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OZET

MYROBALAN VE GARNEM ANACLARININ /N VITRO DOKU KULTURU
TEKNIKLERI ILE COGALTIMI UZERINDE ARASTIRMALAR

Erbas, Bugra
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Canan Can

Temmuz 2010, 56 sayfa

Bu calismada, bodur seftali anact Myrabolan 29C ile kayis1 ve erik anact Garnem
(GN15) ¢esitlerinin in vitro’da klonal iiretimi iizerinde arastirmalar yapilmistir. 2-3
yasindaki anaglarin siirgiin gozii, yaprak ve petiolleri Gamborg B5 vitaminlerini
iceren Murashige ve Skoog (1962)-MS (modifiye MS) ortaminda kiiltiire alinmustir.
Siirgiin tesviki calismalarinda, Myrobalan 29C siirgiin gozlerinde, en yiiksek siirgiin
sayis1 (3.00) ve en uzun siirglin gelisimi (18,67 mm) 4 mg 1™' KIN i¢eren modifiye
MS ortaminda meydana gelmistir. Garnem’de ise siirgiin gelisimi saptanmamis olup,
kallus meydana gelmistir. Anaglarin yaprak ve yaprak sap1 (petiol) eksplantlarinda
ise kallus olusumu diginda silirglin  gelisimi  saptanmamistir.  Kardeslenme
denemelerinde, Myrabolan 29C’nin kiiltiire alinan her siirgiin géziinde ortalama {i¢
kardes (siirgiin) olusumu saptanmis olup, en yiiksek siirgiin sayis1 (4.778), 2.0 mg 1™
BAP+2.0 mg I"' KIN+0.5 mg 1" NAA iceren modifiye MS ortaminda, en yiiksek
stirgiin uzunlugu (11.167 mm), 1.0 mg I BAP+1.0 mg 1" KIN+0.5 mg I™' IBA
iceren modifiye MS ortaminda meydana gelmistir. Kiiltiire alinan Garnem siirgiin
gbzlerinde ise kallus ile birlikte birka¢ yaprak olusumu gézlemlenmistir. Koklenme
calismalarinda kullanilan hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarinda, bitkilerde

kok olusumu saptanmamisgtir. Garnem’de kallus olusumu meydana gelmistir.

Anahtar Kelimeler: Myrobalan 29C, Garnem, in vitro



ABSTRACT

RESEARCH ON PROPAGATION OF MYROBALAN AND GARNEM
ROOTSTOCKS WITH IN VITRO TISSUE CULTURE TECHNIQUES

ERBAS, B.
M. Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Canan Can

July 2011, 56 pages

In this study research was conducted on in vitro clonal propagation of dwarf peach
rootstock Myrabolan 29C and almond-plum rootstock Garnem (GN15) varieties.
Shoot tip, leaf, and petiole explants from 2-3 years old rootstocks were cultured on
Murashige and Skoog media (1962)-MS containing Gamborg B5 vitamins. In shoot
inducing experiments, the highest shoot proliferation (3.0) and shoot lenght (18.67
mm) in Myrabolan 29C occurred in 4 mg 1" KIN containing modified MS media.
Although no shoot proliferation was induced in Garnem, callus development
occurred. Leaf and petiole explants of rootstocks failed to induce shoot formation,
instead calli were produced. In the case of sibling inducing experiments, average of
three offsprings for each shoot tip were generated in Myrabolan 29C, and the highest
shoot number (4.778) was obtained in 2.0 mgl”’' BAP+2.0 mgl™ KIN+0.5 mgl”" NAA
containing modified MS media. The highest shoot length (11.167 mm) formation
was induced in 1.0 mgl' BAP+1.0 mgl" KIN+0.5 mgl" IBA containing modified
MS media. Calli and leaf formation occurred when the shoot tips of Garnem were
cultured. Root inducement experiments on shoot tips of Myrabolan 29C and Garnem

explants resulted calli formation.

Key Words: Myrobalan 29C, Garnem, in vitro
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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BOLUM 1
GIRIS

Sert ¢ekirdekli meyve tiirleri (Prunus spp.) Rosaceae familyasinin Prunoideae alt

familyasinda bulunan 6nemli meyve tiirleridirler (Canli vd., 2008).

Prunus spp., kiraz, karayemis, kayisi, seftali, badem ve erik gibi sert ¢ekirdekli
meyve agaclarii igerir. Cigekleri genellikle pembe ile beyaz renkli, bes ta¢ yaprak
ve bes canak yapraklidir. Tekli veya iki, alt1 ya da daha fazla salkimdan olusan
semsiye ¢icek yapisina sahiptir. Meyve biitiin tiirlerde oldukea biiytik bir ¢ekirdekten
olusan drupadir. Yapraklar basit, genellikle mizraksi, lopsuz ve yaprak kenari

tamamen diglidir (www.wikipedia.org).

Ulkemizdeki toplam meyve {iretiminin %25’ini sert c¢ekirdekli meyveler
olusturmaktadir ve 2007 yili itibariyle meyve tiretimi 1.963.145 tondur. Bu tiirler
tiretim miktarlar1 bakimindan diinyadaki diger iiretici iilkelerle karsilastirildiginda
Tiirkiye; diinya kiraz ve kayisi iiretimi bakimindan 1. sirada, seftali ve nektarin
tretimi bakimindan 7. sirada, erik iiretimi bakimindan 8. sirada, visne iiretimi

bakimindan ise 3. sirada yer almaktadir (Arici, 2008).

Meyve iiretiminde en az 2000 yildir kullanilan anaglar genellikle zor koklenen
bitkilerin ¢ogaltiminda kullanilmaktadir (Demirsoy ve Macit, 2007). Insanlar tarimla
ugrasmaya basladiklarinda daha iri ve iyi kalitede meyve veren agaglardan meyve
toplamaya dikkat etmislerdir. Ilk meyveciler bu amagla iri meyve veren agaclarin
tohumlarint ekmisler fakat bu sekilde orijinal agacin 6zelliklerinin aktarilmadigini
gormiisler ve daha sonra istenilen karakterlerin bu agaclardan yabani ¢ogiirlere cesitli

sekillerde as1 yaparak muhafaza edilebilecegini anlamislardir (Ozkarakas, 2008).

Ismine dogru fidan elde edebilmek icin agaclarm tohumla (generatif yol)
tiretilmemesi gerekir. Bitki organlarindan herhangi birini kullanarak (vegetatif yol)
cogaltma yapilmahdir. Cilinkii eseysiz liremede kok, siirglin, yaprak gibi vegetatif

kisimlar yeni bir kok, slirgiin sistemi veya bunlarin her ikisini birlikte olusturarak



(organogenes) yeni bitki olusturulur. Boylece eseyli liremede ana bitkinin genetik
yapisinda degisme olurken, eseysiz liremede herhangi bir degisiklik olmamaktadir.
Bu sekilde ana bitkinin biitiin 6zellikleri yavru dole aktarilmis olur (Ozkarakas,

2008).

Bitkilerin ¢ogaltiminda anacglar kullanildiginda; anaglarin {izerine asilanan g¢esidin
gelisimi, hastaliklara ve zararlilara dayanimi, verimi, meyve kalitesi, erkenciligi-
gecciligi, kuraga, dona tuzluluga, taban suyuna dayanimi ve bitki besin
elementlerinin topraktan alimi etkilenmektedir. Erken meyveye yatma ve birim
alandan maksimum {iiriinii elde edebilmek icin klonal ana¢ kullanmak gerekir. Sert
¢ekirdekli meyvelerin tiretiminde kus kirazi, mahlep ¢ogiirleri, seftali yozlari, badem,
kiraz, erik ¢Ogiirleri, nemaguard uzun yillar anag olarak kullanilmig fakat son yillarda
klon anaclara olan talep artmistir. Cogilir anaglar kalitim farkliliklar1 olusturmalari,
kuvvetli biiylimeleri ve ge¢ meyveye yatmalart sebebiyle zamanla terk edilmektedir.
Klonal ana¢ kullanimindaysa, genotipin devamliligi saglanabilmekte ve genglik
kisirlik donemi daha kisa siirdiigii i¢in daha erken meyveye yatmaktadir (Arici,

2008).

Anactan beklenen o6zelliklerin siirekli artmasinin yaninda birim alandan yiiksek
verim almak, agaci erken meyveye yatirmak ana hedeftir (Demirsoy ve Macit, 2007).
Birim alandan en fazla verimi almak i¢in, agag¢lart kiigiilterek birim alana en fazla
agac dikilmesi saglamir (Ozkarakas, 2008). Bu amagla; hedeflerin bazilarina bodur
anaclarin kullanimiyla ulasilabilinmistir (Demirsoy ve Macit, 2007). Bodur anaclar
birim alana ekilecek aga¢ sayisini artirmakla kalmayip, erken {iriin almay1 ve meyve
kalitesinin artmasim saglar. Ilaglama ve hasat gibi biitin uygulamalari
kolaylastirirlar.  Kisaca meyve yetistiriciligini biraz daha modernlestirirler

(Ozkarakas, 2008).

Zor g¢evre sartlarinda, 6zel adaptasyon yetenegine sahip ve ekonomik olarak genis
alanda {retilebilen anaglar gelistirmek aragtiricilarin ve fidancilarin amacidir

(Demirsoy ve Macit, 2007).

Meyve lretiminde gelismis lilkelerde de klon ana¢ kullanimi yaygindir. Kiigiik tag
olusturan, erken meyveye yatan, as1 uyusmazligir géstermeyen, hastalik ve zararlilara
dayanikli bitkiler elde edebilmek i¢in birgok iilkede ¢alismalar yapilmaktadir. Bu

anaclarin doku kiiltiirii yoluyla c¢ogaltilmasiyla viriisten ari ve zamana bagh

2



olmaksizin kisa siirede fazla miktarda anaclar elde edilebilir. Birgok meyve tiiriiniin

hizli ve genis ¢apl tiretiminde in vitro teknikler kullanilmaktadir (Hepaksoy, 2004).

Anagta aranan 6zellikler;

e Cesidin (kalemin) biiytlikliigiinii kontrol etmeli,

e (esit erken yaslarda meyve vermeli ve verimliligi artmals,

e Toprak ve iklim sartlarina adaptasyon yetenegi yiiksek olmali,
e Diisiik sicakliklara toleransli olmali,

e Anag- kalem uyusmasi (ast uyusmasi) iyi olmali,

e Hastalik ve zararlilara direngli olmali,

e Topraga iyi tutunabilmeli (kok sistemi gelismis olmali),

e Uzun Omiirlii olmal,

e Kolay ¢ogaltilabilmeli seklinde belirlenmektedir (Kankaya 1998).

Bunlar1 tohum anaglariyla gergeklestirmek miimkiin degildir. Bu amaglar
gerceklestirebilmek igin birgok iilkede calismalar devam etmektedir. Ulkemizde
kamu ve 6zel sektorlerin iirettigi toplam meyve fidani iiretimi 32.634.924 olup, fidan
tretiminin  biiyiik bir ¢ogunlugu tohumla {retilen ¢Ogiir anaclar {izerinde
yapilmaktadir ve klonal anag¢ kullanilarak meyve fidani tiretimi olduk¢a azdir (= 1%)

(Kankaya, 1998).

Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra, tarim geliri kullanilarak, toprak ve iklim
kosullarinin elverisli oldugu hemen hemen tiim iilkelerde, yapilan yatirimlarla
tarimsal verimlilikte beklentilerin Otesinde artiglar kaydedilmistir
(www.dpt.gov.tr/planlama). Bitkilerin, insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde
kullanilmas1 amaciyla gelistirilmesinde iki Onemli c¢alisma goéze ¢arpmaktadir.
Bunlardan ilki ‘Yesil Devrim* olarak adlandirilan, klasik bitki 1slahi, ticari giibreler
ve diger agronomik tekniklerin gelisiminin etkili oldugu dénemdir. Ikinci dénem ise
‘Gen Devrimi‘ olarak adlandirilan donemdir. DNA yapisinin anlagilmasi, bakteri
genetigi, bitki doku kiiltiiriiniin gelisimi ve bu tekniklerin bir¢ok bitkiye
uygulanabilir olmasi gen devrimi déneminin baslamasini hizlandirmistir (Babaoglu

vd., 2001).



Agirliklt olarak 1970-1980 yillar1 arasini kapsayan ve ‘Yesil Devrim’ olarak da
adlandirilan biliylime doéneminde diinya niifusunun ortalama yillik artist 1.6 iken,
tarimsal biiylime %2 seviyelerindedir. Bu oran bilim ve teknik alanindaki
ilerlemelerle desteklenen, tarimsal verimlilikteki artis ile gergeklestirilmistir.
Ekilebilir topraklarin smir seviyesine ulasildigi donemlerde, kontrollii sulama
yontemleriyle yeni hibrit tohumlar ve suni giibrelerin kullanilmasi, {iriin verimini
onemli derecede artirmistir. Bu da gelismekte olan {ilkelerin tariminda kokli
degisimler yaratmigtir (www.dpt.gov.tr/planlama). Biyoteknoloji ise 1970’li yillarin
sonunda genetik miihendislik, hiicre kiiltiirii ve hiicre flizyonu alanlarinda saglanan
gelismelerin sonucunda yeni bir endiistri olarak ortaya ¢ikmis, tarimsal alanda “‘yesil
devrim” olarak adlandirilan degisimi gergeklestirmede en biiyiik etken olmustur

(Sahin, 2003).

Biyoteknoloji; hiicre ve doku biyolojisi kiiltiirli, mikrobiyoloji, molekiilerbiyoloji,
molekiiler genetik, fizyoloji ve biyokimya gibi doga bilimleri yaninda miihendislik
ve bilgisayar miihendisliginden yararlanarak, rekombinant DNA teknolojisiyle
hayvan, bitki ve mikroorganizmalar1 gelistirmek, dogal olarak var olmayan veya
thtiyacimiz kadar iiretilemeyen yeni ve az bulunan iiriinleri elde etmek icin kullanilan
teknolojilerin  tiimiidiir. Bitki biyoteknolojisi, ‘Doku Kiiltiiri® ve ‘Genetik
Miihendisligi’ olmak iizere 2 ana kola ayrilir. (Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay besi ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan
yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin (metabolitler gibi) tliretilmesidir. Yeni gesit
gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak doku kiiltiiriiniin
temel amagclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri 1slah (genetiksel
iyilestirme) calismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan
tiirlerin korunmasinda ve cogaltilmasi zor olan tiirlerin iretiminde, ¢esitli doku
kiiltiiri yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu vd., 2001). Bitki doku
kiiltiirii islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem, bitki

rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu li¢ kisimda incelenebilir;

1) Organize olmus meristematik hiicreleri igeren somatik dokulardan

rejenerasyon (klonal ¢ogaltim)



2) Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon

(organogenesis/somatik embriyogenesis)

3) Mayoz boliinme geg¢irmis gametik hiicrelerden rejenerasyon (Babaoglu vd.,

2001).

In vitro kiiltliriin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemli
avantajlart bulunmaktadir. Bunlar; hastalik ve zararlilardan ari bitkisel materyal
eldesi, kitlesel iiretimde; tretilen bitkilerde homojenite, klasik yontemlerden daha
kisa kiiltiir siiresi, zor iiretilen tiirlerin iiretimi, secilen genotiplerin hizli iiretimi,
tiretimde az anag¢ kullanilmasi, mutasyonlardan dolay:1 yeni ¢esitlerin elde edilme

olasiligidir (Yal¢in Mendi vd., 2008).

Sert ¢ekirdekli meyveler i¢in kullanilan klon anaclar bitki doku kiiltiirii teknikleri ile
veya celikle cogaltilmaktadir (Demirsoy ve Macit, 2007). Ilk meyvecilikten su ana
kadarki ¢aligmalarda koklenmesi kolay olan birkag tiir disinda celikle iiretmede
basarili olunamamustir. 1930’Iu yillarda bitki biliyiime diizenleyicilerinin (hormon)
bulunusuyla ancak hiz kazanmis ve hormon kullanimiyla bitkilerin kdklendirilmesi
miimkiin olmustur. Bununla birlikte baz1 bitkiler bitki biiylime diizenleyicileriyle bile
koklendirilememektedir (Kankaya ve Ozyigit, 1998). Bitki doku kiiltiiriinde in vitro
cogaltma saglandiktan sonra, koklendirmek ve koklii bitkilerin aklimatizasyonunu
saglamak onemli bir asamadir. Ozellikle zor kdklenen bitkilerin ¢ogaltim iglemi
basarilsa da, koklenme saglanamamaktadir (Hepaksoy, 2004). Son yillarda bitki
doku kiiltiirti teknigi kullanilarak sert ¢ekirdekli meyve anaglarinda mikrogogaltim

yapilmaktadir (Demirsoy ve Macit, 2007).

Heniiz olgunlagsmamis veya olgunlagmasini tamamlamis somatik hiicrelerden,
organize olmus meristemlerden direk (organogenesis veya somatik embriyogenesis)
veya indirekt (kallus veya protoplast vb.) yollarla bitkilerin c¢ogaltilmasi ve

koklendirilmesi islemlerine mikrogogaltim denir (Babaoglu vd., 2001).

Mikrogogaltim, meyve anaglarinin klonal ¢ogaltimi i¢in bir¢cok avantaja sahiptir ve
rejenerasyonu izleyen transformasyon i¢in Onemlidir. Siirglin uclart diger

eksplantlarla kiyaslandiginda daha kolay ¢ogalirlar (Channuntapipat vd., 2003).



Mikrogogaltimin basarisinda kiiltlir ortaminin kimyasal kompozisyonunu énemli bir
rol oynar. Sub-Optimal kiiltiir ortamlar1 fizyolojik hastaliklara veya dliimlere yol
acabilir. Kiiltiir ortamlarmin kimyasal kompozisyonlari, morfojenik yanitlarin biitiin
tiplerini (aksillar tomurcuklarin {iretimi, bitki rejenerasyonu, embriyogenesis)
etkilemektedir. Doku kiiltiirli ortamlarindaki besin elementlerinin etkilesimleri ve
bitki biiyiime diizenleyicileri (PGRs) daima 6nemlidir. Murashige ve Skoog, kiiltiir
ortamlarin1  hazirlayabilmek icin 5 yillarim1 harcamislardir. Hildebrandt vd.,
16.000°den fazla tiitlin kiiltlirii kullanmis ve ay¢icegi doku uygulamasi yapmiglaridir.
De Fossard vd., kiltir ortamlarint gelistirebilmek igin bilesenlerinin 81
kombinasyonunu kullanmiglaridir. Kiiltiir ortamlarinin mineral kompozisyonlarini
belirleyen Morard ve Henry ile De Monteiro vd., in vitro’ da saglikli biiyiiyen
bitkilerin yapraklarinda ve fidelerin siirgiin olusturan ve kdklenen dokularinda

bulunan mineral oranlarini kullanmislardir (Nas, 2004).

Myrobalan anaglar1 (P. ceresifera), hizli bliyliyen erik grubundandir. Yapraklar1 ve
meyvesi yesildir. Derin ve iyi yayilan kok sistemine sahiptir. Agir ve nemli
topraklarda iyi adapte olurlar. Kuvvetli, ¢ok verimli ve uzun Omiirlii agaclar
meydana getirirler. Kiiltiir ¢esitleriyle iyi uyusma gosterirler. Celikleri % 85 oraninda

koklenmektedir.

Kokeni Kafkasya ve yakinindaki Asya ve Avrupa iilkeleridir. Ozellikle Avrupa
grubu (Prunus domestica) erik ¢esitler icin istenen ana¢ olmakla birlikte Japon grubu
(P. salicina) erikler i¢cinde uygundur. Yurdumuzda ve Diinya'da genis Olciide
kullanilan, erik anacidir. Ancak President ve Kelsey gibi bazi ¢esitlerin bu anag ile
tam uyum gosteremedigi belirtilmektedir. P. ceresifera anacglart ABD ve Avrupa'da
Myrobalan erikleri, yurdumuzda ise can erigi olarak tanimlanmaktadir. Degisik
toprak ve iklim sartlarina uyabilmektedir. Kok ur nematoduna (Meloidogyne
areneria, M. incognita, M. javanica, M. hispanica) hassas fakat kok bogazi

¢liriikliigiine dayanikhidir. Hafif, kumlu topraklarda ¢ok iyi gelisir (Ozkarakas, 2008).

Ulkemizde can erikleri olarak taninan bu eriklerin en énemli klonlari; Myrobalan B,
Myrobalan GF 31 ve Myrobalan 29C’ dir. Myrobalan anaglar1 orta biiyiikliikte
agaclar yapar. Kok gelisimi ilk yillarda yiizeyseldir. Fakat giiclii bir kok sistemine
sahiptir ve kokler zamanla derinlere inmektedir. Myrobalan 29C, ¢ok iyi as1 uyumu

gosterir, erken meyveye yatirir ve oldukea verimlidir (Ozkarakas, 2008).
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Garnem (P. dulcis x P. persica), Kuzey Amerika seftalisi ‘Nemared’ ve Ispanya
bademi ‘Garfi’ nin Ispanya’ da gaprazlanmasiyla elde edilen hibrit anagtir. Bu anag
aslinda badem icin secilmis, seftali ve nektarin varyeteleri ile de miilkemmel as1
uyumu gostermistir. Garnem (GN 15) anaglari, GF677 anaciyla benzer veya daha
giiclii/daha 1yi gelisme gosterirler. Biiylime sezonunun ilk siralarinda, tiiysiiz veya az
tiylii yetisirler. Yapraklari, karakteristik olarak badem ve seftali arasinda, biiyiik ve
kirmizidir. As1 gozleri ilkbahar, yaz ve kis donemlerinde iyi performans gosterirler.
Badem, nektarin ve seftalinin bilinen tiim varyetelerinde yiiksek derecede siirgiin
g6zl olusumunu saglar. Kurakliga ve verimsiz topraga karsi toleranttir. Demir
klorozisine kars1 toleranst GF677 anacindan daha diisiiktiir. Asirt sulanmis
topraklarda asphyxia’ya (asfiksi=oksijensiz kalmak) karsi diisiik toleranslidir. Bu
anaca asilanan bitkiler, GF677 anacina yapilan asilarindan daha iyi as1 uyumu
gosterirler. Asirt siirgiin gelisimini Onlemek icin ve meyve biyikligi ile
kalitesindeki negatif etkiyi azaltmak i¢in yaz budamasina ihtiya¢ duyarlar. Prunus
tiirlerinde etkili olan kdk-ur nematodlarina (M. arenaria, M. hispanica, M. incognita
ve M.Javanica) karst direnglidir. Kok- lezyon nematodu Pratylencus vulnus’ a karsi
duyarlidir. Nematod bulunan topraklarda Garnem anaci, GF677 anaci yerine
kullanilabilir. Fakat asir1 sulanmis topraklara ve kiregli topraklara direnci GF677

anacindan daha disiiktiir (www.fitotechniki.com).

Sert ¢ekirdekli meyveler i¢in kullanilan klon anaglar1 genellikle ¢elikle ve bazilar1 da
doku Kkiiltiirleri yolu ile c¢ogaltilmaktadir. Son yillarda doku kiiltiirii teknikleri
kullanilarak sert c¢ekirdekli meyve anaglarinda mikrogogaltim yapilmaktadir.
Laboratuar kosullarinda sert ¢ekirdekli meyve anaglarimin siirglin uglar1 ve yan
siirglinler BAP (6-Benzylaminopurine) igeren yapay besi ortamlarinda kiiltiire
alinarak ¢ogaltilmaya calisilmaktadir. Bununla birlikte baz1 anaglar in vitro’ da seri
olarak ¢ogaltilamamaktadir (Arici, 2008). Diinyada klonal bodur ana¢ kullanilarak
fidan {iretimi her yil artmaktadir ve iilkemizde bodur ana¢ kullanimi gittikce
yayginlagsmaktadir. Ozellikle tas ¢ekirdekli meyve agaglarinda anag olarak kullanilan
cesitler yurt disindan ithal edilmektedir. Ithal yasaginin uygulanmaya baslamasi ile

birlikte, ¢esitlerin ¢ogaltilmasinda sorunlar ile karsilagilmaktadir.

Bu calismada bodur erik ve kayisi anact Myrobalan 29C ile seftali anaci Garnem

(GN 15) cgesitlerinin yapraklari, yaprak petiolleri ve siirgiin gozleri kullanilarak in



vitro’ da klonal tiretimleri {izerinde aragtirmalar yapilmistir. Bu amacla, Oksin [TAA
(Indole 3- acetic acide), IBA (Indole 3-butyric acide), NAA (1-Naphthalene acetic
acide)] ve Sitokinin [BAP (6-Benzylaminopurine), KIN (6-Furfurylaminopurine)]

hormonlarinin ~ farkli  kombinasyon ve  konsantrasyonlari  kullanilmistir.



BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Meyvelerin ¢ogaltiminda, anaclar en az 2000 yildir kullanilmaktadir. Ciinkii anag
kullanimi1 basit bir ¢ogaltma metodudur. Bunun yani sira kalemin biiylimesi, iiriin
kalitesi ve degisik ekolojik sartlara uyum {iizerine de etki etmektedir (Demirsoy ve

Macit, 2007).

2007 istatistiklerine gore diinyada en c¢ok yetistirilen sert ¢ekirdekli meyve tiirii
seftali-nektarindir. Bunu erik, kayisi, kiraz ve visne izlemektedir. Ulkemizde bu
siralama seftali-nektarin, kayisi, kiraz, erik ve visne seklindedir. Diinya capinda
Tirkiye kayist ve kiraz liretimi bakimindan 1. siradadir. Vigne iiretimi bakimindan
ikinci sirada olan iilkemiz diinyada en c¢ok yetistirilen seftali-nektarin iiretimi
bakimindan 6. sirada, erik {liretimi bakimindan 7. siradadir. Diinya sert ¢ekirdekli
meyve tiirleri iretimindeki artis oranlari dikkate alindiginda, seftali-nektarin en
onemli artig1 gostermistir (%225,0). Bunu kayisi ve erik (%151,3) ile kiraz (%136,2)
ve visne (%126,4) tiirleri izlemistir. Tiirkiye’deki sert ¢ekirdekli meyvelerin artis
oranlari, kiraz (%301,5), seftali-nektarin (%279,1), kayis1 (%261,5) ve visne
(%204,3) seklinde siralanmistir. Tim tlirlerde Tiirkiye’nin verim artig orani,

diinyadaki artis oranlarindan yiiksektir (Wwww.zmo.org.tr).

Ik meyveciler iri ve yiiksek kalitedeki agaclardan meyveleri toplamuslar ve iiretimi
bu agaglarin tohumlarindan gercgeklestirmiglerdir. Ancak istenilen 06zelliklerin
yavrulara aktarilmadigimi = goérmiisler, bu Ozelliklerin asilama  yapilarak
korunabilecegini fark etmislerdir. Bitkilerin birgogunda vegetatif kisimlar yeni bir
sirglin sistemi, kok sistemi veya bunlarin her ikisini birlikte olusturma
yetenegindedir (totipotensi) ve vegetatif liretimle ana bitkiye benzer bitki olusturmak
miimkiindiir. Tohumla {iretimde ise genetik yap1 degismekte ve bitki ana bitkiye

benzemeyip, istenilen 6zellikleri tastmamaktadir (Ozkarakas, 2008).



Meyve agaglart vegetatif ve generatif yoOntemlerle ¢ogaltilirlar. Generatif
cogaltmanin materyali tohumdur. Ancak tohumdan elde edilen yavrular genellikle
ana bireye tam olarak benzememekte ve istenilen Ozellikleri tasimamaktadirlar.
Istenilen ozellikleri tastyan bitkileri elde etmekte genellikle asillama yontemi
kullanilir. Bunun i¢inde kullanilan anaglar 6nem kazanmaktadir. Seftali, badem,
kayis1 ve erik i¢in degisik toprak tiplerine uygun, hastalik ve zararlilara dayanikli,
kolay cogaltilabilen, erken yasta ve bol meyve verme yetenegine sahip, GF 677, GF
556, Pixy, Marianna GF8-1, Marianna GF 31, Damas GF 1869 ve Saint Julien A gibi
anaglar kullanilmalidir. Elmada klonal ana¢ olarak M9 ve MM106 kullanilmast,
armutta uyusur c¢esitler icin, iliman bdlgelerde, Quince A, PQ, BA 29 ve OHxF
anaclarina Onem verilmesi gerekmektedir. Kiraz ve visne i¢in Gisela 5,
Tabel/Edabriz, SL 64, MaxMa 14 gibi anaglar kullanilmas1 uygundur (Kankaya,
1998).

Meyve agaclar1 uzun yillar boyunca celikle ¢ogaltilmis ve bugiine kadar kéklenmesi
kolay olan birka¢ meyve tiirii disinda basarili olunamamistir. 1930°1u yillarda bitki
bliylime diizenleyicilerinin (hormon) bulunusu ¢elikle c¢ogaltima ancak hiz
kazandirmig ve bitkilerin hormon kullanimiyla koklendirilmesi miimkiin olmustur.
Bitkilerin vegetatif liretiminde genellikle IAA (Indole 3- acetic acide), NAA (1-
Naphthalene acetic acid), IBA (Indole 3- butyric acide) gibi biiyiime diizenleyicileri
kullanilmaktadir. Fakat bitki biiyiime diizenleyicileri her bitkiye celikle iiretim
imkan1 veren etkili maddeler degildirler. Ancak celiklerin koklenme siirelerini
kisaltmada ve koklenme oranlarinin yiikseltilmesinde yardimei rol oynamaktadirlar.
Bununla birlikte bazi bitkiler biiylime diizenleyicileriyle bile
koklendirilememektedir. Elma icin ana¢ olarak kullanilan M9, MM106 ve MM111,
ayva ve armut i¢in anag¢ olarak kullanilan Quince A, erik, kayisi ve seftali i¢in anag
olarak kullanilabilen Pixy, Marianna GF 8-1, Myrobalan B, Common Mussel,
Marianna GF 31, Saint Julien 655-2 ile kiraz klon anag¢larindan GM 61/1 ve GM 79'
un odun celikleriyle ¢ogaltim olanaklar1 arastirillmistir. Klonal anaglardan alinan
odun c¢eliklerine 2500 ppm IBA ile muamele edilmistir. Sera iginde perlit
kullanilarak, disarida arazi sartlarinda celik dikimleri yapilmistir. M9, Saint Julien
655-2 ve GM 79' un disindaki biitiin gelikler iyi koklenmistir (Kankaya ve Ozyigit,
1998).
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As1 vegetatif iiretim tekniklerinden biridir. Uretilmesi istenen bitkinin bir parcasi
(kalem), kokiinden faydalanilmak istenen baska bir bitkiyle kaynastirilarak tek bir
bitki olusturulur. Bitkinin toprak {istli kismina yani gévde ve dallar olusturacak asil
kisma kalem veya goz denir. Yeni bitkinin kdk kismini olusturacak olan, aginin
yapildig1 kisma anag¢ denir. Anag bitkinin kok kismini olusturur. Anaglar; ¢ogiir, yoz
ve klon olarak adlandirilir. Yabani cesitlerin tohumlarindan elde edilen anaglara
cogir, kiiltiir cesitlerinin tohumlarindan elde edilen anaglara ise yoz adi verilir.
Cogiir ve yozlar tohumdan {iretildikleri i¢in, ayn1 agactan iiretilseler bile ana bitkiye
benzemezler. Klon anaglari, celik, daldirma, kdk veya dip siirgiinii ve doku kiiltiirti
gibi vegetatif yontemlerle iiretilen anaglardir. Klon anaglarin morfolojik, fizyolojik,
kimyasal ve kalitsal 6zellikleri ana bitkiye benzer. Bundan dolay1 ana¢ olarak daha

cok klon anagclar tercih edilir (MEGEP, 2007).

Biyoteknoloji, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynakli canli sistemler ve bu
sistemlerden olusan teknolojilerin tiimiidiir. Bitkisel doku kiiltiirii ve monoklonal
antibodi liretimi, genetik miihendisligi, enzim/protein miithendisligi, mutajenezis ve

seleksiyon modern biyoteknolojinin araglaridir (Boyacioglu, 1994).

Hepaksoy (2004), Gisela 5 ve Gisela 6 klon kiraz anaglarinin in vitro’ da ¢ogaltilan
stirglinlerini in vitro kosullarda koklendirip, dis kosullara alistirmak i¢in uygun olan
ortami belirlemistir. 0, 4, 8 uM IBA (Indole 3-butyric acide) veya NAA (1-
Naphthalene acetic acid) ile 0, 4.96 uM BA (6-benzylaminopurine) igeren 1/2 MS
ortaminda 8.33 - 33.33% oraninda koklenme oldugu bildirilmistir. Ayn1 ortamlara 2

g 1_1 aktif komiir eklenmesi durumunda koklenmenin 25 — 50 % oldugu belirtilmistir.
Siirgiinler koklenme ortamindan 6nce NAA ¢ozeltisine batirildiklarinda, kdklenme
oraninin arttig1 gozlemlenmistir. Bununla birlikte, Gisela 6 anacinda koklenme orani
Gisela 5 anacina gore daha yiiksek olmustur. Bu ¢alismada, in vitro® da gelisen koklii
bitkilerin dig ortama aktarilmasi sirasinda torf, perlit, ciiruf ve har¢ kullanilmistir.

Aklimatizasyon i¢in torfun en iyi ortam oldugu belirtilmistir.

Arict (2008), Myrobalan 29-C, MaxMa 14, MaxMa 60, GF 677 ve GN anaglarinin
tepe ve yan siirgiinlerini kullanarak invitro ¢ogaltim olanaklarini arastirmisdir. Bu

amagla eksplantlar, farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda BAP (6-
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Benzylaminopurine), NAA ve GAj3 (Gibberellik Asit) hormonlarini igeren MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortami {izerinde kiiltiire alinmigtir. Ortamlar arasinda
istatiksel bir fark olmadigi gozlemlense de Myrobalan 29C ig¢in en fazla siirgiin
olusumunun 1 mg I BAP+0.2 mg I NAA, MaxMa 60 i¢in 2 mg I* BAP+0.02
mg I"' NAA, MaxMa 14 i¢in 2 mg 1! BAP+0.2 mg I"' NAA+0.5 mg 1™ GAj, GF
677 i¢cin 1 mg 1" BAP+0.02 mg I NAA, GN i¢in 1 mg I"" BAP+0.02 mg 1™
NAA+ 0.5 mg 1™ GA; igeren ortamlarda gozlemlendigi belirtilmistir.

Giirel ve Giilsen (1998 a) tarafindan, Tiirkiye’de Ege ve Akdeniz bolgesinde oldukca
onemli meyve agaci olan badem (Amygdalus communis L.) ¢esidi Texas ve
Nonpareil’ in siirglin uclari, farkli konsantrasyonlarda IBA (0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l) ve
BAP (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l) hormonlarini iceren MS (Murashige ve Skoog,
1962) ortami kullanilarak kiiltiire alinmigtir. Bu ¢alismada, hormon bulunmayan
ortamin veya diisiik diizeyde IBA hormonu igeren ortamin siirgiin gelisimi igin
uygun oldugu bildirilmistir. 0.1 mg/l IBA ve 1.0 mg/l BAP kombinasyonunun,
stirgiin ¢ogaltiminda ve siirglin biiyiime oraninda 6nemli bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir. Genel olarak BAP’ 1n siirgiin gelismesinde esentiyal oldugu fakat BAP’
m yliksek dozlarmin (2.0 veya 3.0 mg/l BAP) vitrifikasyona (camlastirma) ve kallus

gelismesine sebep oldugu rapor edilmistir.

Giirel ve Giilgsen (1998 b), Texas ve Nonpareil badem (Amygdalus communis L.)
cesitlerinin siirglin uglar1 kullanmistir. Farkli sakkaroz, agar ve pH diizeylerini igeren
MS ortam1 ve birbirini takip eden ii¢ farkli kiiltlir asamasinda (ilk dikim, sasirtma ve
cogaltma) ayr1 ayri test edilmistir. Siirglin proliferasyonu, siirgiin gelismesi ve
biiyiimesi incelenmistir. ilk dikim asamasinda, sadece % 5 ve % 6 sakkaroz
dozlarmin bulundugu ortamlarda proliferasyonun uyarildigi, % 0.5 veya % 6
sakkaroz ile pH 5.5 igeren ortamlarda en iyi eksplant gelismesinin saglandigi
belirtilmistir. Sasirtma asamasinda, yine % 5 veya % 6 sakkaroz ile pH 5.5 iceren
ortamlarda siirgiin gelismesinin ve biiyiimesinin en iyi oldugu kaydedilmistir. Diisiik
agar dozlarinda silirgiin verimi ve gelismesinin iyi oldugu fakat bu dozlarda
stirgiinlerde camlagma meydana geldiginden, bu asama i¢in % 0.7 agarin en uygun
doz oldugu belirtilmistir. Cogaltma asamasinda ise, en yiiksek siirgiin verimi %3 ve

% 4 sakkaroz, % 0.7 agar ve pH 5.5 diizeylerinde elde edilmistir. Yiiksek sakkaroz

12



ve agar dozlarmin, siirglinlerin dip kisimlarinda kallus olusumunu artirdigi

bildirilmistir.

Isikalan vd. (2008), BA ve KIN hormonlarinin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu
MS ortamlarinda bademin (4. communis L. cv. Nonpareil) olgun tohumlardan izole
edilen zigotik embriyolarimi kiiltlire almiglardir. Her bir eksplant basima 11.0 + 1.32
ve 14.7 £ 2.12 oraninda siirgiin elde edildigi bildirilmistir. Yeni siirgiinler i¢in en iyi
sonuglarin 1.0 mg 1" BA ile tamamlanan MS ortamlarindan elde edildigi
belirtilmistir. Koklenmenin 8.0 mg 1" IAA ile tamamlanan 2 MS ortamindan
saglandig1 rapor edilmistir. Tanimlanan bu metotlar ile bademin (4. communis L. cv.
Nonpareil) ticari olarak hizli bir sekilde c¢ogaltilmasinda kullanilabilecegi

vurgulanmustir.

Pevalek-Kozlina vd. (1994), yabani kirazin (Prunus avium) 5 yillik (genotip 5/11)
ve 55 yillik (genotip P5) agaclarindan elde edilen siirgiinlerini BA, KIN, IBA, [AA,
6- (2-isopentyl) adenine (2iP) iceren ortamlarda kiiltiire almislardir. P5 genotipi igin
50 mg 1" KIN ve 1.0 mg 1" IAA konsantrasyonlarinda bitki biiylime
diizenleyicilerinin oldukca etkili oldugu belirtilmistir. Genotip 5/11 ‘in siirgiin
olusumunda en iyi cevabi, 1.0 mg I"' BA ve 5.0 mg I"! IBA igeren ortamda verdigi
bildirilmistir. Her iki klonun kolayca ¢ogaltildigi ve olgun genotipten siirgiin

cogaltiminda inhibasyon olusmadigi rapor edilmistir.

Dziedzic ve Maladobry (2006), Oksin (IBA, NAA) ve Sitokinin (BA) hormonlarinin
stirglin ¢ogaltiminda etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla, ti¢ ¢esit kiraz anac1 (PHL-
6, PHL-84, F12/1) iki tiir ortam (kati ortam ve iki fazli ortam) kullanilarak kiiltiire
almmustir. 1ki fazli ortam, agarla (25 ml) katilagtirilmis ortamin icerisine 5 ml sivi
ortam dokiilerek elde edilmistir. Her iki ortama da (kati ortam ve iki fazli ortam) BA
ve NAA veya BA ve IBA hormonlari ilave edilmistir. NAA iceren ortamlarla, IBA
iceren ortamlar karsilastirildiginda, en iyi siirgin ¢ogaltimmin IBA iceren MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortamindan saglandigi belirtilmistir. Siirgiinlerin
koklendirilmesi Oksin hormonlarini (IBA, NAA) iceren WPM (Woody plant
medium) ortaminda ylriitilmiistiir. Calisilan anaglarin silirglin uzunluklari, kok

sayilari, her bir siirgiin i¢in total kok sayilar1 birbirine benzer olarak rapor edilmistir.
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Pruski vd. (2005), Kanada-Alberta-Etmonton sehrinde yetisen Mogol kiraz1 (P.
fruticosa) ve Nanking kirazinin (P. tomentosa L.) 10 yillik anaglarindan elde edilen
dormant tomurcuklar1 kullanmislardir. Dormant tomurcuklar 0.49 uM IBA, 4.44
veya 8.88 uM BA eklenen Murashige and Skoog Minimal Organik (MSMO) kati
ortaminda kiiltiire alinmistir. En 1iyi siirgiin tesvikinin 8.88-15.16 uM BA igeren
ortamda saptandigi belirtilmistir. 0.91 uM TDZ (1-phenyl-3- (1,2,3- Thiadiazol-5-yl)
urea) igeren ortamlarda siirgiin tesviki ve koklenmeye olumlu bir yanit elde edildigi,
en iyi koklenmenin (79 %) IBA/NAA (9.80/2.69 uM) konsantrasyonundan
saglandigi bildirilmigtir. Ticari koklenme tozunun da, Rootone F, IBA/NAA
(0.057/0.067 %) igerdigi ve etkili oldugu (73 %) rapor edilmistir.

Liu ve Pijut (2008) tarafindan yapilan calismalarda, siyah kiraz P. serotina’ nin #3 ve
#4 genotipli olgun fidanlar1 ve 3 yillik F genotipli fidanlar1 kullanilmistir. Bu
calismada, yapraklarda silirglin rejenerasyonunu saglayabilmek i¢in TDZ ve NAA
kullanilmistir. F genotipinde en iyi rejenerasyon (91.4 %), 9.08 uM TDZ ve 1.07 uM
NAA iceren ortamlarda meydana gelmistir. En yiiksek siirgiin sayisinin (8.2), 9.08
uM TDZ ve 0.54 uM NAA igeren ortamlardan elde edildigi kaydedilmistir. Genotip
#3’ te 4.8 slirgiin sayisiyla en yiiksek rejenerasyon (41.7 %), 9.08 uM TDZ ve 1.07
uM NAA igeren ortamlarda gerceklestirilmistir. Genotip #4° te 3.3 siirgiin sayisiyla
38.8% rejenerasyon gozlemlendigi bildirilmistir. Genotip #4’ te en yiiksek siirgiin
sayisinin (4.8), 4.54 uM TDZ ve 1.07 uM NAA igeren ortamlarda gerceklestigi
belirtilmistir. 60 uM veya 80 uM glimiis difosfat kullanimiyla genotip #3 (75%) ve
genotip #4’ te (58%) rejenerasyon oraninin artirildigr rapor edilmistir. Olusan
eksplantlarin koklenmesi i¢in, 3 dakika veya 30 saniye 2.5, 5 veya 10 mM IBA
icerisine daldirildiktan sonra GA; (Gibberellic Acide) igeren ortamlara transfer
edildigi belirtilmigtir. 2.5 mM IBA igerisine 3 dakika daldirmayla da genotip #3
(82%) ve genotip #4’te (71%) optimal koklenme meydana geldigi vurgulanmistir.

Ning vd. (2007), P. mume’ un, alti ¢esidini kullanarak, in vitro’ da g¢ogaltim
olanaklarin1 arastirmiglardir. Japonya ve Cin’ de peyzaj uygulamalarinda P. mume’
un popiiler bir bitki oldugu belirtilmistir. Eksplant kaynag1 olarak nodal segmentler
kullanilmigtir. En yiiksek ¢ogaltim oraninin (2.5° den 5.5°e), TDZ, BA, IBA, 2,4-
D(2,4-Diklorofenoksi asetik asit) veya NAA eklenen modifiye MS ortami ve temel
WPM ortamindan elde edildigi bildirilmistir. 2.2 uM TDZ, 2.2 uM BA ve 2.5 uM
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IBA ile tamamlanan WPM ortaminda etkili bir ¢ogalma meydana gelmistir.
Siirglinlerin 2.5 puM veya 5.0 uM IBA igeren 2 MS veya temel WPM ortaminda
koklendirildigi belirtilmistir. En ¢ok koklenip, uzunlugu 10 mm’ den daha fazla olan

ve en az 3 kokten olusan bitkiciklerin topraga transfer edildigi kaydedilmistir.

Perez-Tornero vd. (1999), Canino, Currot, Bulida ve Bergeron badem g¢esitlerinin
mikrogogaltimi iizerinde aragtirmalar yapmuglardir. Apikal gozlerin meristemleri,
Quorin ve Lepoivre makro-mikro besin elementleri, Myo-inositol, Thiamine,
Nikotonik asit, Biotin, Aminobenzoik asit, Ribofilavin, Ca-pantothenate, % 2
sorbitol ve % 0.6 agar iceren ortamda kiiltiire alinmistir. Meristemlerden siirgiin
gelisimi amaciyla BA, GA, IBA kullanilmistir. Meristemden siirgiin gelisiminde BA’
nin bitkinin genotipine bagli olarak olumlu etki gosterdigi vurgulanmistir. GA’ nin
ise siirglin boylarimin uzamasinda artisa neden oldugu ve GA’ nin meristem
canliliginda 6nemli bir etkisi olmadig1 belirtilmistir. Fakat eksplantlarin boyunda
uzamay1 sagladigi bildirilmistir. Bu c¢alismada badem meristemlerinin kiiltiire
alinmasinda optimum BA konsantrasyonunun 0.5-2 mg 1 olmasi gerektigi
belirlenmistir. Ayrica meristemler kiiltiire alindigindan 2 ile 4 hafta sonrasinda en
uygun GA konsantrasyonunun 2-4 mg I™' olmasi gerektigi vurgulanmistir. Denemede
kullanilan gesitler arasinda farklilik oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, badem
tizerinde yapilan doku kiiltiirii caligmalarinin olduk¢a 6nemli oldugu belirtilmistir.
Ciinkii bademi celikle ¢ogaltmak zordur ve bu nedenle anag iizerine asilanir. Badem
tizerinde yapilan doku kiltliiri c¢alismalarinin, diger Prunus tiirleri ile
karsilastirildiginda daha az oldugu belirtilmistir. Badem iizerinde yapilan doku
kiltlirii ¢aligmalarini smirlandiran diger bir faktoriin ise kontaminasyon oldugu
belirtilmistir. Arazi kosullarinda yetistirilen meyve agaclarinda mikroorganizma
gelismesinin meydana geldigi bildirmistir. Bu bitkilerde gelisen mikroorganizmalarin
in vivo kosullarda bitkiye zarar vermeyebilecegi belirtilmistir. Fakat bu tip
bitkilerden alinan eksplantlarin besin elementlerince zengin ortamlarda kiiltiire

alindiginda bakteri ve fungus sporlarinin hizli bir gelisim gosterecegi vurgulanmustir.

Kalinina ve Brown (2007), Kuzey Amerika’da ticari oneme sahip olan 9 tane Prunus
tiri (P. americana, P. cistena, P. glandulosa, P. serrulata ‘Kwazan’, P.
laurocerasus, P. sargentii, P. tomentosa, P. triloba, P. virginiana ‘Schubert’) ve
genellikle Prunus virlisii testlemesinde kullanilan GF305 ¢esidi iizerinde mikro

cogaltim yapmuglardir. Prunus ¢esitlerinin eksplant kaynagi Nigara ydresinin
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(Ontario, Kanada) fidanligindan, GF305’ in eksplant kaynag1 Bordeux’ daki (Fransa)
INRA arastirma merkezinden elde edilmistir. Calismalarda 1 yillik agaglarin
eksplantlar1 kullanilmigtir. GF305 icin seker kaynagi olarak, sakkaroz yerine
fruktozun kullanilmas1 ve 2 MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamimna 1 mg 1" FA
(Ferulic acid; trans-4-hydroxy-3-methoxycinnamic) eklenmesi, siirgiin gelisimi
oranini artirdigt ve in vitro kiiltlirlerin uzun siireli muhafaza edilmesinde etkili

oldugu rapor edilmistir.

Shekafandeh (2010), iki badem ¢esidinin (Shahrood 8 ve Shahrood 10) in vitro
kiltiirii i¢cin farkli Oksin, pH ve 1.5-2 mg 1" BA oranlarini test etmistir. Bu
calismada NAA ve IBA uygulandiginda siirgiinlerin tabanlarinda kallus olustugu
belirtilmistir. NAA uygulanmasi kirilgan kalluslarin olusmasini, IBA uygulanmasi
ise kompakt (yogun) kalluslarin olugsmasini saglamistir. Kullanilan iki Oksin (NAA,
IBA) karsilastirildiginda, sadece IBA uygulanan siirgiinlerde koklenmenin meydana
geldigi belirtilmistir. pH seviyesinin koklenmede 6nemli bir etkiye sahip oldugu ve
Shahrood 8’in siirgiinlerinin pH 5.7’ de 70 % oraninda, Shahrood 10 siirgiinlerinin

pH 4.8’ de 60% oraninda kdklendigi rapor edilmistir.

Channuntapipat vd. (2003), badem/seftali hibrit anacimin (P. dulcis cv. Titan X P.
persica cv. Nemaguard) ve badem cesitlerinin (Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra) in
vitro stirglin kiiltiirlerini kullanmiglardir. Siirglin ¢ogaltimma uygun ortamlarda,
ortalama 0.7 cm uzunlugundaki 3-5 yaprakli siirglin uclariyla siirgiin ¢ogaltimi
yapilmistir. Nonpareil 15-1, 0.049 mM IBA, 3 mM BAP, 0.058 M sakkaroz ve 0.7 %
agar iceren, pH 5.7° ye ayarlanan AP (Almehdi ve Parfitt) ortamlarindan
etkilenmistir. Ne Plus Ultra i¢in, 0.049 mM IBA, 5 mM BAP, 0.088 M sakkaroz ve
0.7 % agar igeren, pH 5.7’ ye ayarlanan MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami
stirgiin gelisimi i¢in uygun olarak belirtilmistir. Titan x Nemaguard hibritleri i¢in, 10
mM BAP, 0.088 M sakkaroz ve 0.7% agar eklenen MS ortamu siirglin cogaltimin1 en
1yi saglayan ortam olmustur. Anacglarin 2 cm uzunlugundaki siirgiinleri, 2.4 mM IBA,
0.088 M sakkaroz ve 0.7 % agar eklenip pH 5.7’ ye ayarlanan MS ortamlarinda 2
hafta 1s1kl1i, 1 hafta karanlik ortamda 88.0 % oraninda koklendirilmistir. Nonpareil
(15-1) 50 %, Ne Plus Ultra 65 % oraninda hayatta kaldigi, koklenen anacglarin ve
koklenen mikrograft bitkilerin basarili bir sekilde aklimatizasyonlarinin yapildigi

rapor edilmistir.

16



Fotopoulos ve Sotiropoulos (2004), Yunanistan’in Pomoloji Enstitiisiinde selekte
edilen, seftali x badem hibriti PR 204/84 (P. persica x P. amygdalus) seftali anacini
kullanmiglardir. PR 204/84 seftali anaci GF-677’ ye bir alternatiftir. Karbon kaynagi
olarak sakkaroz veya glukozun farkli konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Her bir MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortamina sakkaroz veya glukozun yaninda 5 uM IBA
eklenmigtir. Kiiltiir ortamlarina farkli sekerlerin ilavesinin, eksplantlarin siirgiin
cogaltim1 potansiyelini etkileyebilecegi bildirilmistir. Bu ¢alismada PR 204/84’iin in
vitro kiiltlirlerinde en fazla koklenme (ortalama kok sayis1) 88 mM sakkaroz veya
glukoz igeren ortamlarda elde edilmistir. Ayrica ortamlarin kapatilmasinda kullanilan
parafilm, kauguk, pamuk ve aliiminyum folyo gibi materyallerin kéklenmeye etkisi
arastirilmistir. Parafilm, kauguk, aliiminyum folyo materyallerinin kdklenme orani
icin Onemli bir fark yaratmadigi belirtilmistir. Pamuk kullanimmin ise her bir

stirgiinde en diisiik kok sayisina ve kok uzunluguna sebep oldugu rapor edilmistir.

Espinosa vd. (2006), P. serotina Ehrh.” nin nodal segmentlerini, 0.29 pM GA, 0.49
uM IBA, 4.44 uM BA ile tamamlanan MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda
kiiltiire almislardir. P. serotina’ nin in vitro yaprak eksplantlari, 0.0, 0.54, 1.07, 5.37
uM NAA ve 0.0, 4.44, 8.88, 13.32 uM BA kombinasyonlar1 ile tamamlanan WPM
ve 0.0, 0.54, 1.07, 5.37 uM NAA, 0.0, 2.27, 4.54, 6.81 uM TDZ ile tamamlanan
WPM ortamina yerlestirilmigtir. TDZ’ nin, siirglin rejenerasyonu sayisinda dnemli
bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Ortalama siirgiin sayisi en fazla, her bir
eksplantta 5.05+1.14, 2.27 uM TDZ ve 0.54 uM NAA igeren ve 151k uygulamasindan
sonra 3 hafta boyunca karanlik odada tutulan ortamdan elde edilmistir. En yiiksek
siirglin rejenerasyonu orani (38.8) ve ortalama siirgiin sayist (4.13+0.97), 6.81 uM
TDZ ve 1.07 uM NAA igeren ortamdan elde edilmistir. Ayrica en ¢ok koklenme (27
%), onceden 16 saat 1s1kta bekletilip, daha sonra 7 giin boyunca karanlikta bekletilen
yan slirglinlerden elde edilirken, her bir siirgiinden en fazla kék sayis1 (2.3+0.2), 2.5
uM IBA igeren ortamlardan elde edilmistir. Stok kiiltiirlerden elde edilen nodal
eksplantlarda ise, en yiiksek koklenme (70 %) ve her bir siirgiiniin kok sayisi
(2.7£0.9), 16 saatlik fotoperyota transfer edilmeden once 4 giin boyunca karanlikta
muhafaza edilen ve 2.5 pM IBA igeren ortamlarda kiiltiire alinan siirgiinlerden
saglanmigtir. Toplamda, bitkiciklerin 86%’ sinin aklimatize oldugu ve soguk depoda

kislama doneminden sonra 100%’ iiniin hayatta kaldig1 rapor edilmistir.
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Antonopoulou vd. (2007), seftali hibrit anact GF-677 (Prunus amygdalus x Prunus
persica) kullanilarak anaglarin in vitro koklenmesinde demirin selat formu olan
ethylendiamine di-o-hydroxyphenylacetic (Fe-EDDHA) (% 6 Fe) tuzunun etkilerini
aragtirmiglardir. Ethylendiamine tetraacetic acide (Fe-EDTA) tuzlarinin yerine
koyulan Fe-EDDHA’ nin 3 konsantrasyonu kullanilmistir: 93.5, 187.0, 280.5 mg 1™
(swrastyla; 5.6, 11.2, 16.8 mg ! Fe). Ayrica her bir Fe-EDDHA uygulamasi i¢in de 4
farkli konsantrasyonda (0, 0.1, 1.0, 10 mg 1) eklenen askorbik asidin etkisi
calistlmistir. Eksplantlarin en iyi koklenmeyi 280 mg I Fe-EDDHA’ da verdigi
vurgulanmistir. Askorbik asidin koklenmeye net olmayan bir etkisi oldugu rapor

edilmistir.

Leifert ve Cassells (2001), mikro organizmalarin (funguslar, bakteriler viriisler ve
viroidler) ve mikroartropodlarin (tripsler ve akarlar) bitki doku kiiltiiriinde
kontaminasyona neden olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu tip kontaminasyonlarin,
doku kiiltiiri ¢calismalarinda kullanilan eksplantlarla, laboratuar ¢aligmalariyla veya

mikroartropod vektorleri araciligiyla meydana gelebilecegi belirtilmistir.

Kontaminasyonlarin kiiltiire alinmay1 takiben gelisebilecegi veya uzun bir siire latent
kalabilecegi vurgulanmistir. Bir¢ok bitki tiirtinde dezenfeksiyon protokolleri
gelistirilmistir.  Antibiyotik ve  fungusit kullanimi  bakteri ve fungus
kontaminasyonlarinin engellenmesinde kullanilmasina ragmen bu tip bulasikliklarin
onemli problemleri olusturabilmekte oldugu rapor edilmistir. Ozellikle gram negatif
bakterilerin  kontroliinlin  doku  kiiltiiri  ¢alismalarinda  basarisiz  oldugu

kaydedilmistir.

Mikrobiyal kontaminasyon, bitki hiicre kiiltlirleri ve bitki doku kiiltiirlerinin en
onemli problemlerinden biridir. Kontaminantlar, laboratuvar caligmalar1 esnasinda
veya mikroartropod vektorleri araciligiyla, eksplantlarla ortaya c¢ikmis olabilir.
Ayrica kontaminantlar, bitki doku Kkiiltlirlerine bulagtiktan hemen sonra hizli bir
sekilde yayilabilirler veya uzun bir siire latent (gizli) kalabilirler. Fakat ‘Filamentous
Fungi’ ler ve mayalar ¢ok nadir latent kalabilirler. Ciinkii bitki doku kiltiirii
ortamlar1 funguslarin biiyliyebilmeleri i¢in gerekli esentiyal elementleri saglarlar.
Cevresel etmenli bakteriler hizli bir sekilde bitki doku kiiltiirlerinde gelisirken,
digerleri (Pseudomonads spp., Xanthomonads spp., Corynebacteria spp. vd.) spesifik

olmayan ortamlarda hizli bir sekilde iireyemedikleri i¢in latent kalabilirler. Bununla
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birlikte bitki biliylimesi ve kok olusumu oranini azaltirlar. Genellikle Pseudomonads
(partikiiler P. fluorescens), Erwinia spp. ve Agrobecterium spp. gibi gram-negatif
bakteriler dezenfeksiyon prosediirleri yetersiz oldugunda aciga ¢ikarlar. Gram-pozitif
bakteriler, ortamin sterilizasyonunun yetersiz oldugunu (Bacillus spp.) veya aseptik
teknikler icin teknikerlerin deneyimlerinin yetersiz oldugunu (Staphylococcus spp.)
gosterir. ‘Filamentous Fungi’ ve maya kontaminasyonlar1 laboratuvar caligmalar
sirasinda veya eksplantlarla ortaya cikabilir. Spesifik funguslar (Fusarium poe) ve
hizli yayilan fungal kontaminasyonlar, klima odalarinda vektorlerin veya akarlarin
varligiyla kendilerini gosterirler. Bu mikro artropodlar, doku kiiltiirlerinde, bakteriyel
kontaminantlar ve fungal sporlarla kendiliginden ortaya c¢ikabildikleri gibi, kiiltiir
kaplarina bulasmis olabilirler. Bunun yaninda, son zamanlarda, bazi insan
patojenlerininde (Candida albicans ve Trichophyton spp.) bitki doku kiiltiirii
ortamlarinda bulunabilir. Insan patojeni olan bakterilerin, kontamine olan
eksplantlarin kiiltiire alinmasiyla varliklarin1 devam ettirdikleri ve in vitro bitkilere

patojen olabildigi gortilmiistiir (Leifert ve Cassells, 2001) .

Doku kiiltiirlerindeki kontaminasyon, eksplantlarin dokularinda veya ylizeylerinde
bulunan  kontaminantlardan  ve  laboratuar  c¢alismalarindaki  hatalardan
kaynaklanmaktadir. Bitki yiizeyi mikroorganizmalarin dogal yasam alanlaridir. Doku
hasar1 gibi nedenlerle mikroorganizmalar bitkilerin dokularina girer ve yerlesirler.
Boylece bitki dokularinda viriisler, viroidler, prokaryotlar ve mantarlardan olusan bir
flora gelisir. Doku kiiltiirlerinde kullanilan eksplantlarlada bu mikroorganizmalar
kiilltiir igerisine tagmirlar. Meristem killtlirlerinde  kullanilan  eksplantlarin
blyiikliigline bagli olarak birgok mikroorganizma ortadan kaldirilabilir. Yaprak,
yaprak petiolii ve govdeden alinan eksplantlarda mikroorganizmalar dokulardan
uzaklastirilamazlar. Bitkilerin sterilizasyonu ile bu mikroorganizmalar azaltilabilir

(Cassels, 1993).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Arastirmada, 1-3 yillik, erik + kayis1 klon anact Myrobalan 29C (Prunus ceresifera)
(Sekil 3.1.) ve seftali x badem (Prunus persica x Prunus dulce) hibrit anact Garnem
(GN 15) kullanilmistir. Myrobalan 29-C ve Ga rnem (GN 15) anaclarinin (Sekil 3.1.)
siirglin gozleri, yaprak ve yaprak petiolleri farkli hormon konsantrasyonu ve
kombinasyonu i¢eren ortamlarda, steril kosullarda kiiltiire alinmistir. Anaglar ‘Frutas
Tarim’ dan (Adana) elde edilmistir. Anaglar 2009 yilinda, Gaziantep Universitesi
Botanik Bahgesine dikilmis ve calismada kullanilan eksplantlar bu bitkilerden

alimmustir.

-

- ‘:!1‘5‘_{(

Sekil 3.1. Garnem (a,b) ve Myrobalan 29C (c,d) anaglarinin, 2010 Nisan ayindaki,

Gaziantep Universitesi Botanik Bahgesindeki goriiniimii
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3.1.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlamasinda Kullanilan Kimyasallar

Calismalar boyunca tiim denemelerde MS (Murashige ve Skoog, 1962) makro ve
mikro besin elementleri ile Gamborg B5 vitaminlerini iceren modifiye MS [Phyto
Technology Laboraties (ABD)] ortami kullanilmistir. Ayrica 3 % sakaroz, bitki
biliylime diizenleyicileri (Oksin ve Sitokinin), 8 g 1™' agar ve tampon ¢dozeltiler

(NaOH, HCI) kullanilmustur.
3.1.3. Kiiltiir Ortamlarina ilave Edilen Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
3.1.3.1. Sitokininler

Somatik dokulardan in vitro’ da siirglin tesviki, kardeslenme ve koklenmeyi
saglamak amaci ile 3 % sakkaroz igeren modifiye MS ortamma 6-
Benzylaminopurine (BAP, C;;H;;Ns) ve 6-Furfurylaminopurine (Kinetin,

C10HoN50O) hormonlar1 (Merck) ilave edilmistir.
3.1.3.2. Oksinler

In vitro siirgiin tesviki, kardeslenme ve koklenmeyi, saglamak amaci ile 3 %
sakkaroz igeren modifiye MS ortamma 1-Naphthalene acetic acid (NAA,
Ci10H;CH,CO,H), Indole 3- acetic acide (IAA, C;oH9NO,) ve Indole 3-butyric acid
(IBA, C1oH;3NO;) hormonlar1 (Merck) ilave edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Makro, mikro besin elementleri ve Gamborg B5 vitaminlerini iceren modifiye MS
ortamindan [Phyto Technology Laboraties (ABD)] firma 6nerisi dogrultusunda 4,44
g 1" tartilip 600-700 ml dH,O’ da ¢oziilmiistiir. Karigima karbon kaynagi olarak 3 %
(30 g 1'") oraninda sakkaroz ilave edilmis ve ¢ozeltinin tamami 1000 ml olacak

sekilde dH,O ilave edilmistir.

Stok ¢ozeltiyle ortam hazirlandiginda ise, EK 2’ de verilen oranlarda A, B, D stok
soliisyon grubundaki kimyasallar tartilmis ve dH,O ile ¢oziilerek ¢ozelti 100 ml’ ye
tamamlanmistir. Stok C’ nin hazirlanmisindaysa FeSO4.7H,O EK 2’ de belirtilen
oranlarda tartilmis ve 90 ml dH,O ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti, 1siticili

karistiricida karistirilarak rengi acik sari-berrak oluncaya kadar isitilmistir. Daha
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sonra Na,EDTA-2H,0 (Titriplex) ilave edilmis ve ¢ozeltinin tamami dH,O ile 100
ml’ ye tamamlanip, pH 5.5 e ayarlanmistir. Hazirlanan stok soliisyonlar +4 °C’ de
muhafaza edilmistir. 1 litre kiiltiir ortaminin hazirlanmasi i¢in stok soliisyonlarin
her birinden 10 ml kullanilmis ve EK 3’ te verilen kimyasallardan da (agar harig)

belirtilen oranlarda alinarak ¢ozelti saf su ile 1 litreye tamamlanmustir.

Bitki biliylime diizenleyicileri otoklavdan Once belirli kombinasyon ve
konsantrasyonlarda ilave edilmis, ¢o6zeltinin pH” s1 1 M NaOH ve 1 N HCI
kullanilarak 5,7°ye ayarlanmistir. Daha sonra ortamlara katilagmasi icin 8 g 1! agar
ilave edilmis ve otoklavda 1 atm basingta 121 °C’ de 15 dakika siire ile steril
edilmistir. Sterilizasyonu takiben ortamlar steril kabine alinmig, 6nceden hazirlanan
steril kiiltiir kaplarmma (8 cm c¢apli cam petriler) 25-30 ml oraninda dokiilmiis ve
katilagtiktan sonra kullanilmigtir. Tiiplere ekim yapilacaksa ortamin pH’ 1 5.7° ye
ayarlandiktan sonra ortamlar 2.5x20 cm boyutundaki cam tiiplere (20 ml) aktarilmis

ve otoklavda sterilizasyonlar1 yapilmistir.

Besi yerlerine aktarilan eksplantlar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlhk, 2442 °C

sicakliktaki iklim odasinda kiiltiire alinmis, 4 hafta sonra iklim odasinda bekletilen

kiiltiirlerin degerlendirilmesi yapilmstir.
3.2.2. Bitkilerin Sterilizasyonu

In vitro kosullarda klonal ¢ogaltimi yapilacak anaglarin, yiizeysel dezenfeksiyonunu
saglamak amaciyla eksplantlar once 20-30 dakika akan c¢esme suyu altinda
yikanmistir. Daha sonra Tween 20 igeren % 1.5, 5, 10’ luk sodyum hipoklorit
icerisinde 1 veya 2 kere 5-10 dakika bekletilmis ve steril saf su (dH,O) ile 3 kez
yikanmustir. Eksplantlar steril filtre kagit tizerinde kurutulduktan sonra, icerisinde
farkli hormon konsantrasyonunda hazirlanan, modifiye MS ortami iceren cam
petriler/tiipler igerisinde kiiltiire alinmigtir. Biitiin bu islemler steril kabin igerisinde

gerceklestirilmistir.
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Calismada kullanilan steril kabin i¢inin sterilizasyonunda, kabin kullanimdan 1 saat
once kabin i¢inde bulunan UV lambalar1 ¢alistirilmis ve siirenin bitiminden hemen
sonra lamba karartilip, caligmaya baslamadan 6nce % 70’ lik alkolle kabinin igi
silinmistir. Siirgiin uclarinin ¢ikarilmasinda, kesiminde ve tiiplere yerlestirilmesinde
kullanilan alet, ekipmanlar (pens, bisturi vb), filtre kagitlar1 ve sterilizasyonda
kullanilan dH,O otoklavda 1 atmosfer basingta 121°C de 15 dakika siireyle steril

edilmislerdir.
3.3.3. In vivo’ da Gelisen Bitkilerde Mikrogogaltim

Myrobalan 29C ve Garnem anaglarinin yaprak, yaprak petiolii ve siirglin ucu
eksplantlar1 Oksin (NAA, IAA ve IBA) ve Sitokinin (BAP ve Kinetin) hormonlarinin
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlar1 (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg 1)
kullanilarak kiiltiire alinmistir. Kontrol olarak kullanilan kiiltiirlere herhangi bir

hormon ilavesi yapilmamastir.
3.3.3.1. Siirgiin Tesviki

Siirglin olusumu ¢alismalarinda 5 farkli hormon kombinasyon [6-Benzylaminopurine
(BAP)/Indole 3-butyric acid (IBA) veya 6-Furfurylaminopurine (KIN)/I-
Naphthalene acetic acid (NAA)] ve konsantrasyonu kullanilmistir. Caligmalarda
Sitokinin hormonlart (BAP, KIN) 0.0, 2.0, 4.0 mg 1™' konsantrasyonunda, Oksin
hormonlar1 (IBA, NAA) 0.0, 0.5 mg 1! konsantrasyonunda kullanilmistir. Denemede
her kombinasyon 10 tekrarli olarak hazirlanmis ve tiim denemeler 5 kez kurulmustur.
Hormon igeren kiiltlir ortamlari, otoklavi takiben, standart petrilere 25-30 ml olacak
sekilde dokiilmiis, katilasma saglanip, ayni1 giin igerisinde veya ertesi giin olacak

sekilde bitkiler transfer edilmistir.

Eksplant kaynagi olarak Myrobalan 29C ve Garnem anaglarinin siirglin gozii,
yapraklar1 ve yaprak petiolleri kullanilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra,
yapragin petiolii ¢ikartilip yapraktan bagimsiz kiltlirii yapilmis, yaprak orta
damarindan kesildikten sonra yapragin damar iceren kismi 3 pargaya ayrilmis ve
kiiltiiri yapilmistir. Siirglin gozleri ise kontamisayonu en aza indirebilmek igin,

meristeme zarar verilmeyecek sekilde, dip kismindan kesilerek kiiltiire alinmistir.
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Bitki transferini takibende, kiiltiirler 24+2 °C’ de 16 saat 151k, 8 saat karanlik olan
klima odalarina yerlestirilmistir. Kiiltiire alinmay1 takiben 4 hafta sonra siirgiin

uzunluklar1 ve kardeslenme sayilar1 belirlenmistir.
3.3.3.2. Kardeslendirme Calismalari

Kardeslendirme calismalarinda Garnem ve Myrobalan 29C anaglarinin in vivo’ da
yetisen siirgiin gozleri kullanilmigtir. Kardeslenme g¢alismalart i¢in, MS modifiye
ortamina Oksin [0.0, 0.5 mg I NAA (1-Naphthalene acetic acid)/ IBA (Indole 3-
butyric acid)/ IAA (Indole 3- acetic acide)] ve Sitokinin [0.0, 1.0, 2.0 mg I BAP (6-

Benzylaminopurine) ve KIN (Furfurylaminopurine)] hormonlari ilave edilmistir.

Kardeslendirme calismalarinda 7 farkli hormon kombinasyon ve konsantrasyonu
kullanilmigtir. Her kombinasyon 10 tekrarli olarak hazirlanmis ve tiim denemeler 5
kez kurulmustur. Bitki biiyiime diizenleyicilerini iceren kiiltlir ortamlar1 agari
eritildikten sonra standart tiiplere 15-20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Otoklavi
takiben ortamlar katilastiktan sonra ayni giin igerisinde veya ertesi giin olacak sekilde
bitkiler transfer edilmistir. Bitki transferini takibende, kiiltiirler 24+2 °C’ de 16 saat
151k, 8 saat karanlik olan klima odalarina yerlestirilmistir. Kiiltiire alinmay1 takiben 4
hafta sonra Myrobalan anacinin siirgiin  gozlerindeki siirglin  uzunlugu ve
kardeslenme sayisi, Garnem anacinin siirglin goziinde ise yaprak sayisi ve kallus

olusumu belirlenmistir.
3.3.3.3. Koklendirme Calismalar

Kardeslenmeye tesvik edilen Myrobalan 29C anacinin siirgiin gozleri ve Garnem
anacinin in vivo ’da yetisen 1-3 yillik fidanlarindan elde edilen siirgiin goézleri
koklendirme ortamlarina transfer edilmistir. Bu amagla MS modifiye ortamina Oksin
[0.0, 0.1, 0.2, 0.4 mg I NAA (1-Naphthalene acetic acid), IBA (Indole 3-butyric
acid), IAA (Indole 3- acetic acide)] ve Sitokinin [0.0, 1.0 mg I BAP (6-

Benzylaminopurine)] hormonlari ilave edilmistir.

Koklendirme ¢aligmalarinda 9 farkli hormon kombinasyon ve konsantrasyonu
kullanilmigtir. Her kombinasyon 10 tekrarli olarak hazirlanmis ve tiim denemeler 3
kez kurulmustur. Hormon igeren kiiltiir ortamlari, standard tliplere 15-20 ml olacak
sekilde dokiilmiis, otoklavda sterilitesi saglanmis, katilagsmayi1 takiben ayni giin

icerisinde veya ertesi giin olacak sekilde bitkiler transfer edilmistir. Bitki transferini
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takibende, kiiltiirler 2442 °C’ de 16 saat 151k, 8 saat karanlik olan klima odalarina

yerlestirilmistir. Degerlendirilmeler kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra yapilmustir.
3.3.4. Istatistiksel Analiz

Aragtirma bulgularinin istatistiksel analizi SPSS (SPSS 11.0 for Windows) paket
programi kullanilarak yapilmistir. Hangi grubun ya da grublarin farkli oldugunu

belirlemek amaci ile One-Way ANOVA LSD testi uygulanmustir.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. In vivo’ da Gelisen Garnem ve Myrobalan 29C Anaclarindan Siirgiin

Olusturma Cahismalari

Siirglin olusturma ¢alismalarinda, Oksin (NAA) ve Sitokinin (KIN) hormonlarini
iceren modifiye MS ortaminda, kiiltiire alinmay1 takiben 4 hafta sonra yapilan
degerlendirmelerde Garnem (GN 15) ve Myrobalan 29C anaglarinin yaprak ve
yaprak  petiollerinde  siirglin  olusumu  goézlenememekle  birlikte  bazi
kombinasyonlarda kallus elde edilmistir. Bununla birlikte, KIN ve NAA
hormonlarini igeren modifiye MS ortaminda, Myrobalan 29C anaglarinin siirgiin
gozlerinde siirgiin olusumu meydana gelirken, Garnem anacinin siirgiin gozlerinde
sirglin olusumu gerceklesmemis ve kallus saptanmigtir. Ayrica denenen
kombinasyonlarda, Garnem ve Myrobalan 29C anaglarinin eksplantlarinda koklenme
meydana gelmemistir. Myrobalan 29C anacinin siirgiin uzunluklar1 Tablo 4.1° de ve

olusan siirgilinlerin goriiniimleri Sekil 4.1.” de verilmistir.

Tablo 4.1. KIN ve NAA hormonlarmin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini
iceren MS modifiye ortami {izerinde kiiltiire alinan Myrobalan 29C anaci siirgiin

gozleri eksplantlarinda meydana gelen siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu oranlari

Uygulama Siirgiin sayis1  Siirgiin Uzunlugu (mm)
KONTROL 1,00 13,25
2 mg 1™ KIN 1,67** 17,40
4 mg 1" KIN 3,00%** 18,67
2 mg I'KIN+0.5 mg "' NAA 1,08 14,67
4 mg "' KIN+0.5 mg I"' NAA 2,60%** 15,40

*: p<0.05, **:p<0.01,  ***:p<0.001 degerleri LSD testi’nde istatiksel olarak

Onemi belirtir.
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Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi Myrobalan 29C anacinin siirgiin gozii eksplantlarinin
kiiltiire alindig1 stirgiin tesviki denemesinde, en yiiksek siirgiin sayisi (3.00) ve en
yiiksek siirglin uzunlugu (18,67 mm) 4 mg 1" KIN igeren modifiye MS ortaminda
meydana gelmistir. Ayrica, en yiiksek silirgiin sayisi (3.00), istatiksel olarak p<0.001
seviyesinde dnemli bulunmustur. Siirgiin tesviki denemesinde kullanilan tiim hormon
kombinasyon ve konsantrasyonundaki siirgiinlerde diizenli olmayan kardeslenme
gbzlemlenmistir. Siirglin sayisinda, kontrole gore hormon igeren ortamlarda énemli
derecede fark oldugu saptanmistir. KIN hormonunu igeren modifiye MS
ortamlarinda NAA hormonunu i¢eren ortamlara nazaran siirgiin boylarimin daha uzun
oldugu ve siirgiin sayilarmin arttig1 gozlemlenmistir. Ayrica, KIN ve NAA
hormonlarinin birlikte kullanildigi kombinasyonlarda, KIN hormon miktarinin
artirllmasiyla siirgiin uzunlugunda ve siirgiin sayisinda artis meydana gelmistir

(Tablo 4.1.).

Sekil 4.1. Myrobalan 29C anacinin siirgiin gozlerinin KIN ve NAA hormonlarini
iceren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla olusan siirgiinler a, b: 2 mg 1™
KIN iceren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinan siirgiin gozii eksplantlarindan
gelisen Myrobalan 29C bitkileri. ¢, d: 4 mg 1! KINigeren modifiye MS ortaminda
kiiltlire alinan siirgiin gozii eksplantlarindan gelisen Myrobalan 29C bitkileri.
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Garnem anacinin yaprak, yaprak petiolii ve siirgiin gozleri 0.0, 2.0, 4.0 mg 1™' BAP
ve 0.0, 0.5 mg I"" IBA kombinasyonlarini igeren modifiye MS ortaminda kiiltiire
alimmigtir. Kiiltiire alinmay: takiben 4 hafta sonra yapilan degerlendirmelerde siirgiin
olusumunun meydana gelmedigi saptanmistir. Biitiin kombinasyonlarda siirgiin
gozleri sadece hafifce acilmis (Sekil 4.2.) ve biitiin eksplant kaynaklarinda ¢ok az
miktarda kallus olugsmustur. Garnem anaci eksplantlarinda koklenme meydana

gelmemistir.

&

Sekil 4.2. 2mg I” BAP bulunan ortamda kiiltiire edilen Garnem (GN 15) siirgiin
gozleri (a,b)

4.2. In vivo’ da Gelisen Garnem ve Myrobalan 29C Anaglarindan

Kardeslendirme Calismalan

Kardeslenme calismalarinda, modifiye MS (%3 sakkaroz) ortamina Sitokinin (BAP
ve KIN) ve Oksin (NAA/IBA/IAA) hormonlarinin degisen diizeylerindeki
konsantrasyonlar1 (0.0, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l) ilave edilerek Myrobalan 29C ve Garnem
anaglarmin siirgiin gozleri kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinmay1 takiben 4 hafta sonra
gerceklestirilen degerlendirmede Myrobalan 29C anacinin  siirgiin - gozlerinde
kardeslenmelerin olustugu gozlemlenmistir (Tablo 4.2). Kok olusumu meydana

gelmemistir.
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Tablo 4.2. KIN, BAP, NAA, TAA, IBA hormonlarinin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini i¢eren modifiye MS ortami lizerinde kiiltiire alinan Myrobalan
29C anacinin siirgiin gozleri eksplantlarinda meydana gelen slirgiin sayis1 ve siirgiin

uzunlugu oranlari

Uygulama Siirgiin sayis1  Siirgiin uzunlugu (mm)
KONTROL 1.667 6.333

1.0 mg I BAP+1.0 mg ' KIN+0.5 mg I NAA 3.000* 8.750

2.0 mg I BAP+2.0 mg "' KIN+0.5 mg I NAA 4.778%** 10.000*

1.0 mg I BAP+1.0 mg "' KIN+0.5 mg I"' IBA 3.333%* 11.167**

2.0 mg I BAP+2.0 mg "' KIN+0.5 mg I”' IBA 3.875%** 10.125%

1.0 mg I BAP+1.0 mg 1" KIN+0.5 mg I TAA 4.000%** 8.857

2.0 mg I BAP+2.0 mg "' KIN+0.5 mg I”' JAA 2.750 7.625

*: p<0.05,  **: p<0.01, ***: p<0.001 degerleri LSD testi’nde istatiksel olarak

Onemi belirtir.

Tablo 4.2.°de gorildiigii gibi Myrobalan 29C anacinin siirgiin gozii eksplantlarinin
kiltiire alindig1 kardeslenme denemesinde en yiiksek siirgiin sayisi (4.778), 2.0 mg
1" BAP +2.0 mg I"" KIN + 0.5 mg I"' NAA i¢eren modifiye MS ortaminda meydana
gelmis ve istatiksel olarakp<0.001 seviyesinde onemli bulunmustur. En yiiksek
stirgiin uzunlugu (11.167 mm) ise, 1.0 mg I BAP + 1.0 mg I"' KIN + 0.5 mg "' IBA
iceren modifiye MS ortaminda meydana gelmis ve istatiksel olarak
p<0.01lseviyesinde dnemli bulunmustur. Kontrol ortamina nazaran hormon eklenen
ortamlarda silirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugunda O6nemli derecede artis oldugu
saptanmistir. BAP, KIN, NAA ve BAP, KIN, IBA bulunan ortamlarda BAP ve KIN
seviyesinin artirilmasiyla siirgiin sayisinda artis meydana geldigi gozlemlenmistir.
BAP, KIN ve TAA bulunan ortamda ise bunun aksine BAP ve KIN seviyesinin

artirtlmasiyla siirgiin sayisinda azalma meydana geldigi goriilmiistiir.

Kardeslenme denemesinde kullanilan her bir hormon kombinasyon ve
konsantrasyonu, her siirgiin goziinde ortalama 3 kardes (siirglin) olmak f{izere,
diizenli kardeslenme ve siirgliin uzunlugu olusturmustur (Sekil 4.3.). Ayrica

siirglinlerin tabaninda kallus olusumu goézlemlenmistir (Sekil 4.3b.). Olusan
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kalluslarin sert yapida kahverengi renkte veya sert yapida sari renkte oldugu

goriilmiistiir.

a b

Sekil 4.3. Myrobalan 29C anaciin siirgiin gozlerinin Sitokinin ve Oksin
hormonlarini igeren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla olusan siirgiinler
a:1.0 mg I"* BAP+1.0 mg I™* KIN+0.5 mg I"* [AA igeren modifiye MS ortami, b: 2.0
mg 1! BAP+2.0 mg 1! KIN+0.5 mg I NAA igeren modifiye MS ortami ve bitki

tabaninda sert yapidaki kallus olusumu

Garnem’ in siirglin gozlerinde ise kardeslenme caligmalarinda az miktarda kallus
olusumu (Sekil 4.4.) ve sadece birkag¢ yaprak olusumu gézlemlenmistir (Tablo 4.3.).
Garnem anacinda olusan kalluslar sari-acik yesil renkli ve dagilabilen yapida ya da
kahverengiye doniismiis sert yapida olmustur. Denenen tiim hormon kombinasyon ve

konsantrasyonlarinda koklenme meydana gelmemistir.
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Tablo 4.3. KIN, BAP, NAA, TAA, IBA hormonlarinin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini igeren modifiye MS ortami {izerinde kiiltiire almman Garnem
anacin siirgiin gozleri eksplantlarinda meydana gelen yaprak sayisi, kardeslenme

ve kallus gelisimi, O.Y.S: Ortalama Yaprak Sayis1 K: Kardeslenme, K. G.: Kallus

Gelisimi
HORMON 0.Y.S K K. G.
KONTROL 2.87 ) )
1.0 mg I BAP+1.0 mg I"* KIN+ 0.5 mg I™* 577 + +
NAA '
2.0 mg "' BAP+2.0 mg I"* KIN+ 0.5 mg I T +
NAA 1.75
1.0 mg I"* BAP+1.0 mg I"! KIN+ )56 + -
0.5mgl1" IBA '
2.0 mg "' BAP+2.0 mg I KIN+ 18 + -
0.5 mg I"' IBA .
1.0 mg I BAP+1.0 mg I"* KIN+ 0.6 - -
0.5mg "' IAA '
2.0mg 1™ BAP+2.0 mg I"* KIN+ >0 + -
0.5mg I IAA '

Tablo 4.3.” de goriildiigii gibi Garnem anacinin siirgiin gzl eksplantlarinin kiiltiire
alindig1 kardeslenme denemesinde en yliksek yaprak sayisi ortalamasi (2.87)
hormonun icermeyen (kontrol) modifiye MS ortaminda meydana gelmistir. Kontrol
ortamina nazaran hormon eklenen ortamlarda yaprak sayilarinin azaldigi fakat bazi
hormon konsantrasyonlarinda kardeglenme ve kallus olusumunun meydana geldigi
saptanmistir. BAP, KIN, NAA veya BAP, KIN, IBA bulunan ortamlarda BAP ve
KIN konsantrasyonlarinin artirilmasiyla yaprak sayisi ortalamasinda azalma

goriilmiistir. BAP, KIN ve IAA bulunan ortamlardaysa BAP, KIN
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konsantrasyonunun artirilmasiyla yaprak sayisi ortalamasinda artis meydana geldigi
tespit edilmistir. Modifiye MS ortaminin, 1.0 mg 1™ BAP+1.0 mg 1" KIN+0.5 mg 1™
NAA ve 2.0 mg 1" BAP+2.0 mg 1" KIN+0.5 mg I NAA igeren bazi
kombinasyonlarinda kardeslenme ve kallus olusumu goézlemlenmistir. 2.0 mg 1™
BAP+2.0 mg I"" KIN+0.5 mg "' IBA ve 2.0 mg "' BAP+2.0 mg I"* KIN+0.5 mg 1™
IAA igeren modifiye MS ortaminin bazi kombinasyonlarinda da sadece

kardeslenmenin meydana geldigi tespit edilmistir.

Sekil 4.4. Garnem anacinin siirgiin gézlerinin Sitokinin ve Oksin hormonlarini iceren
modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla olusan siirglinleri a, b:1.0 mg 1™
BAP+1.0 mg 1" KIN+0.5 mg 1" NAA i¢eren modifiye MS ortami, ¢, d: 2.0 mg 1™
BAP+2.0 mg 1" KIN+0.5 mg 1" NAA iceren modifiye MS ortami

4.3. In vivo’ da Gelisen Garnem ve Myrobalan 29C Anaclarinda Koklendirme

Cahismalar

Koklenme amach ¢aligmalarda Oksin ve Sitokinin hormonlarinin farkli kombinasyon
ve konsantrasyonlarini i¢geren modifiye MS ortami kullanilmistir. Modifiye MS (%3
sakkaroz) ortamina Sitokinin (BAP) ve Oksin (NAA/IBA/IAA) hormonlarinin
degisen diizeylerindeki konsantrasyonlar1 (0.0, 1.0, 2.0, 4.0 mg 1) ilave edilerek
sirgiin gozleri kiiltiire alinmistir. Kiiltlire alimmayi takiben 4 hafta sonra
gerceklestirilen degerlendirmede Garnem ve Myrobalan 29C anaglarinin

eksplantlarinda herhangi bir gelisme meydana gelmemistir. Garnem' de az miktarda
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kallus olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.5.). Olusan kalluslar agik- sar1 ve

dagilabilen yapida olmustur.

Sekil 4.5. Koklenme ortaminda kiiltiire alinan Garnem anacinin siirgiin  gozii
eksplantlarinda olusan kalluslar a: 2.0 mg 1™ NAA + 1.0 mg I"' IBA + 0.1 mg 1™
BAP i¢ceren modifiye MS ortami, b: 4.0 mg "' NAA + 1.0 mg 1! IBA + 0.1 iceren
modifiye MS ortami.
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BOLUM 5
TARTISMA

Bitki doku kiiltiirii, biyoteknolojik yoOntemlerin kullanilmasinda 6nemli asamayi
olusturmaktadir. Ayrica klonal ¢ogaltma yontemlerinden biri olan ¢elikle iiretimle
karsilastirildiginda daha avantajhidir. Tek bitkiden mevsime bagli olmaksizin birden
fazla bitki elde edilebilir. Koklenmesi zor olan bitkiler kisa zamanda {iretilebilir.

Ayrica hastaliksiz bitki elde etmede olduk¢a 6nemli bir yontemdir.

Bu tez kapsaminda, bitki doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak Myrobalan 29C klon
anact ve Garnem (GNI15) hibrit anacinin klonal ¢ogaltimi {izerine arastirmalar
yapilmistir. Bu amacla Myrobalan 29C ve Garnem anaglarinin siirgiin gozii, yaprak

ve yaprak petiolii eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.

Siirgiin tesvikini saglamak amaciyla dogadan alinan eksplantlar {izerinde yapilan
caligmalarda Garnem ve Myrobalan 29C anaglarinin yaprak ve yaprak petiolii
eksplantlarinda herhangi bir gelisme olmamistir. Ayan vd. (2005)’ e gore,
mikrogogaltim agamalarinin basariyla tamamlanmasi i¢in uygun eksplant se¢imi
onemli ve temel faktorlerden biridir. /n vitro siirgiin olusumu kullanilan eksplant
tipine bagli olarak degismektedir. Canli vd. (2008)’e gore, Prunus tiirlerinde
rejenerasyon kabiliyeti, kullanilan doku tipi tarafindan kuvvetli derecede
etkilenmektedir. Regenerasyon kabiliyeti bakimindan, ayni tiiriin farkli dokulari
arasinda ¢ok biiylik farkliliklar gozlemlenmistir. Fakat biitlin Prunus tiirlerinde
kullanilabilen ve genel bir basar1 saglanabilecek ortak bir doku tipi mevcut degildir.
Genellikle yaprak ve govde parcalari, tohum kaynakli dokulara goére daha giic

rejenere olmaktadirlar.

Siirgiin tesvikini saglamak amaciyla kullanilan Myrobalan 29C anacinin siirgiin
goziinde, KIN ve NAA igeren modifiye MS ortaminda, bitki rejenerasyonu
saptanmistir. Garnem anacinda ise, KIN ve NAA veya BAP ve IBA igeren MS

ortaminda kallus meydana gelmistir.
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Myrobalan 29C anacinin siirgiin gozlerinde en yiiksek siirgiin sayisi (3.00) ve en
yiiksek siirgiin uzunlugu (18,67 mm), 4 mg 1" KIN i¢eren modifiye MS ortaminda
meydana gelmistir. Siirgiin uzunluklar1 arasinda 6énemli bir fark olmamakla birlikte
KIN konsantrasyonunun artirilmasiyla siirgiin uzunluklarinda artis meydana
gelmistir. KIN ve NAA hormonlarin1 beraber igeren ortama nazaran, sadece KIN
hormonunu igeren ortamda ise siirgilin sayisi artig gostermistir. Bunla birlikte KIN ve
NAA hormonlarin1 beraber igeren ortamlarda da KIN konsantrasyonunun

artirtlmasiyla siirgiin sayisinda artig meydana gelmistir (Tablo 4.1.).

Kardeslenme ¢alismalarinda, Myrobalan 29C anacinin eksplantlarinda en yliksek
stirgiin sayis1 (4.778), 2.0 mg 1™ BAP + 2.0 mg I™* KIN + 0.5 mg I"* NAA iceren
modifiye MS ortaminda meydana gelmistir. KIN, BAP ile NAA veya IBA eklenen
ortamlarda KIN ve BAP seviyesinin artirilmastyla siirgiin sayisinda artis meydana
gelmigtir. KIN, BAP ve IAA eklenen ortamlarda ise KIN ve BAP konsantrasyonunun
azaltilmasiyla siirgiin sayisinda artis meydana gelmistir. En yiiksek siirgiin
uzunlugunun ise (11.167 mm), 1.0 mg I BAP+1.0 mg I KIN+0.5 mg 1" IBA
iceren modifiye MS ortaminda meydana gelmistir (Tablo 4.2.). Bunun yaninda
olusan siirgiinlerin tabaninda kallus olusumu gozlemlenmistir. Olusan kalluslar sert

yapida ve sar1 renkte olmustur.

Kardeslenme caligmalarinda kullanilan Garnem anacinin siirglin gozlerinde, en
yiiksek yaprak sayisi ortalamasi (2.87) hormon i¢cermeyen modifiye MS ortaminda
meydana gelmistir. 1.0 mg ™" BAP+1.0 mg " KIN+0.5 mg I" NAA ve 2.0 mg 1™
BAP+2.0 mg 1" KIN+0.5 mg 1™ NAA igeren ortamlarda kardeslenme ve kallus
olusumu goézlemlenmistir. 2.0 mg ! BAP+2.0 mg ™' KIN+0.5 mg 1! IBA ve 2.0 mg
I BAP+2.0 mg I™* KIN+0.5 mg I™* TAA iceren ortamlarda da sadece kardeslenme
saptanmistir (Tablo 4.3.).

Arict (2008), Myrobalan 29C, GN, MaxMa 14, MaxMa 60, GF 677 anaglarinin
stirgiin uglar1 BAP, NAA, GA3 iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami
tizerinde kiiltiire alindiginda ortamlar arasinda bir fark gézlenmedigini rapor etmistir.
Bu ¢aligmada Myrobalan 29C i¢in en fazla siirgiin olusumu 1 mg I”* BAP + 0.2 mg
I" NAA, GN i¢in 1 mg I"' BAP + 0.02 mg I"* NAA + 0.5 mg "' GA3;, MaxMa 60
icin 2 mg "' BAP + 0.02 mg 1™ NAA, MaxMa 14 i¢in 2 mg I BAP + 0.2 mg I'!

35



NAA + 0.5 mg 1" GA3, GF 677 igin 1 mg I BAP + 0.02 mg 1" NAA igeren

ortamlarda gézlemlenmistir.

Tarafimizdan yapilan ¢alismalarda, Myrobalan 29C anaci eksplantlart KIN ve NAA
iceren modifiye MS ortaminda, Garnem anaci eksplantlart KIN ve NAA, BAP ve
IBA igeren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Myrobalan 29C anacinin
sirglin gozlerinde en iyi siirgiin olusumu 4 mg 1" KIN bulunan ortamda
gozlemlenirken, Garnem anacinin siirgiin gozlerinde siirgiin olusumu meydana
gelmemistir. Canli vd. (2008)’ e gore, rejenerasyon bitkinin genotipi, doku tiiri,
dokularin olgunluk durumu ve yasi, biliylimeyi diizenleyici maddeler ve bunlarin
birbirlerine olan oranlari, 151k rejimleri, yaralamalar, besin ortamindaki mineral
tuzlar, on muameleler gibi bir¢cok faktor tarafindan etkilenmektedir. Ayni tiiriin farkl
cesitleri arasinda rejenerasyon kabiliyeti ve ylizdesi bakimindan énemli farkliliklarin

gbzlemlenebildigi belirtilmistir.

Miachir vd. (2004)’e gore, mikrogogaltim BAP bagimhdir ve yiiksek NAA
konsantrasyonlarinda  siirgiin ~ olusumu  engellenir. BAP’in  diisik NAA
konsantrasyonlar1 ile birlikte kullanilmasinin = siirgiin ~ olusumunu  artirdig1

belirtilmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda Garnem anaci siirgiin gozleri KIN ve NAA
veya BAP ve IBA iceren ortamlarda siirgiin tesviki i¢in kiiltiire alinmistir. Fakat iki
ortamda da siirgiin olusumu meydana gelmemistir. Myrobalan 29C anacinin siirgiin
gozleri ise sadece KIN ve NAA hormonlarini igeren modifiye MS ortaminda kiiltiire
alimmistir. Gerek KIN hormonunun yalniz bulundugu ortamda, gerekse KIN ve NAA
hormonlarinin birlikte bulundugu ortamlarda siirglin rejenerasyonu meydana
gelmigtir. Bununla birlikte KIN ve NAA hormonunun birlikte bulundugu ortamlara
nazaran KIN hormonunun yalniz bulundugu ortamlarda siirgiin uzunlugu artmistir.
Bu sonu¢ mikro ¢ogaltimin kullanilan hormonlara bagli oldugu kadar kullanilan

bitkilerin tiir ve genotiplerine de bagli oldugunu gostermektedir.

Giirel ve Giilsen (1998a), yaptiklar1 ¢aligmada, Texas ve Nonpareil (Amygdalus
communis L.) badem cesitlerinin in vitro vegetatif ¢ogaltiminda farkli IBA ve BAP
diizeyleri kullanmiglardir. Siirglin gelisimi i¢in en iyi ortamin hormon igermeyen

veya diisik diizeyde IBA (0.1 mg 1) iceren ortamlar oldugu belirtilmistir.
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Channuntapipat vd. (2003), bademde (Prunus dulcis) ve badem x seftali (Titan x
Nemaguard) anaglarinda mikrogogaltim iizerinde ¢aligmalar yapmislardir. Bu amacla
Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra cesitlerinin yaklagik 0.7 cm uzunlugunda 3-5
yaprakli siirgiin uglarinin mikro ¢ogaltimi i¢in farklt IBA ve BAP konsantrasyonu
kullanilmistir. Eksplant kiiltiirleri farkli oranlarda sakkaroz ve % 0.7 agar eklenen
ortamlarda yapilmistir. Nonpareil 15-1, 0.049 mM IBA, 3mM BAP, 0.058 M
sakkaroz bulunan Almehdi and Parfitt (AP) ortamindan etkilenirken, Ne Plus Ultra
icin 0.049 mM IBA, 5SmM BAP, 0.088 M sakkaroz bulunan MS ortamlarinin uygun
oldugu bildirilmistir.

Tarafimizdan yapilan ¢aligmalarda, IBA ve BAP diizeylerinin birlikte kullanildigi
denemelerde veya BAP’ 1 tek basina kullanildigi denemelerde Garnem hibrit
anacinda silirgiin meydana gelmemistir. Bu farkli sonuglara, kullanilan cesitlerin
farkli olmasi, doku kaynagi olarak kullanilan organin fizyolojik yasi, eksplantin
bitkiden alindig1 donem, eksplantin biiyiikliigii ve eksplantin yetisme sartlari (serada,
dogal ortamda, in vitro’da yetismesi gibi) neden olmus olabilir (Babaoglu vd., 2001).
Bunun yani sira farkli firmalardan elde edilen kimyasallarin farkliliklari, farklh
ortamlarin kullanilmasi, kullanilan sakkaroz oranlar1 gibi nedenlerden kaynaklanmis

olabilir.

Giirel ve Giilsen (1998b), bademde (Amygdalus communis L.), Texas ve Nonpareil
cesitlerinin stirgiin uclarint kullanarak, farkli sakkaroz, agar ve pH diizeylerinin in
vitro siirgiin verimine etkilerini incelemislerdir. % 5 ve % 6 sakkaroz dozlarinin
proliferizasyonu uyardigi, % 0.5 veya % 6 sakkaroz ile pH 5.5 ise en iyi eksplant
gelismesinin  saglandigr  belirtilmistir.  Yiiksek sakkaroz ve agar dozlarinin

stirglinlerin dip kisimlarinda kallus olusumunu artirdigi rapor edilmistir.

Tarafimizdan yapilan ¢aligmalarda % 3 sakkaroz, 8 g I"! agar kullanilmis ve pH 5.7’
ye ayarlanmistir. Giirel ve Glilsen (1998b)’ nin yaptiklar1 ¢alisma ile paralel olarak
kurulan tiim denemelerde azda olsa kallus olusumu goézlemlenmistir. Ayrica
kardeslenme caligmalarinda Myrobalan 29C anacinin siirglin gézlerinin tabanlarinda

kallus olusumu meydana gelmistir.

Canli vd. (2008) tarafindan Prunus tiirlerinin rejenerasyon kabiliyetinin kullanilan
doku tipi tarafindan etkilendigi bildirilmistir. Biitiin Prunus tiirlerinde kullanilabilen

ve genel bir basar1 saglanabilecek ortak bir doku tipinin mevcut olmadigi
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vurgulanmistir.  Ayrica, In vitro’da kullamlan standart tuz karisimlarmin,
rejenerasyonu  etkileyen  etmenlerden  biri  oldugu  belirtilmistir. QL
(Quoirin&Lepoivre) tuzlarmmin Ozellikle Prunus tiirleri icin gelistirildigi, BS5
tuzlarinin ise rejenerasyonu onemli Olgiide azalttigi bildirilmigtir. QL ortami diger
ortamlarla karsilastirildiginda orta seviyede makro tuz igerigine ve diisik
konsantrasyonlarda amonyuma sahiptir. Amonyum iyonlarinin, hiicreye toksik etkide
bulundugu kaydedilmistir. Yagci vd. (2008)’ e gore, bitki doku kiiltiirii ortamlari
olan MS ve B5’ te azot kaynagi olarak nitrat ve amonyum tuzlar1 bulunmaktadir. Bu
tuzlarin miktarlarindaki degisiklikler hem kallus olusumunu hem de siirgiin
olusumunu etkilemektedir. Stamp ve Meredith (1988)’e gore kullanilan besin
ortamlar1 in vitro kiiltiirlerde sonucu etkileyen en Onemli faktorlerden biridir.
Werbrouck ve Debergh (1994), MS ortaminin birgok bitki i¢in hem kiiltiir
baslangicinda hem de siirglin ¢ogaltiminda kullanilmasit ve iyi sonuglar elde
edilmesine karsin, bu ortamdaki tuzlarin oraninin bazi bitkiler i¢in toksik etki
yapmakta oldugunu ya da fazla geldigini belirtmislerdir. Bu bitkiler ve odunsular i¢in
Woody Plant Medium (WPM) ya da Lepoivre ortaminin alternatif olabilecegini
belirtmiglerdir. Bu raporlara paralel olarak; Espinosa vd. (2006), Prunus serotina
Ehrh.’nin {i¢ genotipinin in vitro yaprak eksplantlarini, 0.0, 0.54, 1.07, 5.37 uM NAA
ve 0.0, 4.44, 8.88, 13.32 uM BA kombinasyonlari ile tamamlanan WPM ve 0.0, 0.54,
1.07, 5.37 uM naphthalenacetic acid (NAA), 0.0, 2.27, 4.54, 6.81 uM TDZ ile
tamamlanan WPM ortaminda kiiltiire almiglardir. TDZ ve genotipin, siirgiin
rejenerasyonu sayisinda Onemli bir etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Maksimum ortalama siirgiin sayist rejenerasyonu her bir eksplantta (5.05+1.14) 2.27
uM TDZ ve 0.54 uM NAA igeren 151k uygulamasindan sonra 3 hafta boyunca
karanlik klima odasinda kiiltiire alinan ortamdan elde edilmistir. En yiiksek siirglin
rejenerasyonu orani (38.8) ve ortalama siirgiin sayisi (4.13+£0.97) 6.81 uM TDZ ve
1.07 uM NAA igeren ortam iizerinde saglanmistir. Yan siirgiinlerde en fazla
koklenme (27%) ve kok sayist (2.3+£0.2), 2.5 uM IBA iceren ortamlarda meydana
gelmistir. Stok kiiltiirlerden elde edilen nodal eksplantlarda en yiiksek koklenme
(70%) ve her bir siirgiiniin kok sayis1 (2.7+0.9) 2.5 uM IBA igeren ortamlardan, 16
saatlik fotoperyota transfer edilmeden 6nce 4 giin boyunca karanlikta muhafaza

edilen siirgiinlerde elde edilmistir.
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Bu tez kapsaminda, tiim denemeler siiresince, ortam olarak makro, mikro besin
elementleri ve Gamborg B5 vitaminlerini i¢geren modifiye MS ortami kullanilmustir.
Modifiye MS ortamimin Garnem ve Myrobalan 29C iizerinde farkli etkilere sahip
olmastyla birlikte, kullanilan dokulara da farkl etkilerinin oldugu gdézlemlenmistir.
Olusan bu farkliliklar, her bitkinin farkli elementlere farkli miktarlarda ihtiyag

duymasindan kaynaklanmis olabilir.

Koklenme c¢alismalarinda, modifiye MS ortamina % 3 sakkaroz, 8 g 1™ agar
eklenmis, BAP (0.1 mg 1" ) ve NAA/IBA/TAA (1.0, 2.0, 4.0 mg I") hormonlarinin
degisen diizeylerdeki konsantrasyonlar1 ilave edilerek siirgiin gozleri kiiltiire
alimmistir. Fakat Garnem anact ve Myrobalan 29C anaci eksplantlarinda kok

olusumu meydana gelmemistir.

Ainsley vd. (2001), sert g¢ekirdeklilerden bademin (Prunus dulcis Mill.) siirgiin
kiiltiirlerinde, IBA ve NAA’ in farkli konsantrasyonlarmi kullanmiglar ve
koklenmede optimum Oksin konsantrasyonunu belirlemek icin IBA ve NAA
konsantrasyonlarini karsilagtirmiglardir. En iyi koklenme Oksin bulunmayan fakat
100 uM PG (phloroglucinol) iceren bazal ortamin ardindan 1.0 mM IBA ve 0.6 %

agar iceren ortamlara siirgiinlerin aktarilmasiyla elde edilmistir.

Tarafimizdan yapilan ¢aligmalarda IAA, IBA ve NAA konsantrasyonlarina (0.0, 1.0,
2.0,4.0 mg I" ) ilave olarak 0.1 mg I" BAP eklenmis ve Garnem anacinda veya
Myrobalan 29C anacinda koklenme meydana gelmemistir. Ainsley vd. (2001) ’nin
yaptig1 calisma ile bizim yaptigimiz ¢aligsma arasindaki farkin sebebi, PG uygulamasi

ve kullanilan anaglarin farklilig: olabilir.

Pierik (1987)’ e gore, alt kiiltiir sayis1 ile koklenme arasinda iliski vardir. Alt kiiltiir
sayisinin artmasi ile koklenme oranini artmaktadir ve siirgiin biiyiikliigii koklenmeyi
arttirmaktadir. Tarafimizdan yapilan ¢aligmalarda kiiltiire alinmay: takiben 4 hafta
sonra degerlendirmeler yapilmistir. Kiiltlirlerin, alt kiiltiirlere transferleriyle
siirgiinlerin uzunluklar1 artirilabilir ve eksplantlarda kok olusumu saglanabilir.
Ayrica bu tez kapsaminda kurulan denemelerin bazilarinda in vivo’da yetisen
stirgiinlerin uzunluklart artirildikga gelisim hizlarimin ve siirglin  uzunluklarinin

artmakta oldugu gorilmiistiir.
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Shekafandeh (2010), iki badem ¢esidinde (Shahrood 8 ve Shahrood10) farkli Oksin
ve Sitokinin hormonlariin etkisini incelemistir. Ortamlara farkli konsantrasyonlarda
NAA ve IBA hormonlart ve 1.5-2 mg I” BA eklemistir. NAA ve IBA uygulanan
stirgiinlerin tabanlarinda kallus olustugu, IBA uygulamasi ile kompakt kalluslarin
meydana geldigi rapor edilmistir. iki Oksin tipi karsilastirildiginda, IBA uygulanan
sirglinlerde koklenme gelistigi vurgulanmistir. Ayrica bu ¢alismada pH’nin
koklenmeye etkisi arastirilmis ve pH seviyesinin koklenmede 6nemli bir etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir. Shahrood 8’ in pH 5.7 iken 70 % oraninda, Shahrood 10’ un

stirglinlerinin pH 4.8 iken 60 % oraninda kok olusturdugu belirtilmistir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda, pH 5.7’ ye ayarlanmis ve Shekafandeh
(2010)’ 1n yaptig1 calismayla paralel olarak kiiltiire edilen siirglinlerin tabanlarinda
kallus olusumu gozlemlenmistir. Kalluslar kahverengi ve sert yapida meydana

gelmistir (Sekil 4.3.).

Channuntapipat vd. (2003), badem x seftali hibrit anac1 (Prunus dulcis cv. Titan x
Prunus persica cv. Nemaguard) c¢esidi olan Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra’ nin 2
cm uzunlugundaki kiiltiirlerini kullanmiglardir. Kiiltiirlerde, 2.4 mM IBA, 0.088 M
sakkaroz ve % 0.7 agar eklenip pH 5.7’ ye ayarlanan MS ortamlarinda, 2 hafta 1sikli,
1 hafta karanlik kosullarda % 88 oraninda kok gelisiminin meydana geldigi
belirtilmistir. Gelisen bitkiler Nonpareil (15-1)’de % 50, Ne Plus Ultra’da ise % 65
oraninda canliliklarin1 devam ettirmiglerdir. Werbrouck ve Debergh (1994), yiiksek
seker konsantrasyonunun (% 3-4) koklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artirdigini

belirtmistir.

Tarafimizdan yapilan c¢aligmalarda, 30 g 1! sakkaroz ile Oksin ve Sitokinin
hormonlarinin kombinasyonlarin1 i¢ceren modifiye MS ortami iizerinde Garnem ve
Myrobalan 29C anaglarinin siirgiin gézleri kiiltiire edilmistir. Besi yerlerine aktarilan
eksplantlar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik, 24+2 [JC sicakliktaki iklim odasinda
kiiltiire alinmig, 4 hafta sonra iklim odasinda bekletilen kiiltiirlerin degerlendirilmesi
yapilmistir. Kiiltiire edilen, Garnem anacinin siirglin gozlerinde siirgiin tesviki veya
koklenme meydana gelmemistir. Myrobalan 29C anacinin siirgiin gozlerinde ise
stirgiin olusumu meydana gelirken, koklenme meydana gelmemistir. Channuntapipat
vd. (2003) ile tarafimizdan yapilan ¢alismalar arasindaki farklar kullanilan anag¢larin

farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Fotopoulos ve Sotiropoulos (2004), Yunanistan’ in Pomology Enstitiisiinde selekte
edilmis olan seftali x badem hibriti PR 204/84 (Prunus persica x Prunus amygdalus)
anacin kullanmiglardir. Eksplantlar, karbon kaynagi olarak glukoz veya sakkarozun
farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak kiiltiire alinmistir. Her bir MS ortamina glukoz
veya sakkarozun yaninda 5 uM IBA eklenmistir. PR 204/84°1in in vitro kiiltiirlerinde
en fazla koklenme ve ortalama kok sayisinin 88 mM sakkaroz veya glukoz igceren
ortamlarda meydana geldigi bildirilmistir. Kiiltiir ortamlarina farkli sekerlerin
ilavesinin, siirglin ¢ogaltimi1 potansiyelini artirabilecegi vurgulanmigtir. Ayrica
ortamlarin kapatilmasinda kullanilan parafilm, kauguk, pamuk ve aliiminyum folyo
gibi onaylanan materyallerin koklenmeye etkisi arastirilmistir. Parafilm, kauguk,
aliminyum folyo materyallerinin kdklenme oraninda 6nemli bir fark yaratmadigi
bildirilmigtir. Pamuk kullaniminin ise her bir siirgiinde en diisiik kok sayisina, kok

uzunluguna sebep oldugu belirtilmistir.

Bu tez kapsaminda tarafimizdan yapilan koklenme calismasinda karbon kaynagi
olarak 3 % sakkaroz kullanilmistir. Garnem veya Myrobalan 29C i¢in kurulan siirgiin
tesviki, kardeslenme ve koklenme denemelerinde farkli sonuclar elde edilmistir.
Garnem veya Myrobalan 29C anaglarinda kok olusumu iizerine glukoz

konsantrasyonlarinin etkisi arastirilabilir.

Perez-Tornero vd. (1999), baz1 kayisi ¢esitlerinin (Canino, Currot, Bulida ve
Bergeron) siirgiinlerini kdklendirmek i¢in 9.8, 19.6, 29.4 uM konsantrasyonlarinda
IBA kullanmiglardir. Bulida’ nin en az siirgiin sayisi ve en diisiik verimlilik
gosterdigi belirtilmistir. Biitiin denemelerde ortalama olarak Helena’da % 60,
Canino’da % 73.5, Lorna’da ise % 60.3 oraninda kok gelisiminin meydana geldigi
belirtilmistir. Bununla birlikte siirgiinlerin ¢ogunun apikal nekrozis gosterdigi rapor

edilmistir.

Tarafimizdan yapilan caligmalarda, NAA, IBA, IAA ve BAP hormonlar farkli
kombinasyon ve konsantrasyonlarda kullanilmistir. Fakat Garnem anacinin veya
Myrobalan 29C anacinin siirgiin ucu eksplantlarinda kok olusumu meydana
gelmemis, eksplantlarin tabaninda kallus olusumu gdzlemlenmistir. Mariska vd.
(1991)’e gore, silirglin gelisimi ortamlarinda Sitokinin hormonunun varhgi kok
gelisimini engellemektedir. Tam bir bitki olusturmak ig¢in siirgiinler, siirgiin

olusturma ortamindan sonra farkli hormon kompozisyonuna sahip olan yeni bir

41



ortama aktarilmalidir. Siirgiinler belirli bir uzunluga eristikten sonra koklenmeleri
amactyla koklenme ortamina alinmalidir. Werbrouck ve Debergh (1994) , bitki
dokularindan organ farklilasmasinda Oksin ve Sitokininler 6nemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/Oksin oraninin yiiksek olmasi siirglin olusumunu, Oksin/Sitokinin oraninin
ylksek olmasi kok olusumunu, Oksin/Sitokinin oranlarinin esit olmasi ise kallus
olusumunu desteklemektedir. Bhojwani ve Razdan (1983)’a gore, doku kiiltiirii
caligmalarinda kullanilan Oksin ve Sitokinin hormonlarinin etkileri, {izerinde
caligilan tiirlere gore degismektedir. Mikrogogaltimda, siirgiin ¢ogaltiminin
arttirilmasi, uygun konsantrasyonda ve tipte Sitokinin igeren (Oksinli ya da Oksinsiz)
besin ortamlarinda saglanmaktadir. Borkowska ve Szczerba (1991), kullanilan bitki
biliylime diizenleyicileri ile konsantrasyonlarmnin kiiltiir asamasina ve bitki tiirline

gore farklilik gosterdigini belirtmistir.

Antonopoulou vd. (2007), seftali hibrit anact GF-677 (Prunus amygdalus X Prunus
persica) kullanarak anaglarin in vitro koklenmesinde demirin selat formu olan
ethylendiamine di-o-hydroxyphenylacetic (Fe-EDDHA) (%6 Fe) tuzunun etkilerini
arastirmislardir. Ethylendiamine tetraacetic acide (Fe-EDTA) tuzlarinin yerine
koyulan Fe-EDDHA’ nin 3 konsantrasyonu kullanilmigtir: 93.5, 187.0, 280.5 mg 1™
(swrastyla; 5.6, 11.2, 16.8 mg 1! Fe). Her bir Fe-EDDHA uygulamasi i¢in 4 farkli
konsantrasyonda (0, 0.1, 1.0, 10 mg 1) eklenen askorbik asidin etkisi ¢alisilmistir.
Eksplantlar en iyi koklenmeyi 280 mg 1! Fe-EDDHA’ da verdigi belirtilmistir.
Askorbik asidin koklenmeye net olmayan bir etkisi oldugunun gézlemlendigi rapor

edilmistir.

Bu tez calismasinda, modifiye MS ortami kullanilmistir ve bu ortam Fe-EDTA
icermektedir. Eksplant kaynaklarinda koklenme meydana gelmemistir. Bitki
materyallerinin alindig1 zamanlardaki donemsel faktorler, calismada kullanilan
bitkilerin genotipi, bitkilerin ihtiya¢ duyduklar1 elementlerin ortamdaki miktarlari

koklenmenin olugsmamasina sebep olmus olabilir.

Bu calismalarda en sik karsilasilan engel kontaminasyon olmustur. Sterilizasyon
yontemleri birgok defa degistirilmesine ragmen 6zellikle kis aylarinda (kasim, aralik,
ocak, subat) alinan eksplantlarda kontaminasyon orani oldukca artmistir (Sekil 5.1.).
[Ikbahar ve yaz aylarinda eksplantlar 30 dakika akan ¢esme suyu altinda yikannmustir.
Daha sonra 1.5%’ lik sodyum hipokloritin igerisinde 10 dakika bekletilip, 3 defa
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dH,O ile c¢alkanip kurutma kagidi ile kurutma yapilmasi, eksplantlarin
strerilizasyonu i¢in yeterli olmustur. Yaz aylarinin son donemlerinde ise, eksplantlar
akan ¢esme suyu altinda yikandiktan sonra deterjanla calkalama yapilmisveya 96%’
lik etanolda bekletildikten sonra yine ayni iglemlere tabi tutularak sterilizasyonda
basar1 saglanmistir. Kis aylarinda ise bu sterilizasyon yontemleri yeterli olmayip
neredeyse kiiltiirlerin hepsinde, 6zellikle bitki materyallerinin ¢evresinde olugmaya
baslayan kontaminasyon kaydedilmistir. Bu sebeple sterilantlarin konsantrasyonu ve
sterilantlar icerisinde bitki materyallerinin kalma siiresi artirilmistir. Sterilantlarin
konsantrasyonlarin1 ve sterilant igerisinde bitki materyallerinin kalma siiresini
artirdik¢a bitki materyallerinde yanma (kahverengilesme) meydana gelmis, fakat

bulasiklik 6nlenememistir.

Sekil 5.1. MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan eksplantlarda kontaminasyon

Kontaminasyonlarin 6zellikle bitki eksplantt c¢evresinde olusmaya baslamasi
bulagiklik sebebinin bitki kaynakli olabilecegini gostermektedir. Kontaminasyon,
sterilantlarin ~ siirgiin  gozlerindeki yaprakgiklara 1iyi niifus edememesinden
kaynaklanmis olabilir. Ayrica sonbahar ve kis aylarinda fungus sporlarinin siirgiin

gbzlerine yerlesmis olmasi kontaminasyona artirmis olabilir.

Bitkilerin ylizey sterilizasyonlar1 doku kiiltiirii islemleri arasinda en Onemli
asamalardan biridir. Yiizey sterilizasyonu i¢in kullanilan en 6nemli maddeler etil

alkol, sodyum veya kalsiyum hipoklorit, civa kloriir, giimiis nitrat ve hidrojen
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peroksittir. Ayrica sterilizasyon amaciyla biyositler de kullanilabilir. Ticari soliisyon
en az % 5 sodyum hipoklorit (NaOCI) igermeli ve yiiksek saflikta olmalidir. En fazla
% 20-30 oraninda ticari soliisyon igeren karigimlar kullanilmaktadir. Biitiin
sterilizasyon soliisyonlarinda o6zellikle yaprak ve govde gibi sterilizasyonunda
kullanilacak soliisyonlarda 100 ml soliisyon i¢in yilizey gerilimini azaltmasi icin 2
damla Tween- 20 kullanilmalidir (Babaoglu vd., 2001). Tarafimizdan yapilan
caligmalarda, sodyum hipoklorit (NaOCI), etil alkol ve fungusit (bakirli preparat)

kullanilmistir.

Perez-Tornero vd. (1999), tarafindan bademin mikro g¢ogaltimi iizerinde yapilan
calismalarda aralik-subat ayindaki dormant goézler kullanilmistir. Bademde yan
(aksillar) siirgiinlerde ¢ok fazla kontaminasyon saptandigi vurgulanmistir (% 83).
Sterilizasyon amaciyla 2 veya 3 goz igeren siirglinler su ve deterjan igeren
sollisyonda yikanmistir. 5 dakika % 70' lik etanolda tutulmustur. Daha sonra 20
dakika boyunca % 0.8 NaOCI igeren % 20’ lik domestos soliisyonu igerisinde
sterilizasyonu yapilmistir. Sterilizasyonu takiben eksplantlarin 3 kez steril su ile
yikanmistir. Arazi kosullarinda yetistirilen meyve agaclarinda mikroorganizma
gelismesi  meydana  gelebilecegi  belirtilmistir.  Bu  bitkilerde  gelisen
mikroorganizmalar in vivo kosullarda bitkiye zarar vermeyebilecegi, fakat bu tip
bitkilerden alman eksplantlar besin elementlerince zengin ortamlarda kiiltiire

alindiginda bakteri ve fungus sporlari hizli bir gelisim gosterecegi rapor edilmistir.

Tarafimizdan yapilan ¢alismalarda da bu ¢alismaya paralel olarak 6zellikle kasim,
aralik, ocak, subat aylarinda kiiltlire edilen bitkilerde ¢ok sik (90 %) kontaminasyon
meydana gelmistir. Kullanilan sterilantlarin oranlar1 ve bitki materyalinin sterilant
icerisinde bekleme siiresi artirildikca bitki materyalinde kahverengilesmeler meydana

gelmistir.

Leifert ve Cassells (2001), mikro organizmalar (funguslar, bakteriler viriisler ve
viroidler) ve mikro artropodlar (tripsler ve akarlar)’ in bitki doku kiiltiiriinde
kontaminasyona neden olabilecegini bildirmislerdir. Bu tip kontaminasyonlarin,
doku kiltiiri ¢calismalarinda kullanilan eksplantlarla, laboratuar ¢aligmalariyla veya
mikroartropod vektorleri araciligiyla meydana getirilebilecegi  belirtilmistir.
Kontaminasyonlarin, kiiltiire alinmay1 takiben gelisebilecegi veya uzun bir siire

latent kalabilecegi vurgulanmistir. Bir¢ok bitki tiirlinde dezenfeksiyon protokolleri
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gelistirilmis;  antibiyotik  ve  fungusit  kullannmi  bakteri ve  fungus
kontaminasyonlarinin engellenmesinde kullanilmasina ragmen bu tip bulasikliklar
onemli problemler olusturabilmekte oldugu kaydedilmistir. Ozellikle gram negatif

bakterilerin kontrolii doku kiiltiirii ¢aligmalarinda bagarisiz olundugu rapor edilmistir.
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BOLUM 6
SONUC VE ONERILER

Bitkiler, tek bir hiicreden, doku veya organlardan tam bir bitkiyi olusturma
(totipotensi) ve farklilasma yetenegine (kompotens) sahiptir. Bu o6zelliklerinden
yararlanilarak doku kiiltiirii yontemiyle bitkilerin genetik yapilarini degistirmeden
klonal ¢ogaltimlarin1 yapmak miimkiindiir. Doku kiiltiiriiniin iireticiye sagladigi en
bliyiik avantaj damizlik olarak sec¢ilen bitkinin, genetik Ozellikleri bakimindan,
aynisini liretmektir. Ayrica bitki materyalinin gereksinim duyulan sayida, kisa siirede
ve mevsime bagli olmaksizin iiretilmesini saglar. Ozellikle iiretimi in vivo kosullarda
zor olan bazi tiirlerin {iretilmesinde ve tiirlerin kaybolmasini 6nlemekte onemli bir

yontemdir.

Tarafimizdan yapilan bu ¢alismada, Garnem (GN15) hibrit anac1 ve Myrobalan 29C
klon anacinin yapragi, yaprak petiolii ve siirgiin gozleri in vitro kosullarda kiiltiire
alimmistir ve Garnem anacinin etkin bir sekilde tiretimi yapilamazken, Myrobalan

anacinin liretimini saglayabilecek kosullar belirlenmistir.

1. Myrobalan 29C anacinin, KIN ve NAA (0.0, 0.5, 2.0 4.0 mg 1I"') hormonlarini
iceren modifiye MS ortaminda basarili bir sekilde ¢ogaltimi yapilmistir.

Garnem anacinin ise mikro ¢cogaltim ¢alismalarinin devam etmesi gerekir.

2. BAP, KIN, NAA, IBA, TIAA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg I"' ) hormonlarin1 igeren
modifiye MS ortaminda Kkiiltiire alinan Myrobalan 29C anaci siirgiin
gozlerinde ortalama 3 kardes meydana gelirken, Garnem anacinda kallusla

birlikte yaprak sayisinda artis meydana gelmistir.

3. Myrobalan 29C anac1 ve Garnem anacinda kok olusumu saglanamamustir. Alt
kiiltir c¢aligmalar1 yapilarak, farkli karbon kaynaklar1 ve biiyiime
diizenleyicileri ilave edilerek koklenme saglanabilir. Ayrica, kok gelisimi
lizerine ortamin fiziksel kosullarmin etkisi (1s1k siddeti gibi) tizerinde

aragtirmalar yapilabilir.
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4. Bu tez kapsaminda kurulan denemelerin bazilarinda in vivo’da yetisen
sirglinlerin  uzunluklar1  artirlldikca  gelisim  hizlarmin ~ ve  siirgiin
uzunluklarimin artmakta oldugu gériilmiistiir. Ozellikle Garnem anacinin

mikro ¢ogaltim ¢alismalarinda 2-4 cm uzunlugundaki siirgiinler kullanilabilir.

5. BAP ve IBA (0.0, 0.5, 2.0, 4.0 mg I'") veya BAP, KIN, NAA, IBA, IAA
(0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg I"" ) kombinasyonlarini igeren modifiye MS ortaminda
kiiltiire aliman Garnem anaci siirglin gozlerinde sert yapida, kirillgan kalluslar
meydana gelmistir.  Olusan kalluslar hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin

gelistirilmesinde kullanilabilir.

Kullanilan hormonlarin Myrobalan 29C ve Garnem anaglarina farkli etkilerde
bulundugu belirlenmistir. Her bitki i¢in farkli ortamlar ve farkli hormon ¢esitleri
etkili olabilmektedir. Kullanilan hormonlarin c¢esitleri veya konsantrasyonlar1 ve

kombinasyonlar1 degistirilerek, bitki genotipine bagli olmak iizere, farkli sonuglar

elde edilebilir.
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EK 1

Kiiltiir Ortamlarindaki Konsantrasyon (mg 17™)

KNO;
NH4NO3
MgSO4-7H,0
CaCl,-2H,O
KH,PO4
MnSO4.4 H20
KI

H;BO;
ZnS047H,0
CuSO45H,0
Na,MoO42H,0
CoCl,-6H,0
FeSO47H,O
Na,-EDTA
Nikotonik asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI
myo-inositol

Sakaroz

1900

1650

370

440

170

22.3

0.83

6.2

8.6

0.025

0.25

0.025

27.8

37.3

1.0

1.0

10.0

100

30000
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D.

Kimyasallar

. H;BO;

KH,PO4

KI
Na;Mo0O4:2H,0
CoCl,y-6H,0
CaCl,-2H,0

MgSO,-7H,0
MnSO4.4 H20
ZnS047TH,0
CuSO45H,0

. FCSO4'7H20

Na,-EDTA

Nikotonik Asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI

EK 2. Stok Soliisyonlar

54

Oranlar (mg/100ml)

62
1700
8.3
2.5
0.25
4400

3700
169
86
0.25

278
373

10
10
100



Kimyasal
NH4NO3
CaCl,.2H,0
KNO;
myo-inositol
Sakaroz

Agar

EK 3. Sonradan ilave edilen kimyasallar

55

mg/1
1650
440
1900
100
30000

8-10 g
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