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OZET

KOKULU UZUMUN (Vitis labrusca L.) TEK BOGUMLU
MIiKRO CELIK KULTURU iLE IN VITRO COGALTIMI

GUL YILMAZ
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI, 43 S
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI HATICE BILiR EKBIC)

Bu calisma 2015-2016 vejetasyon déneminde Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahce Bitkileri Boliimiinde yer alan doku kiltiirii laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Bitkisel materyal olarak, Balik¢i Siyahi {iziim tipinin (Vitis
labrusca L.) aktif biiyiime donemindeki siirgiinlerinden alinan ve tek bogum igeren
2-3 cm uzunlugundaki mikro g¢elikleri kullanilmistir. Eksplantlar  yiizey
sterilizasyonlar1 yapildiktan sonra siirgiin olusturmas1 amaciyla Benzil Adenin’ in
(BA) 0, 0.5, 1, 2 ile 4 mg/l dozlar1 ve 30 mg/l sukroz bulunduran Murashige and
Skoog (MS) besin ortami iginde kiiltiire alinmistir. Degisik dozlarda BA igeren
ortamda kiiltiire alinan eksplantlardan siiren siirgiinler koklendirme asamasinda bes
farkl1 Indol Biitirik Asit (IBA) dozu (0, 0.5, 1, 2 ile 4 mg/1) igeren MS besin ortamina
transfer edilmistir. Deneme kapsaminda uygulamalarin karsilastirllmasi amaciyla
sirglin olusturma asamasinda eksplant canlilik oranm1 (%), uyanma ve siirme stiresi
(glin); kok olusturma sathasinda ise bogum ve yaprak sayisi (n), siirgiin uzunlugu
(cm) ile siirglin yas ve siirgin kuru agirligi, kok yas ve kok kuru agirligi (g)
koklenme siiresi (gilin), koklenme orani (%), kok sayist (n) ve kok uzunlugu (cm)
incelenmistir.

Calisma sonuglarina gore Balik¢it Siyahi tipinin tek bogumlu mikro c¢eliklerinin
siirglin gelisimi agisindan en uygun BA dozunun 1 mg/l oldugu ve 4 mg/l BA
dozunda hiperhidrasyonun meydana geldigi belirlenmistir. Siirglinlerin kdklenmesi
acisindan ise en uygun IBA dozunun ise 2 mg/l oldugu saptanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Balik¢1 Siyahi, Bogum Kiiltiiri, V. labrusca L.



ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF FOX GRAPE (Vitis labrusca L.) BY SINGLE
NODE MICROCUTTING CULTURE

GUL YILMAZ

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

DEPARTMENT OF HORTICULTURE

M.SC THESIS, 43 P
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. HATICE BILIR EKBI()

This study was carried out in tissue culture laboratory of Ordu University Faculty of
Agriculture Department of Horticulture in 2015-2016’s vegetation period. As a
material, 2-3 cm long micro-cutting containing with a single node from shoots of
taken during active growth period. Balikci Siyahi foxy grape type in V. labrusca L.
were used. Explants were cultured after surface sterilization was performed in
Murashige and Skoog (MS) nutrient medium with 0, 0.5, 1, 2 and 4 mg/l Benzil
Adenin (BA) and 30 mg/l sucrose to form shoots. Cultured explants at medium
containing different doses BA, were transferred to MS medium with Indole butyric
acid (IBA) (0, 0.5, 1, 2 and 4 mg/l) at the rooting stage. In order to compare the
applications, in the shooting stage; explant survival rate (%), duration of bud burst
(days), duration of shooting (days) and in the rooting stage; duration of rooting
(days), rooting explant ratio (%), root number/plantlets (n), root length (cm), number
of node and leaf (n), shoot length (cm), shoot fresh weight (g), shoot dry weight (g),
root fresh weight (g) and root dry weight (g) were determined.

According to the results it was determined that the most suitable BA dose was 1 mg/I
and hyperhydration was occurred in 4 mg/l BA treatment in single-stranded
microcuttings of Balikci Siyahi type. It was determined that the most appropriate
IBA dose was 2 mg/I for rooting of shoots.

Keywords: Balikci Siyahi, Node Culture, V. labrusca L.
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1. GIRIS

Asma, diinyada tarim alanlarinin biiyiik bir kismin1 olusturan ve ¢ok fazla iilkede
yetistirilen bir tiirdiir. Diinya’da toplam 7 096 741 hektar alanda 77 438 929 ton yas
{iziim iiretilmektedir (Anonim, 2017a). Ulkemiz hem bagcilik kiiltiiriiniin baslangi¢
yeri olmasi hem de cografik agidan elverisli iklim kusagi lizerinde yer almasindan
dolay1 bagcilik agisindan dnemi biryere sahiptir. Ulkemizde 2017 yil1 verilerine gore
435 227 ha bag alanindan 4 000 000 ton iiziim dtretilmistir. (Anonim, 2017a).
Tiirkiye’de bagceilik kiiltiiri oldukga eskiye dayandigi i¢in asmanin kiiltiir ve yabani
formlariin gesit ve tip zenginligi bakimindan da 6énemli bir konuma sahiptir. Sahip
oldugumuz bu genetik potansiyel liziim islah1 ¢alismalart i¢in ¢ok degerli birer

kaynaktir.

Ulkemizde 2016 verilerine gére hem iiziim iiretimi (1 801 816 ton) hem de alan
acisindan (1 518 976 da) Ege bolgesi ilk sirada yer almaktadir. Karadeniz bdlgesi ise
3 923 ton iliziim iiretimi ve 8 417 da bag alami ile en son sirada yer almaktadir
(Anonim, 2017b). Karadeniz bolgesi topraklari, asir1 ve diizensiz yagis nedeniyle
kimyasal ¢oziinmeden kaynaklanan asidik 6zelliktedir. Bolgenin iklim ve toprak
kosullarindaki bu tiir olumsuzluklara ragmen eski zamanlarda bagciligin yogun
olarak yapildig1 Canik Sancagi olarak bilinen ve Samsun ilinin Bafra il¢esini de igine
alan kisminda tiitiin yetistiriciliginin artisiyla beraber bag alanlarmin giinden giine
azaldig bildirilmistir (Y1lmaz ve Celik, 2005; Yolalici, 1998). Karadeniz bolgesinde,
bolgenin iklim ve toprak kosullarina ¢ok daha iyi uyum saglamis olan Vitis labrusca
L. tiirti icinde yer alan ¢esit ve tipler yogun olarak yetistirilmektedir. Isabella; ¢ilek
iziimii, kokulu kara {iziim, siyah iiziim veya Amerikan {iziimii olarak da bilinen bu
liziim cesit ve tipleri 6zellikle mantari hastaliklara dayanimi yiiksek oldugundan

bolge kosullarina iyi adapte olmustur (Atak, 2017; Atak ve ark., 2017).

Asma, generatif (tohumla) ve vejetatif (celik, daldirma, as1 ve doku kiltiirii
yontemleri) olmak tiizere iki yolla ¢ogaltilabilmektedir (Chanana ve Gill, 2008).
Tohumla ¢ogaltmada ebeveyne benzeyen bitkiler iiretilemedigi igin pek tercih
edilmemekte ve genellikle 1slah amacli kullanilmaktadir. Vegetatif g¢ogaltma
yontemlerinden ¢elikle cogaltma yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu

yontemde de ¢ogaltmanin yavas ve smurli sayida bitki {iretimini saglamasi,



hastaliklarin ve sistematik kusurlarin taginmasit gibi bazi olumsuz yanlari
bulunmaktadir (Skiada ve ark., 2009). Celikle ¢ogaltilan bir asmanin dikimden
itibaren ¢elik aliabilir duruma gelmesi i¢in yaklasik bes yila ihtiyacinin olmasi da
bir problem olarak goériilmektedir (Winkler, 1974). Doku kiiltiirii ile kisa siirede ve
kitlesel olarak fazla sayida bitki iretilebilmesi bagcilikta 6zellikle yeni cesit ve

tiplerin iiretilmesinde dnemlidir.

In vitro bitki ¢ogaltimi, diinyada yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu nedenle
asma ve birgok bitki tlirliniin daha hizli ¢ogaltilmasi amaciyla in vitro tekniklerinin
gelistirilmesi biiyilk 6nem tagimaktadir (Mozafari ve ark., 2016). Doku kiiltiiri,
bitkinin degisik kisimlarindan alinan kii¢iik bir doku pargasi olarak isimlendirilen
eksplantin sterilize edildikten sonra cesitli organik ve inorganik maddeleri igeren
steril besi ortam1 ve optimum gevre kosullarinda kiiltiire alinmasi ve bu ortam iginde
doku pargalarinin bitkiciklere doniistiirme islemidir. Bu yiizden mikro ¢ogaltma veya

aseptik kiiltiir olarak da isimlendirilmektedir (Babaoglu ve ark., 2001; Celik, 2011).

Bagcilikta doku kiiltiirii, genetik varyabilite saglamak ve yeni ¢esit gelistirmek, ¢cevre
kosullarindan etkilenen bitkileri daha hizli ve kolay bir sekilde gogaltmak, {istiin
ozellikli bitki ¢esitleri elde etmek (Bajaj, 1988), yilin her doneminde iiretim
yapilmasini ve karmasik molekiil yapilar1 nedeniyle sentetik veya yar1 sentetik olarak
elde edilemeyen seconder metabolitlerin daha ekonomik {iretimlerini saglamak,
kaybolan tiirlerin korunmasini saglamak, soguga, kurakliga, hastaliklara, tuzluluga

ve herbisitlere dayanikli bireylerin se¢ilmesi amaclariyla kullanilmaktadir.

Asmada doku kiiltiirii yontemleri igerisinde yer alan mikrogogaltma yogun olarak
kullanilmaktadir (Gray ve Klein, 1987; Gray ve Benton, 1991). Mikro g¢ogaltma
asmalarda ilk olarak mikro ¢eliklerden elde edilen bitkicikler kullanilarak yapilmistir
(Jean ve ark., 1998; Kinfe, 2010). Secilen genotiplerde mikrogogaltma, hiicre
(meristematik hiicreler, slispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlart = eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlari
kullanilarak gergeklestirilmektedir (Barlass ve Skene, 1980; Gray ve Fischer, 1985;
Monette, 1988; Heloir ve ark., 1997).

Son yillarda tek bogum i¢eren mikro ¢eliklerin kiiltiire alinmasi ile gelismis siirgiiniin

daha kisa siirede elde edilmesi avantajindan dolayr bu yontemi igeren ¢alisma



sayilarindaki artig dikkat ¢gekmektedir. Ayrica tek bogumlu mikro ¢elik kullanilarak
in vitro seleksiyonun gerceklestirilmesiyle de 1slah siiresinin ya da abiyotik ve
biyotik strese dayaniklilikta ¢alisma siiresinin kisaltilmasi saglanabilmektedir (Lima
da Silva ve Doazan, 1995; Kuksova ve ark., 1997; Kunter Marasali ve Degirmenci,
2007; Bilir Ekbi¢ ve Tangolar, 2016; Bilir Ekbig ve ark., 2017).

Karadeniz bolgesinde yer alan Vitis labrusca L. tiiriine ait genotiplerin belirlenmesi
ve Ozelliklerinin saptanmasina yonelik olarak bir¢ok calisma yiiriitiilmiistiir (Melek
ve Celik, 2005; Sanli ve Odabas, 2005; Cangi ve ark., 2006a; Cangi ve ark., 2006b;
Celik ve ark., 2008; Hizarci, 2010). Yapilan bu calismayla Kokulu Kara iiziim
tiplerinden biri olan Balik¢1 Siyahi’nin tek bogumlu mikro ¢elikleri kullanilarak in
vitro klonal ¢ogaltiminin saglanmasi amaglanmistir. Bu arastirmada siirgiin siirmesini
tesvik eden optimum BA dozu veya dozlar ile bogumun siirmesiyle olusan
stirglinlerin koklenmesi ve bitkicik halini almasmi saglayan IBA dozu veya

dozlarinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Batur, (1989), 41 B Amerikan asma anaci ile Kalecik Karasi {iziim ¢esidinin
meristemleri kullanilarak c¢ogaltilmasinda koklendirme ve siirgiin  olusturma
ortamlar1 i¢in optimum "oksin x sitokinin" kombinasyonlarinin belirlenmesini
amaglamistir. Arastirici, slirglin asamasinda BAP, koklendirme asamasinda ise IBA
hormonunun daha baskin olacak sekilde 15 farkli "IBA x BAP" kombinasyonlarinin
etkilerine bakmistir. Aragtirmada, her iki asamada da bitki basina diisen stirgilin, kok
ve Ozellikle bitki olusumunun yanisira, eksplant sayisi, kallus olusumu ve taze doku
agirligy ile ilgili parametreler incelenmistir. Kalecik Karasi tiziim ¢esidinde siirgiin
ortami i¢in; IBA’in 0 mg/l ile BAP’in 1 mg/1 kombinasyonu ve IBA’in 0.5mg/1 ile
BAP’1n 1 mg/l kombinasyonu, kéklendirme ortami i¢in; IBA’in 1 mg/1 ile BAP’1n 0
mg/1 kombinasyonu ve IBA’in 1 mg/l ile BAP’in 0.5 mg/1 kombinasyonlar1 en
tistiin sonuglart gostermistir. Arastirici, 41 B anacinin siirgiin ortami igin ise "IBA: 0
mg/1 x BAP: 1 mg/1" koklendirme asamasi icin "IBA: 5 mg/1 x BAP: 0 mg/1"

kombinasyonlarinda en iyi sonuglari elde etmistir.

Karoglan ve ark., (1990), in vitro ¢ogaltim amaciyla Vitis vinifera L. tiirii iginde yer
alan Chardonnay, Pinot white, Sultanina, Plavac mali ve Plavac mali siv ¢esitlerinin
1-2 mm uzunlugundaki siirglinleri eksplant olarak kullanmistir. Arastiricilar,
eksplantlar1 farkli tip ve konsantrasyonlarda biiylime diizenleyicileri, makro besin
elementler ve karbonhidratlar1 igeren tam ve yarim giicteki MS, Lloyd ile WPM
ortaminda yetistirmislerdir. Eksplantlarin sterilizasyonunda en iistiin sonuclar1 % 1.5
dozunda lIzosan (Klorin, Pliva Zagreb) ve % 0.01 dozunda Tween 20 igeren ¢ozeltide
eksplantlarin bekletilmesi ve sonrasinda 3 defa steril saf su ile ¢alkalanmasindan elde
etmislerdir. Calismada MS, LLOYD ve McCOWN (WPM) ortamlarina % 2 sukroz,
% 0.8 agar, 1 mg/l tiamin-HCI, 0.5 mg/I pridoksin-HCI, 2 mg/I glisin, 100 mg/l myo-
inositol iceren TAA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlar1 ile kombinasyonlari
denenmistir. Arastirmada, farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda BA, IAA
ve NAA’in etkileri incelenmigstir. Siirgiin ¢ogaltimi1 amaciyla en uygun ortam 1 mg/1

BA ve 0.3 mg/1 IAA ilave edilen tam MS ortam1 bulunmustur.

Lee ve Wetzstein, (1990), in vitro kosullarda Vitis rotundifolia tiirii i¢inde yer alan

Summit ¢esidinin yan tomurcugundan bitkicik olusumunu arastirmislardir. Bu amaca



yonelik olarak belirtilen ¢esidin 0.5-1.0 cm uzunlugundaki bogum eksplantlarini 5,
10, 20 ya da 40 uM miktarinda BA ilave edilmis MS ortaminda kiiltiire almislardir.
Arastiricilar toplam siirgiin olusturma agisindan en {istiin sonuglart 10 uM BA
dozundan elde ederlerken; daha yiiksek BA dozlarinda siirgiinlerin biiyiimedigi ve
oldigl belirlenmistir. MS ortamina IBA ilavesiyle ise koklenme orani ve bitkicik
basina diisen kok sayisinin artisina bagl olarak kok gelisiminin de tesvik edildigi
belirlenmistir. Bu arastirmada, MS ortammma 5 uM BA ilavesi sonucu olusan
stirglinlerin, 10 uM BA ilavesiyle olusanlara gore kok olusumlarinin daha iyi oldugu
sonucuna varmislardir. Bunu da siirgiinlerin giiciiyle aciklamislardir. Arastirmada
ayrica stirglin ve kok gelisiminin, sivi ya da kati1 ortam olmasindan etkilenmedigini

de saptamiglardir.

Hartl ve ark., (1990), asma genotiplerine ait siirgiin uglart, 0.5 mg/l IAA, 0.1 mg/l
BA ve % 3 sukroz katkili MS ortaminda kiiltiire almislardir. Giiglii bitkicikler, BA
(0.02-2.2 mg/l) ve IAA (0.1-0.5 mg/l) ilave edilen ortama aktarilarak alt kiiltiire
almmustir. Arastiricilar, bu protokolle virlisle bulasik olan bitkilerde viriis

eliminasyonunu saglamislardir.

Lewandowski, (1991), tek bogumlu siirgiin pargalarimi 100 mg/l myo-inositol 0.4
mg/l tiamin-HCI, 1 mg/1 BAP, 0.45 mg/l GAs, 20.9 mg/l FeSO47H,0, 28.0 mg/l Na;
EDTA 2H,0 igeren MS ortamina (pH:5.7) dikmistir. Koklendirme agamasi i¢in de 1-
2 cm boyundaki mikro gelikler myo-inositol, sukroz ve tiamin-HCI’i daha 6nce
kullanmis oldugu dozun yarisma indirerek 1/2 MS ortaminda ve 13.9 mg/l
FeSO,47H,0 ve 18.7 mg/l Na,EDTA 2H,0 olacak sekilde ayarladigi 0, 0.005, 0.01 ve
0.05 mg/l IBA ve 0, 0.001, 0.005 ve 0.01 mg/l NAA katkili ortamlar1 (pH: 5.7)
kullanmistir. En iyi kdklenmeyi 0.001 mg/l NAA ve 0.005 mg/l IBA ilaveli ortamdan
saglamistir. Ancak, en fazla kok sayist 0.01 mg/l[+NAA 0.05 mg/l IBA iceren

ortamdan elde edilmistir.

Gray ve Benton, (1991), Muscadinia alt cinsine giren Vitis rotundifolia tiirinde yer
alan dokuz farkli g¢esidin meristemlerinin in vitro g¢ogaltilmasina yonelik olarak
protokol gelistirmeye caligmiglardir. Arastirmada meristemler 10 cm uzunlugundaki
siirgiinlerden ¢ikarilarak hem kontaminasyon oran1 % 3’lere kadar diisliriilmiis hem

de canlilik orant % 94’lere kadar ¢ikarilmistir. Calismada denemeye alinan



ortamlarin (MS, 2 MS ve C;D) hemen hemen hepsi birbirine yakin siirgiin ¢cogalma
oranlarinin elde edilmesini saglarken, WPM ortam1 bodur siirgiinlerin olusumuna
neden olmustur. WPM ortamindan ec¢lde edilen siirgiinlerde koklenme
gerceklesmedigi de belirlenmistir. Arastiricilar denemeye alinan gesitlerin in vitro
kosullarda koklenmesi amaciyla en iistiin sonuglar ise 1 uM NAA eklenmis

ortamdan elde etmislerdir.

Roubelakis- Angelakis ve Zivanovitc, (1991), bazit Amerikan asma anaglarinin (1613
C, 99 R, 110 R, SO4, Rupestris du Lot ve Salt Creek) in vitro koklenmelerinin
saglanmas1 amaciyla yeni bir kiiltiir ortami olusturmaya caligmiglardir. Arastiricilar
eksplant olarak tek bogumlu, 1-2 cm uzunlugundaki siirgiinleri araziden temin etmis
ve bunlari hormonsuz Roubelakis ortaminda Kkiiltiire almislardir. Siirgilinlerin
koklenmesi amaciyla ise IBA’in 0, 1, 2, 3, 5 ve 8 uM dozlarim1 ortama ilave
etmislerdir. Calismada ayrica antioksidant sitrik asit (1 puM) ve aktif komiiriinde (%
3) etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda oksin igermeyen ortamda da kdklenmenin
tesvik edilebilecegi ancak daha fazla kok olusumu i¢in 3 ya da 5 pM IBA’in

kullanilmasinin uygun oldugunu belirtmislerdir.

Kara, (1992), Cavus’un 21 nolu, Miiskiile’nin 62 nolu, Hafizali’nin 7 nolu,
Razaki’nin 14 ve 88 nolu, Sultani Cekirdeksizin 7 ve 23 nolu ve Cal Karasi’nin 36
nolu klonlarmin viriis ve viriis benzeri hastaliklardan meristem kiiltiirii yoluyla
arindirilmasini hedeflemistir. Meristem kiiltiiriinde 0.5 mg/1 BAP ilaveli, yesil celik
ve siirglinlerin koklendirilmesi amaciyla 0.03 mg/1 BAP ve 0.01 mg/1 NAA katkili
Linsmaier ve Skoog’e gore degistirilmis MS besin ortammi (pH 6.0) kullanmistir.
Sonug olarak, 6.333 ile 0.833 cm arasinda kok uzunlugu, 5.958 ve 1.417 arasinda

bogum sayis1 ve 3.783 ile 0.858 cm arasinda siirglin uzunlugu elde edilmistir.

Heloir ve ark., (1997), Pinot noir (Vitis vinifera) iizim ¢esidinin in vitro kaynakli
bitkilerinden elde edilen mikro ¢eliklerin in vitro’da hizli gogaltimi igin bir yontem
gelistirmistir.  Mikrogogaltimin  farkli  evreleri i¢in gerekli bitki bliylime
diizenleyicileri belirlenmistir. Baslangigta kiiltiir olusumu i¢in MS besi ortamina 8.9
mM BA ilavesinin yapilmasit ve takip eden alt kiiltiirlerde ise hiperhidrasyonu
onlemek amaciyla BA dozunun 4.4 mM’a disiiriilmesinin daha uygun oldugunu

saptamiglardir. En istiin koklenme i¢in test edilen iki biiyiime hormonu (NAA ve



IBA) arasinda siirgiinlerin % 100’tinde koklenmenin 2.5 mM IBA iceren ortamdan

elde edildigi saptanmustir.

Mhatre ve ark., (2000), Thompson Seedless, Sonaka ve Tas-e Ganesh ¢esitlerinde tek
bogumlu mikro ¢eliklerin in vitro gogaltilmasi iizerine yaptiklari ¢alismada Adenin
siilfat, sodyum fosfat, BA ve NAA igeren G16 ortamin1 kullanmislardir.
Bogumlardan siiren siirgiinler adenin siilfat, sodyum fosfat, BA ve NAA igeren
ortama konuldugunda ¢ok sayida kardes siirgiin olusturmuslardir. Arastiricilar, elde
edilen siirgiinlerin uzamasmin tesviki amaciyla siirglin uzama ortamina
aktarmiglardir. Elde edilen siirgiinlerin koklenmesi ise IAA igeren sivi ortamda

gerceklestirilmistir.

Norton ve Skirvin, (2001), Norton saraplik iiziim cesidinin mikro g¢ogaltilmasi
amaciyla aktif vejetasyon doneminde siirgiin uglar1 % 25 ticari hipo (% 1.3 NaOCl)
ve Tritonda 35 dakika siireyle tutup yiizey sterilizasyonlarint yapmiglardir.
Sterilizasyonu yapilan eksplantlar1 iki defa steril saf su ile durulamiglardir.
Eksplantlari i¢inde Staba vitaminleri, 100 mg/l myo-inositol, 30 g/l sukroz, 4 umol/l
(0.90 mg/l) BA ve 6 g/l agar bulunduran C,D ortaminin bulundugu 25 mm’ lik kiiltiir
tiiplerinde kiiltiire almislardir. Norton ¢esidinin tek bogumlu mikro geliklerinin in
vitro ¢ogaltilmasi i¢in en uygun BA ve NAA konsantrasyonlarini belirlenmesi
amaciyla denemelerini tesadiifi bloklar deneme desenine gore diizenlemislerdir.
Arastiricilar BA’in 0, 2, 4 ya da 8 umol/l (0, 0.45, 0.90 ya da 1.80 mg/l) dozlar ile
NAA’nm 0, 0.5 ya da 1 umol/l (0, 0.09 ya da 0.19 mg/l) dozlarin1 denemede
kullanmigladir. Arastiricilar kullanilan gesidin in vitro g¢ogaltilmasinda NAA’in
higbir etkisinin olmadigin1 buna karsin BA’in 6zellikle 4 pumol/l dozunun en uzun
siirgin olusumunu sagladigin1 saptamiglardir. Olusan siirgiinlerin koklendirilmesi
sathasinda da NAA hormonunun kullaniminin gereksiz oldugunu sadece 2 MS

ortaminda koklenmenin saglanabildigini belirlemislerdir.

Dzazio ve ark., (2002), 420 A Amerikan asma anacinin mikrogogaltimi igin bir
protokol olusturmuslardir. Eksplant olarak bogum kullanilmis olup BAP ve kinetinin
0, 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlar1 farkli besi ortamlarinda denenmistir. Baglangic¢
ortami olarak MS, 2 MS, Y4 MS, 1/8 MS, NN ve WPM besi ortamlari, ¢ogaltma
asamasinda MS, 2 MS, NN ve WPM besi ortamlar1 ve koklendirmede ise aktif



komiirsiiz ve 1 g/l aktif komiir ilave edilmis 2 MS besi ortami kullanilmistir.
Arastirmada BAP’1n eksplant bagina siirglin sayisini arttirdigi belirlenmistir. Artan
BAP konsantrasyonunda ise eksplanttan olusan yaprak sayisi azalmistir.
Vitrifikasyon semptomlar1 artmis ve en iyi sonu¢ 1 uM BA uygulamasindan elde
edilmistir. Baslangi¢ ortami i¢in arastirmada tam MS besi ortaminda en iyi siirgiin
gelisimi saglanmistir. MS ortaminin seyreltilmesi anacin gelisiminin yavaslamis
olmasina ragmen, ¢ogaltma asamasi boyunca, /2 MS ortamimin en etkili oldugu
saptanmigtir. Sonug olarak arastiricilar 420 A anacinin baglangi¢c asamasi i¢in 1 uM
BAP igeren tam MS besi ortaminin ve ¢ogaltma asamasi i¢in ise 2 MS besi

ortaminin uygun oldugunu tavsiye etmislerdir.

Han ve ark., (2003), Zuoshan (Vitis amurensis) iiziim c¢esidi i¢in etkin bir
mikrocogaltim  prosediiriinii  olusturmuglardir. ~ Arastiricilar NAA ve BA
kombinasyonunda siirgiin olusumunun engellendigi ve ortamda kallus olusumuna
neden oldugu; 0.3 uM TAA ve 4 uM BA kombinasyonunda ise en yiiksek siirgiin
bliyiimesi ve ¢ogalmasmin saglandigini belirlemislerdir. 2.8 ve 5.7 uyM IAA
stirglinlerde en yiiksek kok olusumunu saglamistir. 0-20 g I"* sukroz ile en yiiksek
koklenme saglanirken 30 g 1" sukroz ile en yiiksek siirgiin gelisimi saglanmistir.
Siirgiinlerin koklenmesinin yiiksek seviyede olmasi igin saglam yapraklarin gerekli

oldugu vurgulanmustir.

Verghese ve Smita, (2004), alti farkli iizim c¢esidinin (Black Champa, Arka
Neelamani, Anab-e Shahi, Shweta Seedless ve Arka Krishna, Thompson Seedless) in
vitro koklenmesi iizerine IBA ve NAA’in etkisini arastirmiglardir. Arastirmada
ortama IBA ilavesinin NAA ilavesine gore daha etkili koklenmeyi saglandigi
belirlenmistir. Black Champa, Arka Neelamani, Anab-e Shahi, Shweta Seedless ve
Thompson Seedless cesitlerinde yiiksek IBA konsantrasyonlarinda (3 mM) diisiik
konsantrasyonlara gore daha fazla kok sayisi ve kok uzunlugu tespit edilmistir. Black
Champa cesidinde diger cesitlere gore daha fazla kok sayisi, kok uzunlugu, siirgiin
uzunlugu, kok agirligi, bogum sayisi ve yaprak sayisi belirlemiglerdir. Aragtiricilar
en iyi slirgiin ve kok olusumu i¢in Shweta Seedless cesidinin tek bogum igeren
celiklerinde ortama 2 mM BA ve 2 mM IBA ilavesinin daha uygun olabilecegini

tavsiye etmislerdir.



Banilas ve Korkas, (2007), Vitis vinifera L. tiirlinde yer alan asmalarin in vitro’ da
yaygin olarak siirglin ucu ya da yan tomurcugun siirmesinin tesviki yoluyla
cogaltilmakta oldugunu ve bu yontemlerin yiliksek oranda bitki ¢cogalma oranina
sahip oldugunda ana bitkiden genetik olarak farkli bitkilerin olusuma neden
oldugunu belirtmiglerdir. Buna dayali olarak arastiricilar bu sorunun giderilmesi
amactyla tek bir bogumun siirmesini tesvik amaciyla bir metot gelistirmeye
calismiglardir. Caligmalarinda Agiorgitiko iiziim c¢esidi asmalarindan alinan tek
bogumlar kiiltiire almislardir. Arastiricilar ayrica sitokinin fazlaliginin siirgiiniin
gelisimini hizlandirip hiperhidrasyona neden oldugunu vurgulayarak nispeten daha
diisiik seviyelerde BA konsantrasyonunu (2.5 uM ve istil)) MS ortamina ilave
etmislerdir. Arastiricilar ayrica daha diisiik IBA dozlarinin, hem siirgilinlerin kok
olusumunu tesvik ettigini hem de siirglinlerdeki kok sayisini artirdigin

belirlemiglerdir.

Gok Tangolar ve ark., (2008), Fercal, 1103 P, 1613 C Amerikan asma anaclarinin ve
Perlette tizlim ¢esidinin in vitro kosullarda demir stresine olan tepkisini inceledikleri
calismalarinda eksplant olarak tek bogum iceren mikro ¢elikleri farkli demir
konsantrasyonlarinda (9, 18, 36 mg/l FeNaEDTA) yalniz ya da 840 mg/l NaHCOg3 ile
kombinasyon olusturacak sekilde, 4.4 uM BA igeren MS ortaminda Kkiiltiire
almiglardir. Arastirmada demir klorozunun gostergesi olabilecek bir¢cok morfolojik
ozellikte inceleme gergeklestirilmistir. Calismadan 9 mg/l FeNaEDTA ve 840 mg/l
NaHCOj3; kombinasyonunun genotipik farkliligin belirlenmesinde en uygun oldugu
sonucuna ulagsmislardir. Arastirmacilar, kiregli topraklarda demir noksanligina olan
genotipik tepkinin belirlenmesinde in vitro yontemin kisa zaman almasi ve pratik

olmasi agisindan tavsiye edilebilir bulmuslardir.

Jaskani ve ark., (2008), Vitis’in yetistirilmesi igin in vitro c¢ogaltimin bitki
materyalini arttirmada firsatlar sundugunu vurgulamiglardir. Calismada kiiltiirler,
kallus olusturmasi igin NAA (0, 0.5, 1.0 uM) ve siirgiin olusturmasi igin de BA (0,
5.0 ve 10.0 uM) hormonlarint MS ortamina ilave ederek in vitro kosullarinda dikimi
yapilarak muhafaza edilmistir. En iyi eksplant sterilizasyonu % 10 kloraks’ta 10
veya 15 dakika boyunca muamele edilerek yapilmistir. Oksidatif esmerlesme,
eksplantlar {i¢ alt kiiltiirde taze ortama alinarak etkili bir sekilde kontrol edilmistir. 5

uM BA iceren MS ortaminda daha iyi siirgiin olusturdugu goézlemlenmistir.
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Arastirmada, siirglinlerin (% 80) ¢ogaltilmasi, olusan siirglinlerin ayni1 ortamlarda
mikro kesimlerle alt kiiltire alinmasiyla saglanmistir. Maksimum koéklenme (% 80)
10 uM IBA igeren ortamda meydana gelmistir. En iyi kallus olusumu (% 80) yaprak
diski eksplantlar1 1.0 uM NAA i¢inde olusurken 5 uM BA igeren ortamda kok
segmentleri meydana gelmistir. Biitiin kalluslar koklenmeye baglamistir. Yaprak disk
eksplantlar1 2 mg/l NAA ile MS ortaminda alt kiiltiire alinarak % 60 embriyolar

gelismistir.

Wong, (2009), hastaliklara dayanimi yiiksek olan Dogridge anacinin in vitro mikro
¢ogaltim1 amaciyla siirgiin ucu ve bogum kiiltiiriinii denemislerdir. Bu iki materyali
degisik BA konsantrasyonlart (0, 4.4 uM (1 mg/l), 8.8 uM (2 mg/l)) iceren MS ve
WPM ortamlarinda 12 hafta siireyle kiiltiire almislardir. Bogum kiiltiirii siirglin ucuna
gore MS ortaminda daha iistiin sonuglar verdigi belirlenmistir. BA konsantrasyonlari
acisindan ise 1 mg/l ve 2 mg/l BA dozlar1 bogum Kkiiltiiriinde siirgiin ucu kiiltiiriine

gore daha tistiin sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Bilir Ekbig, (2010), Trakya Ilkeren ve Flame Seedless iiziim cesitlerinde Co® ve
kolhisin kullanilarak mutasyon ve poliploidi olusturmay1 hedefledikleri ¢aligmasinda
in vitro kisminda tek bogum igeren mikro ¢elikleri kullanmis ve bu eksplantlarin
sirgiin olusumunu tesvik etmek amaciyla 1 mg/l BA bulunan MS ortaminda kiiltiire
almiglardir. Arastirici, mikro geliklerin siirgiin olusturma oraninin oldukca yiiksek
oldugunu ancak siirgiin olusumunun belli asamasindan sonra hiperhidrasyon olayinin

gerceklestigini saptamigtir.

Kinfe, (2010), Ugni blanc, Chenin blanc ve Canonannon ¢esitlerinde siirgiin uglar ve
bogum kiiltiirii yoluyla in vitro mikro ¢ogaltilmasina yonelik bir yontem gelistirmeye
calismistir. Arastirict belirtilen gesitlerin siirgiin uclarinin optimum  sterilizasyon
stiresini belirlemek i¢in % 1’lik NaOH i¢inde degisik siirelerde (5 dakika, 7 dakika
ve 9 dakika) bekletmislerdir. Sterilizasyonu yapilan siirgiin uclarini ise 0.5 mg/l BA
bulunduran MS besi ortamina dikmistir. Arastirict % 1 NaOCI iceren c¢ozeltide
optimum sterilizasyon siiresini 7 dakika olarak belirlemistir. Arastirmada siirgiin
gelisiminin tegviki amaciyla siirgiin uclar1 ve bogumlar bes farkli BA konsantrasyonu
(0, 0.5, 1, 2, 3 ve 4 mg/l) iceren MS ortamina dikilmislerdir. Ayrica siirgiin

cogaltilmas1 amaciyla ¢alismada farkli dozlardaki BA ve IBA kombinasyonlar1 da
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denenmistir. Arastirict, optimum siirgiin ¢ogaltilmas1 amaciyla ise farkli dozlarda BA
(0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3 ve 4 mg/l) igeren MS ortamlarin1 kullanmistir. Caligmada kok
gelisiminin tesviki amaciyla ise farkli konsantrasyonda IAA (0, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l)
igceren MS ortamini kullanmistir. Arastirmada 0.5 mg/l BA igeren ortamda en yiliksek
canlilik oranin1 Chenin Blanc ¢esidinde (% 96) belirlerken bu ¢esidi Ugniblanc ve
Canonannon (% 88) cesitleri takip etmistir. Farkli konsantrasyondaki BA ve IBA
kombinasyonlar1 arasinda ortalama siirgiin sayis1 en yiiksek 7.2 (Chenin blanc), 6.7
(Canonnanon) ve 6.1 (Ugni blanc)’lik deger ile 1 mg/l BA + 0.1 mg/l IBA
kombinasyonundan elde edilmistir. Calismada Canonannon ¢esidi disindaki
cesitlerde BA konsantrasyonlarinin artig1 siirgiin uzunlugu ve bogum sayisinin
azalmasina neden olmustur. Arastirict denemede yer alan cesitler icin siirgiinlerden
kok olusumu i¢in en uygun ortamimn 2 ve 4 mg/l IAA bulunduran MS ortami
oldugunu tespit etmislerdir. Calismada elde edilen bitkicikler seraya sasirtilmis ve
canlilik oranlar1 Chenin blanc c¢esidi icin % 92; Ugni blanc i¢in % 78.6 ve

Canonannon ¢esidi i¢in ise % 73.9 olarak belirlenmistir.

Mukherjee ve ark., (2010), kurakliga ve tuzluluga dayanimi yiiksek olarak bilinen
Grasset asma anacinin in Vitro kosullarda ¢ogaltilmasi amaciyla metot gelistirmeye
calismiglardir. Arastiricilar, siirglin gelisimin tesviki amaciyla MS, 2 MS, BS ve
WPM ortamlarini denemeye almiglardir. Calismada denenen ortamlar arasinda en
yiiksek siirgiin olusturma orani 2 MS ortamindan saglanmistir. 2 MS ortamina 2
mg/l BA ilavesi ise en {istiin sonuglarin elde edilmesini sagladigini gozlemislerdir.
Arastirmada, ayn1 doz BA ilave edilmesi ile alt kiiltiire alinan bitkiciklerde
hiperhidrasyon olusumu goézlendiginden bir sonraki alt kiiltiire alinma sirasinda BA
dozu 1 mg/I’ye diisiiriilmiis bu sayede tam bir bitkicik elde edilmistir. Arastiricilar
ayrica siirgiin ¢ogaltma tizerine degisik bitki biiylimeyi diizenleyicilerini de (BA,
ZEA ve TDZ) denemislerdir. En yiiksek siirgiin olusumunu 1 mg/l BA ilave edilen %2
MS ortamindan elde etmislerdir (6 haftada: 4.75 yeni bitki/eksplant). Siirgiinlerden
kok olusumu {iizerine ise en {listiin sonuglart 0.2 mg/l TAA uygulamasindan elde
etmiglerdir. NAA ve IBA ise bu calismada yiiksek oranda kallus olusumuna neden
olmustur. Arastiricilar disan sasirtilan bitkiciklerin % 87’sinin canli olarak kaldigini

tespit etmislerdir.
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Abido ve ark., (2013), Vitis vinifera L. tiirii icinde yer alan Muscat of Alexandria
lizim ¢esidinin silirgiin ucu ve bogum eksplantlarim1 kullanmiglardir. Aragtirmada
eksplantlarin sterilizasyonu amaciyla sirastyla eksplantlar % 0.52 ve % 0.78 (NaOCl)
sodyum hipokolorit ¢ozeltisinde 15 ve 20 dakika siireyle bekletmislerdir. Daha sonra
eksplantlar 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA katkilt MS ortaminda kiiltiire
alimmustir. Stirglinlerin ¢ogaltilmasi i¢in 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 mg/l BAP ve 0.1, 0.2 ve
0.3 mg/l NAA dozlar1 ve bunlarin kombinasyonlar1 denenmistir. En fazla kardes
olusturan siirgiin sayis1 3.0 mg/l BAP + 0.2 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde
edilmistir. Kéklendirme asamasi igin 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/l IBA ve 0.0, 0.5 ve
1.0 mg/l NAA kombinasyonlari denenmistir. 1.0 mg/l IBA ve 0.5 mg/l NAA igeren
ortamdan en yiiksek koklenme orani (% 87), en fazla kok sayisi (3.4 adet) ve en uzun

kok (4.5 cm) elde edilmistir.

Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015), Isabella iiziim ¢esidinden alinan siirgiin uglarini eksplant
olarak kullanilarak in vitro g¢ogaltimin1 gergeklestirmislerdir. Siirgiin uglari, siirgiin
olusturma asamasinda 0, 1, 2, 3 ve 4 mg/l dozlarinda BA katkili MS ortaminda
kiiltiire alinmustir. Bitkiciklerin ti¢ haftada bir ortamlar1 degistirilerek yeni ortamlara
aktarimi yapilmistir. Arastiricilar bu islemi 5 defa tekrarlamiglardir. Daha sonra 0,
0.5, 1, 2 ve 4 mg/l IBA dozlarin1 iceren ortamlara alinarak bitkiciklerin kok
olusumlar1 incelenmistir. Sonu¢ olarak BA dozlar1 arasindan 1 mg/l BA igeren
ortamdan 5. alt kiiltirde en yiiksek siirglin sayis1 elde edilmistir. En yliksek
koklenme orani ve gelisimi agisindan ise 2 mg/l IBA dozu igeren ortam en uygun

koklendirme ortami olarak belirlenmistir.

Dessoky ve Attia, (2016), Arabistan’da yetistirilen Al-Bayadi (Vitis vinifera L.)
iziim ¢esidinin in vitro g¢ogaltimi {izerine bir protokol gelistirmek i¢in yaptiklar
calismada siirgiin ucu ve mikro gelik eksplantlarini kullanmislardir. Eksplantlar, 0.0,
0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/l BAP katkih MS besi ortaminda kiiltiire alinarak
eksplantlarin = siirgiin  olusturmasi ve wuzamast incelenmistir. Kok olusturma
asamasinda ise, farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.1, 1.0 ve 2.0 mg/l) IBA ve 0.1 mg/I
NAA’nin etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda, en fazla siirgiin olusumu (% 90),
en fazla kardes sayisi1 (3.7 cm) ve eksplant basina en fazla uzayan siirgiin sayis1 (3.6

adet), 2.0 mg/l BAP katkil1 MS ortamindan elde edilmistir. Koklendirme asamasinda
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ise, 2.0 mg/l IBA+0.1 mg/l NAA katkili MS ortaminda % 100 kdklenme oldugu

tespit edilmistir.

Mozafari ve ark., (2016), ti¢ farkli iiziim g¢esidinin (Bidaneh Sefid, Farkhi ve
Khoshnav) ¢ogaltimi iizerine 0.0, 2.2, 4.4, 6.6 ve 8.8 uM BA dozlarinin MS ve WPM
ortamlarmin etkisini arastirmiglardir. Cogaltma sirasinda siirglin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve yaprak sayis1 ozellikleri incelenmistir. Koklendirme asamasinda ise, 0.0,
0.5 and 1.0 uM IBA dozlarimin kdklenme baslangici, kok sayisi, koklenen eksplant
sayist ve kok uzunlugu iizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, en
uzun siirgiin 2.2 uM BA igeren MS ortamindan elde edilirken en fazla siirgiin 4.4 uM
BA igeren MS ortamindan elde edilmistir. Kdklendirme asamasinda en {istlin sonug

0.5 uM IBA katkili ortamdan elde edilmistir.

13



3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma, 2016 vejetasyon déneminde Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge

Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Denemede materyal olarak Karadeniz Bolgesinde yogun olarak yetistirilen Kokulu
tiziim grubunda yer alan Balik¢1 Siyahi tiziim tipinin (Vitis labrusca L.) aktif biiyiime
donemindeki siirgiinlerinden alinan tek bogum igeren 2-3 cm uzunlugundaki mikro
celikleri kullanilmistir. Tek bogumlu yesil celikler Ordu Universitesine bagh
arastirma ve uygulama baginda ki 2 yasli omcalardan Mayis ay1 ortasinda temin
edilmistir. Denemede eksplant olarak kullanilan cesidin genel ozellikleri asagida

belirtilmistir.

3.1.1 Balikex Siyah (Vitis labrusca L.)

Vitis labrusca L. tiiriine giren {iziim tip ve gesitleri yabanci tozlanma ve déllenmeye
acik oldugundan Balik¢1 Siyahi {iziim tipi dogal melezlemer sonucunda ortaya
cikmistir (Celik, 2004b). Balik¢1 Siyahi tiziim tipi, Rhamnales takimi, Vitaceae
familyasi, Vitoideae alt familyasi iginde yer alip Vitis cinsine girmekte ve Amerikan
kokenli tiirler arasinda yer almaktadir (Celik, 2007). Kokulu iiziimler iilkemizde

Dogu Karadeniz Bolgesinde dogal olarak yetismektedir (Celik, 2002).

Kokulu tiziimlerin tiplerinden Balik¢1 Siyahi {iziim tipinin taneleri yuvarlak sekillli,
parlak-siyah renkte ve yogun bir pus tabakasi ile ortiiliidiir, taneleri kiigiik veya orta
biiyiikliikkte, dis kabugu olduk¢a kalin olup igerisinde ortalama 1-5 adet g¢ekirdek
bulundurmaktadir. Dalli silindirik formdaki salkimlari ise kii¢iik ve oldukg¢a dolgun
yapilidir. Bu iiziim ¢esidinin tadi ise ¢ilek aromalidir (Celik, 2006). Hastalik ve
zararlhlara karsi dayanimi oldukga yliksektir (Rubezhnyak ve ark., 1996; Celik,
2004a; Celik 2004b; Kulakiotu ve ark., 2004; Cangi ve ark., 2006a; Cangi, 2006b;
Atak, 2017; Atak ve ark., 2017) (Sekil 3.1).

14



Sekil 3.1 Denemede kullanilan Balik¢1 Siyahi {iziim tipinin asma ve mikro ¢elik
gorinimiu

3.2 Yontem

Calisma Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Uygulama ve
Arastirma baginda yer alan agikta yetigen Vitis labrusca tiiriine ait Kokulu tiziim
tiplerinden Balik¢1 Siyahi tiziim tipinin aktif biiylime donemindeki siirgiinlerinden
alman tek bogum iceren 2-3 cm uzunlugundaki mikro celikleri kullanilmis ve

asagidaki islemler sirasiyla uygulanmstir.
3.2.1 Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan deney tiipleri (15 cm x 2.5 cm), pens, bisturi ve kurutma
kagitlariin sterilizasyonlart 1.05 atm basing altinda 121 °C’de ki otoklavda 15
dakika tutularak saglanmistir.

3.2.2 Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Calismada tek bogumlu mikro ¢eliklerin siirmesini tesvik etmek amaciyla MS besin
ortamina (Murashige ve Skoog, 1962) ait makro ve mikro besin elementleri,
vitaminleri ve biiylime diizenleyici olarak da farkli dozlarda BA (0, 0.5 mg/l, 1 mg/l,
2 mg/l ile 4 mg/l) kullanmilmistir. Olusan siirgiinlerin kdklendirme asamasi i¢in ise
ayn1 miktarda makro ve mikro elementler ile vitaminleri iceren ayni besin ortami
igine biiytime diizenleyici olarak farkli dozlarda IBA (0, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l ile 4

mg/l) ilave edilmistir.
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Cizelge 3.1°de igerigi belirtilmis MS besin ortami hazirlanirken tiim kimyasallar
alinip saf su ile hacim tamamlama iglemi yapilmig ve pH diizeyi 1 N HCl asit ve 1 N
KOH kullanilarak 5.8 e ayarlanmistir. Son olarak da katilastirici olarak ortama agar
ilave edilmis ve kaynatilmistir (Sekil 3.2). Ortamin kaynamasmin saglanip
seffaflagsmasi sonrasinda deney tiiplerine yaklasik 10 ml olacak sekilde esit miktarda
dagitilmis ve tiiplerin kapaklar1 kapatilmistir. Hazirlanan ortamlarin sterilizasyonlari
1.05 atm basing altinda ve 121 °C’de ki otoklavda 15 dakika tutularak saglanmistir
(Sekil 3.3). Sterilizasyonlar1 gergeklestirilen ortamlar sonrasinda sSteril kabin igine

transfer edilmistir.

Sekil 3.2 Ortamlarin hazirlanmasindan goriiniim
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Cizelge 3.1 MS temel besin ortaminin icerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Bilesik Standart ortam konsantrasyonu (mg/l)
Makro Elementler (x10)

CaCl,.2H,0 440

KNO; 1900

NH;NO; 1650

KH,PO, 170

MgSO,47H,0 370

Mikro Elementler (x 100)

MnS0O,4.4H,0 22.3

HsBOs 6.2

ZnS0,4.7H,0 8.6

Na,Mo00O,4.2H,0 0.25

CuS04.5H,0 0.025

KI 0.83

CoCl,.6H,0 0.025

Na,EDTA.2H,0 37.3

FeS0,4.7H,0 27.8

Vitaminler (x 100)

Glycine 2.0

Nicotinic acid 0.5

Thiamine-HCI 0.1

Pyridoxine-HCI 0.5

Biiyiimeyi Diizenleyiciler

IBA (Indol butirik asit) 0 mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l ile 4 mg/l
BA (Benzil adenin) 0 mg/l, 0.5 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l ile 4 mg/I
Organik Maddeler

Myo-Inositol 100

Sukroz (g/l) 30

Agar (g/) 8

pH 5.8
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Sekil 3.3 Hazirlanan ortamlarin otoklavda sterilizasyon

gorinimu
3.2.3 Bitki Materyalinin Hazirhg ve Kiiltiire Alinmasi

Balik¢1 Siyahi iiziim tipinden in vitro kosullarda siirgiin elde edilmesi amaciyla aktif
vejetasyon doneminde (yaklagitk Mayis Ayr ortasinda) geng siirglinlerin  ug
kisimlarindaki bogumlar kullanilmistir. Bu amaca yonelik olarak alinan siirgiin
parcalar1 doku kiiltiirii laboratuvarina getirilmis ve sterilizasyonun daha etkin olmasi
amaciyla yaprak kisimlart g¢ikartildiktan sonra tek bogumlu mikro celikler olarak

hazirlanmistir.

Bitki kaynakli enfeksiyonlarin azaltilmasi amaciyla ylizey sterilizasyonu igin farkl
doz ve siirelerde 6n deneme gerceklestirilmistir. Bunun i¢in tek bogumlu
mikrogelikler 1) % 20 sodyum hipoklorid ig¢inde 10 dakika, 2.) % 20 sodyum
hipoklorid iginde 15 dakika, 3.) % 20 sodyum hipoklorid i¢inde 20 dakika, 4.) % 15
sodyum hipoklorid i¢inde 10 dakika, 5.) % 15 sodyum hipoklorid i¢inde 15 dakika,
6.) % 15 sodyum hipoklorid i¢inde 20 dakika tutulmustur.
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On deneme sonucunda, % 15 sodyum hipoklorid dozunun tiim siireleri ile % 20
sodyum hipoklorid i¢inde 10 dakika tutulan bitkilerde yiliksek miktarda enfeksiyon
saptanmugtir. Ayrica, % 20 sodyum hipoklorid dozunda 20 dakika siire ile bekletilen
mikro c¢eliklerde kararma gozlenmistir. Bu yiizden mikro c¢elikler, en uygun
uygulama olan % 20 sodyum hipoklorid ve 1-2 damla Tween 20 bulunduran ¢ozelti
iginde 15 dakika tutularak yiizey sterilizasyonlar1 saglanmis ve ardindan steril kabin

iginde steril saf su ile 3 defa galkalanmustir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Mikro celiklerin yiizey sterilizasyonuna ait goriinim

Sterilizasyonu yapilan mikro gelikler, bogumun hemen iistiinden ve altta yaklasik 1.5
cm kalacak sekilde kesilerek hazirlanmistir. Hazirlanan eksplantlar steril kabin i¢inde
farkli dozlarda BA ilave edilmis MS besin ortamlarina dikilmistir (Sekil 3.5).
Sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar (baslangi¢ eksplantlari) 2-3 cm uzunlugunda
kesilerek (0, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l) BA igeren MS ortamlarina dik olarak
yerlestirilmistir. Daha sonra tiliplerin kapaklar1 kapatilarak agizlari stre¢ film ile

sarilmistir.
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Sekil 3.5 Eksplantlarin kiiltiire alinmasindan goriiniim

Yaklagik 2 hafta sonrasinda eksplantlarda yer alan bogumun siirmesiyle olusan
stirglinlerin  koklendirilmesi igin siirglinler eksplantlardan kesilip ¢ikartilmistir.
Stirgiinler sonrasinda ayn1t MS ortamindan BA ¢ikarilarak, IBA’nin 0, 0.5, 1, 2 ve 4

mg/l konsantrasyonlarini i¢eren besin ortamina transfer edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Eksplantlardan olusan siirgiinlerin koklendirme ortamlarina transferleri

3.2.4 Kiiltiir Kosullar:

Dikim islemi tamamlanan bitkiler, sicaklig1 2542 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlik 8
saat karanlik olacak sekilde ve isiklanmasi 3000-4000 liiks siddetinde olan beyaz

floresan lambalarin yer aldig1 bliylitme odalarinda tutulmustur.

3.3 Incelenen Ozellikler
Eksplantlardan siirgiin olusumu ve sonrasinda olusan siirgiinlerin koklendirilmesi
amaciyla olusturulan deneme kapsaminda iki farkli grup altinda bazi ozellikler

incelenmistir.
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3.3.1 Eksplantlardan Siirgiin Olusumu Safhasinda incelenen Ozellikler
3.3.1.1 Eksplant Canlihigi (%)

Farkli dozlarda BA ilaveli MS ortamina dikimi yapilan eksplantlardan canli kalan
stirgiinlerin sayis1 toplam siirglin sayisina boliiniip 100 ile ¢carpilmasiyla bulunmus ve

%’ ile gosterilmistir. % degerler a¢1 transformasyon degerine ¢evrilmistir.
3.3.1.2 Gozlerin Uyanma Siiresi (Giin)

Farkli konsantrasyonlardaki BA katkili MS ortamimina dikilen eksplantlarin dikimi
ile bogumda yer alan goézden yesil organin goriildiigii zamana kadar gegen siire

uyanma siiresi olarak belirlenmistir (Anonim, 1997).
3.3.1.3 Gozlerin Siirme Siiresi (Giin)

Eksplantin farkli dozlarda BA ilave edilen MS besi ortamina dikimi ile bogumda
bulunan gdziin uyandiktan sonra 1-2 bogumlu siirgiin olusturmasina kadar gecen siire

olarak tespit edilmistir (Bilir Ekbig, 2010).

3.3.2 Eksplantlardan Olusan Siirgiinlerin Koklendirme Safhas1 Kapsaminda

Incelenen Ozellikler
3.3.2.1 Bogum Sayisi (n)

Bu ozellik koklii bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

tasidigr bogumun sayilmasiyla belirlenmistir.
3.3.2.2 Yaprak Sayisi (n)

Bu o6zellik kokli bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

tasidig1 yapragin sayilmasiyla belirlenmistir.
3.3.2.3 Siirgiin Uzunlugu (cm)

Bu o6zellik kokli bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

olusturdugu siirgiiniin uzunlugunun cetvel yardimiyla dlciilmesiyle belirlenmistir.
3.3.2.4 Siirgiin Yas Agirhg (g)

Bu ozellik koklii bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin
olusturdugu siirgiinlerin yas agirliklarinin +0.001 g duyarliliktaki hassas terazi

yardimiyla gram cinsinden belirlenmistir.
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3.3.2.5 Siirgiin Kuru Agirhg (g)

Bu o6zellik kokli bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin
olusturdugu siirgitinler, 65 °C’lik etiivde 72 saat tutulup kurumasi sonras1 +0.001 g
duyarliliktaki hassas terazi yardimiyla tartilmis ve silirglin kuru agirliklart gram

cinsinden belirlenmistir.
3.3.2.6 Koklenen Eksplant Oram (%)

Bu oran farkli IBA konsantrasyonlarini iceren MS besi ortaminda kok olusturan
eksplant sayisinin toplam dikilen eksplant sayisina boliintip 100 ile ¢arpilmasiyla

bulunmustur. % degerler ac1 transformasyon degerine ¢evrilmistir.
3.3.2.7 flk Koklenme Siiresi (giin)

Farkli IBA konsantrasyonlar: ilave edilen MS besi ortamina koklenmeleri amaciyla
dikilen siirgiinlerin dikimini takiben ilk koklenmenin goriildiigli zamana kadar gegen

stire olarak kaydedilmistir (Tangolar ve ark., 1995).
3.3.2.8 Kok Sayisi (n)

Bu oOzellik koklii bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

olusturdugu koklerin sayilmasiyla belirlenmistir.
3.3.2.9 Kok Uzunlugu (cm)

Bu ozellik koklii bitkiciklerin ortamdan c¢ikarilmasi esnasinda her bir bitkicigin

olusturdugu koklerin uzunluklariin cetvel yardimiyla dlgiilmesiyle belirlenmistir.
3.3.2.10 Kok Yas Agirhg (g)

Bu 6zellik bitkiciklerin ortamdan ¢ikarilmasi esnasinda kok olusturanlarinda koklerin
siirglinden ayrilmasi ve sonrasinda yas agirliklarinin £0.001 g duyarliliktaki hassas

terazi yardimiyla gram cinsinden belirlenmesiyle elde edilmistir.
3.3.2.11 Kok Kuru Agirhg (g)

Yas agirliklar1 oOlgiilen koklerin 65 °C’ye ayarlanmis etiivde 72 saat tutulup
kurutulmasi sonrasinda +£0.001 g duyarliliktaki hassas terazi yardimiyla gram

cinsinden kok kuru agirliklart belirlenmistir.
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3.4 istatiksel Analiz

Calisma 3 tekerriirli ve her tekerriirde 15°er eksplant olacak sekilde Tesadiif
Parselleri Deneme desenine gore diizenlenmistir. Farkli gruplarin tespiti, % 5 6nem
seviyesinde LSD testinden yararlanilarak JMP 10.0 istatistiki paket programinda
gerceklestirilmistir. Yiizde (%) olarak ifade edilen degerlerin istatistiki analizinde ise
% degerleri ag1 transformasyon (arcsinVx) degerine gevrilmis ve sonrasinda istatistiki

acidan degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1 Eksplantlardan Siirgiin Olusturma Denemesi Bulgulari
4.1.1 Gozlerin Uyanma Siiresi (Giin)

Balik¢1 siyahi iiziim tipinin tek bogumlu eksplantlarina farkli dozlarda uygulanan BA
dozlarinin gozlerin uyanma siiresi iizerine etkisi Cizelge 4.1°de verilmistir. Farklt BA
dozlarinin goézlerin uyanma siiresine olan etkisi istatistiki agidan Onemli
bulunmustur. Eksplantlarda en erken uyanma, dikimden 10 giin sonrasinda 1 mg/l
BA uygulamasindan elde edilmistir. En ge¢ uyanma ise 2 mg/l BA (15 giin)
uygulamasinda gozlenmistir (Sekil 4.1).

4.1.2 Gozlerin Siirme Siiresi (Giin)

Bogumlarin silirme siiresi iizerine farkli dozlarda uygulanan BA’in etkisi istatistiki
acidan onemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Balik¢1 siyahi iiziim tipinde en erken
stirme, 0.5 mg/l BA (24 giin) uygulamasinda; en ge¢ slirme ise 4 mg/l BA (28 giin)

uygulamasi yapilan eksplantlarda tespit edilmistir.
4.1.3 Eksplant Canliik Oram (%)

Farkli dozlarda BA uygulamasinin denemede kullanilan tipin bitki canlilig1 lizerine
etkisi istatistiki acidan onemli bulunmustur. Cizelge 4.1 incelendiginde en yiiksek
canlilik oran1 % 77’ lik oranla 1 mg/l BA ve % 66.1°lik oranla 0.5 mg/l BA
uygulamasinda belirlenirken en diisiik eksplant canliligr ise % 30’luk oranla 4 mg/l
BA uygulamasinda tespit edilmistir. Kinfe, (2010), Ugni blanc, Chenin blanc ve
Canonannon ¢esitlerinde yaptiklar1 arastirmada, 0.5 mg/l BA igeren MS ortaminda
en yiiksek canlilik oranin1 (% 96) belirlemistir. Chee ve ark., (1984)’da
caligmalarinda en yliksek canlilik orammni 0.5 mg/l BA uygulamasindan elde
etmiglerdir. Bu c¢alismanin eksplant canlilik oran1 sonuglart 0.5 mg/l BA
uygulamasiyla da yiiksek oranda eksplant canliligi elde edilmesi bakimindan
belirtilen aragtirma sonuglariyla desteklenmektedir. Bu calismada ayrica 2 ve 4 mg/l
BA ilave edilen ortamlarda belirlenen daha diisiikk orandaki canlilik, eksplantlardaki
bogumdan siirgiin olusmamasi ve sonrasinda eksplantlarin belli bir siire sonrasinda
kurumasi veya 4 mg/l BA dozunun bazi bitkilerde hiperhidrasyona yol agmasindan

kaynaklanmustir.
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Calismamizda 4 mg/l BA kullanimiyla yani yiikksek BA dozlarindaki yiiksek
orandaki bitki 6liimleri Harris ve Stevenson, (1982)’1n Vitis vinifera tiirii iginde yer
alan Sylvaner Riesling ve Concord iiziim ¢esitlerinde ve Lee ve Wetzstein, (1990)’1n
Summit (Vitis rotundifolia) iiziim ¢esidinde yapmis olduklar1 ¢alisma sonuglarinda
da belirtilmistir. Norton ve Skirvin, (2001)’ in Norton saraplik {iziim ¢esidinde
yaptiklar1 ¢alismada ise siirglin gelisimi agisindan 1.8 mg/l BA dozunun daha etkili
oldugunu saptamiglardir. Calismamiz bu agidan bu arastiricilarin  sonuglartyla
desteklenmemekte ve g¢esit farkliliginin da BA dozunun belirlenmesinde etkili
oldugunu diistindiirmektedir.

Cizelge 4.1 Farklh BA (Benzil Adenin) Dozlarmin Gozlerin Uyanma Siiresi,
Gozlerin Stirme Siiresi ve Eksplant Canlilig1r Uzerine Etkisi

Patlama Siiresi Siirme Siiresi Eksplant
BA Dozlan (Giin) (Giin) Canhlilik Orani
(%)

0 14 bc 26 abc 548¢c

0.5 mg/l 13Db 24 a 66.1b

1 mg/l 10a 25ab 77.7 a

2 mg/l 15¢ 27 bc 54.8c

4 mg/l 14 be 28 ¢ 30.0d

LSD % 5 1 2 10.2

Sekil 4.1 Eksplantlarin farkli dozdaki BA igeren MS ortamindaki gelisimleri
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4.2 Eksplantlardan Olusan Siirgiinlerin Koklendirme Safhasi1 Bulgular:
4.2.1 Farkh IBA Dozlarimn Siirgiin Gelisimi Uzerine Etkileri
4.2.1.1 Bogum Sayisi (Adet)

Farkli dozlarda IBA uygulamasinin Balik¢1 Siyahi {iziim tipinin bogum sayis1 iizerine
etkisi incelendiginde uygulamalarin bogum sayisi iizerine etkisi istatistiki agidan
onemli bulunmustur (Cizelge 4.2). En ¢ok bogumun 2 mg/l IBA dozunda (7 adet)
oldugu tespit edilmistir. 1 mg/l IBA (6 adet) ve 0.5 mg/l IBA (5 adet) dozlar1 da aym
istatistiki grupta yer alarak bu uygulamay1 takip etmistir. En az bogum sayisi ise 4
mg/l IBA (3 adet) uygulamasinda oldugu tespit edilmistir. Bilir Ekbi¢ ve ark.
(2015)’nin Isabella (V. Labrusca) iiziim ¢esidinde, Verghese ve Smita, (2004)’nin 6
farkli iziim gesitlerinde (Black Champa, Arka Neelamani, Anab-e Shahi, Shweta
Seedless ve Arka Krishna) farkli dozlardaki IBA uygulamalarinin bitkiciklerin
siirglin gelisimi tlizerine etkisini belirledikleri arastirmalarda 2 mg/l IBA dozunun
bulundugu ortamdaki bitkiciklerde en istiin siirgiin gelisimi ve dolayisiyla yiiksek
sayida bogum olustugunu belirlemislerdir. Calismamizdan elde edilen sonuclar bu

arastirmalarla desteklenmektedir.

4.2.1.2 Yaprak sayis1 (Adet)

Caligmamizda farkli dozlarda uygulanan IBA’in yaprak sayisi {izerine olan etkisi
acisindan en iyi sonu¢ 2 mg/l IBA (7 adet) uygulamasindan elde edilmistir.
Uygulamalar arasinda 0.5 ve 1 mg/l IBA doz uygulamalar1 6 adet yaprakla aym
istatistiki grup i¢inde yer almistir. En az yaprak sayisi ise ayni1 grup i¢inde yer alan
kontrol (4 adet) ve 4 mg/l IBA (3 adet) uygulamalarinda belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Verghese ve Smita, (2004) ve Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015), farkli dozlarda IBA
uygulamalarinin siirgiin gelisimi {lizerine etkilerini inceledikleri ¢aligma sonuglarinda
2 mg/l IBA dozundan en iyi siirgiin gelisimi ve en fazla yaprak sayisi elde
etmiglerdir. Calismadan elde edilen sonuclar bu arasticilarin sonuglariyla benzerlik

gostermistir.

4.2.1.3 Siirgiin Uzunlugu (cm)
Farkli dozlardaki IBA uygulamalarmin siirglin uzunlugu iizerine etkisi Cizelge
4.2’de gosterilmistir. Cizelge incelendiginde farkli IBA dozlarinin siirgiin

gelisiminde istatistiki olarak énemli oldugu saptanmistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu
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2 mg/l IBA (3.29 cm); en disiik siirgiin uzunlugu ise 4 mg/l IBA (1.44 cm)
uygulamalarindan elde edilmistir. Bu uygulamalar1 ayn1 istatistiki grup iginde yer
alan 2.54 cm siirgiin uzunlugu ile 1 mg/l IBA ve 2.32 cm siirgiin uzunlugu ile 0.5
mg/l IBA uygulamalari izlemistir. 4 mg/l IBA (1.44 cm) ve kontrol grubundan (1.30

cm) en diisiik siirgiin uzunlugu degerleri saptanmistir.

Verghese ve Smita, (2004)’nin 6 farkli {iziim g¢esidinde yaptig1 calismada en {istiin
stirglin gelisimini 2 mg/l IBA uygulanmis bitkiciklerde elde etmislerdir. Bilir Ekbig
ve ark., (2015)’da Isabella iiziim ¢esidi i¢in farkli dozlarda IBA uygulamalarinin
stirglin gelisimi {izerine etkilerini inceledikleri aragtirmalarinda, 3.17 c¢cm ile en uzun
stirglinli 2 mg/l1 IBA igeren MS ortamindan elde etmislerdir. Yapilan ¢alismalar géz
Oniline alindiginda ¢alismamizdan elde edilen siirgiin uzunlugu sonuglar1 bu ¢alisma

sonuclariyla ortiismektedir.

4.2.1.4 Siirgiin Yas Agirhg (g) ve Siirgiin Kuru Agirhg (g)

Farkli dozlardaki IBA uygulamalar siirgiin yas ve siirglin kuru agirligir bakimindan
istatistiki acidan onemli etki gostermistir (Cizelge 4.2). Artan doz uygulamalariyla
birlikte 0.5, 1 ve 2 mg/l IBA’ uygulamasina kadar siirgiin yas ve kuru agirliginda
artig oldugu gozlemlenmis ve en yiiksek siirgiin yas ve siirgiin kuru agirligr 2 mg/l
IBA uygulamasinda (0.233 g, 0.022 g, sirastyla) oldugu tespit edilmistir. Artan doz
uygulamalariyla birlikte siirgiin yas ve kuru agirliklarindaki artis 4 mg/l IBA
uygulamas1 ve kontrol uygulamalariyla gerileyerek en diisiik degerlerin elde

edilmesini saglamistir.
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Cizelge 4.2 Farkli IBA Dozlarmmn Bitkilerin Siirgiin Gelisim Parametreleri Uzerine

Etkisi
IBA Bogum  Yaprak Siirgiin Siirgiin Siirgiin
Dozlart Sayisi Sayis1  Uzunlugu Yas Agirh@i  Kuru Agirh@:
(Adet)  (Adet) (cm) (9) ()

0 4 be 4b 1.30c 0.064 e 0.005¢c

0.5 mg/I 5 abc 6a 2.32b 0.140c 0.010b

1 mg/I 6 ab 6a 2540 0.166 b 0.012b

2 mg/l 7a 7a 3.29a 0.233 a 0.022 a

4 mg/l 3¢ 3b 1l.44c 0.104 d 0.006 c
LSD % 5 2 1 0.54 0.023 0.002

Verghese ve Smita, (2004) ve Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015)’in ¢calismalarinda da en iyi
stirgiin gelisimi 2 mg/l IBA katkilt MS besi ortamindan elde edilmistir. Elde edilen

sonugclar bu arastiricilarin sonuglariyla da desteklenmektedir.

4.2.2 Farkh IBA Dozlarinin Kok Gelisimi Uzerine Etkileri

4.2.2.1 Koklenen Eksplant Oram (%)

Denemede kullanilan Balik¢1 Siyahi tiziim tipinde kdklenme orani iizerine farkli IBA
dozlarinin etkisi incelendiginde en yiiksek koklenme oraninin % 77.8 ile 1 mg/l IBA
uygulamasinda elde edildigi goriilmiistiir. Bunu takiben 0.5 mg/l ve 4 mg/l IBA
uygulamasinda % 71.6 ve 2 mg/l IBA uygulamasinda ise % 61.2 oraninda koklenme
olmustur. Uygulamalar arasinda 0.5 mg/l BA, 1 mg/l BA ve 4 mg/l BA dozlarinin
ayni istatistiki grup ig¢inde yer aldig1 da belirlenmistir. Ayrica Kontrol grubunda hig
koklenme olmadiginin goriilmesiyle IBA’nin koklenme iizerine belirgin etkisinin
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Celik ve ark., (1988), Kalecik Karas1 iiziim
cesidi ve 41B Amerikan asma anacinin meristem kiiltiirii ile ¢ogaltimi iizerine
yaptiklar aragtirmada, en iyi kdklenmeyi 1.0 mg/l IBA igerikli MS ortamindan elde
etmislerdir. Batur, (1989), Kalecik Karasi iiziim ¢esidi ile 41 B MG anacinin
meristem kiiltiirii ile gogaltilmasinda en uygun OksinxSitokinin kombinasyonlarinin
belirlenmesine yonelik yaptigi arastirmasinda, 5.0 mg/l IBA x 0.0 mg/l BAP
kombinasyonundan en iyi koklenme sonucunu elde etmistir. Lewandowski, (1991),
farkli dozlarda IBA ve NAA kombinasyonlari ile yapmis oldugu ¢alismasinda en iyi
koklenmeyi 0.001 mg/l NAA ve 0.005 mg/l IBA katkili ortamdan saglamistir. Heloir

ve ark. (1997), Pinot noir iiziim ¢esidinin meristem kiiltiirii yoluyla ¢ogaltilmasi
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lizerine yaptig1 arastirmasinda, 2.5 uM’lik IBA katkili ortamin koklendirme igin en
etkili oldugunu tespit etmislerdir. Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015), farkli dozlarda IBA
konsantrasyonunu kullandig1 calismasinda, en yiiksek koklenmenin % 71.4° liik
degerle 2 mg/l IBA ilaveli ortamdan elde etmislerdir. Elde edilen bu ¢alisma sonucu,
aragtirmacilarin yapmis olduklar1 ¢aligmalarla degil ancak, Celik ve ark., (1988)

tarafindan desteklenmektedir.

4.2.2.2 Koklenme Siiresi (Giin)

Yapilan bu c¢alismada farkli dozlardaki IBA’ nin koklenme siiresine etkisi
incelendiginde en kisa siirede koklenme 15 giin ile 0.5 mg/l IBA uygulamasindan en
ge¢ koklenme ise 4 mg/l BA uygulamasindan saglanmistir. 1 mg/l IBA (18 giin), 2
mg/l IBA (20 giin) uygulamalar ise ayn istatistiki grup i¢inde yer alarak erken
koklenme agisindan 0.5 mg/l uygulamasini takip etmistir. Kontrol uygulamasi olan
bitkilerde ise hi¢ koklenme meydana gelmedigi i¢in de silireye bakilamamistir.
Mozafari ve ark., (2016), asmanin rejenerasyonu iizerine yapmis olduklari ¢aligmada,
farkli1 IBA dozlarinin kdklenme tizerine etkisi incelendiginde 0.5 uM IBA katkili MS
ortaminda kiiltiire alinan bitkiciklerin dikimden 12 giin sonra kdklenmeye basladig:
gorilmiistiir. Bizim c¢aligmamizda ise bitkiciklerin dikimden 15 giin sonra
koklenmeye baslandigi gozlemlenmis olup, arastirmacinin calismasiyla hemen

hemen paralellik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

4.2.2.3 Kok Sayis1 (Adet)

Cizelge 4.3 incelendiginde farkli dozlardaki IBA’nin kok sayisi tizerine istatistiki
olarak belirgin bir etkisinin oldugu goriilmektedir. Uygulama sonucu en fazla kok 2
mg/l IBA uygulamasinin bitkiciklerinde 11 adet olarak belirlenmistir. 1 mg/l IBA, 2
mg/l IBA ve 4 mg/l IBA uygulamalar1 arasinda kok sayisi bakimindan 6nemli
farklilik goriilmemisken Kontrol uygulamasinda koklenme olmadig tespit edilmistir
(Sekil 2). Lewandowski, (1991), farkli IBA ve NAA dozlarinin kdklenme {izerine
etkisinin incelendigi ¢alismasinda, 0.01 mg/l NAA 0.05 mg/l IBA kombinasyonunun
oldugu ortamdan en fazla kok sayisi elde etmislerdir. Singh ve ark., (1992),” nin
farkli konsantrasyonlarda IBA dozlarinin Perlette iiziim ¢esidinin koklenme tizerine
etkilerinin inceledikleri ¢aligmasinda, 10 uM IBA ilave edilmis MS ortamindan en
fazla kok elde edildigini belirtmislerdir. Banilas ve Korkas, (2007), Vitis vinifera L.

tiirlinde yer alan asmalarinin ¢ogaltilmasi lizerine yaptig1 ¢alismasinda, diisiik IBA
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dozlarmin kok sayisini arttirdigr belirlemislerdir. Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015), farkli
IBA dozlarinin kok sayisi iizerine etkilerini inceledigi ¢alismasinda, en fazla kok
olan bitkiciklerin 2 mg/l IBA katkili ortamda gézlemislerdir. Dessoky ve Attia,
(2016), Al-Bayadi (Vitis vinifera L.) tiziim ¢esidinde yapmis olduklari arastirmasinda
2 mg/l IBA + 0.1 mg/l NAA ilave edilmis MS ortaminda olan bitkiciklerden en fazla
kok olustugunu belirlemislerdir. Arifuzzaman ve ark., (2016), Vitis Vinifera L.’de
bulunan iiziim tipinin mikrogogaltimi lizerine yaptiklar1 arastirmada, 0.5 mg/l NAA +
1.0 mg/l IBA kombinasyonunun bulundugu MS ortamindan en fazla kok elde
etmiglerdir. Mozafar1 ve ark., (2016), Vitis vinifera L. tiiriinde yer alan ¢ farkli
iziim ¢esidinin in vitro mikrogogaltimi ilizerine yaptigi arastirmasinda, 1 uM IBA
katkili ortamdaki bitkiciklerden en fazla kok olustugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilardan Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015)’ nmin siirglin ucu kiiltiirii amaciyla
yapmis olduklar1 arastirmast bizim calismamizla benzerlik gosterdiginden

calismamizi destekler nitelikte bulunmustur.

4.2.2.4 Kok uzunlugu (cm)

Farkli IBA dozlarinin bitkiciklerin kok uzunluguna olan etkisi Cizelge 4.3’de
verilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde en uzun kok 2 mg/l IBA uygulamasinda ve
1.25 cm olarak ol¢iilmiistiir. 4 mg/l IBA uygulamasinda 0.90 cm kok uzunlugu tespit
edilirken 0.5 mg/l ve 1 mg/l IBA uygulamasinda kok uzunlugu ayni istatitiki grup
icinde yer almistir. Kontrol uygulamasinda kdklenme olmadigindan dolayr 6l¢tim
yapilamamistir (Sekil 4). Kara, (1992), Cavus’un 21. Miiskiile’nin 62. Hafizali’nin 7.
Razaki’nin 14 ve 88. Sultani cekirdeksizin 7 ve 23 ve Cal Karasi’nin 36 no’lu
klonlarmi materyal olarak kullandig1 ¢alismasinda, koklenme asamasinda 0.03 mg/1
BAP ve 0.01 mg/1 NAA katkili Linsmaier ve Skoog (1965)’e gore degistirilmis MS
ortaminda 6.333 cm kok uzunlugu elde etmistir. Singh ve ark., (1992), Perlette tiziim
cesidinden alinan eksplantlarla yapmis olduklar1 ¢aligmada, kdklenme agamasi igin
farkl1 konsantrasyonlarda IBA uyguladig: bitkiciklerden en uzun kok 10 uM IBA
katkilt MS ortamindan elde edilmistir. Abido ve ark., (2013), Muscat of Alexandria
(Vitis vinifera L.) tiziim g¢esidinin in vitro’da c¢ogaltilmasi tiizerine yaptiklart
caligmada, stirglinlerin koklenmesi i¢in farklt kombinasyonda IBA ve NAA
kullanmis olup, kok uzunlugunda en yiiksek degeri 1.0 mg/l IBA + 0.5 mg/l NAA
uygulamasindan elde etmislerdir. Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015), Isabella (Vitis labrusca
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L.) tiziim ¢esidinin in vitro siirgiin ucu yontemiyle ¢ogaltilmasi iizerine yaptiklari
calismada, koklendirme asamasinda en uzun kokii 1.76 cm ile 2 mg/l IBA katkilt MS
ortamindan elde etmislerdir. Mozafar ve ark., (2016), ‘Bidaneh Sefid’, ‘Farkhi’ ve
‘Khoshnav’ {iziim ¢esitlerini kullandig1 calismasinda, koklenme i¢in farkl
konsantrasyonlarda kullandiklar1 IBA dozlarindan en uzun kokii 0.5 uM IBA katkili
ortamdan elde etmislerdir. Arifuzzaman ve ark., (2016), yapmis olduklar ¢aligmada,
koklendirme ig¢in farkli oksin hormonlarini farkli kombinasyonlarda denemislerdir.
Deneme sonucuna gore 0.5 mg/l NAA + 1.0 mg/l IBA ilaveli MS ortaminda bulunan
bitkiciklerden en uzun kok elde etmislerdir. Bu a¢idan calismadan elde edilen

sonuglar Bilir Ekbi¢ ve ark., (2015)’ nin ¢calisma sonuglariyla desteklenmektedir.

4.2.2.5 Kok Yas Agirhgi (g) ve Kok Kuru Agirhig (g)
Farkli dozlarda IBA uygulamasinin bitkiciklerin kok yas ve kok kuru agirligi tizerine

etkisinin belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Kok yas agirligi bakimindan en yiiksek deger 2 mg/l IBA uygulamasinda 0.073 g
olarak belirlenmistir. Kontrol uygulamasinda kdklenme olmadig1 goz 6niine alinarak
en diistik ise 0.5 mg/l IBA uygulamasinda 0.021 g olarak ol¢iilmiistiir. Buna gore
Cizelge 4.3 incelendiginde 1 mg/l IBA ve 4 mg/l IBA uygulamalarinin ayni istatistiki
grupta yer aldig1 goriilmektedir.

Kok kuru agirligi tizerine etkisi incelendiginde en yiiksek deger 2 mg/l IBA
uygulamasinda 0.004 g olarak ol¢lilmiistiir. Buna esdeger olarak 1 mg/l IBA ve 4
mg/l IBA uygulamalar istatistiki agidan ayni grupta yer alirken 0.5 mg/l IBA
uygulamasinda da onemli farklilik goriilmemistir. Kontrol uygulamasinda kok

olusumu meydana gelmediginden bir sonu¢ alinamamustir.

Asma’da kok agirliklar tizerine bir ¢alisma olmamasindan dolayr kok yas ve kok
kuru agirliklart sonuglari, diger kok gelisim parametreleri baz alinarak
degerlendirilmistir. Gray ve Benton, (1991), yapmis olduklar1 ¢alismasinda,
koklenme asamasinda 1 pM NAA katkili ortamdaki bitkiciklerden en uzun kok elde
etmislerdir. Singh ve ark., (1992), farkli konsantrasyonlarda IBA dozlarinin Perlette
tizlim ¢esidinin koklenme tizerine etkilerinin incelendigi ¢calismada, 10 uM IBA ilave
edilmis MS ortamindan en fazla kok ve en uzun kok elde edildigini belirtmislerdir.

Banilas ve Korkas, (2007), Vitis vinifera L. tiiriinde yer alan asmalarinin ¢ogaltilmasi
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lizerine yaptigt calismasinda, diisik IBA dozlarinin kok sayisint arttirdigi
belirlemiglerdir.  Abido ve ark., (2013), siirglinlerin koklenmesi igin farkl
kombinasyonda IBA ve NAA kullanmis olup, kok uzunlugunda en yiiksek degeri 1.0
mg/l IBA + 0.5 mg/l NAA uygulamasindan elde etmislerdir. Bilir Ekbi¢ ve ark.,
(2015), farkli IBA dozlarinin kok sayisi tizerine etkilerini inceledigi ¢alismasinda, en
fazla ve en uzun kok sayisina sahip olan bitkicikleri 2 mg/l IBA katkili ortamdan
elde edildigini belirtmislerdir. Dessoky ve Attia, (2016), Al-Bayadi (Vitis vinifera L.)
iziim ¢esidinde yapmis olduklar1 arastirmasinda 2 mg/l IBA + 0.1 mg/l NAA ilave

edilmis MS ortaminda olan bitkiciklerden en fazla kok olustugunu belirlemislerdir.

Cizelge 4.3 Farkli IBA Dozlarinin Bitkiciklerin K6k Gelisim Parametreleri Uzerine

Etkisi
IBA Koklenme Kiililem.ne Kok szﬂ;gu I‘({(;l; Pléj) :L
Dozlari 1 Suresy Sayisi (cm) Agirh@ Agrhg
GO cig” em © )
0 mg/l 0.0c - Oc 0.00c 0.000d 0.000 ¢
0.5 mg/l 716a 15a 6b 0.73b 0.021c 0.001 bc
1 mg/l 77.8a 18 b 6b 0.75b 0.048 b 0.002 b
2 mg/l 61.2b 20b 11a 1.25a 0.073 a 0.004 a
4 mg/l 716a 23 ¢C 7b 0.90b 0.039b 0.002 b
LSD %5 9.2 2 2 0.21 0.014 0.001

Arifuzzaman ve ark., (2016), Vitis vinifera L. gesidinde yer alan iiziim tipinin
mikrogogaltimi1 iizerine yaptiklari arastirmada, 0.5 mg/l NAA + 1.0 mg/l IBA
kombinasyonunun bulundugu MS ortamindan en fazla kok ve en uzun kok elde
etmiglerdir. Mozafar1 ve ark., (2016), Vitis vinifera L. tiiriinde yer alan ti¢ farkli
iziim ¢esidinin in vitro mikrogogaltimi iizerine yaptigi arastirmasinda, 1 uM IBA
katkil1 ortamdaki bitkiciklerde en fazla kok olusurken, en fazla kok sayisit 0.5 uM
IBA katkili ortamdan elde edildigini belirtmislerdir. Yapilan ¢alismalara gore, Bilir
Ekbic ve ark., (2015)’ nin arastirma sonucu bizim c¢alismamizla dogrudan benzerlik
gostermekte olup 2 mg/l IBA katkili ortamdan en iyi sonucu elde etmislerdir. Ayrica
bu calismada kok yas agirligl sonuglart da kok sayist ve kék uzunlugu sonucuyla

paralellik gdsterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2 Farkli dozdaki IBA’li koklendirme ortamlarinda bulunan bitkiciklerin
gorinimiu
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, Vitis labrusca tiirii iginde yer alan kokulu tiziim tiplerinden olan
Balik¢1 Siyahi iiziim tipinin tek bogumlu mikro ¢elikleri kullanilarak in vitro
sartlarda siirglin olusumu ve koklendirme bakimindan en uygun BA ve IBA dozunun
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla arastirmada eksplantlar siirgiin olusturmasi
asamasinda farkli BA dozlar1 denenmis ve bitkilerin uyanma, siirme ve eksplant
canlilik oranlar incelemistir. Calismanin ikinci kisminda ise olusan siirgiinlerden
oncelikle kok gelisimi ve sonrasinda siirgiin gelisimin de saglanmasi amactyla farkli
IBA dozlar1 denenmistir. Bu kapsamda ise siirgiin gelisim parametrelerinden bogum
sayisi, yaprak sayisi, siirgiin uzunlugu, siirgiin yas agirhigi, stirgiin kuru agirlig: ile
kok gelisim parametrelerinden olan koklenme orani, koklenme siiresi, kok sayisi, kok

uzunlugu, kok yas ve kok kuru agirligi 6zellikleri incelenmistir.

Calismanin siirgiin gelisimi asamasinda, en iyi siirgiin gelisimini saglamak i¢in, tek
bogumlu mikro ¢elikler farkli konsantrasyonlarda BA ihtiva eden MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglara gore, denenen BA dozlari i¢inde uyanma
stiresi ve eksplant canlilig1 parametreleri bakimindan en {istiin sonuglar 1 mg/l BA
dozundan, siirme siiresi parametresinde ise en iyi sonug¢ 0.5 mg/l BA dozundan elde

edilmistir.

Bu calismada, 2 ve 4 mg/l BA ilave edilen ortamlarda belirlenen daha diisiik
orandaki canlilik, mikro ¢eliklerdeki bogumdan siirgiin olugsmamas: ve sonrasinda
bitkilerin belli bir siire sonrasinda kurumasi veya 4 mg/l BA dozunun baz1 bitkilerde

hiperhidrasyona yol agmasindan kaynaklanmistir.

Calismada bogumlarin kisa siirede siirmiis olmasi ise kullanilan yontemin islah

caligmalarinda kullaniminin uygun oldugunu gostermistir.

Calismanin koklendirme ve kok gelisimi asamasinda, BA igeren ortamden elde
edilen bitkicikler farkli konsantrasyonlardaki IBA iceren MS ortamina transfer
edilmigtir. Elde edilen sonuglara gore, bogum sayisi, yaprak sayisi, siirgiin uzunlugu,
stirglin yas agirligi ve siirgiin kuru agirligi agisindan en {istlin sonuglar 2 mg/l IBA
iceren MS ortamindan elde edildigi kaydedilmistir. Koklenen eksplant oranina
bakildiginda ise en iyi sonu¢ 0.5 mg/l IBA ve 4 mg/l IBA iceren ortamdan

saglanmistir. Koklenme siiresi parametresinde en iistiin sonu¢ 0.5 mg/l IBA iceren
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ortamdan alinirken, dozlarin artmasiyla birlikte bitkiciklerin kdklenme siiresinin
geciktigi gozlemlenmistir. Calismada, IBA dozlarinin kok sayisi, kok uzunlugu, kok
yas agirlig1 ve kok kuru agirligi parametlerindeki etkisinde ise en {istiin sonuglar 2

mg/l IBA dozundan elde edildigi gorilmiistiir.

Bu sonuglar kapsaminda, in vitro ¢ogaltim amaciyla tek bogumlu mikro ¢eliklerin

hizl1 ve verimli olarak ¢ogaltilabilecegi goriilmiistiir.

Yapilan bu ¢alismanin, Vitis labrusca tiiriinde yer alan Balik¢1 Siyahi iiziim tipini
icermesi agisindan ayri bir 6nem arzetmektedir. Bunun yanisira, bu ¢aligmadan elde
ediler sonuclar ileride bu tiiriin baska cesit veya tiplerinde yapilacak olan diger

caligmalara da onciiliik etmesi agisindan anahtar rolii oynayacagi diisiiniilmektedir.

35



6. KAYNAKLAR

Abido, A.lLA., Aly, M.A.M., Hassanen, S.A., & Rayan, G.A. (2013). In vitro
propagation of grapevine (Vitis vinifera L.) Muscat of alexandria cv. for
conservation of endangerment. Middle-East Journal of Scientific Research,
13(3), 328-337.

Anonim, (2017a). Food and Agriculture Organization of the United Nations.
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC. (Erisim tarihi: 21.05.2018).

Anonim, (2017b). Tiirkiye Istatistik Kurumu konulara gére istatistikler bitkisel
iretim istatistikleri. http://www.tuik.gov.tr/PreTablo.do?alt_id=1001. (Erisim
tarihi: 21.05.2018).

Arifuzzaman, M., Sultana, S., Saddam Hossain, M., Saifullah, Al-Naser, R., Alim,
A., & Jakir Hasan, M. (2016). Paraphernalia of growth regulators during in
vitro micro propagation of grapevine (Vitis vinifera L.) from shoot tips and
nodal segments. Scholars Journal of Agriculture and Veterinary Sciences,
3(4), 332-337.

Atak, A. (2017). Determination of downy mildew and powdery mildew resistance of
some grape cultivars. South African Journal of Enology and Viticulture,
38(1), 11-17.

Atak, A., Goksel, Z., & Celik, H. (2017). Relations between downy/powdery mildew
diseases and some phenolic compounds in Vitis spp. Turkish Journal of
Agriculture and Forestry, 41(2): 69-81.

Babaoglu, M., Yorgancilar, M., & Akbudak, M.A. (2001). Doku kiiltiiri: temel
laboratuar teknikleri. (Editorler M. Babaoglu, E. Giirel, S. Ozcan), Bitki
Biyoteknolojisi Cilt I Doku Kiiltiirii ve Uygulamalari, S.U. Vakfi Yaynlari,
Konya, 1-35s.

Bajaj, Y.P.S. (1988). Regeneration of plants from frozen (—196°C) protoplasts of
Atropa belladonna L. Datura innoxia Mill. and Nicotiana tabacum L. Indian
Journal of Experimental Biology, 26, 289-292.

36


http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC. (Erişim

Banilas, G., & Korkas, E. (2007). Rapid micropropagation of grapevine cv.
Agiortiko through lateral bud development. E-Journaal of Science &
Technology, 31-38.

Barlass, M., & Skene, K.G.M. (1980). Studies on the fragmented shoot apex of
grapevine. | . Factors affecting growth and differentiation in vitro. Journal of
Experimental Botany. 31(121), 489-95.

Batur, M. (1989). Kalecik Karasi {iziim ¢esidi ve 14 BMG anacinin meristem kiiltiiri
ile cogaltilmasinda degisik oksin-sitokinin kombinasyonlarinin siirgiin
olusumu ve koklenme iizerine etkileri. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisti, Bahge Bitkileri Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi. Ankara.

Bilir Ekbi¢ H., Tangolar, S., & Ekbig, E. (2017). Mutation induction using Co®in
Pembe Cekirdeksiz (Vitis vinifera L.) grape cultivar. Akademik Ziraat
Dergisi, 6(2), 101-106.

Bilir Ekbig, H. (2010). Trakya ilkeren ve Flame Seedless iiziim gesitlerinde Co® ve
kolhisin kullanilarak mutasyon ve poliploidi olusturma olanaklari. Cukurova
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bahce Bitkileri Anabilim Dali, Doktora

Tezi. 131s. Adana.

Bilir Ekbi¢, H., & Tangolar, S. (2016). Trakya Ilkeren ve Flame Seedless iiziim
cesitlerinde farkli kolhisin dozlart kullanilarak poliploidi olusturma

olanaklari. Akademik Ziraat Dergisi, 5(2), 69-76.

Bilir Ekbig, H., Yilmaz, G.S. & Cigerli, S. (2015). Isabella (Vitis labrusca) tiziim
¢esidinin in vitro siirgiin ucu kiiltiirii ile g¢ogaltilmasi. Akademik Ziraat
Dergisi 4(2), 65-70.

Cangi R., Celik H. & Kose B. (2006b). Determination of ampelographic characters
of some natural foxy grape (Vitis labrusca L.) types grown in Northern
Turkey (Ordu and Giresun Province). International Journal of Botany, 2,
171-176.

Cangi, R., Celik, H., Odabas, F., & Islam, A. (2006a). Determination of
ampelographic characters of some natural foxy grape (Vitis labrusca L.) types

37



grown in northern Turkey (in Trabzon Province). Asian Journal of Plant
Science, 5(2), 373-377.

Chanana, Y. R., & Gill, M. I. (2008). Propagation and nursery management. Punjab

Agricultural University. Ludhiana.

Chee, R., Pool, R.M., & Bucher, O.A. (1984). Methods for large scale in vitro
propagation of Vitis. New York’s Food and Life Sciences Bulletin, 109, 1-9.

Celik, H. (2004a). Karadeniz bolgesindeki kokulu Kara iiziim. Ekoloji Magazin,
Temmuz- Agustos-Eyliil 2004.

Celik, H. (2004b). Uziim yetistiriciligi. Pazar Ziraat Odas: egitim Yaywnlart, 2.

Celik, H. (2006). Uziim gesit katalogu. Sunfidan Anonim Sirketi Mesleki Kitaplar
Serisi: 3. Ankara, 67s.

Celik, H., Abak, K., Batur, M., & Sakin, S. (1988). Asmalarin meristem kiiltiirii ile
cogaltilmas: ilizerine arastirmalar. Tirkiye III. Bagcilik Sempozyumu, 31

Mayis—3 Haziran, Bursa, 12s.

Celik, H., Kose, B., & Cangi, R. (2008). Determination of fox grape genotypes (Vitis
labrusca L.) grown in northeastern Anatolia. Horticultural Science, 35(4),
162-170.

Celik, S. (2007). Bagcilik (Ampeloloji), Cilt I, Diizeltilmis 2. Baski, Namik Kemal

Universitesi Ziraat Fakiiltesi, 432s.
Celik, S. (2011). Bagcilik (Ampeloji) (Ugiincii baski). Aver Ofset, 428, Istanbul.

Dessoky, S., & Attia, O. (2016). Microclonal propagation of grapevine (Vitis
Vinifera L.) cv. Al-Bayadi. Grown in Taif, KSA. International Research
Journal of Biological Sciences, 5(12), 24-27.

Dzazio, P.M., Biasi, LA.,, & Zanette, F. (2002). Micropropagation of 420-A
grapevine rootstock. Revista Brasileira-de-Fruticultura, 24(3), 759-764p.

Gok Tangolar, S., Unlii, G., Tangolar, S., Dasgan, Y., & Yilmaz, N. (2008). Use of
in vitro method to evaluate some grapevine varieties for tolerance and
susceptibility to sodium bicarbonate-induced chlorosis. In Vitro Cellular &
Developmental Biology - Plant, 44, 233-237.

38



Gray, D.J.,, & Benton C.M. (1991). In vitro micropropagation and plant
establishment of muscadine grape cultivars (Vitis rotundifolia). Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, 27, 7-14.

Gray, D.J., & Fisher, L.C. (1985). In vitro shoot propagation of grape species,
hybrids and cultivars. Proceedings of the Florida State Horticultural Society,
98, 172-74.

Gray, D.J., & Klein, C.M. (1987). In vitro shoot micropropagation and plant
establishment of “Orlando seedless” grape and Tampa rootstock. Proceedings
of the Florida State Horticultural Society, 102, 221-23.

Han, D.S., Niimi, Y., & Wu, J.Y. (2003). Micropropagation of Vitis amurensis. Vitis,
42(3), 163-164.

Harris, R.E. & Stevenson, J.H. (1982). In vitro propagation of Vitis. Vitis, 21, 22-32.

Hartl, D., Males, P., & Jeleska, S. (1990). Vegetative multiplication of five dalmatian
autochthonous grape cultivars in vitro. Proceedings of the 5 th International
Symposium on Grape Breeding, 12-16 September 1989, Vitis Special Issue,
464p, St. Martin/Pfalz, FR of Germany.

Heloir, M.C., Fournioux, J.C., Oziol, L., & Bessis, R. (1997). An Improved
procedure for the propagation in vitro of grapevine (Vitis vinifera ev. Pinot
noir) using axillary-bud microcuttings. Plant Cell, Tissue and Organ Culture.
49, 223- 225p.

Hizarci, Y. (2010). Yusufeli ilgesinde yetistiriciligi yapilan iiziim c¢esitlerinin
ampelografik o6zelliklerinin tanimlanmas1 ve c¢esitler arasindaki genetik
iliskilerin SSR markérlerle tespiti. Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Bahc¢e Bitkileri Anabilim Dal1, Doktora Tezi, s: 243. Erzurum.

Jaskani, J.M., Abbas, H., Sultana, R., Khan, M.M., Qasim, M., & Khan, .A. (2008).
Effect of growth hormones on micropropagation of Vitis Vinifera L. cv.
perlette. Pakistan Journal of Botany, 40(1), 105-1009.

Jean, P. P., Torregrosa, L., & Gilles, B. (1998). Variability among Vitis vinifera
cultivars in micropropagation, organogenesis and antibiotic sensitivity.
Journal of Experimental Botany, 49(319), 171-179.

39



Kara, S. (1992). Asmalarin meristem kiiltiirii yoluyla cogaltilmasi iizerine
arastirmalar. Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bahge Bitkileri

Anabilim Dali, Doktora Tezi, s: 89. Bornova-Izmir.

Karoglan, J., Mirosevic, N., & Jelaska, S. (1990). Grapevine shoot formation in vitro
proceedings of the 5 th international symposium on grape breeding. 12-16
September 1989. Vitis Special Issue, 466p, St. Martin / Pfalz. FR of Germany.

Kinfe, B. (2010). Multiple shoot regeneration study on three vaieties of grapevine
(Vitis vinifera L.) from shoot tip and nodal culture. Addis Ababa Universitesi
School of Graduate Studies. 44s. Ethiopia.

Kuksova, V.B., Piven, N.M., & Gleba, Y.Y. (1997). Somaclonal variation and in
vitro induced mutagenesis in grapevine. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 49, 17-27.

Kulakiotu, E.K., Thanassoulopoulos, C.C., & Sfakiotakis, E.M. (2004). Biological
control of ‘Botrytis cinerea’ by volatiles of Isabella grapes. Aristotle Univ. of
Thessaloniki, Fac. of Agriculture, Lab. of Plant Pathology, 54006
Thessaloniki, Greece. Phytopathhology, 94(9), 924-931.

Kunter Marasali, B., & Degirmenci, D. (2007). Sultani Cekirdeksiz ve Kalecik
Karas1 iiziim cesitlerinde uyarilmis mutasyon etkilerinin sitogenetik

tanimlanmasi. Tiibitak Togtag 3091, 114s.

Lee, N., & Wetzstein, H.Y. (1990). In Vitro Propagation of muscadine grape by
axillary shoot proliferation. Journal of the American Society for Horticultural
Science, 115(2), 324-329.

Lewandowski, V.T. (1991). Rooting and acclimatization of micropropagated Vitis
labrusca “Delaware”. Hortscience. 26 (5), 586-589.

Lima da Silva, A., & Doazan, J.P. (1995). Gamma-ray mutagenesis on grapevine
rootstocks cultivated in vitro. Journal international des sciences de la vigne
et du vin, Vol:29, No:1.

Linsmaier, E. M., & Skoog, F. (1965). Organic growth factor requirements of
tobacco tissue cultures. Physiologia plantarum, 18(1), 100-127..

40



Melek, N., & Celik, H. (2005). Sinop ili ve baz1 ilgelerinde yetismekte olan Izabella
(Vitis labrusca L.) iiziim tiplerinin ampelografik 6zelliklerinin belirlenmesi.
Tirkiye VI. Bagcilik Sempozyumu, Bildiriler, Cilt: 2, 510-519, 19-23 Eyliil,
Tekirdag.

Mhatre M., Salunkhe C.K., & Rao, P.S. (2000). Mikropropagation of Vitis vinifera
L.: towars an improved protocol. Science. Horticultural, 84, 357-363.

Monette, P.L. (1988). Grapevine (Vitis vinifera L.) biotechnology in agriculture and
forestry. Vol.6, Crops Il. Bajaj Y.P.S. (ed.). 6: 3-37. Springer Verlag Berlin
Heidelbrg, Germany.

Mozafari, A., Ghoraishi, O., Ghaderi, N., & Javadi, T. (2016). Micropropagation of
grape cultivars (Vitis vinifera L.) on different basal media supplemented with

Benzyl Adenine. Agriculturae Conspectus Scientificus, 81(3), 123-129.

Mukhrerjee, P., Husain, N., Misra, S.C., & Rao, V.S. (2010). In vitro propagation of
a Grape Rootstock, de Grasset (Vitis Champinii Plansh.): Effects of medium
compositions and plant growth regulators. Scientia Horticulturae, 126 (2010),
13-19.

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bio
assays with tobacco tissue cultures. Physiologia plantarum, 15(3), 473-497.

Norton, M.A., & Skirvin, R.M. (2001). Micropropagation of Norton’ wine grape.
HortTechnology, 11(2), 206-208.

Roubelakis- Angelakis, K.A., & Zivanovitc S.B. (1991). A new culture medium for
in vitro rhizogenesis of grapevine (Vitis spp.) genotypes. Hortscience, 26(12),
1551-1553.

Rubezhnyak, 1.G, & Zaikhenco, A.M. (1996). Phytotoxic metabolites from Botrytis
cinerea Pers. Ukrainian National Acad. of Sciences, Inst. of Microbiology and
Virology, 252143 Kiev, Journal of Wine Research, 7(2), 111-116.

Sanli, Z., & Odabas, F. (2005). Trabzon ilinin baz1 ilgelerinde yetistirilmekte olan
Izabella (Vitis labrusca L.) tiplerinin belirlenmesi iizerine bir arastirma.
Yiiksek lisans tezi, Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,

Bahge Bitkileri Anabilim Dali, 124, Samsun.

41



Singh, A.K., Sharma, B.B., Pandey, R.M., & Subhadrabandhu, S. (1992). Rapid in
vitro multuplication of Vitis vinifera L. through shoot tips and nodal
segments. International Symposium on Tropical Fruit: Frontier in Tropical
Fruit Research, Pattaya City, Thailand, 20-24 May 1991. Acta-Horticulturae.
No. 321, 601-605p.

Skiada, F. G., Grigoriadou, K., Maliogka, V. I., Katis, N. I., & Eleftheriou, E. P.
(2009). Elimination of Grapevine leafroll-associated virus 1 and Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus from grapevine cv. Agiorgitiko, and a
micropropagation protocol for mass production of virus-free plantlets. Journal
of Plant Pathology, 177-184.

Tangolar, S., Gok, S., & Cetiner, S. (1995). Baz1 Amerikan asma anaglarinin in vitro

siirgiin ucu kiiltlirii ile ¢ogaltilmasi. Tiirkiye II. Ulusal Bahge Bitkileri

Kongresi. 3-6 EKim 1995. Adana, 544-548.

Veghese, R., & Smita. (2004). Comparison of micropropagation efficacy among
different grape hybrids with special reference to Shweta Seedless. IIHR
Abstracts PG Education Pages 37-38.

Winkler, A. J. (1974). Development and composition of grapes. General viticulture,
138-196.

Wong, K.Y.I. (2009). In vitro culture of ‘Dog Ridge’ grapevine. Submitted to the
Office of Undergraduate Research Texas A&M University, (Doctoral

dissertation).

Yilmaz, F., & Celik, H., (2005). Farkli anaglar iizerine asilanan Izabella (Vitis
labrusca L.) liziim tipinde as1 basarisinin saptanmasi. Bahge. 34(2), 21-29

Yolalici, M.E. (1998). XIX. Yiizyilda Canik (Samsun) sancaginin sosyal ve
ekonomik yapisi. Atatlirk Kiiltiir Dil ve Tarih Yiiksek Kurumu Yaymi: XIV.
Dizi, Sayz: 20.

42



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi GUL YILMAZ
Dogum Yeri ZARA
IDogum Tarihi 22.10.1991
Uyrugu B T.C. [Diger:
Telefon 0 507 212 47 19

E-Posta Adresi

gul.ylmzzz@hotmail.com

Egitim Bilgileri

Lisans
Universite Ordu Universitesi
Fakiilte Ziraat Fakiiltesi
Boliimii Bahge Bitkileri
Mezuniyet Y1ili 15.06.2014
Yiiksek Lisans
Universite Ordu Universitesi
Enstitii Ad1 Fen Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dali Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Yayinlar

Bilir Ekbic, H., Yilmaz, G.S. & Cigerli, S., (2015). Isabella (Vitis labrusca L.)
izlim ¢esidinin in vitro siirglin ucu kiiltiirii ile ¢ogaltilmasi. Akademik
Ziraat Dergisi, 4(2), 65-70.

43



