 8 g/l
MnSO4,7H20 11.065 Pyrodoxine-HCl  5.500 pH 5.9
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SONUC VE TARTISMA

Yapilan bu ¢aligmada, besi ortamina eklenen farkli TDZ ( 0.1, 0.5 ve 1 mgl™)
ve sukroz (10, 30 ve 50 grl"') konsantrasyonlarinin, Vitis vinifera L. melez yaprak
explantlarinin somatik embriyo(Sekil 2) olusumuna etkisi arastirilmigtir. Tablo
2de de goriildiigii gibi, besi ortamina 10grl™ sukroz ilavesi en basarili sonucu(%3)
vermistir. Ayni sekilde TDZ’ nin farkli miktarlar1 denendiginde, en basarili sonu¢
(%2), 0.1 mgl™ olarak gozlenmistir. Aragtirilan her iki parametre (sukroz ve TDZ)
i¢in de diisiik dozlarda basarinin arttig1 gozlenmistir.

c
Sekil 2. Elde edilen embriyolar (10x2). a-Torpedo, b-Heart, c-Globular sathalari.

Tablo 2. Somatik embriyo olusumuna sukroz miktarlarinin etkisi

Sukroz Somatik embriyo Somatik embriyo
(grl-1) (%) (ort.)

10 3 0.2

30 255 0.1

50 = =

TDZ Somatik embriyo Somatik embriyo
(mgl-1) (%) (ort.)

0,1 2 0,1

0,5 - -

1 - -
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Jimenez 2005, somatik embryogenesisin iki ana evreye ayrildigini, bu evrele-
rin induction (baslangi¢) ve expression (ortaya ¢ikma, goriinme) olarak adlan-
dirildigini bildirmistir. Ilkinde somatik hiicreler embriyogenik karakter kazanir,
bunun anlamy; fizyolojik, metabolik ve gen dizilimini igeren hiicresel 6zelliklerin
tiimiiyle tekrar organize edilmesidir(Feher &ark. 2002). Bundan sonra, bir veya
daha fazla kiiltiir kosulu degisimi (kiiltiir ortamu, bitki bitytime diizenleyici kom-
pozisyonu, karbon kaynagi, ozmotik basing gibi) ile, baslangi¢ hiicre veya hiic-
releri expression sathasina ulagir. Bu hiicrelerin embriyo yetilerine sahip ve ayirt
edilebilir olduklar: goriiliir(Jimenez, 2005).

Olah & ark (2009), yaptiklar1 ¢alismada, Vitis vinifera L. ve melezlerinde, so-
matik embriyo eldesi amaciyla, TDZ katkili besi ortam1 kullanmislar ve cesitler
gore degismekle birlikte %6 ya kadar basar1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Mose
& ark. (2017), Phalaenopsis amabilis L. de, yaprak explantlarinda en fazla somatik
embriyo eldesini %7 oraniyla, 3mgl' TDZ ilavesi ile elde ettiklerini bildirmisler-
dir. Sheibani & ark. (2007), bitki bitytime diizenleyici kombinasyonlari ne olursa
olsun, kiiltiir ortamindaki ytiksek sukroz konsantrasyonunun hiicre biiyiimesi-
ni azalttigini bildirmistir ve bu ¢alismadaki sonuglar1 desteklemektedir. Schalat-
mann & ark. (1994), somatik embriyo olusumunun, %3 sukroz konsantrasyonun-
da arttigini, %7 oraninda sukroz ilavesinde ise azalma oldugunu belirtmislerdir ve
bu ¢aligmada elde edilen sonuglarla uyumluluk gostermektedir.
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