Cay 1slahinin en énemli asamalarindan biri olan ¢ayin mikro ¢ogaltimi konusunda yaptigim inceleme
sonucunda aslinda bir doku kiiltiirti ile tiretim teknigi olan "sentetik ¢ay tohumu" tiretimi yoluyla ¢ayin
mikro ¢ogaltiminin ¢ay tireticisi lilkelerde son yillarda giderek yayginlasan bir teknik oldugunu gérdiim.

Esasen bir doku kiiltiirti teknolojisi olan sentetik tohum ltiretim teknigi ile molekiiler 1slah yontemleri
uygulanarak istenilen tarimsal 6zelliklere sahip ¢ay germplazmlari tespit edildikten sonra islah edilmis
cay bitkilerinden elde edilen hibrit tohumlarin deneme parsellerine ekimi sonrast gelisen yeni elit ¢cay
bitkilerinden alinan eksplantlarin vejetatif yolla biiytik alanlara ihtiya¢ duyulmaksizin hizli ve saglikli bir
sekilde nasil ¢cogaltilabilecegi anlatilmaktadir. Ancak yine unutmamiz gereken énemli konu buradada
olusacak olan kék sistemi sacak kéktiir...
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Cay veya Camellia sinensis (L.) O.Kuntze bir ¢ok insan igin is lireten 6nemli bir ticari tirtindiir. Tibbi,
anti oksidatif ve anti mikrobiyal 6zelliklere sahip popiiler bir igecektir. Cin, Assam ve Kambocya
varyeteleri gibi baslica ii¢ ¢ay tipi Hindistan'in giiney, kuzey ve kuzeydogu boéliimleri gibi uzak
bolgelerinin her yanina yayilmistir. Mikrogogaltim ve Sentetik Tohum teknikleri bu boélgeler arasinda
verimli bir germplazm degis tokusu sagladig1 gibi cay yetistiricisi tilkeler arasinda da ¢ay germplazm
tesislerinin kurulmasini, depolanmasini ve dagitiminin basarilmasini saglar. *“Sentetik Tohum
Teknolojisi” ; iireme yapilarin1 gerekli besinlerle enkapsiile eden koruyucu bir kaplama saglayarak
tesis ve dagitim engellerini kaldirmak, depolanmalari stiresince giiglii ve yliksek adapte olabilirliklerini
stirdiirmeleri ile ambalajlama, depolama ve tasimacilikta kolaylik saglayan ilave avantajlara sahiptir.
Camellia, Valeriana wallichii, muz, ladin, dut, tath patates, elma ile siis bitkisi olarak kullanilan;
okaliptiis, orkide, ocimum, vb. icin calisma rapor edilmektedir. Daha 6nceki arastirma raporlarimiz
hari¢, ¢ay hakkinda rapor edilmis veri bulunmamaktadir. Daha o6nce rapor edildigi lizere, c¢ay
embriyolar1 dogada inatcidir ve zayif bir geri donlistim frekansina sahiptir. Bu nedenle bu ¢alismada,
denemelerimizde koltuk alt1 tomurcuklar: gibi stirekli kullanilabilir tireme yapilariyla ¢ay 'da sentetik
tohum tretimi icin bir sistem gelistirmeye ve ayrica tomurcugun filizlenme etkinligi tizerine diisiik
sicakliklarda depolamanin etkisi anlamaya calisiilmistir.

C.sinensis’in bogum bdliimlerinin aseptik kiltiirlerine ; 250 mL’lik erlenmayer tiipler icerisindeki 0.98
mM IBA ile birlikte 8.88 mM BA ve %3’liik sukroz ilave edilen katilastirilmis %8 agar MS ortaminda
yarim gli¢le baslanmisti (Borosil, Mumbai). 30 giin sonra bogum béliimleri filizlenen tomurcuklar, 3.0
cm’lik bir yiikseklige ulasmalari i¢cin daha hizli siirgiin cogalmasina imkan saglayacak hormonsuz MS
ortamina transfer edildiler. Sonucta, yapraksiz tek bogumlardan olusan yaklasik olarak 0.2 - 0.5 cm
uzunlugundaki boltiimler, li¢ alt kiiltiirtin her birinden 4 hafta sonra eksplant olarak alindi. Her birinden
20 eksplant ile her bir deneme 5 kez tekrar edildi ve her deneme iginde tglii tekrarlamalar1 kullanildi.
Tum kiiltiirler, laboratuar kosullarinda yapildi (52 mM m-2 s-’lik 16 saatlik aydinlatma fotoperiyodu ile
25+2 °(C).

Bogum eksplantlari tek tek sivi esaslhi MS ortami igerisinde farkli konsantrasyonlardaki (%2, 3, 4, 5 ve
6 gibi) sodyum aljinat’a transfer edildi ayrica MS ortamina 5mM TDZ ile birlikte 10mM NAA (MS1) ilave
edilmistir. MS1, 6nceki calismalarimiza dayali olarak secilmistir. Bogum eksplantlarinin her birine



sodyum aljinat ¢6zeltisi bir dalma damlatildiktan sonra manyetik bir karistirici tizerinde 30 dakika
streyle kesintisiz olarak karistirilan farkl konsatrasyonlarda ki (25, 50, 75 ve 100 mM) CaCl2.2H20
cozeltisi yavasca damlatildi ve Filizlenen tomurcuklar icin aljinat tanelerinin tekstir, sekil ve
boyutlarini optimize etmek icin sodyum aljinat ¢ozeltisi ile CaCl2.2H20 ‘un farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlari teste edildi. Elde edilen miikemmel yuvarlakliktaki tanecikler, 5mM TDZ ve 10 mM
NAA ilave edilen steril MS1 ortami igerisinde hidratland1 ve sonugta koltuk alti tomurcuklarinin
filizlenmeleri icin katilastirilmis agar MS1 ortami iizerine yatay olarak yerlestirildiler.

Benzer sekilde MS esasli ortam iginde 6nceden hazirlanmis tanecikler, hormonsuz MS esasli ortam
lizerine yerlestirildi ve hidratlandi. Aljinat taneleri hazirlandiklari ortama bakilmak sizin daha hizli
slirglin lretimi icin hormonsuz MS ortamina transfer edildi. Hem MS hem de MS1 esash ortamda
enkapsitile edilen ve enkapsiile edilemeden tiretilen bogum eksplantlarinin siirgiin tiretimleri ve ayrica;

i) Tomurcuk filizlenmesi veya yilizde eksplant yaniti

ii)Tomurcuk filizlenmesi i¢in gecen giin

iii)Her bir bogum eksplantinda olusan siirgiin sayis1 bakimindan karsilastirilarak
degerlendirildiler.

Depolanan enkapsiile edilmis bogum eksplantlarinin siirgiin liretme etkinligi farkli zaman periyotlari
icin test edildi. Enkapsiile edilmis bogum eksplantlar1 hem kiiltiir laboratuari kosullarinda hem de MS1
lizerinde 15, 30, 45 ve 60 giin siireyle diisiik sicaklikta (4°C’de) depolandi ardindan bu aljinat taneleri
hormonsuz MS ortamina transfer edildi. Etkisi;

i) Bogum eksplantlarinin filizlenmesi i¢in gegen giin

ii) Tomurcuk filizlenmesi bakimindan sentetik tohumlar veya aljinat tanelerinin yiizde yaniti
iii)60 gunliik bir periyot siiresince 15 giinliik aralarla her bir tanede olusan siirgiinlerin
miktarina bagl olarak degerlendirildi.

Enkapsiile edilen tomurcuklar, laboratuar kosullar1 altinda siirgiin tomurcugu olusturabilir liklerini test
etmek icin MS1 ortami ile nemlendirilmis steril toprak tlzerine yerlestirildi. Biriktirilen enkapstile
edilmis ve enkapsiile edilmemis koltuk alti tomurcuklarindan elde edilen 3 cm uzunlugundaki mikro
strgiinlerin her birinin taze olarak kesilip ¢ikarilan uc noktasi1 30 dakika siireyle 500 mg/L IBA ile
muamele edildi ve ¢oklu saksi tepsileri icinde; bahge topragi : nehir yatagi kumu : ¢iftlik gtibresi (9:1:1)
(pH:5.4) karisimi iceren saksilara dogrudan transfer edildi ve koklendirme ile iklime alistirma i¢in
olgunlasma odasinda korundular. Veriler; ¢oklu saksi tepsileri kosullar1 icinde koklenme, biiyiime
yuzdesi ve koklenmis bitkilerin hayatta kalma ytizdesi tizerinden kayit edildi.

Sentetik tohumlar, %4 sodyum aljinat ile birlikte 75 mM CaCl2.2H20 ¢ozeltisi kullanilarak tiretildigi
zaman koltuk alti tomurcuklarinin filizlenmesi icin uygun pturtuizsiuizliikte tekstiire sahipti (sekil 1: a,e).
Aljinat tanecikleri 6nceden hazirlanmasina ve MS1 iizerine yerlestirilmesine ragmen 30 giin sonra
sismis ve ardindan tomurcuk filizlenmesi goze carpmistir (sekil 1: b) , hormonsuz MS esash ortamda
hazirlanmis ve yine hormonsuz MS esasl ortamda yetistirilmis olanlardan sadece biri basarili sonug
vermemistir. Hormonsuz MS ortami iizerinde olusturulan MS1’li taneciklerden filizlenen tomurcuk
slirglinii daha fazlaydi (sekil 1: c,f).

Bogum eksplantlarinin enkapsiile edilmis ve enkapsiile edilmemis koltuk alt1 tomurcuklar1 MS1 ortami
lzerinde yetistirildiginde 30 giin sonra filizlenmis ve filizler, enkapsiile edilenlerle (%88.1)
karsilastirildiginda enkapsiile edilmeyen tomurcuklarda bir miktar daha fazlaydi (%90.2). Hormonsuz
MS ortamina transferde, her bir bogum eksplantindan meydana gelen siirglinlerin miktar1 (5.2)
baslangi¢ asamasi siiresince aljinatla enkapsiile edilenlerle (8.0) karsilas tirlldiginda diisiiktii. Bununla
birilikte, 60 giin sonra olusan slirglin miktar1 aljinatla enkapsiile edilen kopyalariyla karsilastirildiginda
ise (12.0) en kapsiile edilmeyen eksplantlarda yiiksekti (17.3) Enkapsiile edilmis eksplantlar, MS esash
hormonsuz ortam iizerinde basarili sonu¢ vermedi.
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Sekil 1: a, (%4) sodyum aljinat ve (75 mM) CaClz kullanilan polimerizasyon. b, aljinat taneciklerinin
sismesi ve bogum eksplantlarinin koltukalti tomurcuklarinin filizlenmesi. ¢ ve d, aljinat taneciklerinden
filizlenen siirgiinlerin ¢ogalmasi. e, aljinat tanecikleriyle enkapsiile bogum eksplantlari. f, aljinat
tanecikleri icinde enkapsiile edilen mikro siirgiinlerin koklenmesi. g, sivi MS1 ortami ile nemlendirilen
steril soilrite karisimi** lzerindeki aljinat tanecikleri ve h, saksilar igerisinde biiyliyen saglikh
stirgiinler.




Kiiltiir laboratuar1 kosullarinda 60 giine kadar depolandiklarinda hem enkapsiile edilmis hem de
enkapsiile edilmemis tomurcuk filizi verimi (%90.2 - 92.0) 45. giine kadar devam etmis ancak 45.9 -
50. giinde azalmistir (Tablo 1). 4°C’de depolama, enkapsiile edilmis veya enkapsiile edilmemis bogum
eksplantlarinin her ikisi icinde tomurcuk filizlenme veriminde aksi bir etkiye neden olmadi, diisiik
sicaklikta depolama filizlenme i¢in gerekli zamanda 15 giin kadar azalmaya yardimci oldu (Tablo 1).
Ayrica, 4°C’de depolanan tomurcuklar 25+2 °C’'de depolananlardan 15 giin daha erken filizlendi,
ortalama olarak her iki kosulda elde edilen her bir alt kiiltiiriin iirettigi stirgiin miktarinda farklilik
yoktu (Tablo 1).

MS1 iginde hazirlanan enkapsiile edilmis tomurcuklarin ¢ok az bir ytizdesi (sekil 1: g) MS1 ile
nemlendirilmis toprak tizerine yerlestirildigi zaman filizlendi ancak kiiltiir laboratuar1 kosullarinda
korunmasina ragmen daha sonra nekrotik dontisiim gecirdi.

Koklenme, IBA uygulamasindan 60 giin sonra enkapsiile edilmis ve enkapsiile edilmemis koltuk alt1
tomurcuklarindan tiireyen 3.0 cm uzunlugundaki mikro siirgiinlerde basladi. Onceki gozlemlerimize
uygun olarak, kok olusumu ve canlilig1 enkapsiile edilen veya enkapsiile edilmeyen tomurcuklarin her
ikisinden elde edilen mikro siirgiinler icinde kok olusturma verimliliginde farkliliklar gézlemlendi.
40C’de depolanan tomurcuklardan tiireyen mikro siirglin kokleri tizerinde de ters bir etki gézlenmedi.
Aljinatla enkapsiile edilen taneciklerden saglikli olarak kéklendirilen mikro siirgiinler saksilarda giiglii
olarak gelisti (sekil 1: h).

Bu makalede, elit ve istenilen ¢ay klonlarinin (1slah programi sonrasi) klonal ¢ogaltimi i¢in mikro iireme
yapilar1 olarak kullanilabilir olan in vitro gelisim kosullari altindaki koltuk alti tomurcuklarinda
sentetik cay tohumu uygulamasinin basarisi rapor edilmistir. Ayrica ; Dut, Santalum, Quercus ve Betula
‘da ki gibi 60 giin kosuluyla, periyodik olarak ¢ayin varhigini stirdiirebilir mikro ireme yapilar1 olan
koltuk alti tomurcuklarindan etkin depolamada sentetik tohumlarin avantajlar1 da gosterilmistir.
(Tablo 1).

%4'liik sodyum aljinat soliisyonu ve 75 mM CaClz, bogum eksplanthh miitkemmel yuvarlaklikta
aljinat tanecikleri verdi. Baslangicta, 5mM TDZ ve 10mM NAA uygulamasinin ardindan MS esash
hormonsuz ortama transferin siirgiiniin hizli cogalmasini tesvik ettigi goriildii. Boylece, en iyi
yuzde tomurcuk filizlenmesi yanit1i TDZ ve NAA ilave edilen MS1 veya MS esash ortam iizerinde
yetistirildi zamandi. Bununla bitlikte, bogum eksplantlarindan hizli siirgiin cogalmasi tizerine TDZ’nin
etkilerini konu alan 6nceki raporumuzda oldugu gibi daha c¢cok sayida filizlenme icin MS esash
hormonsuz ortama transfer gereklidir. Bu, in vitro gelisim kosullar1 altinda doku gelisimi tizerine kiiltir
ortamindaki TDZ mevcudiyetinin devaminin yararl olmadig1 gercegine dayahdir. TDZ i¢sel cytokinin
biyosentezini stimiile etme veya cytokinin metabolizma sinin yoniinii degistirme potansiyeline sahip
oldugu icin kultir ortaminda TDZ’nin mevcudiyetinin devami bu ¢alismada gerekli goriilmedi.

Sentetik cay tohumlarini 4°C’'de depolama hem enkapsiile edilmis hem de enkapsiile edilmemis
koltuk alti tomurcuklarinda, tomurcuk filizlenmesi icin gereken siireyi 15 giin kadar
azaltmistir. Dugiik sicakligin mikro iireme yapilarinin kaliciliginil temin etmekten baska ; Kivi,
elma, kavak ve siis bitkileri gibi bir ¢ok tiiriin siirgiin tomurcuklarinin hizli cogalma etkinligi ile
birlikte tomurcuk filizlenmesini de gelistirdigi bilinmektedir. Bu ¢alisma, koltuk alti tomurcuk
larinin efektif depolamasina agiklik kazandirarak nakillerini ve diinya genelinde degerli cay
germplazmlarinin degis tokusunu olanakl kilmistir.



Tablo 1
Kiltir laboratuar: kosullarinda ve 4°C’de farkli zaman periyotlari siiresince depolanan
aljinatla enkapsiile edilen ve enkapsiile edilmeyen bogum eksplantlarinin tomurcuk filizlenmesi
verimliligi ve slirgiin cogalma hizi

Number of shoots per bead/explant

Time on MS1 Stored at (°C) Explant Germination (%) 15 days 30 days 45 days 60 days
0 day 25 2 UE 90.2 = 52+£07 11.5+09 1731038
AE 88.1 = 8.04+04 98+0.7 120+ 0.9

15 days + UE 90.1 42+04 97405 129402 189+07
25+2 89.1 - 53+02 120+03 176 £0.2

4 AE 943 = 110+04 12702 208+0.8

25+2 90.2 4002 99%£05 119+10 185+20

30 days 4 UE 92.5 5104 108%16 122038 193+04
2542 90.5 50+£0.2 108 +£0.5 130+1.38

+ AE 950 35206 10506 13206 21.7+£04

25+2 = 12.0+0.5 13017 19.0+0.5

45 days 4 UE 89.7 37207 95x07 13929 18506
25+2 91.0 = 9503 12515 19.1+02

+ AE 91.0 5004 11704 137209 193028

25+2 92.0 = 113+04 122 +£0.7 173+1.0

60 days 4 UE 450 37+£14 10507 12702 143+15
25+2 404 27401 9010 1144009 120+ 0.6

+ AE 50.0 27+04 7.7x07 103+0.5 125206

25+2 459 - 59+0.5 109+12 118+1.0
Data (mean + SE) pooled from three independent experiments. each with 100 samples per treatment. — No

response; UE. Un-encapsulated: AE. Alginate-encapsulated.
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