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Asmada (Vitis Vinifera L.) Adventif Kok Taslaklarinin

Farklilasmasinin Incelenmesi

Investigation on Differentiation of Adventitious Root Primordia in
Grapevine (Vitis vinifera L.)

Ozet

Aragtirma, asmada (Vitis vinifera L.) adventif koklerin Sorumlu Yazar

govde dokularindan farklilasmasint  mikroskobik diizeyde Zeliha GOKB AYRAK

belirlemek amacina y6nelik olarak temel bir ¢alisma niteliginde
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gerceklestirilmistir. Koklendirme ortaminda bekletilen Cabernet

Sauvignon c¢esidinin ¢elikleri kalinliklarina (¢cap 1 cmnin altz 0000-0002-0012-9782

veya iistii) gore ayrilip bazal kisimlarindan 4-5 cm uzunlugunda

kesilerek FAA (formalin %10, etanol %50 ve glasiyel Yazar

kalinliginda kesitlere ayrilan 6rnekler safranin ile boyanmisur. Hakan ENGIN

Adventif koklerin govde kesitini olusturan dokularin iki farkls hakanengin@comu.edu.tr

asetik asit %5) ortaminda muhafaza edilmistir. 60-90 pm

bolgesinden farklilastig1 tespit edilmistir. /nce dal pargalarinda 0000-0001-6897-8708
(¢ap<lcm) kik taslaklari iletken doku sisteminin dis tarafina
yakin hiicre gruplarinin bulundugu bélgelerden, kalin dal
parcalarinda (cap>lcm) ise daha igte ve 6ze yakin bolgelerdeki
hiicre gruplarindan farklilasmistir. Diizensiz bir hiicre yigini
halinde olusan kallus, kambiyuma bitisik floem bdlgesinden
gelismektedir. Birbirlerinden bagimsiz sekillenen adventif kok ve

kallus olusumunun ayni zaman araliginda oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asma, boyama, ¢elik, safranin,

farklilasma
Abstract
The research was carried out as a basic study to determine Génderilme Tarihi - 16 Mart 2021
localization of adventitious roots differentiated in the stem Kabul Tarihi : 14 Haziran 2021
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tissues of the grapevine (Vitis vinifera L.) at the microscopic
level. The cuttings of Cabernet Sauvignon kept in rooting
medium were grouped by their thickness (more or less than
1 cm in diameter) and 4.5 cm long basal parts were kept in
FAA (formalin 10%, ethanol 50% and glacial acetic acid
5%). Samples cut into sections with a thickness of 60-90
pm were stained with safranin. It was determined that the
adventitious roots are differentiated from two different
regions of the stem tissues. In the thin samples (diameter
<1 cm), root primordia formed in the regions close to the
outside of the conductive tissue system, while in the older
cuttings (diameter > 1cm) they were differentiated from the
cells in more inner region close to pith. Callus, formed as
an irregular cell mass, is developed from the phloem region
adjacent to the cambium. Formation of adventitious root
and callus, which are shaped of independently each other,

is within the same time frame.

Key words: grapevine, staining, cutting, safranin,

differentiation
GIRIiS

Bitkileri ¢ogaltma insanoglunun baslica ugraglarindan
biridir. Son yillarda yapilan arastirmalar ¢esitli bitki biiytime
diizenleyicilerinin veya bazi kimyasallarin ¢ogaltma iizerine
etkilerini arastrmaya odaklanmistir. Adventif koklerin
olusumu, bitkilerin ¢elikle ¢ogalmas: ve bityiimeleri igin
onemlidir. Genis bir tanimi olan adventif kokler terimi
dal ve govde parcalarindan kaynaklanan kokleri ifade eder.
Celikler ile cogaltmada istenen sey, gelikte adventif koklerin
sekillenmesiyle yeni bir kok sisteminin olusmasidir. Ciinkii
celik tizerinde siirgiiniin meydana gelmesini saglayacak yap1
(tomurcuk) zaten mevcuttur. Adventif kok olusumunun
indiiksiyonu, birgok bitki tiirtiniin klonal ¢ogaltilmasina
izin verir (Hartmann ve ark., 1990). Bu siire¢ genotiplere

gore degismekle birlikte genellikle odunsu yapilarda daha
zordur (Hackett, 1988).

Adventif kokler farkli dokulardan ve sonug olarak farkli
hiicre tiplerinden gelisirler. Her zaman iletim dokularina
komsu hiicrelerden gelisirler. Hipokotil gevreteker, floem

ve ksilem parankima, gen¢ sekonder floem veya floem
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hiicrelerine yakin kambiyum hiicrelerinden meydana
gelebilirler (Bellini ve ark., 2014). Adventif kokler 6nceden
olusmus ve yara-tesvikli olmak iizere iki tiptir. Onceden
olusmus kok énciilleri ve primordiyumlar: siirgiinler hala
ana bitki tizerinde iken dogal sekilde olusurlar. Bunlar
stirgiinler ¢elik halinde uygun g¢evre kosullari altina
yerlestirilene kadar dinlenme halinde kalirlar. Yara-tegvikli
kokler ise kesim yiizeyinde bulunan hiicreler zararlandiginda

bir tepki olarak baglar (Hartmann ve ark., 1990).

Yeni adventif kék olusumundaki gelismeler genellikle
4 asamaya ayrilabilir (Hartman ve ark., 1997): 1) spesifik
farklilagmis hiicrelerin geri farklilasmasi (dediferansiasyon),
2) iletim demetlerinin yanindaki belli hiicrelerden ya
da yeniden farklilasma (rediferansiasyon) sonucunda

meristematik  hale gelen iletim dokularindan kok
onciillerinin olugmasi, 3) kok onciillerinden organize kok
taslaklarinin (taslaklar) gelismesi ve 4) siirgiin dokusundan
disartya dogru kok taslaklarinin biiytimesi ve ¢ikmasi ve
ayrica kok taslag ile celigin iletim dokulari arasinda koke

ait iletim dokusunun olusmast.

Kokler govdeden ¢ikmadan 6nce meydana gelen kok
taslaklarinin olusumu ve sekillenmesi noktasinda anatomik
gozlemler siurlidir. Filiti ve ark. (1987) farklt Punus
klonlarinin iz vitro koklenmesini inceledikleri calismada
koklerin kallus olusturmaksizin  dogrudan kambiyum
yakinindaki floem parankima hiicrelerinden gelistigini
ifade etmistir. Jdsik ve De Klerk (1997) in vitroda elma
govde kesitlerinde koklerin primer 1sinda yer alan ksilem
etrafindaki isodiyametrik sitoplasmik hiicre halkasinin bir
kismindan ¢ikugint géstermistir.  Euclayptus globulusun
in vitro tretilmis koklerin ya eski iletim dokusundan ya da
yeni olusan ksilemden gelisebilecegi saptanmustir (Calderén

Baltierra ve ark., 2004).

MM 106 elma anacinda kambiyum bélgesinde ve floeme

In vitro adventif koklenmenin

bitisik gerceklestigi Naija ve ark. (2008) tarafindan
bildirilmistir. Amissah ve ark. (2008) Quecus bicolor ve Q.
macrocarpa gelikleri Gzerinde yaptiklari aragtirmada kék
taslaklarinin sekonder floemin {iretken dokusu icerisinde

bagladigini saptamistir. Philippa ve ark. (2015) 6kaliptus
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(E. camaldulensis) celikleri izerine mikro kesim ve boyama
tekniklerini kullanarak yapuklari arastirmada adventif
koklerin

olustugunu ortaya koymustur.

sadece kambiyum tabakasinin yanlarindan

Vegetatif gogalulan bir tiir olan asmanin geliklerinin
koklenme kapasitesi hakkinda aragtrmalar genelikle
bityiimeyi diizenleyici maddelerin (Schumann ve Uhl 1975;
Keeley ve ark., 2004; Machado ve ark., 2005) veya farkls
yetistirme ortamlarinin (Sengel ve ark., 2012) etkisinin
belirlenmesi tizerine yogunlasmaktadir. Asma ¢eliklerinde
adventif kok olusumunun baglangici ve bu kok taslaklarinin
govdeyi olusturan dokularin hangi bolgelerinden olustugu
tizerine yapilan arastirmalar ise yeterli diizeyde degildir. Fujii
(1955) ve Han (1983) arastirmalarinda asma celiklerinde

kok taslaklarinin orijini tizerinde ilk gozlemleri yapmistir.

Giiniimiizde orneklerin altinda

mikroskop

incelenmesini  saglayan yeni mikroteknik yontemler
gelistirilmistir. Ozellikle sert ve odunsu yapidaki 6rneklerde
ince kesit almay1 saglayan yontemler (mikrotom) ve boyama
teknikleri kalin parafin kesitlerinde belirgin olmayan
arasindaki

hiicreler farkliliklarin ~ gézlemlenebilmesini

saglayabilmektedir. ~ Asma geliklerinden alinacak ince
kesitlere boyama teknikleri uygulanarak adventif koklerin

olarak

govde tzerinde kok taslaklarinin sekillemesini ortaya

farklilagmasinin  anatomik incelenmesi  hem
ctkaracak hem de asma koklenmesi iizerine yapilacak
farklt uygulamalarin etki mekanizmalarinin ayrinuli bir
sekilde anlagilmasina katki saglayacakur. Bu arastirma,
asma (Vitis vinifera L.) tirtinde adventif koklerin hangi
govde dokularindan farklilagugini mikroskobik diizeyde
belirlemek amacina yonelik olarak gerceklestirilmistir.
Ayrica adventif kéklerdeki farklilagma sonrast degisiklikler

anatomik olarak ortaya konulmustur.

MATERYAL ve YONTEM

Kis dinlenme déneminde alinan Cabernet Sauvignon
(Vitis vinifera L. cv.) gelikleri tizerinde iki goz bulunacak
sekilde hazirlandiktan sonra koklendirme ortamina alinmig

(2:1 torf:perlit) ve 60 giin siireyle 24°C ve %70 nemde
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gelisimleri saglanmistir. Toplamda 100 adet ¢elik dikilmistir.

Orneklerin alim1 ve muhafazas1

Celiklerden

durmasinin arkasindan bitkiler sokiilmiis ve kokler

gelisen  stirglinlerinin  bilylimesinin
kesilerek uzaklastirilmistir.  Bitkilerin bazal kisimlari 4-5
cm uzunlugunda kesilerek icerisinde FAA (Formalin %10,
etanol %50 ve glasiyel asetik asit %5) bulunan 100’er
ml'lik 151k gecirgenligi diisiik kahverengi siselerde muhafaza
edilmigstir. Celiklerin ¢ap uzunluguna bagli olarak kok

gelisim noktalarinin (epiderme yakin veya 6ze yakin) tespiti

icin iki gruba ait 30’sar bazal kisim saklanmugtir.

Mikrotom Kesitleme i¢in Numune Hazirlama

Mikrotom ile kesitlere aywrmak icin, muhafaza
ortamindan ¢ikarilan 6rnekler cap biyiikliigiine bagl
olarak hazirlanmistr. Capt 1 cm ve ustiindeki drnekler
dort esit pasta dilimi seklinde boliimlere kesilmistir.
Dilimleme isleminde kiigiik ag1zli el makast (Felco, Isvigre)
kullanilmistir.  Kesit alma iglemine baglamadan once
incelenecek olan numuneler tizerindeki koklerin bulundugu
bolgeler, stereo mikroskop altinda ok uglu igneler ve bisturi
yardimiyla temizlenmistir. Bu temizleme sirasinda ozellikle
kok ¢ikis bolgeleri etrafinda olusan kallus dokusu kok ¢ikis
noktalarina zarar vermeden uzaklastirlmistr. Bu islem
incelenecek numunelerdeki dokularin  yumusamamast
icin igerisinde %50 etanol-%50 saf su bulunan ortamda
gergeklestirilmistir.  Kesmeden once, oda sicakliginda
kurutulan numunelerin yiizey kismi bantla kaplanmistir.
Bu islem ince kesit alma sirasinda dokularin dagilarak i¢ ice

gecmesine engel olmaktadir.

Ince Kesit Hazirlama

Mikroskobik incelemelerin = basariyla yapilabilmesi
icin kesitlerin ¢ok ince alinmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bu amagcla klasik siirgiilii yari otomatik bir mikrotom
(ReichertJung, Almanya) kullanilmistir. Alinan kesitlerin
kalinligt ortalama 60-90 um'dur. Bu sekilde ince kesitlerin
alinmasini saglayabilmek icin ¢ok keskin bigaklar kulanilmig
ve bu bigaklar siklikla degistirilmistir. Mikrotom bicag:
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50 ile 100 pm arasinda bir kesit kalinligina ayarlandiktan
sonra orneklerin ylizeyine %98 etanol damlaulmis ve
1slanmug bir sulu boya firgasi yardimiyla 6rnegin tizerindeki
fazlalik alinarak bigak kaydirilmistir. Bu islem bicak
temas noktasinin islanmasini saglamakta ve alinan kesidin
kivrilmasina engel olmaktadir. Kesitler boyama prosediiriine
gecmeden once icerisinde %98’lik etanol bulunan petri
kaplarina alinmisur.  Alinan numuneler mikroskop
altinda 6n incelemeye alinarak mikrotom bigaginin kesici
kenarindan gelebilecek iz ve catlaklar agisindan kontrol

edilmis ve bu tip numuneler boyama testine alinmamugtir.

Boyama Testi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

60-90 pm kalinhginda alinan &rneklere safranin
boyama yéntemi uygulanmistir (Bond et al. 2008). Boyama

yonteminde asagidaki prosediir uygulanmugtir.
-Saf su ile ti¢ kez yikama,
-1:1 oraninda %96’lik etanol (10 dakika)
-1g/L safranin soliisyonu (20 dakika)

Yapilan uygulama sonucunda safranin  emilimi
gergeklesen ve ylizeyi boyanan orneklerde mikroskobik

incelemeye gegilmistir.

Mikroskobik inceleme ve goriintiileme

Kok taslaklarinin  olusumunun tespit edilmesinde
SZX7  mikroskop
Mikroskopa

kamerasi (Olympus LC20) ile drneklerin goriintiillenmesi

Olympus (Olympus,  Almanya)

kullanilmigtir. bagli dijital mikroskop
ve fotograflarinin bilgisayara aktarilmast saglanmistir.
Ornekler iizerinde yapilan mikroskobik incelemelerde
LCmicro yazilimindan faydalanilmistir. Safranin emilimi
gergeklesen ve yiizeyi boyanan 6rnekler mikroskop altinda
alttan 151k alan bir diizleme yerlestirildiginde ve yansiyan
parlak 1s1ga (iisten aydinlatma) maruz birakildiginda
farkli tonlara boyanan biitiin dokular net bir gekilde
goriilebilmektedir. Aksi takdirde dokularin mikroskopta

tanimlanmasi ve goriintiilenmesi giiclesmekte ve iyi

fotograflanamamaktadur.
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BULGULAR

‘Cabernet Sauvignon' (Vitis vinifera L.) gesidinde
adventifkoklerinin sekillenmesive hiicre gruplarinin olusum
bolgelerinin anatomik farklilagmast Sekil 1'de verilmistir.
Asma geliklerinde adventif koklerin genellikle govde kesitini
olusturan dokularin iki farkli bélgesinden sekillendigi
tespit edilmistir. Birinci olarak, iletken dokularin hemen
disinda ve arasinda bulunan hiicre gruplarindan ($ekil
1A), ikinci olarak da daha icte 6z noktasina uzanan hiicre
gruplarindan (Sekil 1B) farklilasmaktadir. Govde kesidinin
her iki bolgesindeki hiicre gruplari boliinerek bircok yeni
hiicre gOruplarini meydana getirmekte ve bu gruplar da kok
taslaklar1 haline doniismektedir. Gelismesine devam eden
yeni kok taslaklari iletken doku sistemini olusturarak en
yakin iletken doku sistemine baglanmaktadir. Kékiin ucu,
korteks ve epidemis i¢inden disa dogru biiyiiyerek govde
ile bir dik a¢1 tegkil edecek sekilde govde kesitinden digart
ctkmaktadir (Sekil 1C). Ayrica, nadiren de olsa incelenen
orneklerde kok olusumlarinin, 6z iginlari, parankima ve
oz gibi ¢esitli dokulardan olusan hiicre gruplarindan da
sekillendigi gortilmektedir (Sekil 1D). Asma ¢eliklerinde
adventif koklerin olusumu kisa siirede sekillenmis ve asma
celikleri hizli bir koklenme gostermistir. Incelenen asma
celiklerinde kallus tabakast meydana gelmektedir. Bu
tabaka parankima hiicrelerinin diizensiz bir sekilde bir yigin
halinde birikmesiyle goriiniir hale gelmektedir (Sekil 1E).
Kallus tabakasini sekillendiren hiicre yiginlarinin olustugu
doku, kambiyuma bitisik floem bolgesidir (Sekil 1F).
Adventif kok olusumu ile kallus olusumu incelenen asma

celiklerinde ayni zaman cergevesine gergeklesmektedir.

Incelenen 6rneklerde ¢apt 1 cm’in altindaki dal
parcalarinda kok baslangiclari iletken doku sisteminin dig
tarafina yakin yerde (%59,38), capt 1 cm’in iizerindeki
dal 6rneklerinde ise derinden (6z ve 6ze yakin) ve ¢ok defa
iletken doku kambiyum ve 6ze yakin yerde meydana gelen

hiicre gruplarindan (%63,92) sekillenmektedir.
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Sekil 1. Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) gesidinde adventif koklerinin sekillenmesi ve hiicre gruplarinin olusum

bolgeleri (oklar hiicre yiginlarini gostermektedir) Bar=200 pm.
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TARTISMA

Farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalar, dal ve gévde
kisimlarindan kaynaklanan adventif koklerin olustugu
dokularin bitki tiirtine goére degistigini gostermektedir.
Bu olusumda ozellikle kambiyum ve floemde bulunan
meristematik hiicrelerin daha etkili olabilecegi ifade

edilmektedir (Hayward, 1983).

Bazi bitkilerde (elma, ayva) kok yerinin govdenin

gelismesi  sirasinda  olustugu ve bunlarda  ¢eliklerin

hazirlandigy  sirada  kok  yerlerinin - mevecut  oldugu
bildirilmektedir. Bu bitkilere ait govdeler ¢elik haline
getirilip koklerin gelismesi igin elverigli ortama konuncaya
kadar dinlenme halinde kaldiklart ve bunlarin meydana
geldikleri yerlerin, govde tizerindeki diger adventif koklerin
olustuklart yerlerle benzerlik gosterdigi ifade edilmektedir
(Hartmann ve ark., 1990). Calismada incelenen asma
orneklerinde adventif koklerin olusumu tamamen érnekler
alindiktan sonra baglamistir yani 6nceden olusmus adventif
kok taslagina sahip degildir (van der Lek 1924). Bellini
ve ark. (2014) vegetatif ¢ogalulan tiirlerin ¢ogunlugunda
adventif kok olusturmak i¢in indiiksiyon 6ncesi hiicrelerin
farklilasugr bir sathanin bulundugunu, buna karsilik
Hartmann ve ark. (1990) kavak ve sogiit (Salix spp.) gibi
tirlerin dinlenme halinde adventif kék baslangiglarinin

govdelerinde bulundugunu ifade etmistir.

Vitisin 1 yash dallarindaki adventif kok olusumunun
ilk histolojik ¢alismalar1 Favre ve Medard (1969) ve
Favre (1973) tarafindan gerceklestirilmis ve arastiricilar
dallarda “sismenin” veya iki iletim demeti arasinda yer alan
(interfasikuler) kambiyumun hiicre salkimlart icerisindeki
hipertropik gekirdeklerin ortaya ¢ikisini ilk basamak olarak
ifade etmistir. Arastiricilara gore kambiyum hiicrelerinin
periklinal bélinmesinin ardindan ilk kok rtaslaklar:
olusmakreadir. Calismada alinan 6rneklerde de bu gozleme
uygun sekilde, adventif kokler iletken dokularin hemen
disinda ve arasinda bulunan gruplar halindeki hiicrelerden
olusmugtur. Bu hiicre gruplari bélinerek birgok yeni

hiicre gruplarini meydana getirerek kok taslaklari haline
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gelismesine devam etmigtir. Her hiicre grubunda béliinme
devam etmis ve daha sonraki bir zamanda kék ucu goriiniir
hale gelmistir. Yeni kok taslag: da bir iletken doku sistemi
meydana getirerek en yakin doku sistemine bagli gelisimine
devam etmigtir. Kokiin ucu, korteks ve epidemis icinden
disa dogru biyliyerek govde ile bir dik act teskil edecek
sekilde disar1 ¢ikmugtir. Béylece govdedeki adventif kokler

endogen olarak meydana sekillenmistir.

SONUC ve ONERILER

‘Cabernet Sauvignon' (Vitis vinifera L. cv.) gesidinin
celiklerinde adventif kokler govdeyi olusturan dokularin iki
farkli bolgesinden olugmaktadir. Bunlar iletken dokularin
hemen disinda bulunan hiicre gruplart ve 6z noktasina
uzanan hiicre gruplarinin farklilagugr bélgelerdir. Her
iki bolgedeki hiicre gruplari béliinerek birgok yeni hiicre
gruplarini meydana getirmekte ve bu gruplar da kok
taslaklar1 haline doniiserek en yakin iletken doku sistemine
baglanmaktadir. Gévde dokular: tizerinde endogen olarak
meydana gelen adventf kokler, korteks ve epidermis
icinden disa dogru biiyiiyerek govde ile bir dik ag1 teskil
edecek sekilde disari ¢ikmaktadir. Geng asma dallarinda
kok olusumunun iletken doku sisteminin dis tarafina
yakin, yash dallarinda ise 6ze yakin daha derinden meydana
gelmektedir.
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