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ONSOZ VE TESEKKURLER

Artan diinya niifusunun gida ihtiyacini karsilayabilmek i¢in tarimsal alnada yeni
yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Bitkisel materyalin  hizli ¢ogaltiimasi
agisindan son derece etkili bir teknik olan doku kiiltiirii galismalarina hem diinya da
hem de iilkemizde son yillarda agirlik verilmistir. Bu tez ¢alismamizda Kocaeli ve
¢evre illerde en ¢ok yetistiriciligi yapilan Esme Ayvasi siirgiinlerinin in vitroda
cogaltim ¢aligmalar gergeklestirlmistir.

Galigmalarimda beni destekleyen, bilgi ve tecriibelerini benden esirgemeyen, ben
umutsuzluga diigsem de pes etmemem gerektigini sdyleyen ve bana cesaret veren
Danigman Hocam Dog.Dr. Melekber SULUSOGLU DURUL’a sonsuz tesekkiir

ederim.

Benim stiimde emegi olan ve beni yetistiren basta ilkokul gretmenim Sayin Salih
ORS olmak iizere tiim hocalarima minnet ve siikranlarimi sunarm.

Caligmalarimda bana yardimer olan Ziraat Yiiksek Miihendisi Serdar MEMIS’e,
Ziraat Mithendisi Evrim TAYLAN’a, Ziraat Miihendisi ismail EFE’ye, Dr. Ceren
OZCAN’a, mesai arkadaslarim Ziraat Miihendisi Ece GEZGIN DEMIR’e, Ziraat
Miihendisi Korhan Baran KILICASLAN’a, Gida Miihendisi Ahmet ULUDOGAN’a

tesekkiir ederim.

Is hayatinda bana destek olan, egitime verdigi nemi birkez daha gosterip yiiksek
lisans yapmam konusunda beni destekleyen, bana bazen bir abla, bazen de bir anne
sefkatiyle yaklasan Korfez Ilge Tarim ve Orman Miidiirii Semra KOSUMCU’ya
sonsuz tesekkiir ederim.

Beni yetigtiren, bu giinlere gelmemi saglayan ve benden dualarini esirgemeyen
anneme ve babama, uzakta olsalarda hep yanimda olduklarini hissettigim
kardeslerime tesekkiir ederim.

Hayat arkadagim Murat AKTAS’a, kayinvalideme ve bana enerji veren ¢ocuklarim
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ESME AYVASI (Cydonia oblongo Mill)’NIN DOKU KULTURU IiLE
COGALTIMI

OZET

Bu ¢aligmada Esme ayvasi siirgiinlerinin doku kiiltiirii ile gogaltma olanaklari
arastrilmistir. - MS  ve  WPM  besin  ortamlarinda  farkli  bitki  biiyiime
diizenleyicilerinin ve dozlarinin siirgiinlerin ¢ogaltilmasi ve koklenmesi tizerine
etkileri incelenmis, koklii siirgiinlerin dis kosullara adaptasyonu degerlendirilmistir.
Ik nce Esme Ayvast igin uygun sterilizasyon tekniginin belirlend 121 denemede %70
etil alkol ve bir dakika + %20 NaOC]I ile 12 dakika uygulamasi en etkili yéntem
olmustur. Kurulus asamasinda MS ve WPM ortamlari kullanilmis, BAP dozlarinin
(0, 1, 2, 4 mg/l BAP +0,1 mg/l GA;) eksplant iizerindeki etkileri incelenmistir.
Siirgiin proliferasyonu MS besin ortamlarinda daha yiiksek olmustur (%68,33). Alt
kiiltir asamasinda MS besin ortami uygulanmis ve diger asamalarda da MS besin
ortami ile devam edilmistir. Alt kiiltirde BAP dozlarinin (0. 0,5, 1, 2, 4 ve 6 mg/I
BAP + 0,1 GAs) etkileri arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir. Birinci ¢ogaltma
asamasinda 0, 0,1, 0.5, 1, 2, 4 ve 6 mg/l BAP + 0, 0,1 ve 0.5 IBA + 0,1 GA;
kombinasyonlari uygulanmistir. 4 mg/l BAP + 0 mg GA; ile 4 mg/l BAP + 0,5 mg/I
IBA + 0,1 mg/l GA; kombinasyonlarinda siirgiinlerin tamaminda (%100)
proliferasyon olmustur. Ikinci ¢ogaltma asamasinda 4 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA +
0,1 mg/l GAs uygulanmistir. Ana siirgiin uzamasi 2,10 cm, proliferasyon orani
%100, siirgiin verimi 6,0 (adet/eksplant), siirgiin boyu 1,83 c¢m kallus orani %100 ve
kallus ¢ap1 0,43 cm olarak kaydedilmistir. Kéklenmede NAA ve IBA hormonlarinin
2, 4, 6 mg/l dozlari kullanilmis, ortamlara GAjs ilave edilmemistir. Siirgiinlerin yarisi
10 giin siiresince karanlikta, diger yarisi 16 saat karanlik ve 8 saat aydinlikta
birakilmustir. En yiiksek koklenme orani (% 57.14) 6 mg/l IBA ortamma dikilen ve
10 giin siire ile karanlhkta birakilan siirgiinlerde olmustur. Kaliteli kok olusmamasi
dis kosullara adaptasyon i¢in alinan bitkilerde yasama oranini diisiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bitki Biiyiime Diizenleyicileri, Esme Ayvasi, In Vitro,
Kéklenme, Siirgiin Cogaltim.
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MICROPROPAGATION OF QUINCE cv. ESME (Cydonia oblonga Mill)
ABSTRACT

In this study, in vitro propagation possibilities of ‘Egme quince’ were investigated.
The eftect of different plant growth regulators and doses on propagation and rooting
of shoots in MS and WPM nutrient media were investigated and adaptation of rooted
shoots to external conditions was evaluated. Firstly, the most effective sterilization
technique was determined for Esme quince, as 70% ethyl alcohol for 1 minute + 20%
sodium hypochlorite for 12 minutes. MS and WPM media were used during the
establishment phase and the effects of BAP doses (0.0, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l BAP+0.1
mg/l GA3) on the explant growing were examined. Shoots proliferation was higher in
MS nutrient media (68.33%). MS nutrient medium was applied in subculture stage
and continued with MS nutrient medium in other stages. No significant difference
was observed between the effects of BAP doses (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 mg/l BAP
+ 0.1 mg/l GA3) in the subculture. In the first propagation step, combination of 0.0,
0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 or 6.0 mg/l BAP + 0.0, 0.1, 0.5 mg/l IBA+0.1 GA; were
administered. All shoots (100 %) had proliferation in combinations of 4.0 mg/I
BAP+0.0 mg/l IBA+0.1 mg/l GA3 and 4.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA+0.1 mg/l GAs.
In the second propagation step, 4.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA+0.1 mg/l GA: was
administered. Main shoot length was 2.10 c¢m, proliferation rate was 100 %, shoot
yield was 6.0 (piece/explant), shoot length was 1.83cm, callus rate was 100 % and
callus diameter was 0.43 cm. 2.0, 4.0 ve 6.0 mg/l doses of NAA and IBA hormones
were used in rooting. GAz was not added to the media. Half of the shoots were left in
dark conditions for 10 days, the other half were left in dark for 16 hours and 8 hours
in light conditions. The highest rooting rate (57.14%) was in shoots planted in 6.0
mg/l IBA medium and left in the dark for 10 days. The lack of quality roots reduced
the survival rate of the plant taken for adaptation to external conditions.

Keywords: Plant Growth Regulator, Quince cv. Esme, In Vitro, Rooting, Shoot
Propagation.
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GIRIS

Ayva, yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinden biri olup, ihman iklim meyvesidir.
Anavatani Kuzey-Bati Iran, Tiirkmenistan, Kuzey Kafkasya, Hazar Denizi kiyilari ve
Kuzey Anadolu’dur. Ayvanin yabani formlarinin Kafkasya, iran, Tiirkiye, Suriye,
Afganistan ve Pakistan’a kadar uzanan bélgede yayildig: belirlenmistir. Ayva ilk kez
kiiltire alindigi Mezapotamya’dan Yunanistan’a, Orta ve Dogu Avrupa'ya
yayilmistir. Giinimiizde 1liman kusakta yer alan tiim yerlerde yetisebilmektedir
(URL-1, Ozgagiran ve dig., 2005). Yetistirildigi iilkelerde kiiltiirii yapilan diger

meyve tiirlerine gore daha az yer bulabilen ayvanin iiretimi sinirl kalmigtir.

Diinyada &nemli ayva yetistiriciligi yapan iilkeler arasinda ilk siralarda Tiirkiye, Cin,
iran, Fas ve Ozbekistan yer almaktadir. 2017 yili verilerine gore Tirkiye 174.038 ton
iiretim miktariyla ilk sirada yer almaktadir. Bunu 112.783 ton iiretim miktariyla Cin

takip etmektedir (FAOSTAT, 2019).

Tiirkiye’de ayva dretiminde toplam iretimin %76,44°ii Marmara Bélgesi’nden
saglanmaktadir. Sakarya 102.476 ton iiretim miktariyla ilk sirada olup, bunu Bursa,
Bilecik, Denizli ve Canakkale izlemektedir. Kocaeli’nde ise 2017 yili verilerine gbre
1.986 ton iretim yapilmistr (TUIK, 2017). Kocaeli ili ve gevresinde ayva
yetistiriciligi onemli bir yere sahiptir. Bélge igerisinde ayva yetistiriciligi daha gok
Sapanca Géliiniin gevresinde, Kartepe Ilgesi Esme ve Uzuntarla mahallelerinde géle

yakin arazilerde yapilmaktadir.

Ayva agaci 4-5 m boylanabilen, kirmizimsi-kahverengi gévdeli, gévdesi gatlakl bir
aga¢ olup, ylizeysel gelisen kok sistemine sahiptir. Ayva agaclarinda karisik
tomurcuklardan ilkbaharda bir siirgiin olusmakta, siirgiiniin ucunda ayni sezonda
olusan tomurcuktan ¢igek ve meyve vermektedir. 10-1000 m rakimda, kumlu-tinli,
sicak ve gecirgen topraklarda yetisebilen, nemli gol iklimini seven bir meyvedir.
Genel olarak ge¢ ¢igek agmasi nedeniyle ilkbahar donlarindan zarar gérmemektedir
(Ercan ve dig., 1992). Kocaeli gibi daha iliman iklime sahip bélgelerde zaman zaman

ilkbahar donlarindan etkilendigi goriilmustiir. Soguk ve rutubetli topraklarda meyve



kalitesi bozulmakta, meyve dokusu sertlesmektedir. Meyveler dallarin ucunda
olustugundan, riizgardan zarar goérmekte, yaralanan meyvelerin pazar kalitesi

diismektedir.

Ayva sicak, kurak iklimlere adaptasyonu yiiksek olan bir tiirdiir. Kiregli topraklarda
kloroz olustugundan, yetismesinde sorunlar olusmakta, demir noksanligi ortaya

cikmaktadir ( Kafkas ve dig., 2018).

Ayva meyveleri ideal kosullarda gergekten lezzetli olan meyveleri igin
yetistirilmesinin diginda, armut igin bodurlasma saglamasi nedeniyle kiymetli bir
anactir. Bazi Avrupa armut cesitleri ile uyusma sorununun bulunmasina ve ates
yanikligina hassasiyetine karsin, agacin biiylime kuvvetini azaltic1 etkisi ile Fransa ve
Ingiltere’de birgok armut anacinin elde edilmesinde kaynak olmustur (Kafkas ve

dig.. 2018).

Ayva kendine verimli bir tiirdiir. Bu nedenle tek ¢esit ile ekonomik getirisi yiiksek
kapama bahgeler kurulabilmektedir. Vejetatif olarak ¢elik, dip siirgiinii gibi
materyallerle ¢ogaltilabildiginden ve daha az tercih edilen bir meyve tiirii
oldugundan cesit sayis1 da oldukga azdir. Yabani ayva popiilasyonlarindan segilen
verimli ve Kaliteli ayvalar bugiinkii gesitlerin kaynagim olusturmustur (Ozbek, 1978;
Westwood, 1993). Meyveleri genellikle Ekim sonu-Kasim basi gibi

olgunlagsmaktadir. Tam bir kis meyvesidir.

Ekonomik degere sahip tiirlerin tiretimi, arastirilmasi, ¢alismalarin bu tiirler iizerinde
odaklanmasi, ayva gibi bazt meyve tiirlerinin ihmal edilmesi tiiketicileri farkl
lezzetlerden wuzak birakabilmektedir. Tiim bitki tiirlerinin iiretimine yonelik
aragtirmalar hizlandirilmalidir (Kogak, 2006). Beslenme ve saglik agisindan dnemi
tartisilmaz olan ayvanin kiltiir gesitleri diger meyveler kadar ¢ok degildir. Bu
sebeple tiiketim amacina gore yeni ayva gesitlerinin 1slah edilmesi, yaygmlastirilmasi

gerekmektedir (Bak ve dig., 2016).

Ayva yetistiriciligi fazla zorlu olmayan, hasadi 6zen gerektiren, depolama agisindan
dayanikh bir meyvedir. Son yillarda pazarda iyi fiyat bulmasi, iireticilerin kapama

ayva bahgeleri kurmalarini tesvik etmistir (Ercan ve Ozkarakas, 2005). Thracatinin



gelismesi Tiirkiye’de ayvanin degerini artirmis, bunun sonucunda yetistiricilerin

daha fazla dikkatini gekmeye baglamistir (Atay ve dig., 2011).

Doku kiiltiirii 1slah ¢alismalarinda farkli kriterlerin incelenmesi agisindan biiyiik
kolayliklar sunan, bitkilerin kisa siirede gogaltimi ile sonug¢ alinabilen bir tekniktir.
Ayvanin giderek artan ekonomik degeri géz Oniine alindiginda, hizh ve ekonomik
cogaltimi 6nem kazanmaktadir. Esme ayvasi ekonomik degeri yiiksek bir gesittir.
Gerek 1slah ¢alismalarinda degerlendirecek materyalin elde edilmesi. gerekse gesidin
¢ogaltilmasinin  gelistirilmesi bakimindan bu tez c¢aligmasinda, Esme ayvasi
siirgiinlerinin doku kiltiirii ile gogaltilma olanaklar1 arastirilmistir. MS (Murashige &
Skoog, 1962) ve WPM (McCown & Lloyd, 1981) temel besin ortamlarinda, farkl
bitki biiyiime diizenleyicilerin ve dozlarinin siirgiinlerin ¢ogaltilmasi ve kiklenmesi
tizerine etkileri incelenmis, koklii siirgiinlerin  dis  kosullara adaptasyonu

degerlendirilmistir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Ayvanin Genel Ozellikleri

Ayva (Cydonia oblonga Miller.) Rosales takiminin Rosaceae familyasinin
Pomoideae alt familyasinin Cydonia cinsine ait bir meyvedir ve bu cins igindeki tek
tiir olma 6zelligine sahiptir (Bell ve dig., 2011, Anonymus, 2019). Ayva kék siirgiini
vermeye egilimi fazla olan, ¢ali veya tek govdeli, 6-8 metreye kadar boylanabilen
aga¢ formunda gelismektedir. Kirmizimsi kahverengi govdeli, yiizeysel kok yapisina
sahip, ikiden fazla yash dallar seyrek tiiylii, kahverengi-yesildir. Ayvanin yapraklari
oval, genis elips bigiminde, koyu yesil, kenarlar1 digsizdir (Oz¢agiran ve dig., 2011,
URL-1). Bes ¢anak, bes ta¢ yaprak, bes karpelli bir adet disi organ ve 20 veya daha
fazla sayida erkek organa sahip gigekleri erselik yapidadir (Unal, 2011). Beyazimsi
pembe renkli tag yapraklari ile oldukga gosterisli bir meyve tiiriidiir (Sekil 1.1).
Meyve yalanci meyve tipindedir. Meyveler iri, koseli, dikdortgenimsi yuvarlak
sekilli, bazi gesitlerde armut seklindedir. Meyvelerin iizeri az ya da ¢ok havli olup,
olgunlastiginda kolayca silinebilmektedir. Canli, gekici sar1 renkteki meyvelerin tad
az ya da ¢ok buruk-tath olup, yeme keyfi kisiye gore degisebilen bir tada sahiptir.
Bes karpelli olan meyvede, her karpelde ¢ok sayida ¢ekirdek bulunmaktadir.

Cekirdekleri parlak kizil-kahverengi, iizeri yapiskan, jelatinimsi bir madde ile

kaphdir.

Sekil 1.1. Ayva bitkisinden goriintiiler a) Ayva gigekleri b) Ayva siirgiinii



Ayvada tomurcuklar karigtk tomurcuk olup., dallarin ucunda olusmaktadir.
Ilkbaharda ilk olarak 10-15 cm siirgiin olusmakta, cicekler bu siirgiiniin ucunda ayni
biiyiime periyodunda olusan tomurcuktan agmaktadir (Sekil 1.1). Geg ¢igek agmasi

nedeniyle ilkbahar ge¢ donlarindan etkilenmez (Sahin ve dig., 2016, URL-1).
1.2. Besin Degeri ve Kimyasal Bilesimi

Ayva meyvelerinin 100 g’inda 83,80 g su, 57 kcal. enerji, 0,40 gr. protein, 0,10 gr.
lipit, 15,30 gr. karbonhidrat, 1,9 gr, lif ve 8.08 gr. seker bulunmaktadir. Kalsiyum,
demir, potasyum ve magnezyum bakimindan zengin bir meyvedir. A, B ve C
vitamini de igermektedir (Rodriquez-Guisado ve dig., 2009, USDA, 2019).
Antioksidan o6zelligi de yiiksek olan bir meyve olarak saghk agisindan degeri
biiyiiktiir (Hegedus ve dig.. 2013). Meyve kabugu meyve etine gore daha fazla
fenolik madde igermekte olup, antioksidan etkisi daha vyiiksektir ve kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasint durdurucu etkisi bulunmaktadir (Sun ve dig., 2002).

Ayva meyvesi asidik, buruk tada sahip ve sert dokulu olmasi nedeniyle taze meyve
olarak ¢ok fazla talep gérmemektedir. Bu nedenle islenmis olarak recel, meyveli
tath, marmelat olarak tilketimi yaygindir (Alvarenga ve dig., 2008). Meyvelerinin

kendine dzgii aromasi ¢ok yogundur ve bu aroma ticari degere sahiptir (Adler, 2001).
1.3. Ayvada Yapilan Cahsmalar
1.3.1. Ayvada gen kaynaklan ve 1slah ¢ahsmalar

Islah programlarmn ilk asamas: bitkisel materyalin gen kaynaginin belirlenmesidir.
Seleksiyon ¢alismalarinda ne kadar ¢ok gesitlilige sahip genetik kaynak
olusturulabilirse, bu zenginlige gdre basar1 oram artmaktadir. Italya, Yunanistan,
Ispanya ve Fransa’da 11 koleksiyon yer almaktadir (Kafkas ve dig. 2018). Tiirkiye,
iran, Tiirkmenistan ve Ukrayna gibi iilkelerde de dogada bulunan yabani
popiilasyonlardan seleksiyon  bitkileri bulunmaktadir (Sahin ve Misirli, 2016,
Abdollahi 2013, Gharaghani ve dig., 2016, Yezhov ve dig., 2005).

Tiirkiye’de 1964 yilinda izmir’de Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde, 1969 yilinda
Ankara Universitesi’nde ayva anaci seleksiyonu ¢alismalar: yiiriitiilmiistiir. Ankara

Universitesi’'nde Sebahattin Ozbek S.0. ayva anaglarmin seleksiyonunu yapmustir.



2015 yihnda ise Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan B35 anaci
gelistirilmistir. Bugiine kadar yapilan ¢alisma sonuglarindan elde edilen ayvalari
iceren koleksiyon bahgesi Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Tarimsal Arastirma
Merkezi ve Egirdir Meyvecilik Arastirma Enstitiisii Bahgesi’'nde bulunmaktadir. Hali
hazirda 17 ana¢ ve dokuz gesit mevcuttur (Kafkas ve dig., 2018, Sahin ve Misirli,
2016).

Gergekgioglu ve dig., (2014) Tokat ekolojisinde yetistirilen Esme ve Limon ayva
gesitlerinin bitkisel ve pomolojik &zelliklerini inceledikleri ¢alismada. her iki gesit
arasinda meyve ozellikleri agisindan ¢ok belirgin farklihklar gériilmese de, yeme
kalitesinin daha belirgin olmasi nedeniyle Esme ayva cesidini oncelikli olarak

onermektedirler.

Ayva Tiirkiye’de meyve olarak onemli bir yere sahiptir. Esme ayva cesidinde
optimum derim zamaninin belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, hasatin
belirlenmesinde tam ¢igeklenmeden sonraki giin sayisi, meyve kabuk rengi. meyve
eti sertligi ve nisasta miktarinin kullanilmasi faydali bulunmustur. Meyvelerin
optimum hasat doneminde tam g¢igeklenmeden sonraki giin sayist 155-165 giin,
kabuk renk skalasi degeri yedi, meyve kabuk rengi h® degeri 110°-105°, meyve eti
sertligi 75-80 N ve nisasta skalasi degeri alti olarak belirlenmistir (Calhan ve
Koyuncu, 2018).

Urfa kosullarinda tam ¢igeklenmeden hasada kadar gegen zamanin 180 giin oldugu
belirlenmistir. Tam ¢iceklenme 27 Nisan-7 Mayis tarihleri arasinda meydana
gelmektedir. Meyve hasad1 24 Ekim-3 Kasim tarihleri arasinda yapilmaktadir. On
vasindaki Esme ayvasmin agaglarinda verim 47.6 kg olmustur. Calismada meyve
agirhg: 349,26 g, SCKM miktari %15,60, TEA degeri 0,63 ve meyve eti sertligi 7.73
kg/cm’ olarak belirlenmistir (Bolat ve Ikinci, 2015). Tokatta yapilan galismada ise 2
vasindaki Esme ayva agaclarindan aga¢ basina 5.73 kg verim vermistir

(Gergekgioglu ve dig. 2014).

Ayvada yapilan diger bir ¢alismada, aralarmda Esme ayvasinin da yer aldigi
Tiirkiye’den segilen 13 ayva ¢esidinin RAPD analizi ile aralarindaki genetik iliski
ortaya koyulmustur (Bayazit ve dig. 2011).



Ayva kendine tozlanan bir tiir olarak bilinmekle birlikte, Kozma ve dig. (2004)
melezlemelerle elde edilen ayva ¢esitlerinde arasinda karsilikli  uyusmanin
olabildigini rapor etmislerdir. Son yillarda 6nem kazanan ayva gesitlerinin polen
¢imlenme durumlarinin  ortaya konmasi, elde edilecek yeni gesitlerin
degerlendirilmesinde ve yapilacak g¢alismalara da 151k tutacagindan, bazi ayva

¢esitlerinde polen ¢imlenme durumu ele alinmustir (Dalkilic ve Mestav, 2011).
1.3.2. Ayvanin ¢elik, daldirma ve asi ile cogaltilmasi iizerine ¢alismalar

Ayva genel olarak ¢elik. daldrma ve dip siirgiinleri ile ¢ogaltilan bir tiirdiir
(Hartmann ve dig.,1997). Ayva odun c¢elikleri, yari-odun gelikleri, yumusak odun
celikleri ve doku kiiltiirii gibi yontemlerle ¢ogaltilmaktadir (Tsipouridis ve dig.,
2005). Ayrica ayva tohumla, kék siirgtinleri ve gelikle tiretilebildigi gibi, ayva klon
anaglar1 lizerine asilanmak suretiyle yetistirilebilmektedir (Ercan ve Ozkarakas,

2005).

Atay ve dig. (2011), bazi ayva gesitlerinde (Ege-2, Ege-22 ve Esme ) odun
celiklerinin kéklenme durumlarini tespit etmek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 1000
ppm IBA uygulanan ¢eliklerde koklenme yiizdesini Ege-2 ¢esidinde % 64,0, Ege-22
¢esidinde % 40,0 ve Esme ¢esidinde % 24,5 olarak tespit etmislerdir.

Kauppinen ve dig.. (2003) Japon ayvasinda (Chaenomeles japonica) yaptiklari
¢alismada, 30 mg/l IBA’da 18 saat siiresince bekletilen 20 cm uzunlugundaki tepe

¢eliklerinde kdklenme yiizdesinin %90’ 1n tizerinde oldugunu ortaya koymuslardir.

Elivar ve Dumanoglu (1999), Esme ayva ¢esidini Quince A ayva anaci iizerine
asiladiklar1 calisgmada, siirgiin ve durgun T g6z asilarinda sirasiyla % 38,3 ve % 78,3

asl tutma orani, % 62,0 ve % 91,6 asilarda siirme oran elde etmislerdir.
1.3.3. Doku kiiltiirii cahsmalarinin 6nemi

Bitki doku kiiltiirii aseptik sartlarda, yapay besin ortaminda, gergeklestirilen bir
tretim teknigidir. Yeni g¢esit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyasyon
olusturmayi amaglayan bitki doku kiiltiiriinde biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ
gibi bitki kisimlar1 kullanilmaktadir (Babaoglu ve dig., 2001). Bitki doku kiiltiirii

teknikleri bitki 1slahinda haploid bitki dretimi, kontrollii in vitro kosullarda



seleksiyon, déllenme c¢alhigmalari, gen kaynaklarinin muhafazasi, gen transferi,
embriyo ve somatik embriyogenesis ¢alismalari igin kullanilmaktadir. Bitkisel
materyalin hizli ve yigin olarak iiretimi agisindan son derece etkili bir teknik olan
doku kiiltiirleri, ticari olarak sekonder bitki metabolitlerinin {iretiminde de etkili bir

kullanima sahiptir (Khan ve Ahmad, 1994).

Bitki doku kiiltiirleri geleneksel islah yontemlerinin yerine/yaninda kullanilmakta,
islah siiresini oldukga kisaltmakta ve kolaylagtirmaktadir (Nabors ve dig., 1980, Tal,
1983). Bitki doku kdltiirleri tuza dayaniklilik gibi. islah ¢alismalarinda, bitkilerin
segiminde oldukga yararli bir tekniktir (Vitagliano ve dig., 1991).

Ayva anaglar1 MA ve Ct.S5.212°de Fe aliminin ve eksikliginin belirlenmesinde doku
kiiltiirti tekniginin etkinligi incelenmistir. Calismada, Ct.S.212 anac1 %15 ve %25 Fe
iceren ortamlarda MA anacina gore daha fazla proliferasyon gostermis, gelismesi
daha iyi olmustur. Her iki demir konsantrasyonunda da iki klon anagta kloroz
belirtileri gézlenmistir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda basarinin bir gistergesi olarak
ele alman vegetatif gelisme parametrelerinin demir eksikligi gibi taramalarin
gozlenmesinde kullanilmasinin  zor olabilecegi ve farkli testlerin gerekliligi
belirtilmistir. Tersine klorofil miktar1 ve tipi (a,b) tam anlamiyla yeterli olmasa da

belirleyici bir indikator olarak kabul edilebilir bulunmustur (Muleo ve dig., 1995).

Meyve fidani iiretiminde asihi fidan kullanimi 6nemlidir. Sinirh sayida meyve tiirii
gelik veya daldrma gibi klasik yontemler ile kendi kokleri iizerinde iiretilen
fidanlarla yetistirilmektedir. Bu gibi g¢ogaltma yontemlerinin yetersiz kaldigi ya da
daha hizli bir siirecin gerektigi durumlarda in vitro ¢ogaltim 6ne ¢ikabilmektedir.
Ozellikle seleksiyon galismalarindan elde edilen farkli genotiplerin geleneksel
yontemlerle bitkilerinin elde edilmesinin giic oldugu tiirlerde, 1slah ¢alismalarinda

doku kiilttirii basarry1 artirmaktadir.

Doku kiiltiirti ile liretimde en 6nemli asamalardan biri uygun besin ortamlarinda,
uygun kombinasyonlarda bitki biiylime diizenleyicilerinin se¢imi ve uygun Kiiltiir
kogullarinin saglanmasidir. Yapilan ¢alismalar her farkli kombinasyonun ayni tiiriin
farkli klonlarinda farkh fizyolojik etkilere neden olabildigini, basarinin arttirilmasi
i¢in mevcut protokollerin iyilestirilmesi geregini ortaya koymustur (Dumanoglu ve

dig., 2009; Palaz ve Ugur, 2018). Bu durum da doku kiiltiirii calismalarinda besi



ortamlarmm ve bitki biylimeyi diizenleyicilerin iizerinde ¢ok sayida c¢alisma

yapilmasini gerektirmektedir.

Bitki dokularindan organ farklilasmasinda oksin ve sitokininler &nemli rol
oynamaktadir. BAP ¢ok sik kullanilan ve genellikle olumlu sonuglar veren bir
sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/l sitokinin siirgiin gelisiminin baslatilmasi ve
siirgiin gelisimi igin yeterli olmaktadir. BAP"in daha yiiksek dozlari adventif siirgiin
olusumunu arttirmakta, ancak siirgiinlerde bazi problemlere de neden olabilmektedir.
Doku kiiltiirlerinde mikro siirgiinlerin kéklenmesinde daha ¢ok sentetik oksinlerden
IBA ve NAA kullamlmaktadir. Oksinler siirgiin gelisim asamasmda sitokininin
etkinligini artirdigindan 0,1-1,0 mg/l dozlarinda ¢ogaltma ortamina da eklenmektedir

(Werbrouck ve Debergh,1994).
1.3.4. Doku kiiltiiriinde basariy: etkileyen faktorler

Uygun sterilizasyonun belirlenmesi: Doku kiiltiirii ¢alismalarinda basariyi birgok
faktor etkilenmekte ve sterilizasyonun etkili bir sekilde saglanmasi ile baslamaktadir.
Uygun sterilizasyonun saglanamamasi yiiksek oranda materyal kayiplarina yol
acabilmektedir. Sterlilizasyonda kullanilan sterilantin dozu ve uygulama siiresi
arasindaki denge ¢ok onemlidir. Doku kiiltiiriinde karsilasilan enfeksiyonlarin ¢ogu
endofitik  bakterilerden ya da yiizey dezenfeksiyonuna dayanikli olan
mikroorganizmalarla bulasik olan baslangic materyallerinden kaynaklanmaktadir
(Cassells, 2001). Doku kiiltiirti ¢alismalarinda kontaminasyonu tamamen ortadan
kaldirmak miimkiin olmasada kaynaklarinin iyi anlagilmas: ve iyi bir aseptik teknik

izlenerek goriilme sikhigini ve sorunun boyutunu azaltmak miimkiindiir.

Muz varyetesinin dip siirgiinlerinin sterilizasyonunda akan ¢esme suyunda yikama,
% 2’lik bavistin soliisyonundan bekletme, akan ¢esme suyu altinda 30 dakika
yikama, % 1’lik indofil M-45 soliisyonunda 15-20 dakika bekletme, sonrasinda
sodyum hipoklorit:su ( 1:1) ile 15-20 dakika sterilizasyon ve son olarak 30 saniye

siire ile saf alkol’de tutma asamalar1 uygulanmistir (Babu, 2019).

Elma bogum eksplantlarinda % 70 etil alkol ile 1 dakika yiizey sterilizasyonunun
ardindan, NaOCl'in farkli doz ve siirelerinin denendigi, % 1’lik Ca(OCl); dozunun

10 dakika siire ile uygulanmasmin sterilizasyon igin yeterli oldugu o6nerilmistir



(Boudabous ve dig., 2010). Antepfistig siirglin uglar1 %10’ luk NaOCI soliisyonunda
30 dakika bekletilmis, siirgiin uglarinda canlilik oram1 % 32.5 olmustur (Ersali ve

dig.. 2017).

Memis (2018), kocayemis genotiplerinin siirgiin ucu ve bogum eksplantlari
kullanilarak gergeklestirilen doku kiiltiirii ¢alismasinda etil alkol ve NaOCI'nin farkh
konsantrasyonlarini denemistir. Siirgiin ucunda % 85,06 ve bogumda % 84.41 en
yiiksek yasama oranlar1 % 50 etil alkol ile 1 dakika muamele ve ardindan % 20’lik

NaOCl ile 12 dakika dezenfeksiyon uygulamasindan elde edilmistir.

Uygun hormon dozlarinin  se¢imi: Doku kiltiirlinde  kullanilan  hormon

konsantrasyonu kiiltiir basarisini etkileyen diger bir faktordiir.

Kalkisim ve dig., (2013) kara dut (Morus nigra L.) bitkisinin in vitro gogaltilabilme
imkanlarini belirlemek amaciyla karadut bitkisinin obur dallarindan aldiklari nodal
eksplantlar1 materyal olarak kullanmislar ve BAP konsantrasyonunun 1,0 mg/I ve 2,0

mg/l oldugu ortamlarda siirgiin sayisinin artig gosterdigini bildirmislerdir.

Adak (2016) ¢ilekte in vitro sartlarda degisik bitki biiyiime diizenleyicilerinin kallus
ve slirglin gelisimi lizerine etkilerini arastirdifi ¢alismada, materyal olarak kol
uglarini kullanmistir. Kallus kiiltiirii icin NAA (0,2 ve 4 mg/l) ve IBA (0,2 ve 4 mg/l)
konsantrasyonlarinin etkileri ile siirgiin gelisimi igin BAP (0 ve 2 mg/l) ve TDZ (0 ve
2 mg/l) konsantrasyonlarinin etkileri denenmistir. En yiiksek kallus olusturma oram
% 95,93 ile 4 mg/l NAA konsantrasyonunda, en yiiksek siirgiin olusumu 7,33

adet/eksplant ile 2 mg/l konsantrasyonunda belirlenmistir.

Alizadeh ve dig., (2018) yapilan ¢alismada OHxF 333 armut anacinda mikro
celiklerin in vitro kdklenmesini ¢alismislardir. IBA ve IAA'nmin 0, 12, 24, 48, 120 ve
240 ppm dozlarini aseptik kosullarda, yavas daldirma yontemiyle (bir saat)
uygulamiglardir. Kiiltiirler bir hafta karanlik ve bes hafta 16 saat aydinhk - 8 saat
karanlik kosullarda tutulmustur. En yiiksek kdklenme orani % 83,3 ile 120 ve 240
ppm IAA uygulamalarindan elde edilmistir.

Normah ve dig., 1995, mango meyvesinde (Garcinia mangostana L.) eksplant bagina
en fazla ortalama siirgiin sayisin1 (16,8) 40 mM BA ve 2,5 mM NAA igeren MS

ortaminda elde etmislerdir. Ayn1 ortama 2 g/I aktif kémiir ilave edildiginde siirgiin
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sayisi azalmig, ancak aktif komiir ilavesi ile slirglinlerin daha iyi gelistigi ve % 75
oraninda kéklendigi belirlenmistir. Calismada MS ortaminm yani sira, WPM ortami
da denenmis; fakat WPM ortaminin siirgiin ¢ogaltimi i¢in uygun bir ortam olmadigi

sonucuna varilmistir.

Yiizbasioglu ve Dalyan (2017) g¢alismalarinda kardelen (Galanthus woronowii
Losinsk.) soganinin in vitro kosullarda BAP, NAA, GA; ve 2,4-D bitkisel hormon
kombinasyonlarini farkli konsantrasyonlarda aktif kémiir igeren MS besin ortaminda
denemistir. 1 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan 3.67 adet
sogancik elde edilmistir. En yiiksek sogancik sayisi 5 g/l aktif komiir igeren MS besi

ortaminda 5,95 adet/eksplant olarak kaydedilmistir.

Ghanbari (2014) elmada yaptigi ¢alismada BA'nin (0.5, 1,0 ve 1,5 mg/l)
konsantrasyonunda MS ve WPM ortaminda siirgiin cogaltimi ile IBA nm (0.5, 1,0 ve
1,5 mg/l) konsantrasyonunda MS ve 2 MS besin ortaminda kéklenme oranlarini
arastirmistir. Siirgiin ¢ogaltimi igin 1,5 mg/l BA igeren MS besin ortami, kéklenme

i¢in 1,5 mg/l IBA icere Y2 MS besin ortamini en iyi olarak belirlenmistir.

Boudabous ve dig.. (2010) elmada (Malus domestica L. cultivar Douce de Djerba)
aksiler tomurcuklarinin in vitro kiiltiiriinde 1,0 mg/l ve 2,0 mg/l BAP igeren ortamda
stirgiinlerin hizla ¢ogaldigin1 gozlemlemisler, en yiiksek siirgiin olusumunu elde
etmislerdir. BAP n bitki ¢ogalmasinda ve gelisiminde olumlu etkisi goriilmiis, fakat
1.0 mg/l BAP dozundan yiiksek dozlarin bitkinin gelisiminde gerilemeye neden
oldugu tespit edilmistir. Stirglinlerin 3,0 mg/l IBA ve 2,0 g/l aktif kdmiir igeren 2
MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla yiiksek oranda (% 66,7) kék olusumu meydana
gelmistir. Kokleri gelisen bitkiler daha sonra disariya alistirilmis ve bitkilerin % 60

oraninda yasadig1 tespit edilmistir.
1.3.5. Ayvada doku kiiltiirii calismalan

Esme ayvasinin mikro ¢eliklerinden alinan yaprak diskleri tam ve yar1 kuvvetindeki
MS temel besin ortamlarinda kiiltiire alimmistir. Calismada 0,33 mg/l TDZ + 0,5 mg/1
NAA+ 2,0 mg/l AgNOs; kombinasyonunda siirgiin olusturma orant % 36,7 ve
ortalama siirgiin sayis1 0,6 adet/disk olarak belirlenmistir (Aygiin ve Dumanoglu,

2006).
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Bir diger ¢calismada, iki ayva anaci BN 70 ve Quince A ile Romanya’da 1982 yilinda
elde edilen Aurii ayva ¢esidinin in vitro ¢ogaltimi iizerine ¢cahisilmistir. Kasim-Subat
aylari arasinda, dinlenme déneminde bir yasgh dallardan farkli donemlerde alinan
gozler kullanilns, temel besin ortamlari degerlendirilmistir. En iyi ¢ogalma orani
Subat doneminde alinan gozlerden elde edilmis, WPM temel besin ortami en diisiik
sonuglar! vermistir. Lepoivre ortami BN70 ve A anaglarinda en iyi sonucu verirken,
Aurii ayva c¢esidinde en iyi siirgiin ¢ogalmasi MS ortaminda gergeklesmistir.
Koklenme asamasinda basar1 1,0 mg/l IBA, 0,1 mg/l GAs, 3,2 mg/l NaFeEDTA, 20
g/1 sakkaroz igeren yar1 kuvvetindeki MS besin ortaminda elde edilmistir. Kéklenme
asamasi baslangicinda sekiz giin karanlik, ardindan 30 giin siire ile 14 saat aydinlik.
10 saat karanlik 1s1k rejiminin uygulamasinin en etkili oldugu belirlenmistir

(Giorgota ve dig., 2009).

Mingozzi ve dig., (2011), ayvanin (Cydonia oblonga Mill.) ¢ogaltiminda
kullanilacak donér bitkilerin elde edilmesinde farkli bliylime kosullarinin ve
sakkaroz dozlarinm etkilerini aragtirmstir. Cahsmanin ilk kisminda sakkarozun artan
dozlar1 dondr siirgiinlerin yapraklarinda sakkaroz birikimini artirmistir. Ardindan bu
bitkilerden alinan yaprak dokularindan ventilasyon yapilan veya kapatilan petrilerde
somatik embriyolar gelistirilmistir. Gerek ilk asamadaki kullanilan sakkaroz dozu,
gerekse ikinci asamadaki havalandirma uygulamasi somatik embriyo olusumunu
etkilemistir. Donor bitkinin yapragindaki sakkaroz konsantrasyonu ile somatik

embriyo gelisimi arasinda pozitif korelasyon ¢ikmustir.

Maari ve dig. (1986), armut anaci olarak kullanilan Provence ayvasinin (Cydonia
oblonga Mill.) in vitro g¢ogaltilmasinda mikro celiklerden ¢ok sayida bitki elde
etmiglerdir. BAP’in siirgiin ¢ogalmasi ve uzamasi iizerinde etkili oldugu, en iyi
sonuglarin 2 mg/l dozundan (bes siirgiinden fazla) elde edildigi belirtilmistir. Mikro
strgtinlerin koklenmesi 0,1-1,0 mg/l NAA ile saglanmistir. Bir siire NAA iceren
ortamda tutulan mikro siirglinlerin hormonsuz ortama transfer edilmesi kéklenmeyi

olumlu etkilemistir.

Basu ve dig. (2017), SKAU-016 ayva ¢esidinin dinlenme durumundaki yetiskin
bitkilerinden Kasim-Aralik ayinda topladiklari odun ¢eliklerini fungusit ile muamele

ettikten sonra 45 giin 4+3 °C’de polietilen torbalarda depoda bekletmislerdir.
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Ardindan cam kavanozlara yerlestirilen ¢elikler 24+1 °C’de 15-20 giin siirmeye
birakilmis, gelisen siirgiinler doku kiiltiirii ¢alismasinda kullanilmistir. Calismada en
etkili sterilizasyon (basar1 orani1 % 64.99) % 0,1 HgCl; ile 10 dakika+% 70 etil alkol
ile 10 saniye yapilan sterilizasyon ile saglanmigtir. % 10 NaOC]I veya tek basina %70
etil alkol uygulamasinda enfeksiyon oranlar1 daha yiiksek olmustur. SKAU-016
ayva c¢esidinde 0.5 mg/l BAP+0,01 mg/l IBA igeren MS besin ortami kurulus
asamasinda en iyi sonuglari vermistir. Ayni kombinasyon ¢ogaltma asamasinda da %
72,49 ile en yiiksek proliferasyonu olusturmustur. 0,50 mg/l BAP+0,01 mg/l IBA
iceren WPM ortaminda en diisiik siirgiin ¢ogalma yiizdesinin oldugu (% 41,66)
belirlenmistir. Kéklenme asamasinda 1,25 mg/l IBA igeren MS ortanu % 81,66

kéklenme orani olusturmus, kék sayisi bes, kok uzunlugu ise 6.15 cm olmustur.

Ayvanin aksilar siirgiin uglart 0,75 mg/l BAP eklenen Linsmaier ve Skoog (1965)
besin ortaminda kiiltire alinmig, farkli NaOCI dozlarinin siirgiin gelisimine etkileri

arastirilmistir (Vitagliano ve dig. 1991).

Ayvada genetik transformasyonda faydalanmak iizere Cydonia oblonga cesitleri
K.11, K.16 ve K.19'nin mikro siirgiinlerinden izole edilen yapraklardan MS besin
ortamma TDZ eklenerek mikro siirgiinlerin olusturulmasi {izerine g¢alisiimistir.
Arastirmada, 2,2 mg/l TDZ K.11 ve K.16 gesitlerinde en fazla (sirasiyla % 43.8 ve %
35.0) siirgiin rejenerasyonu saglarken, K.19 da en fazla siirgiin rejenerasyonu 7,05
mg/l TDZ igeren ortamda (% 33,3) elde edilmistir. Yaprak eksplantindan siirgiin

rejenerasyonu kallus dokusu ile birlikte gelismistir (Staniene ve Stanys, 2004).

Yaprak disklerinden siirgiin organogenesisinin uyarildigi diger bir galismada, bitkisel
materyal olarak ayva anaglari (S.0. 39-200, S.0.18-82 ve S.0.58-315 ve Quince A)
ile ayva cgesitleri (Cukurgobek, Limon ve Esme ) yer almistir. TDZ+NAA
kombinasyonlar1 veya BA+NAA, AgNO; ve Putrasin uygulamalarinin etkilerinin
arastirildig: denemelerde, en fazla siirgiin gelisimi Quince A anacinin yapraklarinda
(% 80,0) 0,33 mg/l TDZ+0,5 mg/l NAA+2,0 mg/l AgNOs; igeren Y2 kuvvetinde MS
ortaminda elde edilmistir. Esme ayva ¢esidinde rejenerasyon orami ayni ortamda
%36,7 olmustur. Ayni ortamun diger anag ve ¢esitlerde de siirgiin olusumunu artirdig1

goriilmektedir (Aygiin ve Dumanoglu, 2006).
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Quince A ayva anacinda farkh agar tiplerinin in vitro kiklenme tizerine etkilerinin
incelendigi calismada, mikro bitkiler 0,5 mg/l IBA ilave edilen, Merck agar, gelrite
ve Bacto agar ekelenen ortamlarda koklenmeye alinmustir. Calismada koklenme

tizerinde 7 g/l Bacto agarin daha etkili oldugu belirlenmistir (Sulusoglu, 2014).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Tez ¢alismasinda Egme ayvasmin siirgiin uglar1 bitkisel materyal olarak alinmis,
cahismalar 2018-2019 yillari arasinda Kocaeli Universitesi Arslanbey Meslek
Yiiksekokulu Bitki Doku Kiiltiirii ve Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
Esme ayvasi siirgiin uglar Arslanbey Meslek Yiiksekokulu Uygulama Bahgesi’ndeki
tek bir agagtan temin edilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Siirgiinlerin toplanmasi

2.2. Yontem
2.2.1. Siirgiin uclarimin toplanmasi ve hazirlanmasi

Ilkbaharda aktif biiyiime bagladiktan sonra, yaklagik 10-15 cm uzunluga erigen
siirgiinlerin u¢ kismidan 5 ¢cm uzunlugundaki kisimlari toplanmistir. Laboratuvara
getirilen siirgiinlerin, kontaminasyon kaynagini artirabilecek dis yapraklan
temizlenerek, siirgiin uglarmm dezenfektan ile en iyi temasinin saglanmasina
¢alisilmistir. Ayvadan alinan siirgiinler akan musluk suyu altinda 30 dakika boyunca

bekletilmig, siirgiinlerin yiizeysel kontaminasyon kaynagi azaltilmistir. Ardindan
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stirgiin uglarnin sterilizasyonu gergeklestirilmis, dikime hazir hale getirilmistir.
Sterilizasyon islemleri laminer hava akigh kabin i¢inde gergeklestirilmistir (Sekil

2.2)

Siirgiinler steril filtre kagitlar {izerine alinarak, meristem dokusu etrafindaki 4-5
yaprak taslagi ile beraber, yaklasik 0,5 cm biiyiikliigiinde eksplantlar dikim igin

hazirlanarak, hemen ortamlara dikilmistir.

(a) Sagdan goriiniim (b) Soldan goriiniim

Sekil 2.2. Laboratuarda siirgiin dikimi
2.2.2. Sterilizasyon ¢calismasi

Caligmada Esme ayvasindan alinan siirgiin uglarinda uygun sterilizasyon igleminin
yapilarak in vitro kiiltiirlerde bagari oraninin artirilmasi tezdeki ilk ¢alismayi
olusturmustur. Bitkisel materyalin sterilizasyonu i¢in etil alkol ve (NaOCI)
kullanilmig, dezenfeksiyon siiresi degistirilmistir. Sterilizasyon sirasinda dezenfektan
sivisina 1-2 damla Tween 20 (CssHi140z6) ilave edilerek sterilizasyonun etkinligi
artirilmigtir. Sterilizasyon uygulanma siireleri agagida verilmistir:

| %70 Etil Alkol (1 dakika)+ %20 NaOC]I (12 dakika)

2. %70 Etil Alkol (1 dakika)+ %20 NaOCI (15 dakika)

3. %70 Etil Alkol (1 dakika)+ %20 NaOCl (20 dakika)

Sterilizasyon i¢in hazirlanan siirgiin uglari {i¢ gruba ayrilmistir. Her grup siirgiin
uglar1 %70’ lik etil alkol ile bir dakika ¢alkalanmis, takiben, ii¢ defa steril saf su ile

iicer dakika durulanmigtir. Durulamanin ardindan, eksplantlar 1-2 damla Tween 20
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ilave edilen % 20’lik NaOCI soliisyonu ile 12, 15 veya 20 dakika siiresince
¢alkalanarak sterilize edilmistir. Bu iglem sonrasi iiger defa steril saf su ile bes dakika

¢alkalanan eksplantlar, dikim i¢in hazir hale getirilmistir.
2.2.3. Siirgiin gelisimi asamasinda kullanilan besin ortamlarinin hazirlanmasi

Denemelerde tam kuvvetinde MS (Murashige&Skoog, 1962) (Tablo 2.1) ve tam
kuvvetinde Woody Plant Medium (McCowné&Lloyd, 1981) (Tablo 2.2) besin ortami
olmak iizere iki farkli besin ortami Kkullanilmustir. 2018 yilinda galismalara
baglandiginda, dezenfeksiyon ¢alismasinda ve ilk dikim asamasinda denemelerde MS

ve WPM temel besin ortamlar yer almistir.

Tablo 2.1. Murashige Skhoog (1962) temel besin ortamu igerigi

(A) MAKRO ELEMENTLER Konsantrasyon (mg/l)
Amonyum nitrat (NH;NO3) 1650
Potasyum nitrat (KNOs) 1900
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl; 2 H,0) 440
Potasyum dihidrojen fosfat (KH, PO,) 170
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO, 7 H,0O) 370
Sodyum — demir EDTA (C,0H;2N,FeNa) 36.7
(B) MIKRO ELEMENTLER Konsantrasyon (mg/l)
Mangan siilfat monohidrat (MnSO,4 H;0) 16
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO4 7 H,0) 8.6
Borik asit (H;BO3) 6.2
Potasyum iyodur (KI) 0.83
Sodyum molibdat dihidrat (Na;MoO, 2H,0) 0.25
Bakir siilfat pentahidrat (CuSO4 5 H;0) 0.025
Kobalt kloriir heksahidrat (CoCl, 6 H,0) 0.025
(C) VITAMINLER Konsantrasyon (mg/l)
Myo-inositol (C¢H1204) 100
Thiamin klorid hidroklorid (C;2H;gCI1;N4OS x
H,0) 0.1
Nikotinik asit (CeHsNO3) 0.5
Pridoksil hidroklorid (CgH1,CINOs3) 0.5
Glisin (C;HsNO3) 2

17



WPM temel besin ortaminin siirgiin gelisimindeki olumsuz etkileri nedeniyle, alt
kiiltiirler, ¢ogaltma ve kiklendirme asamalarinda sadece MS besin ortamina yer
verilmistir. Ortamlarin hazirlanmasinda 100 kuvvetinde hazirlanmis stok besin
¢ozeltilerinden yararlanmistir. Stoklar hazirlandiktan sonra, buzdolabinda +4 °C

sicaklikta muhafaza edilmistir.

Tablo 2.2. Woody Plant Medium temel besin ortanu igerigi (McCown & Lloyd,
1981)

(A) MAKRO ELEMENTLER Konsantrasyon (mg/l)
Amonyum nitrat (NHsNOs) 400
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl: 2 H:0) 96
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4 7 H20) 370
Potasyum siilfat (K2SOa) 990
Kalsivum nitrat tetrahidrat Ca(NOs): 4 H20 556
Demir siilfat heptahidrat (FeSO4) 7 H20 27.8
(B) MIKRO ELEMENTLER Konsantrasyon (mg/1)
Mangan siilfat monohidrat (MnSQO. H:0) 223
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSOs 7 H20) 8.6
Borik asit (H:BOs) 6.2
Sodyum molibdat dihidrat (Naz2MoO: 2 Hz20) 0.25
Bakir siilfat pentahidrat (CuSOa 5 Hz0) 0.25
Sodyum — EDTA dihidrat (Na: EDTA 2 Hz0) 373
(C) VITAMINLER Konsantrasyon (mg/1)
Myo — inositol (CeH120s) 100
Thiamin klorid hidroklorid (C12H1sCL2N4OS x
H-0) .
Nikotinik asit (CeHsNOz) 0.5
Pridoksil hidroklorid (CsHi2CINO3) 0.5
Glisin (CzHsNO2) 2

2.2.4. Sterilizasyon asamasinda kullanilan besin ortamlarinin igerigi ve Kiiltiir

kaplar:

Sterilizasyon ¢alismasinda siirgiin uglari hormon i¢ermeyen MS ve WPM besin
ortamlarinda (Tablo 2.3) 160x15 mm boyutlarindaki deney tiiplerinde Kkiiltiire

alinmustir.

18



2.2.5. Kurulus asamasinda kullanilan besin ortamlarmin icerigi ve Kkiiltiir

kaplarn

Kurulus asamasinda 0,0 mg/l, 1,0 mg/l, 2,0 mg/l veya 4,0 mg/l BAP dozlari+0.1 mg/l
GA; igeren MS besin ortamina, 160 x 15 mm boyutlarindaki cam deney tiiplerine,

her tiipte bir siirgiin ucu olacak sekilde siirgiin uglar1 dikilmigtir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Kurulus, alt kiiltiir ve ¢ogaltma asamalarinda kullanilan besin ortamlari ve
hormon kombinasyonlari

Temel Besin

Kiiltiir Asamasi Hormon Kombinasyonu
Ortam
D feksi
czeniexstyon MS Hormon yok
Caligmasi
MS veya
Kurulus asamasi 0, 1, 2 veya 4 mg/l BAP+0.1 mg/l GA;
WPM
Alt Kiiltiir MS 0,0,5,1, 2, 4 veya 6 mg/l BAP mg/l
Asamasi BAP+0,1 mg/l GA;
Birinci ¢ogaltma MS 0,0,1,0,5, 1, 2, 4 veya 6 mg/l BAP+0, 0,1
Asamasi veya 0,5 mg/l IBA+0,1 mg/l GA;
Ikinci gogalt
ARSI MS 4 mg/l BAP+0,5 mg/l IBA+0,1 mg/l GA;
Asamasi

2.2.6. Alt kiiltiir asamasinda kullamlan besin ortamlarimin icerigi ve kiiltiir

kaplan

Alt kiiltir asamasinda dikimler 250 ml’lik erlenlere, her erlende 4 siirgiin olacak
sekilde yapilmigtir. Besin ortamlarina 0 mg/l, 0,5 mg/l. 1 mg/l 2 mg/l, 4 mg/l veya 6
mg/l BAP dozlarindan biri + 0,1 mg/l GAj3 ilave edilmistir (Tablo 2.3.)

2.2.7. Cogaltma asamasinda kullanilan besin ortamlarinin icerigi ve Kkiiltiir

kaplan

Siirgiinlerin ¢ogaltma asamasinda kiiltiirlere 250 mI’lik erlenlerde devam edilmistir.
ik gogaltma asamasinda BAP (0, 0,1, 0.5, 1, 2, 4 veya 6 mg/l) ve IBA (0, 0.1 veya
0,5 mg/1) hormonlarinin kombinasyonlarindan biri besin ortamlarina eklenmistir. Her
ortama siirgiin boylanmasini saglamak i¢in 0,1 mg/l GA; eklenmistir (Tablo 2.3.).

Erlenlere iicer adet siirgiin dikilmistir.
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ikinci cogaltma asamasinda, ilk asamada en iyi sonuglari veren 4 mg/l BAP+0,5 mg/I
IBA+0.1 mg/l GA; eklenen MS besin ortaminda (Tablo 2.3.) siirgiinlerin kiiltiiriine
devam edilmis, erlenlere iicer adet siirgiin dikilmistir. Koklenme c¢alismalari igin

stirgtinler cogaltilmistir.

Caligmalar sirasinda tiim ortamlari pH’si 1 M NaOH (Sodyum Hidroksit) ve | M
HC1 (Hidroklorik Asit) kullanilarak 5.7 olarak ayarlanmistir. Besin ortaminin
isitilmasinda elektrikli analog balon 1sitic1 kullanilmistir. Ortam sicaklik derecesi 50°
C’ ye ulastiginda, ortama 30 g/l sakkaroz (Merck) ve 7 g/l agar (Merck) ilave
edilerek Kkaristirtlmig, ortam kaynamaya baslayip berraklasma goriiliince ortam
isiticidan cam tiiplere borucam otomatik pipet bashgi vasitasiyla dagitilmistir.
Tiiplere 10 ml besin ortami, erlenlere 50 ml besin ortami olacak sekilde esit olarak
dagitilma islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin ve erlenlerin agiz kismi aliiminyum
folyo ile kapatilmistir. Ortamlar 121° C sicakhikta | atmosfer basing altinda 20

dakika siiresince otoklavlanmis, besin ortami sterilize edilmistir.

2.2.8. Koiklendirme asamasinda kullanilan besin ortamlarinin igerigi ve kiiltiir

kaplan

Kéklendirme asamasinda 160 x 15 mm boyutlarindaki cam deney tiiplerine dikim
yapilmistir. Besin ortami olarak MS kullanilmis, ortamlara 2, 4 veya 6 mg/l NAA
veya 2, 4 veya 6 mg/l IBA dozlarindan birisi ilave edilmistir. Ortam pH’s1 5,7 olarak
ayarlandiktan sonra 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ilave edilerek karistirilmis, ortam
kaynamaya baglayip berraklasma goriiliince ortam isiticidan cam tiiplere borucam
otomatik pipet baghg vasitasiyla dagitilmistir. Her tiipte 10 ml besin ortami olacak
sekilde esit olarak dagitilma islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin agiz kismi
aliminyum folyo ile kapatilmistir. Tiipler 121° C sicaklikta 1 atmosfer basing altinda

20 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Kéklenme asamasinda siirgiinler NAA veya IBA homonlarindan birini iceren MS
besin ortammna dikilmis, siirglinlerin yarisi (7 adet/uygulama) 10 giin siiresince
karanhk kosullarda tutulmus, diger yaris1 (7 adet) stirekli olarak 16 saat aydinlik, 8
saat karanlik inkiibasyon kosullarinda brakilmistir. Kiiltiirler iki kat aliminyum

folyo ile sarildiktan sonra karanlik uygulamasi i¢in iklim dolabinda, kéklenmedeki
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diger stirgiinlerle ayni iklim kosullarinda tutulmustur. On giin sonrasinda aliiminyum

folyo agilms, kiiltiirler gelisimine devam etmistir.

Arastirmada hormon uygulamasi (NAA ve IBA) ile birlikte 1siklandirmanin bitki
gelisim ozelliklerine olan etkileri de incelenmeye cgalisilmistir. Isik uygulanan ve
uygulanmayan grup seklinde iki seviye olusturularak, bu iki farkli hormonun ii¢
farkli dozunda (2, 4 ve 6 mg/l) bitkilerin kék orani, kok sayisi, kallus orani ve kallus

cap1 6zelliklerinden 6l¢iim degerleri elde edilmistir.
2.2.9. Kiiltiir kosullar

Ttam calismalar 25+1 °C sicaklikta, aydinlatma siiresi 16 saat ve 151k siddeti 2200 liix
olan iklim dolabinda yiirttiilmiistiir. Esme ayva mikro siirgiinlerinin kdklenmesine
karanlik etkisinin belirlenebilmesi igin kiiltiirlerin yarisi 10 giin karanhk ortamda

tutulmustur. Ardindan denemedeki kiiltiir kosullarina alinmigtir.
2.2.10. Adaptasyon asamasi

Koklendirme calismalarinda koklenen mikro bitkicikler, torf+perlit (1:1) igeren
plastik bardaklara dikilmistir. Kullanilan torf ve perlit 121 °C sicaklkta, iki saat
siiresince otoklavda steril edilmistir. Bitkicikler tiiplerden ¢ikarilarak, kokleri
dikkatlice steril saf su ile yitkanmig ve agardan arindirilmistir. Dikim sonrasinda steril
saf su ile sulama yapilmis, nem kaybmni engellemek igin iistlerine plastik torbalar
gecirilerek, bandaj lastigi ile tutturulmugtur. Plastik kap i¢ine yerlestirilen bitkiler,
floresan lamba altinda, oda sicakliginda gelismeye birakilmistir. Dis ortama
alinmalarindan itibaren lglincii giinde plastik torbalarda minik delikler agilarak,
bitkilerin dis kosullara ahistirilmasmma ¢alisilmistir. Her iki giinde bir delik sayisi

artirimagtir.
2.2.11. incelenen 6zellikler ve degerlendirmede izlenen yontemler
2.2.11.1. Sterilizasyon denemesi

Sterilizasyon siirelerinin degerlendirilebilmesi igin kiiltiire alinan eksplantlar
dikimden 10 giin sonra incelenmis, yasama oranlari (%) ve enfeksiyon oranlari (%)

belirlenmistir.
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2.2.11.2. Siirgiin ucu kiiltiirleri
Yasama orani (%);

Sterilizasyon ¢aligmasinda ve kurulus kiltiirleri sirasinda goriilen kararma ve
enfeksiyon sonucu élen ve canh kalan eksplantlarin oranlari belirlenmis ve yasama

oranlari yliizde (%) olarak verilmistir.

Enfeksiyon oram (%);

Kiiltiirler sirasinda olusan enfeksiyon orani yiizde (%) olarak verilmistir.
Uzama goriilen ana eksplant orani (%);

Kiiltlir ortamina dikilen eksplantlardan her deneme asamasinda uzayanlarin sayilari
belirlenmis, canli kalan eksplant sayis1 dikkate alinarak uzama goriilen ana eksplant

orani yiizde (%) olarak hesaplanmistir.
Ana eksplantlarda uzama miktari (cm);

Ana eksplantlarin ilk dikim anindaki boylari 0,5 ¢cm civarindadir. 30 giinliik kiiltiir

periyodu sonunda boylari 6lgiilmiis, cm olarak verilmistir.
Proliferasyon orani (%);

Kurulus kiltiirleri, alt kiiltiir ve c¢ogaltma asamalarinda, proliferasyon gdsteren
eksplantlarin oranlari canli kalan eksplant sayisi esas alinarak yiizde (%) olarak

belirlenmistir.
Siirgtin verimi (adet/eksplant);

Kurulus kiiltirleri, alt kiiltiir ve ¢ogaltma asamalarinda her bir eksplanttan yeni

olusan siirgiinlerin ortalama sayilar1 adet olarak belirlenmistir.
Stiirgiin gelisme diizeyi (cm);

Kurulus kiiltirleri, alt kiiltir ve ¢ogaltma asamalarinda olusan yeni sirgiinler

dlciilerek, siirgiin sayisina bdliinmiis, ortalama siirgiin uzunlugu belirlenmistir.
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Kallus olusumu (%);

Kiiltiirler sirasinda kallus olusturan stirgiinlerin orani, canh eksplant sayisi esas

alinarak yiizde (%) olarak belirlenmistir. Biiyiikligii 6lgiilerek cm olarak verilmistir.
Vitrifikasyon (%);

Kiiltiirler sirasinda siirgiinlerden vitrifike olanlarin miktar1 canli eksplant sayisina

gore hesaplanarak yiizde (%) olarak verilmistir.
2.2.11.3. Koklenme kiiltiirleri
Koklenme orani (%);

Koéklendirme ortamlarina dikilen stirgiinlerde 45 giin sonra koklenen stirgiinler

sayilarak oranlari yiizde (%) olarak hesaplanmigtir.

K&k sayist (adet/eksplant);

Koklenen her siirglindeki kokler sayilarak, ortalama kok sayist bulunmustur.
Kok uzunlugu (cm);

Koklenen her siirgiindeki koéklerin uzunlugu &l¢iilmiis, ortalama kok uzunlugu

hesaplanmigtir.
Kéklendirme ortaminda kallus olusumu;

Kdoklenme ortamina dikilen siirgiinlerden kallus gelisimi olanlarin oranlar1 (%) olarak

hesaplanmuis, kallus biiyiikliikleri (cm) élgiilmiistiir.
2.2.11.4. Adaptasyon denemesi

Koklenme ortamindan dig kosullara alinan bitkilerden canli kalanlarm orani (%)

olarak belirlenmistir.
2.2.12. Verilerin degerlendirilmesi

Kurulus kiltiirleri, alt kiltiirler, ¢ogaltma asamalar1 ve koklendirme calismalart

tesadiif’ parselleri deneme desenine gore yiriitlilmiistir. Kurulus kiiltiirlerinde her
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tekerriirde beg siirgiin ucu, alt kiiltirde dort stirgiin, ¢ogaltma asamalarinda ise tiger
siirgiin yer almistir. Kéklendirme asamasinda her tekerriirde yediser adet mikro

stirgiin dikilmistir.

Calisma sonuglari degerlendirildikten sonra, istatiksel degerlendirmelerde Minitab
istatistik paket programi kullanilmustir. F testine (Varyans Analizine) gore kontroller
gerceklestirilmis, tespit edilen dnemli farkliliklar ANOVA’ nin ¢ok yonlii testlerinde
Tukey testi ile (P < 0,05) hata sinir1 baz alinarak yapilmugtir. Istatiksel analizlerde
yiizde (%) degerleri igin agi transformasyonu uygulanmistir. Sonuglar gergek

degerler izerinden verilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Sterilizasyon Cahsmasindan Elde Edilen Sonuglar

Sterilizasyon i¢in % 70 Etil Alkol (1 dakika)+ % 20 NaOCI kullanilmis,
dezenfektanin etkisini artirmak igin 1-2 damla Tween 20 eklenmistir. Caligmada ii¢
farkl sterilizasyon siiresi denenmistir. Siirelerin enfeksiyon olusumu bakimindan
etkileri arasindaki farklihk istatistiksel olarak énemli bulunmamistir (Tablo 3.1.). 20
dakika siire ile sterilize edilen siirgiinlerde hig enfeksiyon olusmamis ancak,
siirgiinlerin % 53,33’ canlih@inmi yitirmistir. 15 dakika siire ile sterilize edilen siirgiin
uclarindan % 20,0°sinde 6liim gergeklesmistir. Siirgiinlerin 6liimii ve yasamasi
bakimindan sterilizasyon siirelerinin etkisi istatistiki olarak P<0,05 diizeyinde &nemli
bulunmustur. Sonuglara gére, en yiiksek yasama orani 12 dakika siiresince sterilize

edilen siirgiinlerde olmustur (Tablo 3.1 ve Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Sterilizasyon siirelerinin siirgiin uglarmin yasama oranmna etkileri ve
enfeksiyon durumu

12 dakika 15 dakika 20 dakika
Enfeksiyon orani (%) 13,33 13,33 0,00
Oliim oran1 (%) 0,00 ¢” 20,00 b 53,33 a

*Ayni satirda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak nemlidir (P<0,05)

100,00 I
|
|
80,00
60,00 u Sterilizasyon Siiresi
| i i Sterilizasyon Siiresi
40,00 l I
= f i Sterilizasyon Siiresi
|
20,00 - 5
0’00 | .__ : s g
Enfeksiyon Olii Canli

Sekil 3.1. Sterilizasyon siirelerinin siirgiin uglarinin yasama oranmna etkileri ve
enfeksiyon durumu
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3.2. Kurulus Kiiltiirlerinin Sonuglan

Kurulus asamasinda WPM ve MS besin ortamlari kullanilmistir. Siirgiinlerin yasama
orani iizerine ortam, hormon ve ortamxhormon interaksiyonunun etkileri istatistiki
olarak 6nemli bulunmamustir. Her iki ortamda da yasama orani yiiksek olmus,
hormon igermeyen ortamlarda ¢ok diisiik oranlarda (MS’te % 6,67 ve WPM’de %
13,33) siirgiin ucu 6liimii olurken, enfeksiyon gériilmemistir. 1 ve 4 mg/l BAP igeren
MS ve WPM ortaminda tiim siirgiinler (% 100) canh kalmistir (Tablo 3.2 ve Sekil
3.2).

Tablo 3.2. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin yasama orani iizerine
etkileri (%)

0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP Ortalama
MS 93,33 100,00 100,00 100,00 98,33
WPM 86,67 100,00 93,33 100,00 95,00
If)rtalama 90,00 100,00 96,67 100,00 96,67
100,00 ‘
80,00
g
5 60,00
g i = MS
£ 4000 WPM
E = Ortalama
20,00 ‘
0,00 e
0 1 2 4 Ortalama
BAP Dozlari (mg/l)

Sekil 3.2. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin yasama orani iizerine
etkileri (%)

Kurulus asamasinda ana eksplantin gelisme durumu ele alindiginda, yine ortam,

hormon ve ortamxhormon interaksiyonun etkilerinin istatistiki olarak &nemli
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olmadig:i gérillmektedir. Hormon igermeyen ortamlarda hormonlu ortamlar

diizeyinde ana eksplant uzamasi oldugu, ortamlarda hormon dozunun artmasinin

siirgiin gelisimini olumsuz etkiledigi goriilmektedir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.3).

Tablo 3.3. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin ana siirgiin uzama orani
iizerine etkileri (%)

o Ortalama

0 mg/l BAP |1 mg/l BAP |2 mg/l BAP |4 mg/l BAP
MS 100,00 93,33 80,00 73,33 86,67
WPM 80,00 93,33 100,00 93,33 91,67
Ortalama | 90,00 93,33 90,00 83,33 89,17
100,00
S
g 80,00
O 1
g 60,00
g = MS
% 40,00 WPM
% 20,00 = Ortalama
2
0,00
0 1 Z 4 Ortalama
BAP Dozlan (mg/l)

Sekil 3.3. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin ana siirgiin uzama orani
iizerine etkileri (%)

Dikilen eksplantlarin uzama miktarina bakildiginda, WPM ortaminda MS besin
ortamina gore daha fazla uzama goriilmektedir. Bu etki bakimindan ortamlarin
etkileri arasindaki farklilik (P<0.05) diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3.4 ve
Sekil 3.4). Ortamlarda BAP miktarinin artmasi, uzamayi engellemistir. BAP
hormonunun etkisi istatistiki bakimdan énemli bulunmamistir (Tablo 3.4 ve Sekil
3.4).

Tablo 3.4. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin ana siirgiin uzamasi
iizerine etkileri (cm)

0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP |2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP | Ortalama
MS 1,40 1,36 1,17 0,97 1,23b
WPM 1,85 1,88 Bk 1,34 1,71 a
Ortalama | 1,63 ___1_:62 1,47 1,16

*Farkh kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak snemlidir (P<0.05).
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2,00

1,75
fg 1,50 i ‘
RGN | | | |
§ 100 ; 5 | . i = MS
] t | \ {
e 075 ! 4 i ; | WPM
) 3 i- f ' |
5 050 l ‘ | ® Ortalama
7] t { ! |
;{g 0,25 i ; |

0,00 . !

0 1 2 4 Ortalama
BAP Dozlarn (mg/l)

Sekil 3.4. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin ana siirgiin uzamasi
iizerine etkileri (cm)

Kurulus kiiltiirlerinde MS ve WPM besin ortamlarinda kullanilan BAP dozlarinin
eksplant uzama miktarina etkileri Sekil 3.4.’de gosterilmistir. Sekil 3.5.°de kurulus

kiiltiirlerindeki siirgiinler gériilmektedir.

(b)

Sekil 3.5. Kurulus kiiltiirlerinde MS
(a) v¢ WPM (b) besin ortamlarina
dikilen siirgiin ucu eksplantlari

Kurulus kiiltiirlerinde BAP hormonu ve temel besin ortami etkilerinin interaksiyonu

dikilen eksplantlarin proliferasyonu iizerine etkilerinin istatistiki olarak (P<0.05)

diizeyinde 8nemli oldugu belirlenmistir.

MS besin ortaminda 4 mg/l BAP igeren ortamda, WPM besin ortaminda ise 2 mg/I
BAP dozunda tiim eksplantlarda proliferasyon olusmugstur. WPM besin ortaminda
BAP dozunun artmasi proliferasyonu engellemistir. Proliferasyon bakimindan MS

besin ortammin WPM ortamina gore daha etkili oldugu goriilmektedir (Tablo 3.5).
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BAP dozlarinin hepsi istatistiksel olarak aymi etkiyi gostermekle birlikte, en fazla

¢ogalma orani 2 mg/l BAP dozunda (% 96,67) olarak gerceklesmistir. Sekil 3.6’da

BAP dozlarinda siirgiin gogalma oranlari goriilmektedir.

Tablo 3.5. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin ¢ogalma orani iizerine

etkileri (%)
0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP | Ortalama
MS 13,33 ed’ 66,67abc 93,33 ab 100,00 a 68,33
WPM 0,00d 53,33abcd 100,00 a 26,67bed 45,00
Ortalama 6,67 60,00 96,67 63,34
*Farkh kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak Snemlidir (P<0.05).
100,00 ;
80,00
S
g 60,00
?: 3 = MS
'g;) 40,00 s WEM
8- = 4 ® Ortalama
20,00 |
0,00 l . e 3 |
0 1 2 4 Ortalama
BAP Dozlar1 mg/l)

Sekil 3.6. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin ¢ogalma oram iizerine
etkileri (%)

Kiiltiirlerin kurulus asamasinda kiiltiir ortamma BAP eklenmesi siirglin olusumunu
istatistiki olarak 6nemli miktarda artirmigtir. Siirgiin verimi bakimmdan besin ortam
ve BAP dozu interaksiyonunun etkileri (P<0.05) diizeyinde 6nemli bulunmustur
(Tablo 3.6.). Siirgiin verimi 4 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda en yliksek
olmus, farklilk ayni dozda BAP igeren WPM besin ortamina ve hormonsuz
ortamlara gére (P<0.05) diizeyinde dnemli olmustur. BAP eklendiginde MS besin

ortamlarinda siirgiin verimi WPM ortamina gore daha fazla olmustur (Sekil 3.7.).
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Tablo 3.6. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin siirgiin verimi {izerine
etkileri (adet/eksplant)

0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP | Ortalama

MS 0,33b 2,27 ab 2,70 ab 4,10 a 2,35
WPM 0,33b 2,80 ab 1,82 ab 1,50b 1,61
Ortalama 0,33 2,54 2,26 2,80 ll

*Farkh kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (P<0.05).

_ = MS

: WPM

= I = Ortalama
2 4

Ortalama
BAP Dozlari (mg/l)

5,00

4,00

3,00

2,00

Stirgiin Verimi (adet/eksplant)

1,00

0,00 ! .

Sekil 3.7. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin siirgiin verimi iizerine
etkileri (adet/eksplant)

Kurulus asamasinin istatistik analizininin sonuglarma gore, besin ortamixBAP
interaksiyonu 6nemli bulunmamigtir. BAP igermeyen ortamlarda olusan siirgiinlerde
uzama sinirli olmus, (MS’de 0,20 cm, WPM’de 0,17 cm), BAP’1n 4 mg/l gibi yiiksek
dozda kullanilmasi da siirgiinlerin uzamasini engellemistir (Tablo 3.7 ve Sekil 3.8.).
Siirgiin boyu bakimindan BAP hormonunun dozlar1 arasindaki fark (P<0.05)
diizeyinde 6nemli olmus, en boylu siirgiinler her iki besin ortaminda da 2 mg/l BAP

iceren ortamlardan (MS’de 1,94 cm, WPM’de 2,44 cm) elde edilmistir.
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Tablo 3.7. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin siirgiin boyu iizerine

etkileri (cm)

0 mg/l BAP [ 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/I BAP | Ortalama
MS 0,20 1,01 1,94 0,84 1,00
WPM 0,17 1,76 2,44 0,59 1,24
"Ortalama| 0,19¢ 1,39 b 2,194 0,72 be

* Ayni satirda farkl biyitik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak dnemlidir ((P<0.05).

3,00

e
n
(=]

g

= MS

WPM
l I ® Ortalama

Ortalama

Siirgiin boyu (cm)
S &
= )

0,50

0,00

4

Sekil 3.8. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarmin siirgiin boyu (cm)
lizerine etkileri

BAP Dozlari (mg/1)

Kurulus asamasinda MS ortaminda kallus olusumu (% 61,67) artmis, farklihk
istatistiksel olarak onemli olmustur. 2 ve 4 mg/l BAP iceren MS ortaminda tiim
siirgiinlerde kallus olusmugstur. WPM besin ortaminda ise 2 mg/ BAP dozunda kallus
orani % 86,66 olmus, ortamda BAP dozunun 4 mg/I’olmas: ile kallus olusum orani
(% 13,33) azalmistir. BAP dozlarinin etkileri arasinda istatistiksel farklilik
belirlenmistir. Tablo 3.8 ve Sekil 3.9°da kurulus asasinda siirgiinlerin kallus

olusturma oranlar1 verilmistir.

Tablo 3.8. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin kallus olusum orani
lizerine etkileri (%)

0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP | Ortalama
MS 0,00 46,66 100,00 100,00 61,67 a
WPM 8,33 46,66 86,66 13,33 38,75 b
BAP Ort. (4,17 c* 46,66bc 93,33 a 56,67 ab

*Aymi satirda farkl biyik harflerle gosterilen BAP ortalamalan arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir

(P<0.05).
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BAP Dozlar1 (cm)

Sekil 3.9. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin kallus olusum orani
iizerine etkileri (%)

Kurulus kiiltiirlerinde kallus bilyiikligii en fazla 1,03 cm olarak 4 mg/l BAP igeren
MS besin ortaminda 8 lgiilmiistiir. Hormonsuz MS besin ortaminda kallus olugmamug,
BAP dozlarimin artmast kallus biiyiikligiinii artirmig ve dozlar arasinda fark
istatistiksel olarak nemli bulunmustur (Tablo 3.9). Besin ortamlari arasindaki fark
istatistiki olarak 6nemli bulunmamakla birlikte, MS ortaminda kallus biiyiikliigiiniin

artig1 goriilmektedir. (Sekil 3.10.)

Tablo 3.9. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin kallus biiyiikliigiine
etkileri (cm)

0 mg/l BAP | 1 m-g_/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP __Ortalama
MS 0,00 0,43 0,97 1,03 0,61
WPM 0,17 0,33 0,71 0,33 0,39
Ortalama 0,09b 0,38 ab 0,84 a 0,68 a

* Aymi satirda farkli bilyiik harflerle gsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak nemlidir (P<0.05).

Kurulus kiiltiirlerinde ortamda BAP dozununu artmasi siirgiinlerde vitrifikasyona
neden olmus, dozlarin etkileri arasindaki fark (P<0.05) diizeyinde &nemli
bulunmustur. En fazla vitrifikasyon olusumu ise 4 mg/l BAP iceren ortamda

kaydedilmigtir. Farkhlik &nemli degildir. MS’de BAP dozlarinin artmasinin
vitrifikasyonu artirdig1 gériilmiistiir (Tablo 3.10 ve Sekil 3.11).
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0,00

0 1 2 4
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= MS
WPM
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Sekil 3.10. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin kallus bilyiikliigiine

etkileri (cm)

Tablo 3.10. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin vitrifikasyon

olusumuna etkileri (%)

Ortalama

0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP
MS 0,00 20,00 26,67 53,33 2500 |
WPM 0,00 - 13,33 66,67 46,67 31,67
[Ortalama|__ 0.00b 1667ab | 46,674 50,00 a 28,33

*Aymi satirda farkli bitytik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak dnemlidir (P<0.05).

100,00

80,00

60,00

40,00

Vitrifikasyon Orani (%)

20,00

0,00

2 4

BAP Dozlar (mg/l)

Ortalama

» MS
WPM

= Ortalama

Sekil 3.11. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin vitrifikasyon olusumuna

etkileri (%)
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Kurulus agamasinda siirgiinlerde kargilagilan diger bir sorun, yapraklarin irilesmesi,
kivrilmasi ve bogum arasinin kisalarak rozet form almasi olarak karsilagilmigtir. MS
ortaminda 2 mg/l ve 4 mg/l BAP igeren ortamlarda siirgiinlerde rozetlesme artmistir
(swrasiyla %80,00 ve 60,00). Rozet siirgiin gelisimi bakimindan BAP dozlarinin ve
besin ortamlarinin etkileri istatistiksel olarak P < 0,05 diizeyinde Onemli
bulunmustur. BAP dozlarindan 2 mg/l ve besin ortamlari arasindan MS rozetlesmede

one ¢ikan faktorlerdir (Tablo 3.11 ve Sekil 3.12).

Tablo 3.11. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin siirgiinlerde rozetlesme
oranina etkileri (%)

0 mg/l BAP |1 mg/l BAP |2 mg/l BAP |4 mg/l BAP "Ortalama

MS 0,00 26,67 80,00 60,00 41,67 a

WPM 0,00 6,67 20,00 3333 15,00 b

“ Ortalama 0,00 b 16,67 ab 50,00 a 46,67 a

*Aym satirda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak Onemlidir ((P<0.05).
** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (P<0.05).

100,00

80,00

60,00

= = MS

-4 .; WPM

- : I = Ortalama
2 4

Ortalama

40,00

Rozetlesme Orani (%)

20,00 i ;
0,00 . I

BAP Dozlan (mg/l)

Sekil 3.12. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarmnin siirgiinlerde rozetlesme
oranina etkileri (%)

Kurulus asamasinda WPM besin ortaminda siirgiinler MS besin ortamindaki
siirgiinlere gore daha yavag gelisme gostermis, siirgiinlerin yapraklari irileserek

kivrilmistir. Alt kiiltiire alimirken, siirgiin yapraklari kopmug, siirgiinler saghkl
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sekilde transfer edilememistir. MS besin ortaminda da benzer yapi olusmus, ancak
siirglinler daha saghkli kalmistir. Besin ortami ve BAP hormonu interaksiyonu
énemli bulunmus, 1 mg/l BAP igeren WPM besin ortaminda en fazla siirgiin

bozulmalari olmustur Tablo 3.12 ve Sekil 3.13).

Tablo 3.12. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin yapraklarin anormal

gelisimine etkileri (%)

0 mg/l BAP | 1 mg/l BAP | 2 mg/l BAP | 4 mg/l BAP | Ortalama
MS 0,00 ¢ 20,00bc 20,00bc 46,67 ab 21,67
WPM 0,00 ¢ 86,67 a 50,00 ab 13,33bc 37,50
Ortalama 0,00 53,34 35,00 30,00
100,00
£ 80,00
=
5
& 60,00
=
= 7 u MS
E 40,00 WPM
fg m Ortalama
B8 H
0.00 " -:
0 1 2 4 Ortalama
BAP Dozlari (mg/1)

Sekil 3.13. MS ve WPM besin ortamlarinda BAP dozlarinin yapraklarin anormal
gelisimine etkileri (%)

3.3. Al Kiiltiir Sonuclan

Alt kiiltiire alinan ana siirgiinlerin %91,66’sinda BAP igermeyen kontrol ortaminda
uzama olmus, BAP igeren ortamlarda ise dikilen siirgiinlerin tamaminda uzama
olusmustur (Sekil 3.14). Ortalama uzamanin 1,13 cm oldugu, en fazla boylanmanin
ise 1,38 cm olarak 2.0 mg/l BAP dozunda oldugu kaydedilmistir (Tablo 3.13). Ana
siirgiinlerin gelisme orani ve uzama miktari iizerine BAP dozlarinmn etkileri istatistiki

olarak 6nemli bulunmanustir.
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Tablo 3.13. Alt kiiltiir asamasinda BAP dozlarinda siirgiinlerdeki gelisme durumu

BAP (mg/l)
0 0,5 1 Z 4 6 | Ortalama
Uzama olusturan ana 91,66 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 98,61
eksplant orani (%)
Ana eksplant uzamasi (cm) | 0,87 O 25 EE 380 100 E2S 1,13
Cogalma (%) 91,66 91,66 | 100 | 100 | 100 | 100 | 97,22
Siirgiin
Seritiet b silint) LA ED8 28325 2. 1 216 1,98
Siirgiin boyu (cm) 224 | 2,64 |2,14] 2,0 [2,61]2,24 2.31
Kallus (%) 91,66 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 98,61
Kallus biiyiikliigii (cm) 0,20 | 0,82 | 1,27 0,47 | 0,34 | 0,35 0,58
Vitrifikasyon (%) 0,00 | 41,66 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 6,94

Alt kiiltiirde 1, 2, 4 ve 6 mg/l BAP igeren ortama dikilen siirgiinlerin tamaminda

proliferasyon olugmus, ortalama goZalma oran1 %97,22 olarak kaydedilmistir (Tablo

3.13). Yeni siirgiin olusumu 1 mg/l BAP igeren ortamda en fazla (2,83 adet/eksplant)

olurken, 4 mg/l dozundan (2,5 adet) sonra siirgiin olusumunda bir azalma (6 mg/l
BAP’da 2,16 adet) goriilmiistiir (Tablo 3.13)

Kiiltiirlerde yeni olugan siirgiinlerin boylarina bakildiginda 0,5 mg/l BAP dozunda en

uzun siirgiinlerin (2,64 cm) oldugu, bu dozu 4 mg/l BAP dozunun (2,61 cm) takip

ettigi goriilmektedir (Tablo 3.13). Siirgiin proliferasyonu, siirgiin verimi ve

siirgiinlerin boyu iizerine BAP dozlarinin etkilerinin istatistiki olarak 6nemli

olmadig belirlenmistir.

Sekil 3.14. Alt kiiltir asamasinda BAP dozlarinda (0, 0.5, 1, 2, 4 ve 6 mg/l)

stirgiin gelisimi
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Alt kiiltiirlerde BAP dozu ortalamasina gire % 98,61 oraninda kallus gelisimi olmus
(Tablo 3.13), kallus ¢ap1 | mg/l BAP iceren ortamda en fazla (1,27 cm) &lgililmiistiir
(Tablo 3.13 ). 0 mg/l BAP igeren ortamda siirgiinlerin % 41,66’sinda vitrifikasyon
olusmustur (Tablo 3.13). Sekil 3.14 ‘de alt kiiltir BAP dozlarinda (0, 0,5, 1. 2, 4 ve

6 mg/l) siirgiin gelisimi goriilmektedir.
3.4. Cogaltma Asamasimn Sonuglan

BAP dozlarinda alt kiiltiire alinan siirgiinlerde karsilagilan sorunlarin giderilmesi
amactyla, sonraki ¢ogaltma asamalarinda BAP+IBA kombinasyonlari denenmistir.
Kiiltiirlerde enfeksiyon olusmamis, kuruma veya kararma gibi sorunlar nedeniyle

stirglin 6limi goriilmemigtir.

Kiiltiire alinan siirgiinlerin gogalmasinda BAP ve IBA doz seviyelerinin birlikte
etkisine ait calismalarda ortalamalarin en yiiksek degerlerine % 100 ve % 100” lik
basar1 yiizdeleri ile sirasiyla BAP’in 4,0 mg/I’ lik dozu+0,0 mg/l IBA ile yine 4,0
mg/l BAP dozu +0,5 mg/l IBA doz seviyelerinde ulasilmistir (Tablo 3.14). IBA'nin
0.1’ ik dozunun birlikte denendigi BAP in 2.0, 4,0 ve 6,0 dozlarinda ise higbir
siirgiin ¢ofalma basarisi gozlenmemistir. Arastirmada elde edilen siirgiin ¢ogalma
yiizdeleri doniistiiriilerek, varyans analizi yontemi ile test edilmistir. Varyans analizi
sonucunda BAP ile IBA interaksiyonu 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Her iki
uygulamanin doz seviyeleri arasindaki farkhliklarin 6nemlilik test sonuglar1 Tablo
3.14 da verilmistir. Buna gore, en yiiksek siirgiin gogalma yiizdesinin elde edildigi
BAP’in 4,0 ve IBA’nin 0,0 ve 0,5 lik dozlarindan elde edilen % 100’liik degerleri
diger kombinasyonlardan elde edilen degerlerden (% 66,67- 33,33) farkli olmasa da,
% 22,22’lik degerler ve daha diisiik degerlere sahip gruptan farkhlasmstir.

Arastirmada ele alinan diger bir 6zellik olan yeni siirgiin sayis1 olusumuna ait en
yiiksek interaksiyon ortalamalari, siirgiin ¢ogalma o6zelliginde oldugu gibi BAP’in
4,0 mg/1 doz seviyesi ile IBA’in 0,0 ve 0,5 mg/l uygulamalarindan elde edilmigtir. Bu
degerler sirasiyla, 8,11 ve 8,33 adet/eksplanttir (Tablo 3.14). Diger taraftan yeni
siirgiin sayisi verilerine uygulanan varyans analizi sonuglarina gére BAP ve IBA doz
seviyeleri interaksiyonu istatistiksel olarak dnemli (P<0,05) bulunmustur. Hangi
interaksiyon kombinasyonlarinin farklilagtiginin belirlenmesi amaci ile yapilan ¢oklu

karsilastirma test sonuglari ise Tablo 3.14’da sunulmustur. Buna gére, BAP"in 4,0
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(mg/1) doz seviyesi ile IBA nin uygulanmadigi (0,0) ve 0,5 mg/L doz seviyelerinden
elde edilen 8,11 ve 8,33 adet/ eksplant ortalama degerleri, diger tiim

kombinasyonlarindan énemli (P<0,05) 6lgiide yiiksektir.

Calismada iizerinde durulan bir diger 6zellik siirgiin boyudur. Bu &zellik bakimindan
en yiiksek BAP ve IBA doz interaksiyonuna ait ortalama degerler 2.17 ¢cm ile BAP
faktoriiniin 0,1 mg/l1 doz seviyesi ile IBA’ nin uygulanmadig: (0,0 mg/1) gruptan elde
edilmistir. Ancak yapilan varyans analizinde bu degerlerin diger kombinasyonlardan
onemli (p>0.05) bir farkhlig: belirlenmemistir. Hatta bu deger siirgiin boyu elde
edilmemis gruplardan da farkli bulunmamistir. Her ne kadar BAP ve IBA doz
interaksiyonu &nemli bulunmasa da, faktdrler ve faktdr seviyeleri bakimindan
farkliliklar incelendiginde IBA faktorii siirgiin boyuna 6nemli 6lgiide (P<0,05) etki
eden bir faktordiir (Tablo 3.14). IBA’ nin uygulanmadig: (0,0 mg/l) gruptan elde
edilen ortalama deger olan 1.46 cm siirgiin boy uzunlugu 0,5 mg/I’lik uygulamadan
elde edilen 1.15 cm’ lik ortalamadan farkh degilken, 0,1 mg/1 dozunun uygulandig:
gruptan elde edilen siirgiin boy uzunlugundan (0,35 cm) &nemli Slglide (P<0,05)

yiiksek bulunmustur (Tablo 3.14).

Tablo 3.14. BAP ve IBA dozlarinin g¢ogaltma asamasinda siirgiin ¢ogalmas: ve
stirglin gelisimine etkileri

Siirgiin cogalmast Yeni siirgiin sayisi Siirgiin boyu
(%) (adet/ eksplant) (cm)
BAP IBA (mg/1) IBA (mg/1) IBA (mg/l)
(mg/1) 0,0 0,1 0,5 Ort. 0,0 0,1 0,5 Ort. 0,0 0,1 0.5 Ort

0,0 | 11,11° | 0,000 | 22.22° | 11,11 | 0,33° | 0,00° | 0,33° | 0,22 | 0,20 | 0,00 | 0,58 | 0,26
0,1 33,33% | 22228 [ 11,11° [ 2222 1 1,00° [ 0,33° [ 0,33° [ 0,56 | 2,17 | 0,67 | 0,17 | 1,00
0.5 | 66,67 | 11,11° | 33.33% | 37,04 | 2,06° | 0,33° | 0,67° [ 1,02 [ 1,99 | 0,67 | 1,58 | 1,41
1.0 | 22.22° [ 22,22° [3333® [ 2592 | 0.67° | 0.33° [ 0,67° | 0,56 | 1,67 | 1,08 [ 0,67 | 1.14
2.0 | 44,44 | 0,00° | 11,11° | 18,52 | 2,67° [ 0,00° | 0,33° | 1,00 | 1,71 | 0,00 | 2,00 | 1,24
4,0 | 100° 0,00° | 100° 66,67 | 8,11° | 0,00° | 833° [ 5,48 | 1,43 [ 0,00 | 1,49 | 0,97
6,0 | 33,33% | 0,000 | 44,44® [ 2592 | 0,67° [ 0,00° | 1,00° | 0,56 | 1,08 | 0,00 | 1,58 | 0,89

Ort. | 44,44 [ 7,94 | 36,51 221 | 0,14 | 1,67 1,46 | 0,35° | 1,15

*Incelenen farkh parametreler igin farkh harflerle gosterilen ortalama degerleri arasindaki farklar istatistiki olarak
dnemlidir (P<0.05)

Arastirmada gogaltma agamasinda ana siirgiinlerin gelisimleri de incelenmistir. Bu
amagla ana siirgiin boyu bir 6zellik olarak alinmigtir. Bu 6zelligin yani sira ana
siirgiinlerden elde edilen kallus oram1 ve olusan kalluslarin gap1 dlgiilerek birer
ozellik olarak incelenmistir. Elde edilen ortalama degerlerin faktér ve faktor

kombinasyonlarina dagilimlari Tablo 3.15° de verilmistir. Buna gére, en yiiksek ana

38



siirgiin boyu gelisimi 2,39 cm ile BAP in tek basina kullanildigi, IBA nin(0,0mg/1)
uygulanmadigi 4,0 mg/l dozundan elde edilmistir. En diisik boy uzunluk degeri
(0,83 cm) ise yine 1,0 mg/l BAP+0,0 mg/l IBA’nin uygulandigi kombinasyondan
elde edilmistir. Ancak yapilan varyans analizi sonucunda gerek BAP ve gerekse de
IBA faktérlerinin bireysel ve birlikte etkilerinin ana siirgiin boyu iizerine 6nemli bir

etkisi belirlenmemistir (Tablo 3.15).

Ana siirgiinlerin gelisiminin ortaya konmasi amaci ile ele alian diger bir 6zellik olan
kallus orani &zelligi icin BAP ve IBA interaksiyonundan elde edilen en yiiksek
ortalama degerler BAP’in 4,0 mg/l seviyesinde IBA’nin uygulanmadigi(0,0 mg/1)
veya 0,5 mg/l olarak eklendigi ortamdan elde edilen % 88,89’luk degerdir (Tablo
3.15). Ancak kallus oranlarina ait degerlerin doniistiiriilerek yapilan varyans analizi
sonucunda BAP ve IBA interaksiyonun énemli (P>0.05) bir etkisi belirlenmemistir.
Diger taraftan BAP faktorii ve bu faktoriin seviyeleri arasinda kallus oranlari
bakimindan &nemli (P<0,05) farklihk vardir. Buna gére BAP’'mn 4,0 mg/l
seviyesinden elde edilen % 70,37’lik deger her ne kadar 0,5 ve 4,0 mg/l BAP doz
seviyelerinden farkli olmasa da, 6.0, 1.0, 0,1 ve 0,0 doz seviyelerinden elde edilen
sirastyla 22,22, 11,11, 11,11 ve 3,70’ lik yiizde degerlerinden 6nemli dlgiide
(P<0.05) farklidir (Tablo 3.15).

Tablo 3.15. BAP ve IBA dozlarmin ¢ogaltma asamasinda ana siirgiin gelisimine ve
kallus olusumuna etkileri

Ana siirgiin boyu (cm) Kallus orani (%) Kallus ¢ap1 (cm)
BAP IBA (mg/L) IBA (mg/L) IBA (mg/L) !
mgL) | 00 [o1To5]ort| 00 [ 01 [ 05 ort.” 0,0 0,1 05 | or. |
0,0 1,07 | 1,55 | 1,72 | 1,45 ] 0,00 | 0,00 | 11,11 3,70b 0,00b | 0,00b | 0,10ab | 0,03
0,1 2,11 [ 1,61 ] 1,67]1,79] 0,00 | 11,11 | 22,22 [ 11,11b | 0,00a | 0,17ab | 0,07 0,08
0,5 1,05 | 1,27 ] 1,55 | 1,29 | 22,22 | 33,33 | 33,33 | 29,63ab | 0,13ab | 0,13ab [ 0,07b | 0,11
1,0 0,83 | 1,37 1.28 | 1,16 | 22,22 | 0.00 | 11,11 [ 11,11b | 0,08b [ 0,00b | 0,07b [ 0,05
2,0 1,22 [ 1,27 ] 2,28 | 1,59 | 55,55 | 33.33 | 33.33 | 40,74ab | 0,32ab | 0,13ab | 0,05b | 0,17
4,0 239 [ 1,16 | 2,16 | 1,90 | 88,89 | 33,33 | 88,89 [ 70,37a | 0,29ab | 0,20ab | 0.44a 0,31 |
6,0 1,11 [ 1,281 1,27 ]1,22]33,33 [ 11,11 | 22,22 | 22,22b | 0,04b | 0,00b | 0.17ab | 0,07 ‘
Ort. | 1,40 | 1,36 | 1,70 31,74 | 17,46 | 31,74 0,13 0,09 0,14 i

*Incelenen farkh parametreler igin farkh hartlerle gosterilen ortalama degerleri arasindaki farklar istatistiki olarak
énemlidir (P<0.05)

Arastirmada ele alinan bir diger 6zellik olan kallus ¢apina ait en yiiksek ortalama
deger BAP’ mn 4 mg/l doz seviyesi ile IBA’ in 0,5 mg/l doz seviyesinden elde
edilmistir. Kombinasyonlara uygulanan varyans analizi sonucunda BAP — IBA

interaksiyonu 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Kombinasyon gruplarinda elde edilen
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ortalamalar bakimindan 0,44 ile 0,10 cm’ e kadar olan arahiktaki degerler bakimindan
bir farklillk yok iken bu grup 0,08 cm ve daha diisiik ortalamaya sahip
kombinasyonlardan farkhilagmaktadir (Tablo 3.15). Sekil. 3.15 ve Sekil 3.16’da
¢ogaltma asamasinda BAP+IBA kombinasyonlarinda siirgiin gelisimi goriilmektedir.

1

05mgllBAP+ 0, 0,1, OSmg/lIBA

Sekil 3.15. Cogaltma asamasinda BAP+IBA kombinasyonlarinda
stirgiin geligimi
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"2 mg/l BAP+0, 0,1, 0,5 mg/l IBA

P

6 mg/l BAP+0, 0,1,0,5 mg/l IBA

Sekil 3.16. Cogaltma asamasinda BAP+IBA
kombinasyonlarinda siirgiin gelisimi (devam)

Cogaltma agamasinda iki kiiltiir sonrasinda éne ¢ikan kombinasyon olan 4.0 mg/l
BAP+0.5 mg/l IBA hormon kombinasyonu en uygun siirgiin gogaltma ortam olarak

secilmis, siirgiinler bu ortamda ¢ogaltilmaya devam edilmistir. Bu asamada ¢ogaltma
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ortaminda tiim dikilen siirgiinlerde proliferasyon olusmus (%), ana siirgiin uzamasi
2,10 cm, siirgiin verimi 6.00 adet/eksplant, siirgin boyu 1,83 cm olmustur.
Kiiltiirlerde tiim siirgiinlerin kallus olusumu gériiliirken, siirgiinlerin tabaninda 0.5

cm’yi gegmeyen kallus dokusu olugmustur ($ekil 3.17).

Sekil 3.17. Ikinci gogaltma agamasindaki siirgiin gelisimi

3.5. Koklenme Asamasinin Sonuglar

Koklenme asamasinda siirgiinler NAA veya IBA hormonlarinin 2.0, 4.0 veya 6.0
mg/l dozlarindan birini igeren MS besin ortammna dikilmistir. Siirgiinlerin yarisi (7
adet/uygulama) 10 giin siiresince karanlik kosullarda tutulmus, diger yaris1 (7 adet)
siirekli olarak 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik inkiibasyon kosullarinda birakilmistir.
Kiiltiirler iki kat aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra karanlik uygulamasi i¢in iklim
dolabinda, koklenmedeki diger siirgiinlerle ayni iklim kosullarinda tutulmustur. 10

giin sonrasinda aliiminyum folyo agilmus, kiiltiirler gelisimine devam etmistir.

Arastirmada hormon uygulamasi (NAA ve IBA) ile birlikte 1siklandirmanin bitki
gelisim ozelliklerine olan etkileri de incelenmeye ¢ahsilmistir. Isik uygulanan ve
uygulanmayan grup seklinde iki seviye olusturularak, NAA ve IBA hormonlarinin iig
farkli dozunda (2,0, 4.0 ve 6.0 mg/l) bitkilerin kok orani, kok sayis, kallus orani ve
kallus ¢ap1 ozelliklerinden 8lgiim degerleri elde edilmistir. Elde edilen bu &lgiim

degerlerine ait ortalamalar Tablo 3.16°da verilmistir.

Arastirmada etkisi incelen 1siklandirma* hormon*doz iiglii interaksiyonuna ait kok
oranlarinin yiizdelik degerleri 9,52 ile 57,14 degisim arahginda (Tablo 3.16)
bulunmustur. Ancak kok oranlarinin doniistiiriilmiis verilerine uygulanan varyans
analizi sonucunda kombinasyon ortalamalar1 arasinda her hangi bir 6nemli farklilik

(P>0.05) belirlenmemistir. Varyans analizi sonucunda yalnizca her iki hormondan
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elde edilen doz ortalamalari (2.0, 4.0 ve 6.0 mg/l ig¢in sirasiyla 11,90°, 32,14* ve
45,42 arasinda énemli (p<0,05) bir farkin oldugu ortaya ¢ikmugstir (Tablo 3.16).
Buna goére her iki hormon uygulamasi ortalamalarindan 4,0 ve 6,0 mg/L doz
ortalamalar1 birbirinden farksiz, ancak 2,0 mg/L uygulamasindan 6nemli olgiide

(P<0.05) yiiksek kok orani elde edilmektedir Tablo 3.16 ve Sekil 3.18).

Tablo 3.16. Isik-karanlik uygulamasi, hormon ve hormon dozlarinin kéklenme orani,
kok sayisi ve kok uzunluguna etkileri

¢ Doz Kok Sayist Kok Doz
inkib Doz | Kokl
i :!sn)llon Hormon (m;i) oranf?“r/: )e Ortalamasi (adet) uz?;lnl.;gu Ortalamasi
7.0 952 | 2.0mgl | 5.00 032 2.0mg/
NAA | 40 2857 | 11,90b 1.83 0.27 0.2b
6.0 18.98 2.27 0.38
AT 2.0 9.52 133 0.21
IBA 4.0 %57 | 40mgt | 5.6 0.60 4.0 mgl
6.0 5238 | 32,14a 3.04 0.50 0.4ab
2.0 19.05 1.00 0.18
NAA [ 20 78.57 333 037
6.0 5238 | 60mgl | 3,06 0.44 6.0 mg/l
B 2.0 950 | 4542a 2.00 0.18 0.5a
IBA 30 | 42.86 2.00 0.51
6.0 57.14 3.78 0.65

*Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalama degerleri arasindaki farklar istatistiki olarak onemlidir (P<0.05)

100
80
9
= 60
8 = Aydinhk
% » Aydinhk
g 40
5 » Karanhk
g : Karanlk
2 - . F : [ aranli
| £
i % |
i . _ | I . |
2 4 6
Dozlar (mg/l)

Sekil 3.18. Isik-karanlik uygulamasi ve hormonlarin kéklenme oranina etkileri (%)

Arastirmada ii¢ uygulamanin birlikte kék sayis1 ozelligi iizerine en yiiksek etkisi
aydinhk*IBA*4,0 mg/l doz uygulamasindan elde edilmistir. En az kdk olusumu
karanlik+NAA+2,0 mg/l dozunda olugsmustur (Tablo 3.16 ve Sekil 3.19). Ancak
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yapilan varyans analizi sonucunda elde edilen bu 5,67 adet’lik ortalama degerin diger
kombinasyonlardan elde edilen degerlerden herhangi énemli (P>0.05) bir farklilig

belirlenmemistir. Interaksiyon etkisi, uygulamalarin tek tek etkileri nemsizdir.

Calismada ele alinan diger bir 6zellik olan kék uzunlugu iizerine en yiiksek tesiri,
karanhik*IBA*6,0 mg/l (0,65 cm) interaksiyonu yapmistir. Ancak yapilan analiz
sonucu elde edilen 0,65 cm’lik bu ortalama degerin, diger kombinasyonlardan elde
edilen degerlerden herhangi &nemli (P>0.05) bir farki yoktur. Bu &zellik iizerine
yalnizca doz faktoriiniin etkisi dnemli (P<0.05) bulunmustur. Elde edilen her iki
hormona ait 2.0, 4.0 ve 6.0 mg/L dozlara ait sirasiyla; 0.2° 0.4%° ve 0.5* cm ortalama
degerlerden 2,0 doz uygulamasi, en yiksek kok uzunlugu (0.5 cm) elde edilen 6,0
mg/l dozundan 6nemli 6lgiide diigiik kok uzunlugu degerine sahiptir (Tablo 3.16 ve

Sekil 3.20). Calismada koklenen bitkiler Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de verilmistir.

10,00
= 8.00
3
Z
E 6,00 ® Aydinlik
]
2 400 ¥ Aydinhk
§ © Karanlik
2,00 Karanhk

0,00 ‘ |
2

Dozlar (mg/1)

Sekil 3.19. Isik-karanlik uygulamasi ve hormonlarin kok sayisina etkileri (adet)

0,70
0,60
;E‘ 0,50 5l
7 040 o7 = Aydinlik
= 030 ‘i..f l | » Aydinlik
8 020 i '[ b = Karanlik
-t = ]
=) = Karanlik
010 b
0,00 - |
4 mg/l
Dozlar (mg/1)

Sekil 3.20. Isik-karanlik uygulamasi ve hormonlarin k6k uzunluguna etkileri (cm)
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Sekil 3.21. Koklenme asamasinda karanhk ortamda tutulan siirgiinlerdeki kok
gelisimi

Sekil 3.22. Koklenme asamasinda 151kl ortamda tutulan siirgiinlerdeki kok geligimi

Kallus oram incelendiginde, déniistiiriilmiis verilerin analizinden elde edilen
sonuglara gore bu ozellik igin elde edilen 64,5 ile 90,1 araligindaki ortalama degerler
arasindaki farklhiliklar istatistiksel olarak &nemli (P>0.05) bulunmammstir (Tablo
3.17).

Arastirmada incelenen bir diger 6zellik olarak kallus gapi biiytikliigii bakimindan en
yiiksek ortalama deger karanlik*IBA* 6.0 mg/l doz uygulamasindan elde edilen 0,72
em’lik degerdir. Ancak bu ortalama deger diger kombinasyonlardan bulunan ve 0,36
ile 0.69 cm araliginda degisim gosteren ortalama degerlerden 6nemli derecede farkli
degildir (P>0.05). Fakat yapilan varyans analiz sonucunda yalnizca hormon*doz
interaksiyonunun etkisinin nemli oldugu ortaya ¢ikmistir. Elde edilen bu ortalama

degerler ve 6nemlilik kontrolleri Tablo 3.17"de verilmistir.

45



Tablo 3.17. Igsik-karanlik uygulamasi, hormon ve hormon dozlarinin kdklenme
asamasinda kallus olusumuna etkileri

Kallus oram Kallus HormonxDoz | Kallus ¢ap1
Inkiibasyon Hotiand .. 20 (%) capi Interaksiyonu (cm)
ortam (mg/l) (cm) Ortalamasi
2,0 80,95 0,46 2,0 mg/1 0,42b
NAA 4.0 95,24 0,45
6,0 100 0,51 4,0 mg/1 0,41b
L 2,0 95,24 0,48
IBA 4,0 95,24 0,63 6,0 mg/1 0,56ab ||
6,0 90,48 0,62
2,0 90,48 0,38 2,0 mg/1 0,43b
NAA 4,0 100 0,36
6,0 100 0,60 4,0 mg/l 0,66a
KAk 2,0 90,48 0,38
IBA 4,0 100 0,69 6,0 mg/1 0,67a
6,0 100 0,72

“Farkh harflerle gosterilen ortalama degerleri arasindaki farklar istatistiki olarak dnemlidir (P<0.05)

Hormon*doz interaksiyonundan elde edilen en yiiksek kallus ¢ap1 ortalama degeri

olan 0.67 cm’ lik deger, IBA’ in 6.0 mg/L (aydinlik ve karanlk kosullarda) dozunda

ve bulunmustur. Bu deger yine IBA’1n 4,0 mg/l dozundan (karanlik) elde edilen 0,66

cm’lik degerden farksizdir. Ancak her iki deger 0.43 ve daha diisiik kallus ¢ap1 elde
edilen kombinasyonlardan 6nemli 8lgiide (P>0.05) farklidir (Tablo 3.17). Sekil 3.23

ve Sekil 3.24°de 1g1k-karanlik uygulamasi, hormon ve hormon dozlarinin kéklenme

asamasinda kallus olusumuna etkileri gosterilmistir.

100,00

75,00
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Kallus Orani (%)

25,00
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4 mg/l
Dozlar (mg/1)
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= Aydinhk
© Karanhk

Karanhk

Sekil 3.23. Isik-karanhk uygulamasi ve hormonlarin kallus oranina etkileri (%)
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Sekil 3.24. Isik-karanlik uygulamasi ve hormonlarin kallus biiyiikliigiine etkileri (cm)
3.6. Adaptasyon Asamasimin Sonuglan

Koklenme asamasinin sonunda NAA hormonunda koklenen bitkiciklerden 4 adet,
IBA ortaminda koklenen bitkiciklerden 8 adet bitki dig kosullara adaptasyon igin
alinmistir (Tablo 3.18). Mikro bitkiler torfiperlit karisimma alinmig (1:1), 8 saat
aydinlik, 16 saat karanlik kosullarda iizerleri kapatilarak adaptasyona birakilmigtir

(Sekil 3.25).

Tablo 3.18. Adaptasyon agamasinin sonuglari

Koklenme ortamm S fas o gt Canli kalan bitki sayisi
bitki sayisi
Isik+NAA+2.0 mg/l 1 0
Karanhk+NAA+6.0 mg/l 3 0
Isik+IBA+4.0 mg/l 2 0
Karanlik+IBA+4.0 mg/l 3 1
Karanhk+IBA+6.0 mg/l 3 1

Siirgiinlerde kalluslu ve kirilgan yapida kék olusmustur. Bu nedenle dis kosullara
alinan bitkilerin ¢ogu iki hafta iginde lmiis, 2 adet bitki yasayabilmistir (Tablo
3.18).
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Sekil 3.25. Dig ortama alinan mikro bitkilerin adaptasyonu
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4. TARTISMA

Doku kiiltiiriinde basarmin ilk adimi bitkisel materyalin etkili sterilizasyonudur.
Doku kiiltiiri  ¢alismalarinda kontaminasyonun &nlenmesi kaynaklarinin  iyi
anlasilmasma ve iyi bir aseptik teknik izlenerek goriilme sikh@i ve yogunlugunun
azaltilmasina baghdir. Kullanilan sterilantin dozu ve bitkisel materyale uygulanma
siiresi arasindaki denge ¢ok &nemlidir. Doku kiiltiiriinde karsilagilan enfeksiyonlarin
cogu endofitik bakterilerden ya da yiizey sterilizasyonuna dayanikli olan
mikroorganizmalarla bulasik olan baslangi¢ materyallerinden kaynaklanmaktadir
(Cassells, 2001). Bitki tiirine ve kullanilan bitkisel materyale bagh olarak
sterilizasyon recetesi  de@ismektedir. Bazi bitki tiirlerinde  eksplantlarin
sterilizasyonunun saglanmasi bir ¢ok asamay: gerektirmekte (Babu, 2019, Babei ve
dig.. 2014, Abbasi ve dig., 2013), baz1 bitki tiirlerinde ise sterilizasyon bir-iki islem
ile gerceklestirilebilmektedir (Boudabous ve dig., 2010, Ainsley ve dig., 2001, Ersali
ve dig., 2017, Nas ve dig, 2013). Bu ¢ahsmada esme ayvasinin siirgiin uglarinda
sodyum hipokloritin  %20’lik konsantrasyonu ii¢ farkh siirede denenmis, 12
dakikanin sterilizasyon i¢in yeterli oldugu gériilmiis, sterilizasyon kolay bir sekilde
tamamlanmustir. Sterilizasyon islemi sonunda siirgiin uglarinin canlilik orani %86,66
olarak belirlenmistir ve bu oran benzer bir ¢ok galismadaki sonuglardan yiiksektir

(Abbasi ve dig., 2013, Nas ve dig., 2013, Babu, 2019).

Kurulus kiiltiirlerinde MS ve WPM temel besin ortamlarina dikim yapilmustir.
Siirgiin proliferasyonu MS besin ortaminda daha yilksek olmustur. Sirgiin verimi
MS ortaminda artmis, ancak siirgiin boylart WPM ortaminda olusan siirgiinlerden
daha kisa kalmistir. WPM besin ortamina dikilen ana eksplantlar ve yeni olusan
siirginler daha iyi boylanmist. WPM besin ortami odunlu bitkilerin doku
kiiltiiriinde kullanilmaktadir. WPM ortaminda Tetra anacinda siirgiin sayisinin ve
siirgiin boyunun azaldig1 (Sadeghi ve dig., 2014) goriilirken, Arbutus unedo siirgiin
ucu kiiltiirlerinde WPM ortamunda yeterli gelismenin saglandigi goriilmektedir
(Memis, 2018). Badem de yapilan g¢aligmalarda farkli temel besin ortamlarinin

etkileri denenmis, siirgiin sayisi ve boyu bakimmdan WPM ortami en diisiik degerleri
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vermistir (Nas ve dig., 2013). Clerodendrum  serratum L.  bitkisinin  doku
kiiltirlerinde de MS besin ortami aralarinda WPM besin ortammimn da yer aldig:
ortamlarla karsilastirildiginda en iyi siirgiin gelismesini saglamistir (Ubadhyay ve
Koche, 2015). Bu durum ortamlarin sonuglarinin bitki tiirii ile dogrudan ilgili
oldugunu ortaya koymaktadir. Esme ayvasinda kurulus kiiltiirlerinde WPM
ortamindaki siirgiinlerin yapraklarinda irilesme ve vitrifikasyon olusumu karsilasilan
diger bir sorundur. BAP in diger sitokininlere gore vitrifikasyonu artirici etkisi
bilinmektedir (Leshem ve dig., 1988, Giirel ve Giilsen, 1998, Sharma ve Mohan,
2006). Bu siirgiinlerde alt kiiltiire alinirken dokular pargalanmis, yapraklar gévdeden
kopmustur. Bu da basariy: diisiirmiistiir. Proliferasyon ve siirgiin gelisimine olumsuz
etkilerinden dolaytr WPM besin ortami kurulus asamasindan sonraki kiiltiirlerde
denemeye alinmamis, ¢aligmalara MS besin ortaminda devam edilmistir. Elma doku
kiiltiirlerinde de MS besin ortammin daha siklikla kullanildigi goriilmektedir

(Teixeira da Silva ve dig., 2019).

Denemelerde kurulus kiiltiirlerinde proliferasyon oranit BAP dozunun artmasi ile
artmis, eksplantlardan daha fazla siirgiin olusmustur. BAP’in hiicre bdliinmesini
tesvik ederek siirgiin ¢ogalmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Silva ve dig., 2003,
Sutter,1996).

Kiiltir ortaminda BAP hormonu siirgiin proliferasyonunu artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ancak uygun dozun secilmesi siirgiin boylanmasini dogrudan
etkilemektedir. Esme ayvasinda ilk kiltir asamasinda MS ve WPM besin
ortamlarmm her ikisinde de BAP dozunun artmasmnin siirgiinlerde kisalmaya neden
oldugu, en boylu siirgiinlerin 2 mg/l BAP i¢eren ortamda olusan siirgiinler oldugu
kaydedilmistir. 4 mg/l BAP dozu siirgiin sayisini artiran doz olarak, siirgiin
boylanmasi bakimindan yiiksek gelmis, siirgiinler uzamamistir. Upadhyay ve Koche
(2015) Clerodendrum serratum L. bitkisinde BAP dozunun artmasinin siirgiin
boyunda kisalmaya neden oldugunu, Sadeghi ve dig., (2015) Tetra anacinda artan
BAP dozlarinda siirgiin veriminin azaldigint ve kisa siirgiinlerin olugtugunu
bildirmektedir. Elmanin mikro ¢ogaltiminda da artan BAP dozunun siirgiin ¢ogalma
oranini, siirgiin sayis1 ve siirgiinlerde boylanmay1 azalttigi bildirilmistir (Boudabous

ve dig., 2010). Calisma sonuglarimiz bu ¢aligmadaki sonuglarca desteklenmektedir.
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Alt kiiltirlerde BAP hormonunun doz arahgi artirilmig ve 0, 0.5, 1, 2, 4 ve 6 mg/I
dozlar1 denenmistir. Alt kiiltiirlerde de BAP dozlarinin etkileri arasinda belirgin bir
fark gbzlenmemistir. Siirgiin ¢ogalmasi biitiin dozlarda birbirine yakin degerlerde
olmus, siirgiin verimi 1 mg/l BAP dozunda artmus, siirgiin boylar1 kontrol dahil tiim

ortamlarda 2 cm’den uzun olmustur.

BAP dozlarimn proliferasyona etkileri ¢ogaltma asamasinda da 6nemli bulunmus.
diisiik ve yiiksek BAP dozlarinda proliferasyon azalmigstir. Diisiik dozlarda IBA mnin
sitokinin ile etkilesiminin, 6 mg/l dozunda ise sitokininin engelleyici etkisinin

proliferasyonu ve siirgiin sayisini azalttig1 diistiniilmektedir.

Kiiltiirlerde uygun siirgiin proliferasyonunu tesvik edebilecek uygun sitokinin
dozunun kullanilmasi ¢ok nemlidir. BAP a karsi olusacak tepkiler bitki dokusunun
BAP’1 alabilmesi ile alakalidir. BAP’in yiiksek dozlari siirgiin sayisinda azalmaya
neden olabilmektedir. Bizim ¢alisgmamizda da yiiksek BAP dozlarinda siirgiin
proliferasyonu azalmig, ayni etki IBA etkilesiminin olumsuz sonuglar verdigi

BAP+IBA kombinasyonlarinda da olugsmustur.

Alt kiiltir asamasinda istenen diizeyde siirgiin g¢ogalmasi elde edilemediginden
¢ogaltma asamasinda BAP+IBA kombinasyonlari denenmisgtir. BAP+IBA
kombinasyonlarinin mikro siirgiinlerinin gelisimi iizerine etkileri her iki hormonun
dozlarma bagli olarak degismistir. Genel olarak 4 mg/l BAP dozunun siirgiin
¢ogalmasinda diger BAP dozlarina gére dnemli bir fark yarattigi goriilmektedir.
Yiiksek BAP dozu kurulus asamasinda oldugu gibi siirgiin proliferasyonunda ve
siirgiin veriminde diisiik degerler vermistir. 0, 4 ve 6 mg/l BAP dozlarinin 0,1 mg/l
IBA ile kombinasyonlarinda dikilen siirgiinlerde proliferasyon olmamis veya ¢ok
diisiik oranlarda kalmistir. 4 mg/l BAP+0,0 mg/l IBA ve 4 mg/l BAP+0,5 mg/l IBA
kombinasyonlarinda siirgiinlerin tamaminda proliferasyon olusmustur. Cos ve dig.
(2004) en etkili siirgiin proliferasyonunu 0,8 mg/l BAP+0,1 mg/l IBA
kombinasyonunda saglamiglardir. Buradaki ¢aligmada ise her iki hormonun da daha
yiiksek dozlari etkili olmus, 0,1 mg/l IBA en diisiik sonuglar1 vermistir. Elma
kiiltirlerinde 1,0 mg/l BAP+0,1 mg/l IBA kombinasyonunun 1 mg/l BAP+0,5 mg/l
IBA ile kombinasyonuna gore siirgiin gelisiminde daha basarih oldugu ifade

edilmektedir (Boudabous ve ark., 2010). Yine benzer olarak, oksin dozunun
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kiiltiirlerin ~ ¢ogalma  bagarisint  dogrudan etkiledigini  gosteren  caligmalar
bulunmaktadir (Matt ve Jehle, 2005, Biiyiikdemirci, 2008, Sadeghi ve dig.. 2015,
Aygiin ve Dumanoglu, 2015). Genellikle siirgiin ¢ogaltma asamasinda kiiltiir
ortaminda sitokininlere tek olarak yer verilmektedir. BAP in kuvvetli bir sitokinin
oldugu, siirgiin sayisini artirirken, siirgiin boyunu kisalttigi onceki galigmalarda da
rapor edilmistir (Baig ve dig., 2011). Sitokinin+oksin kombinasyonlarinin basarili
oldugu ¢alismalar da vardir (Ferdaus ve dig. (2015). Onemli olan uygun dozun
belirlenmesidir. Akin ve dig., (2018) BAP+NAA kombinasyonlarinin Lythrum
salicara L. bitkisinde BAP+NAA kombinasyonlarinda siirglin veriminin dozlara
bagh olarak degistigini, ancak BAP dozunun artmasiyla etkilesimin diizenli
olmadigini ve BAP hormonunun tek bagina daha etkili oldugunu bulmustur. Bizim
calismamizda da BAP+ IBA kombinasyonlar1 birbirlerini farkli etkilemis, doz
artigina paralel bir siirgiin artisi ya da azalmasi olmamustir. Ancak, BAP+IBA
kombinasyonunun etkili sonug verdigi agiktir. Gelecek ¢alismalarda kombinasyon

arah@inin artirilarak farkl dozlarin denenmesi basariy: artirabilecektir.

Ikinci gogaltma asamasinda siirgiinler 4 mg/l BAP + 0,5 mg/l IBA kombinasyonunda
cogaltilmistir. 3 defa ayni ortamda kiiltire alinan siirgiinlerin  tamaminda
proliferasyon olmus, siirgiin verimi ortalama 6 adet, siirgiin boyu ise 1,83 cm
olmustur. Kiiltiir yasinin artmasi esme ayvasinda siirgiin gelisiminde ve kalitesinde
olumsuzluklara neden olmus, siirgiin verimi diismiistiir. Siirglinlerde sararma ve
boylanmada azalma olmustur. Benzer bir durum Aygiin ve Dumanoglu (2015)’nun
calismalarinda da dikkati gekmektedir. Alt kiiltiirlerde proliferasyon orani azalmugtir.

Koklenmeye bu ortamdan elde edilen mikro siirgiinler alinmustir.

Yitksek BAP dozlarinda siirgiinlerde renk agilmasi ve sarimsi yesil renk olusumu
goriilmiistiir. Bitkisel materyalde alindigi zamandaki sitokinin seviyesi ¢ok degisken
olabilmektedir (Panjaitan ve dig., 2007). Bitkisel materyalin alindig1 donemdeki i¢sel
sitokinin seviyesinin yiiksek olmasi durumunda, disaridan uygulanan sitokinine bir
tepki olusabilmektedir. Siirgiin uglar1 gelisimin ¢ok basinda alindigindan, sitokinince

zengin olabilecekleri diistiniilmiistiir.

Ortamda BAP dozunun artmasi kiiltiirlerde MS ve WPM besin ortamlarinin her

ikisinde de kallus olusumunu artirmigtir. MS besin ortaminda WPM besin ortaminda
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rozetlesmis siirgiin gelisiminin artan BAP dozuna bagh olarak artig gosterdigi

gorilmistiir.

Koklenmede iki farkli oksin. NAA ve IBA’nin dozlari denenmistir. Esme ayvasinin
mikro siirgiinlerinde kdklenme orani beklenenin altinda gergeklesmis, en yiiksek
kéklenme orani (%57,14) 6 mg/l IBA ortamina dikilen ve 10 giin siire ile karanlkta
birakilan siirgiinlerde olmustur. IBA oksinler arasinda en giigli, bitki i¢in toksik
etkisi olmayan, koklenmede etkili hormon olarak bilinmektedir (Hartmann ve dig.,
2007). Bitkide protein sentezini etkilemekte, hizli hiicre bolinmesi sonucunda kok
sayisinin artigma neden olmaktadir (Husen ve Pal, 2007). Oksinler digiik
konsantrasyonlarda kok gelisimini tesvik ederken. yiiksek konsantrasyonlarda ise
engellemektedir (Caspar ve dig., 2002). IBA’nin yiiksek dozlarda kullaniimasi
metabolik yapiyi bozarak, kiklenmeyi engellemekte, kik sayisi azalmaktadir (Baker
ve Wetzstein, 1994). Bu calismada bdyle bir durumla karsilagilmanmis, doz artis
kioklenmeyi engellememistir. Her iki oksinin de dozlarmin artmasi kdklenmeyi

artirmigtir.

NAA koklenme asamasinda en ¢ok kullanilan diger bir hormondur. Bu ¢alismada,
etkileri arasindaki fark énemli olmamakla birlikte, IBA’dan daha az etkili oldugu
goriilmektedir. /n vitro koklenmede IBA, NAA’dan daha etkili bir hormon olarak
kabul edilmektedir (Bodabous ve dig.. 2010). Malus ve Pyrus’larda koklenme
asamasinda IBA 6nem tagimakta, ortamda konsantrasyonunun artmasi kdk sayist ve
uzunlugunu artirmaktadir (Shibli ve dig., 1997). L.salicari’ tiiriiniin in vitro
siirglinlerinde ise NAA ve IBA hormonlarinda kdklenme orani birbirine yakin
degerler vermistir (Akin ve dig.,2018). Bazi calismalarda IBA+NAA+PBZ gibi farkh
hormonlarin bir arada kullanilmasinin kdklenmeyi artirdigi bildirilmistir (Abbasi ve
dig., 2013). Bu nedenle sonraki ¢alismalarda oksin kombinasyonlarinin birlikte
degerlendirilmesi denenebilir. Bir diger ¢alisgmada IBA igeren tam kuvvetinde MS,
NAA’vya gére koklenme orani daha yiiksek olmus, ancak zayif, fazla uzamayan
kokler olusmustur. Oysaki yar1 kuvvetinde MS’te IBA varhginda kuvvetli kokler
gelismig, koék uzunlugu da artmistir (Bodabous ve dig., 2010). Buradan besin

ortaminin hormon tipi ve hormon dozu ile etkilesiminin 6nemi anlagilmaktadir.
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Bitkide kok gelisimi i¢ ve dis faktorlerce etkilenmektedir. Uygun hormonun, uygun
dozda kullanilmasi ile basari saglanabilmektedir. Koklenmeye alinan siirgiinlerin 4
mg/l gibi yiiksek dozlarda BAP kullanilan ortamda ¢ogaltilmis olmasmin koklenme
asamasinda siirgiinlerde BAPin etkisini siirdiirmesine yol ag¢mis olabilecegi,
dolayisiyla koklenmede beklenen sonuglarmin almamamasmin nedeni olabilecegi
diistiniilmektedir. Bundan sonra yiiriitiilecek olan galismalarda, siirgiinlerin bir siire
hormonsuz ortama alindiktan sonra, koklenme ortamina dikilmesinin oksinden daha

iyi yararlanmayi saglayabilecegi ongoriilmektedir.

IBA icermeyen ortamlarda kéklenmenin daha hizli bagladigi, yiiksek dozlarinda
koklenme oraninin azaldigi, kdk sayismin ve kék uzunlugunun diistiigii belirlenmistir
(Babaei ve dig., 2014). Bazi bitki tiirlerinde birkag saat siire ile oksin uygulanmasi
kok gelisimini uyarmakta, ancak siirekli olarak oksinli ortamda tutulmalari uyarilmig
olan kék primordiyumunun gelismesini engellemektedir. Oksin uyarisi alindiktan
sonra siirgiinlerin daha diisiik dozda oksin igeren ortama ya da oksinsiz ortama

alinmalar1 koklenmedeki engeli kaldirabilmektedir (Collett,1988, George, 1996).

Esme siirgiinlerinde karanlikta bekletme kéklenme oranini artirmis, kok sayisi ise
azalmistir. Karanhk uygulamalarinin kéklenmeye olumlu etkilerinden bahseden
calismalar (Zimmerman ve Fordhan, 1985, Rugini ve dig., 1993) oldugu kadar, 5nem
arz etmedigini belirten g¢alismalar da (Caboni ve dig., 1992) bulunmaktadir.
Siirgiinlerin karanlikta kalma siiresi nemlidir, 10-14 giin gibi uzun siireler karanlikta
birakilan siirgiinlerde etiyollesme, erken yaslanma, yapraklarin sararmasi gibi
sorunlarla karsilasilmistir (Rugini ve dig. 1988). Bizim c¢alismamizda da 10 giin
karanlikta bekletilen siirgiinlerde yapraklarin sararmasi ve siirgiin gelismesinin
gerilemesi karanlik siiresinin fazla gelmis olabilecegini diigiindlirmistiir. Ustelik
karanhkta bekletme koklenmeye belirgin bir etki yapmamustir. Benzer sekilde
Ainsley ve dig., (2001) badem kiiltiirlerinde karanlikta birakmanmn kéklenmede etkili

olmadigin ortaya koymuslardir.

Koklenmeyi uyarmak icin sadece kok bolgesini karanlikta birakan aktif komiir
uygulamalari da mevcuttur. Besin ortamma aktif komiir eklenmesi, bitki dokusu
icindeki sitokinini absorbe ederek, oksinlerin daha aktif rol oynamasina yardimci

olmaktadir (Auge, 1989). Bitki dokusunda oksin birikmesi adventif kok olusumunu
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uyarmaktadir (Laskowski ve dig.. 1995). Yari kuvvetinde MS ortaminda aktif
komiirt2 mg/l IBA muzda kéklenmeyi artirmistir (Babu, 2019). Sitokininlerin
oksinlerle antagonist etkili g¢alistiklar1 bilinmektedir (George ve dig., 2008).
Nakhooda ve dig. (2011) uygun oksinin ve konsantrasyonunun se¢ilmesinin
koklenmedeki asamalari, sonrasinda dig kosullara alistrma asamasinda kok
gelisimini  etkiledigini ortaya koymuslardir. Aktif komiir uygulamalari da
koklenmeyi uyarmak igin esme siirgiinlerinde sonraki ¢aligmalarda ele

alinabilecektir.

Koklenme asamasinda siirekli aydinhkta tutulan ve ilk 10 giin karanlikta tutulan
siirgiinlerin bazal kisminda, kokleri saran yapida, yumusak, kolayca dagilabilen
kallus dokusu olusmustur. Literatiirlerde 151k varliginda koklendirilen siirgiinlerde
kallus olusumunun artigi, nedeninin riboflavin varhginda IBA’nin 1sik etkisi ile
parcalanmasi oldugu belirtilmektedir (Krieken ve dig., 1992). Ancak bizim
calismamizda 151kl veya karanlik ortamda koklendirilen bitkiler arasinda Kallus
olusumu bakimindan bir fark ortaya ¢gikmamistir. Genel olarak degerlendirildiginde
kiiltiirlerde kok uzamasmin yeterli olmadig1, kallus olusumu ile birlikte kirilgan kok
olustugu, dis kosullara aktarim asamasinda kdklerin koptugu goriilmiistiir. Bu da

adaptasyonda basar1 sansini diistirmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yiiksek lisans ¢alismasinda Esme ayvasi siirgiinlerinin in vitro ¢ogaltma olanaklar:
incelenmistir. Cahsmanin tasarlanmasi agamasinda bitki doku kiiltiirii teknikleri ve
yapilan ¢alismalarla ilgili literatiir aragtirmalarinda ulasilabilen literatiir bilgilerinde
Esme ayvasi gesidinde yiiriitiilmiis doku kiiltiiri ¢ahgmasina rastlanmamigstir. Bu

nedenle tez sonuglar literatiire ve bu tiiriin ¢ogalmasmna katki saglamaktadir.

ik asamada sterilizasyon ¢ahigsmalarinda yiiksek oranda basar: siirgiinlerin %70 Etil
alkol ile 1 dakika + %20 NaOClI ile 12 dakika muamele edildigi yontemden elde
edilmistir. Bundan sonraki c¢alismalarda benzer materyaller igin 6nerilebilecek bir
sterilizasyon uygulamasi olarak ortaya konmustur. Enfeksiyon orant %13.33

olgiiliirken; yasama oran1 %100 olmustur.

Kiiltiirlerde kurulus asamasinda yer verilen temel besin ortamlar1 MS ve WPM
ortamlarindan MS besin ortanmi daha yiiksek proliferasyon ve siirgiin kalitesi
saglamistir. Bu bakimdan siirgiin gogaltma asamasinda ayva siirgiin uglari igin
uygundur. Ancak WPM besin ortamiin farkli kuvvetleri denenebilir. Calismalarda
siirgiin ¢ogalmasi bakimindan sorun olugmamis, ancak siirgiinlerde az de olsa
vitrifikasyon olusmasi siirgiin kalitesini etkilemistir. Gerek vitrifikasyonun
giderilebilmesi, gerekse siirgilinlerde gogaltma asamasinda boyun uzamasi i¢in farkh
hormon kombinasyonlarmin denenmesi bundan sonraki ¢alismalarda ele

almabilecektir.

Koklenme asamasinda MS besin ortaminda birbirinden bagimsiz olarak farkli NAA
dozlari ile farkli IBA dozlari kullanilmig, ayrica karanhik ve aydinlik kosullarda
tutulan mikro siirgtinlerin kdklenmesinde igik varhgmnin etkisi ortaya konmaya
cahisilmistir. Siirekli aydinlik kosullarda kalan siirgiinlerde karanlik kosullarda kalan

siirgiinlere gore kok sayisinin arttigi, IBA’nin daha etkili oldugu kaydedilmistir.

56



Genel olarak degerlendirildiginde kiiltiirlerde kok uzamasmnmn yeterli olmadig, kallus
olusumu ile birlikte kirilgan kik olustugu, dis kosullara aktarim asamasinda koklerin

koptugu gériilmistir. Bu da adaptasyonda basari sansini diiglirmistir.

Calisma sonuglari denenebilecek birgok uygulama oldugunu isaret etmektedir. Ticari
degeri yiiksek, kendine verimli bir ayva tiirii olan esme ayvasinin doku kiiltiirlerinin
gelistirilmesi, protokollerin olusturulabilmesi igin ¢alismalara devam edilmesi

gerekmektedir.
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