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TESEKKUR

Doktora egitimimin baslamasindan itibaren her asamada yardimlarim gordiigiim,
danisman hocam saym Prof. Dr. Ahmet ONAY’a tesekkiir ederim. Ik “doku kiiltiirii”
dersini aldigim, laboratuvar calismalarim sirasinda her tiirlii yapict elestirilerinden
faydalandigim biiyiilk deneyim ve hosgorii sahibi hocamiz Prof. Dr. saymm Davut
BASARAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman ic¢in yanimda bulunarak c¢alismalarimi destekleyen ve akademik
calismalarimin sekillenmesinde biiyiik katkis1 olan sayin hocam Yrd. Dog. Dr. Ali Yilmaz
HIZAL’a tesekkiirlerimi ve hiirmetlerimi sunarim. Tez c¢alismalarimin bir kismim
gerceklestirdigim Ziraat Fakiiltesi biinyesindeki “Bitki Biyoteknoloji Laboratuvari’nin
ortaya ¢ikarilmasinda biiylik emekler harcayan ve bu c¢alismalarim siiresince her tiirlii
yardim ve destegini benden esirgemeyen sayin Yrd. Doc. Dr. Vedat PIRINC’e tesekkiir
ederim. Doktora calismalarim sirasinda yamimda olan, faydasini ¢ok gordiigiim bolim
arkadasim Ars. Gor. Zafer AKTURK ’e; calismalar sonucunda elde edilen verilerin analizi
ve degerlendirilmesi asamasinda yardimci olan Dr. Ahmet BAYRAM’ a tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez calismasimin projelendirilmesinde ve yiiriitiilmesinde yardimci olan saymn
hocam Prof. Dr. Hasan Cetin OZEN’e; laboratuvara girdigim ilk giinlerden itibaren yakin
ilgi ve alaka gordiigiim Yrd. Dog¢. Dr. Cigdem ISIKALAN’a ve Biyoloji Boliimiiniin tiim
elemanlarina gosterdikleri misafirperverlikten dolay: tesekkiir eder, saygilarimi sunarim.

Calisma kapsaminda kullamilan materyalin temininde yardimci olan Malatya
Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’'nden Zir. Yiik. Miih. Sedat USLU ve Zir. Miih. Abdullah
ERDOGAN’a; ayrica kurumun tiim calisanlarina tesekkiirii bir borg bilirim.

Doktora egitimim siiresince benimle birlikte her tiirli zahmet ve sikintiya
katlanarak maddi ve manevi destek veren sevgili esim Hiillya YILDIRIM’a; bu diinyadaki
1yl seyleri bana her giin hatirlatan sevgili kizzim Ahsen Merve YILDIRIM’a tesekkiirlerimi

sunarim.
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Bu calisma;

¢ Dicle Universitesi Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan

DUAPK-02-FF-57 numaral proje ve ayrica;

¢ TUBITAK Bilim insani Destekleme Daire Bagkanligi (BIDEB) tarafindan;
Yurtici Doktora Burs Programi (2003-2006) kapsaminda desteklenmistir.
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AMAC

Ulkemiz, sahip oldugu degisik iklim ve toprak sartlari nedeniyle, meyvecilik
acisindan ¢ok sayida tiir ve cesit yetistirme sansina sahiptir. Tiirkiye, bugiin gerek meyve
tiir ve gesit sayisi, gerekse iiretim miktar: bakimindan diinyanin 6nemli “meyve lreticisi”
iilkeleri arasinda yer almaktadir (Ozcagiran ve ark, 2003). Diinya yas ve kuru kayisi
tiretiminde birinci sirada yer alan Tiirkiye, gerek kayis1 gen kaynaklar1 ve gerekse ekolojik
sartlar nedeniyle biiyiik bir potansiyele sahiptir (Asma, 2000). 2005 yil1 FAO verilerine
gore, 2.822.223 ton olan diinya kayisi iiretiminin, 580.000 tonu iilkemizde gerceklesmistir
(Anonim, 2006). Bu iiretimin %50’si Malatya’da olmak iizere Mersin, Elazig, Ankara ve
Kahramanmaras illerinde kayisi iiretimi yogunlagmistir. Malatya ve Elazig illeri disinda
yetistirilen kayis1 c¢esitleri daha ¢ok taze tiiketime yoneliktir. Malatya’da {iiretilen yas
kayisinin yaklasik %90-95’1 kurutularak “ihra¢ edilmektedir”.

Bugiine kadar kayis1 ve diger sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin ve anacglarinin in vitro
rejenerasyon ve mikrogogaltim sistemlerinin gelistirilebilmesi icin ¢ok sayida calisma
yapilmustir. Ancak yerli kayisi cesitlerinin in vitro ¢ogaltimiyla ilgili herhangi bir calisma
yapilmadigi, literatiir taramasi sonuclarindan ortaya ¢cikmustir.

Bu calismada; Malatya’da yogun olarak iiretimi yapilan ve Diinya kuru kayisi
ticaretinde Tiirkiye’nin s6z sahibi olmasimi saglayan ve “Milli Meyve” olarak
tanimlayabilecegimiz “Hacthalilogly” kayis1 ¢esidinin; tohumlarindan ve iiriin veren
agaclarindan alinan farkli eksplantlar icin, mikrogogaltim protokollerinin tanimlanmasi
amaclanmigtir. Calismamiz, adi gecen c¢esidin in vitro tekniklerle cogaltilmasina yonelik
olarak yapilan ilk calisma mahiyetindedir. Yerli kayis1 cesitleriyle ilgili gelecekte
yapilacak olan in vitro arastirmalara (kallus, siispansiyon, anter ve protoplast kiiltiirii ve

somatik hibridizasyon) temel teskil etmesi bakimindan yararli olacagi kanisindayiz.
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Doktora Tezi

“Hacihaliloglu” Kayis1 (Prunus armeniaca L.)

Cesidinin In Vitro Cogaltim
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2006, Sayfa: 127

Bu calismada; “Hacthaliloglu” kayis1 ¢esidinin; tohumlarindan ve iirlin veren
agaclarindan aliman farkli eksplantlar icin, in vitro oganogenesis protokolleri
tanimlanmaistir.

Calismada kullanilan eksplantlar i¢in gelistirilen sterilizasyon tekniklerine gore;
oncelikle materyallerin tamamu etil alkol icerisinde 40 saniye bekletilerek Onsterilizasyon
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra; tohumlarin sterilizasyonu icin %5 NaOClI igerisinde
15 dakika; nodal tomurcuklarin sterilizasyonu i¢in %5 NaOCl igerisinde 10 dakika; siirgiin
uclarinin sterilizasyonu i¢in %10 NaOCI igerisinde 15 dakika bekletme isleminin uygun
oldugu tespit edilmistir.

Tohum ve nodal tomurcuklardan elde edilen eksplantlar i¢in Kkiiltiir baglatma,
proliferasyon, koklenme ve aklimatizasyon yontemleri tanimlanmistir. Kiiltiir baslatma
calismalar1 kapsamunda; kayisi tohumlarnm cimlenmesi bakimidan 1 mgl' BAPI1
ortamda cimlenme oranmin %67 oldugu, ve ortalama siirgiin uzunlugunun 17.99 mm
olarak gerceklestigi goriilmiistiir. Ortama oksin ilavesi yoniinden 1 mgl”" BAP + 0.3 mgl’
IBA kullanmmi adi gecen Ozellikler bakimindan en iyi sonucu vermistir. Nodal
tomurcuklarla kiiltiire baglaman1 zaman1 yoniinden mayis-haziran aylarinin uygun oldugu

tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kayisi, Prunus armeniaca L., Hacthaliloglu, In vitro, Cogaltim,

Organogenesis.
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Proliferasyon calismalari kapsaminda; tohum kaynakli siirgiinlerin rejenerasyonu
sirasinda; 1 mgl”' BAP kullamlmis ve 3.68 + 0.65 adet siirgiin ve 10.66 + 0.90 mm
ortalama siirgiin uzunlugu tespit edilmistir. Nodal tomurcuk kaynakli siirgiinlerin
cogaltiminda ise; 1 mgl” BAP kullamlarak 2.64 + 0.69 adet siirgiin elde edilmis olup,
ortalama siirgiin uzunlugu 5.80 £+ 0.40 mm olarak bulunmustur. Proliferasyon bakimindan
her iki materyal tipi icin de TDZ ve kinetinin etkili olmadig1 goriilmiigtiir.

Tohum kaynakl siirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla; 0.5 mgl™ NAA kullanimi en
iyl sonucu vermis ve yine %60 oraninda koklenme elde edilmistir. Ayrica karanlikta
birakma isleminin koklenme acisindan etkili olmadigi sonucuna varilmistir. Nodal
tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in 2 rngl'1 IBA en iyi sonucu
vermis ve %60 koklenme orani saglanmistir. /n vitro kosullarda cogaltilan kayisi
bitkilerinin aklimatizasyonu i¢in sterilize edilmis torf kullaniminin uygun oldugu
belirlenmigtir. Kiiltiir baslatma ¢alismalarindan itibaren 15 hafta sonra araziye aktarilan
nodal tomurcuk ve tohum kaynakli bitkilerde yaklasik %70-80 oraninda yasayan bitki elde
edilmistir.

Sonu¢ olarak; “Hacthaliloglu” kayist ¢esidinin  tohumlarinin  ve nodal
tomurcuklarinin in vitro klonal ¢cogaltimiyla ilgili olarak yapilan ilk caligma niteligindeki
bu ¢calismada; adi gecen ¢esit icin bir organogenesis metodu gelistirilmistir.

“Hacthalilogly” kayisi ¢esidi Tiirkiye’de en fazla yetistiriciligi yapilan ve Diinya
kuru kayis1 ticaretindeki lider ¢esit olma konumunu yillar yili siirdiiren bir cesittir. Hem
“Hacthalilogly” hem de diger yerli kayisi cesitlerimizle (Hasanbey, Kabaasi, Cataloglu,
Cologlu, Soganci, Sekerpare vb.) ilgili gelecekte yapilacak olan in vitro arastirmalara
(kallus, siispansiyon, anter ve protoplast kiiltiirii ile somatik hibridizasyon) temel tegkil

etmesi bakimindan yararli olacagi kanisindayiz.
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Methods were developed for organogenesis of apricot, (Prunus armeniaca L.) cv.
“Hacthaliloglu”, using tissues from axenic seedlings and mature explants.

An effective surface sterilization method for the production of axenic explants from
P. armeniaca mature seeds and mature apical shoots and nodal buds were achieved.
Mature kernels of “Hacthaliloglu” from which the outer endocarp had been removed, were
pres-sterilized by immersion in absolute ethanol for 40 sec. Followed by a rinse with sterile
distilled water. These pre-sterilized kernels then exposed to 5% NaOCI solution for 15 min
followed by a five rinses with sterile distilled water. In the case of explants from mature
apricot materials, decontamination was best achieved when the nodal buds were surface
sterilized by immersion in an aqueous solution of 5% NaOCl (Axion) for 10 min, and
apical shoots were surface sterilized by immersion in an aqueous solution of 10% NaOCl
for 15 min.

Methods were described for the initiation, proliferation, rooting and acclimatization
of seedlings from mature axenic seeds and mature nodal buds. The cytokinin BA was
found to be essential for the induction of organogenesis from mature seeds cultured on
basal MS medium. The best germination rate was 67%, and the mean shoot length was
17.99 mm on MS medium containing 1 mgl™ BA. Inclusion of 0.3 mgl” IBA on 1 mgl
BA gave the best results for the initiation of cultures from nodal buds. The best periods for
the explanting of nodal buds were May and June for the initiation of cultures.

Keywords: Apricot, Prunus armeniaca L., Hacihaliloglu, In vitro, Propagation,

Organogenesis.
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MS medium was superior for shoot growth and multiplication BA at 1 mgl" was
optimal for multiplication of explants derived from seedlings and mature nodal buds. The
mean shoot number was found to be 2.64 = 0.69, and 3.68 + 0.65 when the explants
derived mature nodal buds and seedlings, respectively were used for proliferation. The
mean length of shoots was found to be 5.80 + 0.40 mm and 10.64 + 0.90 mm when the
explant derived from mature nodal buds and seedlings, respectively for proliferation.
Supplementation of media with TDZ and kin did not as effective as BA for the
proliferation of cultures.

The best rooting of mature P. armeniaca materials was achieved with the explant,
subcultured only once on proliferation medium and induced to root (60%) on 2 mgl"' IBA.
In the case of seedling materials, the best rooting (60%) was achieved with 0.5 mgl™' NAA.
Keeping the cultures in total darkness was not beneficial for the improvement of rooting.
Peat used for the acclimatization of in vitro propagated plantlets has to be complete
sterilized.  70-80% of surviving plantlets was obtained from the plantlets derived from
seedlings and mature nodal buds 15 weeks after transferring to soil conditions,
respectively.

In conclusion, the methods presented here for the in vitro clonal propagation of
seedlings derived from axenic seed and mature apricot trees represents the first stage of a
study of the pathways of organogenesis in cultures of P. armeniaca L. cv. “Hacthaliloglu’.

The Hacthaliloglu variety, has the most growing rate in Turkey and also the leader
variety in commercial of dried apricot in the world. We hope the above studies will
contribute in one way or another to benefit this important fruit. Further effort and
collaboration are still needed. This study will also be a reference for the initiation of callus
and suspension cultures, anther cultures and somatic hybridization using and applying
these to in vitro researches of other national varieties such as “Hasanbey, Kasabasi,

Cataloglu, Cologlu, Soganci, Sekerpare etc.”
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1. GIRIS

Ulkemiz sahip oldugu uygun iklim ve toprak sartlari nedeniyle meyvecilik
acisindan ¢ok sayida tiir ve cesit yetistirme sansina sahiptir. Tiirkiye bugiin gerek meyve
tiir ve ¢esit sayisi, gerekse iiretim miktarlar1 bakimindan diinyanin 6nemli meyve iireticisi
ilkeleri arasinda yer almaktadir. Ulkemiz elma, armut, ayva, erik, kiraz, visne, kizilcik,
findik, fistik, badem, ceviz, kestane, zeytin, incir, nar ve iliziimiin anavatanidir. Bu meyve
tiirlerinin disinda yabani olarak meyvelerinden ve agaclarindan faydalandigimiz alig,
kusburnu, bogiirtlen, melengic, buttum, kegiboynuzu gibi meyve tiirlerimiz bulunmaktadir
(Asma, 2000).

Bu meyve tiirleri arasinda renk, tat ve aroma bakimindan hosa giden ve aranan
meyve tiirlerinden birisi de kayisidir. Bugiin Sibirya’nin cok soguk, Kuzey Afrika’nin
subtropik, Orta Asya’nin ¢ol, Japonya ve Dogu Cin’in ise nemli alanlarinda yetistirilen bir
cok kayisi ¢esidi ve tiirii bulunmaktadir. Fakat bugiin i¢cin Diinya’da kayis1 yetistiriciliginin
sorunsuz yapildigi alan maalesef ¢ok smirhidir. Diinya’nin en 6nemli kayisi iiretim
merkezlerinden birisi ve en Onemlisi Anadolu’dur. Kayisinin anavatant Anadolu
olmamasina ragmen yliizlerce yildan beri iilkemizde yetistirilmesinden dolayr kayisinin
ikinci vatan1 olmustur.

Diinya kayisi tiretimi 2005 yil1 verilerin gore 2.822.223 ton olup (Anonim, 2006),
tiretim daha cok Akdeniz’e komsu olan iilkelerde yogunlasmistir. Bu iilkelerden Fransa,
Italya, Ispanya ve Yunanistan sofralik; Tiirkiye, Iran, Pakistan, Avustralya Cezayir, Fas ve
Giiney Afrika Cumhuriyeti’nde ise kurutmalik ve sofralik amaca yonelik kayisi iiretimi 6n
plana cikmaktadir (Asma ve Birhanli, 2004). Diinya yas ve kuru kayis1 iiretiminde birinci
sirada yer alan Tiirkiye, gerek kayis1 gen kaynaklar ve gerekse ekolojik sartlar nedeniyle
biiyiik bir potansiyele sahiptir.

Tiirkiye’deki kayis1 iiretimi yillara gore degismekle birlikte, yaklasik 16 milyon
kayis1 agacindan ortalama 400-600 bin ton iiretim yapilmakta olup, bu iiretimde ilk siray1
Malatya ili almaktadir. Bugiin, Diinya’da kayisinin bagkenti olarak tanimman Malatya’da
yetistirilen kayis1 cesitleri yerli ve yabanci herkesin begenisini kazanmustir. Uretilen yas
kayisinin biiyiik boliimii kiikiirtlendikten sonra kurutulmaktadir. Diinya’da gerceklestirilen
kuru kayist ihracati 2003 yilinda 91.011 ton olup Tiirkiye %79 pay ile ilk sirada yer
almaktadir. 2004 yilinda Tiirkiye’den 80 bin ton kuru kayisi ihra¢ edilmis ve karsiliginda
190 milyon $ doviz elde edilmistir (Asma ve ark, 2005).



Bolgedeki kayisi bahgelerinin yaklasik %90-95°lik boliimii kurutmalik kayist
cesitleriyle tesis edilmistir. Yetistirilen kayis1 cesitlerinin %73’ti Hacihaliloglu, %17’si
Kabaagi, geriye kalan kismini ise Soganci, Hasanbey, Cataloglu ve Zerdali (%1°den az)
agaclar olusturmaktadir. Kayisi yetistiriciliginde iilkemizin bugiin iki temel sorunu vardir.
Bunlardan birincisi, ilkbahar ge¢ donlarimin neden oldugu iiriin kayiplaridir. Diger 6nemli
sorun ise, ilkbahar ge¢ donlarinin zarar vermedigi yillarda iirliniin bol olmasina bagh
olarak ozellikle pazarlamada yasanan sikintilardir (Asma, 2000).

Tiirkiye’de oteki meyvelerde oldugu kadar, sert cekirdekli meyve yetistiriciliginde
de cok biiyiik bir potansiyel mevcuttur. Ancak bu potansiyelden gecmiste geregi kadar
yararlanilmamis ve halen de yararlanilmamaktadir. Ozellikle son 20 yilda Amerika ve
Avrupa’da sert ¢ekirdekli meyve tiirlerine ait ¢esitlerde pek ¢ok yenilik olmus, ancak
Tiirkiye’ye bu yeniliklerin pek azi getirilebilmistir. Bu ¢ercevede, Tiirkiye'nin sert
cekirdekli meyveler konusunda; 1) degisik ekolojilere uygun anag¢ ve ¢esit, 2) modern ve
ismine dogru fidan iiretimi, 3) modern fidan yetistirme teknikleri, 4) muhafaza ve tasima,
5) entegre savas konularini hizla ele almasi ve bunlara islerlik kazandirmasi gerekir
(Kaska, 2001).

Sorunlarin bulundugu yetistiricilik asamasinda ilk ele alinmasi gereken husus, 1slah
caligmalarinda gelinen noktadir. Modern 1slah yontemlerinin uygun yetistirme teknikleriyle
birlikte kullanilmasi hem verim artisi, hem de istenen ozellikleri tasiyan cesitlerin elde
edilmesi gibi sonuglar1 ortaya c¢ikarmaktadir. Meyvecilikte, klasik 1slah yontemleriyle
hareket ederek sonuca ulasmak oldukg¢a zor, zaman alici, masrafli ve kimi zaman birkag
arastiricinin birbirini takip eder sekilde ¢alismasiyla sekillenebilmektedir.

1990’11 yillarin verilerine gore, Diinya’da siis bitkileri, meyve agaclari, sebze ve
geofitlerde in vitro ¢ogaltim yontemleri kullanilarak 600 milyon bitki elde edilmistir
(Werbrouck ve Deberg, 1994). Otsu bitkilere gore, meyvelerin de icerisinde bulundugu
odunsu bitkilerde bu islem pek gelismemistir. Ozellikle bu bitkilerin koklendirilmesinde
karsilasilan problemler ve dokularinda bulunan polifenolik bilesiklerden dolay1 in vitro
cogaltmada sorun olusturmaktadir. Ancak, 1976 yilinda Jones elma cesidine ait siirgiinlerin
koklendirilme ortamina floroglukinoliin ilave edilmesiyle biiyiik basar1 elde edilmistir
(Hu ve Wang, 1983). Bu sonuclarin elde edilmesiyle birlikte odunsu bitkilerin in vitro
cogaltilmast yoniinden gosterilen cabalar tesvik etmistir. Bugiin Malus, Prunus, Pyrus,
Ribes, Rubus vs. gibi bitkiler basarili bir sekilde in vitro cogaltilabilmektedir
(Hatipoglu, 2002).



Meyve fidani iiretiminde kullanilan geleneksel metot asilamadir. Ancak viriisle
bulasik materyallerin kullanilmasi durumunda bu yontem ciddi tehlikeler icermektedir. Bu
nedenle doku Kkiiltiirii teknikleriyle in vitro cogaltim yontemi bir ¢ok meyve tiiriinde
saglikli materyaller kullanmak suretiyle, yogun olarak faydalanilmaktadir. Bununla
birlikte, kayisinin in vitro cogaltimiyla ilgili verilerin, diger sert ¢ekirdekli meyve tiirleriyle
kiyaslandig1 zaman oldukga sinirli oldugu goriiliir. Bunda ise en 6nemli etkenin tiir ve hatta
cesit yani kisaca genotip oldugu (Perez-Tornero ve Burgos, 2000) tarafindan
bildirilmektedir.

Iste bu noktadan hareketle, Tiirkiye’de ve 6zellikle Malatya ili ve civarinda yogun
olarak iretimi yapilan, Diinya kuru kayisi ticaretinde iilkemizin sdz sahibi olmasini
saglayan “Hacihaliloglu” kayisi ¢esidi materyal olarak kullanilmistir. Bu ¢eside ait tohum
ve iiriin veren agaclarindan alinan nodal tomurcuk ve siirgiin ucu eksplantlar1 icin,
mikrocogaltim protokollerinin gelistirilmesi caligmanin asil amaci olmugstur. Ad1 gecen
cesidin in vitro tekniklerle cogaltilmasina yonelik olarak yapilan, ilk calisma
mahiyetindedir. Yerli kayis1 c¢esitleriyle ilgili gelecekte yapilacak olan in vitro

arastirmalara Onciiliik ve temel tegkil etmesi agisindan yararli olacagi kanisindayiz.



2. ONCEKi CALISMALAR
2.1. Kayis1 Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Anavatam ve Tarihcesi

Botanik ad1 Prunus armeniaca L. olan kayisinin yayilma alan1 Tiirkistan’dan Bati
Cin’e kadar uzanmaktadir. Anavatanlar arasinda yer alan Anadolu’ya gelisi de bu yollar
izerinden olmustur ((")zbek, 1978). Taksonomik adina bakilarak, baslangicta anavataninin
Ermenistan oldugu diisiiniilen kayisinin, daha sonra yapilan arastirmalarda yayilma
alaninin, Orta Asya’dan Bati Cin’e kadar uzandigi belirlenmistir. Bitkilerin gen kaynaklar1
tizerindeki caligmalariyla taninan Vavilov, kiiltiir kayisilarinin 3 gen merkezi bulundugunu
bildirmektedir. Bunlar; Cin, Orta Asya ve Yakindogu Gen Merkezi’dir.

Malatya’nin meyvecilik potansiyelinin Ankara Yiiksek Ziraat Enstitiisii midiirii
Prof. Dr. W. Gleisberg’in dikkatini cekmesi sonucu, basasistan1 olan Liitfi Ulkiimen’i 1933
yilinda Malatya’ya gonderir. Ulkiimen’in buradaki meyve cesitleri ile meyve iiretim
alanlarini inceleyerek yaptig1 doktora ¢alismasi, 1938 yilinda kitap halinde yayinlanir. Bu
yayinda; 1930’lu yillarda Malatya’da Hacihaliloglu, Hasanbey, Cataloglu, Hacikiz,
Kurukabuk (Gavurasisi), Koyunoglu, Osmanonbasi, Sarilok ve Turfanda adli kayisi
cesitlerinin bulundugundan bahsedilmektedir.

Ulkiimen’in calismasi ile Malatya’'nin meyvecilik potansiyeli anlagilinca 1937
yilinda Tiirk-Alman isbirligi ile bugiinkii “Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’niin yerinde
“Kayis1 Uretme Istasyonu” kurulur. Bu tarihten itibaren kontrol altina alinmaya baslayan
kayist yetistiriciligi gelismeye baslar. Yogun calismalar sonucunda bolgede yeni kapama
meyve bahceleri tesis edilir, hastalik ve zararlilarla miicadele yayginlasir, giibre ve kaliteli
fidan kullanimi sonucu iiretimde onemli artiglar meydana gelir. 1970°1i yillarda toplam
kayist agac1 varhiginin yaklasik %30’unu olusturan zerdali (yabani kayisi) agaclari, bugiin

53 bin adet ile %1 in altina diismiistiir (Asma, 2000).

2.1.2. Morfolojik ve Biyolojik Ozellikleri
2.1.2.1. Habitiisii

Kayist agaci genellikle kuvvetli biiyiir ve daha ¢ok yayvan bir tac teskil eder. Tac
sekli cesitlere gore degismekle birlikte; cok dik, dik yayvan, yayvan veya cok yayvan
olabilir. Agaclar genellikle 5-6 m kadar yiikselirse de, 8-10 m kadar yiikselen kuvvetli
agaclara da ¢ok sik rastlanmaktadir. Agaclarin biiyiikliigii; ¢eside, yasina, kullanilan anaca,

uygulanan kiiltiirel islemlere ve topragin tipine gore degisir.



2.1.2.2. Yaprak Ozellikleri

Yapraklar kalp seklinde, ince dokulu, parlak yesil ve tiiysiizdiir. Yaprak kenarlar
ince dislidir. Yaprak sap1 uzun olup, sapin aya ile birlestigi kisimda 1-4 adet sigil vardir.
Yaprak koltuklarinda 1-3 adet tomurcuk bulunur. Bunlar saf odun veya c¢icek

tomurcuklaridir.

2.1.2.3. Tomurcuk Ozellikleri

Kayis1 tomurcuklar1 genel olarak kiiciik olup nadiren 6 — 7 mm biiyiikliigiindedir.
Odun tomurcuklar1 daha zayif ve uzunca olup yaprak ve siirgiin meydana gelir. Cigek
tomurcuklar1 daha iri ve oval sekillidir. Tomurcuklar siirgiin iizerinde ikili veya iiclii
gruplar halinde bulunur. Uclii tomurcuklarda genellikle ortada siirgiin tomurcugu, yanlarda

ise ¢icek tomurcuklar1 bulunur (Asma ve Birhanh, 2004).

2.1.2.4. Cicek Ozellikleri

Her bir ¢icek tomurcugundan bir adet ¢igcek meydana gelir. Cicek tomurcuklari saf
halde olup, sadece ¢icek meydana getirir. Her bir cicekte 5 canak yapragi, 5 tac yapragi,
20-35 adet erkek organ ve 1 adet disi organ bulunur. Baz1 ciceklerde 2 disi organ da
goriilebilir. Cigeklerin ta¢ yapraklari, pembemsi beyaz renktedir. Kayist agaclarinda
ciceklenme, yapraklanmadan once olur. Cicek agma bakimindan cesitler arasinda 8-10
giin, yillar arasinda ise, 15-20 giin farklilik bulunabilir. Ciceklenme siiresi, ceside ve

ekolojik sartlara gore degismekle birlikte, ortalama 5-8 giindiir.

2.1.2.5. Meyve ve Tohum Ozellikleri

Kayis1 meyvesi morfolojik yap1 bakimindan drupa tipi (eriksi) meyvedir. Meyvenin
yenen, tatli, etli ve sulu olan kismi yani meyve eti mezokarpin gelismesiyle meydana
gelmistir. Ekzokarp tabakasi meyve kabugunu, endokarp kismi da tohumu distan saran sert
kabugu olusturur. Meyvenin sekli, rengi, agirhg, iriligi ve tadi cesitlere gore degisir.
Genellikle meyve agirligi 30-70 g arasinda degisir. Meyve kabugu diizgiin, sar1 veya sar1
zemin rengi lizerine parcali pembe veya portakal renkli ve ince yapilidir. Meyve eti sar1 ya
da turuncu renkte, yumusak, seftali ve eriklere gore daha az sulu; yarma, yarim yarma veya
cekirdege yapisik durumdadir.

Tohum iriligi ¢eside gore degisir. Sekil itibariyle yassi, lizeri az piiriizlii, krem
renkli; ceside gore tath veya acidir. Tohum agirhigi 2-3 g arasinda degisir (Ozcagiran ve

ark, 2003).



2.1.3. Cogaltma Yontemleri

Standart kayis1 cesitlerini, “cesit Ozelliklerini” kaybetmeden dogrudan tohumla
cogaltmak miimkiin degildir. Aym1 bahgede, bircok kayisi ¢esidinin bir arada bulunmasi,
“yabanci dollenmeyi” artirdigindan, ortaya c¢ikan heterozigoti durumu “‘tohumla
cogaltma”yr engellemektedir. Bu nedenle kayisi, vejetatif olarak ve Ozellikle as1 ile
cogaltilir. En fazla kullanilan a1 yontemi, temmuz veya agustos aylarinda uygulanan “T
goz asist’dir. As1 genellikle bir yasindaki cogiirlere, toprak seviyesinden 10-25 cm
yukaridan olacak sekilde uygulanir. Kayisinin as1 ile cogaltilmasinda genellikle kayis1 ve
zerdali cogiirleri, kismen de seftali, erik ve badem anaclart kullanilir. Degisik toprak
sartlarina gore, bu anaclardan birisi tercih edilir. Ayrica, vejetatif olarak cogaltilan ve
koklendirildikten sonra iizerine as1 yapilan “klonal anaglar” da kullanilabilir. Bunlar,
seftali x badem melezi anaglar olarak bilinen GF 557, GF 677 gibi anaclardir.

Kayist fidanlarinda problem olusturan ve bu nedenle iiretim asamasinda tedbir
alinmasi gereken bir durum da viriistiir. Viriisten ari fidan iiretimi i¢in, siirgiin ucu asilama
yontemi (turunggiller icin gelistirilen yontem) kayisida da uygulanabilmektedir. Bu
yontem; dogal veya in vitroda elde edilen 2-3 mm uzunlugundaki siirgiin uclarinin anag

tizerine asilanmasi suretiyle yapilan bir cogaltma yontemidir.

2.1.4. Yerli ve Yabanc1 Kayisi1 Cesitleri

Yerli kayis1 cesitleri; Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi, Soganci, Cataloglu,
Cologlu, Alyanak, Salak (Aprikoz), Sekerpare, Tokaloglu, Sam, Turfanda, Iri Bitirgen,
Imrahor, Karacabey, Sakit-2, Mahmudun Erigi, Adilcevaz-5, Turfanda-Eskimalatya,
Cekirge-52, Hacikiz, Ismailaga, Ethembey, Kurukabuk, Cigli (Asma, 2000; Anonim,
1996).

Yabanci kayisi cesitleri; Paviot, Canino, Thyrinte, Stark Early Orange, Hungarian
Best, Cafona, Precoce de Colomer, Polonais, San Castrese, Boccuccia, Wilson Delicious,
Luizet, Fracasso, Royal, Perfection, Bebecou, Currot, Bergeron, Castelbrite, Goldrich,
Helena, Lorna, Bulida, Improved Flaming, Lambertin No 1, Modesto, Orange Red,
Palstein, Patterson, Pisana, Portici, Roxana, Sun Glo, Vitillo (Asma, 2000; Paydas ve
Kiiden, 2000).

2.1.5. Ekonomik Onemi
Ulkemiz, sahip oldugu degisik iklim ve toprak sartlari nedeniyle, meyvecilik

acisindan ¢ok sayida tiir ve ¢esit yetistirme sansina sahiptir. Tiirkiye, bugiin gerek meyve



tiir ve gesit sayisi, gerekse iiretim miktar: bakimindan diinyanin 6nemli “meyve lreticisi”
iilkeleri arasinda yer almaktadir (Ozcagiran ve ark, 2003). Diinya yas ve kuru kayisi
tiretiminde birinci sirada yer alan Tiirkiye, gerek kayis1 gen kaynaklar1 ve gerekse ekolojik
sartlar nedeniyle biiyiik bir potansiyele sahiptir (Asma, 2000). 2005 yili verilerin gore
2.822.223 ton olan diinya kayist iiretiminin, 370.000 tonu iilkemizde gerceklesmektedir
(Anonim, 2006) (Cizelge 1). Bu iiretimin %50’si Malatya’da olmak iizere Mersin, Elaz1g,
Ankara ve Kahramanmaras illerinde yogunlagmistir. Malatya ve Elazi§ illeri disinda
yetistirilen kayis1 ¢esitleri daha ¢ok taze tiiketime yoneliktir. Malatya’da {iiretilen yas

kayisinin yaklasik %90-95’1 kurutularak “ihra¢ edilmektedir”.

Cizelge 1. Diinya kayisi iiretimi (bin ton).

Ulkeler 2000 2001 2002 2003 2004 2005 Ort. %
Tiirkiye 579 517 580 499 350 370 482" 17.6
iran 262 283 283 285 285 285 280° 10.2
italya 201 194 209 108 213 244 195° 7.2
Ispanya 126 159 119 144 122 133 134 5.0
Fransa 139 103 172 124 156 187 147 5.4
Pakistan 126 125 125 211 215 215 170" 6.2
Fas 106 120 85 85 85 85 94 3.4
ABD 80 75 82 88 92 82 83 3.0
Cin 88 84 83 82 86 90 85 3.1
Yunanistan 82 68 80 67 96 58 75 2.7
Diger 964 832 890 1.095 1.082 1.073 989 36.1
Diinya 2.753 2.560 2.708 2.788 2.782 2.822 2.735 100

Kaynak: (Anonim, 2006).

Ulkemizde iiretilen kuru kayisilarin yiiksek kalitede olmas1 Tiirkiye nin kuru kayisi
ihracatindaki 6nemini artirmaktadir. 2004 yilinda Tiirkiye’den 80 bin ton kuru kayisi1 ihrag
edilmis ve karsiliginda 190 milyon $ doviz elde edilmistir (Asma ve ark, 2005).
Goriildiigi tizere, diinyanin en 6nemli kayis1 iireticisi durumunda olan Tiirkiye, ayni
zamanda en biiylik kuru kayis1 ihracati yapan iilkesidir. Yaklasik olarak 70 iilkeye ihracat
yapilmaktadir. Bu iilkeler arasinda ABD, Almanya, 1ngiltere, Fransa, Avustralya, Kanada
ve Israil basta gelen iilkelerdir.

Diinyada iiretilen kayisinin onemli bir boliimii sofralik olarak tiiketilmektedir.

Ancak, hasat doneminin kisa olmasi ve taze meyvenin ¢cabuk bozulmasi nedeniyle, kayisi



daha cok kurutularak veya islenerek degerlendirilmektedir. Kayis1 ¢ekirdeklerinin “tatl”
olanlar1 c¢erez olarak tiiketilmekte, aci olanlar ise kozmetik ve ilag sanayinde
kullanilmaktadir.

Kayis1 insan sagligl agisindan da 6nemli bir meyve tiirlidiir. Taze kayisi, o6zellikle
mineral maddelerden potasyum, vitaminlerden ise A vitaminin Onciil maddesi olan
B-karoten bakimindan zengindir. Ayrica, taze meyvenin ¢agla doneminde yiiksek oranda C
vitamini bulunmaktadir (Cizelge 2). Kuru kayisinin yaglanmay1 geciktirici, kan yapici bir
besin oldugu, giizel bir cilt ve saca olumlu etki yaptig1 bildirilmektedir. Kaysinin sodyum
bakimindan fakir, potasyum yoniinden zengin olmasi nedeniyle; kalp yetmezligi, hepatit

siroz tedavisinde tavsiye edilen bir besin oldugu belirtilmektedir.

Cizelge 2. 100 g taze ve kuru kayisinin besin degeri (Yiicecan, 1993).

Taze | Kuru Taze Kuru

Kayis1 | Kayisi Kayis1 | Kayisi
Su (%) 85.3 25 Riboflavin (B, vitamini - mg) 0.04 0.16
Enerji (cal) 51 260 | Niasin (mg) 0.6 3.3
Protein (g) 1.0 5 Vitamin C (mg) 10 12
Yag (g) 0.2 0.5 |Kalsiyum (mg) 16 67
Karbonhidrat (g) 12.8 66.5 |Demir (mg) 0.5 5.5
Posa (g) 0.6 3 Sodyum (mg) 1 26
Kiil (g) 0.7 3 Potasyum (mg) 281 979
A vitamini (B-Karoten - 1.U) 2700 | 10 900 | Fosfor (mg) 23 108
Tiamin (B, vitamini - mg) 0.03 0.01

Kuru kayisinin beslenme ve saglik acisindan en onemli bilesiklerinden birisi de
diyet lifidir. Kuru kayisinin 100 g’da yaklasik 24 g diyet lifi bulunur. Yetiskin bir insanin
giinliik diyet lifi gereksinimi ise 25 g’dir. Sindirim sistemimizde salgilanan enzimler
tarafindan hidrolizlenemeyen polisakkarit ve lignin gibi bilesiklerden olugsmaktadir. Diyet
lifi; kabizlik, apandisit, hemoroid, dis hastaliklari, sismanlik, seker hastaligi, kroner kalp
hastaliklar1 gibi hastaliklarin  olusum riskini azaltmakta ve bagirsaklarin diizenli

calismasini saglamaktadir.

2.2. Tez Konusunun Orijinalligi ve Getirecegi Yenilikler
Kayisi tilkemizde yaygin olarak iiretilen, tiiketimi ve ihracati da oldukga fazla olan
bir meyve tiiriidiir. Bu calisma, Malatya’da yogun bir sekilde yetistiriciligi yapilan

“Hacthalilogly” cesidinin in vitro tekniklerle cogaltilmasina yonelik olarak yapilan ilk



calisma mahiyetindedir. Yerli kayisi cesitleriyle ilgili gelecekte yapilacak olan in vitro
arastirmalara (kallus, slispansiyon, anter ve protoplast kiiltiirleri ve somatik hibridizasyon)
temel teskil etmesi bakimindan yararli olacagi kanisindayiz.

Bu suretle kayisinin viriissiiz fidanlarinin kendisinin ayrica bir ¢ogaltma sekli
olmasiyla birlikte; in vitro teknikler yoluyla gelistirilmeye c¢alisilacak yontemlerle de,
kaliteli, hizl1 ve pratik anlamda kayis1 fidani {iretimi i¢in yeni bir ¢ogaltma metodu ortaya

konulabilecektir.

2.3. Kayis1 ve Diger Sert Cekirdekli Meyvelerle ilgili Yapilan in Vitro Rejenerasyon
ve Mikrocogaltim Calismalari
Kayisi, kiraz, visne, erik, seftali ve nektarin gibi sert cekirdekli meyve c¢esitlerinin
ve anaglarinin in vitro rejenerasyon ve mikrocogaltim sistemlerinin gelistirilebilmesi igin
cok sayida calisma yapilmis bulunmaktadir. Genellikle bitkilerin siirgiin ucu, lateral
tomurcuk, yaprak gibi vejetatif ve tohum gibi generatif kistmlarinin baglangic materyali
olarak kullamildig1r caligmalarla ilgili gelistirilen yontemler ve metodlar bir ¢izelgeyle

birlikte 6zet halinde verilmeye ¢alisilmistir (Cizelge 3).

Perez-Tornero ve ark. (2000), Ispanya’'nin Murcia yoresinde 12 yasindaki
“Canino” kayis1 c¢esidinin in vitro ¢ogaltimiyla ilgili yaptiklar1 calismada; farkli besi
ortamlarinin ve sitokinin konsantrasyonlarinin proliferasyona etkisi incelenmistir.
Sterilizasyon icin dinlenme halindeki tomurcuklar %20 NaOCI (Domestos) solusyonu
icerisinde 20 dakika bekletilmis, bundan sonra 3 defa steril saf su icerisinde sterilantin
etkisi giderilmistir. Besi ortami1 olarak WP kullanildigi zaman daha saglikli ve daha yesil
siirglinlerden olusan uygun bir proliferasyon elde edilmistir. Kullanilan diger besi
ortamlarindan biri olan MS ile elde edilen siirgiin sayis1 2.79 adet, ortalama siirgiin
uzunlugu 12.4 mm ve verimlilik (siirglin sayis1 x siirgiin uzunlugu) ise 32.01 olarak
bulunmustur. Siirgiin proliferasyonu i¢in BA konsantrasyonunun 0.5-0.6 mgl” olarak
belirlendigi ¢calismada, kok gelisimi ve siirgiin basina kok sayist bakimindan IBA ve NAA
arasinda farklilik goriilmemis olup, aym oranda tesvik ettikleri goriilmiistiir. En 1iyi
koklenme orant %93 ile 2 mgl'1 NAA konsantrasyonundan saglanirken, siirgiin basina

diisen kok sayis1 bakimindan 6 mgl'1 IBA konsantrasyonundan 5.3 adet kok elde edilmistir.

Perez-Tornero ve Burgos (2000), Kaliforniya’nin Fresno yoresinde bulunan

Bahge Bitkileri Arastirma Laboratuvarinin islah koleksiyonundaki “Helena” ve “Lorna”
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kayis1 cesitlerinin in vitro kosullarda proliferasyon, koklenme ve aklimatizasyonu
stiresince gerekli isteklerinin belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismada baslangi¢
materyali olarak siirgiin ucu kullanmais; besi ortami tipinin ve BA konsantrasyonu etkisinin
biiyiik oranda ¢eside bagli oldugunu tespit etmislerdir. “Lorna” en verimli cesit, “Bulida”
en uzun siirgiin veren cesit, “Currot” en fazla siirgiin veren cesit olarak bulunmustur

(Cizelge 4). QL besi ortamu biitiin ¢esitler icin en verimli besi ortam1 olmustur.

Cizelge 4. Farkli kayisi ¢esitlerinin MS besi ortamindaki ortalama

slirgiin sayis1, Ortalama siirgiin uzunlugu ve verimlilik.

Cesit Adx Ort.Siirgiin | Ort. Siirgiin Verimlilik
Sayisi Uzunlugu (mm)
(mm)
Bulida 0.00 0.00 0.00
Currot 2.10 11.95 21.52
Helena 2.75 13.69 34.83
Lorna 3.29 12.33 38.58

Siirgiin sayisi bakimindan “Bulida, Helena, Lorna” cesitlerinde 1 mgl' BA
konsantrasyonu en iyi sonucu vermistir. Calismada gerceklestirilen biitiin koklenme
deneylerinin sonuclarina gore; Helena cesidi %60, Lorna cesidi %60.3, Canino cesidinde
%73.5 koklenme elde edilmistir. Mikro ¢ogaltilan siirgiinlerin koklenmesinde bir problem
olmamasina ragmen, koklenme ortamindaki siirgiinlerde karsilasilan yiiksek orandaki
siirglin ucu sararmasi (apikal nekrozis) nedeniyle cesitli uygulamalar yapilmistir.
Aklimatizasyon asamasinda ise, 1:1 oraninda turba ve perlit kullanarak uygun kosullarda
yaklasik olarak ‘“Helena” cesidinde %71, “Lorna” cesidinde %82 oraninda bitkinin

aklimatizasyonu gerceklestirilmistir.

Marino ve ark. (1991) tarafindan yapilan calismada; italya’nin en iyi iki cesidi
olan “San Castrese” ve ‘“Portici” kayisi cesitlerinin in vitro ¢ogaltimi iizerine sukroz ve
sorbitol gibi temel karbon kaynaklarinin ve hormonlarin etkisi incelenmistir. MS besi
ortaminin kullanildigi caligmada “San Castrese ve Portici” ¢esitlerinin mikrogogaltimi igin
protokol olusturulmustur. Proliferasyon icin 0.5 — 2 mgl” BA’nin etkili oldugu ve bu
ortamlarda sukroz kullamilmasinin gerektigi ortaya cikmustir. Ancak, ortamda sorbitol
kullanilmastyla lateral siirgiin gelisiminin arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen siirgiinlerin
koklenmesi icin  yapilan deneyler sonucunda IBA'mn (0.5 - 2.5 mglh)

konsantrasyonlarinin uygun oldugu goriilmiis; “Portici” c¢esidinde %60, “San Castrese”
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cesidinde ise %80 oraninda koklenme elde edilmistir. Koklenme ortamlari icin sukrozun
gerekli oldugu, ancak sorbitol kullaniminin koklenmeyi tesvik etmedigi ve bitkilerin

koklendikten sonra yasama oranlarini azalttigi goriilmiistiir.

Perez-Tornero ve ark. (1999 a), Ispanya’nin Murcia yoresinde bulunan “Canino”,
“Currot”, “Bulida” ve “Bergeron” kayis1 ¢esitlerinin meristem ucu kiiltiirii yoluyla in vitro
kosullarda mikrogogaltim yapabilecek sekilde siirgiin elde etmek iizere farkli hormonlar ve
bunlarin konsantrasyonlari iizerine yapilan ¢alismada; meristemlerden kiiltiir baslatmak
icin uygun zaman ve tomurcuk dormansi arasindaki iliski incelenmistir. Kullanilan
meristem uclarinin sterilizasyonu icin etken madde orani %0.8 olan domestos (ticari
NaOCl) icerisinde 20 dakika bekletilmistir. QL (Quoirin ve Lepoivre, 1977) besi ortami
olarak kullanilmig, Kasim ayindan Subat ayina kadar bes farkli sezonda materyal temin
edilmis ve denemede “Canino” ve “Currot” gibi iki c¢esit yer almistir. BA
konsantrasyonunun 0.5 — 1 mgl” olarak kullanildigi zaman en uzun siirgiinler elde
edilmistir. Ortama GA; ilave edildigi zaman yasayan siirgiin oraninda azalmanin oldugu
tespit edilmis ve proliferasyon ortamlarinda GAj3 kullaniminin uygun olmadigi sonucuna

ulasilmustir.

Perez-Tornero ve ark. (1999 b), Ispanya’nin Murcia yoresinde bulunan 12
yasindaki dort farkli kayis1 (Canino, Currot, Bulida, Bergeron) cesidinin meristem ucu
kiiltiiri  yoluyla in vitro siirgiin rejenerasyonunu saglamak i¢in bitki biiylime
diizenleyicilerin optimum oranini belirlemek ve meristemlerden itibaren kiiltiir
baslatabilmek icin uygun zamam belirlemek amaciyla bu ¢alisma yapilmistir. 2-3 nodlu
stirglinler %20 NaOCI (Domestos) icerisinde 20 dakika bekletilerek sterilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Biitiin deneylerde besi ortama olarak QL kullanilmistir. Calisma
sonucunda; kiiltiir ortaminda GAs; bulunmaksizin ve BA’nin ise 0.5 — 2 mgl'1 seviyelerinde
olmas1 yasayan meristem oranini arttirmistir. BA konsantrasyonunun 0.5 — 1 mgl'1 oldugu
ortama 2-4 hafta sonra 2-4 mgl" GA; ilave edilmesiyle siirgiin uzamasinin tesvik edildigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte farkli hormon kombinasyonlarinin her bir cesit icin ayr1 ayri

denenmesi sonucu genotipler arasinda biiyiik farkliliklarin ortaya c¢iktigr bildirilmistir.

Perez-Tornero ve ark. (1999 c), “Helena” kayisi ¢esidinin in vitro kosullarda en
diisiik gelisme sartlarinda muhafazasi iizerine yapilan calismada; yine in vitrodan elde

edilen siirgiin ucu kullanarak; besi ortaminda %0.6 agar, %3 sukroz, 0.4 mgl'1 BA ve 0.04
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mgl™ IBA kullanilmus ve 3 farkli sicaklik ve karanlik ortamda 24 hafta siiresince muhafaza
edilmistir. Daha sonra buradan cikarilan siirgiinlerin miktar1 ve uzunluk Olc¢timlerinin
yapildig: bildirilmistir. 2-6 haftada bir yapilan alt kiiltiirler yoluyla 3-12 ay siireyle in vitro
kosullarda materyalin muhafaza edilebilecegi ve bu durumun farkli amaclar igin

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Perez-Tornero ve ark. (2000), Kaliforniya’nin Fresno yoresinde bulunan Bahge
Bitkileri Arastirma Laboratuvarinin islah koleksiyonundaki bazi kayis1 (Bulida, Helena,
Lorna, Canino) cesitlerinin yapraklarindan itibaren in vitro rejenerasyonunun gelistirilmesi
icin yapilmis olan ¢alismada en iyi sonu¢ TDZ bulunan ortamdan alinmistir. Bu calisma
ile, in vitro sartlarda ¢ogaltilmis olgun kayisi eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ve
tomurcuk iiretiminin tesvik edilmesi icin gerekli kosullarin optimize edilmesi
amaclanmigtir. Besi ortami olarak QL kullanilmus, kiiltiir ortaminda gelismis 3 haftalik
siirglinlerin yapraklar1 deney materyalini olusturmustur. Siirgiin tiretimi i¢in kullanilan besi

ortami ise; 0.7 mgl™' BAP ve 0.04 mgl™ IBA ile desteklenmistir.

Perez-Tornero ve ark. (2001), Kaliforniya’nin Fresno yoresinde bulunan Bahce
Bitkileri Arastirma Laboratuvarinin 1slah koleksiyonundaki “Helena” ve “Lorna” kayisi
cesitlerinin in vitro cogaltimi siiresince hiperhidrisitinin diizeltilmesi ve kontrol altina
alinabilmesi icin etkili olan faktorler iizerine yapilan ¢alismada yaz gelisme peryodundaki
yumusak odun celiklerinde bulunan nodal tomurcuklar1 kullanarak; “Helena” ¢esidi i¢in
QL besi ortami ve 0.7 mgl'1 BA, “Lorna” ¢esiti icin ise modifiye WPM besi ortami ve 0.6
mgl™ BA kullanilmis olup, her iki cesit icin de 0.04 mgl” IBA ilave edilmistir. 3 haftada
bir altkiiltiir yapilmis, eksplant basina diisen siirgiin sayisi, siirgiin uzunluklar1 ve verimlilik

(Stirgiin Sayis1 x Siirgiin Uzunlugu) degerleri olciilmiistiir.

Escalettes ve Dosba (1993), Fransa’daki Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’nde
bulunan farkli prunus klonlarinin in vitro kosullardaki proliferasyonlarin1 optimize etmek
icin yaptiklar1 ¢alismada; kayis1 klonu H-152 i¢in besi ortam olarak QL, H-146 kayisi
klonu ve P-1869 hibrit erik klonu i¢in ise ¥2 MS besi ortami kullanilmistir. Hormon olarak,
TDZ ve bunun NAA ile kombinasyonlar1 denenmis ve sonuglarin biiyiik oranda klonlara
bagl olarak degistigi goriilmiistiir. Rejenerasyon ortamlarina ilave edilen AgNOs ise; %10-
41 arasinda rejenerasyonu tesvik etmis ve etkisinin biitiin klonlarda tespit edildigi

bildirilmistir.
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Deogratias ve ark. (1991), tarafindan “Canino” kayisi ¢esidinin in vitro siirgiin ucu
asitlama yOntemini etkileyen faktorler ve siirgiin ucu kaynagi olarak kullanilacak ana
bitkinin optimum fizyolojik devresini belirlemek amaciyla yapilmistir. Mikroasilamada
kullanilacak siirgiin ucu kaynagi icin 3 farkli yontem izlenmis olup bunlar; a) kayisi
agaclarindan Kasim-Subat aylarinda alinan dormant tomurcuklar. b) arazi sartlarinda
vejetatif gelismenin baslamasiyla birlikte alinan siirgiinler. ¢) in vitro sartlarda elde edilen
siirglinler. Ayrica asilama sirasinda ve sonrasinda anag tipi, asilama sekli, siirgiin ucu
biiylikliigli vb. c¢esitli parametrelerin siirgiin ucu asilamaya etkisi iizerinde durulmustur.
Yapilan calisma sonucunda asilamada en iyi sonug¢ in vitro elde edilen siirgiinler ile
saglandign bildirilmistir. In vitro gelisen siirgiinler icin (Deogratias ve ark, 1989)

tarafindan visne icin gelistirilen MB2 besi ortami kullanilmistir.

Kramarenko (1999), tarafindan in vitro ¢ogaltilan bitkilerin arazi performanslarini
belirlemek icin yapilan calismada; ayrica kayisinin ¢ogaltiminda etkili bir mikrogogaltim
metodu gelistirilmeye calisilmistir. Baslangicta kullanilan kayisi agaclar1 7-16 yaglari
arasinda yer almis ve kiiltiir baglatma materyali olarak 2-4 c¢ift yaprak taslagi iceren
meristemler kullanilmistir. Elde edilen mikrogelikler ile altkiiltiirler yapilarak, her
mikrocgelikten 4-8 adet siirgiin elde edilmis ve yaklasik 3-4 alt kiiltirden sonra her
mikrocelikten ortalama 20 adet siirgiin elde edildigi bildirilmistir. Tam MS’ten olusan besi
ortaminda 1 mgl' BAP kullamlmis olup, koklenme ortami icin IBA’min farkli
konsantrasyonlar1 yer almistir. Koklenmenin %70 oraninda elde edildigi calismada,
koklendikten sonra aklimatizasyonu yapilan bitkilerdeki yasama oram %70-80 arasinda

olmustur.

Pennone (1999), italya’da Roma Meyvecilik Arastirma Enstitiisii “Bebecou” kayisi
cesitinin in vitro olarak cogaltildiktan sonra arazi kosullarindaki durumunu incelemek
amaciyla yapilan calismada; hem normal asilama suretiyle ¢cogaltilan fidanlarin hem de in
vitro ¢ogaltilan fidanlarin durumu karsilagtirllmistir. Asilama ile iiretilen fidanlara gore
daha diisiik gelisme goriilen mikrocogaltllmis fidanlardaki iiriin etkinliginin (gr/cm?)
ilerleyen verim yillarinda daha iyi oldugu bildirilmistir. Her iki yontem ile ¢ogaltilan

fidanlarin meyvelerinde morfolojik ve pomolojik olarak bir farklilik goriilmemistir.

Burgos ve Alburquerque (2003), Kaliforniya’daki Frenso Bahge Bitkileri

Arastirma Enstitiisii Islah Koleksiyonunda bulunan “Helena ve Canino” kayis1 ¢esitlerinin
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yapraklarindan rejenerasyonu ic¢in yapilan calismada; jellerin, besi ortamlarinin, etilen
inhibitorlerinin ve farkli antibiyotiklerin etkisi iizerine deneyler yapilmistir. “Helena”
cesidinde Ortam-B’de %44 oraninda en iyi yapraktan rejenerasyon saglanmis ve yaprak
basina 2.4 adet siirgiin elde edilmistir. “Canino” cesidinde ise, (Perez-Tornero ve ark,
2000) tarafindan belirlenen M2 besi ortaminda %51.4 oraninda en iyi rejenerasyon
saglanmis ve yaprak basina 1.4 adet siirgiin elde edilmistir. Ayrica “Helena” c¢esidinde
rejenerasyon ortamina ilave edilen kanamisinin diisiik konsantrasyonlarinin (6.16 — 12.32
mgl™) etkili olmadigy, yiiksek konsantrasyonlarinin ise (18.4 — 24.5 mgl™") eksplantlarin
sararmas1 ve Oliimiine neden oldugu goriilmiistiir. Kullanilan jel maddeleri bakimindan
“Canino” ¢esidinde bir faklilik goriilmezken, “Helena” ¢esidinde cift siirgiin olusumunda
saf agarin etkili oldugu goriilmiistir. Yine bu cesitte kullanilan antibiyotiklerin
rejenerasyona etkisi bakimindan en iyi sonu¢ %61.4 ile Vancomycin’den elde edilmistir.
Yaprak basina diisen siirgiin sayisi bakimindan ise Cefataxime’nin en iyi sonucu verdigi

bildirilmistir.

Marino ve ark. (1993), tarafindan “San Castrese ve Portici” kayis1 cesitlerinin in
vitro proliferasyon ve koklenme kapasiteleri iizerine modifiye MS besi ortamina ilave
edilen cesitli biiylime diizenleyicilerin ve sukroz ve sorbitol gibi temel enerji kaynaklarinin
etkisiyle ilgili olarak yapilan calismada; sorbitol bulunan ve BA ile destekli besi ortaminin
iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir. Ancak 2 mgl”" BA ile birlikte sukrozun kullanildig1 besi
ortamlarinda hiperhidrisitinin ortaya ¢iktigr goriilmiistiir. Koklenme ortamlarinda sorbitol
kullanildig1 zaman ise diisiik bir koklenme oraniyla birlikte kisa ve zayif kokler meydana
gelmigstir. Fakat IBA ile desteklenmis ve sukrozun kullanildigi koklenme ortamlarinda %70

oraninda aklimatize edilebilecek bitki elde edildigi bildirilmistir.

Balla ve Vertesy (2001), tarafindan Macaristan’in da i¢inde bulundugu Avrupa
ilkelerinde yaygin bir sekilde problem olan Sharka viriisiine karsi in vivo olarak alinan
cogaltim tedbirlerine hem destekleyici hem de alternatif olarak, yerli kayisi ¢esitleri i¢in
steril bir in vitro ¢ogaltim metodu gelistirilmeye calisilmistir. Kiiltiir baglatma amaciyla
agaclarin aktif gelisme donemindeki siirgiin ug¢lart kullanilmis ve her 3 haftada bir taze besi
ortamlarinda alt kiiltiire alinmislardir. Kiiltiir baslatma ¢alismalarindan 3-4 ay gibi bir siire
sonra seri deneyler yapilabilir hale gelmistir. Yaklasik 20 mm uzunlugundaki siirgiinlerin
koklenmesi i¢in IBA ile destekli ¥2 MS besi ortami1 hazirlanmis ve koklenen bitkilerin

aklimatizasyon calismalar1 yapilmistir. Boylece farkli kayisi cesitleri icin gelistirilen
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mikrogcogaltim metodu sayesinde hem in vitro termoterapi ¢calismalar:t hem de viriisten ari

fidan iiretimi i¢in temel bir rejenerasyon sisteminin optimize edildigi bildirilmistir.

Harada ve Murai (1996), Japon kayisisinin in vitro mikrocogaltimiyla ilgili olarak
yaptiklart calismada; materyal olarak aksiler (lateral, nodal) tomurcuklar kullanilmistir.
Besi ortami olarak WPM’nin kullamildigr ve 0.22 — 1.1 mgl'1 BA ile desteklenip, %3
sorbitol ve %0.5-0.7 oraninda agar kullanildig1 bildirilmistir. Calismada farkli karbon
kaynaklarinin (sukroz, glikoz, fruktoz, sorbitol) siirgiin proliferasyonuna etkisi incelenmis
olup, en iyi sonucu glikoz sekerinin verdigi, sukrozun kullanildigi durumlarda yaprak
sararmasina (nekrozis) rastlandigi ve siirgiinlerin kademeli olarak oldiigii goriilmiistiir.
Elde edilen siirgiinlerin koklenmesiyle ilgili calismalarda en iyi sonucu 0.2 mgl’' NAA
vermistir. Koklenen bitkilerin aklimatizasyonu c¢alismasinda hayatta kalma oraninin %20-

30 oldugu kaydedilmistir.

Murai ve ark. (1996), 3 farkli Japon kayis1 (Ichinotani, Hakubotan ve Yae-bungo)
cesidinin in vitro siirgiin proliferasyonu ve koklenmesiyle ilgili mikrocogaltim
durumlarinin  belirlenmesiyle ilgili calismada, siirgiin proliferasyonu ve uzamasi
bakimindan en etkili sitokininin 1-2 mgl”" BA oldugu bildirilmistir. Zeatinin yalniz basina
proliferasyonda etkili olmadigi, ancak BA ile birlikte kullanildig1 zaman siirgiin uzamasini
tesvik ettigi goriilmiistiir. Biitiin ¢esitler i¢in de kiiltiirlerin hayatta kalma oran1 bakimindan
benzer sonuclar elde edilmis olup, en iyi sonucu sorbitol vermistir. Ayrica, proliferasyon
bakimindan sorbitol, siirgiin uzamasi1 bakimindan glikoz en etkili seker tipleri olmustur.
Koklenmeyle ilgili calismalarda en iyi sonucu “Ichinotani” gesiti vermis ve 0.2 mgl™' IBA
konsantrasyonuyla 10 giinliik karanlikta bekletme uygulamasiyla birlikte koklenme oram

ve eksplant basina diisen kok sayis1 bakimindan etkili oldugu bildirilmistir.

Murai ve ark. (1997), “Bakuoh junkyou” kayisi cesidinin agaglarindan dinlenme
doneminde (dormant) alinan meristem uclarinin kullanilmasiyla yapilan in vitro cogaltim
calismasinda 1mm uzunlugundaki siirgiin ucu kullanilmistir. Temel besin ortamlar1 (WP,
MS, BS5 ve ¥2 MS) ve sitokininlerle ilgili olarak yapilan deneylerde; siirgiin uzamasi ve
hayatta kalma oran1 bakimindan BA ve CPPU ile desteklenmis WP besi ortaminin iyi
oldugu goriilmiistiir. Siirgiin proliferasyonu igin kullanilan BA, zeatin ve 2-iP
sitokininlerinden en etkilisinin BA oldugu; ancak siirgiin uzamas1 igin zeatin ve 2-IP’in

daha etkili oldugu bildirilmistir. Koklenme calismalarinda ise IBA kullanilmadan
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koklenmenin olmadig, optimum IBA konsantrasyonunun 0.4 mgl™ oldugu bildirilmistir.

Petri ve ark. (2005 a), Kaliforniya’daki Fresno Bahge Bitkileri Arastirma Enstitiisii
Islah Koleksiyonu’nda bulunan “Helena” kayis1 c¢esidinin Agrobacterium yoluyla
transforme olmus yaprak dokularinin ve normal kayis1 yapraklarinin rejenerasyonu iizerine
etilen inhibitorlerinin ve poliaminlerin (spermidin, putresin, spermin) etkisi ve bunlar
arasindaki interaksiyon belirlenmeye calistimistir. 2 mgl™ 2,4 D konsantrasyonundan en iyi
sonu¢ alinmis olup, %68.6 oraninda rejenerasyon saglanmis ve eksplant basina 2 adet
tomurcugun elde edildigi bildirilmistir. Caligmada kullanilan poliaminlerin rejenerasyon
bakimindan etkili olmadig1 goriilmiistiir. Putresin ile birlikte giimiissiilfat (Ag>SOs)

kullanildig1 zaman zararh ve 6ldiiriicii bir etkinin oldugu ortaya ¢ikmistir.

Petri ve ark. (2005 b), Kaliforniya’daki Fresno Bahg¢e Bitkileri Arastirma
Enstitiisii Islah Koleksiyonunda bulunan “Helena” kayis1 c¢esidinin baslangic materyali
olarak kullanildig1 calismada; gen transferi yapilmis yaprak dokularinin ve yapraklarin
rejenerasyonu icin antibiyotiklerin etkisi incelenmistir. Etkili bir rejenerasyon sisteminin
optimize edilmesinin énemli oldugu, aksi taktirde elde edilen transforme materyallerden
faydalanmanin miimkiin olmadig: bildirilmistir. “Helena” ¢esidinin kullanildig:1 deneylerde
materyaller 3 haftada bir altkiiltiire alinmistir. Besi ortaminda QL makroelementleri, DKW
(Driver and Kuniyuki, 1984) mikroelementleri kullanilmistir. Siirgiin cogaltimi icin 2
mgl'1 TDZ, 0.75 mgl'1 NAA, 18.7 mgl'1 giimiigsiilfat’tan yararlamilmigtir. Antibiyotik
deneyleri icin paromycin, streptomycin ve geneticin kullanilmistir. Bunlardan streptomycin
ve paromycin konsantrasyonlari arttikca rejenerasyon oraninin diistiigli goriilmiis olup,
geneticin’in ise kayis1 yapraklarinda toksik etki yaptigi ve biitiin konsantrasyonlarinin

rejenerasyonu engelledigi bildirilmistir.

Srinivasan ve ark. (2005), tarafindan yapilan ¢alismanin mikrogogaltim ile ilgili
kisminda; sert cekirdekliler grubunda genellikle anag iiretimi ve viriisten ari bitki {iretimi
icin mikrogogaltimin yaygin olarak kullanildig1 bildirilmistir. Eksplant olarak siirgiin ucu,
nodal (lateral) tomurcuklardan faydalanildig: ve bir cok anag¢ ¢esidinin (Isthara, GF-677,
Penta, Tetra vs.) ticari olarak bu yoOntemlerle cogaltildigi tespit edilmistir. Siirgiin
proliferasyonu amaciyla genellikle sitokinin olarak BA ve besi ortam1 olarak tiir bazinda
degismekle birlikte genellikle MS’in kullanildig bildirilmistir. Baz1 kayis1 ¢esitlerine ait
mikrogogaltimm modifiye WPM’de gerceklestirildigi, proliferasyon ortaminda 0.5 mgl”
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BA, koklenme ortaminda 2 mgl' NAA kullanilarak %92.8 oraminda koklenme
gerceklestirildigi bildirilmistir.

Paris ve ark. (2004), olgun ve yash dokularin wuygun metodlarla
rejenerasyonlarinin gen transfer teknolojisi bakimindan olduk¢a 6nemli bir husus oldugu
noktasindan hareketle yapilan ¢alismada; bazi kayisi ¢esitlerinin tohum, yaprak, petiyol,
internod, kok, cicek ta¢ yapragi ve erkek organlarinin in vitro rejenerasyon durumlari
incelenmistir. Cesitli oksin ve sitokininler kullanilarak direkt veya indirekt organogenezis

oldukca etkili olarak elde edilmistir.

Andreu ve Marin (2005), “Adesoto 101 isimli Prunus (sert ¢cekirdekli) anacinin
in vitro ¢cogaltimi amaciyla kullanilan eksplant kaynaginin (mikrocogaltilan, agaclardan
alman celikler) ve kiiltiir ortam1 bilesiminin etkisini belirlemek amaciyla bir calisma
yiriitmiislerdir. Nodal tomurcuklarin sterilizasyonu icin %0.05 etken madde iceren HgCl,
(Civa Klorit) icerisinde 15 dakika uygulama yapilmis ve daha sonra 3 defa steril saf su ile
calkalanmistir. Tek nodlu (nodal veya lateral tomurcuk) eksplantlar kullanilarak 3 farkli
besi ortamu1 (MS, WP, QL) 1.12 mgl"' BA, 0.1 mgl" IBA, 30 gr/l sukroz ve 7 gr/l agar ile
desteklenmigtir. Kiiltiir baglatma calismasinda mikrogogaltilan siirgiinlerle  kiiltiir
baslatmanin daha iyi oldugu, ortam bakimindan ise WP’de %63.9 oraninda en yiiksek

basar1 elde edildigi ve bunlarda yasama oraninin %94.5 olarak gerceklestigi bildirilmistir.

Pinker (1995), odunsu bitkiler icerisinde yer alan bazi Prunus (sert c¢ekirdekli)
tiirlerinin in vitro siirgiin iiretiminde 1siklanma peryodunun etkisini belirlemek iizere
yapilan ¢alismada 3 farkli 1s1klanma siiresi ( a) 16 saat 151k — 8 saat karanlik, b) 8 saat 151k —
16 saat karanlik, c) 8 saat 151k — 4 saat karanlik — 8 saat 151k — 4 saat karanlik) denenmistir.
Elde ettikleri bulgulara gore, kisa giin kosullarinin (b) ve 6zellikle bir giin igerisinde 2
periyot halinde gecen (c) uygulamasinin siirgiin proliferasyonu, dallanma ve lateral

tomurcuk olusumunu 6nemli oranda tesvik ettigi goriilmiistiir.

Knapp ve ark. (1998), Rosaceae familyas1 icerisine giren meyve agaglarinda in
vitro mikrocogaltim yoluyla virlis belirleme calismasinda kullanilmak {izere {iiretim
yapilmustir. Bu amacla hazirlanan besi ortammin MS’den olustugu, 0.36 mgl”' BAP ve
0.01 mgl' IBA ile desteklendigi bildirilmistir. Baslangic materyali olarak, saglikli

bitkilerden alinan meristem uglari kullanilmistir.
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Druart (1991), erik tiirlerinin 1slahinda ve c¢esit gelistirme calismalarinda in vitro
kiiltiirlerin potansiyeli ile ilgili olarak bir derleme yapilmistir. Saglikli (viriisten ari) ve
hizli bitki iiretimi amaciyla meristem kiiltiiriiniin - 6nemli oldugu, mikrocogaltim
calismalarinin erik ile ilgili olarak yogun bir sekilde yapildig1 ve bir cok c¢esitte
gerceklestirildigini ve bu islem i¢in in vitro elde edilen mikro celiklerin kullanildig:
bildirilmistir. Ayrica bazi in vitro seleksiyon c¢alismalari icin de, Ozelde erik tiiriinde

genelde ise Rosaceae familyasinda biiyiik ilerlemeler kaydedildigi goriisii ortaya ¢ikmustir.

Morini ve ark. (1991), arazi kosullarinda seleksiyon ¢alismasi sonucu elde edilen
bazi erik klonlarinin (Mr. S. 1/4, 1/6, 1/8, 1/3, 1/7, 1/14, 2/3) in vitro ¢ogaltim durumlarini
belirlemek amaciyla yapilan calismada, agaclardan almman 1-1.5 cm uzunlugundaki
sirgiinler kullamilmigtir. Siirgiin u¢larinin (1-1.5 cm) sterilizasyonu i¢in %15 NaOCl
icerisinde 15 dakika bekletilme islemi uygulanmis ve daha sonra 2 defa steril saf suda
calkalanmistir. Modifiye MS besi ortami kullanilarak once 2 hafta siireyle hormonsuz
ortamda On kiiltire alinan ve oradan elde edilen saglikli siirgiinler deneme kapsaminda
kullanilmistir. Besi ortami 0.4 mgl'1 BAP, 0.15 mgl'1 GA3 ve 0.08 mgl'1 IBA ile
desteklenmis ve 2 haftalik periyotlarla 3 altkiiltiir yapilmistir. Elde edilen siirgiinler 3
kategoride (1 cm’den kii¢iik olanlar, 1-2 cm arasinda olanlar, 2 cm’den daha uzun olanlar)
incelenmis ve 45 giinliik kiiltiir periyodundan sonra eksplant basina diisen siirgiin sayisi en
1yi 83.3 adet ile Mr. S. % klonundan elde edilmistir. Ortaya ¢ikan siirgiinlerin koklenmesi
amaciyla besi ortami1 0.5 mgl"' IBA ile desteklenmis ve 25 giin sonra gozlem ve dl¢iimler
yapilmugtir. En iyi koklenme oranlar1 %62.2 — 83.3 arasinda degismis olup, en iyi sonucu
Mr.S. 1/6 klonu verirken; ortalama kok sayis1 bakimindan 4.8 adet kok ile yine ayni klonun

en iyi sonucu verdigi bildirilmistir.

Fortuna ve ark. (1996), mikrocogaltim yoluyla elde edilen erik ve elma
klonlarinin saksiya transferi ve oradan araziye aklimatizasyonu siiresince bazi giibreleme
(fosfor) uygulamalarinin ve mikoriza’nin siirgiin ucu gelisimine olan etkisini incelemek
tizere yapilan calismada; erik (Mr.S.2/5 klonu) ve elma (MM 106) kullanilmistir. Erik
klonunun siirgiin ¢ogaltimi icin MS besi ortami, koklenme ortamina alinan siirgiinler icin
ise ¥4 MS besi ortami ve 0.4 mgl”" IBA kullanilmistir. Kklenme ortamina aktarildiktan 3
hafta sonra Mr.S.2/5’e ait 1-2 cm uzunlugunda 3-5 adet koke sahip bitkiler saksilara

transfer edilmistir. Uygulanan fosfor giibresinin ve mikorizanin bitkilerin hayatta kalma



19

oranini etkilemedigi goriilmiis, ancak 2. aydan itibaren diisiik oranda giibre uygulanan
bitkilerde siirgiin gelisiminin diisiik oldugu tespit edilmistir. Sonucta, fidanlik kosullarinda
siirgiin gelisiminden iyi sonu¢ almak icin Mikorizal uygulamalarin ve giibrelemenin

gerekli oldugu bildirilmistir.

Yancheva (2002), “Stanley” erik ¢esidinin saglik bitkilerinden alinin siirgiinlerin in
vitro kosullarda ¢ogaltilmasiyla ilgili yapilan calismada, MS ve BS5 gibi iki farkli temel
besi ortammin ve TDZ’nin farkli konsantrasyonlart (1.1 — 3.3 — 6.6 mgl") deneme
kapsamina alinmustir. TDZ’nin 1.1 mgl™"’lik konsantrasyonu ile desteklenmis MS besi
ortaminda %100 siirgiin gelisimi tesvik edilmis olup, B5 besi ortaminda 6.6 mgl"' TDZ

kullanilarak ancak %87 oraninda siirgiin gelisiminin oldugu bildirilmistir.

Nowak ve Miczynski (1996), “Wegierka Zwykla” erik c¢esidinin in vitro elde
edilen siirgiinlerinden alman yapraklarin rejenerasyon kapasitesi lizerine TDZ ile
desteklenmis MS besi ortamina 3 farkli sitokininin farkli konsantrasyonlarinin etkisi
incelenmistir. Rejenerasyon bakimindan en uygun kombinasyonun TDZ 1.65 mgl” ve
0.2 rngl'1 2,4 D oldugu tespit edilmistir. TDZ iceren besi ortamini, farkli IBA

konsantrasyonlari ile desteklemenin 6nemli olmadig1 bildirilmistir.

Ambrozic Turk ve ark. (1992), kayisi i¢in anag olarak kullanilabilecek “Bistrica”
erik ekotipinin in vitro kosullarda hizli ¢cogaltim1 i¢cin metot gelistirmek amaciyla yapilan
calismada MS besi ortaminin kullanildigs bildirilmistir. Besi ortami 0.25 mg 1" BAP ve 0.1
mg 1" IBA ile desteklenmis ve bu ortamin en iyi siirgiin proliferasyonunu gerceklestirdigi
tespit edilmistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda besi ortamima 0.1 — 0.05 mg "' GA;
ilave edilmis, fakat hem proliferasyonu hem de siirgiin uzamasim tesvik etmedigi
goriilmiistiir. 2-P ilave edilen ortamda hemen hemen hig proliferasyon goriilmemis, ancak

bu ortamdan c¢ikan siirgiinlerin aklimatizasyondan sonra daha iyi olduklar bildirilmistir.

Gentile ve ark. (2002), Roma Meyvecilik Arastirma Enstitiisii koleksiyon
bahcesinde bulunan 6 yasindaki seftali agaclarn kullamlarak in vitro siirgiin
rejenerasyonunun  gerceklestirilmesi amaciyla yapilan c¢alismada; ‘“Babygold-62,
Yumyeong, San Giorgio, 842 Standard” ¢esitlerinin tomurcuklar1 ve “Chiripa” ¢esidinden
acik tozlamayla elde edilen P16C15’in olgun tohumlarindan olusan siirgiinler baslangic

materyali olarak kullanilmistir. Denemede 3 eksplant tipi kullanilmis olup bunlar; a)
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Tomurcuklarin kiiltiirtiyle elde edilen 3 haftalik siirgiinlerden alinan yapraklar. b) Siirgiin
apeksleri, ¢) Agaclardan alinan siirgiinlerdeki yapraklar. Besi ortami olarak MS ve QL’nin

modifiye halinin kullanildig: bildirilmistir.

Parfitt ve Almehdi (1986), Kaliforniya Universitesi Pomoloji Boliimiindeki 58
adet seftali ve nektarin cesidinin in vitro ¢cogaltimi ve siirgiin gelisiminin belirlenmesi i¢in
AP besi ortami Almehdi ve Parfitt (1986) kullanilarak yapilan calismada; arazi
kosullarinda bulunan 14 yasindaki agaglar materyal kaynagi olmustur. Siirgiin cogaltim
ortami 6 mgl”' BA ve 0.01 mgl'1 IBA ile desteklenmis ve 5 haftalik periyotlarla 6lgtimler
yapilmistir. Taze agirlik, yaprak sayisi, siirgiin uzunlugu ve aksiler siirgiin sayisi gibi
gelisimi belirleyen ol¢iimler tizerinde durulmustur. Biitiin ¢esitlerde yasayan eksplant orani
%90 olmustur. Yapilan calisma ile AP besi ortaminin klonal ¢ogaltim ve siirgiin ucu

kiiltiirleri i¢in seftali ve nektarin cesitleri bakimindan 1yi sonug verdigi bildirilmistir.

Almehdi ve Parfitt (1986), Kaliforniya Universitesi Pomoloji Boliimiindeki seftali
anac¢larindan “Lovell ve Nemaguard”in in vitro ¢ogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada
14 yasindaki agaclardan vejetasyon donemi icinde alinan siirgiinler eksplant olarak
kullanilmistir. 1.5 cm uzunlugundaki siirgiinlerin sterilizasyonu icin %15 NaOClI icerisinde
30 dakika bekleme islemi uygulanmis ve daha sonra 3 defa steril saf suda bekletilerek
sterilantin etkisi giderilmistir. Siirgiin cogaltiminda hormonlardan BA (0-10 mgl™) ve IBA
(0-5 mgl'l) kombinasyonlari, koklenmede ise IBA’min (0 - 9 mgl") konsantrasyonlart
denenmistir. Besi ortamu olarak kendi hazirladiklart AP besi ortamiyla birlikte toplam 10
besi ortami kullanilmis ve biitiin 6zellikler bakimindan en iyi sonucu AP besi ortami
vermistir. Buna gore bu ortam sonuclar1 soyle olmustur; siirgiin uzunlugu (30.9 mm),
yaprak sayisi (18.3 adet) ve taze agirlik (741 mg). Bu sonuca en yakin MS besi ortaminda
ise; siirgiin uzunlugu (19.6 mm), yaprak sayis1 (6.6 adet) ve taze agirlik (338 mg) olarak
tespit edildigi bildirilmistir. Koklenme amaciyla Y2 AP’nin si1vi1 besi ortami hazirlanmis ve
9 mg I"" IBA ile %70 oraninda koklenme elde edilmistir. Koklii bitkilerin aklimatizasyonu

basari ile yapilmis ve %100 yasama orani saglanmastir.

Antonopoulou ve ark. (2005), seftali anac1 olan GF 677 nin in vitro elde edilen
stirgiinlerinin koklenmesi {izerine farkli riboflavin konsantrasyonlarinin (kontrol, 0.5, 1, 1.5
ve 2 mg 1) etkisinin incelendigi calismada; siirgiin ¢ogaltimi icin MS besi ortami

kullanilmistir. Koklenme ortamlarina 1 mgl'1 IBA, 30 gl'1 sukroz ve 6 gl'1 agar ilave



21

edilmistir. Ortamdaki riboflavin konsantrasyonunun artmasiyla birlikte koklenme oraninin
azaldigi goriilmiis, en yiiksek riboflavin konsantrasyonu olan 2 mgl'’de koklenmenin
inhibe oldugu tespit edilmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda siirgiin ucu oliimii
(apikal nekrozis) ve sararmanin (klorozis) meydana geldigi goriilmiistiir. Yine en iyi sonug
hi¢ riboflavin kullanilmayan kontrol grubunda elde edilmis olup, %100 koklenme, 5.6 adet

kok ve 5.19 cm ortalama kok uzunlugunun elde edildigi bildirilmistir.

Fotopoulos ve Sotiropoulos (2004), seftali ve bademe anac olarak kullanilan
GF 677’ye alternatif olarak gelistirilen PR 204-84 anacinin in vitro koklenmesi lizerine
deney tiipii agzin1 ortmek i¢in kullanilan malzeme (parafilm, kaucuk, pamuk, aliiminyum
folyo) ve karbon kaynaklarinin (sukroz, glikoz) etkisiyle ilgili olarak yapilan ¢alismada;
besi ortami olarak 1 mgl™” IBA ile desteklenmis MS kullanilmis ve en yiiksek koklenme
orani, kok sayisi, kok uzunlugu ile koklerin taze ve kuru agirliklart degerlendirilmistir. Her
iki seker tipinde de en yiiksek koklenme orani, ortalama kok sayisi ve kok uzunlugu sukroz

(20 gI'™"), glikoz (16 gI'") konsantrasyonlarindan elde edilmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Farkli seker tiplerinin koklenmeye etkisi.

Seker tipi Konsantrasyon | Koklenme Ortalama kok Kok Uzunlugu
(gl'l) (%) sayisl (mm)
Sukroz 20 100 8.0 14.5
Glikoz 16 100 10.8 19.6

Deney tiiplerinin agzimi 6rtmek icin kullanilan materyallerden en olumsuz ve diisiik
sonug veren pamuk olmustur. Diger materyallerde %100 koklenme elde edilirken, pamukta
%58 koklenme elde edilmistir. Diger parametreler yoniinden de, en diisiik sonucun bu

materyalden elde edildigi bildirilmistir.

Molassiotis ve ark. (2003), GF 677 anacinin in vitro kosullarda iiretilen
sirgiinlerin koklenmesi iizerine Fe-EDDHA (Fe-ethylenediamine-di-(o-hydroxyphenyl)-
acetic acid)’in etkisiyle ilgili olarak yapilan calismada; 30 gl sukroz, 7 gl agar, 0.6 mgl’
BA, 0.2 mgl" GA3 ve 0.05 mgl”" IBA ile desteklenmis MS besi ortamu kullanilmustir.
FeCls, Fe-EDTA ve Fe-EDDHA gibi ii¢ demir formu 3 konsantrasyon olarak (0.002 —
0.005 — 0.01 mgl" Fe) denenmistir. Fe-EDDHA’dan elde edilen sonuglar diger gruplarla
karsilastirildigt zaman en iyi sonucu verdiginin bildirildigi calismada; 0.01 mgl" Fe-
EDDHA serisinde; koklenme orant %100, ortalama kok sayist 7.3, kok uzunlugu ise 3.8

cm olarak gerceklesmistir.
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Manganaris ve ark. (2003), “Armking” nektarin c¢esidinde PPV ve PNRSV
viriisleriyle bulasik bitkilerden farkli donemlerde (dormant tomurcuk, ilkbahar siirgiinleri,
151l islem gormiis siirgiinler) alinan meristemlerin in vitro kiiltiirii yoluyla saglikli (viriisten
ari) bitkilerin c¢ogaltimi amaciyla yapilan calismada 0.8-1.3 mm uzunlugundaki
meristemler kullanilmistir. Siirgiin cogaltim ortaminda 1.8 mgl”' BAP ve 0.14 mgl”' TAA
ile desteklenmis WPM besi ortamindan %38 oraninda rejenerasyon saglanmistir.

Koklenme ortaminda ise 0.4 mgl™ IBA ile destekli ¥2 WPM kullanilmustir.

Hammerschlag ve ark. (1987), 8 seftali cesiti ve 1 adet anacin in vitro siirgiin
cogalimi ve koklenmesi lizerine yaptiklari calismada; bu islemi etkileyen faktorler
belirlenmeye calisiimistir. Siirgiin cogaltim ortaminda 2 mgl” BA ile desteklenmis MS
besi ortaminin iyi oldugu, koklenme ortaminda ise 5 mgl”' TAA — IBA veya NAA ile
desteklenmis %2 MS besi ortami kullantlmustir. En iyi koklenme 5.3 mgl"' NAA bulunan
ortamdan elde edilmistir. Elde edilen kokli bitkilerin aklimatizasyonu sirasinda hig¢ bitki

kayb1 olmadig1 bildirilmistir.

Sotiropoulos ve Fotopoulos (2005), Yunanistan’da seftaliye anag¢ olarak kullanilan
PR 204/84 anacinin in vitro iretimi sirasinda siirgiin uzamasini tesvik etmek icin aktif
komiir, GA; ve BAP’1n etkisini belirlemek iizere bu anagla ilgili yapilan ilk calisma oldugu
belirtilmistir. BAP’1n iki konsantrasyonu (0.01 — 0.06 mgl™) ve bu konsantrasyonlarin
GA3’iin (0—0.01 — 0.1 — 1 mgl™) gibi konsantrasyonlariyla kombinasyonlari incelenmistir.
Ayrica aktif komiiriin de farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi ¢alismanin genelinde
istatistiki bakimdan bir farkhilik kaydedilmedigi, yalmz 0.01 mgl” BAP + 0.01 mgl” GA;
uygulamasindan elde edilen siirgiinlerin daha 1iyi bir goriiniime sahip olduklar

bildirilmistir.

Ahmad ve ark. (2003), GF-677 seftali anacinin mikrocogaltimina besi ortaminin
ve biiylime diizenleyicilerin etkisini arastirmak {izere yapilan calismada; MS ve Anderson
(AND) olmak iizere iki farkli besi ortami, sitokininlerden ise BA’nin (0.3 — 0.6 — 0.9 mgl'l)
3 farkli konsantrasyonu incelenmistir. Siirgiin proliferasyonu, uzamasi ve gelisimi iizerine
en iyi sonucu MS besi ortaminin verdigi, AND besi ortamindaki bitkilerin sarardig,
vitrifiye oldugu ve kiiciik kaldiklar1 goriilmiistiir. En fazla siirgiin sayist 0.6 mgl' BA
serisinde elde edilirken, en yiiksek konsantrasyon olan 0.9 mgl”" BA serisinde siirgiin ucu

Olimiine (apikal nekrozis) rastlanmis ve kallus olusumu gozlenmistir. Elde edilen
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siirgiinlerin koklenmesi asamasinda en iyi sonucu 3 mgl™' IBA ile desteklenmis 2 MS besi
ortami vermistir. [BA’nin 4 mgl'l’lik konsantrasyonunda kok gelisiminin inhibe oldugu ve

kallus meydana geldigi bildirilmistir.

Mante ve ark. (1989), erik ve visnede olgun tohumun, seftalide ise olgunlasmamis
tohumun embriyonik ekseni cikarilmis kisimlarindan bitki rejenerasyonu igin yapilan
calismada; 0 — 0.5 mgl”" IBA ve 1.1 — 2.75 mgl" TDZ ile desteklenmis olan MS besi
ortami kullamlmistir. En yiiksek TDZ konsantrasyonuyla birlikte 0.5 mgl' IBA
kullanildig1 zaman siirgiin rejenerasyonunun tesvik edildigi goriilmiistiir. Elde edilen
sirgiinler 0.5 — 1 mgl"' IBA ile destekli ¥2 MS besi ortaminda koklendirilerek

aklimatizasyon islemleri gerceklestirilmistir.

Pedrotti ve ark. (1994), yabani kirazin in vitro rejenerasyonuyla elde edilen
stirgiinlerin koklenmesi lizerine L-glutamine, L-glutamic asit, L-asparagine ve oksinlerin
etkisiyle ilgili olarak yapilan calismada; 1.1 mgl' IBA ile desteklenmis MS besi ortami

kullanilmustir.

Cizelge 6. Bazi aminoasitlerin kok uzunluguna etkisi.

Kok Uzunlugu (mm)
Aminoasitler Otoklavlamadan Otoklavlamadan
once sonra
L-glutamine (315 mgl™) 9 48
L-glutamic asit (206 mgl™) 16 21
L-asparagine (185 mgl”) 47 47

Boylece bazi aminoasitlerin otoklavlanmasinin 5-oxoproline gibi inhibitor etkisi
gosterdigi, bunun icin L-glutamine’nin otoklavlamadan sonra filtrasyonla ortama verilmesi

gerektigi sonucuna varildigi bildirilmistir (Cizelge 6).

Sauer (1985), “Mazzard” kiraz cesidinin in vitro cogaltimiyla ilgili olarak yapilan
calismada; geng dallardaki lateral tomurcuklardan elde edilen meristemler eksplant olarak
kullanilmustir. Siirgiin gelisimi icin 2 mgl™” BAP ve 0.1 mgl"' NAA ile desteklenen MS besi
ortamindan, koklenme i¢in ise, 2 mgl'1 IAA ile desteklenen 1/3 MS’den faydalanildigi
bildirilmistir.
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Theiler-Hedtrich ve Feucht (1985), visneye anac olarak kullanilan W-10, W-11,
W-12, W-13 ve W-14’tin mikrocogaltimina Kkiiltiir kosullarinin etkisini belirlemek
amaciyla yapilan calismada; lateral tomurcuklardan elde edilen 0.3-0.5 mm
bityiikliigiindeki meristem uglar kullamlmistir. BAP’1in kontrol, 0.01, 0.1 ve 1 mgl’
konsantrasyonlar, 0.1 mgl”' GA; ve 100 mgl™' myo-inositoliin farkli kombinasyonlarinin
etkileri incelenmistir. Ayrica altkiiltiir ¢calismalar siiresince biitiin anac¢ tiplerinde de 4.
altkiiltiire kadar cogaltim oraninin arttigl, bundan sonra periyodik olarak bir diisiis
yasandig bildirilmistir. W-12 anacinin kiiltiir baglatma calismasinda 1 mgl™” BAP + 100
mgl'1 myo-inositol kullanilmis ve %70 oraninda siirgiin ucu gelisimi goriilmiistiir. Diger
anaclarda farkli kombinasyonlar kullanilarak %100’e varan oranlarda siirgiin gelisiminin

kaydedildigi bildirilmistir.

Ozzambak ve Hepaksoy (1997), Alman visnesi olarak da bilinen “Heimanns
Rubinweichsel” c¢esidinin in vitro ¢ogaltimiyla ilgili olarak yapilan calismada; siirgiin ucu
eksplantlarinin ana bitkilerden alinma zamanlar1 incelenmistir. Materyalin sterilizasyonu
icin %2 NaOCI icerisine birka¢ damla tween-20 damlatilarak 20 dakika bekletme islemi
uygulanmis ve daha sonra 3 defa 5’er dakika steril saf suda calkalanmistir. En uygun
zaman ilkbahar olmus ve deney basina diisen siirgiin sayisi 89 olarak gerceklesmistir.
Siirgiin cogaltim icin, 0.5 mgl' BAP ve 0.1 mgl' NAA ile destekli MS besi ortam1
kullanilmis olup, koklenme amaciyla IAA, IBA ve NAA’mn 0.1, 0.2 mgl'1

konsantrasyonlarinin deney kapsamina alindig: bildirilmigtir.

Pruski ve ark. (2005), Kanada’da Bitki Siniflandirma Merkezinde bulunan 10
yasindaki “Mongolian” ve “Nanking” visne cesitlerinin in vitro kiiltiir baslatma, siirgiin
proliferasyonu ve koklenmesi iizerine biiyiime diizenleyicileri ve farkli kombinasyonlarinin
etkisini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada; eksplant olarak kis aylar1 boyunca dormant
tomurcuklar kullanilmistir. Her iki cesit i¢in de aym proliferasyon ortami (2 mgl' BA +
0.1 mgl" NAA) en iyi sonucu verirken; Nanking cherry %37.96, Mongolian cherry
9%45.93 oraninda yasayan kiiltiir elde edilmistir. Koklenme {iizerine NAA ve IBA
kombinasyonunun iyi cevap verdigi goriilmiis ve yine sirasiyla %64 ve %73 oraninda

koklenmenin elde edildigi bildirilmistir.

Grant ve Hammatt (2000), yabani kirazin farkli tiplerinin (1908, 1904, 1905,
1906, 1909, 1912, 1919, 2474, F12/1, Charger) yapraklarindan siirgiin gelisimini saglamak
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icin yapilan calismada; rejenerasyon ortami olarak 0.1 mgl’ NAA ve 1 mgl” TDZ ile
desteklenen WPM kullanilmistir. En iyi sonuglar1 Charger tipi vermis olup, birim yaprak
alanina 0.95 adet siirgiin elde edilmistir. Sonug olarak, bu calisma lizerinde genotipin ¢ok
biiyiik etkiye sahip oldugu ve rejenerasyon basarisini etkileyen en onemli husus oldugu

bildirilmistir.

AL-Sabbagh ve ark. (1999), Sam yakinlarinda dogal sartlarda yetisen 7-8
yasindaki yar1 bodur kiraz anaci olan Maxma-14’{in in vitro cogaltim sistemini gelistirmek
amaciyla yapilan calismada; eksplant olarak nodal (lateral) tomurcuklar ve siirgiin ucu
kullanilmistir. Materyalin sterilizasyonu iki asamal1 olarak gerceklestirilmistir. Ilk asamada
musluk suyu igerisine birka¢ damla tween-20 damlatilmis ve el yikama deterjani ile 10-15
dakika yikanmis; ikinci asamada ise, %0.01 HgCl, ve %0.01 tween-20 bulunduran
solusyon igerisinde 8 dakika bekletilerek islem tamamlandiktan sonra 3 defa steril saf suda
calkalanmigtir. Eksplant kaynagi olarak 7-8 yasindaki agaclardan faydalanilmistir.
Kontaminasyon probleminin araziden alinan eksplantlarda %10 civarinda, alt kiiltiirler
siiresince ise %?2 oldugu, dokularda toksik etki yapan civa kloriiriin etki oraninin %50
oldugu goriilmiistir. BAP ve kinetin konsantrasyonlarmmin proliferasyona etkisi
bakimindan yan siirgiin sayis1 yoniinden en iyi sonucu; 0.1 mgl"' BA ve 0.9 rngl'1 IBA 5.42
olarak vermistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan ise, 0.1 mgl™” kinetin ve 0.4 mgl' IAA
kombinasyonunda 3.3 cm olarak bulunmustur. Elde edilen siirgiinlerin koklenmesiyle ilgili
yapilan ¢ok yonlii deneyde; sivi ortamin agar bulunan ortamdan daha iyi oldugu ve 0.5
rngl'1 IBA ile destekli ¥2 MS’in s1v1 ortaminda kok uzunlugu 6.32 cm, kok sayist 4.85 adet
ve koklenme oraninin %95 olarak tespit edildigi bildirilmistir. Elde edilen koklii bitkilerin

aklimatizasyon islemleri de basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Pruski ve ark (2000), Kanada’da Pearson’s Berry ciftlik bahgesinde bulunan 6
yasindaki “Garrington (Chok-Gar), Mary Liss (Pin-ML) ve Jumping Pound (Pin-JP)” kiraz
cesitlerinin in vitro kiiltiir baglatma, siirgiin proliferasyonu ve koklenmeleriyle ilgili olarak
yapilan c¢alismada; dormant haldeki kis tomurcuklart kullanilmistir. Materyalin
sterilizasyonu icin once 30 dakika siireyle musluk suyunda yikama islemi uygulanmistir.
Daha sonra %1 NaOCl ve %0.1 tween-20 bulunan ¢ozelti icerisinde 10 dakika bekletilmis
ve sonugta 3 defa steril saf su icerisinde calkalanarak sterilantin etkisi giderilmistir. Kiiltiir
baslatma calismalarinda Chok-Gar cesidi 1 mgl”’ BA + 0.08 mgl” IBA kombinasyonunda
yasayan kiiltiir %97 ve rozet bitki sayis1 47 adet olmustur. Pin-ML ¢esidinde 2 rngl'1 BA +
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0.1 mgl'1 IBA’dan %100 yasayan kiiltiir ve 55 adet rozet bitki, Pin-JP ¢esidinde ise 1 mgl™
BA + 0.1 mgl"' IBA kombinasyonunda en iyi sonu¢ alinmis ve %100 yasama oran ile 55
adet rozet bitki elde edilmistir. Mevcut siirgiinlerin koklenmesi icin en iyi sonucu
(IBA/NAA = 2 mgl™” /0.5 mgl™) vermis olup, en iyi koklenme oram %84 olarak tespit

edilmistir.

Grant ve Hammatt (1999), M 9 elma anaci ve F12/1 kiraz anacinin
mikrocogaltimi sirasinda siirgiin ve kok gelisimi {izerine altkiiltiir sayisinin etkisini
belirlemek amaciyla yapilan calismada bagslangic materyali olarak tomurcuklar
kullamlmustir. Siirgiin ¢ogaltimi icin MS besi ortamu kullanilmis, 1 mgl”' BA, 0.1 mgl'1
GA; ve 0.1 mgl’ IBA ile desteklenmistir. Koklenme ortammda 3 mgl' IBA ile
desteklenen MS kullanilmistir. Mevcut genotiplerin siirgiin ve kok iiretimini altkiiltiirde
kaldiklar1 siirenin etkiledigi, ancak alt kiiltir yapma sikliginin bunu etkilemedigi

bildirilmistir.

Pascual ve Marin (2005), Marianna 2624, Myrobolan 605 AD, A-843 ve Adefuel
anaclarimin 1 yash bitkilerinden alinan eksplantlardan bitki rejenerasyonu ve
koklenmesiyle ilgili yapilan calismada 2.4 D’nin etkisi iizerinde durulmustur. Ozellikle s1v
MS besi ortaminda yapilan ¢alismalarda 2,4 D’nin siirgiin ve kok rejenerasyonunu olumlu

bir sekilde etkiledigi goriilmiistiir.

Bhagwat ve Lane (2004), Kanada’da bulunan Pasifik Agri-food Arastirma
Merkezindeki “Sweetheart” ve “Lapins” kiraz c¢esitlerinin yapraklarindan siirgiin
rejenerasyonuyla ilgili yapilan ¢alismada; agaglardan alinan siirgiin uclarinin yaklasik 3
mm uzunlugundaki kismi baglangic eksplanti olarak kullanilmis ve 6 ay siiren altkiiltiir
calismalarin sonunda elde edilen yapraklar kullanilmistir. Baglangic materyalinin
sterilizasyonu igin %10 NaOCl (Javex-5) icerisinde, 10 dakika bekletme islemi
uygulanmistir. Besi ortami olarak WPM’nin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Koklenme
amactyla 0.5 mgl' NAA ile destekli MS besi ortami iyi sonu¢ vermis ve 6 hafta sonra
koklenmeler meydana gelmistir. Ancak aklimatizasyon asamasinda fazla basari elde

edilemedigi ve sonuglarin diisiik oldugu bildirilmistir.

Tang ve ark. (2002), Almanya’da “Burlat”, “Early Burlat”, “Hedelfinger”,

“Napoleon” ve “Schneiders” kiraz cesitleri ile, ‘“Morellenfeuer” ve “Beutal Spacher
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Rexelle” visne cesitlerinin yapraklarindan bitki rejenerasyonuyla ilgili yapilan ¢alismada;
agaclardan alinan lateral tomurcuklar baslangic eksplanti olarak kullanilmistir. Genel
olarak 2 mgl”" BAP ve 0.5-1 mgl” NAA ile destekli WPM besi ortamu siirgiin gelisimi icin
en iyi ortam olarak bulunmustur. Daha sonra buradan elde edilen siirgiinlerdeki yapraklar
deneyin materyalini olusturmustur. Deney sonucunda ortaya c¢ikan siirgiinlerin
koklenmesinde 2 mgl™' IBA veya NAA (cesitlere gore degismis) ile destekli %2 MS besi
ortam1 kullanilmis olup, %65-92 arasinda koklenme elde edilmistir. Koklenmeye aktarilan

bitkilere karanlik periyot uygulamasinin etkili olmadigi bildirilmistir.

Matt ve Jehle (2005), Almanya Oppenheim Arastirma Istasyonunda bulunan
“Starking Hardy Giant”, Schneiders”, “Kordia”, “Sweetheart” ve “Regina” kiraz cesitlerine
ait 1 yasindaki agaclardan alinan internod ve yaprak eksplantlarindan bitki rejenerasyonu
icin; besi ortami, karbon kaynagi, hormonlarin tipi ve farkli konsantrasyonlari, etilen
inhibitorleri ve fotoperiyodun etkisi tizerine yapilan ¢alismada; viriisten ari bir yasindaki
fidanlardan alinan dormant tomurcuklar kullanilmistir. Materyalin sterilizasyonu iki
asamada gerceklestirilmis olup; ilk asamada %1.5 Benomyl igerisinde 10 dakika
bekletilmis, ikinci asamada %10 CaOCl i¢inde 20 dakika bekletildikten sonra 3 defa 5’er
dakika steril saf suda calkalanmustir. Siirgiin cogaltimi icin 1 mgl”" BAP ile destekli QL
besi ortamina ekim yapilmustir. Internod ve yapraklardan rejenerasyon sonucu elde edilen
siirgiinlerin koklenmesi amaciyla 170 mgl”" TAA iceren sulu ortamda karanlik kosullarda
bekletildikten sonra hormon icermeyen %2 MS besi ortaminda 8 hafta sonra koklenme elde

edilmistir. Koklenme oranlarinin %50-88 arasinda degistigi bildirilmistir.

Petrevica ve Bite (2003), Moskova’da Bahge Bitkileri Arastirma Istasyonu
blinyesinde bulunan “Tamaris”, ‘“Sokoladnica”, “Desertnaja Morozovoi” ve
“Bulatnikovskaja” adli visne cesitlerinin in vitro proliferasyonuna kisa siireli sogukta
muhafazanin etkisini incelemek iizere yapilan calismada; baslangic materyali olarak 8-10
yasindaki agac¢lardan alinan apikal ve lateral tomurcuklardaki meristemler kullanilmustir.
Meristemlerden siirgiin iiretimi icin 0.5 mgl" BA ve 0.2 mgl" GA; ile destekli MS besi
ortami; buradan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonu i¢in 1 mgl™" BA, 0.5 mgl™" IAA ve
0.3 mgl" GA; ile desteklenen MS besi ortami kullanilmugtir. Koklenme amaciyla 0.1 mgl™!
NAA ile destekli MS’ten faydalanilmistir. Proliferasyon sonucu elde edilen siirgiin
uzunluklar1 11.00 — 16.40 mm arasinda, koklenme oram1 %56-95 arasinda, ortalama kok

sayist 2.1-3.0 arasinda, kok uzunlugu 51.2 — 67.1 mm arasinda degismistir.
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Aklimatizasyonu saglanan bitkilerde ise, cesitlere gore %89-100 arasinda degisen

sonuglarin elde edildigi bildirilmistir.

Dradi ve ark. (1996), 11 farkli mahleb ekotipinin ve anag¢ olarak kullanilan 2 kiraz
cesidinin in vitro cogaltimin1 hizlandirmak ve ticari olarak bir sistem gelistirmek amaciyla
yapilan calismada; baslangic eksplanti olarak 2 mm uzunlugundaki tomurcuk uglar
kullanilmustir. Baslangic besi ortaminda 0.5 mgl”" BAP, 0.5 mgl”" GA; ve 0.01 mgl”' NAA
ile destekli SH (Schenk and Hildebrandt, 1972) makrobesin maddeleri ve MS mikrobesin
maddeleri ve vitaminler kullanilmistir. Proliferasyon orani kullanilan ekotip ve ortam
bilesenlerine gore 1 — 4.5 arasinda degismis olup, kalite ve kantite yoniinden iyi siirgiin
tiretimi i¢in 1 — 2 hatta 4 farkli besi ortaminin farkli kombinasyonlar1 bir arada
kullanilmistir. Koklenme ortaminda kullanilan IBA konsantrasyonlar1 ekotipe gore 0.8 —
3.0 mgl™' arasinda degismis olup, iyi sonuclar alindig1 gériilmiistiir. Her bir ekotip icin en
yiikksek koklenme orani %50 olarak bulunmus ve bu oranin artmasinin kaliteli siirgiin ile

ilgili oldugu bildirilmistir.

Borkowska (1985), “Schatenmorello” visne cesidinin mikrocogaltimiyla ilgili
olarak yapilan calismada; vejetasyon donemindeki aktif olarak gelisen siirgiin uglart
baslangic eksplant1 olarak kullanilmistir. Materyalin sterilizasyonu %0.1 HgCl, icerisinde
10 dakika bekletilerek gerceklestirilmis ve daha sonra 3 defa steril saf su igerisinde
calkalanmigtir. Siirgiin proliferasyonu icin 1 mgl'1 BA, 0.1 mgl"' NAA ve 0.1 mgl'1 GA;ile
destekli MS besi ortami; siirgiinlerin kdklenmesi i¢in ise IBA destekli MS besi ortami
kullamilmistir. Kiiltiirde gecen siirenin 5. haftaya kadar iyi gittigi, fakat bundan sonra
yapraklarda sararma ve dokiilmenin gozlendigi, bu siireye kadar biitiin gozlemlerin ¢ok iyi
oldugu bildirilmistir. Koklenmeye aktarilan siirgiinlerin 8. hafta sonunda oldigii ve
yaklasik %4-7 bitkinin hayatta kaldigi ancak, bunlarin aklimatizasyon islemi
yapilabilmistir. Bu grup bitkiler icerisinde ise %85-90 oraninda bitkinin hayatta kaldigi
goriilmiistiir.

Ozzambak ve Hepaksoy (1997a), “Heimanns Rubinweichsel” visne cesidinin in
vitro proliferasyonuyla ilgili yapilan ¢aligmada; baslangi¢c materyali olarak siirgiin ucu
kullanilmistir. Dort farkli sezondan (ilkbahar — Yaz — Sonbahar — Kis) en iyi sonucu
ilkbahar mevsiminde vermistir. Kiiltiir baslatma ¢alismalarinda 0.5 mgl” BAP ve 0.1 mgl™
NAA ile destekli MS besi ortami; altkiiltiirler siiresince siirgiin ¢ogaltimi icin ise 1.0 — 1.5

mgl'1 BAP destekli MS kullanildig: bildirilmistir.
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Ozzambak ve Hepaksoy (1997b), “Heimanns Rubinweichsel” visne cesidinin in
vitrodan elde edilen siirgiinlerinin koklenmesi ve aklimatizasyonuyla ilgili yapilan
calismada; 1, 2, 2.5 ve 4 mgl'l’lik IAA, IBA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlar1 ¥2 MS
besi ortaminda denenmistir. Elde edilen koklenme sonuglar1 bakimindan oksinler arasinda
pek bir farklihik goriilmemis; IAA (%78.8), IBA (%74.3) ve NAA (%79.2) olarak
kaydedilmistir.

Vasar (2003), “Kristiina” kiraz ¢esidinin in vitro olarak elde edilen siirgiinlerin in
vitro disinda koklenmesi ve aklimatizasyonu iizerine askorbik ve sitrik asitin etkisini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada; siirgiin iiretimi i¢in 1 mgl’ BA, 0.1 mgl" IBA
destekli MS besi ortami kullanilmistir. 20-30 mm uzunlugundaki siirgiinler koklenme

ortamina aktarilmistir.

Gebhardt (1985), “Schattenmorello” vigne ¢esidinin siirgiin ucu kiiltiirleri yoluyla
elde edilen siirgiinlerinin koklenmesi iizerine oksinlerin etkisini belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada; baslangic eksplanti olarak 0.1 — 0.5 mm uzunlugundaki siirgiin uglar
kullamlmustir. Proliferasyon islemi icin 1 mgl™” BA ile destekli MS besi ortami; koklenme
icin ise 1 mgl' IBA iceren ve icermeyen MS besi ortam: karsilastirilmak iizere
denenmistir. IBA’in 200 ppm (200 mgl™) konsantrasyonunda 3 dakika bekletildikten sonra
hormonsuz besi ortamina ekim iglemi yapilan koklenme deneyinden en iyi sonug¢ alinmig
olup, 21 giin sonra eksplant basina kok sayisi 4.11 adet (2 mm’den biiyiik) olarak
gerceklestigi bildirilmistir.

Schmidt ve Ketzel (1996), kiraz 1islahinda in vitro Kkiiltiir tekniklerinin
gerekliliginden yola c¢ikilarak yapilan calismada; farkli kiraz cesitlerine ait
kombinasyonlar1 igerisinden bazi hibrit tohumlar elde edilerek bunlara ait olgun tohumlarin
in vitroda c¢imlendirilmesi sonucu, bitki iiretimi gerceklestirilmeye calisilmistir. Dis sert
kabugu kirilarak 2 mgl’ BA ve 1 mgl' IAA ile destekli MS besi ortamina ekilen
tohumlardan ilk siirgiinler 2 hafta sonra meydana gelmistir. Siirgiin uzamasi i¢in 0.5 mgl™
BA ve 0.1 rngl'1 NAA ile destekli MS besi ortamina aktarilan siirgiinler, bundan 3-4 hafta
sonra koklenme icin 0.5 mgl' NAA ile destekli ¥+ MS besi ortamina aktarilmustir.
Kullanilan tohumlardaki olgunlasma oraninin yiiksek olmasi nispetinde rejenerasyon

oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir.
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Hammatt ve Grant (1997), “Charger” ve “F 12/1” yabani kiraz cesitlerinin
mikrocogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada; baslangic materyali olarak siirgiin ucu
kullanilmistir. Materyalin sterilizasyonu i¢in %10 NaOCl icerisinde 10 dakika bekletme
isleminden sonra birkac defa steril saf su icerisinde ¢alkalanmistir. Charger ¢esidi icin alt
kiiltiirler siiresince 162.14 mg floroglukinol, 0.5 mgl™" BA ve 0.1 mgl'1 IBA ile destekli MS
besi ortami; F 12/1 ¢esidi i¢in 1 mgl'1 BA, 0.1 mgl” IBA ve 0.1 mgl"' GA; ile destekli MS
besi ortamindan faydalanilmistir. Her iki c¢esitten elde edilen siirgiinlerin koklenmesi icin
3 mgl’ IBA ile destekli MS besi ortami temel olmak iizere 0.1 mgl” floroglukinol
kullanilan ve kullanilmayan ortamlar iizerinde durulmustur. Koklenme ortamlarinda
floroglukinol’un gerekli oldugunun sonucuna varilan c¢alisma ile elde edilen kokli

bitkilerin tamamina yakininin aklimatizasyon isleminin saglandigi bildirilmistir.

Cerovic ve Ruzic (1987), Yugoslavya’nin vigne iiretiminde onde gelen ¢esidi olan
“Sumadinka’nin mikrogogaltimi i¢in bir metot gelistirmek amaciyla yapilan caligmada;
1-2 mm uzunlugundaki siirgiin uclar1 kullanilmistir. En iyi proliferasyon ortaminin 0.5
mgl” BAP, 0.1 mgl” IBA ve 0.1 mgl” GA; ile destekli MS besi ortami oldugu; 0.5 mgl”
BAP + 0.1 mgl" NAA + 0.1 mgl" GA; veya 1 mgl" BAP + 0.1 mgl' NAA + 0.1 mgl”
GA; ortamlarinin da iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Elde edilen siirgiinlerin kdklenmesi
icin yapilan calismalarda ise siirgiinler once 1 mgl”' IBA ile destekli ¥4 MS besi ortaminda
10 giin bekletilmis, daha sonra hormonsuz ortama aktarilarak %88 oraninda koklenme elde
edilmistir. Koklenen bitkilerin aklimatizasyonunda ise %90 oraninda basarinin elde

edildigi bildirilmistir.

Hokanson ve Pooler (2000), sekiz farkli siis kirazinin olgun tohumlarindan siirgiin
rejenerasyonu ve kallus olusumu icin yapilan ¢alismada; cimlenme durumlart ve farklh
hormon kombinasyonlarinin ¢imlenmeye etkisi iizerinde durulmustur. Siirgiin olusturma
oranlan cesitlere gore farklilik gostermis olup, %5 — 50 arasinda gerceklesmistir. Ancak

bazi cesitlerde siirgiin olusumunun hi¢ goriilmedigi bildirilmistir.

Espinosa ve ark. (2006), tarafindan siyah kirazin (Prunus serotina) in vitro
kiiltiirleri yoluyla siirgiin rejenerasyonu ve elde edilen siirgiinlerin koklenmesi iizerine
yapilan calismada; baslangi¢c materyali olarak 1 yash ¢ogiirlerden alinan ve nodal (lateral)
tomurcuk bulunduran 2-3 cm uzunlugundaki dal parcalar1 kullanilmistir. Bu bitki

kisimlarinin sterilizasyonu yapildiktan sonra 1 mgl'1 BA, 0.1 mgl"' IBA ve 0.1 mgl" GA3
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ile destekli MS besi ortamina ekilmistir. Bu ortamda tomurcuk patladiktan ve 1-2 cm
uzunlugunda siirgiin olustuktan sonra diger calismalarda kullanilir hale gelmistir.
Rejenerasyon orani en vyiiksek %41.6 olarak 0.3 mgl' NAA + 1.5 mgl' TDZ
kombinasyonundan elde edilirken, ortalama siirgiin sayisinin 4.13 olarak yine bu

kombinasyondan bulundugu bildirilmistir.

Aka-Kacar ve ark. (2001), “Damil, Edabriz, Gisel-AS ve Maxma” gibi kiraz
anacglarinin in vitro ¢ogaltilmasi amaciyla besi ortaminda kullanilan degisik katilastirici
maddelerin (agar, agargel, phytagel) ve farkli pH seviyelerinin (5 — 5.7 — 6.2) belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢calismada; aktif biiylime doneminde bitkilerden alinan siirgiin uglar (0.5
— 1.0 mm) baslangi¢c materyali olarak kullanilmistir. Siirgiin gelisimi ve ¢ogaltim1 amaciyla
1 mgl” BA ile desteklenen MS besi ortamindan faydalanilmustir. Biitiin anaglardan alinan
ortalama sonuglara gore; kardes bitki sayis1 (5.8 adet/bitki) ile agargel’den, siirgiin
uzunlugu bakimindan ise 2.5 cm’lik siirgiinlerin phytagel’den elde edildigi bildirilmistir.
pH seviyeleri bakimindan sadece kardes bitki sayisi bakimindan 6nemli bir farklilik

kaydedilmis ve en iyi sonu¢ pH 6.2°de elde edilmis olup, 3.6 adet/bitki gelismistir.

Siiliisoglu ve Celik (2001), sart ve kara idris (P.mahaleb L.) anaglarinin
mikrocogaltimi amaciyla farkli besi ortamlarinin (MS, WPM) ve hormon dozlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan calismada; agaclardan alinan siirgiin uglar1 kullanilmistir.
Her iki anag icin de alt kiiltiirler siiresine siirgiin gelisimini olumsuz etkiledigi icin WPM
kullanilmamustir. Sar1 idris i¢in olusturulan hormon kombinasyonlarindan 1 mgl'1 BAP +
0.5 mgl”' IBA’da yasama oram %93.3, proliferasyon %86.7 ve siirgiin sayis1 1.6 adet
olarak belirlenmistir. Kara idris icin olusturulan kombinasyonlarindan 2 mgl” BAP + 0.1
mgl” IBA veya 0.5 mgl" IBA’da yasama oram %100, proliferasyon %93.3 ve siirgiin
sayist 1.6 adet olarak belirlendigi bildirilmistir.

Fidana ve ark. (2001), Yalova Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’ne
ait Koleksiyon bahgesinde yer alan 3 yasindaki “Gisela-5, Maxma-14 ve Tabel/Edabriz”
gibi kiraz ve visne klon anaclarinin in vitro hizli ¢ogaltim tekniklerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan calismada; siirgiin ucu ve nodal tomurcuklar baslangi¢c materyali olarak
kullanilmustir. Kiiltiir baslatma ortaminda; 0.5 — 1.0 mgl”" BAP + 0.1 mgl” IBA (NAA) +
0.1 mgl" GA; ile destekli MS besi ortamindan faydalamlarak deneyleri baslatabilecek

materyal elde edilmeye calisilmistir. Eksplant alma zamam i¢in nisan sonundan haziran
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basmna kadar olan siire en iyi donem olarak tespit edilmistir. BAP konsantrasyonu
bakimindan en iyi sonug 1 mgl'1 BA’dan 9 bitki/siirgiin elde edilmistir. Koklenme
ortaminda 1 mgl™ IBA ile destekli ¥2 MS besi ortaminda ortalama kok sayist 12, kok
uzunlugu 3.8 cm ve %100 koklenme orami goriilmistiir. Gisela-5 ve Maxma-14
anaclarinda kiiltiir baslatmay1 takib eden zamanda vitrifikasyon (camlagsma) meydana
gelmis ve tekrar kiiltiir baslatma gerektirdigi icin calismanin seyri degismis ve sadece

Tabel anacinin verilerinin kaydedildigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Bu arastirma, Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Biyoteknoloji Laboratuvari ve Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Bitki Biyoteknoloji
Laboratuvarinda 2003-2006 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada, materyal olarak
“Hacihaliloglu” kayis1 cesidinin olgun tohumlart ve meyve veren agaglarindan (15
yasinda) aliman nodal tomurcuk ve siirgiin uclart kullamlmistir. Calismada kullanilan
materyallerin tamam1 Malatya Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir.
3.1.1. Calismada Kullanilan Eksplant Tipleri

In vitro ¢aligmalarda kullanilan materyal tiplerini asagidaki gibi siniflandirabiliriz:

Tohum: Kayis1 agacinin iizerindeki meyveler olgunlasip toplandiktan sonra,
cekirdegin meyve etinden ayrilmasiyla birlikte, golge bir yerde kurutulmasi sonucu elde
edilen materyaldir.

Siirgiin Ucu: Vejetasyon doneminin baglamasindan sonra (mart ayr sonundan
itibaren) agaclardan alinan 1-2 cm uzunlugundaki bitkisel materyaldir.

Nodal (Lateral) Tomurcuk: Vejetasyon donemi igerisinde gelisen, 1 yasindaki

siirglinler tizerinde bulunan tomurcuklardir (Resim 1).

3.2. Metot
3.2.1. Kiiltiir Ortamimin ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi
3.2.1.1. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Calismalarimizda besi ortami olarak (Murashige ve Skoog, 1962) tarafindan
onerilen temel MS besi ortami modifiye edilerek kullanilmistir. Tiim caligmalarda besi
ortami 6.3 gl agar ile desteklenmistir. Calismada, kullanilan besi ortamlarina ait stok
cozeltilerin hazirlanmasi ve Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin konsantrasyonlariyla ilgili
bilgiler asagida verilmistir.

MS (makro elementler) Ana Soliisyonu

NH4NO; 165¢g
KNO; 190¢g
CaCl,.2H,0 44 ¢
MgS0O4.7H,O 37¢g
KH,PO4 1.7¢g

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.



Resim 1. Calismalarda kullanilan materyallerin ilk ekim hali a) Siirgiin ucu
(‘bar: 10 mm), b) Nodal tomurcuk (bar: 7.9 mm), ¢) Tohum
(bar: 8.3 mm).

34



MS Mikro-1 Elementler Ana Soliisyonu
H;BO;

MnS0,4.4H,0

ZnS0,4.7H,0

KI

Na,MoO42H,0

Steril saf su

MS Mikro-2 Elementler Ana Soliisyonu

CUSO4 . 5H20
COCIQ. 6H20

Steril saf su

Kompleks Kelator Ana Soliisyonu

FeSO4.7H,O
Na,EDTA

Steril saf su

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu
Nikotinik Asit

Glisin

Piridoksin HCI

Steril saf su

B,Vitamini Ana Soliisyonu
Tiamin HCI

Steril saf su

myo-inositol
myo-inositol

Steril saf su

620 mg
2230 mg
860 mg
83 mg
25 mg

1000 ml’ye tamamlanir.

Smg
Smg

200 ml’ye tamamlanir.

278 ¢g
373 g

1000 ml’ye tamamlanir.

50 mg
200 mg

50 mg

100 ml’ye tamamlanir.

10 mg

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg

1000 ml’ye tamamlanir.
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BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu

BAP
IN HC1

Steril saf su

100 mg
2-3ml

100 ml’ye tamamlanir.

NAA (o-Naftalenasetik asit) Ana Soliisyonu

NAA
% 95 lik Etil Alkol

Steril saf su

IAA (indolasetikasit) Ana Soliisyonu

TIAA
% 95 lik Etil Alkol

Steril saf su

IBA (3-Indolbutirik asit) Ana Soliisyonu

IBA
% 95 lik Etil Alkol

Steril saf su

100 mg
3-5ml

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg
5-10 ml

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg
3-5 ml

100 ml’ye tamamlanir.

2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) Ana Soliisyonu

2,4-D
% 95 lik Etil Alkol

Cizelge 7. Temel MS Besi Ortaminin icerigi.

100 mg

100 ml’ye tamamlanir.

Agar 63¢g

Sukroz 30g

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 ml

MS mikroelementler-1 10 ml

MS mikroelementler-2 1 ml
Komplex kelator 10 ml

Vitamin karigimi 1 ml
myo-inositol 10 ml

B, vitamini ana soliisyonu 1 ml

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir
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Kinetin Ana Soliisyonu
Kinetin 100 mg

Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

Besi ortami bilesenlerinin ve biiyiime diizenleyicilerinin se¢imi; tiirlerin kiiltiire
bagsaril1 bir sekilde alinmasi ve rejenerasyon sistemlerinin optimize edilmesi bakimindan
son derece dnemli faktorlerdir.

Kullanilan tiim maddeler mgl™ ve/veya agirlik/hacim ile ifade edildi. Bir litrelik
standart MS besi ortami1 hazirlamak icin 1 litrelik erlanmayer icerisine 500 ml steril saf su
birakildi. Daha sonra belirtilen miktarda sukroz eklendi. Bu islemi sirasiyla Cizelge 7°de
verilen ortam bilesenlerinin, belirtilen konsantrasyonlarda erlenmayer igine aktarilmasi
izledi. Her maddenin ilave edilmesinden sonra ¢okmeyi onlemek amaciyla, hazirlanan
soliisyon birka¢ dakika calkalandi. Ortam i¢in gerekli olan bu bilesenlerin eklenmesinden
sonra, tiim bu karigim steril saf su ile 1 litreye tamamlandi. Daha sonra amaca gore; 250 ml
ya da 500 ml’lik erlenmayerlere aktarildi. Yapilacak deneyin amacina uygun olarak, bitki
biiylime diizenleyiciler eklendikten sonra, pH 5.7-5.8’e ayarlandi (0.1 M NaOH ve 0.1 M
HCl1 ile). Ortamin katilastirilmast icin agar eklendi. Hazirlanan besi ortaminin
sterilizasyonu; 1 atmosfer basincta 121 °C’de 25 dakika siire ile, ya da besi ortaminin
miktarina gore bu siire azaltilarak ya da arttirilarak otoklavda bekletilmek suretiyle
gerceklestirildi. Sterilizasyonu yapilan besi ortami, ropikaj odasinda (transfer odasi) steril
kabin icerisinde Magenta GA-7 kiiltiir kab1 ya da kiiciik cam siselere (Pasabahge-210 ml)
40-50 ml olarak paylastirildi. Besi ortami soguyup katilastiktan sonra deney kapsaminda
hazirlanan eksplantlarin ekim islemi yapildi. Kapaklarinin etrafi parafilm ile sarilan kiiltiir

kaplar1 ya da siseler daha sonra biiylime odasina alindi.

3.2.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyiciler icin Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerine (BBD) ait stok c¢ozeltilerin hazirlanmasi icin,
ihtiya¢ duyulan miktarlar tartildi. Stok cozeltiler genellikle mg/ml konsantrasyonlarinda
hazirlandi. Tarttmdan sonra 50 ya da 100 ml steril balon jojelere aktarildi. Her madde 5-10
ml kadar 1 M KOH (TDZ, NAA), yada 1 M HCI (BAP, K, TDZ) i¢inde kiiciik magnetik
karistiricilarla birlikte ¢cozdiiriildii. Baz1 maddeler ise (IBA, 2-4 D) alkolde eritildi. Eritilen
BBD steril saf suyla 50 ml ya da 100 ml’ye tamamlandi. Her maddeyi ekledikten sonra

kiiciik magnetik karistirict yardimiyla ¢ozelti homojen bir sekilde karistirildi.
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Bazi hormonlar (IAA ve IBA) sicakta bozulacagi icin filtre ile sterilize edildikten
sonra besi ortamina ilave edildi. Biiyiime maddelerine ait stok c¢ozeltiler buzdolabinda

4°C’de sakland ve rutin bir sekilde, ii¢ haftalik periyotlarla taze olarak hazirland.

3.2.2. Sterilizasyon Teknikleri

Calismada kullanilan materyale ait tomurcuk, siirgiin ucu ve tohumlarin in vitro
kosullarda herhangi bir kaynaktan olabilecek enfeksiyonunu engellemek ve
kontaminasyondan kaginmak igin, baslangic materyallerinin yami sira; besi ortami,
kullanilan alet ve kiiltiir kaplarinin tamamen steril sartlar altinda hazirlanip kullanilmasi
son derece onemlidir.

Bu nedenle sterilize edilecek materyaller icin, en iyi yiizey sterilizasyon tekniginin
gelistirilmesi ~ gereklidir. Bununla birlikte, gelistirilen bu metodun, tiim bu
mikroorganizmalar1 uzaklastiracak, kullanilan materyalin sistemine zarar vermeyecek
uygun bir metod olmas1 gerekmektedir.

In vitro calismalar sirasinda izlenen sterilizasyon teknikleri agsagida tamimlanmistir.

3.2.2.1. Filtrasyon ile Sterilizasyon

IAA, IBA, Zeatin, GA3 gibi sicakta bozulan BBD’lerin sterilizasyonu ig¢in
mikrofiltrasyon kullanilmaktadir. Belirtilen maddelerden calismamiz siiresince yalnizca
IAA ve IBA’dan faydalanmilmistir. Bu amagla Steril Acrodisc (0.2 pm) mikrofiltre

kullanilmistir.

3.2.2.2. Pamuk ve Filtre Kagitlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Kullanilacak pamuklar, iki kat ambalaj kagidina sarilip, etiivde 180 °C’de 2 saat
siireyle sterilizasyona tabi tutuldu. Kiiltiir islemleri sirasinda kullanilacak olan pens ve
bistiirilerin steril kabin icerisinde muhafazas1 ve iizerlerinde bitki parcalarinin kesilmesi
amaciyla iki ayn ebatta hazirlanan filtre kagitlari, iki kat ambalaj kagidina sarilarak; etiivde

ayni sekilde sterilize edildi.

3.2.2.3. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (kiiltiir sisesi, tiip, erlen, meziir, balon joje, pipet vb.) sadece sicak
su kullanilarak firca yardimiyla temizlendi. Daha sonra {i¢ defa saf sudan gecirilerek
180 °C’de etiivde 1 saat bekletilmek suretiyle kurutuldu. Tamamen kurumus olan tiiplerin

agzi1 steril pamuklar ile kapatilip, ambalaj kagitlar ile iki kat sarildiktan sonra, etiivde 180
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°C’de 2 saat siire ile sterilize edildi. Kullanilacak olan Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 ve cam
kiiltiir sigeleri ise, aliminyum folyo ile sarilarak 121 °C’de, 1 atm. basin¢ altinda, 25

dakika siire ile otoklavda sterilize edildi.

3.2.2.4. Pens ve Bistiirilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Pens ve bistiiriler %9611k etil alkol ile temizlendikten sonra 10’lu gruplar halinde
aliiminyum folyolara sarilarak, 300 °C’lik bir kuru hava sterilizatoriinde 30 dakika siire ile

sterilize edildi.

3.2.2.5. Ropikaj Odasimin Hazirlanmas ve Sterilizasyonu

Ropikaj odasinda; genel olarak bir ultraviyole lambasi, materyal ekim iglemlerinin
gerceklestirilecegi steril bir kabin ve kabin icerisinde bunzen beki bulunmaktadir. Ropikaj
odasina girilmeden 1 giin Once; steril kabin i¢i ve dis ylizeyi %96’lik alkol ile
temizlenerek, odanin kapi, raf, taban vs. gibi yerleri, seyreltilmis sodyum hipoklorit

(NaOCl) ile silindi.

3.2.3. Kiiltiir Sartlar1 (Biiyiime Odasi)

Kiiltiir odast 40 um m™ s yogunluktaki 1stk siddetine sahip olup, ortam sicakligini
25+2 °C’de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi (klima ve termostat) bulunmaktadir.
Materyale uygulanacak fotoperiyot; bir zaman ayarlayici ile 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik olacak bicimde ayarlandi. Bu sekilde hazirlanmis ortamda, kiiltiirlerin gelismesi

icin gerekli optimum kosullar saglandi.

3.2.4. Aklimatizasyon Sartlar1 (Adaptasyon Odasi)

Calismalar sonucunda elde edilen ve biiyiime odasindan cikarilan koklii bitkilerin
arazi kosullarina uyumunu saglamak amaciyla kullanilan aklimatizasyon odasinin bir
cephesi tamamen cam olup, giin 151811 oldugu gibi almaktadir. Ayrica rafli bir tezgah
sistemi bulunmakta ve bitkilerin giin 1s18indan daha iyi faydalanmalar1 saglanmaktadir.

Sicakligin daha iyi kontrol altina alinabilmesi i¢in bir klima da bulunmaktadir.

3.2.5. Arastirmada Kullanilan Yontemler
Bu bolimde genel olarak yontemler tanimlanmis ve tekrari 6nlemek amaciyla

caligmalar ana basliklar halinde verilerek, ¢calismayla ilgili kisa bir 6zet ¢ikarilmistir.
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Tez caligmasi kapsaminda yapilan tiim arastirmalar 5 ana baglik altinda yiirtitiilmiis
olup, bunlar1 s6yle siralamak miimkiindiir;

a) Sterilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi caligmalari,

b) Kiiltiir baslatma calismalari,

¢) Siirgiin proliferasyon ¢alismalari,

d) Koklendirme ¢aligmalart,

e) Aklimatizasyon (adaptasyon) ¢aligsmalar1

3.2.6. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Calismalari

Arastirma kapsamindaki sterilizasyon calismalarinda, %53 NaOCI iceren (Axion)
ticari sterilanta yer verilmistir. Tiim sterilizasyon islemleri ropikaj odasinda yapilmis olup,
calismalarda genellikle cam deney tiipleri kullamlmistir. Standart MS besi ortamina 30 gl
sukroz ve 6.3 gl'1 agar ilave edilerek, BBD’siz olarak hazirlanmistir. Ekim yapilan kiiltiir
kaplar1 Boliim 3.2.3.’te belirtilen biiyiime odasinda gelismeye birakilmistir.

Tiim sterilizasyon ¢alismalarinda yapilan gozlemler ve alinan ol¢iimler soyledir;

Enfekte olan Kkiiltiir (% ); kiiltiirlerin gelismeleri dikkate alinarak 28 giinliik kiiltiir
sonunda, enfekte olan kiiltiir sayisinin tiim kiiltiirlere oran1 hesaplanarak yiizde olarak ifade

edilmistir.

Cimlenen tohum (%); olgun kayist tohumlarinin 28 giinliik kiiltiirii sonunda,

cimlenen tohum sayisinin, tiim tohumlara orani hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Gelisen Kkiiltiir (% ); kiiltiiriin 28. giiniine kadar enfekte olmadan gelisen kiiltiir

sayisinin, tiim kiiltiirlere oran1 hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Asir steril kiiltiir (% ); kiiltiirtin 28. giiniine kadar herhangi bir gelisme olmayip,
kahverengileserek bozulan kiiltiir sayisinin, tiim kiiltiir sayisina oram1 hesaplanarak yiizde

olarak ifade edilmistir.

Sterilizasyon caligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmistir.
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3.2.6.1. Kayis1 Tohumlarimin Sterilizasyonu
3.2.6.1.1. Kayis1 Tohumlarimin Sterilizasyonuna NaOCP’nin Farkh

Konsantrasyonlarimin Etkisi
Bu deneyde “Hacthalilogly” kayist tohumlarinin sterilizasyonu ve in vitro
cimlenmesi tizerine NaOCl’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. Endokarpi
cekicle kirilarak hazirlanmis kayisi tohumlarn yiizey sterilizasyonundan 6nce 3-5 dakika
steril saf suda yikandiktan sonra %70’lik alkol icerisinde 40 sn’lik bir On sterilizasyona
tabi tutuldu. Daha sonra NaOCl'nin %5, 10, 15 ve 20’lik konsantrasyonlarindan
hazirlanmis soliisyonlar icerisinde bir kontrol grubuyla birlikte 30 dakika calkalandilar.
Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar, her tekrarda 5 dakika olmak iizere 5 defa steril saf su
icerisinde calkalanarak sterilantin etkisi giderildi. Tohum iizerindeki testanin soyulmasini
kolaylastirmak i¢in 1 saat siireyle steril saf suda bekletildi. Steril kabin igerisine alinan
tohumlarin testasi uzaklastirildiktan sonra, kurutma kagidi iizerinde kurutularak hormonsuz

MS besi ortaminda kiiltiire alindi.

3.2.6.1.2. Kayis1 Tohumlarmin Sterilizasyonuna %S5’lik NaOCl’te Farkhh Bekletme
Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde “Hacthalilogly” kayist tohumlarinin sterilizasyonu ve in vitro
cimlenmesi iizerine NaOCI'nin farkli  bekletme siirelerindeki etkisi incelenmistir.
Endokarp ¢ekigle kirilarak hazirlanmis kayis1 tohumlar yiizey sterilizasyonundan énce 3-
5 dakika steril saf suda yikandiktan sonra %70’lik alkol igerisinde 40 sn’lik bir 6n
sterilizasyona tabi tutuldu. Daha sonra NaOCl’nin %5’lik konsantrasyonunda 10, 15, 20 ve
30 dakika siireyle bir kontrol grubuyla birlikte bekletildi. Sterilizasyonu tamamlanan
tohumlar her tekrarda 5 dakika olmak iizere 5 defa steril saf su icerisinde ¢alkalanarak
sterilantin etkisi giderildi. Tohum iizerindeki testanin soyulmasin kolaylastirmak icin 1
saat siireyle steril saf suda bekletildi. Steril kabin icerisine alinan tohumlarin testasi
uzaklastirildiktan sonra, kurutma kagidi iizerinde kurutularak hormonsuz MS besi

ortaminda kiiltiire alindi.

3.2.6.2. Kayis1 Agaclarindan Alinan Nodal Tomurcuklarin Sterilizasyonu
3.2.6.2.1. Nodal Tomurcuklarin Sterilizasyonuna NaOCP’nin Farkh
Konsantrasyonlarimin Etkisi
Bu deneyde kayis1 agaclarindan alinan nodal tomurcuklarin sterilizasyonu {izerine

NaOCl (Sodyum hipoklorit)’in farkli konsantrasyonlarinda 30 dakikalik bekletme siiresinin
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etkisi incelenmistir. Kayis1 agaclarindan alinan siirgiinler, laboratuvarda tek tomurcuk
bulunduran 2-3 cm’lik kiigiik c¢elikler halinde kesilerek, musluk suyunda 3-5 dakika
yikandiktan sonra, %70’lik alkol igerisinde 40 sn bekletildi. Daha sonra NaOCl’nin %5,
10, 15 ve 20’lik konsantrasyonlarindan hazirlanmis sterilantlarda kontrol grubuyla birlikte
her 2-3 dakikada bir sallanarak 30 dakika bekletildi. Sterilizasyonu tamamlanan
materyaller, her tekrarda 5 dakika olmak tizere 5 defa steril saf su icerisinde ¢alkalanarak
sterilantin etkisi giderildi ve son asamada steril distile su igerisinde bekletildi. Bu islemden
sonra steril kabin i¢inde kurutma kagidi {izerinde kurutulan ¢elikler, 0.5-1 cm uzunlugunda

kesilerek hormonsuz MS besi ortaminda kiiltiire alindi.

3.2.6.2.2. Nodal Tomurcuklarin Sterilizasyonuna % 5’lik NaOCI’te Farkl Bekletme
Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde, kayis1 agaglarindan alinan nodal tomurcuklarin sterilizasyonu iizerine
%5’lik NaOCl’'nin farkli bekletme siirelerinin etkisi incelenmistir. Kayis1 agaclarindan
alinan siirgiinler, laboratuvarda tek tomurcuk bulunduran 2-3 cm’lik kiiciik ¢elikler halinde
kesilerek, musluk suyunda 3-5 dakika yikandiktan sonra, %70’lik alkol igerisinde 40 sn
bekletildi. Daha sonra %5’lik NaOCl icerisinde 5, 10, 20 ve 30 dakika siireyle kontrol
grubuyla birlikte 2-3 dakikada bir sallanarak bekletildi. Sterilizasyonu tamamlanan
materyaller, her tekrarda 5 dakika olmak {izere 5 defa steril saf su icerisinde calkalanarak
sterilantin etkisi giderildi ve son asamada steril saf su icerisinde bekletildi. Bu islemden
sonra steril kabin i¢inde kurutma kagidi tizerinde kurutulan ¢elikler 0.5-1 cm uzunlugunda

kesilerek hormonsuz MS besi ortaminda kiiltiire alindi.

3.2.6.3. Kayis1 Agaclarindan Alinan Siirgiin Uclariin Sterilizasyonu
3.2.6.3.1. Siirgiin Ucu Sterilizasyonuna NaOClI’nin Farklh Konsantrasyonlarimin
Etkisi

Bu deneyde, kayisi agaglarindan alinan siirgiin ucu materyalinin sterilizasyonu
tizerine NaOCl’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. Deneyde kullanilacak
stirglin uclari; agaglar tizerindeki tomurcuklarin patlamasindan itibaren ve yaklasik olarak
2-5 yaprak agildiktan sonra alindi. Laboratuvara getirilen materyaller, musluk suyunda 3-5
dakika yikanarak 30 sn siireyle %70’lik alkolde ¢alkaland1 ve steril saf sudan gecirildikten
sonra %5-10-15 ve 20’lik NaOCl konsantrasyonlarindan hazirlanmis solusyonlarin
icerisine bir kontrol grubuyla birlikte birakildi. Burada 20 dakika bekletildikten sonra her

defasinda 5 dakika olmak iizere 5 defa steril saf suda calkalandi. Sterilizasyonu
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tamamlanan materyaller, steril kabin igerisine alinarak, en uc¢ kisimda bir yaprakcik ve
siirglin ucu taslagi kalacak sekilde etraft iyice temizlendi. Bu sekilde kurutma kagitlar

iizerinde kurutulduktan sonra 1 mgl™ BAP iceren MS besi ortaminda kiiltiire alind1.

3.2.6.3.2. Siirgiin Ucu Sterilizasyonuna %10’luk NaOCl’te Farkli Bekletme
Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde, kayisi agaglarindan alinan siirgiin ucu materyalinin sterilizasyonu
tizerine %10’luk NaOCl’te farkli bekletme siirelerinin etkisi incelenmistir. Deneyde
kullanilacak siirgiin uglari; agaclar iizerindeki tomurcuklarin patlamasindan itibaren ve
yaklasik olarak 2-5 yaprak acildiktan sonra alindi. Laboratuvara getirilen materyaller,
musluk suyunda 3-5 dakika yikanarak 30 sn siireyle %70’lik alkolde ¢alkalandi ve steril
saf sudan gecirildikten sonra %10’luk NaOCI konsantrasyonu igerisinde 10, 15, 20, 25 ve
30 dakikalik siirelerle ayr1 ayr1 bekletildi. Daha sonra her defasinda 5 dakika olmak iizere 5
defa steril saf suda calkalandi. Sterilizasyonu tamamlanan materyaller, steril kabin igerisine
alinarak, en uc¢ kisimda bir yaprakgik ve siirgiin ucu taslagi kalacak sekilde etrafi iyice
temizlendi. Bu sekilde kurutma kagutlar iizerinde kurutulduktan sonra 1 mgl™ BAP iceren

MS besi ortaminda kiiltiire alindi.

3.2.7. Kiiltiir Baslatma Calismalari

Proliferasyon caligmalarinda kullanilacak olan siirgiinlerin elde edilebilmesi
amaciyla yapilan kiiltiir baglatma calismalarinda, kayist agaglarindan alinan nodal (lateral)
tomurcuklar ve kayis1 tohumlar1 kullanildi. Sterilizasyon islemi tamamlanan materyaller,
deney kapsamindaki besi ortamlarinda kiiltiire alindi. Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina veya
cam siselere 40-50 ml besi ortam1 konuldu. Her kiiltiir kab1 veya sisesine nodal tomurcuk
deneyi icin 4 nodal tomurcuk, tohum deneyi i¢in 4 tohum ekimi yapildi. Ekim yapilan
kiiltiir kaplar1 Boliim 3.2.3.’te belirtilen biiylime odasinda gelismeye birakildi.

Kiiltiir baglatma ¢alismalar siiresince yapilan deneylerdeki her uygulama icin en az
16 eksplant kullanildi. 28 giinliik kiiltiir sonunda asagidaki ol¢timler yapildi.

Gelisen tomurcuk (%); nodal tomurcuklarin besi ortamina ekiminden sonra 28
giinliik gelisimleri dikkate alinarak; kabarma, patlama ve siirme faaliyetlerini gosteren
tomurcuk toplamini ifade etmektedir.

Rozet bitki olusturan tomurcuk (%); nodal tomurcuklarin besi ortamina
ekiminden sonra 28 giinliik gelisimleri dikkate alinarak, bu periyot sonunda siirgiin

olusturan tomurcuk oranini ifade etmektedir.
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Alt kiiltiire alinabilecek eksplant (%); 28 giinliik kiiltiir sonunda, gelisme goriilen
tomurcuklar igerisinde proliferasyon deneyinde kullanilabilecek yani alt kiiltiirlerde
faydalanilabilecek materyallerin sayisini ifade etmektedir.

Cimlenen tohum (% ); kayis1 tohumlarinin besi ortaminda ekiminin yapilmasindan
14 giinliik kiltiir periyodu sonunda cimlenen tohumlarin, deneyde kullanilan toplam
tohuma orani ifade etmektedir.

Siirgiin olusturan tohum (% ); cimlenmesi gerceklesen ve alt kiiltiire alinabilecek
ozellikte siirgiin olusturan tohum sayisini ifade etmektedir.

Ortalama siirgiin uzunlugu (mm); tohumlardan elde edilen ve alt Kkiiltiire
aliabilecek ozellikteki siirgtinlerin uzunluklarinin ortalamasini ifade etmektedir.

Kiiltiir baslatma ¢alismalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmistir.

3.2.7.1. Kayis1 Tohumlarindan Kiiltiir Baslatma Calismalar:
3.2.7.1.1. Tohumlarn in Vitro Cimlenmesine BBD’lerin Etkisi

Bu deneyde, kayisi tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi iizerine farkli sitokinin (BAP,
Kinetin) ve oksin (IAA, NAA) tiplerinin kontrol (hormonsuz) grubuyla birlikte etkisi
incelenmistir. Her uygulama i¢in BBD’lerden 1 mgl'1 konsantrasyonunda kullanilmis ve

MS besi ortamina 30 gl sukroz, 6.3 gl agar ilave edilmistir.

3.2.7.1.2. Tohumlarin In Vitro Cimlenmesine Eksplant Tipinin Etkisi
Bu deneyde, kayis1 tohumlarinin in vifro ¢imlenmesi iizerine eksplant tipinin (tiim
tohum, yarim tohum, embriyo) etkisi incelenmistir. MS besi ortamina 30 gl'1 sukroz,

6.3 gl agar ve 1 mgl”' BAP ilave edilmistir.

3.2.7.2. Nodal Tomurcuklardan Kiiltiir Baslatma Calismalari
3.2.7.2.1. Farkh Besi Ortamlarimin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baglatmak icin, MS (Murashige and
Skoog, 1962), WPM (McCown and Lloyd, 1981) ve SH (Schenk and Hildebrant, 1972)
gibi farkli besi ortamlarmin etkisi incelenmistir. Kullamlan besi ortamlarina; 30 gl

sukroz, 6.3 gl agar ve 1 mgl'1 BAP ilave edilmistir.

3.2.7.2.2. MS Besi Ortaminin Farkh Kuvvetlerinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baslatmak icin, MS besi ortami

kuvvetlerinin (1/1 MS, 1/2 MS, 1/4 MS) etkisi incelenmistir. MS temel besi ortaminin 1
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litredeki bilesenleri belirtilen yogunluklarda hazirlanarak kullanilmistir. Mevcut besi

ortamlarima; 30 gl”' sukroz, 6.3 gl'1 agar ve 1 mgl” BAP ilave edilmistir.

3.2.7.2.3. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan Kkiiltiir baglatmak icin, farkli sitokinin (BAP,
Kinetin) ve oksin (NAA, IBA) tiplerinin kontrol grubuyla (hormonsuz) birlikte etkisi
incelenmistir. Her uygulama i¢in BBD’lerden 1 mgl” konsantrasyonunda kullamlmis ve

MS besi ortamna 30 gl”' sukroz, 6.3 gl agar ilave edilmistir.

3.2.7.2.4. Farkh BAP Konsantrasyonlariin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltir baslatmak icin, BAP’in farkli
konsantrasyonlarinin (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 mgl'l) etkisi incelenmistir. Her uygulama icin MS

besi ortamuna 30 gl™' sukroz, 6.3 gl agar ilave edilmistir.

3.2.7.2.5. Farkh Seker Tiplerinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baslatmak igin, farkli seker tiplerinin
(sukroz, fruktoz, glikoz, maltoz) etkisi incelenmistir. Belirtilen seker tiplerinden her bir
uygulama i¢in 30 gl'1 kullanilmis; MS besi ortamina 6.3 gl'1 agar ve 1 mgl'1 BAP ilave

edilmistir.

3.2.7.2.6. Sukrozun Farkh Konsantrasyonlarinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baslatmak icin, bir Onceki deneyde
secilen ve uygun seker tipi olan sukrozun farkli konsantrasyonlarinin (%3, 4, 6, 8) etkisi
kontrol grubuyla birlikte incelenmistir. Her uygulama icin; MS besi ortamina 6.3 gl agar

ve 1 mgl" BAP ilave edilmistir.

3.2.7.2.7. BAP’h Ortama Oksin Ilavesinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baslatmak icin, 1 mgl’ BAP iceren
ortama ilave edilen IBA ve NAA’in (0.1, 0.3, 0.5 mgl'l) konsantrasyonlarinin etkisi
incelenmistir. Her uygulama icin MS besi ortamina 30 gl'1 sukroz, 6.3 gl'1 agar ilave

edilmistir.
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3.2.7.2.8. Kinetin’li Ortama Oksin ilavesinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baglatmak icin, 1 mgl" kinetin iceren
ortama ilave edilen IBA ve NAA’in (0.1, 0.3, 0.5 mgl'l) konsantrasyonlarinin etkisi
incelenmistir. Her uygulama icin MS besi ortamma 30 gl sukroz, 6.3 gl agar ilave

edilmistir.

3.2.7.2.9. Agaclardan Tomurcuk Alma Zamaninin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baslatmak icin, agaclardan tomurcuk
alma zamaninin etkisi incelenmistir. Aylik periyotlar1 aksatmamak amaciyla deneyler her
aym 2. haftasinda yapilmis ve yilin her aymi kapsayacak sekilde 1 yil devam etmistir.
Hazirlanan MS besi ortamina 30 gl sukroz, 6.3 gl”' agar ve 1 mgl”' BAP ilave edilmistir.

3.2.8. Siirgiin Proliferasyon Calismalari

Siirgiin proliferasyon calismalart kapsaminda yapilan deneylerde, materyal olarak
nodal tomurcuklardan elde edilen rozet bitkiler, tohum caligmalar1 i¢in ise, tohumlardan
elde edilen siirgiin ug¢lar1 kullanildi. Proliferasyona alinacak materyallerin bulundugu kiiltiir
kaplar: steril kabin icerisine alinmadan Once alkol ile silindi. Kiiltiir kaplarindan ¢ikarilan
rozet bitkiler, uygun sekilde temizlenip hazirlanarak; tohumlarin ise, 3 haftalik gelisme
sonucu olusan 1-1.5 cm uzunlugundaki siirgiin uclar1 kesilip kotelidonlarindan ayrilarak
kullanildi. Magenta GA-7 Kkiiltir kaplarina veya cam siselere 40-50 ml besi ortami
konuldu. Her kiiltiir kab1 veya sisesine 4 adet rozet bitki, tohum deneyi i¢in 4 siirgiin ucu
ekimi yapildi. Ekim yapilan kiiltiir kaplar1 Boliim 3.2.3.’te belirtilen biiylime odasinda
gelismeye birakildi.

Deneylerdeki her uygulama i¢in en az 20 eksplant kullanilmistir. 28 giinliik kiiltiir
sonunda asagidaki ol¢tiimler yapildi.

Ortalama siirgiin sayisi; eksplantlar iizerinde gelisen siirgiinlerin steril kabin
igerisinde sayilarak ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya ¢ikan rakami ifade etmektedir.

Ortalama siirgiin uzunlugu (mm)j; proliferasyon sonucu gelisen siirgiinlerin steril
kabin icerisinde digital kumpas yardimiyla ol¢iilerek ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya
cikan rakami ifade etmektedir.

Siirgiin proliferasyon caligsmalarit kapsaminda asagidaki deneyler yapilmistir.
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3.2.8.1. Tohumdan Elde Edilen Siirgiinlerin Proliferasyon Calismalari

3.2.8.1.1. MS Besi Ortaminin Farkh Kuvvetlerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, kayis1 tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi sonucu elde edilen siirgiinlerin

proliferasyonuna, MS besi ortami kuvvetlerinin (1/4 MS, 1/2 MS, 1/1 MS, 2 MS) etkisi

incelenmistir. MS temel besi ortamimin 1 litredeki bilesenleri, belirtilen yogunluklarda

hazirlanarak kullamlmustir. Mevcut besi ortamlarina; 30 gl sukroz, 6.3 gl'1 agar ve 1 mgl'1

BAP ilave edilmistir.

3.2.8.1.2. Farkh Seker Tiplerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, kayis1 tohumlarinin in vifro ¢cimlenmesi sonucu elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna, farkli seker tiplerinin (sukroz, fruktoz, glikoz, laktoz) etkisi
incelenmistir. Belirtilen seker tiplerinden her bir uygulama icin 30 gl kullanilmis; MS

besi ortamna 6.3 gl agar ve 1 rngl'1 BAP ilave edilmistir.

3.2.8.1.3. Farkhh BAP Konsantrasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, kayis1 tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi sonucu elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna, BAP’1in farkli konsantrasyonlarmnin (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mgl'l) etkisi
incelenmistir. Her uygulama icin MS besi ortamina 30 gl'1 sukroz, 6.3 gl'1 agar ilave

edilmistir.

3.2.8.1.4. Alt Kiiltiir Sayisimin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, kayis1 tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi sonucu elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna, alt kiiltiir sayisimin (1., 2., 3 ve 4.) etkisi incelenmistir. Cimlenen kayisi
tohumlarindan alinan siirgiinler 1. alt kiiltiire alinmis, 28 giinliik kiiltiir periyodundan sonra
siirglinlerin uygun olanlar1 2. alt kiiltiire alinmistir. Gerekli siirenin sonunda buradan ¢ikan
stirgiinler 3. alt kiiltiire, buradan elde edilen siirgiinler de 4. alt kiiltiire alinmistir. Deney
siiresince kullanilan MS besi ortamna; 30 gl”' sukroz, 6.3 gl agar ve 1 mgl”' BAP ilave

edilmistir.

3.2.8.2. Nodal Tomurcuklardan Elde Edilen Siirgiinlerin Proliferasyon Calismalari

3.2.8.2.1. MS Besi Ortaminin Farkh Kuvvetlerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna, MS besi ortami kuvvetlerinin

(172 MS, 1/1 MS, 2 MS, 4 MS) etkisi incelenmistir. MS temel besi ortaminin 1 litredeki

bilesenleri, belirtilen yogunluklarda hazirlanarak kullanilmistir. Mevcut besi ortamlarina;
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30 gl"! sukroz, 6.3 gl agar ve 1 mgl™ BAP ilave edilmistir.

3.2.8.2.2. Farkh Seker Tiplerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna, farkli seker tiplerinin
(sukroz, fruktoz, glikoz, laktoz) etkisi incelenmistir. Belirtilen seker tiplerinden her bir
uygulama i¢in 30 gl'1 kullanilmis; MS besi ortamina 6.3 gl'1 agar ve 1 mgl'1 BAP ilave

edilmistir.

3.2.8.2.3. Farkh Sitokininlerin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna, farkli sitokinin tiplerinin
(BAP, kinetin ve TDZ) etkisi incelenmistir. Sitokininlerin her biri 1 mgl'1
konsantrasyonunda kullanilmistir. MS besi ortamina 30 gl”' sukroz ve 6.3 gl'' agar ilave

edilmistir.

3.2.8.2.4. Farklhh BAP Konsantrasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin  proliferasyonuna, farkli BAP
konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mgl'l) etkisi bir kontrol grubuyla birlikte
incelenmistir. Her uygulama icin MS besi ortamina 30 gl'1 sukroz, 6.3 gl'1 agar ilave

edilmistir.

3.2.8.2.5. Farkh Kinetin Konsantrasyonlarimin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna farkli  kinetin
konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mgl™) etkisi incelenmistir. Her uygulama icin MS

besi ortamina 30 gl sukroz, 6.3 gl"' agar ilave edilmistir.

3.2.8.2.6. Farkh TDZ Konsantrasyonlarin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin  proliferasyonuna farkli TDZ
konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1, 2, 4 mgl™) etkisi incelenmistir. Her uygulama icin MS

besi ortamina 30 gl sukroz, 6.3 gl"' agar ilave edilmistir.

3.2.9. Koklendirme Calismalari
Hem nodal tomurcuklardan, hem de tohumdan elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonu sonucu ortaya c¢ikan materyallerin koklendirilmesi amaciyla yapilan

calismalarda; 2 — 3 cm uzunlugundaki siirgiinler kullanilmigtir. Siirgiinlerin alt tarafindan
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1 cm’lik kismin yapraklar1 temizlendikten sonra koklenme ortamina aktarilmistir. Ekim
yapilan kiiltiir kaplart Boliim 3.2.3.’te belirtilen biiylime odasinda gelismeye birakilmustir.

Koklendirme deneyleri kapsamindaki uygulamalarin her biri icin ortalama 10
stirgiin kullanilmis ve 28 giinliik kiiltiir periyodu sonunda asagidaki ol¢timler yapilmistir.

Koklenme oram (%); koklenen siirgiin sayisinin toplam siirgiin sayisina oranini
ifade etmektedir.

Ortalama kok sayisi; koklenen her bir siirgiindeki primer kok sayisinin
ortalamasini ifade etmektedir.

Ortalama kok uzunlugu (mm); koklenen siirgiinlerdeki primer kok uzunlugunun
digital kumpasla Olciilerek ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya c¢ikan rakami ifade
etmektedir.

Siirgiinlerin koklendirilmesi calismalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmustir.

3.2.9.1. Tohumdan Elde Edilen Siirgiinlerin Koklendirilmesi Calismalari
3.2.9.1.1. IBA’min Koklenmeye Etkisi

Bu deney kapsaminda, tohum kaynakli siirgiinlerin proliferasyonu sonucu elde
edilen siirgiinlerin koklenmesi iizerine farkli IBA konsantrasyonlarimin (0.25, 0.5, 1 ve
2 mgl'l) etkisi incelenmistir. Hazirlanan MS besi ortamina, 20 gl sukroz, 6.2 gl'1 agar

ilave edilmistir.

3.2.9.1.2. NAA’in Koklenmeye Etkisi

Bu deney kapsaminda, tohum kaynakli siirgiinlerin proliferasyonu sonucu elde
edilen siirgiinlerin koklenmesi {izerine farkli NAA konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1, 2
mgl™) etkisi incelenmistir. Hazirlanan MS besi ortamna, 20 gl sukroz, 6.2 gl”' agar ilave
edilmistir.
3.2.9.1.3. Karanhkta Birakma Isleminin Koklenmeye Etkisi

Bu deney kapsaminda, tohum kaynakli siirgiinlerin proliferasyonu sonucu elde
edilen siirgiinlerin koklenmesi iizerine karanlikta birakma isleminin (Fotoperiyot, 1 giin
karanlik, 3 giin karanlik, 5 giin karanlik, 7 giin karanlik) etkisi incelenmistir. Karanlik
ortamin saglanmasi amacuyla, kiiltiir kaplar1 aliiminyum folyo ile iki kat sarilip daha sonra
kapali bir kutu igerisine yerlestirilerek biiyiime odasina birakilmistir. Belirtilen siireleri
tamamlayan uygulamalar, sirasiyla kutulardan c¢ikarilmis ve normal fotoperiyoda
gecilmistir. Hazirlanan MS besi ortamina, 20 gl sukroz, 6.2 gl agar ve 0.5 mgl" NAA

ilave edilmistir.
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3.2.9.2. Nodal Tomurcuklarin Proliferasyonu Sonucu Elde Edilen Siirgiinlerin
Koklendirilmesi Calismalari
3.2.9.2.1. IBA’min Koklenmeye Etkisi
Bu deney kapsaminda, nodal tomurcuklarin proliferasyonu sonucu elde edilen
siirginlerin koklenmesi iizerine farklt IBA konsantrasyonlarimin (0.25, 0.5, 1, 2 mgl'l)
etkisi incelenmistir. Hazirlanan MS besi ortamina, 20 gl sukroz, 6.2 gl agar ilave

edilmistir.

3.2.9.2.2. NAA’in Koklenmeye Etkisi

Bu deney kapsaminda, nodal tomurcuklarin proliferasyonu sonucu elde edilen
sirglinlerin koklenmesi iizerine farkli NAA konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1, 2 mgl'l)
etkisi incelenmistir. Hazirlanan MS besi ortamina, 20 gl sukroz, 6.2 gl agar ilave

edilmistir.

3.2.10. Aklimatizasyon (adaptasyon) Calismalari

In vitro’da koklenmis kayisi bitkilerinin arazi sartlarina adaptasyonunda, ilk asama
olan aklimatizasyon icin, torf (tam sterilize, yar1 sterilize ve sterilize edilmeyen)
kullanmilmistir. Bitkiler koklenme ortamindan ¢ikarilip musluk suyu altinda yikanarak, su
icerisinde bir siire bekletildikten sonra plastik bardaklara dikilmistir. Dikim isleminden
sonra, iyice sulanan bitkilerin iizeri 50 ml’lik beherlerle kapatilarak Bolim 3.2.3.°te
belirtilen biiylime odasinda gelismeye birakilmistir. Sulama islemi diizenli olarak yapilmak
suretiyle, nemi kontrol altinda tutulmustur. Bu sekilde gelismeye baslayan bitkilerin iizeri
7. glinden itibaren asamali olarak (7. giinde 10 dakika, 8. giinde 20 dakika, 9. giinde 1 saat,
10. giinde 2 saat, 11. giinde 4 saat) acildiktan sonra 4-5 giin icinde tamamen acilmistir.
Uzerleri tamamen acilan bitkiler 1 hafta daha biiyiime odasinda bekletildikten sonra,
Boliim 3.2.4.’te 6zellikleri verilen ve sera kosullarina sahip alistirma odasina alinmistir.
Bu ortamda da 2-3 hafta bekletildikten sonra arazi kosullarina transfer edilmistir. Buradaki
bakim islemleri diizenli bir sekilde yapilarak gelismeleri saglanmistir.

Aklimatizasyon caligmalarinda kullanilan torf 3 sekilde siniflandirilmis ve soyle
hazirlanmastir;

A. Sterilize edilmis torf; 2.5 litrelik torf, 2 kat aliminyum folyoya sarilarak
otoklavda 1 atmosfer basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile sterilize edilmis materyali ifade

etmektedir.
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B. Yan sterilize edilmis torf; otoklavda 1 atmosfer basingta 121 °C’de 25 dakika
siire ile sterilize edilmis torf ile sterilize edilmemis torfun 1:1 oraninda karisimindan olusan
materyali ifade etmektedir.

C. Sterilize edilmemis torf; sterilize edilmeden kullanilan materyali ifade

etmektedir.

3.2.11. Verilerin Degerlendirilmesi

Biitiin calismalar, tesadiif parselleri deneme desenine gore yiiriitiilmiis ve 2
tekerriirlii olarak yapilmistir. Elde edilen verilerin analizi amaciyla SPSS 13.0 paket
programi kullanilmistir. Test edilen islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi icin
veriler, ANOVA’ya tabi tutulmustur. Istatistiksel olarak ©nemli goriilen islemler
belirlendiginde, ortalama veriler arasindaki farkliliklar P= 0.05 seviyesinde DUNCAN

testine tabi tutulmustur. Oransal verilerde ise, Ki kare (xz) testi kullanilmastir.

Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmistir:
P > 0.05 = 6nemli degil
P <0.05 = 6nemli
P <0.01 = ¢cok 6nemli
P < 0.001 = olduk¢a ¢ok énemli
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Calismalari
Sterilizasyon calismalari kapsaminda yapilan deneyler ve bu deneylerden elde

edilen sonuclar asagida verilmistir.

4.1.1. Kayisi Tohumlarinin Sterilizasyonu

4.1.1.1. Tohumlarin Sterilizasyonuna NaOCl’nin Farklh Konsantrasyonlarimin Etkisi
Bu deneyde “Hacthaliloglu” kayisi ¢esidine ait tohumlarin sterilizasyonu ve in vitro

cimlenmesi iizerine NaOCl’in %5, 10, 15 ve 20’lik konsantrasyonlarinin etkisi test

edilmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel sonuclar Cizelge 8’de verilmistir.

Cizelge 8. Tohumlarin sterilizasyonuna NaOCI’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi *

isl em Cimlenen tohum | Enfekte olan tohum | Agiri steril tohum
(%) (%) (%)
Kontrol 13 87 j
% 5 NaOCl 67 20 20
% 10 NaOCl 20 27 53
% 15 NaOCl 13 13 g7
% 20 NaOCl 13 13 g7
1 (s-d: 4) P <0.05 P <0.05 P<0.05

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve her uygulama icin 15 tohumun ortalamasini icermektedir.

Deney kapsaminda uygulanan islemlerden elde edilen sonuglar arasinda; ¢imlenen
tohum, enfekte olan tohum ve asir1 steril tohum oranlarinda istatistiksel olarak Onemli
farkliliklar bulunmustur (P < 0.05). Cimlenme oram1 bakimindan en iyi sonucu %67’lik
oran ile %5 NaOCI serisi vermis, diger seriler kontrol grubuna yakin sonuglar verirken,
oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir. Enfekte olan tohum orani yoniinden en olumsuz
sonucu %87 ile kontrol grubu vermistir. %15 ve %20’lik NaOCl gruplarinda asir1 steril
tohum oraninin yiiksek ¢ikmasi nedeniyle ¢cimlenme diisiik diizeyde gerceklesmistir. Genel
bir degerlendirme ile; %5’lik NaOCl konsantrasyonunun ¢imlenme oraninin yiiksek olmasi
ve diger degerlerinin diisiik olmas1 bakimindan kayis1 tohumu icin uygun bir sterilizasyon

saglayacagl sonucuna varilmistir.
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4.1.1.2. Tohumlarin Sterilizasyonuna %5’lik NaOCl’te Farkli Bekletme
Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde, bir onceki deneyden elde edilen sonuca bagli olarak, kayis1 tohumlar1

%5’lik NaOCl konsantrasyonunda 10, 15, 20 ve 30 dakika bekletilerek uygun siire tespit

edilmeye calisilmistir. Cizelge 9’da; bu deneyden elde edilen verilere ait istatistiksel

sonuglar verilmistir.

Cizelge 9. Tohumlarin sterilizasyonuna %5’lik NaOCI’te farkli
bekletme siirelerinin etkisi *.

islem Cimlenen tohum | Enfekte olan tohum
(%) (%)
Kontrol 13 87
10 dakika 60 20
15 dakika 73 13
20 dakika 53 7
30 dakika 27
1 (s-d: 4) P <0.05 P <0.05

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve her uygulama icin 15 tohumun
ortalamasini icermektedir.

Test edilen farkli bekletme siirelerinden elde edilen sonuclar arasinda; ¢imlenen
tohum ve enfekte olan tohum oranlarinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar ortaya
cikmistir (P < 0.05). Cimlenme oranlar1 yoniinden en yiiksek sonug; 15 dakikalik gruptan
elde edilmis ve %73 oraninda bir ¢imlenme meydana gelmistir. Enfekte olan tohum orani
bakimindan %87’lik deger ile en olumsuz sonucu kontrol grubu vermistir. 30 dakikalik
grup disindaki, biitiin gruplarda diisiik oranda da olsa enfeksiyon goriilmiistiir. Ancak hem
cimlenen tohum, hem de enfekte olan tohum verileri birlikte degerlendirildiginde; 15
dakikalik bekletme siiresi en iyi sonucu vermistir. Tohum sterilizasyonu ile ilgili yapilan
bu deneyler sonucunda; etkili bir tohum sterilizasyon icin %S5 NaOCl + 15 dakika

uygulamasinin yeterli olacag belirlenmistir.

4.1.2. Kayis1 Agaclarindan Alinan Nodal Tomurcuklarin Sterilizasyonu
4.1.2.1. Nodal Tomurcuklarin Sterilizasyonuna NaOCP’nin Farkh
Konsantrasyonlarinin Etkisi
Bu deneyde, kayis1 agaglarindan alinan nodal tomurcuklarin sterilizasyonu iizerine
NaOCl’nin etkisini belirlemek iizere %35, 10, 15 ve 20’lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Elde edilen sonuglara ait istatistiksel veriler Cizelge 10’da verilmistir.



54

Uygulanan islemlerden elde edilen sonuglar arasinda; enfekte olan kiiltiir, yasayan
kiiltiir ve asin1 ylizey sterilizasyonuna maruz kalan kiiltiir oranlar1 bakimindan verilere
uygulanan ki kare analizine gore istatistiksel olarak ©nemli farkliliklar bulunmustur
(P < 0.05). Gruplar arasinda en yiiksek enfeksiyon orami %87 ile kontrol grubunda

gorilmistiir.

Cizelge 10. Nodal tomurcuklarin sterilizasyonuna NaOCI’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi *.

i slem Enfekte olan kiiltiir | Yasayan kiiltiir | Asiri steril kiiltiir
(%) (%) (%)
Kontrol 87 13 j
% 5 NaOCl 33 53 13
% 10 NaOCl 13 33 53
% 15 NaOCl 13 13 73
% 20 NaOCl 7 7 87
1 (s.d: 4) P <0.05 P <0.05 P <0.05

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve her uygulama icin 15 nodal tomurcugun
ortalamasint icermektedir.

NaOCIl konsantrasyonu arttik¢a enfeksiyon oraninda diisiis meydan gelmis ve en
diisilk enfeksiyon oram %?20’lik konsantrasyonda %7 olarak gerceklesmistir. Yasayan
kiiltiir oran1 bakimindan en 1yi sonucu %53’liikk oran ile NaOCl’nin %5°lik konsantrasyonu
vermistir. Diger gruplardaki yasayan Kkiiltiir oraninin diisiik ¢ikmasi kiiltiirlerin asir steril
olmasindan kaynaklanmistir. Asirt steril kiiltiir yoniinden en diisiik oran1 %5’°lik NaOCl
serisi %13 olarak vermistir. Yapilan deneye gore; nodal tomurcuklarin sterilizasyonu i¢in
NaOCl’nin gerekli oldugu ve bunun icinde %5’lik konsantrasyonun yeterli olabilecegi

sonucuna varilmistir.

4.1.2.2. Nodal Tomurcuklarin Sterilizasyonuna %5’lik NaOCl’te Farklh Bekletme
Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde, bir Onceki deneyden elde edilen sonuca bagli olarak, nodal
tomurcuklar %5’°lik NaOCI konsantrasyonunda 5, 10, 20 ve 30 dakika bekletilerek uygun
siirenin belirlenmesine ¢alisilmistir.

Cizelge 11°de goriildiigii gibi, uygulanan islemlerden elde edilen sonuglar arasinda
hem enfekte olan kiiltiir hem de yasayan Kkiiltiir oranlarinda istatistiksel olarak Snemli
farkliliklar ortaya cikmustir (P < 0.05). Enfekte olan kiiltiir bakimindan kontrol grubunda

en yliksek oran (%94) bulunmus, ancak diger gruplarda %6’lik oran ile istenen sinirlarda
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giizel sonuglar elde edilmistir. Yasayan kiiltir bakimindan, kontrol grubu hari¢ olmak
tizere, diger uygulamalar olumlu sonu¢ vermis ve en yiiksek deger 10 dakika uygulamasi
%94 olarak bulunmustur. Yapilan deney neticesinde, kayisi agaclarindan alinan nodal

tomurcuklarin sterilizasyonu icin en iyi NaOCl konsantrasyonu ve siiresinin %5 NaOCl +

10 dakika oldugu belirlenmistir.

Cizelge 11. Nodal tomurcuklarin sterilizasyonuna %5’°lik NaOCl’te
farkli bekletme siirelerinin etkisi *.

islem Enfekte olan kiiltiir | Yasayan kiiltiir

(%) (%)

Kontrol 94 6

5 dakika 6 38

10 dakika 6 94

20 dakika 6 75

30 dakika 6 56

1 (s.d: 4) P <0.05 P <0.05

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve her uygulama icin 16 nodal
tomurcugun ortalamasini icermektedir.

4.1.3. Kayis1 Agaclarindan Alinan Siirgiin Uclarimin Sterilizasyonu

4.1.3.1. Siirgiin Ucu Sterilizasyonuna NaOCl’nin Farklh Konsantrasyonlarimin Etkisi
Bu deneyde kayis1 agaclarindan alinan siirgiin uclarinin sterilizasyonu {iizerine

NaOCl’nin etkisini belirlemek iizere %35, 10, 15 ve 20’lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Elde edilen sonuglara ait istatistiksel veriler Cizelge 12’de verilmistir.

Cizelge 12. Siirgiin ucu sterilizasyonuna NaOClI’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi *.

islem Enfekte olan kiiltiir | Yasayan kiiltiir | Agiri steril kiiltiir
(%) (%) (%)
Kontrol 87 13 j
% 5 NaOCl - 80 20
% 10 NaOCl - 67 27
% 15 NaOCl - 40 60
% 20 NaOCl - 27 73
1 (s.: 4) P <0.05 P <0.05 P <0.05

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve her uygulama icin 15 siirgiin ucu ortalamasini

icermektedir.
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Enfekte olan kiiltiir, yasayan kiiltir ve asirt steril kiiltir bakimindan
uygulamalardan elde edilen sonuglar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (P < 0.05). Sadece kontrol grubunda goriilen enfeksiyonun oran1 %87 olarak
ortaya ¢cikmistir.

Yasayan kiiltir oranlar1 yoniinden en iyi sonug, %80’lik oran ile %5 NaOCl
uygulamasindan elde edilirken, en koétii sonug ise kontrol grubu ortaya ¢ikmis ve %13
olarak gerceklesmistir. Asirt steril kiiltiir bakimindan en diisiik sonucu %5 ve 10 NaOCI
uygulamalar1 vermistir. Asirt steril olma durumu %15 ve %20 gruplarinda en yiiksek
seviyelere ¢ikmis ve adeta kullamminin uygun olmadigi sonucunu ortaya ¢ikarmustir.
Genel olarak deney sonucunda %5 veya %10 NaOCI uygulamalarinin etkili bir siirgiin ucu

sterilizasyonu i¢in yeterli olabilecegi kanaatine varilmistir.

4.1.3.2. Siirgiin Ucu Sterilizasyonuna %10’luk NaOCl’te Farklh Bekletme
Siirelerinin Etkisi

Bu deneyde, bir onceki deneyden elde edilen sonug esas alinarak, siirgiin uglari

%10’luk NaOCl konsantrasyonunda 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika bekletilerek sterilizasyon

icin  uygun siire belirlenmeye calisilmistir. Cizelge 13’te, elde edilen verilere ait

istatistiksel sonuglar verilmistir.

Cizelge 13. Siirgiin ucu sterilizasyonuna %10’luk NaOCl’te
farkli bekletme siirelerinin etkisi*.

islem Enfekte olan kiiltiir | Yasayan Kkiiltiir

(%) (%)
Kontrol 87 13
10 dakika 13 87
15 dakika - 87
20 dakika 13 87
25 dakika 13 87
30 dakika - 47

1 (s-d: 5) P <0.05 P <0.05

* Sonuglar kiiltiiriin 21. giiniinde ve her uygulama icin 15 siirgiin
ucunun ortalamasini icermektedir.

Uygun bekletme siirenin bulunmasi amaciyla yapilan deneyde, enfekte olan kiiltiir
ve yasayan kiiltiir oram1 bakimindan uygulanan islemlerden elde edilen sonuglar arasinda
istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmustur (P < 0.05). En yiiksek enfekte orani

%87 ile kontrol grubunda ortaya cikmustir. 15 ve 30 dakika gruplarinda hi¢ enfeksiyon
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olmamasina ragmen; diger gruplarin genelinde %13 oraninda goriilmiistiir. Yasayan kiiltiir
bakimindan 10, 15, 20 ve 25 dakikalik bekletme siirelerinde %87’lik oran ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Ancak ortalama bir siire olarak 15 dakikalik uygulamanin yeterli
olabilecegi sonucuna varilmistir. Yapilan deneye gore; etkili bir siirgiin ucu sterilizasyonu

icin; %10 NaOCl + 15 dakika uygulamasinin yeterli olabilecegi belirlenmistir.

4.1.4. Materyalin Sterilizasyonu ile Ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Genel olarak in vitro caligmalar sirasinda baslangic materyalinin uygun bir teknikle
sterilize edilmesi biiyiik onem tasimaktadir. Caligmalarin devam edilebilirligi biiyiik dl¢iide
uygun bir sekilde sterilizasyonu yapilarak besi ortamina aktarilan materyal miktarina
baghdir. Bu nedenle, {izerinde calisilan bitki tiir veya cesidi i¢in uygun sterilizasyon
tekniginin belirlenmesi ilk ve en 6nemli asamadir. Yaptigimiz sterilizasyon ¢aligmalari ile,
yerli kayis1 cesitlerinin in vitro caligmalarina model olabilecek sekilde “Hacthaliloglu”
kayis1 ¢esidine ait nodal tomurcuk, siirgiin ucu ve tohum materyali i¢in sterilizasyon
teknikleri belirlenmistir.

Nodal tomurcuklarin sterilizasyonu ile ilgili bazi kayisi cesitleri ve sert cekirdekli
meyve tiirlerinde yapilan ¢alismalarda; farkli sterilant, konsantrasyon, bekletme siiresi ve
on sterilizasyon islemlerinin uygulandig1 goriilmiistiir. Baz1 ¢alismalarda on sterilizasyon
icin Benomyl gibi fungusitler belli oranlarda kullanilirken, bazilarinda ise, materyaller
oncelikle el yikama deterjanlari ile belli siirelerde 6n sterilizasyona tabi tutulduktan sonra
normal sterilizasyon islemine gecildigi bildirilmistir. Ancak yaptigimiz calisma ile;
“Hacthaliloglu” kayisi ¢esidine ait nodal tomurcuklarin sterilizasyonu i¢in %5 NaOCl
icerisinde 10 dakika bekletme isleminin etkili bir sterilizasyon icin yeterli olacagi tespit
edilmistir. Elde ettigimiz sonug¢ genel olarak; diger arastirmacilarin sonuglarina gére hem
sterilant oran1 hem de siiresi yoniinde oldukca diisiik c¢cikmistir. Bunun nedeni ise,
calismamizda vejetasyon donemi icerisinde nodal tomurcuklarin kullanilmasi, mevcut
literatiir caligmalarinda ise genellikle kis dinlenme donemindeki tomurcuklarin
kullanilmasidir.

Perez-Tornero ve ark. (2000), tarafindan yapilan bir c¢alismada kullanilan
“Canino” kayis1 ¢esidine ait dinlenme donemindeki tomurcuklarin sterilizasyonu; %20
NaOCl (Domestos) igerisinde 20 dakika bekletilerek gerceklestirilmis ve bundan sonra 3
defa steril saf su ile ¢alkalanarak sterilantin etkisi giderilmistir. Andreu ve Marin (2005),
tarafindan Adesoto 101 prunus anacinin in vitro cogaltimi amaciyla yapilan ¢alismada

kullanilan nodal tomurcuklarin sterilizasyonu i¢in %0.05 etkin madde iceren HgCl, (Civa
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Klorit) igerisinde 15 dakika uygulama yapilmis ve daha sonra 3 defa steril saf su ile
calkalanmistir. AL-Sabbagh ve ark. (1999), yar1 bodur kiraz anaci olan Maxma-14’iin in
vitro cogaltim sistemini gelistirmek amaciyla yapilan c¢alismada; kullanilan nodal
tomurcuklar ve siirgiin ucunun sterilizasyonu iki asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk
asamada musluk suyu igerisine birka¢ damla tween-20 damlatilmis ve el yikama deterjani
ile 10-15 dakika yikanmistir. Ikinci asamada ise; %0.01 HgCl, ve %0.01 tween-20
bulunduran solusyon igerisinde 8 dakika bekletilerek sterilizasyon islemi tamamlanmis ve
daha sonra 3 defa steril saf suda calkalanmistir. Pruski ve ark (2000), “Garrington, Mary
Liss ve Jumping Pound” kiraz cesitlerinin in vitro kiiltiir baslatma, siirgiin proliferasyonu
ve koklenmeleriyle ilgili olarak yapilan calismada; dormant haldeki kis tomurcuklarinin
sterilizasyonu i¢in 6nce 30 dakika siireyle musluk suyunda yikama islemi yapilmistir. Daha
sonra %1 NaOCl ve %0.1 tween-20 bulunan c¢ozelti igerisinde 10 dakika bekletme
uygulanmig ve sonucta 3 defa steril saf su icerisinde calkalanarak sterilantin etkisi
giderilmistir. Matt ve Jehle (2005), Bazi kiraz cesitlerinin internod ve yaprak
eksplantlarindan bitki rejenerasyonu icin yapilan ¢alismada; fidanlardan alinan dormant
tomurcuklarin sterilizasyonu iki asamada gerceklestirilmistir. ilk asamada; %1.5 Benomyl
icerisinde 10 dakika bekletilmistir. ikinci asamada ise; %10 CaOCI icinde 20 dakika
bekletildikten sonra 3 defa 5’er dakika steril saf suda calkalanmugtir.

Siirgiin uclariin sterilizasyonu ile ilgili baz1 kayisi cesitleri ve sert cekirdekli
meyve tiirlerinde yapilan ¢alismalarda farkli sterilant, konsantrasyon, bekletme siiresi ve
on sterilizasyon islemlerinin uygulandigi goriilmiistiir. Ancak yaptigimiz calisma ile;
“Hacthaliloglu” kayis1 ¢esidine ait siirgiin uglarimin sterilizasyonu i¢in %10 NaOCI
icerisinde 15 dakika bekletme isleminin etkili bir sterizasyon i¢in yeterli olacagi tespit
edilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, bu degerin altinda ve iistiinde
sonuclarin c¢iktifi goriilmiistiir. Ancak genel olarak %10-15 oraninda NaOCI’nin
kullanildig1 ve bekletme siiresi 10-30 dakika arasinda degistigi bildirilmistir.

Tohumlarin sterilizasyonu ile ilgili baz1 kayis1 ve sert cekirdekli meyve tiirlerinde
yapilan ¢alismalarda farkli sterilant, konsantrasyon ve bekletme siirelerinin uygulandig
goriilmiistiir. Ancak yaptigimiz ¢alisma ile; “Hacthaliloglu” kayisi ¢esidine ait tohumlarin
sterilizasyonu i¢in %5 NaOCl icerisinde 15 dakika bekletme isleminin etkin bir sterizasyon
i¢in yeterli olacag belirlenmistir.

Almehdi ve Parfitt (1986), seftali anaclarindan “Lovell ve Nemaguard”in in vitro
cogaltimiyla ilgili olarak yapilan calismada 1.5 cm uzunlugundaki siirgiinlerin

sterilizasyonu i¢in %15 NaOClI icerisinde 30 dakika bekletme islemi uygulanmis ve daha
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sonra 3 defa steril saf suda calkalanarak sterilantin etkisi giderilmistir. Ozzambak ve
Hepaksoy (1997), Alman visnesi olarak da bilinen “Heimanns Rubinweichsel” visne
cesidinin in vitro ¢ogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada; siirgiin ucu eksplantlarinin
sterilizasyonu icin %2 NaOCI icerisine birka¢c damla tween-20 damlatilarak 20 dakika
bekletme islemi uygulanmis ve daha sonra 3 defa 5’er dakika steril saf suda ¢alkalanmistir.
Bhagwat ve Lane (2004), “Sweetheart” ve “Lapins” kiraz cesitlerinin yapraklarindan
siirgiin rejenerasyonuyla ilgili yapilan calismada; agaclardan alinan yaklasik 3 mm
uzunlugundaki siirgiin uclarinin sterilizasyonu icin %10 NaOCI (Javex-5") icerisinde 10
dakika bekletme islemi uygulanmis ve birka¢ defa steril saf suda c¢alkalanmistir.
Borkowska (1985), “Schatenmorello” visne cesidinin mikrocogaltimiyla ilgili olarak
yapilan ¢alismada; baslangi¢ materyali olarak kullanilan siirgiin uclarinin sterilizasyonu
9%0.1 HgCl, icerisinde 10 dakika bekletilerek gerceklestirilmis ve daha sonra 3 defa steril
saf su icerisinde ¢alkalanmistir.

Hammatt ve Grant (1997), “Charger” ve “F 12/1” yabani kiraz cesitlerinin
mikrocogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada; baslangic materyali olarak siirgiin ucu
kullanilmistir. Materyalin sterilizasyonu i¢in %10 NaOCl igerisinde 10 dakika bekletme
islemi uygulanmis ve daha sonra birkac defa steril saf suda ¢alkalanmistir. Morini ve ark.
(1991), arazi kosullarinda seleksiyon calismasi sonucu elde edilen bazi erik klonlarinin
(Mr. S. 1/4, 1/6, 1/8, 1/3, 1/7, 1/14, 2/3) in vitro ¢ogaltim durumlarini belirlemek amaciyla
yapilan c¢alismada, agacglardan alman 1-1.5 cm uzunlugundaki siirgiin uglarinin
sterilizasyonu i¢in %15 NaOClI icerisinde 15 dakika bekletme islemi uygulanmis ve daha
sonra 2 defa steril saf suda calkalanmistir. Perez-Tornero ve ark. (1999 a) tarafindan
meristem ucu kiiltiirii kullanilarak yapilan calismada; baslangi¢c materyalinin sterilizasyonu
icin NaOCl icerisinde (Domestos) 20 dakika bekletme islemi uygulanmistir. Perez-
Tornero ve ark. (1999 b), tarafindan dort farkli kayisi ¢esidinin meristem ucu Kkiiltiiriiyle
rejenerasyonu amaciyla yapilan calismada; 2-3 nodlu siirgiinler %20 NaOCl (%0.8

Domestos) igerisinde 20 dakika bekletilerek sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.

4.2. Kiiltiir Baslatma Calismalar:
Kiiltiir baglatma calismalar1 kapsaminda yapilan deneyler ve bu deneylerden elde

edilen sonuclar asagida verilmistir.
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4.2.1. Kayis1 Tohumlarindan Kiiltiir Baslatma Calismalar:
4.2.1.1. Tohumlarmn In Vitro Cimlenmesine BBD’lerin Etkisi

Bu deney, kayist tohumlarinin in vitro c¢imlenmesi (Resim 2) iizerine farkli
sitokinin (BAP, kinetin) ve oksin (IAA, NAA) tiplerinin etkisini belirlemek iizere

yapilmstir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel sonuclar Cizelge 14’de verilmistir.

Cizelge 14. Tohumlarin in vitro ¢cimlenmesine BBD’lerin etkisi *.

BBD tipi Cimlenen tohum | Siirgiin olusturan tohum Ortal?ma siirgiin
(%) (%) uzunlugu + SH (mm)
Hormonsuz 91 24 8.96+0.25b
1 mgl’ TAA 38 24 16.22 + 0.97 ab
1 mgl' NAA 52 24 11.34 £2.22 ab
1 mgl” Kinetin 52 33 12.58 +£2.45 ab
1 mgl”" BAP 67 57 1799 +222a
L (s.d: 4) P <0.05 P>0.05
s.d: 4.29 (F:2.743) - - P <0.05

* Her uygulama igin kullanilan tohum sayisi: 21

Farkli BBD tiplerinden elde edilen sonuclar arasinda; ki kare testine gore ¢imlenen
tohum oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunurken (P < 0.05),
siirgiin olusturan tohum oranmi yoniinden ortaya ¢ikan farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir (P > 0.05). Cimlenme yoOniinden en yiiksek oran %91 ile hormonsuz yani
herhangi bir BBD kullanilmayan uygulamadan elde edilmis; bunu %67’lik oran ile 1 mgl™
BAP takip etmistir. Iyi bir sonu¢ vermesine ragmen, hormonsuz uygulama grubunda
meydana gelen siirgiinlerin tiire 6zgii tip ve renkte olmadigi, yaprak olusumunun zayif
oldugu, olusan yapraklarin ise yapraga benzemeyen beyaz bir c¢ikinti olarak meydana
geldigi gozlenmistir. Bu nedenle altkiiltiire alinabilecek 6zellige sahip siirgiinlerin gelistigi
1 mgl'1 BAP serisinin dikkate alinmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir. Cimlenen
tohumlardaki siirgiin olusturma oranlari bakimindan en iyi sonucu 1 mgl’ BAP
uygulamast vermis ve %57’lik bir deger elde edilmistir. Test edilen BBD’ler arasinda
ortalama siirgiin uzunlugu bakimindan istatistiksel olarak énemli farkliliklar bulunmustur
(P < 0.05, Cizelge 14). En iyi ortalama siirgiin uzunlugu 17.99 + 2.22 mm ile 1 mgl” BAP
uygulamasindan elde edilirken, en kisa siirgiinler 8.96 + 0.25 mm ile hormonsuz ortamdan
elde edilmistir. Bu deney kapsaminda yapilacak genel bir degerlendirme ile 1 mgl”' BAP
uygulamasinin incelenen ozellikler bakimdan ve kiiltiir baslatma icin gerekli siirgiinlerin

tiretilmesi agisindan uygun olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmistir.



4.2.1.2. Tohumlarin In Vitro Cimlenmesine Eksplant Tipinin Etkisi

Bu deney, kayis1 tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi iizerine tiim tohum, yarim tohum

ve embriyo gibi farkli eksplant tiplerinin etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir (Resim

3). Elde edilen bulgular Cizelge 15’de verilmistir.

Eksplant tiplerinden elde edilen sonuglar arasinda, ¢imlenen tohum ve siirgiin
olusturan tohum oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak onemli farkliliklar goriilmiistiir
(P < 0.05). Her iki ozellik yoniinden de en iyi sonucu %100’liik oran ile embriyonun

kullanildig1 uygulama vermistir. Ancak meydana gelen siirgiinlerin kalinlik ve gelismislik

durumlar1 yarim tohumdan meydana gelenlere gére daha zayif olmustur.

Resim 2. Kayisi tohumlarinim 1 mgl”" BAP ile destekli MS besi ortaminda ¢imlenmesi (bar: 9 mm).

Cizelge 15. Tohumlarin in vitro ¢cimlenmesine eksplant tipinin etkisi *.

Eksplant tipi

Cimlenen tohum

Siirgiin olusturan

Ortalama siirgiin

(%) tohum (%) uzunlugu + SH (mm)
Tiim tohum 67 61 17.99+£2.22 a
Yarim tohum 94 94 1745+ 1.13 a
Embriyo 100 100 14.03+1.34b
¥ (s.d: 2) P <0.05 P <0.05 -
s.d: 2.44 (F:2.109) - - P <0.05

* Her uygulama icin kullanilan tohum sayisi: 18
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Tiim tohum grubundaki ¢imlenmenin diger gruplara gore daha az olmasinin nedeni
ise; ¢cimlenme sirasinda tohumdaki kotiledon catlamasinin énemli bir asama olmasi ve
bunu eksplantin kendisinin gerceklestirmek zorunda kalmasidir. Ciinkii yarim tohum ile
arasinda yaklasik %50’ye yakin bir ¢cimlenme ve siirgiin olusturma farki vardir. En 6nemli
nedenin bu husus oldugu tespit edilmistir. Farkli eksplant tiplerinden Olciilen siirgiin
uzunluklari arasinda istatistiksel olarak énemli farkliliklar gozlenmistir (P < 0.05). En 1yi
sonucu tiim tohum uygulamasi vermis ve 17.99 +* 2.22 mm siirgiin uzunlugu elde
edilmistir. Gelisen siirgiinlerin kalinliklar1 ve yaprak biyiikliikkleri yarim tohum

uygulamasinda daha iyi olmustur.

Resim 3. Kayisi tohumlarmna ait farkli tipteki eksplantlarin 1 mgl”" BAP ile destekli MS besi ortaminda

cimlenmesi a) Tiim tohum (bar: 8.3 mm) b) Yarim tohum (bar: 8.2 mm) c¢) Embriyo (bar: 8.7

mm).



4.2.2. Nodal Tomurcuklardan Kiiltiir Baslatma Calismalar:

4.2.2.1. Farkh Besi Ortamlariin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, “Hacihaliloglu” kayis1 ¢esidine ait nodal tomurcuklardan kiiltiir

baslatmaya MS, WPM ve SH besi ortamlariin etkisi tespit edilmeye calisilmistir. Besi

ortamlarindan alinan sonuclara ait istatistiksel veriler Cizelge 16’da verilmigtir.

Cizelge 16. Farkli besi ortamlarinin kiiltiir baslatmaya etkisi *.

Besi Ortam Tipi Gelisen Tomurcuk | Rozet Bitki Olusturan | Altkiiltiire Alinabilecek
(%) Tomurcuk (%) Eksplant (%)
MS 81 56 56
SH 81 62 50
WPM 50 25 25
L (s.d: 2) P> 0.05 P>0.05 P>0.05

* Her uygulama icin kullanilan nodal tomurcuk sayis: 16

Farkli besi ortamlarindan elde edilen sonuglar arasinda; gelisen tomurcuk, rozet
bitki olusturan tomurcuk ve altkiiltiire alinabilecek eksplant oranlar1 bakimindan ki kare
testine gore, istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmamistir (P > 0.05). Ancak MS
besi ortaminda gelisen tomurcuklarin daha yesil bir yapida olduklar1 ve yaprak sayisinin
daha fazla oldugu gozlenmistir (Resim 4). SH ve WPM besi ortamindaki tomurcuklarda 3.
haftadan sonra kararmalar goriilmiistiir. Bu sonuglar ile MS besi ortaminin, kayisinin nodal
tomurcuklarindan kiiltiir baslatilmasi icin en 1yi besi ortami oldugunu gostermektedir. Bir

sonraki deneyde MS’in farkli kuvvetlerinin etkisi test edilecektir.

4.2.2.2. MS Besi Ortamimin Farkli Kuvvetlerinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde, 1/1 MS, 1/2 MS ve 1/4 MS besi ortami kuvvetlerinin kiiltiir
baslatmaya etkisi belirlenmeye calisilmistir. Cizelge 17°de, elde edilen verilere ait

istatistiksel sonuglar verilmistir.

Cizelge 17. MS besi ortaminin farkli kuvvetlerinin kiiltiir baglatmaya etkisi *.

Besi Ortam Kuvveti Gelisen Tomurcuk | Rozet Bitki Olusturan | Altkiiltiire Alinabilecek
(%) Tomurcuk (%) Eksplant (%)
1/1 MS 81 56 56
12 MS 88 38 38
1/4 MS 75 50 50
2 (s.d: 2) P> 0.05 P> 0.05 P>0.05

* Her uygulama icin kullanilan nodal tomurcuk sayisi. 16
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MS besi ortaminin farkli kuvvetlerinden elde edilen sonuglar arasinda; gelisen
tomurcuk, rozet olusturan tomurcuk ve altkiiltiire alinabilecek eksplant oranlar1 yoniinden
istatistiksel olarak onemli farkliliklar ¢ikmamistir (P > 0.05). Fakat diger uygulamalara
gore; 1 MS uygulamasindaki tomurcuklarin gelisme durumunun, rozet bitki olusturma
ozelliginin ve altkiiltiire alinabilecek eksplantlardaki canlilik ve tiire 6zgii renk durumunun
daha iyi oldugu tespit edilmistir. Ayrica gelisen tomurcuklardaki yaprak sayilar ve
biiytikliikleri bakimindan da yine 1 MS uygulamasinin iyimser bir tavir sergiledigi

goriilmiistiir.

4.2.2.3. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baslatmaya farkli sitokinin (BAP,
kinetin) ve oksin (NAA, IBA) tiplerinin kontrol grubuyla (hormonsuz) birlikte etkisi tespit

edilmeye calisilmistir. Elde edilen istatistiksel sonuglar Cizelge 18’de verilmigtir.

Cizelge 18. Farkli bitki biiyiime diizenleyicilerin kiiltiir baslatmaya etkisi *.

Gelisen Tomureuk Rozet Bitki Altkiiltiire
BBD Tipi $ (%) ureu Olusturan Tomurcuk | Alinabilecek Eksplant
i (%) (%)
Hormonsuz 75 63 32
1 mgl”" BAP 100 87 94
1 mgl” Kinetin 100 69 56
1 mgl” NAA 19 - -
1 mgl’ IBA 81 32 19
2y (s.d: 4) P <0.05 P <0.05 P <0.05

* Her uygulama i¢in kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 16

Deney kapsaminda, farkli oksin ve sitokininlerden elde edilen sonuclar arasinda
gelisen tomurcuk, rozet olusturan tomurcuk ve altkiiltiire alinabilecek eksplant oranlarinda
istatistiksel olarak onemli farklilik bulunmustur (P < 0.05). Gelisen tomurcuk bakimindan
%100°liik degerler ile en iyi sonucu 1 mgl” BAP ve Kinetin uygulamalar1 vermistir. NAA
grubunda %19 oraninda meydana gelen tomurcuk gelismesi bundan ileri gitmemistir. ik
baglarda tomurcuklarin alt kisimlarinda sarimsi yesil renkli kallus benzeri yapilar
goriilmiis; ancak tomurcuklar kabardiktan sonra olusan yapit ve tomurcuk tiimiiyle
bozulmustur. Rozet bitki olusturma orani yoniinden en iyi sonucu 1 mgl" BAP vermis ve
%87 oraninda tomurcuklarin rozet olusturdugu goriilmiistiir. Altkiiltiire alinabilecek

eksplant bakimindan %94’liik oran ile en iyi sonucu 1 mgl' BAP uygulamasi vermistir.
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Proliferasyon deneylerin baslatilabilmesi icin elde edilen altkiiltiire alinabilecek eksplant
sayisinin oldukga fazla olmasi istenir. Bu deney sonucunda nodal tomurcuklardan kiiltiir

baslatma ¢alismalarinda BAP kullanilmasinin uygun olacagi tespit edilmistir.

4.2.2.4. Farklh BAP Konsantrasyonlarmin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde, bir onceki deneyin sonucuna bagh olarak nodal tomurcuklardan kiiltiir
baslatma amaciyla, BAP’1n 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 mgl'1 gibi konsantrasyonlarinin etkisi

izerine ¢alisilmistir. Sonuglar Cizelge 19°da verilmistir.

Cizelge 19. Farkli BAP konsantrasyonlarinin kiiltiir baglatmaya etkisi *.

BAP Konsantrasyonu | Gelisen Tomurcuk | Rozet Bitki Olusturan | Altkiiltiire Alinabilecek
(mgl'l) (%) Tomurcuk (%) Eksplant (%)
0.5 100 60 60
1 100 87 94
2 87 53 67
4 87 47 45
8 80 60 38
16 80 40 25
X2 (s.d: 5) P> 0.05 P <0.05 P <0.05

* Her uygulama i¢in kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 16

Farkli BAP konsantrasyonlarindan elde edilen sonuglara gore gelisen tomurcuk
oranlar1 yoniinden istatistiksel olarak onemli bir farklilik olmamasina ragmen (P > 0.05),
rozet bitki olusturan tomurcuk ve altkiiltiire alinabilecek eksplant oranlari bakimindan
istatistiksel olarak 6nemli farklihklar kaydedilmistir (P < 0.05). Genel olarak 1 mgl”' BAP
konsantrasyonunun incelenen biitiin parametreler yoniinden iyi oldugu goriilmiistiir. BAP
konsantrasyonu arttik¢a olusan rozet bitkilerdeki yapraklarin da kiigiildiigii ve tiire 6zgii

sekillerini kaybettigi ve altkiiltiire alinabilirliklerinin azaldig1 gézlenmistir.

4.2.2.5. Farkh Seker Tiplerinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baglatmaya sukroz, fruktoz, glikoz ve
maltoz gibi farkli seker tiplerinin etkisi tespit edilmeye calisilmistir. Elde edilen verilere ait
istatistiksel sonuglar Cizelge 20’de verilmistir.

Uygun seker tipinin tespit edilmesi icin yapilan deney kapsaminda, farkli seker
tiplerinden elde edilen sonuclar arasinda; gelisen tomurcuk ve rozet bitki olusturan

tomurcuk oranlar1 bakimindan istatistiksel olarak ©Onemli bir farklilik bulunmamistir
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(P > 0.05). Ancak glikoz ve maltoz serilerinden alinan morfolojik gozlemlere gore,
tomurcuklardaki gelisme ancak kabarma ve birazda patlama seklinde olmus ve ¢ok az
sayidaki tomurcugun siirdiigii goriilmiistiir. Deneyin en kotii seker tipi maltoz olarak tespit
edilmistir. Altkiiltire alinabilecek eksplant oram1 yoniinden uygulamalar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak énemli ¢ikmistir (P < 0.05). Ozellikle %56’lik oran ile en iyi
sonucu veren sukroz seker tipinde meydana gelen rozet bitkilerdeki gelismenin daha iyi

oldugu, yapraklarin daha canli ve tiire 6zgii yesil renkli oldugu gézlenmistir.

Cizelge 20. Farkli seker tiplerinin kiiltiir baglatmaya etkisi *.

Seker Tipi Gelisen Tomurcuk | Rozet Bitki Olusturan | Altkiiltiire Alinabilecek
(%) Tomurcuk (%) Eksplant (%)
Sukroz 81 56 56
Fruktoz 56 44 44
Glikoz 56 32 25
Maltoz 56 25 6
L (s.d: 3) P> 0.05 P>0.05 P <0.05

* Her uygulama icin kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 16

4.2.2.6. Sukrozun Farkl Konsantrasyonlarmin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde sukroz seker tipinin % 0, 3, 4, 6 ve 8 konsantrasyonlarinin nodal
tomurcuklardan kiiltiir baglatma iizerine olan etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir. Elde edilen

verilere ait istatistiksel sonuglar Cizelge 21°de verilmistir.

Cizelge 21. Sukrozun farkli konsantrasyonlarinin kiiltiir baslatmaya etkisi *.

Sukroz Gelisen Tomurcuk | Rozet Bitki Olusturan | Altkiiltiire Alinabilecek
Konsantrasyonu (gl'l) (%) Tomurcuk (%) Eksplant (%)

0 - - -

30 83 75 75
40 100 67 75
60 83 67 33
80 92 83 25

¥ (s.d: 4) P <0.05 P <0.05 P <0.05

* Her uygulama i¢in kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 16

Cizelge 21’°deki sonuglar arasinda; gelisen tomurcuk, rozet bitki olusturan tomurcuk
ve altkiiltiire alinabilecek tomurcuk oranlar1 bakimindan test edilen uygulamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P < 0.05). Gelisen tomurcuk bakimindan en

iyi sonug %100’liik oran ile 40 gl sukroz konsantrasyonundan elde edilmistir. Rozet bitki
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Resim 4. 1 mgl" BAP + 0.3 mgl"' IBA ile destekli MS Besi ortamina

ekilen nodal tomurcuklarin; a) 1. hafta sonunda (bar: 8 mm)

b) 4. hafta sonundaki (bar: 7.9 mm) goriiniimleri.

olusumu yoniinden 80 gl sukroz konsantrasyonu yiiksek c¢ikmasma ragmen, buradan
altkiiltiire alinabilecek eksplant oraninin en diisiik diizeyde gerceklesmesi nedeniyle pek
dikkate alinmamistir. Altkiiltiire alinabilecek eksplant orani acisindan en iyi sonuglari 30
gl ve 40 gI'' sukroz konsantrasyonlar1 vermistir. Olusan rozet bitkilerin canli, giizel ve
tiire zgii goriiniimde olmalar1 nedeniyle 30 gl sukroz uygulamasimin bundan sonraki

calismalarda esas alinmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.
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4.2.2.7. BAP’li Ortama Oksin ilavesinin Kiiltiir Baslatmaya EtKkisi
Bu deneyde, nodal tomurcuklardan kiiltiir baglatmaya, 1 mgl'1 BAP iceren ortama
ilave edilen IBA ve NAA’ya ait 0.1, 0.3 ve 0.5 mgl” konsantrasyonlarin etkisi iizerine

calisilimistir. Cizelge 22’de verilere ait istatistiksel sonuclar yer almaktadir.

Cizelge 22. BAP’l1 ortama oksin ilavesinin kiiltiir baglatmaya etkisi *.

BAP + Oksin Gelisen(’l(;‘()))murcuk Roz;:) Illilll:l;i lg(h(l?yt:;ran
1 mgl” BAP + 0.1 mgl"' IBA 85 45
1 mgl” BAP + 0.3 mgl"' IBA 100 60
1 mgl” BAP + 0.5 mgl™ IBA 100 70
1 mgl” BAP + 0.1 mgl' NAA 100 80
1 mgl” BAP + 0.3 mgl'' NAA 80 65
1 mgl” BAP + 0.5 mgl'' NAA 95 35
¥ (s.d: 5) P <0.05 P <0.05

* Her uygulama icin kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 20

Yapilan deney kapsaminda elde edilen sonuglar arasinda; gelisen tomurcuk oranlari
bakimindan istatiksel olarak onemli farkliliklar goriilmiistiir (P < 0.05). Oranlar itibariyle
uygulamalar birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen; 0.3 mgl'1 IBA, 0.5 mgl'1 IBA ve
0.1 mgl™ NAA ilaveli uygulamalar %100’liik oran ile en iyi sonucu vermistir.

Bunlardan NAA ilaveli uygulamadaki materyallerin bir kismi kallus benzeri yapilar
olusturmaya baslamis, 3. haftadan sonra ise sararmalar goriilmiistiir. Dolayisiyla daha
sonraki deneyler icin NAA kullanilmamistir. Geriye kalan IBA ilaveli gruplar arasinda ise
0.3 mgl' IBA ilaveli grubun bazi tomurcuklardan olusan siirgiinlerin olciilebilecek
diizeyde uzadig1 ve yaprak sayilarinin goreceli olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Rozet bitki olusturan tomurcuk yoniinden en iyi sonucu, 1 mgl' BAP + 0.1 mgl' NAA
grubu %80 gibi bir oran ile vermistir. 0.3 mgl™” ve 0.5 mgl™' IBA uygulamalar1 bu oram
strastyla %70 ve %60 olarak takip etmistir. Elde edilen biitiin gézlem ve olctimler 1s181nda
bu deneyle birlikte BBD’ler bakimindan nodal tomurcuklardan etkin bir kiiltiir baglatma
icin 1 rngl'1 BAP + 0.3 mgl” IBA grubunun uygun oldugu goriilmiistiir. Meydana gelen
rozet bitkilerin saglikli, tiire 6zgii renk ve sekilde bulunduklarindan dolay1 uygun olacagi

belirlenmistir.
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4.2.2.8. Kinetin’li Ortama Oksin Ilavesinin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi
Bu deneyde, 1 mgl'1 kinetin iceren ortama ilave edilen IBA ve NAA’in 0.1, 0.3 ve
0.5 mgl" konsantrasyonlarin kiiltiir baslatmaya etkisi belirlenmeye calisiimistir. Elde

edilen verilere ait istatistiksel sonuglar Cizelge 23’de verilmistir.

Cizelge 23. Kinetin’li ortama oksin ilavesinin kiiltiir baslatmaya etkisi *.

KIiNETIN + Oksin Gelisen(’l(;‘()))murcuk Roz;:) Ilfllltll;l l(ill(l;tsran

1 mgl” Kinetin + 0.1 mgl™ IBA 95 -

1 mgl” Kinetin + 0.3 mgl™ IBA 100 20
1 mgl” Kinetin + 0.5 mgl™ IBA 60 15
1 mgl” Kinetin + 0.1 mgl"' NAA 85 10
1 mgl” Kinetin + 0.3 mgl"' NAA 100 15
1 mgl” Kinetin + 0.5 mgl"' NAA 85 -

¥ (s.d: 5) P <0.05 P> 0.05

* Her uygulama icin kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 20

Kinetin’e ilave edilen farkli oksin ve konsantrasyonlarindan elde edilen sonuclar
arasinda; gelisen tomurcuk orani bakimindan istatistiksel olarak ©nemli farkliliklar
bulunmustur (P < 0.05). En iyi sonucu %100’liik oran ile 1 mgl™ kinetin + 0.3 mgl” IBA
ve 1 mgl” kinetin + 0.3 mgl' NAA uygulamalari vermistir. Ancak sonuclar bu kadar
yiiksek ¢ikmasina ragmen, tomurcuklarda meydana gelen gelisme genellikle kabarma
seklinde olmus ve bundan Oteye gitmemistir. Rozet bitki olusturan tomurcuk oranlar
yoniinden uygulamalardan elde edilen sonuglar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli goriilmemistir (P > 0.05).

1 mgl™ kinetin + 0.1 mgl™" IBA ve 1 mgl” kinetin + 0.5 mgl”" NAA gruplarindaki
hicbir tomurcukta rozet olusumu goriilmemistir. Gelisme goriilen uygulamalarda ise, ¢ok
diisik sonuglar ¢ikmis olup, olusan rozet bitkilerin ise pek saglikli olmadiklari ve

altkiiltiire alinabilir 6zelliklerinin iyi olmadig1 morfolojik olarak tespit edilmistir.

4.2.2.9. Agaclardan Tomurcuk Alma Zamanmnin Kiiltiir Baslatmaya Etkisi

Bu deney, nodal tomurcuklardan kiiltiir baglatmaya agaclardan materyal alma
zamaninin etkisini tespit etmek icin yapilmistir. Aylik periyotlar halinde ve her ayin 2.
haftasinda yapilan ¢alisma yilin her aymi kapsayacak sekilde 1 yil devam etmistir. Elde

edilen bulgular Cizelge 24’te verilmistir.
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Yapilan deney kapsaminda aylik periyotlar halinde in vitroya aktarilan
materyallerden elde edilen sonuglar bakimindan gelisen tomurcuk ve enfekte olan

tomurcuk oranlar1 arasinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmustur (P < 0.05).

Cizelge 24. Agaclardan tomurcuk alma zamaninin kiiltiir baslatmaya etkisi *.

Aylar Gelisen Tomurcuk | Enfekte olan Tomurcuk

(%) (%)

Ocak - 100
Subat - 100
Mart 13 88
Nisan 50 38
Mayis 94 13
Haziran 81 13
Temmuz 69 32
Agustos 75 25
Eyliil 75 25
Ekim 56 44
Kasim 13 94
Aralk - 100

¥ (s.d: 11) P <0.05 P <0.05

* Her uygulama icin kullanilan nodal tomurcuk sayisi: 16

En yiiksek gelisme oran1 %94 ile mayis ayinda kiiltiire alinan tomurcuklardan elde
edilmistir. Bu oran1 haziran, agustos, eyliil ve temmuz aylar sirasiyla %81, %75, %75 ve
%69 ile takip etmistir. Ocak, subat ve aralik aylar icinde tomurcuklarda goriilen
enfeksiyon nedeniyle herhangi bir gelisme kaydedilememistir. Vejetasyonun sonuna dogru
tomurcuklar dormant hale geldigi i¢in sterilizasyon amaciyla uyguladigimiz yiiksek
oranlardaki sterilant dahi etkili olmamistir. Vejetasyonun orta dénemi igerisinde (mayis,
haziran) gelisen siirgiinlerdeki nodal tomurcuklar kiiltiir baslatma i¢in cok verimli
olmustur. Enfekte olan tomurcuk orami yoniinden uygulamalar arasindaki farklilhik (P <
0.05) seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Enfeksiyon oran1 bakimindan en
yiiksek sonuclar ocak, subat ve aralik aylarinda %100 olarak ortaya ¢ikmistir. Mayis ve
haziran aylan istenen sekilde enfeksiyonun en diisiik ¢iktig1 aylar olmustur. Bu nedenle
kiiltiir baglatmada en 6nemli problem olan enfeksiyon sorununu ortadan kaldirmak ve
altkiiltiir caligmalarina yiiksek oranda materyal aktarmak i¢in belirtilen aylarda calisma

yapilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.
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4.2.3. Kiiltiir Baslatma Cahsmalariyla ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Kayis1 ve diger sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin (Prunus) in vitro Kiiltiir baslatma
caligmalarinda genellikle baslangi¢ materyali olarak; siirgiin ucu, nodal tomurcuk
(vejatasyon donemi i¢inde ya da dormant haldeyken), meristem ucu, yaprak ve tohum
kullanilmaktadir. Ancak yogun olarak siirgiin ucu ve nodal tomurcuk materyalinin
kullanildig1 yapilan literatiir taramalart sonucu ortaya ¢cikmistir. Bazi arastiricilar (Perez-
Tornero ve Burgos, 2000; Marino ve ark. 1991; Perez-Tornero ve ark. 1999 c;
Deogratias ve ark. 1991; Balla ve Vertesy, 2001; Srinivasan ve ark. 2005; Morini ve
ark. 1991; Yancheva 2002; Parfitt ve Almehdi, 1986; Almehdi ve Parfitt, 1986;
Manganaris ve ark. 2003; Ozzambak ve Hepaksoy, 1997; AL-Sabbagh ve ark. 1999;
Bhagwat ve Lane, 2004; Borkowska 1985; Ozzambak ve Hepaksoy, 1997a; Gebhardt
1985; Hammatt ve Grant, 1997; Cerovic ve Ruzic, 1987; Aka-Kacar ve ark. 2001;
Siiliisoglu ve Celik, 2001; Fidanc1 ve ark. 2001) ana bitkiden aldiklart siirgiin uglarini
kullanirken, bazilar1 (Perez-Tornero ve ark. 2000; Perez-Tornero ve ark. 1999 b;
Perez-Tornero ve ark. 2001; Deogratias ve ark. 1991; Harada ve Murai, 1996;
Srinivasan ve ark. 2005; Paris ve ark. 2004; Andreu ve Marin, 2005; Manganaris ve
ark. 2003; Pruski ve ark. 2005; AL-Sabbagh ve ark. 1999; Pruski ve ark. 2000; Grant
ve Hammatt, 1999; Tang ve ark. 2002; Dradi ve ark. 1996; Espinosa ve ark. 2006;
Fidanca ve ark. 2001) nodal tomurcugu baslangi¢c materyali olarak kullanmiglardir. Bir
kisim arastiricilar (Perez-Tornero ve ark. 1999 a; Kramarenko 1999; Murai ve ark.
1997; Knapp ve ark. 1998; Druart 1991; Sauer 1985; Theiler-Hedtrich ve Feucht ,
1985; Petrevica ve Bite, 2003) meristem ucu kiiltiirleriyle in vitro ¢alismalara baslarken,
amaca uygun olarak yaprak materyalini kullanan (Perez-Tornero ve ark. 2000; Burgos
ve Alburquerque, 2003; Petri ve ark. 2005 a; Petri ve ark. 2005 b; Paris ve ark. 2004;
Nowak ve Miczynski, 1996; Grant ve Hammatt, 2000; Matt ve Jehle, 2005) arastiricilar
da bulunmaktadir. Sinirli sayida da olsa 6zellikle in vitro ¢alismalarda gereksinim duyulan
ana¢ materyalinin {iretimi amaciyla tohum kullanan (Paris ve ark. 2004; Gentile ve ark.
2002; Mante ve ark. 1989; Schmidt ve Ketzel 1996; Hokanson ve Pooler, 2000)
arastiricilar da bulunmaktadir. Yapilan bu calismada; aktif gelisme doneminde yani
vejetasyon donemi icerisinde kullanilan nodal tomurcuklarin kiiltiir baglatma c¢alismalari
icin uygun olacag tespit edilmistir. Bu nedenle yapilan optimizasyon calismalarinda bu
materyal kullanilmistir.

Kiiltiir baglatma ¢alismalarinda kullanilan besi ortaminin ve kuvvetinin belirlenmesi

amaciyla yaptigimiz calismada; tam MS besi ortaminin en iyi sonucu verdigi goriilmiistiir.
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Bu bakimdan bazi arastiricilar yapilan bu calismada oldugu gibi MS besi ortamini
kullanirken (Srinivasan ve ark. 2005; Gentile ve ark. 2002; Mante ve ark. 1989; Sauer
1985; Ozzambak ve Hepaksoy, 1997; Petrevica ve Bite, 2003; Espinosa ve ark. 2006;
Fidancal ve ark. 2001) farkli besi ortamlarinda daha iyi sonu¢ bulan arastiricilar da
bulunmaktadir. Ornegin (Perez-Tornero ve ark. 1999 a; Perez-Tornero ve ark. 1999 b;
Gentile ve ark. 2002) gibi arastiricilar QL besi ortami; (Harada ve Murai 1996, Andreu
ve Marin 2005, Manganaris ve ark. 2003, Tang ve ark. 2002, Perez-Tornero ve ark.
2001) gibi arastiricilar WPM besi ortami kullanirken; bir arastiricinin da (Dradi ve ark.
1996) SH besi ortamini kullandig: tespit edilmistir.

Besi ortamlarinin en dnemli enerji kaynagi olan seker tipinin ve konsantrasyonunun
tespit edilmesi amaciyla yapilan calismada 30 gl sukroz kullammunin yeterli olacag
gozlenmistir. Diger arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda biiyiik oranda genellikle 30
gl'1 sukroz kullanildigi, ancak; (Perez-Tornero ve ark. 1999 b; Bhagwat ve Lane, 2004;
Pascual ve Marin, 2005; Matt ve Jehle, 2005) tarafindan 20 gl'1 sukroz; (Grant ve
Hammatt, 2000; Grant ve Hammatt, 1999; Hammatt ve Grant, 1997) tarafindan 30 gl'1
sukroz, (AL-Sabbagh ve ark. 1999) tarafindan 15 gl sukroz kullanildig: bildirilmistir.

In vitro ¢aligmalarin vazgegilmez unsuru olan BBD’ler ve uygun BBD’ye oksin
ilavesi ile ilgili yapilan kiiltiir baslatma ¢alismalarinda “Hacthaliloglu” kayist ¢esidi i¢in en
iyi kombinasyonun 1 mgl” BAP + 0.3 mgl”' IBA veya yalniz basina 1 mgl”"' BAP oldugu
saptanmistir. Bununla ilgili olarak bir cok arastirici tarafindan 0.5 — 2 mgl' BAP
kullanildigi, buna ilave olarak IAA, IBA ve NAA gibi oksinlerin ve GAj3’iin belli oranlarda
besi ortamlarina ilave edildigi goriilmiistiir. Bu anlamda; bazi1 arastiricilarin kullandigi
BBD kombinasyonlar1 sdyle olmustur; (Perez-Tornero ve ark. 2001) 0.7 mgl”' BA +
0.04 mgl" IBA; (Andreu ve Marin, 2005) 1.1 mgl”' BA + 0.1 mgl” IBA; (Ambrozic
Turk B. ve ark. 1992) 0.25 mg I'' BAP + 0.1 mg I"' IBA; (Parfitt ve Almehdi, 1986)
6 mgl! BA + 0.01 mgl" IBA; (Manganaris ve ark. 2003), 1.8 mgl"' BAP + 0.14 mgl”
IAA; (Sauer 1985) 2 mgl' BAP + 0.1 mgl' NAA; (Theiler-Hedtrich ve Feucht, 1985)
1 mgl" BAP; (Pruski ve ark. 2000) 1 mgl”" BA + 0.1 mgl” IBA; (Tang ve ark. 2002)
2 mgl”" BAP + 0.5-1 mgl”" NAA; (Petrevica ve Bite, 2003) 0.5 mgl™" BA + 0.2 mgl” GA3;
(Dradi ve ark. 1996) .5 mgl' BAP + 0.5 mgl”' GAsz + 0.01 mgl” NAA; (Ozzambak ve
Hepaksoy, 1997a) 0.5 mgl'1 BAP + 0.1 rngl'1 NAA; (Espinosa ve ark. 2006) 1 mgl"' BA
+0.1 mgl”" IBA + 0.1 mgl" GA3; (Fidana ve ark. 2001) 0.5 — 1.0 mgl" BAP + 0.1 mgl”
IBA veya NAA + 0.1 mgl' GAs. Tohumla ilgili calismalar kapsaminda (Schmidt ve

Ketzel, 1996) tarafindan hibrit kiraz tohumlarinin ¢imlendirilmesi amaciyla 2 mgl'1 BA +



73

1 mgl' IAA ilaveli besi ortamindan iyi sonu¢ alindigi bildirilmektedir. Bizim tohum
calismalarimizda oksin grubuna gerek kalmadan 1 mgl”' BAP kullamlarak yaklasik %70
oraninda bir ¢cimlenme elde edilmistir.

Kiiltiir baslatma caligmalarinda materyalin ana bitkiden alinma zamani oldukca
onemli bir husustur. Perez-Tornero ve ark. (1999 a) tarafindan yapilan calismada;
meristemlerden Kkiiltiir baslatmak amaciyla dormant tomurcuklarin kullaniminin daha
uygun oldugu bildirilmis ve bunun i¢in kasim-subat arasi aylarin uygun oldugu tespit
edilmistir. Yapilan bu caligmada; vejetasyon donemindeki (mayis—haziran) nodal
tomurcuklardan kiiltiir baglatmanin daha iyi olacagi sonucu ortaya ¢ikmistir. Arastiricilarin
uygun buldugu periyot bizim deneyler acisindan tamamen enfeksiyonla sonu¢lanmistir.
Fidana ve ark. (2001), “Gisela-5, Maxma-14 ve Tabel/Edabriz” gibi baz1 kiraz ve vigne
anacglarinin in vitro hizli ¢ogaltim tekniklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada;
eksplant alma zamani i¢in nisan sonundan haziran basina kadar olan siire en iyi donem
olarak belirlenmistir. Eksplant alma zamani bakimindan arastiricinin buldugu sonuglar

yapilan ¢alismada tespit ettigimiz zaman ile uyum gostermektedir.

4.3. Siirgiin Proliferasyon Calismalari

Siirgiin proliferasyon calismalar1 kapsaminda yapilan deneyler ve bu deneylerden
elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
4.3.1. Tohumdan Elde Edilen Siirgiinlerin Proliferasyon Calismalari
4.3.1.1. MS Besi Ortamimin Farkli Kuvvetlerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, 1/4 MS, 1/2 MS, 1/1 MS, 2 MS gibi farkli kuvvetteki besi ortamlarinin
in vitroda ¢imlenen kayisi tohumlarindan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna etkisi
tizerine c¢alisilmistir. Verilere uygulanan istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 25°te

verilmistir.

Cizelge 25. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna farklt MS kuvvetlerinin etkisi *.

MS kuvveti Ort:;l;:;a;;i;lgiin uzg;:?ll;lnj ;lg%:::n) Ortalama nod sayisi
1/4 MS 2.80+0.36b 5.60+£0.44 b 0.00 £ 0.00 b
1/2 MS 6.85+1.49a 9.28+0.52a 5.04+035a
1/1 MS 3.68 £0.65b 10.66 +£0.90 a 482+043a
2 MS 3.37+038b 528+0.76 b 4.62+£0.59 a
P <0.05 P <0.05 P <0.05
F: 4.255 —sd: 3.71 F: 12.94 —sd: 3.313 F: 47.15 - sd: 3.60

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20
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MS besi ortam1 kuvvetlerinin; siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve nod sayisini
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde etkiledigi tespit edilmistir (P < 0.05). En fazla siirgiinii
1/2 kuvvetteki MS besi ortami vermis olup, 6.85 + 1.49 adet siirgiin elde edilmistir. Diger
uygulamalarin hepsi ayn1 grup icerisinde yer almistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan, en iyi
sonu¢ 1/1 MS kullanilan uygulamadan 10.66 £ 0.90 mm olarak elde edilmistir. Analiz
sonucuna gore; yapilan gruplandirmada ayni grup icerisinde yer alan 1/2 MS
uygulamasindan ise 9.28 + 0.52 mm’lik siirgiin olustururken, 1/1 MS besi ortamindan elde
edilen siirgiinlere gore daha kisa olduklar1 goriilmiistiir. 1/4 MS besi ortamindaki bitkilerde
kiiltiiriin 3. haftasindan itibaren kahverengilesme meydana gelmis ve neticede Oliimle
sonuclanmistir. Altkiiltiirii yapilabilecek siirgiin sayisinda azalmanin meydana geldigi
gozlenmistir. Biitiin gozlemlere gore, tohum kaynakli siirgiinlerin proliferasyonu icin elde
edilen siirgiinlerdeki uzunlugun daha iyi olmasi ve siirgiinlerin 1/2 MS besi ortamina gore
morfolojik olarak daha kaliteli olmas1 nedeniyle; gelecek deneyler kapsaminda besi ortami

olarak 1/1 MS kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna varilmistir (Resim 5).

Resim 5. Tohumdan elde edilen siirgiinler ile proliferasyon ¢aligmalarinin baglatilmasi (bar: 6.4 mm)

4.3.1.2. Farkl Seker Tiplerinin Siirgiin Proliferasyonuna EtKisi
Bu deney, kayist tohumlarinin in vitro c¢imlenmesiyle olusan siirgiinlerin

proliferasyonuna sukroz, fruktoz, glikoz ve laktoz gibi farkli seker tiplerinin etkisini tespit
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etmek lizere yapilmistir. Cizelge 26°da, elde edilen sonuglara ait istatistiksel veriler

bulunmaktadir.

Cizelge 26. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna farkli seker tiplerinin etkisi *.

Seker tipi Ort:;l;:sl:a;g;lgﬁn uzg;tl?llg:lnz ;;}Ir%::;) Ortalama nod sayisi
Glikoz 3.05+0.46 a 10.50 £ 0.62 a 4.61+0.22a
Fruktoz 245+035b 9.65+097 a 5.92+043a
Laktoz 2.81+0.29b 6.07+£0.76 b 525+0.75a
Sukroz 3.68£0.65a 10.66 +£0.90 a 482+043a
P <0.05 P <0.05 P> 0.05
F: 5.007 - sd: 3.64 F: 4.621 —sd: 3.375 F: 2.596 — sd: 3.95

* Her uygulama igin kullanilan siirgiin sayisi: 20

Elde edilen verilere uygulanan varyans analizine gore; siirgiin sayisi ve siirgiin
uzunlugu iizerine seker tipinin etkisinde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar bulunmustur
(P < 0.05). En iyi sonucu 3.68 + 0.65 adet siirgiin ile sukroz sekeri vermis olup, bunu
3.05 = 0.46 ile glikoz sekeri izlemistir. Ancak glikoz uygulamasindaki kiiltiirlerin bir kismi
3. haftadan sonra hafif bir sekilde bozulmaya baslarken; fruktoz sekerinden elde edilen
siirgiinler ile yapilan alt kiiltir calismalar1 sirasinda materyaller daha kiiltiiriin 2.
haftasindan sonra bozulmaya baslamistir. Her iki seker tipi i¢in de saglam kalan bir miktar
materyal iizerinde Olciim yapilabilmistir. En uzun siirgiinii 10.66 + 0.90 mm ile sukroz
sekeri verirken, glikoz ve fruktoz sekerleri yaklasik degerler ile ayn1 grup icerisinde yer
almiglardir. Uygulanan seker tipleri arasinda nod sayist bakimindan ortaya cikan
farkliliklar istatistiksel olarak onemli goriilmemistir (P > 0.05).

Genel olarak alinan biitiin gozlem ve Olgiimlere gore sukroz sekerinden alinan
sonuglarin tatminkar oldugu, elde edilen siirgiinlerin kalite ve kantite yoniinden de diger

seker tiplerine gore daha 1yi oldugu goriilmiistiir.

4.3.1.3. Farkli BAP Konsantrasyonlarimnin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deneyde, kayis1 tohumlarinin in vitro ¢imlenmesiyle elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg I"" gibi farkli BAP konsantrasyonlarinin etkisi
tizerine calisilmistir. Elde edilen verilere ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 27°de

verilmistir (Resim 6).
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Cizelge 27. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna farklt BAP konsantrasyonlarinin etkisi *.

BAP konsar!frasyonu Ortalama siirgiin Ortalama siirgiin Ortalama nod sayisi
(mgl™) sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)
0.25 330+041¢ 11.24 +1.00 a 5.69+0.39 a
0.5 345+£036¢ 11.71£0.92 a 533+043a
1 3.68£0.65¢ 10.66 £ 0.90 a 482+043a
1510+ 1.57b 7.37+031b 6.00+0.31 a
19.50+2.22a 7.47+026Db 490+022a
P <0.05 P <0.05 P> 0.05
F: 28.453 — sd: 4.94 F: 16.614 — sd: 4.916 F:2.702 - sd: 4.135

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20

Farkli BAP konsantrasyonlar1 arasinda siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu
bakimindan istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmustur (P < 0.05). Siirgiin sayis1
yoniinden en yiiksek sonu¢ 4 mgl”' BAP grubundan elde edilmis olup, 19.50 + 2.22 adet
siirgiin meydana gelmistir. Bunu 2 mgl' BAP uygulamas: takip etmis; geriye kalan
uygulamalarin hepsi (0.25, 0.5 ve 1 mgl”' BAP) ayn1 grup icerisinde yer almis ve sonuglar
olduk¢a diisiik olmustur. BAP konsantrasyonu artttkca meydan gelen siirgiin sayisi
artarken, ters orantili olarak siirgiin uzunlugu ve kalitesinin diistiigli ve olusan siirgiinlerde
bodurlasmanin oldugu goriilmiistir. Hatta 2 ve 4 mgl' BAP uygulamalarinda
Olciilemeyecek kadar kiiciik ve yumruk halinde tomurcuk topluluklarinin olustugu
gbzlenmistir.

Siirgiin uzunlugu yoniinden en iyi sonucu; ayni istatistiksel grup igerisinde yer alan
0.5, 0.25 ve 1 mgl™" BAP uygulamalari sirastyla 11.71 + 0.92 mm, 11.24 + 1.00 mm, 10.66
+ 090 mm olarak vermistir. Uygulanan BAP konsantrasyonunun diisiik oldugu
uygulamalarda olusan siirgiin uzunlugunun arttigi goriilmiistiir. Ortalama nod sayisi
bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemli goriilmemistir (P
> 0.05). Ancak 2 mgl”' BAP konsantrasyonunun 6.00 + 0.31 adet nod ile en iyi sonucu
verdigi belirlenmistir.
4.3.1.4. Alt Kiiltiir Sayisinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Kayist tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi sonucu elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna alt kiiltiir sayisinin (1., 2., 3. ve 4.) etkisini tespit etmek iizere yapilan
calismadan elde edilen sonuglara ait istatistiksel veriler Cizelge 28’de verilmistir.

Alt kiiltiir sayisinin; siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu ve nod sayisi lizerine olan

etkisinin istatistiksel olarak ©nemli oldugu tespit edilmistir (P < 0.05). 4. alt kiiltiir



Cizelge 28. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna alt kiiltiir sayisinin etkisi *.

Alt Kiiltiir sayis1

Ortalama siirgiin

Ortalama siirgiin

Ortalama nod sayisi

F: 7.390 —sd: 3.75

F: 14.297 - sd: 3.443

sayis1 + SH uzunlugu + SH (mm)
1. alt kiiltiir 3.68 £0.65b 10.66 £ 0.90 a 4.82+043b
2. alt kiiltiir 550+£0.70 b 6.08+0.46Db 5.87+0.37b
3. alt kiiltiir 540+£0.61b 6.07+0.62b 8.46+0.74 a
4. alt kiiltiir 8.10+0.68 a 5.77+032b 542+0.75b
P <0.05 P <0.05 P <0.05

F: 8.423 —sd: 3.59

*Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20

Resim 6. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin 1 mgl™" BAP ile destekli MS besi ortaminda 28 giinliik

kiiltiir periyodu sonundaki proliferasyonu (bar: 5.7 mm).
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uygulamasindan elde edilen siirgiin sayisinin 8.10 + 0.68 ile en yiiksek sonucu verdigi,

diger uygulamalarin farkl bir istatistiksel grup igerisinde yer aldig1 goriilmiistiir. Alt kiiltiir

sayist arttikca, olusan siirgiin sayisinin da arttigi, ancak siirgiin uzunlugunun kademeli

olarak yavas yavas azaldig: tespit edilmistir. Ortalama siirgiin uzunlugu yoniinden en iyi

sonucu 1. alt kiiltlir uygulamas: vermis olup, 10.66 + 0.90 mm uzunlugunda siirgiinler

meydana gelmistir. Bu baglamda en diisiik sonucu 5.77 £ 0.32 mm’lik siirgiin uzunlugu ile

4. alt kiiltiir uygulamas1 vermistir. Nod sayisina gore; 3. alt kiiltiir uygulamasinda elde

edilen en iyi sonug 8.46 + (.74 olmustur.
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Resim 7. Nodal tomurcuklardan elde edilen eksplantlar ile proliferasyon

calismalarinin baglatilmasi (bar: 5.9 mm).

4.3.2. Nodal Tomurcuklardan Elde Edilen Siirgiinlerin Proliferasyon Calismalar:
4.3.2.1. MS Besi Ortaminmin Farkli Kuvvetlerinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deney, in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna MS besi ortaminin 1/2 MS,
1/1 MS, 2 MS, 4 MS gibi kuvvetlerinin etkisini tespit etmek lizere yapilmistir. Standart MS
besi ortaminin yarim, tam, iki ve dort katindan elde edilen istatistiksel sonuglar Cizelge

29’da verilmistir (Resim 7).

Cizelge 29. MS besi ortaminin farkli kuvvetlerinin siirgiin proliferasyonuna etkisi *.

Mkawer | Oridamasingin | Ortlams e
1/2 MS 6.90+0.52a 444 +0.14b
1/1 MS 2.64+£0.69b 5.80+040a
2 MS 2.57+£055b 594+050a
4 MS ok __kk
P <0.05 P <0.05
F: 34.318 — sd: 3.72 F: 36.662 — sd:3.248

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20 ** Proliferasyon goriilmemistir.

Besi ortami kuvvetleri; ortalama siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugunu istatistiksel
olarak onemli derecede etkilemistir (P < 0.05). En iyi sonucu 1/2 MS besi ortami vermis

olup; 6.90 £ 0.52 adet siirgiin elde edilmistir. Ancak deneyin 2. haftasinin basindan itibaren
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siirglinlerin  yapraklarinda hafif sararmalar goriilmeye baslamistir. Proliferasyon
goriilmeyen 4 MS grubunda herhangi bir gelisme olmadig: i¢in siirgiin sayist ve siirgiin
uzunlugu Olctimii yapilamamistir. Bu uygulamadaki siirgiinlerin hepsi 3. haftadan sonra
tamamen ciirimiis bir hale gelip, bozulmustur. En uzun siirgiinii 5.80 + 0.40 mm ile
1/T MS ve 594 + 0.50 mm ile 2 MS uygulamalar1 vermistir. 1/1 MS besi ortamindaki
stirgiin durumlarinin diger gruplara gore daha iyi oldugu, kullanilabilir 6zelliklerinin daha

fazla oldugu ve siirgiinlerin daha iiniform oldugu goriilmiistiir.

4.3.2.2. Farkl Seker Tiplerinin Siirgiin Proliferasyonuna EtKisi
Bu deneyde, in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna sukroz, fruktoz, glikoz ve
laktoz gibi farkli seker tiplerinin etkisi tespit edilmeye calisilmistir. Elde edilen istatistiksel

analiz sonuglar1 Cizelge 30’da verilmistir.

Cizelge 30. Farkl1 seker tiplerinin siirgiin proliferasyonuna etkisi *.

Seker tipi Ortalama siirgiin Ortalflma siirgiin
sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)
Laktoz 1.75+0.47 ab 444+045b
Fruktoz 1.07 £0.08 b 6.64 £0.48 a
Glikoz 1.55+0.83 ab 5.98 £0.36 ab
Sukroz 2.64 +£0.69 a 5.80+0.40 ab
P <0.05 P <0.05
F:7.301 —sd: 3.73 F: 3.112 — sd:3.352

*Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20

Elde edilen bulgulara uygulanan varyans analizine gore; ortalama siirgiin sayis1 ve
siirglin uzunlugu iizerine seker tipinin etkisinde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar
goriilmiistiir (P < 0.05). Siirgiin sayis1 yoniinden en yiiksek sonucu 2.64 + 0.69 adet siirgiin
ile sukroz sekeri vermistir. Laktoz ve glikoz seker tiplerinden elde edilen siirgiinlerin pek
kullanilabilir nitelikte olmadiklar1 tespit edilmistir. Siirgiin uzunlugu yoniinden en iyi
sonucu fruktoz sekeri 6.64 + 0.48 mm olarak verirken, sukroz seker tipi 5.80 £ 0.40 mm
ile bunu takip etmistir. Hem siirgiin sayis1 hem de siirgiin uzunlugu ve morfolojik
gozlemler yoniinden sukroz seker tipinin siirgiinlerinin ¢ok kaliteli oldugu ve altkiiltiire

almabilir 6zelliklerinin yiiksek oldugu gozlenmistir.
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4.3.2.3. Farkl Sitokininlerin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, nodal tomurcuklardan in vitro gelisen siirgiinlerin proliferasyonu
iizerine 1 mgl' konsantrasyonunda kullamlan BAP, kinetin ve TDZ gibi farkli

sitokininlerin etkisi incelenmistir. Elde edilen verilere ait istatistiksel sonuclar Cizelge

31°de verilmistir.

Cizelge 31. Farkli sitokininlerin siirgiin proliferasyonuna etkisi *.

Ortalama siirgiin

Ortalama siirgiin

F: 16.632;s.d: 2.52

Sitokinin Tipi sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)
BAP 2.64+0.69 a 5.80+0.40 a
Kinetin 1.05+0.05b 449+0.27b
TDZ 2.15+0.65 ab 484+0.14b
P <0.05 P <0.05

F:5.135;s.d:2.177

*Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20

Uygulanan farkl: sitokinin tiplerinin; siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu iizerine olan
etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P < 0.05). Siirgiin sayis1 yoniinden 1 mgl”
BAP uygulamasinin 2.64 + 0.69 adet siirgiin ile en iyi sonucu verdigi goriilmiistiir.
TDZ’den elde edilen sonu¢ her ne kadar BAP uygulamasina yakin gibi goriinse de; genel
olarak olusan siirgiinlerin daha kalitesiz ve acik yesil oldugu tespit edilmistir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan ise yine 1 mgl'1 BAP uygulamasinin en iyi sonucu vermis olup,

5.80 £ 0.40 mm’lik siirgiinlerin olustugu tespit edilmistir.

4.3.2.3. Farkli BAP Konsantrasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Bu deney, nodal tomurcuk kaynakli eksplantlarin proliferasyonuna 0.25, 0.5, 1, 2
ve 4 mgl'1 gibi farkli BAP konsantrasyonlariin bir kontrol grubuyla birlikte etkisini
belirlemek iizere yapilmistir. Elde edilen verilere ait istatistiksel analiz sonuclar1 Cizelge
32’de verilmistir (Resim 8).

BAP konsantrasyonlarinin siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu iizerine olan etkisi
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P < 0.05). En fazla siirgiinii 9.68 + 1.36 adet ile
4 mgl' BAP uygulamasi vermistir. Kontrol ve 0.25 mgl' BAP uygulamalarinda
proliferasyon elde edilmemis ve siirgiin sayist 1.00 olarak gerceklesmistir. Sadece ana
siirgiinlerde bir miktar uzamanin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 4 mgl' BAP serisinde

Olctim yapilabilecek biitiin siirgiinler sayilmis, boyle olmasina ragmen 6lciilemeyen, bodur
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kalan ve yumruk halinde olusan tomurcuk topluluklar tespit edilmistir. Ayrica kalite

yoniinden pek uygun olmadiklar1 kaydedilmistir.

Cizelge 32. Farkli BAP konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi *.

BAP konsantrasyonu Ortalama siirgiin Ortalama siirgiin
(mgl™) sayis1 + SH uzunlugu = SH (mm)
Kontrol 1.00 £0.00 c 2.18+0.15¢
0.25 1.00£0.00 ¢ 495+£0.16 b
0.5 140+0.13 ¢ 531+£050a
2.64 +0.69 be 5.80+040a
452+097b 4.86 £0.37b
4 9.68+1.36a 4.65+0.17b
P <0.05 P <0.05
F:21.235-sd: 5.103 | F:3.103 —sd: 5.364

*Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 20

Siirgiin uzunlugu yoniinden en iyi sonucu veren 1 mgl' BAP uygulamasindan elde
edilen 5.80 + 0.40 mm uzunlugundaki siirgiinler iyi bir gelisim sergilerken, daha yesil ve
tiire 6zgii goriiniimde oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu en diisiik sonucu verirken, 2

ve 4 mgl" BAP uygulamalar1 aym istatistiksel grup icerisinde yer almuslardur.

4.3.2.4. Farklh Kinetin Konsantrasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deneyde, eksplantlarin proliferasyonuna 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mgl'1 gibi farkli
kinetin konsantrasyonlarinin etkisi bir kontrol grubu ile birlikte ¢alisilmistir. Elde edilen

verilere ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 33’te verilmistir.

Cizelge 33. Farkl1 Kinetin konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi *.

Kinetin . .
K Ortalama siirgiin Ortalama siirgiin
onsantrasyonu o
1 sayis1 + SH uzunlugu + SH (mm)
(mgl™)
Kontrol 1.00£0.00 b 2.18+0.15¢
0.25 1.35+0.15a 437+022b
0.5 1.05+0.05b 5.28+0.19a
1.05+0.05b 449+027b
1.00+0.00b 3.92+0.14 bc
4 1.00+0.00Db 3.66+0.17 ¢
P <0.05 P <0.05
F: 3.450 — sd: 5.100 F: 5.504 — sd: 5.109

* Her uygulama i¢in kullanilan siirgiin sayisi: 20
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Test edilen kinetin uygulamalari arasinda; siirglin sayisi ve siirgiin uzunlugu
bakimindan istatistiksel olarak onemli farklhiliklar gozlenmistir (P < 0.05). En yiiksek
siirgiin say1sim 0.25 mgl™ kinetin grubu 1.35 + 0.15 adet olarak vermistir. Kontrol, 2 ve 4
mgl” kinetin uygulamalarinda herhangi bir gelisme elde edilmemistir. Ortalama siirgiin
uzunlugunun en iyi oldugu uygulama, (5.28 + 0.19 mm) 0.5 mgl" kinetin ile destekli MS
besi ortami olmustur.

Genel bir degerlendirme ile; her ne kadar bir kisim sonuglar elde edilmis ve analiz
sonuglart onemli ¢ikmis olsa dahi, 6nemli bir sitokinin olan kinetinin kayisi proliferasyon
calismalarinda ciddi bir 6neme haiz olmadig1 goriilmiistiir. Ancak mevcut ana siirgiinlerde
bir miktar uzamaya yardimci olmustur. Bu nedenle kullaniminin uygun olmadig sonucuna

varilmistir.

4.3.2.5. Farklh TDZ Konsantrasyonlarimin Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi
Bu deney, TDZ’ye ait 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mgl'1 gibi farkli konsantrasyonlarin bir
kontrol grubuyla birlikte in vitro rejenerantlarin proliferasyonuna etkisini tespit etmek

tizere yapilmistir. Cizelge 34’te, elde edilen istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 34. Farkli TDZ konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi *.

TDZ konsantrasyonu Ortalama siirgiin Ortalama siirgiin
(mgl'l) sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)
Kontrol 1.00 £0.00 a 2.18+0.15¢
0.25 1.09 £0.09 a 6.86 +£0.56 a
0.5 1.09 £0.09 a 6.52 +£0.58 ab
1 2.15£0.65a 4.84+0.14 ¢
1.13+0.13 a 7.04+£042a
206+0.63a 5.63 £0.33 bc
P> 0.05 P <0.05
F: 16.750 — sd: 5.82 F: 9.403 - sd: 5.209

* Her uygulama i¢in kullanilan siirgiin sayisi: 20

Uygulanan farkli TDZ konsantrasyonlarinin; siirgiin sayisim istatistiksel olarak
onemli derecede etkilemedigi goriilmiistiir (P > 0.05). En iyi sonucu 1 mgl”’ TDZ grubu
vermis olup, 2.15 + 0.65 adet siirgiin elde edilmistir. 0.25 ve 0.5 mgl" TDZ gruplarinda
stirglin proliferasyonu gerceklesmemis, ozellikle 0.5 mgl'1 TDZ uygulamasinda siirgiinlerin
besi ortamina degdigi her noktada kallus olusumu goriilmiistiir. Ancak kalluslarda herhangi

bir gelisme meydana gelmemistir. Siirgiin sayist bakimindan iyi olan 1 mgl' TDZ
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grubunda da kallus olusumu gozlenmis ve hatta bu kalluslardan siirgiin olusumunun

meydana geldigi goriilmiistiir.

Resim 8. Nodal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin 1 mgl" BAP iceren MS besi ortaminda 28 giinliik
kiiltiir periyodu sonunda; a) Proliferasyon (bar: 7.9 mm), b) Siirgiinler toplulugu (bar: 8 mm),

¢) Ayrilmis siirgiinlerin goriiniimii (bar: 7.2 mm).

Siirgiin  uzunlugu yo6niinden uygulanan TDZ Kkonsantrasyonlar:1 arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P < 0.05). En uzun siirgiinii veren
uygulama 2 mgl" TDZ olmus ve 7.04 + 0.42 mm uzunlugunda siirgiinler elde edilmistir.
Bu sonucu 0.25 ve 0.5 mgl”' TDZ uygulamalari sirasiyla 6.86 + 0.56 mm ve 6.52 + 0.58
mm ile takip etmistir.

Proliferasyon caligsmalarinda; TDZ kullaniminin diger sitokininlerle kombine

halinde olabilecegi, ancak tek basina kullaniminin pek uygun olamayacagi sonucuna
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varilmistir. Ozellikle 2 ve 4 mgl'1 TDZ konsantrasyonlarinda daha deneyin 3. haftasindan
itibaren bazi siirgiinlerde kirmizimtrak renklenmenin goriildiigii, bir kisim siirgiinlerde ise,
kararmalarin meydana geldigi, bu nedenle deney sonunda altkiiltiire alinabilecek kalitede
stirgiin bulmanin gii¢ oldugu tespit edilmistir. Tabi bunun yaninda, kallus calismalar1 i¢in

oldukca iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir.

4.3.3. Siirgiin Proliferasyon Calismalariyla flgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

In vitro siirgiin rejenerasyonu veya proliferasyonu yoluyla mikrogogaltim islemi
1970’1lerden beri bir kisim 1liman iklim meyvelerinde ve 6zellikle sert kabuklu meyvelerde
uygulanmaktadir. Bu yontem baslangicta cilek ve ahududu gibi meyvelerde ve sonralari
seftali gibi sert cekirdekli meyvelere anag¢ iiretimi amaciyla kullanilmig ve bundan sonra
yayginlagsmaya baslamistir (Zimmerman ve Deberg, 1991).

Kayis1 in vitro rejenerasyon ve ¢ogaltim icin iyi bir aday meyve tiirtidiir. Ciinkdi,
hem bitkilerden alinan ¢eliklerin koklenmesi zordur, hem de fidan iiretimi, tohumdan
cikmig ¢ogiirler iizerine asilama suretiyle yapilmaktadir (Hartmann ve Kester, 1975).
Ayrica kayisinin in vitro kiiltiiriiyle ilgili literatiirii, diger sert cekirdekli meyve tiirleriyle
kiyaslandigi zaman oldukga sinirlidir (Skirvin ve ark. 1979; Snir 1984; Marino ve ark,
1993).

Biiyiik oranda genotipe; yani ¢alisilan meyve tiirii ve hatta ¢esidine gore degisiklik
gosteren in vitro rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi; doku kiiltiirii caligmalar1 igin
onemli basamaklardan biridir. Bu amacla arastiricilar, kayist ve diger sert cekirdekli meyve
tiirleri i¢in; besi ortamlarinin, besi ortami kuvvetlerinin, karbon kaynaklarinin, farkli BBD
ve konsantrasyonlarinin, altkiiltiir sayilarinin ve genotip bazinda genel ortam isteklerinin
belirlenmesi amaciyla ¢ok sayida in vitro ¢alisma yapmis bulunmaktadir.

Calisma yapilan sert cekirdekli meyve tiirlinde kullanilacak besi ortamini
belirlemek iizere; (Perez-Tornero ve ark. 2000; Perez-Tornero ve Burgos, 2000;
Burgos ve Alburquerque, 2003; Murai ve ark. 1997; Srinivasan ve ark. 2005; Andreu
ve Marin, 2005; Yancheva 2002; Gentile ve ark. 2002; Almehdi ve Parfitt, 1986;
Ahmad ve ark. 2003; Bhagwat ve Lane, 2004; Siiliisoglu ve Celik, 2001) gibi
arastiricilar tarafindan cesitli calismalar yapilmigtir.

Kullanacaklar1 besi ortam1 kuvvetinin belirlenmesi amaciyla; (Escalettes ve Dosba,
1993; Murai ve ark. 1997; Hammerschlag ve ark. 1987; Schmidt ve Ketzel, 1996;
Cerovic ve Ruzic, 1987; Fidanc1 ve ark. 2001) gibi arastiricilar degisik arastirmalar

yapmuigstir.
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Besi ortaminda kullanilacak seker kaynagini tespit etmek icin; (Marino ve ark.
1991; Marino ve ark. 1993; Murai ve ark. 1996; Matt ve Jehle, 2005) gibi farkh
arastiricilar ¢alismiglardir.

En fazla calismanin bulundugu ve farkli BBD ve bunlarin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla; (Perez-Tornero ve ark. 2000; Perez-Tornero ve Burgos, 2000;
Marino ve ark. 1991; Perez-Tornero ve ark. 1999 a; Perez-Tornero ve ark. 1999 b;
Perez-Tornero ve ark. 2000; Escalettes ve Dosba, 1993; Kramarenko 1999; Marino ve
ark. 1993; Murai ve ark. 1996; Murai ve ark. 1997; Srinivasan ve ark. 2005; Paris ve
ark. 2004; Yancheva 2002; Nowak ve Miczynski, 1996; Ambrozic Turk B. ve ark.
1992; Almehdi ve Parfitt, 1986; Hammerschlag ve ark. 1987; Sotiropoulos ve
Fotopoulos, 2005; Ahmad ve ark. 2003; Mante ve ark. 1989; Theiler-Hedtrich ve
Feucht, 1985; Pruski ve ark. 2005; AL-Sabbagh ve ark. 1999; Pruski ve ark. 2000;
Pascual ve Marin, 2005; Schmidt ve Ketzel, 1996; Cerovic ve Ruzic, 1987; Espinosa
ve ark. 2006) olmak iizere ¢cok sayida arastirict bu konuda arastirma yapmiglardir.

Besi ortaminda kullanilabilecek etilen inhibitorii, poliamin ve farkli antibiyotiklerle
ilgili olarak; (Burgos ve Alburquerque, 2003; Petri ve ark. 2005 a; Petri ve ark.
2005 b; Matt ve Jehle, 2005) gibi arastiricilar calisma yapmislardir.

Standart in vitro kosullar kullanarak farkli genotiplerin davranislarini belirlemek
iizere; (Morini ve ark. 1991; Fortuna ve ark. 1996; Gentile ve ark. 2002; Parfitt ve
Almehdi 1986; Theiler-Hedtrich ve Feucht 1985; Grant ve Hammatt, 2000; Pruski ve
ark. 2000; Matt ve Jehle, 2005; Dradi ve ark. 1996; Hammatt ve Grant, 1997;
Siiliisoglu ve Celik, 2001; Fidanc1 ve ark. 2001) gibi arastiricilar tarafindan bir ¢ok
calisma yapilmistir.

Perez-Tornero ve ark. (2000), “Canino” kayisi cesidi ile ilgili yapilan ¢alismada;
besi ortami olarak MS’in kullanilmasiyla siirgiin sayisinin 2.79 adet, siirgiin uzunlugunun
12.4 mm oldugu bildirilmistir. Ayrica uygun bir siirgiin proliferasyonu icin etkili BA
konsantrasyonunun 0.5-0.6 mgl" olarak tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada
“Hacthalilogly” c¢esidi igin siirgiin sayis1 2.64, siirgiin uzunlugu 5.80 mm olarak
bulunmustur. Etkili BAP konsantrasyonu ise 1 mgl”' BAP olarak belirlenmistir. Perez-
Tornero ve Burgos (2000), baz1 kayis1 cesitleriyle ilgili yaptiklart ¢alismada MS besi
ortamindan elde ettigi sonuglar, yaptigimiz ¢alisma ile uyum icerisindedir. Eksplant basina
diisen siirgiin sayis1 bakimindan en iyi sonu¢ 1 mgl”' BA’dan saglanmistir. Marino ve ark.
(1991), tarafindan yapilan calismada, proliferasyon icin 0.5 mgl” — 2 mgl” BA’mn etkili

oldugu ve bu ortamlarda sukroz kullanilmasinin gerektigi ortaya bildirilmistir. Yapilan bu
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calismada proliferasyon ortaminda 30 gl sukroz kullanilmasmm ve 1 mgl”' BAP ile
desteklenmesinin uygun oldugu tespit edilmis olup; arastiricinin buldugu sonuglar ile uyum
icerisindedir. Perez-Tornero ve ark. (1999 a), siirgiin uzunlugu bakimindan en uygun BA
konsantrasyonunun 0.5 — 1 mgl" BA oldugu bildirilmistir. Ortama GA; ilave edildigi
zaman Yyasayan siirgiin oraninda azalmanin oldugu tespit edilmis ve proliferasyon
ortamlarinda GA3; kullaniominin uygun olmadigi sonucuna ulasilmistir. Arastiricinin
buldugu sonuglara gore; proliferasyon calismalar1 sirasinda besi ortamlarinda GAj
kullanilmamugstir. Perez-Tornero ve ark. (1999 b), tarafindan dort farkli kayis1 (Canino,
Currot, Bulida, Bergeron) cesidinde yapilan calismada; BA konsantrasyonunun 0.5 — 1
mgl™ oldugu ortama 2-4 hafta sonra 2-4 mgl" GAj3 ilave edilmesiyle siirgiin uzamasinin
tesvik edildigi bildirilmistir.

Perez-Tornero ve ark. (1999 c), “Helena” kayis1 ¢esidiyle ilgili yaptig1 calismada;
%3 sukroz, 0.4 mgl'1 BA ve 0.04 m 1" IBA kullanilmis ve 2-6 haftada bir altkiiltiir
yapilarak materyalin in vitro kosullarda 3-12 ay siireyle muhafaza edilebilecegi
bildirilmistir. Yaptifimiz ¢alismada altkiiltiirler 4 haftada bir yapilmis olup, arastiricinin
altkiiltiir yapma siireleri ile uyum icerisindedir. Perez-Tornero ve ark. (2001), farkli
kayis1 gesitleriyle ilgili yaptiklar in vitro caligmada; “Helena” cesidi i¢in QL besi ortami,
“Lorna” cesidi icin WPM besi ortami kullandigini, altkiiltiir ¢caligmalarimi 3 haftada bir
yaptigin1 bildirmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda, altkiiltiir caligmalarinin 4 haftalik
periyotlarla yapilmasi gerektigi, bu siirenin artmasi durumunda siirgiinlerde sararmanin
oldugu tespit edilmistir. Kramarenko (1999), tarafindan yapilan ¢alismada; MS besi
ortaminin 1 mgl'1 BAP ile desteklendigi bildirilmistir. Arastiricinin sonuclari ile calisma
kapsaminda bizim elde ettigimiz sonuclar bire bir benzerlik gostermekte olup, uyum
icerisindedir. Marino ve ark. (1993), tarafindan “San Castrese ve Portici” kayisi
cesitlerinin in vitro proliferasyon caligmalarinda; MS besi ortaminda sorbitol sekeri ve BA
bulunmasinin iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir. Balla ve Vertesy (2001), tarafindan Sharka
viriisiine kars1 alternatif 6nlemler gelistirmek iizere in vitro proliferasyon ¢alismasinda MS
besi ortaminda 3 haftada bir altkiiltiir c¢alismasi yapilarak siirgiin iiretiminin
gerceklestirildigi bildirilmistir. Harada ve Murai (1996), Japon kayisisinin in vitro
mikrocogaltimiyla ilgili olarak yaptiklart ¢aligmada; siirgiin proliferasyonu amaciyla
kullanilan farkli seker tipleri icerisinden glikoz sekerinin en iyi sonucu verdigi, sukroz
kullanildigr durumlarda yaprak sararmasinin goriildiigii  bildirilmistir.  Yaptigimiz
caligmalar sirasinda glikoz ve fruktoz sekerinden elde edilen siirgiinlerle yapilan altkiiltiir

caligmalarinda materyallerin 6ldiigii goriilmesinden dolayr kullanimlarinin uygun olmadig:
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sonucuna varilmis, ancak sukrozun iyi sonug¢ verdigi tespit edilmistir.

Murai ve ark. (1996), 3 farkli Japon kayist (Ichinotani, Hakubotan ve Yae-bungo)
cesidinin in vitro siirgiin proliferasyonuyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada; en etkili sitokininin
1-2 mgl”' BA oldugu, kiiltiirlerin hayatta kalmasi ve proliferasyon bakimindan en iyi seker
tipinin sorbitol, siirgiin uzamasi bakimindan ise glikoz sekerinin etkili oldugu bildirilmistir.
Murai ve ark. (1997), “Bakuoh junkyou” kayisi ¢esidinin in vitro cogaltimiyla ilgili
yaptiklar1 ¢alismada; besi ortami olarak WP, sitokinin olarak BA ve siirgiin uzamasi icin
Zeatin ve 2-1P’nin etkili oldugu bildirilmistir. Petri ve ark. (2005 b), tarafindan kayisida
in vitro rejenerasyon lizerine antibiyotiklerle ilgili yapilan c¢alismada; streptomycin ve
paromycin konsantrasyonlari arttik¢a rejenerasyon oraninin diistiigii goriilmiis, geneticin’in
ise kayis1 yapraklarinda toksik etki yaptigi ve biitiin konsantrasyonlarinin rejenerasyonu
engelledigi bildirilmistir. Pinker (1995), bazi Prunus (sert ¢ekirdekli) tiirlerinin in vitro
siirglin iiretiminde 1s1klanma periyodunun etkisini belirlemek iizere yapilan ¢alismada; kisa
giin kosullarinin (8 saat 151k — 16 saat karanlik) ve 6zellikle bir giin icerisinde 2 periyot
halinde gecen (8 saat 151k — 4 saat karanlik — 8 saat 151k — 4 saat karanlik) uygulamasinin
siirgiin proliferasyonu, dallanma ve lateral tomurcuk olusumunu 6nemli oranda tesvik
ettigi bildirilmistir. Yapilan bu calisma kapsaminda kullanilan biiylime odasinin
fotoperiyot ozelligi 8 saat karanlik + 16 saat aydinlik olacak sekilde ayarlanmis olup,
arastiricinin bulgulariyla uyum icerisindedir.

Yancheva (2002), “Stanley” erik cesidinin saglikli bitkilerinden alinin siirgiinlerin
in vitro kosullarda cogaltilmasiyla ilgili yapilan calismada, TDZ’nin 1 mgl"lik
konsantrasyonu ile desteklenmis MS besi ortaminda %100 siirgiin gelisimi tesvik edilmis
olup, B5 besi ortaminda 6.6 mgl' TDZ kullanilarak ancak %87 oraminda siirgiin
gelisiminin oldugu bildirilmistir. Ambrozic Turk B. ve ark. (1992), kayisi i¢in anag
olarak kullanilabilecek “Bistrica” erik ekotipinin in vitro kosullarda hizli ¢ogaltimi igin
metot gelistirmek amaciyla yapilan calismada MS besi ortaminin kullanildigi, 0.25 mg I
BAP ve 0.1 mg I'' IBA ile desteklenmis ve bu ortamun en iyi siirgiin proliferasyonunu
gerceklestirdigini tespit etmistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda besi ortamina 0.1 —
0.05 mg 1" GAj; ilave edilmis, fakat ne proliferasyonu ne de siirgiin uzamasini tesvik
etmedigi goriilmiistiir. 2-IP ilave edilen ortamda hemen hemen hi¢ proliferasyon
goriilmedigi bildirilmistir. Parfitt ve Almehdi (1986), 58 adet seftali ve nektarin ¢esidinin
in vitro ¢ogaltimi ve siirgiin gelisimini belirlemek i¢in AP besi ortami (Almehdi ve
Parfitt, 1986) kullamlarak yapilan calismada; siirgiin ¢ogaltim ortami 6 mgl™ BA ve 0.01
mgl'1 IBA ile desteklenmis ve 5 haftalik periyotlarla 6lctimler yapilmistir Yapilan ¢alisma



88

ile AP besi ortaminin klonal ¢ogaltim ve siirgiin ucu kiiltiirleri i¢in seftali ve nektarin
cesitleri bakimindan iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir. Manganaris ve ark. (2003),
“Armking” nektarin cesidinde PPV ve PNRSV viriisleriyle bulasik bitkilerden alinan
meristemlerin in vitro kiiltiiri yoluyla saglik bitkilerin c¢ogaltimi amaciyla yapilan
calismada; siirgiin cogaltim ortaminda 1.8 mgl™' BAP ve 0.14 mgl'1 IAA ile desteklenmis
WPM besi ortamindan %38 oraninda rejenerasyonun saglandig: bildirilmistir. Yaptigimiz
calismada; MS besi ortaminda %100’liik bir rejenerasyon orani elde ederek, uygun
sitokininin 1 mgl™ BAP oldugu tespit edilmistir.

Hammerschlag ve ark. (1987), 8 seftali ¢esidi ve 1 adet anacin in vitro siirgiin
cogaltimi ve koklenmesi tizerine yaptiklar ¢alismada; siirgiin ¢cogaltim ortaminda 2 mgl'1
BA ile desteklenmis MS besi ortaminin iyi oldugu bildirilmistir. Sotiropoulos ve
Fotopoulos (2005), seftali anaci olarak kullanilan PR 204/84 anacinin in vitro iiretimi
sirasinda siirgliin uzamasim tesvik etmek icin; aktif komiir, GAs; ve BAP’in etkisini
belirlemek {izere yapilan caligmada; aktif komiiriin de farklt konsantrasyonlarinin
uygulandigl, ancak calismanin genelinde istatistiksel bakimdan bir farklilik
kaydedilmedigi, sadece 0.02 mgl”' BAP + 0.01 mgl' GA; uygulamasindan elde edilen
stirgiinlerin daha iyi bir goriiniime sahip olduklar1 bildirilmistir. Ahmad ve ark. (2003),
GF 677 seftali ve badem anacinin mikrogcogaltimina besi ortaminin ve biiylime
diizenleyicilerin etkisini arastirmak iizere yapilan calismada; siirgiin proliferasyonu,
uzamast ve gelisimi {izerine en iyi sonucu MS besi ortaminin verdigi, AND besi
ortamindaki bitkilerin sarardigi, vitrifiye oldugu ve kiiciik kaldiklar1 goriilmiistiir. En fazla
siirgiin sayis1 0.6 mgl™' BA serisinde elde edilirken, en yiiksek konsantrasyon olan 0.9 mgl
" BA serisinde siirgiin ucu oliimiine (apikal nekrozis) rastlanmis ve kallus olusumunun
gozlendigi  bildirilmistir.  Yaptigimiz c¢alisma kapsaminda yiiriittiigiimiiz BAP
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan deneyde, hicbir konsantrasyonda
kallus olusumunun goriilmedigi ve en uygun konsantrasyonun 1 mgl' BAP oldugu
belirlenmistir. Mante ve ark. (1989), erik ve visnede olgun tohumun, seftalide ise,
olgunlagsmamis tohumun embriyonik ekseni ¢ikarilmis kisimlarindan bitki rejenerasyonu
icin yapilan ¢alismada; en yiiksek doz olan 2.75 mgl™' TDZ ile desteklenmis olan MS besi
ortami ile birlikte 0.5 mgl' IBA kullanildigi zaman siirgiin rejenerasyonunun tesvik
edildigi  bildirilmistir. Yapilan bu arastirma kapsaminda yiiriitilen ve TDZ
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan deneyde hicbir konsantrasyonunun
proliferasyon icin uygun olmadigi ve dzellikle 1 mgl" TDZ ile destekli ortamda kallus

olusumunun yogun oldugu saptanmistir.
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Pruski ve ark. (2005), Mongolian ve Nanking visne cesitleriyle ilgili yapilan in
vitro caligmalar kapsaminda; her iki cesitte de ayni proliferasyon ortami (2 mgl™ BA + 0.1
mgl' NAA) en iyi sonucu vermis ve Nanking cherry (%37.96), Mongolian cherry
(%45.93) oraninda yasayan kiiltiir verdigi bildirilmistir. AL-Sabbagh ve ark. (1999), yan
bodur kiraz anaci olan Maxma-14’lin in vitro ¢ogaltim sistemini gelistirmek amaciyla
yapilan ¢alismada; BAP ve kinetin konsantrasyonlarinin proliferasyona etkisi bakimindan
yan siirgiin sayis1 yoniinden en iyi sonucu; 0.11 mgl™" BA ve 0.9 mgl” IBA’dan 5.42 adet
olarak vermistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan; 0.1 mgl”’ Kinetin ve 0.4 mgl”' IAA
kombinasyonunda 3.3 cm olarak bulundugu bildirilmistir. Yapilan bu calismada BAP ile
elde edilen sonuglar uyum icerisindeyken; kinetin kullanilarak yapilan proliferasyonun pek
iyl olmadigi, kayisi i¢in tavsiye edilemeyecegi sonucuna varilmastir.

Petrevica ve Bite (2003), baz1 visne cesitlerinin in vitro proliferasyonuna kisa
siireli sogukta muhafazanin etkisini incelemek iizere yapilan calismada; siirgiinlerin
proliferasyonu icin 1 mgl® BA, 0.5 mgl" IAA ve 0.3 mgl’ GA; ile desteklenen MS
kullanilmistir. Proliferasyon sonucu elde edilen siirgiin uzunluklarinin 11.00 — 16.40 mm
arasinda degistigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda 1 mgl”' BAP destekli MS
besi ortamindan elde ettigimiz siirgiin uzunlugu nodal tomurcuk kaynakl: siirgiinlerde 5.80
mm, tohum kaynakli siirgiinlerde ise 10.66 mm olarak bulunmus olup, ¢calisma ile yakin
sonuclar elde edilmistir. Dradi ve ark. (1996), 11 farkli mahlep ekotipinin ve anag¢ olarak
kullanilan 2 kiraz ¢esidinin in vitro ¢ogaltimini hizlandirmak ve ticari olarak bir sistem
gelistirmek amaciyla yapilan caligmada; proliferasyon orani kullanilan ekotip ve ortam
formulasyonuna gore 1 — 4.5 arasinda degismis olup, kalite ve kantite yoniinden iyi siirgiin
tiretimi i¢in 1 — 2 hatta 4 farkli besi ortaminin farkli kombinasyonlar1 bir arada
kullanilmustir. Baslangic besi ortaminda 0.5 mgl”" BAP, 0.5 mgl”" GA; ve 0.01 mgl” NAA
ile destekli SH (Schenk and Hildebrandt, 1972) makrobesin maddeleri ve MS mikrobesin
maddeleri ve vitaminler kullamilmistir. Borkowska (1985), “Schatenmorello” visne
cesidinin mikrocogaltimiyla ilgili olarak yapilan calismada; siirgiin proliferasyonu igin 1
mgl' BA, 0.1 mgl" NAA ve 0.1 mgl”' GA; ile destekli MS besi ortami kullanmustur.
Kiiltiirde gecen siirenin 5. haftaya kadar iyi gittigi, fakat bundan sonra yapraklarda sararma
ve dokiilmenin oldugu gozlenmistir. Yapilan bu arastirmada kiiltiirde gecen siirenin 4
haftadan fazla olmamasi gerektigi belirlenmistir.

Ozzambak ve Hepaksoy (1997a), “Heimanns Rubinweichsel” visne cesidinin in
vitro proliferasyonuyla ilgili yapilan calismada; altkiiltiirler siiresince siirgiin cogaltimi i¢in

1.0 - 1.5 mgl'1 BAP destekli MS kullanildig: bildirilmistir. Elde ettigimiz sonuclarla,
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aragtiricinin sonucglart uyum igerisindedir. Gebhardt (1985), “Schattenmorello” visne
cesidinin siirgiin ucu kiiltiirleri yoluyla elde edilen siirgiinlerinin kdklenmesi iizerine,
oksinlerin etkisini belirlemek iizere yapilan calismada; proliferasyon icin 1 mgl” BA ile
destekli MS besi ortaminin kullanildig: bildirilmistir. Yapti§imiz calisma kapsaminda elde
edilen sonuclarla bire bir uygunluk gostermektedir. Hammatt ve Grant (1997), “Charger”
ve “F 12/1” yabani kiraz cesitlerinin mikrocogaltimiyla ilgili olarak yapilan calismada;
Charger cesidi icin alkiiltiirler siiresince 0.15 mgl™ floroglukinol, 0.5 mgl” BA ve 0.1 mgl’
"IBA ile destekli MS besi ortam1; F 12/1 cesiti icin 1 mgl™” BA, 0.1 mgl™ IBA ve 0.1 mgl™
GA; ile destekli MS besi ortamindan faydalanildigr bildirilmistir. Cerovic ve Ruzic
(1987), “Sumadinka” visne c¢esidinin mikrocogaltimi i¢in bir metot gelistirmek amaciyla
yapilan ¢alismada; en iyi proliferasyon ortamiin 0.5 mgl™' BAP, 0.1 mgl™ IBA ve 0.1 mgl’
" GA; ile destekli MS besi ortami oldugu; 0.5 mgl” BAP + 0.1 mgl” NAA + 0.1 mgl” GA;
veya 1 mgl' BAP + 0.1 mgl" NAA + 0.1 mgl" GA; ortamlarimin da iyi sonu¢ verdigi
saptanmistir.

Espinosa ve ark. (2006), siyah kirazin (Prunus serotina) in vitro kiiltiirleri yoluyla
siirgiin rejenerasyonu ve elde edilen siirgiinlerin koklenmesi iizerine yapilan calismada;
rejenerasyon orani en yiiksek %41.6 olarak, 0.3 mgl' NAA + 1.5 rngl'1 TDZ
kombinasyonundan elde edilmistir. Siirgiin sayisi ise, yine bu kombinasyonda 4.13 olarak
bulundugu bildirilmistir. Siiliisoglu ve Celik (2001), sar1 ve kara idris (P.mahaleb L.)
anac¢larinin mikrogogaltimi amaciyla farkli besi ortamlarinin (MS, WPM) ve hormon
dozlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada; her iki anag icin altkiiltiirler siiresince
siirgiin gelisimini olumsuz etkiledigi icin WPM kullanilmamistir. Sar1 idris anacinda;
olusturulan hormon kombinasyonlarinda 1 mgl”' BAP + 0.5 mgl™” IBA’da; yasama orani
%93.3, proliferasyon %86.7 ve siirgiin sayis1 1.6 adet olarak belirlenmistir. Kara idris
anacinda; olusturulan kombinasyonlarindan 2 mgl" BAP + 0.1 mgl" IBA veya 0.5 mgl”
IBA’da; yasama oram1 %100, proliferasyon %93.3 ve siirgiin sayist 1.6 adet olarak
belirlendigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢calismada da WPM besi ortamindan yiiksek sonuglar
alinmasina ragmen altkiiltiir siiresinde kullaniminda goriilen olumsuzluklar nedeniyle MS
besi ortami ile devam etmenin uygun olacagi sonucuna varilmistir. Fidanci ve ark. (2001),
tarafindan “Gisel A-5, Maxma-14 ve Tabel/Edabriz” gibi bazi kiraz ve visne anaglarinin in
vitro hizli ¢ogaltim tekniklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada; BAP
konsantrasyonu bakimindan en iyi sonu¢ 1 mgl™” BA’dan 9 bitki/siirgiin elde edilmistir.

Schmidt ve Ketzel (1996), kiraz 1islahinda in vitro Kkiiltiir tekniklerinin

gerekliliginden yola cikilarak yapilan calismada; hibrit kiraz tohumlarinin in vitroda
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cimlendirilmesi sonucu bitki iiretimi gerceklestirilmistir. Dis sert kabugu kirilarak, 2 mgl'1
BA ve 1 mgl"' TAA ile destekli MS besi ortamna ekilen tohumlardan ilk siirgiinler 2 hafta
sonra meydana gelmistir. Siirgiin uzamas icin 0.5 mgl”" BA ve 0.1 mgl”" NAA ile destekli
MS besi ortamina aktarilmistir. Kullanilan tohumlardaki olgunlasma oraninin yiiksek
olmas1 nisbetinde, rejenerasyon oraninin da yiiksek oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz
calismada kullanilan kayisi tohumlarmin dis sert kabuklart (endokarp) kirilarak, ve
sterilizasyondan sonra ekim islemi sirasinda testa soyularak ekim yapilmistir, aksi taktirde
testa soyulmadigi zaman c¢imlenmenin olmadigr goriilmiistiir. Tam olgun kayisi
tohumlarinin kullanildig: ¢aligmalar kapsaminda en iyi ¢imlenme oranim 1 mgl'1 BAP ile
desteklenmis MS besi ortami verirken, eksplant tipi bakimindan yarim tohum ya da
embriyo kullaniminin daha fazla ¢imlenme ve siirgiin uzunlugu verdigi tespit edilmistir.
Elde edilen uygun proliferasyon ortami olarak; MS besi ortam, sukroz seker tipi ve 1 mgl™
BAP olarak belirlenmistir. Bulgularimiz arastiricinin bulgulariyla uyum igerisindedir.
Hokanson ve Pooler (2000), sekiz farkli siis kirazinin olgun tohumlarindan siirgiin
rejenerasyonu ve kallus olusumu icin yapilan ¢alismada; cimlenme durumlart ve farklh
hormon kombinasyonlarinin ¢imlenmeye etkisi iizerinde durulmustur. Siirgiin olusturma
oranlar ¢esitlere gore degisiklik gostermis olup, %5 — 50 arasinda gerceklesmistir. Ancak
bazi ¢esitlerde siirgiin olusumunun hi¢ goriilmedigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada 1
mgl'1 BAP ile destekli MS besi ortami kullanilarak; tiim tohumda %61, yarim tohumda

%94 ve embriyoda %100 oraninda siirgiin olusturma gerceklesmistir.

4.4. Koklendirme Calismalar:
In vitro c¢ogaltlan siirgiinlerin koklendirme calismalari kapsamindan yapilan

deneyler ve bu deneylerden elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
4.4.1. Tohumdan Elde Edilen Siirgiinlerin Koklendirilmesi Calismalar:

4.4.1.1. IBA’nin Koklenmeye Etkisi

Bu deney, tohum kaynakli siirgiinlerin in vitro proliferasyonu sonucu elde edilen
siirgiinlerin  koklenmesi iizerine 0.25, 0.5, 1.0, ve 2.0 mgl' gibi farkhh IBA
konsantrasyonlarinin etkisini belirlemek i¢in yapilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge

35’te verilmistir.
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Cizelge 35. Farkli IBA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi tizerine etkisi *.

konsallll:I{:lS onu Koklenme oram Ortalama kok Ortalama kok
1 Y (%) sayis1 + SH uzunlugu + SH (mm)
(mgl™)
0.25 _kek _dkk _kk
0.5 _kk _kk _kk
1 100 1.50+0.70 a 4.04+026a
2 sk T T
o« (s.d: 3) P <0.05
P <0.05 P <0.05
F: 45.00 - sd: 3.36 F: 147.06 — sd: 3.41

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 10 **: Koklenme olmadigi icin veri kaydedilemedi.

Farkli IBA konsantrasyonlarinin koklenme orani, kok sayisi ve kok uzunlugu
degerleri lizerine olan etkisi istatistiksel olarak ©nemli goriilmiistir (P < 0.05).
Koklenmenin gerceklestigi tek uygulama olan 1 mgl™” IBA’da %100 oraninda koklenme
elde edilirken, kok sayis1 1.50 £ 0.70, kok uzunlugu ise 4.04 £ 0.26 mm olarak
belirlenmistir. Uygulamalar arasinda yeralan 0.25 — 0.5 ve 2 mgl" IBA’nim hig birisinde
koklenme elde edilmemistir. Siirgiinlerin besi yeri icerisindeki dip kisimlarinda kirmizi
renkte yumruk halinde kallus gelistigi goriilmiistiir. 2 mgl”’ IBA konsantrasyonundaki

siirgiinlerde erken donemde yogun bir sararmanin oldugu gozlenmistir.

4.4.1.2. NAA’in Koklenmeye Etkisi

Bu deney, tohumdan elde edilen siirgiinlerin in vitro proliferasyonu sonucu
meydana gelen siirgiinlerin koklenmesi iizerine NAA’in 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mgl "lik
farkli konsantrasyonlarinin etkisini tespit etmek amaciyla yapilmistir. Cizelge 36’da elde
edilen verilere uygulanan istatistiksel analiz sonuclar1 yeralmistir.

NAA’nin farkli konsantrasyonlarinin koklenme orani, kok sayis1 ve kok uzunlugu
tizerine olan etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (P < 0.05). Koklenme
orani bakimindan en iyi sonucu 0.5 mgl' NAA vermis olup, %60 oraninda koklenme
meydana gelmistir. Bunu %40’luk koklenme ile 1 mgl'1 NAA ve cok diisiik diizeyde de
olsa 2 mgl' NAA uygulamasinda %25 koklenme goriilmiistiir. 0.25 mgl! NAA’da
herhangi bir koklenme meydana gelmemistir. Bu uygulamadaki siirgiinlerde bulunan
yapraklarin kiiltiiriin 3. haftasindan sonra sararip dokiildiigli ve ayrica besi yeri icerisindeki

alt kistmlarinda kirmizimtrak renkte siskinliklerin meydana geldigi goriilmiistiir.
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Cizelge 36. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi *.

konsaﬁﬁ-gs onu Koklenme oram Ortalama kok Ortalama kok

1 Y (%) sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)
(mgl™)
0.25 _kk _kk _kk

0.5 60 3.66 +0.21a 1043 +£0.38 a

1 40 1.66 £0.33 b 3.26+0.07b

2 25 1.05 £ 0.09 be 2.98+0.22b

2y (s.d: 3) P <0.05
-- P <0.05 P <0.05

F: 266.09 — sd: 3.25 F: 236.75 — sd: 3.43

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 10 **: Koklenme olmadigi icin veri kaydedilemedi.

0.5 mgl"' NAA uygulamasinda meydana gelen kok sayist 3.66 + 0.21 olurken,
ortalama kok uzunlugunun 10.43 + 0.38 mm oldugu tespit edilmistir. Yapilan deney
kapsaminda; hem iyi sonuclar veren, hem de koklenen bitkilerin ve olusan koklerin
morfolojik olarak saglikli ve iyi durumda gorinmeleri nedeniyle 0.5 mgl' NAA’in

koklenme deneyleri acisindan kullaniminin uygun oldugu sonucuna varilmistir (Resim 9).

Resim 9. 0.5 mgl" NAA iceren MS besi ortaminda 28 giinliik kiiltiir periyodu sonunda koklenen bitkilerin;

a) besi ortaminda (bar: 9.5 mm) b) saksilara aktarilmadan 6nceki (bar: 7.8 mm) goriiniimii.
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4.4.1.3. Karanhkta Birakma isleminin Koklenmeye Etkisi

Bu deney, in vitroda ¢ogaltilan tohum kaynakli siirgiinlerin koklenmesi {izerine
farkl siirelerde, karanlikta birakma isleminin (Fotoperiyot, 1 giin karanlik, 3 giin karanlik,
5 giin karanlik, 7 giin karanlik) etkisini belirlemek icin yapilmistir. Elde edilen bulgulara

ait istatistiksel analiz sonuclar Cizelge 37°de verilmistir.

Cizelge 37. Karanlikta birakma isleminin siirgiin koklenmesi tizerine etkisi *.

islem Koklenme orani Ortalama kok Ortfllama kok
(%) sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)
Fotoperyot 60 3.66 +£0.21 a 10.45+0.30b
1 giin karanhk 20 2.00+1.00b 27.11+581a
3 giin karanhk 20 1.00 = 0.00 bc 829+1.17b
5 giin karanhk 10 1.00 = 0.00 bc 6.64 £0.24 b
7 giin karanhk ZkE -k -k
¥ (s.d: 4) P <0.05
-- P <0.05 P <0.05
F: 35.75 —sd: 4.12 F: 28.142 — sd: 4.30

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 10 **: Koklenme olmadigi icin veri kaydedilemedi.

Farkli siirelerde karanlikta birakma isleminin koklenme orani, kok sayisit ve kok
uzunlugu iizerine olan etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P < 0.05). En iyi
sonucu, fotoperiyot uygulamasi vermis olup %60 oraninda koklenme elde edilmistir. Diger
uygulamalardaki koklenme durumlari diisiik oranlarda cereyan ederken, 7 giin karanlik
uygulamasindan koklenme elde edilmemistir. Kontrol grubu en fazla kok sayisim1 3.66 +
0.21 adet olarak verirken, diger gruplardaki kok sayilarinin 1 veya 2 adedi gecmedigi
goriilmiistiir. Ortalama kok uzunlugu bakimindan 1 giin karanlik uygulamasinda 27.11 +
5.81 mm uzunlugunda kokler elde edilmis ve en iyi uygulama olarak 6n plana ¢ikmistir.
Diger uygulamalarda, meydana gelen kok uzunluklart 6.64 mm - 10.45 mm arasinda
degismis olup, koklerin kalitesi yoniinden morfolojik olarak bir farklilik goriilmemistir.
Genel bir degerlendirme ile, siirgiinlerin koklenmesi ac¢isindan karanlikta birakma

isleminin 6nemli olmadig1 goriilmiistiir.
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4.4.2. Nodal Tomurcuklarin Proliferasyonu Sonucu Elde Edilen Siirgiinlerin
Koklendirilmesi Calismalari
4.4.2.1. IBA’nin Koklenmeye Etkisi
Bu deney kapsaminda, nodal tomurcuklarin proliferasyonu sonucu elde edilen
siirgiinlerin koklenmesi iizerine 0.25, 0.5, 1 ve 2 mgl™ gibi farkli IBA konsantrasyonlarinin
etkisi tespit edilmeye calisilmistir. Elde edilen verilere ait istatistiksel analiz sonuglar

Cizelge 38’de verilmistir.

Cizelge 38. Farkli IBA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi tizerine etkisi *.

konsarllltalf:syonu Koklenme orani Ortalama kok Ortfllama kok
(mgl'l) (%) sayisi = SH uzunlugu + SH (mm)

0.25 10 1.00 + 0.04 bc 1.18£0.15b

0.5 10 1.00 £ 0.12 bc 1.10+£0.08 b

1 25 1.25+0.09 b 1.25+0.10b

2 60 233+0.21a 291+0.07 a

¥ (s.d: 3) P <0.01
P <0.01 P <0.01

F: 217.778 — sd: 3.32 F: 1047.22 — sd: 3.40

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 10

Uygulanan farkli IBA konsantrasyonlarinin koklenme orani, kok sayist ve kok
uzunlugu izerine etkisi istatistiksel olarak oldukc¢a Onemli bulunmustur (P < 0.01).
Kullanilan IBA konsantrasyonlari igerisinde yalniz 2 mgl'1 IBA uygulamasinda en yiiksek
koklenme meydana gelmistir. %60 oraninda koklenmenin goriildiigi uygulamada, kok
sayist 2.33 + 0.21 adet olarak gerceklesmis ve ortalama kok uzunlugu 2.91 £+ 0.07 mm
olmustur. Yapilacak in vitro calismalar kapsaminda 2 mgl”’ IBA kullanimmnin uygun
oldugu veya daha yiikksek IBA konsantrasyonlarinin kullaniminin uygun olabilecegi
sonucuna varilmistir. Diger uygulamalarda yer alan siirgiinlerde meydana gelen kok
sayisinin yaklasik 1 ile sinirli oldugu ve olusan koklerin uzunluklarinin yeterli olmadigi
goriilmiistiir.  Ayrica, 0.25, 0.5 ve 1 mgl' IBA uygulamalarinda siirgiinlerin dip
kistmlarinda kiiltiiriin 2. haftasindan itibaren agikkahverengimsi kallus olusumu
goriilmiistiir. 3. haftadan itibaren siirgiinlerde yavas yavas deformasyonlar goriilmeye

baslamistir.
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4.4.2.2. NAA’in Koklenmeye Etkisi
Bu deneyde, siirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla; 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mgl" gibi
farkli NAA konsantrasyonlarimin etkisi tizerine calisilmistir. Cizelge 39°da istatistiksel

analiz sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 39. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi *.

konsaliﬁ'gs onu Koklenme oram Ortalama kok Ortalama kok
1 y (%) sayis1 + SH uzunlugu + SH (mm)
(mgl™)
0.25 _kek _dkk _dkk
0.5 _kk _kk _kk
1 30 2.33+0.33a 1.96 £0.05 a
2 20 1.50+0.70 b 1.68 £0.09b
¥ (s.d: 3) P> 0.05 - -
-- P <0.05 P <0.05
F: 101.0 —sd: 3.21 F: 1185.39 —sd: 3.26

* Her uygulama icin kullanilan siirgiin sayisi: 10 **: Koklenme olmadigi icin veri kaydedilemedi.

Elde edilen bulgulara wuygulanan varyans analizine gore, farkli NAA
konsantrasyonlarinin  koklenme iizerine olan etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir (P > 0.05). Diisiik oranlarda olmakla birlikte, 1 ve 2 mgl'1 NAA
uygulamalarinda sirasiyla %30 ve %20 oraninda koklenme meydana gelmistir. Geriye
kalan 0.25 ve 0.5 mgl'1 NAA uygulamalarinda herhangi bir koklenme elde edilmemistir.
Farkli NAA konsantrasyonlari, kok sayisin1 ve kok uzunlugunu istatistiksel olarak 6nemli
derecede etkilemistir (P < 0.05). Her iki 6zellik yoniinden de en iyi sonucu; 1 mgl™"' NAA
grubu vermis olup; kok sayist 2.33 + 0.33 adet, kok uzunlugu ise 1.96 + 0.05 mm olarak

bulunmustur.

4.4.3. Koklendirme Cahsmalariyla ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

In vitro ¢alismalarin her asamasinda oldugu gibi elde edilen siirgiinlerin yiiksek
oranda koklendirilmesi de dnem arzeden bir husustur. Ayrica bitkilerin arazi kosullarina
aktarilmasini etkileyen faktorler icerisinde de koklenmenin Onemli bir yeri vardir. Bu
bakimdan c¢ok sayida arastirict in vitro caligmalarindan sonra ortaya c¢ikan bitkilerinin
koklenmesi amaciyla degisik parametreler iizerinde arastirma yiiriitmiislerdir.

Yaptigimiz calisma siiresince yapilan koklenme deneyleri kapsaminda; nodal
tomurcuklardan ve tohumlardan iiretilen siirgiinlerin koklenmesi amaciyla deneyler ayri

kategorilerde yiiriitiilmiistiir. Nodal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin koklenmesi
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bakimindan en iyi sonucu, 2 mgl'1 IBA uygulamasi vermis; %60 oraninda koklenme orant,
2.33 adet kok ve 2.91 mm kok uzunlugu ol¢iilmiistiir. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi ¢alismalarinda; koklenme oram bakimindan en iyi sonucu 1 mgl’ IBA
%100 ile verirken; elde edilen kok sayis1 ve kok uzunlugu bakimindan NAA’e gore daha
diisiik sonug¢ verdigi i¢in dikkate alinmamistir. Koklenme oranit %60, kok sayist 3.66 ve
kok uzunlugu 10.43 mm olarak olciilen ve tiim koklenme parametreleri bakimindan en iyi
sonucu veren 0.5 mgl' NAA kullanimmin uygun oldugu tespit edilmistir. Karanlikta
birakma uygulamalarinda 1 giin karanlik uygulamasinda kok uzunlugu 27.11 mm olarak
kaydedilmis diger parametrelerin diisiik c¢ikmasi nedeniyle Onemsenmemistir. Bu
baglamda; arastiricilar tarafindan yiiriitiilen ¢calismalar1 gozden gecirecek olursak;

Perez-Tornero ve ark. (2000), “Canino” kayis1 c¢esidinin in vitro ¢ogaltimiyla
ilgili yaptiklar1 ¢calismada; kok gelisimi ve siirgiin basina kok sayis1 bakimindan IBA ve
NAA arasinda farklilbk goriilmemis; yani koklenmeyi aym oranda tesvik ettikleri
goriilmiistiir. En 1yi koklenme orant %93 ile 2 rngl'1 NAA konsantrasyonundan
saglanirken, siirgiin basina diisen kok sayis1 bakimindan 6 mgl™' IBA konsantrasyonundan
5.3 adet kok elde edildigi bildirilmistir.Yaptigimiz calismada; en iyi koklenme orani
2 mgl" IBA’dan %60 olarak gerceklesmis, ve 2.33 adet kok elde edilmistir. Verilerimiz
arastiricinin  bulgularina gore diisiik olurken, genotiplerin farkliligindan kaynaklandig:
sonucuna varilmistir.

Perez-Tornero ve Burgos (2000), baz1 kayis1 cesitlerinin in vitro kosullarda
proliferasyon, koklenme ve aklimatizasyonu siiresince gerekli isteklerinin belirlenmesi
amaciyla yaptiklar1 calismada; gerceklestirilen biitiin koklenme deneylerinin sonuglarina
gore; Helena cesidi %60, Lorna ¢esidi %60.3, Canino cesidinde %73.5 koklenme elde
edilmistir. Mikrogogaltilan siirgiinlerin koklenmesinde bir problem olmamasina ragmen,
koklenme ortamindaki siirgiinlerde karsilagilan yiiksek orandaki siirgiin ucu oliimii (apikal
nekrozis) nedeniyle, cesitli uygulamalar yapilmistir. Karanlikta birakma islemi (1, 4 ve 7
giin) olarak uygulanmistir. Ancak 0.2 — 0.4 rngl'1 gibi diisiik IBA konsantrasyonlarinda
stk ortamda  koklenmenin gerceklestigi  goriilmiistir. Ayrica ortama 1 gl
Ca(NOs3),.4H,0 ilave edilmesi “Helena” cesidinde apikal nekrozisin azalmasinda etkili
olurken, “Lorna” ¢esidinde koklenmenin azalmasina neden olmustur. Ortama ilave edilen
Kalsiyum Glukonat ise, hem koklenme orani hem de apikal nekrozis iizerine etkili
olmamustir. Ayrica bu uygulamalardan farkli olarak, siirgiinler koklenme ortamina
aktarilmadan 6nce Kalsiyum Glukonat'm 6.5 — 13 gl ¢ozeltileri icerisinde bekletildigi,

ancak etkisinin goriilmedigi belirtilmistir.  Yine ayni sekilde koklenme ortamina
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aktarilmadan BA’nin (2.5-5-10-15 mgl'l) soliisyonlarinda bekletildigi durumlarda ise;
5 ve 10 mgl™" BA soliisyonlar1 “Helena” ¢esidinde %20 oraminda, “Lorna” cesidinde ise
%10 oraninda apikal nekrozisin azalmasina neden olmustur. Koklenme ortamina BA
(0.02 — 0.2 mgl™") veya kinetin (0.02 — 0.2 mgl™) ilave edildigi bir bagska uygulamada; BA
yoniinden apikal nekrozisin O6nemli derecede azaldigi goriiliirken, koklenmeyi ve
koklenmis siirgiin oranini azalttig tespit edilmistir. Kinetin agisindan koklemenin arttig
ancak apikal nekrozisin etkilenmedigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak; karanlikta koklenmenin
tesvik edilmesi klorozis ve siirgiin 6liimiine neden olabilecegi, koklenme iizerine Ca’nin
etki mekanizmasinin biiyiik oranda genotipe bagli oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz
calismada elde ettigimiz koklenme orani; 2 mgl'1 IBA’da %60 olarak arastiricinin
bulgulariyla uyum icerisindedir. Arastiricinin  koklenme {izerine oldukca fazla
yogunlasmasi nedeniyle cok sayida uygulama yapmis ve bazilarinda olumlu sonug alirken,
bazilar1 olumsuz sonu¢lanmistir.

Marino ve ark. (1991), tarafindan “San Castrese ve Portici” cesitlerinin
mikrocogaltimi1 i¢in protokol olusturulmasi amaciyla yapilan calismada; elde edilen
siirgiinlerin  koklenmesi icin yapilan deneyler sonucunda 0.5 — 1 mgl' IBA
konsantrasyonlarinin uygun oldugu goriilmiis; “Portici” c¢esidinde %60, “San Castrese”
cesidinde ise %80 oraninda koklenme elde edilmistir. Koklenme ortamlari icin sukrozun
gerekli oldugu, ancak sorbitol kullaniminin koklenmeyi tesvik etmedigi ve bitkilerin
koklendikten sonra yasama oranlarimi azalttigi bildirilmistir. Yaptigimiz koklenme
calismalarinda 20 gl'1 sukroz kullanilmis olup, 2 mgl'1 IBA’da %60 oraninda koklenme
elde edilmistir. Kramarenko (1999), tarafindan in vitro c¢ogaltilan bitkilerin arazi
performanslarim1 belirlemek i¢in yapilan ¢calismada, kayisinin in vitro cogaltiminda etkili
bir mikrocogaltim metodu gelistirilmeye ¢alisilmistir. Koklenme ortami i¢in IBA’ nin farkhi
konsantrasyonlar1 yer almistir ve koklenmenin %70 oraninda elde edildigi bildirilmistir.
Arastiriciyla uyum iginde gerceklesen koklenme deneyi sonuclarimizda koklenme orani
%60 olarak 2 mgl'1 IBA’dan elde edilmistir. Marino ve ark. (1993), tarafindan “San
Castrese ve Portici” kayis1 cesitlerinin modifiye MS besi ortamina ilave edilen cesitli
biiylime diizenleyicilerin ve sukroz ve sorbitol gibi temel enerji kaynaklarinin in vitro
proliferasyon ve koklenme kapasiteleri iizerine etkisiyle ilgili olarak yapilan ¢alismada;
koklenme ortamlarinda sorbitol kullanildig1 zaman diisiik bir koklenme oraniyla birlikte
kisa ve zayif kokler meydana gelmistir. Fakat IBA ile desteklenmis ve sukrozun
kullanildig1 koklenme ortamlarinda %70 oraninda aklimatize edilebilecek bitkinin elde

edildigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada koklenme ortamimi sukroz ile destekleyip
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oksin olarak IBA kullaniminin en uygun kombinasyon oldugu sonucuna varilmis olup,
arastiricinin sonuglarina benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Harada ve Murai (1996), Japon kayisisinin in vitro mikrocogaltimiyla ilgili olarak
yaptiklar1 caligmada; elde edilen siirgiinlerin koklenmesiyle ilgili calismalarda en iyi
sonucu 0.2 mgl'1 NAA verdigi bildirilmistir. Murai ve ark. (1996), 3 farkli Japon kayisi
(Ichinotani, Hakubotan ve Yae-bungo) cesidinin in vitro siirgiin proliferasyonu ve
koklenmesiyle ilgili mikrogogaltim durumlarinin belirlenmesiyle ilgili ¢alismada,
koklenme bakimindan en iyi sonucu “Ichinotani” cesidi vermis ve 0.2 mgl’' IBA
konsantrasyonuyla 10 giinliik karanhikta bekletme uygulamasinin; koklenme orami ve
eksplant basina diisen kok sayist bakimindan etkili oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz
caligmada karanlikta birakma uygulamasinin “Hacihaliloglu” kayisi ¢esidi i¢in uygun
olmadigi, koklenme oranlarinin kontrol grubuna gore oldukca diisiik oranda gerceklestigi
tespit edilmistir. Murai ve ark. (1997), “Bakuoh junkyou” kayisi cesidinin in vitro
cogalimiyla ilgili yapilan c¢alismada; koklenme ortamlarinda IBA kullanilmadan
koklenmenin olmadig1, optimum IBA konsantrasyonunun 0.4 mgl™ oldugu bildirilmistir.

Srinivasan ve ark. (2005), tarafindan yapilan ¢alismanin mikrogogaltim ile ilgili
kisminda; sert cekirdekliler grubunda genellikle anag iiretimi ve viriisten ari bitki tiretimi
icin mikrocogaltimin yaygin olarak kullanildig; elde edilen siirgiinlerin koklenmesi igin
besi ortaminda 2 mgl' NAA kullamlarak %92.8 oraninda koklenme gerceklestirildigi
bildirilmistir. Morini ve ark. (1991), arazi kosullarinda seleksiyon caligmasi sonucu elde
edilen bazi erik klonlarmin (Mr. S. 1/4, 1/6, 1/8, 1/3, 1/7, 1/14, 2/3) in vitro ¢ogaltim
durumlarin1 belirlemek amaciyla yapilan calismada; elde edilen siirgiinlerin kdklenmesi
amaciyla besi ortami 0.5 mgl™ IBA ile desteklenmis ve 25 giin sonra gozlem ve Slciimler
yapilmigtir. Koklenme oranlart %62.2 — 83.3 arasinda degismis olup, en iyi koklenme
Mr.S. 1/6 klonunda, ortalama kok sayist bakimindan 4.8 olarak yine ayni klonun en iyi
sonucu verdigi bildirilmistir. Almehdi ve Parfitt (1986), seftali anaclarindan “Lovell ve
Nemaguard™n in vitro ¢cogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada; koklenme amaciyla Y2
AP’nin siv1 besi ortami hazirlanmis ve 9 mg I'' IBA ile %70 oraninda koklenme elde
edildigi bildirilmistir. Farkli bir besi ortaminda yaklagik olarak ayni koklenme oranini elde
eden arastiricinin koklenme orani bulgulari, yaptigimiz calismada ortaya ¢ikan sonuglarla
uyum icerisindedir.

Antonopoulou ve ark. (2005), seftali ve badem anaci olan GF 677’ nin in vitro elde
edilen siirgiinlerinin koklenmesi iizerine farkli riboflavin konsantrasyonlarinin 0.5, 1, 1.5

ve 2 mg I etkisinin incelendigi calismada siirgiin cogaltimi icin MS besi ortami
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kullanmilmistir. Koklenme ortamina, 1 mgl'1 IBA, 30 gl'1 sukroz ve 6 gl'1 agar ilave
edilmistir. Ortamdaki riboflavin konsantrasyonunun artmasiyla birlikte koklenme oraninin
azaldig1 goriilmiis, en yiiksek riboflavin konsantrasyonu olan 2 mgl'’de koklenmenin
inhibe oldugu tespit edilmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda siirgiin ucu oliimii
(apikal nekrozis) ve sararmanin (klorozis) meydana geldigi goriilmiistiir. Yine en 1yi sonug,
hi¢ riboflavin kullanilmayan kontrol grubunda elde edilmis olup, %100 koklenme, 5.6 adet
kok ve 5.19 cm ortalama kok uzunlugunun elde edildigi bildirilmistir. Yaptigimiz
calismada yalniz IBA’nin etkisi iizerinde de durulmus olup, arastirici gibi yiiksek
olmamakla birlikte uygun koklenme orani elde edilmistir. Fotopoulos ve Sotiropoulos
(2004), seftaliye anag olarak kullanilan GF-677’ye alternatif olarak gelistirilen PR 204-84
anacinin in vitro koklenmesi {izerine deney tiipiiniin agzin1 6rtmek i¢in kullanilan malzeme
(parafilm, kauguk, pamuk, aliiminyum folyo) ve karbon kaynaklarinin (sukroz, glikoz)
belirlenmesi amaciyla yapilan calismada (Cizelge 40); besi ortami olarak 1 mgl'1 IBA ile
desteklenmis MS kullanilmis ve adi gecen faktorlerin en yliksek koklenme orani, kok
sayisi, kok uzunlugu ile koklerin taze ve kuru agirliklart bakimindan sonuglart tespit
edilmistir. Her iki seker tipinde de en yiiksek koklenme orani, siirgiin basina kok ve kok

uzunlugu sukrozun 20 gl'l, glikozun 16 gl'1 konsantrasyonlarindan elde edilmistir.

Cizelge 40. Farkli seker tiplerinin koklenmeye etkisi.

Koklenme Ortalama kok sayisi Ortalama Kok

Seker tipi (%) (adet) Uzunlugu (mm)
Sukroz (20 gI™) 100 8.0 14.5
Glikoz (16 gI'") 100 10.8 19.6

Deney tiiplerinin agzini 6rtmek icin kullanilan materyallerden en olumsuz ve diisiik
sonug veren pamuk olmustur. Diger materyallerde %100 koklenme elde edilirken, pamukta
%58 koklenme elde edilmistir. Buna gore diger parametrelerin de en diisiik bu materyalden
elde edildigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada sukroz sekeri 20 gl'1 olarak kullanilmustir.

Molassiotis ve ark. (2003), GF 677 anacinin in vitro kosullarda iiretilen
stirglinlerin koklenmesi {izerine Fe-EDDHA’nin etkisiyle ilgili olarak yapilan ¢alismada;
30 gl sukroz, 7 gl agar, 0.6 mgl™ BA, 0.2 mgl" GA3 ve 0.05 mgl" IBA ile desteklenmis
MS besi ortam1 kullamlmistir. FeCl;, Fe-EDTA ve Fe-EDDHA gibi ii¢ demir formu 3
konsantrasyon olarak (0.002 — 0.005 — 0.01 mgl" Fe) uygulanmistir. Fe-EDDHA dan elde
edilen sonuglar, diger gruplarla karsilastirildigi zaman en iyi sonucu verdiginin bildirildigi
calismada; 0.01 mgl' Fe-EDDHA uygulamasinda; koklenme orani %100, ortalama kok

sayist 7.3, kok uzunlugunun ise 3.8 cm olarak gerceklestigi bildirilmistir. Manganaris ve
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ark. (2003), “Armking” nektarin ¢esidinde PPV ve PNRSV viriisleriyle bulasik bitkilerden
farkli donemlerde alinan meristemlerin in vitro kiiltiirii yoluyla saglikli (virlisten ari)
bitkilerin cogaltimi amaciyla yapilan ¢ahismada; koklenme ortaminda 0.4 mgl”' IBA ile
destekli 2 WPM kullaniminin iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir. Yapilan bu c¢alismada
2 mgl”! IBA destekli MS besi ortamimin kullamlmasi sonucunda %60 oraminda koklenme
elde edilmistir. Hammerschlag ve ark. (1987), 8 seftali cesidi ve 1 adet anacin in vitro
siirgiin ¢ogaltimi ve koklenmesi iizerine yaptiklari calismada; koklenme ortaminda 5 mgl™
IAA - IBA veya NAA ile desteklenmis 2 MS besi ortam1 kullanilmistir. En iyi koklenme
5.3 mgl' NAA bulunan ortamdan elde edildigi bildirilmistir. Calismamiz kapsaminda
1 MS besi ortam1 temel olarak kullanilmis ve en iyi sonuclar IBA konsantrasyonlarindan
elde edilmistir. Ahmad ve ark. (2003), GF-677 seftali anacinin mikrogogaltimina besi
ortaminin ve biiyiime diizenleyicilerin etkisini arastirmak iizere yapilan ¢alismada; elde
edilen siirgiinlerin koklenmesi asamasinda en iyi sonucu 3 mgl"' IBA ile desteklenmis
12 MS besi ortam1 vermistir. IBA’nin 4 mgl'l’lik konsantrasyonunda kok gelisimi inhibe
olmus ve kallus meydana geldigi bildirilmistir. Yaptigimiz cahsmada 2 mgl' IBA
kullanilmasinin uygun olabilecegi goriilmiis olup, koklenme olmayan diger IBA
konsantrasyonlarinda arastiricinin buldugu gibi, koklenme olmamis ve kallus olusumunun
meydana geldigi tespit edilmistir.

Mante ve ark. (1989), erik ve visnede olgun tohumun, seftalide ise olgunlasmamisg
tohumun embriyonik ekseni ¢ikarilmis kisimlarindan bitki rejenerasyonu icin yapilan
calismada; gelisen siirgiinler 0.5 — 1 mgl"' IBA ile destekli %2 MS besi ortaminda
koklendirilerek aklimatizasyon iglemlerinin yapildig1 bildirilmistir. Pedrotti ve ark.
(1994), yabani kirazin in vitro elde edilen siirgiinlerinin koklenmesi iizerine L-glutamine,
L-glutamic asit, L-asparagine ve oksinlerin etkisiyle ilgili olarak yapilan c¢alismada;
1.1 mgl™” IBA ile desteklenmis MS besi ortami kullanilmistir. Béylece bazi aminoasitlerin
otoklavlanmasinin 5-oxoproline gibi inhibitor etkisi gosterdigi, bunun i¢in L-glutamine’nin

otoklavlamadan sonra ortama filtrasyonla verilmesi gerektigi bildirilmistir (Cizelge 41).

Cizelge 41. Baz1 aminoasitlerin kok uzunluguna etkisi.

Kok Uzunlugu (mm)
Aminoasitler Otoklavlamadan Otoklavlamadan
once (mm) sonra (mm)
L-glutamine (315 mgl” 9 48
L-glutamic asit (206 mgl™) 16 21
L-asparagine (185 mgl™) 47 47
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Sauer (1985), “Mazzard” kiraz cesidinin in vitro cogaltimiyla ilgili olarak yapilan
calismada; koklenme icin 2 mgl' TAA ile desteklenen 1/3 MS besi ortamidan
faydalanildigi bildirilmistir. Pruski ve ark. (2005), Mongolian ve Nanking visne
cesitlerinin in vitro kiiltiir baslatma, siirgiin proliferasyonu ve koklenmesi iizerine biiyiime
diizenleyiciler ve farkli kombinasyonlarinin etkisi iizerine yapilan ¢alismada; koklenme
tizerine NAA ve IBA kombinasyonunun iyi cevabi verdigi goriilmiis ve sirasiyla %64 ve
%73 oraninda koklenmenin elde edildigi bildirilmistir. Calismamizda, kombinasyonlardan
ziyade ayri ayri NAA ve IBA oksinleri iizerinde durulmus ve IBA'mn 2 mgl”
konsantrasyonundan %60 koklenme orani elde edilmistir. AL-Sabbagh ve ark. (1999),
yar1 bodur kiraz anaci olan Maxma-14’{in in vitro cogaltim sistemini gelistirmek amaciyla
yapilan caligmada; elde edilen siirgiinlerin koklenmesiyle ilgili yapilan cok yonlii deneyde
stv1 ortamin agarli ortamdan daha iyi oldugu ve 0.5 mgl” IBA ile destekli ¥2 MS’in sivi
ortaminda kok uzunlugu 6.32 cm, kok sayist 4.85 adet ve koklenme oraninin %95 olarak
tespit edildigi bildirilmistir.

Pruski ve ark (2000), “Garrington (Chok-Gar), Mary Liss (Pin-ML) ve Jumping
Pound (Pin-JP)” kiraz c¢esitlerinin in vitro Kkiiltiir baslatma, siirgiin proliferasyonu ve
koklenmeleriyle ilgili olarak yapilan ¢caligmada; gelisen siirgiinlerin koklenmesi i¢in en i1yi
sonucu (IBA/NAA =2 rngl'1 /0.5 mgl™) vermis olup, koklenme oram1 %84 olarak tespit
edildigi bildirilmistir. Grant ve Hammatt (1999), M-9 elma anac1 ve F12/1 kiraz anacinin
mikrocogaltimi sirasinda siirgiin ve kok gelisimi {izerine altkiiltiir sayisinin etkisini
belirlemek amaciyla yapilan calismada; koklenme ortaminda 3 mgl”' IBA ile desteklenen
MS kullamilmistir. Mevcut genotiplerin siirgiin ve kok iiretimini kiiltiirde kaldiklar siire
etkilemis, ancak alt kiiltiir yapma sikliginin bunu etkilemedigi bildirilmistir. Yaptigimiz
calisma ile koklenme deneylerinde bitkilerin en gec 4. haftanin sonuna kadar kiiltiirden
cikarilmast gerektigi sonucuna varilmistir. Pascual ve Marin (2005), Marianna 2624,
Myrobolan 605 AD, A-843 ve Adefuel anaclarinin 1 yash bitkilerinden alinan
eksplantlardan bitki rejenerasyonu ve koklenmesiyle ilgili yapilan ¢calismada; 6zellikle sivi
MS besi ortaminda yapilan ¢alismalarda 2,4 D’nin kok rejenerasyonunu olumlu bir sekilde
etkiledigi bildirilmistir. Yaptigimiz calismada katt MS besi ortami kullanilmistir. Bhagwat
ve Lane (2004), “Sweetheart” ve “Lapins” kiraz cesitlerinin yapraklarindan siirgiin
rejenerasyonuyla ilgili yapilan ¢alismada; koklenme amaciyla MS besi ortami 0.5 mgl™
NAA ile desteklendigi zaman iyi sonu¢ vermis ve 6 hafta sonra koklenme meydana
gelmistir. Tang ve ark. (2002), baz1 kiraz ve visne cesitlerinin yapraklarindan bitki

rejenerasyonuyla ilgili yapilan ¢alisma sonucunda; ortaya ¢ikan siirgiinlerin koklenmesinde
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2 mgl’ IBA veya NAA (cesitlere gore degismis) ile destekli %2 MS besi ortami
kullanmilmistir. Koklenme oraninin %65-92 arasinda gerceklestigi, koklenmeye aktarilan
bitkilere karanlik periyot uygulamasinin etkili olmadig: bildirilmistir. Calisma sonucu elde
ettigimiz sonuglarla arastiricinin bulgular1 uyum igerisinde olup; tam MS besi ortamini 2
mgl'1 IBA ile desteklenerek %60 koklenme orani elde edilmistir. Ayrica karanlikta birakma
isleminin uygun olmadigi sonucunu c¢ikardigimiz calismamiz, arastiricinin bulgulariyla
uyum icerisindedir. Matt ve Jehle (2005), baz1 kiraz cesitleri iizerine yapilan ¢alismada;
internod ve yapraklardan rejenerasyon sonucu elde edilen siirgiinlerin koklenmesi amaciyla
170 rngl'1 IAA iceren sulu ortamda karanlik kosullarda bekletildikten sonra hormon
icermeyen %2 MS besi ortaminda 8 hafta sonra koklenme meydana gelmistir. Koklenme
oranlarinin %50-88 arasinda degistigi bildirilmistir.

Petrevica ve Bite (2003), baz1 visne cesitlerinin in vitro proliferasyonuna kisa
stireli sogukta muhafazanin etkisini incelemek iizere yapilan calismada; iiretilen
stirgiinlerin koklenme ortaminda 0.1 mgl'1 NAA kullanilarak; koklenme oraninin %56-95
arasinda, ortalama kok sayisinin 2.1-3.0 arasinda, ortalama kok uzunlugunun 51.2 — 67.1
mm arasinda degistigi bildirilmistir. Yaptigimiz calismada, koklenme oranm1 %60 ve kok
sayist 2.33 olmasi bakimindan yaklasik ayni sonuclar bulunmus olup, arastiricinin
bulgulartyla uyum iginde gerceklesmistir. Dradi ve ark. (1996), 11 farkli mahlep
ekotipinin ve anag olarak kullanilan 2 kiraz cesidinin in vitro ¢ogaltimini hizlandirmak ve
ticari olarak bir sistem gelistirmek amaciyla yapilan caligmada; koklenme ortaminda
kullanilan IBA konsantrasyonlar ekotipe gore 0.8 — 3.0 mgl™ arasinda degismis olup, iyi
sonuclarin alindig1 goriilmiistiir. Her bir ekotip i¢in en yiiksek koklenme orani %50 olarak
bulunmus ve bu oranin artmasinin kaliteli siirgiin ile ilgili oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz
calisma ile elde ettigimiz kdklenme orani %60 cikmis olup, bu sonug 2 mgl™' IBA’dan elde
edilmistir. Borkowska (1985), “Schatenmorello” visne cesidinin mikrocogaltimiyla ilgili
olarak yapilan c¢alismada; siirgiinlerin koklenmesi icin IBA destekli MS besi ortami
kullamilmistir. Koklenmeye aktarilan siirgiinlerin 8. hafta sonunda oldiigii ve yaklasik %4-7
bitkinin hayatta kaldigi bildirilmistir. Ozzambak ve Hepaksoy (1997b), “Heimanns
Rubinweichsel” visne cesidinin in vitrodan elde edilen siirgiinlerinin koklenmesi ve
aklimatizasyonuyla ilgili yapilan ¢alismada; 1, 2, 2.5 ve 4 mgl'1 IAA, IBA ve NAA’nin
farkli konsantrasyonlar1 2 MS besi ortaminda denenmistir. Elde edilen koklenme oranlari
bakimindan oksinler arasinda pek bir farklilik cikmazken, IAA %78.8, IBA %74.3 ve
NAA %79.2 olarak kaydedildigi bildirilmistir.
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Gebhardt (1985), “Schattenmorello” vigne ¢esidinin siirgiin ucu kiiltiirleri yoluyla
elde edilen siirgiinlerinin koklenmesi iizerine oksinlerin etkisini belirlemek iizere yapilan
calismada, 1 mgl”’ IBA iceren ve icermeyen MS besi ortamu karsilastirlmistir. IBA’in
200 ppm (200 mgl™") konsantrasyonunda 3 dakika bekletildikten sonra hormonsuz besi
ortamina ekim islemi yapilan koklenme deneyinden en iyi sonu¢ alinmis olup, 21 giin
sonra ortalama kok sayisinin 4.11 (2 mm’den biiyiik) olarak gergeklestigi bildirilmigtir.
Schmidt ve Ketzel (1996), kiraz 1slahinda in vitro kiiltiir tekniklerinin gerekliliginden yola
cikilarak yapilan calismada; farkli kiraz cesitlerine ait kombinasyonlar1 igerisinde bazi
hibrit tohumlar elde edilerek bunlara ait olgun tohumlarin in vitroda ¢imlendirilmesi
sonucu bitki iiretimi gerceklestirilmeye calisilmistir. Elde edilen siirgiinler, 0.5 mgl'1 NAA
ile destekli 2 MS besi ortamina koklenme igin aktarilmis ve iyi sonuc¢ alindigi
bildirilmistir. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin koklenmesiyle ilgili calismada; 0.5 mgl™
NAA ile destekli MS besi ortaminda en iyi sonu¢ bulunmus, koklenme oran1 %60 olarak
gerceklesmis olup, arastiricinin bulgulariyla uyum icerisindedir. Hammatt ve Grant
(1997), “Charger” ve “F 12/1” yabani kiraz cesitlerinin mikrocogaltimiyla ilgili olarak
yapilan calismada; her iki cesitten elde edilen siirgiinlerin koklenmesi icin 3 mgl™ IBA ile
destekli MS besi ortami temel olmak iizere 162.14 mgl™” floroglukinol kullanilan ve
kullanilmayan ortamlar iizerinde durulmustur. Koklenme ortamlarinda floroglukinol’un
gerekli oldugu bildirilmistir. Cerovic ve Ruzic (1987), “Sumadinka” visne c¢esidinin
mikrocogaltimi icin bir metot gelistirmek amaciyla yapilan c¢alismada; siirgiinlerin
koklenmesi icin oncelikle 1 mgl”' IBA ile destekli %2 MS besi ortammda 10 giin
bekletildikten sonra hormonsuz ortama aktarilmis ve %88 oraninda koklenme elde edildigi
bildirilmistir. Fidanci ve ark. (2001), “Gisel A-5, Maxma-14 ve Tabel/Edabriz” gibi bazi
kiraz ve visne anaclarinin in vitro hizli ¢ogaltim tekniklerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan calismada; Tabel anaci icin 1 mgl™” IBA ile destekli ¥» MS besi ortaminda; kok
sayisinin 12, kok uzunlugunun 3.8 cm ve koklenme oraninin %100 olarak elde edildigi

bildirilmistir.
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4.5. Aklimatizasyon (Adaptasyon) Calismalari
In vitro yoluyla elde edilen koklenmis bitkilerin aklimatizasyonu calismalari

kapsaminda yapilan deneyler ve bu deneylerden elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.5.1. Baslangic Materyali Tohum Olan Koklenmis Bitkilerin Aklimatizasyonu
Uzerine Farkh Diizeylerde Steril Edilen Torf Materyalinin Etkisi
Bu deney, tohumdan elde siirgiinlerin koklendirilmesiyle elde edilen bitkilerin
aklimatizasyonu iizerine farkli diizeylerde steril edilen torf materyalinin etkisini belirlemek
amaciyla yapilmistir. Cizelge 42°de, elde edilen verilere ait istatistiksel sonuclar yer

almistir.

Cizelge 42. Koklenmis bitkilerin aklimatizasyonu
tizerine farkli diizeylerde steril edilen torfun etkisi*.

T
Steril Torf 80
Yar steril torf 30
Steril olmayan torf 10
x (s.d: 2) P <0.05

* Her uygulama icin kullanilan bitki sayisi: 10

Torfun farkli asamalarda sterilizasyonu ile ilgili yapilan uygulamalarin yasayan bitki
orani iizerine etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiistiir (P < 0.05). En
yiiksek degeri steril torf uygulamasi %80’lik oran ile verirken, steril edilmeyen torf
uygulamasinda elde edilen yasayan bitki oran1 %10 gibi diisiik diizeyde gerceklesmistir.
Aklimatizasyon i¢in kullanilan materyal ne olursa olsun, sterilizasyonunun mutlak

yapilmasinin gerektigi tespit edilmistir.

4.5.2. Baslangic Materyali Nodal Tomurcuk Olan Koklenmis Bitkilerin
Aklimatizasyonu Uzerine Farkh Diizeylerde Steril Edilen Torf Materyalinin
Etkisi
Bu deney, nodal tomurcuk kaynakli koklenmis bitkilerin aklimatizasyonu {izerine
farkl1 diizeylerde steril edilen torf materyalinin etkisini belirlemek tizere yapilmistir. Elde

edilen verilere ait istatistiksel sonuglar Cizelge 43’te verilmistir.
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Resim 10. Koklenme ortamindan ¢ikarilan koklenmis kayis1 bitkilerinin
torf bulunan plastik bardaklara aktarilmis hali (a. bar: 27 mm)
(b. bar: 25 mm).

Uygulanan islemler arasinda yasayan bitki oran1 bakimindan istatistiksel olarak
onemli farkliliklar belirlenmistir (P < 0.05). En 1yi sonucu steril edilen torf materyali
vermis olup, aktarilan bitkilerdeki yasama oran1 %70 olarak gerceklesmistir. Yasayan bitki
oran1 yoniinden en diisiik sonucu steril edilmeden kullanilan torf vermis olup aklimatize
edilen bitkilerin %10’u yasamistir. Bu nedenle yiiriitilecek olan in vitro calismalar
kapsaminda elde edilen koklii bitkilerin araziye aktarilmasi asamasinda kullanilan torfun

sterilizasyonuna dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varilmigtir.
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Cizelge 43. Koklenmis bitkilerin aklimatizasyonu tizerine
farkli diizeylerde steril edilen torfun etkisi*.

Yasayan bitki oram

Islem (%)

Steril Torf 70

Yarn steril torf 20

Steril olmayan torf 10
$ (s.d: 2) P <0.05

* Her uygulama icin kullanilan bitki sayisi: 10

4.5.3. Aklimatizasyon ile Ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Bitki doku kiiltiirii ve in vitro rejenerasyon c¢aligmalarinda koklenmis bitkilerin
saglikll bir sekilde gelistirilmesi kadar, in vitro kosullarda yetistirilerek arazi kosullarina
aktarilincaya kadar gecen siire igerisinde de saglikli olmas1 6nemli bir siirectir (Resim 10).
Bu bakimdan, bir ¢ok arastirici tarafindan torf ya da farkli ortamlar sterilize edilip
kullanilmak suretiyle, elde edilen koklii bitkiler arazi sartlarina aktarilmistir. Sterilizasyon

isleminin uygulanmas1 her zaman i¢in yasayan bitki oraninda artis gostermistir (Resim 11).

Resim 11. /n vitro yoluyla elde edilen ve aklimatize edildikten
sonra bahgeye aktarilabilecek hale gelen kayisi
bitkileri (bar: 41.6 mm).
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Yapilan bu calismayla; nodal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerden olusan
koklii bitkilerin aklimatizasyonu asamasinda tam steril torf kullanilarak yasayan bitki orani
%70 olarak gerceklesmistir. Tohum kaynakli siirgiinlerden olusan koklii bitkilerin arazi
kosullarina aktarilma asamasinda ise %80 oraninda yasayan bitki oran1 elde edilmistir. Her
iki deney yoOniinden elde edilen degerler, diger arastiricilar tarafindan elde edilen
bulgularin bir coguyla uyusmakta olup, hatta bir kismindan daha iyi ¢ikmistir (Resim 12)

Perez-Tornero ve Burgos (2000), baz1 kayis1 cesitlerinin in vitro kosullarda
proliferasyon, koklenme ve aklimatizasyonu siiresince gerekli isteklerinin belirlenmesi
amaciyla yaptiklar1 calismada; aklimatizasyon asamasinda 1:1 oraninda turba ve perlit
kullanarak uygun kosullarda yaklasik olarak “Helena” ¢esidinde %71, “Lorna” c¢esidinde
%82 oraninda bitkinin aklimatizasyonunun gerceklestirildigi bildirilmistir. Yaptigimiz
calisma kapsaminda elde etti§imiz sonuclarla aragtiricinin bulgular1 uyum igerisinde olup,
“Hacthaliloglu” ¢esidi i¢in %70’lik bir sonu¢ alinmistir. Marino ve ark. (1991),
tarafindan bazi kayis1 cesitlerinin in vitfro ¢cogaltimi iizerine yapilan calismada; koklenme
ortamlar1 i¢in sukrozun gerekli oldugu, ancak sorbitol kullaniminin koklenmeyi tesvik
etmedigi ve bitkilerin koklendikten sonra yasama oranlarmmi azalttigi bildirilmistir.
Yaptigimiz caligmada kdklenme ortamlarinda arastiricinin belirttigi gibi sukroz kullanilmis
olup, yasama oranlarinin ortalama %70 olarak gergeklestigi goriilmiistiir. Kramarenko
(1999), tarafindan in vitro cogaltilan bitkilerin arazi performanslarini belirlemek ig¢in
yapilan c¢alismada, koklendikten sonra aklimatizasyonu yapilan bitkilerdeki yasama
oraninin %70-80 arasinda oldugu bildirilmistir. Elde ettigimiz sonuglarla uyum igerisinde
oldugu goriilmiistiir.

Pennone (1999), tarafindan “Bebecou” kayis1i cesidinin in vitro olarak
cogaltildiktan sonra arazi kosullarindaki durumunu incelemek amaciyla yapilan ¢alismada,
hem normal agilama suretiyle cogaltilan fidanlarin hem de in vitro ¢ogaltilan fidanlarin
durumu karsilagtirllmistir. Asilama ile iiretilen fidanlara gore daha diisiik gelisme goriilen
mikrocogaltilmis fidanlardaki iiriin etkinliginin (gr/cmz) ilerleyen verim yillarinda daha iyi
oldugu tespit edilmistir. Her iki yontem ile cogaltilan fidanlarin meyvelerinde morfolojik
ve pomolojik olarak bir farklilik goriilmedigi bildirilmistir. Harada ve Murai (1996),
Japon kayisisinin in vitro mikrocogaltimiyla ilgili olarak yaptiklar1 ¢calismada; koklenen
bitkilerin aklimatizasyonu c¢alismasinda hayatta kalma oraninin %20-30 oldugu
kaydedilmistir. Fortuna ve ark. (1996), mikrocogaltim yoluyla elde edilen erik ve elma
klonlarinin saksiya transferi ve oradan araziye aklimatizasyonu siiresince bazi giibreleme

(fosfor) uygulamalarinin ve mikoriza’nin siirgiin ucu gelisimine olan etkisini incelemek
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Resim 12. [n vitro yoluyla ¢ogaltilan ve bahceye aktarilan kayisi bitkisinin 1. hafta

sonundaki goriiniimii (bar: 8.9 mm).

izere yapilan calismada; koklenme ortamina aktarildiktan 3 hafta sonra Mr.S.2/5’e ait 1-2
cm uzunlugunda 3-5 adet koke sahip bitkiler, saksilara transfer edilmistir. Uygulanan
fosfor giibresinin ve mikorizanin; bitkilerin hayatta kalma oranin etkilemedigi goriilmiis,
ayn1 zamanda 2. aydan itibaren giibrenin diisiik oranda uygulandig1 bitkilerde siirgiin
gelisiminin diisiik oldugu tespit edilmistir. Sonugta, fidanlik kosullarinda siirgiin
gelisiminden iyi sonu¢ almak icin Mikorizal uygulamalarin ve giibrelemenin gerekli
oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada koklenmis bitkileri saksilara transfer edildigi
durumda az miktarda azotlu giibre uygulamasinin, bitkinin gelisimini destekledigi tespit
edilmistir. Ambrozic Turk B. ve ark. (1992), kayis1 icin anag¢ olarak kullanilabilecek
“Bistrica” erik ekotipinin in vitro kosullarda hizli ¢ogaltimi i¢in metot gelistirmek
amaciyla yapilan ¢alismada; 2-IP ilave edilen ortamda hemen hemen, hi¢ proliferasyon
goriilmemis, ancak bu ortamdan c¢ikan siirgiinlerin aklimatizasyondan sonra daha iyi

olduklar1 bildirilmistir.
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Almehdi ve Parfitt (1986), seftali anaclarinda “Lovell ve Nemaguard”in in vitro
cogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada; koklii bitkilerin aklimatizasyonu basar ile
yapilmis ve %100 yasama orani saglandigi bildirilmistir. Hammerschlag ve ark. (1987), 8
seftali ¢esidi ve 1 adet anacin in vitro siirgiin cogaltimi ve koklenmesi iizerine yaptiklar
calismada; elde edilen koklii bitkilerin aklimatizasyonu sirasinda hi¢ bitki kaybi olmadigi
bildirilmistir. Yaptigimiz calisma kapsaminda kaybedilen bitki sayis1 ¢ok diisiik oranda
gerceklesmistir. Mante ve ark. (1989), erik ve visnede olgun tohumun, seftalide ise
olgunlagsmamis tohumun embriyonik ekseni ¢ikarilmis kisimlarindan bitki rejenerasyonu
icin yapilan calismada; koklendirilen bitkilerin uygun sekilde aklimatizasyon islemleri
gerceklestirildigi bildirilmistir.

AL-Sabbagh ve ark. (1999), yar1 bodur kiraz anaci olan Maxma-14’lin in vitro
cogaltim sistemini gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismada; elde edilen koklii bitkilerin
aklimatizasyon islemlerinin basarili bir sekilde gerceklestirildigi bildirilmistir. Bhagwat ve
Lane (2004), “Sweetheart” ve “Lapins” kiraz cesitlerinin yapraklarindan siirgiin
rejenerasyonuyla ilgili yapilan calismada; aklimatizasyon asamasinda fazla basar1 elde
edilemedigi ve sonuclarin diisiik oranda gerceklestigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismadan
elde edilen sonuglar, tatmin edici diizeyde gerceklesmistir. Borkowska (1985),
“Schatenmorello” visne cesidinin mikrogogaltimiyla ilgili olarak yapilan caligmada;
aklimatizasyon islemi yapilan bitkilerdeki yagsama oraninin %85-90 oldugu bildirilmistir.
Hammatt ve Grant (1997), “Charger” ve “F 12/1” yabani kiraz c¢esitlerinin
mikrocogaltimiyla ilgili olarak yapilan ¢alismada; elde edilen kokli bitkilerin tamamina
yakininin uygun bir sekilde aklimatizasyonunun saglandigi bildirilmistir. Cerovic ve
Ruzic (1987), “Sumadinka” visne c¢esidinin mikrogogaltimi1 i¢in bir metot gelistirmek
amaciyla yapilan c¢alismada; koklenen bitkilerin aklimatizasyonunda %90 oraninda

basarinin elde edildigi bildirilmistir.
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5. SONUC

Ulkemiz, sahip oldugu degisik iklim ve toprak sartlari nedeniyle, meyvecilik
acisindan ¢ok sayida tiir ve cesit yetistirme sansina sahiptir. Tiirkiye, bugiin gerek meyve
tiir ve cesit sayisi, gerekse iiretim miktar1 bakimindan diinyanin onemli “meyve iireticisi”
iilkeleri arasinda yer almaktadir (Ozcagiran ve ark, 2003). Diinya yas ve kuru kayisi
tiretiminde birinci sirada yer alan Tiirkiye, gerek kayisi gen kaynaklar1 ve gerekse ekolojik
sartlar nedeniyle biiyiik bir potansiyele sahiptir (Asma, 2000). 2005 yil1 FAO verilerine
gore 2.700.000 ton olan diinya kayist {retiminin, 370.000 tonu iilkemizde
gerceklesmektedir (Anonim. 2006). Bu iiretimin %50’si Malatya’da olmak iizere Mersin,
Elaz1g, Ankara ve Kahramanmaras illerinde yogunlagmistir. Malatya ve Elazig illeri
disinda yetistirilen kayis1 cesitleri daha ¢ok taze tiiketime yoneliktir. Malatya’da iiretilen
yas kayisinin yaklasik %90-95°1 kurutularak “ihra¢ edilmektedir”.

Kayist fidanlarinda problem olusturan ve bu nedenle iiretim asamasinda tedbir
alinmasi gereken bir durum da viriistiir. Viriisten ari fidan iiretimi i¢in, siirgiin ucu asilama
yontemi (turunggiller icin gelistirilen yontem) kayisida da uygulanabilmektedir. Bu
yontem; dogal veya in vitroda elde edilen 2-3 mm uzunlugundaki siirgiin uclarinin anag
tizerine asilanmasi suretiyle yapilan bir cogaltma yontemidir.

Bitki biyoteknolojisiyle ilgili ¢calismalarda hiicreye kadar olan konular genellikle
Bitki Genetik Miihendisliginin, “hiicre-tohum-bitki” aras1 konular ise, bitki doku
kiiltiiriiniin ilgi alanlaridir. Goriildiigii gibi, bitki doku kiiltiirii; bitki genetik miihendisligi
ile birlikte bitki biyoteknolojisini olusturan ana unsurlardan birisidir. Bitki doku kiiltiirii
islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki rejenerasyonudur.
Bitki rejenerasyonunda kullanilan ve in vitro tekniklerin basinda ise; organogenezis ve
mikrocogaltim teknikleri gelmektedir. Dolayisiyla bu tekniklerin, kayisinin da icerisinde
yer aldig1 Prunus (sert cekirdekliler) grubu meyvelerin 1slahinda kullanimi giin gectikce
artarak devam etmektedir.

Tez caligmasi kapsaminda yapilan arastirmalar; 5 ana bashk altinda yiriitiilmiis
olup, sonuglar asagida sunulmustur. Her boliimde elde edilen sonuclar bir sonraki béliimde
de kullanildig1 i¢in sonuglar birbiriyle yakindan iliskili bulunmaktadir. Tiim boliimlerden
elde edilen sonuglar dogrultusunda, “Hacthaliloglu” kayis1 ¢esidi icin etkili bir in vitro

rejenerasyon ve ¢ogaltim sistemi tamimlanmistir.
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5.1. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Calismalari

Genel olarak in vitro caligmalari, sirasinda baglangic materyalinin uygun bir
teknikle sterilize edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Calismalarin devam edebilirligi biiyiik
Olciide uygun olarak sterilizasyonu yapilarak, besi ortamina aktarilan materyalin miktarina
baglidir. Bu nedenle iizerinde c¢alisilan bitki tiir veya cesidi i¢in uygun sterilizasyon
tekniginin belirlenmesi ilk ve en 6nemli asamadir. Yaptigimiz sterilizasyon caligmalarn ile,
yerli kayis1 cesitlerinin in vitro calismalarina model olabilecek sekilde “Hacihaliloglu”
kayist cesidine ait nodal tomurcuk, siirgiin ucu ve tohum materyali icin sterilizasyon
teknikleri gelistirilmistir. Tohumlarin sterilizasyonu icin %5 NaOCI igerisinde 15 dakika;
nodal tomurcuklarim sterilizasyonu icin %5 NaOCI igerisinde 10 dakika; siirgiin ug¢larinin
sterilizasyonu icin %10 NaOCI icerisinde 15 dakika bekletme isleminin; etkili bir

sterilizasyon icin yeterli oldugu sonucuna varilmistir.

5.2. Kiiltiir Baslatma Calismalar:

Kayist ve diger sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin (Prunus) in vitro kiiltiir baglatma
caligmalarinda genellikle baslangi¢c materyali olarak; siirgiin ucu, nodal tomurcuk meristem
ucu, yaprak ve tohum kullanilmaktadir. Yaptigimiz ¢alisma ile tohum ve nodal tomurcuk
ve ile kiiltiir baglatma c¢alismalar1 yapilmistir. Her iki materyal i¢in optimum ortam istekleri
belirlenmistir. Tohum kaynakli calismalar i¢in uygun cimlenme amaciyla sitokinin olarak
1 mgl™ BAP; ekim sirasinda kullanilacak tohumun eksplant tipi olarak yarim tohum ya da
embriyo kullaniminin daha iyi c¢imlenme orami verdigi sonucuna varilmistir. Nodal
tomurcuklarda Kkiiltiir baslatma i¢in; besi ortami ve kuvveti olarak tam MS; ortamda
katilastirict olarak 6.3 gl agar; seker kaynag ve konsantrasyonu olarak 30 grl™' sukroz;
sitokinin tipi, konsantrasyonu, oksin ilavesi olarak 1 mgl"' BAP ve/veya 0.3 mgl” IBA;

kiiltiire baglama zamani agisindan mayis — haziran aylarinin uygun olacagi saptanmistir.

5.3. Proliferasyon Calismalari

Biiyiik oranda genotipe; yani ¢alisilan meyve tiirii ve hatta ¢esidine gore degisiklik
gosteren in vitro rejenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi; doku kiiltiirii caligmalar1 igin
onemli basamaklardan biridir. Baslangi¢c materyali olarak nodal tomurcuklardan 4. hafta
sonunda gelisen rozet bitkilerin, tohumlardan ise 2. hafta sonunda gelisen siirgiinlerin
kullantminin uygun oldugu goriilmiistiir. Yapilan proliferasyon calismalarina gore; besi
ortami olarak MS; ortam katilastiricis1 olarak 6.3 gl'1 agar; seker olarak 30 grl'1 sukroz;

sitokinin ve konsantrasyonu olarak 1 mgl™"' BAP destekli besi ortami kullaniminin uygun
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proliferasyon saglayacagi sonucuna vartlmistir. Tohum kaynakli siirgiinlerle yapilan
altkiiltiir deneyleri kapsaminda; ilk altkiiltiir ¢calismasinin daha iyi sonu¢ verdigi halde,
sonraki deneylerde siirgiin uzunlugunda diisiis goriilmiis fakat, siirgiin sayisinin arttigi

belirlenmistir.

5.4. Koklendirme Calismalar:

Hem tohumdan, hem de nodal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonu sonucu elde edilen materyallerin koklendirilmesi amaciyla yapilan
calismalarda 2 — 3 cm uzunlugundaki siirgiin kullaniminin uygun olacagi saptanmistir.
Ortam istekleri bakimindan; besi ortami olarak MS; seker olarak 20 grl'1 sukroz, ortam
katilastirict olarak 6.3 gl agar kullanimimin uygun olacag: tespit edilmistir. En dnemli
husus olan koklenme hormonlarinin yani oksinlerin belirlenmesiyle ilgili calisma
kapsaminda; tohum kaynakli siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in 0.5 mgl™" NAA kullaniminin;
nodal tomurcuk kaynakli siirgiinlerin koklendirilmesi icin 2 mgl'1 IBA kullaniminin en iyi
koklenmeyi sagladigi belirlenmistir. Ote yandan, karanlikta birakma isleminin koklenme

acisindan etkili olmadigi sonucuna varilmaistir.

5.5. Adaptasyon Calismalari

In vitro yoluyla koklenen bitkilerin dogal kosullara alistirilmasi tam kontrollii
bliylime odasinda gerceklestirilmistir. Kullanilacak torfun mutlak sterilize edilmesi
gerektiginin tespit edildigi bu calismada; tohum kaynakli siirgiinlerden olusan koklii
bitkilerin arazi kosullarina aktarilma asamasinda %80 oraninda yasayan bitki orani elde
edilmistir. Nodal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerden olusan koklii bitkilerin
aklimatizasyonu asamasinda tam steril torf kullanilarak yasayan bitki oram1 %70 olarak
gerceklesmistir. Su an icin bahge kosullarinda in vitrodan aktarilmig 2 adet kayisi bitkisi
bulunmakta olup; 8 adet bitki ise, sera kosullarinda saksi igerisinde bahgeye aktarilma
asamasinda beklemekte olup, vejetasyon donemi sonunda bahg¢eye aktarilacaktir.

Calismamiz, Malatya’da yogun bir sekilde yetistiriciligi yapilan ve diinya kayisi
piyasalarinda Turkish apricot olarak bilinen “Hacthaliloglu’ ¢esidinin in vitro tekniklerle
cogaltilmasina yonelik olarak yapilmis ilk calisma mahiyetindedir. Yerli kayisi cesitleriyle
ilgili gelecekte yapilacak olan in vitro arastirmalara temel teskil etmesi bakimindan yararli
olabilecegi kanisindayiz.

Konumuzla ilgili olarak 6niimiizdeki donemlerde daha kapsamli in vitro ¢alismalar

yapacak olan herkese faydali olmas dilegiyle...
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7. CIZELGE LISTESI

Cizelge 1.
Cizelge 2.
Cizelge 3.

Cizelge 4.
Cizelge S.
Cizelge 6.
Cizelge 7.

Cizelge 8.

Cizelge 9.

Cizelge 10.

Cizelge 11.

Cizelge 12.

Cizelge 13.

Cizelge 14.
Cizelge 15.
Cizelge 16.
Cizelge 17.
Cizelge 18.
Cizelge 19.
Cizelge 20.
Cizelge 21.
Cizelge 22.
Cizelge 23.

Diinya Kayis1 Uretimi

100 gr taze ve kuru kayisinin besin degeri

Kayaisi ile ilgili olarak yapilan in vitro cogaltim ve rejenerasyon
caligmalari

Farkl1 kayisi cesitlerinin MS besi ortamindaki ortalama siirgiin sayist,
ortalama siirgiin uzunlugu (mm), verimlilik (mm) degerleri

Farkl1 seker tiplerinin koklenmeye etkisi

Bazi aminoasitlerin kok uzunluguna etkisi

Temel MS Besi Ortaminin icerigi

Tohumlarin sterilizasyonuna NaOCl’'nin farkli konsantrasyonlarinin

etkisi

Tohumlarin sterilizasyonuna %35’lik NaOCl’te farkli bekletme
stirelerinin etkisi

Nodal  tomurcuklarin sterilizasyonuna ~ NaOCl’nin  farkhi

konsantrasyonlarinin etkisi

Nodal tomurcuklarin

sterilizasyonuna %5’lik NaOCI’te farkli
bekletme siirelerinin etkisi

Siirgiin ucu sterilizasyonuna NaOCl’nin farkli konsantrasyonlarinin
etkisi

Siirgiin ucu sterilizasyonuna %10’luk NaOCl’te farkli bekletme
stirelerinin etkisi

Tohumlarin in vitro ¢cimlenmesine BBD’lerin etkisi

Tohumlarin in vitro ¢cimlenmesine eksplant tipinin etkisi

Farkl1 besi ortamlarinin kiiltiir baslatmaya etkisi

MS Besi ortaminin farkli kuvvetlerinin kiiltiir baglatmaya etkisi

Farkl1 bitki biiytime diizenleyicilerin kiiltiir baglatmaya etkisi

Farkl1 BAP konsantrasyonlarinin kiiltiir baglatmaya etkisi

Farkl1 seker tiplerinin kiiltiir baslatmaya etkisi

Sukrozun farkli konsantrasyonlarinin kiiltiir baslatmaya etkisi

BAP’11 ortama oksin ilavesinin kiiltiir baglatmaya etkisi

Kinetin’li ortama oksin ilavesinin kiiltiir baglatmaya etkisi
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S. No

10
21
23
36

52

53

54

55

55

56
60
61
63
63
64
65
66
66
68
69



Cizelge 24.
Cizelge 25.

Cizelge 26.

Cizelge 27.

Cizelge 28.

Cizelge 29.
Cizelge 30.
Cizelge 31.
Cizelge 32.
Cizelge 33.
Cizelge 34.
Cizelge 35.
Cizelge 36.
Cizelge 37.
Cizelge 38.
Cizelge 39.
Cizelge 40.
Cizelge 41.
Cizelge 42.

Cizelge 43.

Agaclardan tomurcuk alma zamaninin kiiltiir baslatmaya etkisi
Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna farkli MS
kuvvetlerinin etkisi

Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna farkli seker
tiplerinin etkisi

Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna farkli BAP
konsantrasyonlarinin etkisi

Tohumdan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonuna alt Kkiiltiir
sayisinin etkisi

MS besi ortaminin farkli kuvvetlerinin siirgiin proliferasyonuna etkisi
Farkl1 seker tiplerinin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Farkl1 sitokininlerin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Farkli BAP konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Farkli kinetin konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi
Farkli TDZ konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonuna etkisi

Farkl1 IBA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi
Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi
Karanlikta birakma igleminin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi

Farkli IBA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi
Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin koklenmesi iizerine etkisi
Farkli seker tiplerinin koklenmeye etkisi

Bazi aminoasitlerin kok uzunluguna etkisi

Koklenmis bitkilerin aklimatizasyonu iizerine farkli diizeylerde steril
edilen torfun etkisi

Koklenmis bitkilerin aklimatizasyonu iizerine farkli diizeylerde steril

edilen torfun etkisi
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70

73

75

76

77
78
79
80
81
81
82
92
93
94
95
96
100
101

105

107
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8. RESIM LISTESI
S. No
Resim 1. Calismalarda kullanilan materyallerin ilk ekim hali a) Siirgiin ucu,
b) Nodal tomurcuk, ¢) Tohum 34
Resim 2. Kayis: tohumlarinin 1 mgl”' BAP ile destekli MS besi ortaminda
cimlenmesi 61
Resim 3. Kayis1 tohumlarina ait farkli tipteki eksplantlarim 1 mgl' BAP ile
destekli MS besi ortaminda ¢imlenmesi a) Tiim tohum, b) Yarim
tohum, ¢) Embriyo 62
Resim 4. 1 mgl" BAP + 0.3 mgl” IBA ile destekli MS Besi ortamima ekilen

nodal tomurcuklarin; a) 1. hafta sonunda, b) 4. hafta sonundaki

goriintimleri 67
Resim 5. Tohumdan elde edilen siirgiinler ile proliferasyon caligmalarinin
baslatilmasi 74

Resim 6. Tohumdan elde edilen siirgiinlerin 1 mgl” BAP ile destekli MS besi

ortaminda 28 giinliik kiiltiir periyodu sonundaki proliferasyonu 77
Resim 7. Nodal tomurcuklardan elde edilen eksplantlar ile proliferasyon

calismalarinin baglatilmasi 78
Resim 8. Nodal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin 1 mgl” BAP iceren MS

besi ortaminda 28 giinliik kiiltiir periyodu sonunda; a) proliferasyon,

b) siirgiinler toplulugu, ¢) ayrilmis siirgiinlerin goriinimii 83
Resim 9. 0.5 mgl™" NAA iceren MS besi ortaminda 28 giinliik kiiltiir periyodu

sonunda koklenen bitkilerin; a) besi ortaminda, b) saksilara

aktarilmadan 6nceki goriintimii 93
Resim 10.  Koklenme ortamindan cikarilan koklenmis kayist bitkilerinin torf

bulunan plastik bardaklara aktarilmis hali 106
Resim 11.  /n vitro yoluyla elde edilen ve aklimatize edildikten sonra bahgeye

aktarilabilecek hale gelen kayisi bitkileri 107
Resim 12.  In vitro yoluyla cogaltilan ve bahceye aktarilan kayis1 bitkisinin 1.

hafta sonundaki goriiniimii 109
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