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Prunus amygdalus L°NIN IN VITRO DOKU KULTUR TEKNIKLERI
KULLANILARAK COGALTILMASI

YAPAR, Narin Haki
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Yard. Dog. Dr. Canan CAN
Eylil, 2004, 40 sayfa

Badem (Prunus amygdalus L.) Gaziantep’te dogal bir yayilis alami bulan ve
yetistiriciligi yapilan bir tlirdlir. Son dénemlerde bazi hibrit ¢esitlerin bolgeye
adaptasyon ¢aligmalan yapilmakta, agi1 ile tretimi kolay olan bir bitki olmasina
ragmen bu gesitlerde liretim glicligi ile karsilasilmaktadir. Bu ¢alismada in vitro
doku kiiltlirti teknikleri kullanilarak Garrigues ve Yaltsinki ¢esitlerinin ¢ogaltilmasi

tizerinde arastirmalar yapilmistir,

Murashige ve Skoog-MS (1962) ortaminin kullamildig1 ¢alismada siirgiin ucu, nod
ve embryolar farkli sitokinin (Benzylaminopurine-BAP ve Kinetin-K) ve oksin
(Naphthalene acetic acide-NAA, Indole 3-acetic acide-IAA) kombinasyon ve
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmistir. Embriyo kiiltiirlerinde gesitler arasinda
herhangi bir farklilik olmaksizin hormon igermeyen MS bazal ortami en iyi kok
gelisimini saglarken, Yaltsinki ¢esidinde 0.5 mg/lt IAA govde gelisimini olumlu
yonde etkilemistir. Kiiltlire alinan stirglin uclarinda kallus gelisimi meydana gelmis
ve her iki c¢esitte de 4.0 mg/lt BAP kolay kirlabilir ve hizli gelisen kallus
olusumunu tesvik etmistir. Bu kalluslarda somatik embriyo gézlenmemistir. Kiiltlire
alinan nodal eksplantlardan bitki gelisimi en iyi oranda 2.0 BAP mg/lt ve 0.5 IAA
mg/1t hormon kombinasyonunu igeren MS ortami {izerinde meydana gelmigstir. Elde
edilen sonuglar, nodal eksplantlanin Garriguez ve Yaltsinki gesitlerinde direk
somatik embryogenez ve bitki regenerasyonunda kullanilabilecegini ortaya

koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Badem, bitki doku kiiltiirdi, klonal ¢ogaltim



ABSTRACT

CLONAL PROPAGATION OF Prunus amygdalus L. BY IN VITRO TISSUE
CULTURE TECHNIQUES

YAPAR, Narin Haki
M.Sc. in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Canan CAN
Sep 2004, 40 pages

Almond (Prunus amygdalus L.) is cultured in the Gaziantep province is naturally
spreads in the area. Recently some hybrid varieties are brought to region and
adaptation studies have already been started. The plant is easily propagated through
grafting in vivo; however the production is depended on the climatic factors
restricting the production. In this study in vitro propagation of Garrigues and

Yaltinski varieties of almond was investigated.

Murashige and Skoog-MS (1962) supplemented with different concentrations and
combinations of cytokinins (Benzylaminopurine-BAP and Kinetin-K) and auxins
(Naphthalene acetic acide-NAA, Indole 3- acetic acide-IAA) was used for shoot tip,
nodal segments and embryo cultures. The best root formation in embriyo cultures
was obtained in media without growth regulators, and MS media supplemented with
0.5 mg/1t of IAA resulted good stem development in Yaltsinki. Calli developed from
cultured shoot tips and MS+4 mg/lt BAP resulted fast growing-fragile callus growth.
However no somatic embriyo developed from such calli. Cultured nodal explants
were best inducted with MS supplemented with 2.0 BAP mg/lt and 0.5 IAA mg/lt
for plant regeneration. The results obtained suggest that nodal explants can be used

for direct embryogenesis in Garriguez and Yaltinski.

Keywords: Prunus amygdalus, plant tissue culture, clonal propagation
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1. GIRIS

Badem, erik ve seftali gibi sert ¢ekirdekli meyve tiirleri tohumla iiretiminin yan sira
asillama, daldirma, g¢eliklerin koklendiriimesi gibi yontemler kullanilarak
tiretilmektedir. Ancak bu y&ntemlerle {iretim her zaman seri ve ekonomik bir
¢ogaltim icin yeterli olmamaktadir. Bu nedenle gilinlimiizde yapilan ¢alismalar
meyve tlirlerinin tretiminde alternatif bir yontem olarak doku kdltiirii {izerinde
yogunlasmaya baglamigtir. Bu amagla farkl: tiirler i¢in farkli doku kiiltiirii yontemleri
denenmis ve olduk¢a basarili sonuglar elde edilmistir. Ulkemiz meyveciliginin
gelistirilmesinde biiylik 6neme sahip olan, ismine dogru saglikli ve istenilen
ozelliklere sahip fidan yetistirilmesinin saglanmasi amactyla doku kiiltiirii

calismalarina hiz verilmektedir.

Bitki doku kiiltliri yontemleri son yillarda genis uygulama alani bulmustur. Bu
yontem genel olarak aseptik kosullarda yapay ortamlar tizerinde bitki doku, organ,
hiicre ve protoplastlarinin kiiltiire alinmasini igerir. Bu amagla, bitki hiicrelerinin
totipotens Ozelliklerinden yararlanihir. Bitki doku kiiltiirii giiniimiizde tarim, orman
ve meyve tiirlerinin patojenlerden arindirilmasinda, klonal gogaltilmasinda ve daha
onemlisi bitki genetik miihendisliginde genis uygulama alani bulan y&ntemlerden
birisi olmustur (Pierik, 1997; Babaoglu, 2001). Doku kiiltiiri yéntemleri, bitkilerin
vejetatif olarak cogaltilmasina alternatif olarak birgok tekniklerin kullanilmasin
saglayacak avantajlar sunmaktadir. En Onemlisi, aseptik kosullarda klonal
cogaltmay1 olasi kilarak, kisa bir stirede, kiigiik bir alanda bir bitki doku pargasindan,
¢ok fazla oranda ismine dogru bitkinin elde edilebilmesidir (Pierik, 1997; Babaoglu,
2001). In vitro bitki doku ve hiicre kiiltiirii tekniklerindeki gelismeler hastalik ve
ekstrem kosullara dayanikli bireyler gelistirilmesinde yepyeni olanaklar saglamistir
(Grosser, 1985). Cok sayida bitki hiicresinin selektif agent olarak kullanilan stres
faktorleri ile (hastalik etmeni mikroorganizmalarin toksinleri, herbisitler, diigiik
sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonlari vb.) muamelesi sonucu bitki dokusunu
olusturan hiicreler arasinda var olan veya in vitro kosullarinda uygulanan stres

faktorlerinin etkisi ile ortaya ¢tkan mutant doku ve hiicre hatlarinin se¢imi miimkiin



olabilmektedir. Béylece stres faktorlerine tolerant veya dayanikli bireylerin se¢imi
tamamen laboratuar kosullarinda daha gilivenilir ve daha kisa zamanda
gergeklestirilmektedir (Wenzel vd., 1984). Ayrica yine son yillarda bitki protoplast
kiltiirleri ve flizyonu calismalarindaki hizli gelismeler, eseysel melezlemede
karsilasilan giigliikleri agmada biiylik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
Protoplast flizyonu ile aralarinda eseysel agidan melezleme sorunu olan bitkilerde,
somatik hibridizasyonla hibrit bitkiler elde edilebilmektedir (Dix, 1990). Protoplast
kiilttirlerinin yeni bitkilerin gelistirilmesindeki katkisi, sadece somatik hibridizasyon
ile klasik melezlemede karsilagilan glicliikklere ¢6ziim getirmesi olmayip, bunlardan
daha ilging olani, rekombinant-DNA teknolojisi ve organel transferinde de
kullanilmasidir. Bir bitkiden izole edilen DNA, fiziksel ve kimyasal ydntemlere bir
diger bitkiden elde edilen protoplastlara aktanlabilmekte ve somaklonal varyant
bitkiler elde edilebilmektedir (De le Pena vd., 1987; Rhodes vd., 1988).

In vitro doku kiiltiirii teknolojisinin bitki {iretimi ve 1slahinda kullamilabilirligi kiiltiire
alinan hiicre veya dokulardan yiiksek oranda embriyo gelisimine baglidir. Ayrica
doku kiiltiirlerinde embriyo gelisimini etkileyen faktorlerin (ortamin bilesimi, 151k ve
1s1 dereceleri, kullanilacak doku tipi, ortamin hormon kombinasyonu) kesin olarak
belirlenmesi gereklidir (Murashige ve Skoog, 1962; Thorpe vd., 1991). Agag
bitkilerinin doku kiiltliri ile {iretimi direk somatik embriyogenesis veya kallus
araciligt ile embriyogenesis (dolayli yontem) yoOntemleri  kullamilarak
gergeklestirilmektedir (Thorpe vd., 1991). Bununla birlikte somaklonal varyasyonun
artmasina neden oldugu i¢in klonal ¢ogaltmada dolayli yéntem tercih edilmemektedir
(Marcotrigiano ve Jagannatham, 1988). Bu nedenle ¢ok sayida bitki tiretimi amaci ile

direk olarak morfogenesis olusumunun meydana gelmesi istenmektedir.

Prunus amygdalus’un anavatam Orta ve Bat1 Asya’dir. Buradan Cin, Hindistan, Iran,
Suriye ve Akdeniz ilkelerine yayilmistir. Agaglart dikenli ¢ali seklinde, meyveleri
sert ve kalin kabukludur. Diinyada badem iretimi 2001 DIE Tarim Istatistikleri

Ozetlerine gére dagilimi asagidaki Tablo 1.1°de verilmistir.

Prunus cinsine ait tiirlerin klasik yontemler kullanilarak tiretimi, tiim meyve
agaclarinda da oldugu gibi mevsime bagimlilik géstermekte ve tohumla iiretiminde

standardizasyonun saglanamamaktadir. Bu c¢alismada P. amygdalus (badem)’in



¢ogaltilmasinda bazi oksin ve sitokininlerin etkisi arastirilmistir.

Tablo 1.1: Diinya badem iiretimi (DIE, 2001) (ton)

Yaltinski ve Garrigues ¢esitlerinin in vitro bitki doku kiiltiirti teknikleri kullarularak

Ulkeler Yillar
1997 1998 1999 2000 2001
US.A 549,000 | 393,000 | 377,840 | 318.880 | 376,480
ispanya 388,851 | 220,439 | 279,100 | 223,300 | 257.000
ftalya 104,494 | 87,998 | 103,100 | 104.755 | 112.812
Iran 74396 | 111,992 | 95,900 | 89.637 | 97.144
Fas 52,700 | 52,700 | 81,304 | 65.044 | 81.820
Tunus 51,000 | 55,000 | 58,000 | 62.000 | 30.000
Suriye 26341 | 67,150 | 57,697 | 62.288 | 49.487
Yunanistan | 56,046 | 40344 | 46319 | 47.184 | 55267
Tiirkiye 33,000 | 36,000 | 43,000 | 47.000 | 42.000
Pakistan 49.000 | 49,100 | 50,000 | 32,336 | 33.236
Liibnan 31,254 | 39,000 | 31,000 | 32.000 | 33.000
Libya 29.500 | 30,000 | 30,500 | 30.500 | 31.000
Cezayir 19396 | 21,641 | 25602 | 26483 | 26,000
Cin 23,000 | 20,000 | 22,500/ | 17.000 | 20.000
Avustralya | 11,786 | 13,760 | 17,942 | 17.420 18.000
Diinya 1,569.890 | 1,304,114 | 1,393,312 | 1.246.239 | 1,330,321
i¢ Yillar
Ithalat (Ton) | 1996 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001
Tiirkiye 157 587 | 185 145 | 1279 | 503
Kabuklu Yillar
Ithalat (Ton)[ 1996 1997 | 1998 | 1999 [ 2000 | 2001
Tiirkiye 187 045 | 951 | 1560 | 1621 | 2142
Ic Yillar
Ihracat(Ton)|[ 1996 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001
Tiirkiye 202 299 | 177 95 46 69
Kabuklu Year
Ihracat 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001
Tiirkiye 233 267 46 198 | 261 | 453

almaktadir.

Tablo 1.1.’de goriildigli lizere Tiirkiye badem tretimi bakimindan alt sirlarda yer
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2. KAYNAK OZETLERI

Bitki hiicrelerinin izolasyonu ve kiiltiire alinabilecegi ilk olarak, Alman botanik¢i
Gottilieb Haberlandt tarafindan 1902 yilinda ileri stirtilmis, fakat arastirict hiicreleri
kiiltire alamamigtir. Haberlandt'in gergeklestiremedigi, “bitki hiicrelerini siirekli
kiiltiire alma™ Haberlandt’in 6grencilerinden, Kotte ve Robbins tarafindan Amerika
Birlesik Devletleri’'nde gerceklestirilmistir.1934 yilinda White tarafindan, domates
kok ucu pargalan kiiltiire alinmig, bdylece bitki doku ve hiicrelerinin kiiltiire
alinabilecegi kamtlanmigtir. Nobecourt (1937) ve Gautheret (1937), birbirinden
habersiz ~ olarak  havugta, White (1939) tiitinde kallus  kiiltiirlerini
gerceklestirmiglerdir.  Bu  sathadan sonra, daha ¢ok yapay ortamlarn
gerceklestirilmesi lzerinde yogun ¢alismalar siirdiriilmis, Skoog vd. (1955)'de
Kinetin’i bulmuslar, Murashige ve Skoog vd. (1962) gilintimiizde en fazla kullanilan
doku kiiltiirt ortamini gelistirmiglerdir. En biiyiik asama, Muir vd. (1954) tarafindan
hiicre stispansiyon kiiltiirlerinin gelistirilmesi ile olmustur. Hiicrenin totipotens
ozelliginden faydalanarak, bir hiicreden yeni bitki elde etme amaciyla ilk asamalar,
Bergmann (1960) tarafindan hiicrelerin kati ortam iizerine yayilarak, tek hiicreden

kallus elde etme ¢alismasiyla gerceklestirilmistir.

Onemli diger bir asama genetik galismalar igin haploit homozigot hiicrelerin elde
edilmesidir. Bu konuda ilk ¢aligmalar, Datura ¢i¢ek tozlarindan haploit embrioidler

olusabileceginin gosterilmesiyle baslamuistir.

Giintimtizde bu konularda ¢ok fazla ¢alisma yapilmakta ve doku kdltiirii teknikleri

biyoteknolojide genis kullanim olanaklart bulmaktadir.

In vitro kiiltiir sartlarint ve 6zellikle de bitki biiyiime diizenleyicilerini ayarlayarak
bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo elde etmek
mimkiin olabilmektedir. Vejatatif hiicrelerden gelisen embriyolar somatik embriyo

olarak adlandinlmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Bitki biiylime diizenleyicileri doku kiiltiirti ortamlarinin en énemli unsurudur. Tiir ve

cesitlere gore degismekle birlikte uygun olmayan konsantrasyonlarda ortama ilave

w



edildiklerinde genellikle hicbir etki ortaya ¢ikmaz. Bitki hormonlar, bir dokuda
tiretilip, biiylime ve gelismenin olacag: diger dokulara tasmnan ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda etkili olan endojen organik bilesiklerdir. Indol asetik asit, zeatin,
zeatin ribozid, GA, absisik asit ve etilen bitkilerce {iretilen hormonlardir. Sentetik
yollarla tiretilenler de dahil olmak {izere genel olarak hepsine bitki bilyiime
diizenleyicileri adi1 verilmektedir. En ¢ok kullanilanlar oksinler, sitokininler,

giberellinler, absisik asit ve etilendir (Babaoglu vd., 2001).

Oksinler; fotoperyodizm, kéklendirme, apikal dominans, yan siirgiinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Oksinler doku kiiltiirlerinde tek bagina
kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve
somatik embriyo olugumunun uyarimim, sitokininlerle birlikte yine kallus
olusumunu, silirglin rejenerasyonunu (organogenesis) ve somatik embriyo
olusumunun uyanlmasimi saglayabilirler. Ayrica elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesinde vazgegilmez bir kullanima sahiptirler. Temel hormon formu IAA
(indol-3-asetik asit)’tir. Sentetik oksinler arasinda NAA, IBA, 2,4-D, 2,4,5-T ve
Piklorom sayilabilir (Babaoglu vd., 2001).

En ¢ok kullanilan sitokininler adenin (aminopiirin) tlirevleridir. Bunlar i¢inde de
BAP (6-Benzylaminopurine) en ¢ok kullanilamidir. Sitokininler, ¢ogunlukla kdk ucu
meristemi ve gen¢ yapraklarda iiretilir. Hiicre boliinmesi, yeniden farklilasma
(redifferentiation), bitki rejenerasyonu ve siirglin g¢ogaltiminda etkili olup (Smith,

1992), antioksidan etki gostererek yaslanmay1 da geciktirirler.

Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiinlerin
boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve ovul killtiirlerinde kullamlmaktadir. Kallus
gelisimini, organogenesisi ve adventif kdk olusumunu engellerler. Ayrica bitkilerde

gdvdenin uzamasim ve gigeklenmeyi arttinirlar (Babaoglu vd., 2001).

Absisik asit; strese maruz kalmis yapraklarda, dormant tomurcuklarda ve tohumlarda
bulunur. Absisik asitin doku kiiltlirlerinde rolii heniiz tam olarak anlagiimams

olmakla birlikte halen somatik embriyolarin olgunlastinlmasinda kullanilmaktadir.

Isik kaynagi, yogunlugu ve siiresi ile sicaklik somatik embriyo olusumunda 6nemli
rol oynamaktadir. Ayrica, kiiltiir kaplarindaki oksijen/karbondioksit ve diger gazlarin

yogunlugu da basarida etkili olmaktadir. Bitki tiirline baglt olmakla beraber en



yiiksek oranda embriyo gelisimi 24 —26° C’de gergeklesmektedir (Babaoglu vd.,
2001).

In vitro ¢aligmalarda kullanilan baslangi¢ bitki parcasi eksplant olarak
adlandiriimaktadir. In vitro calismalarin basarisinda eksplant se¢imi son derece
Snemlidir (Tisserat, 1991). Yiiksek oranda basari elde etmek i¢in eksplantin hizh
hiicre boliinmesine sahip iyi gelisen, saglikli bitkilerden alinmasi gereklidir. Olgun
ve yiiksek oranda organize olmus dokularin embriyogenesis kapasiteleri son derece
diisiiktiir. Eksplant bitkinin en uygun gelisme fizyolojisinde oldugu dénemde alinirsa
bitkinin bir¢ok parcas: somatikembriyogenesis i¢in kullnailabilir. Ancak, gen¢ doku
ve organlar genellikle yash doku ve organlardan daha basarili olmaktadir. Eksplant
alinacak bitkilerin yetistirme sartlari da embriyogenesisin basarisinda onemli rol
oynamaktadir. Isik, nem, topragin besin durumu ve mevsimsel faktérler etkili
olmaktadir (Warren, 1991). Genellikle sera sartlarinda gelisen bitkiler tarlada yetisen
bitkilerden daha iyi sonu¢ vermektedir. Ayrica, tiim gelisme sartlari optimum
diizeyde oldugundan dolayi, in vitro da gelisen bitkilerden alinan eksplantlardan da

yiiksek oranda basar: saglanabilmektedir (Babaoglu vd., 2001).

Genel olarak, otsu bitkiler aga¢ ve c¢alilara gore daha kolay rejenerasyon
saglamaktadir (Pierik, 1987). Somatik embriyo olusturma frekansi bakimindan tiirler
arasinda O6nemli farkliliklar gozlendigi gibi, aym tiir igindeki farkli genotip ve

cesitlerin dahi embriyo olusturma kabiliyetleri farkli olmaktadir (Parrott vd., 1993).

Bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki
kisimlanndan (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre, polen vb.)
yapay besin ortamlarinda yeni bitkilerin liretimi doku kiltlrii ile miimkiin
olmaktadir. Bitkilerin in vitro doku kiiltlirii ile tretimi, kullamlan eksplantin
ozelligine gbre (embriyo, anter, hiicre, protoplast kiiltiiri vb) adlandinlir. Ancak
cogunlukla tiretimde; tek bogum (nod), aksiller dallanma, adventif siirgiin, hiicre,
protoplastlardan bitki regenerasyonu kullanilir. Mikrogogaltim da denilen bu
yontemle; zor {iretilen tiirlerin daha kolay {iretilmesi, se¢ilen belirli {stiin
genotiplerin hizli tretilmesi, liretimde daha az ana¢ kullanilmasi ve alisilagelmis

yontemlerden daha kisa siirede {iretilmesi saglanir (Babaoglu vd., 2001).



Emriyo kiiltiirleri; sekonder metabolit iiretimi amaciyla farkhlagsmis ve organize
olmus kiltiir ile metabolit {iretimi yapilan kiiltiirlerdir. Bitkilerin canlilarin temel
besin kaynagi olarak karbonhidrat, protein ve yaglan lretmesi primer metabolit
olarak; kimya, besin, kozmetik ve zirai miicadele sekttrlerinde ekonomik agidan ¢ok
onemli ve yeri doldurulamaz bazi kimyasallarda (odun, seliiloz, zamk ve lastik gibi)
sekonder metabolit olarak isimlendirilir. Sayet bir metabolit embriyoda tiretiliyor
veya birikiyorsa bu metabolitin {iretimi embriyo kdltiirleri ile gerceklesebilir. Bu
kiiltlirler ya dogrudan somatik embriyogenezle yani kaynak bitki dokularindan
(zigotik embriyo, kotiledon, yaprak ve hatta gévde dokulart) aseksiie] embriyolarin
olugturulmasiyla ya da dolayli somatik embriyogenesisle yani kallus veya hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde farklilasma tesvik edilerek embriyolann olusturulmasiyla

elde edilir (Babaoglu vd., 2001).

Meristem kiiltiirii hastaliksiz bitkiler elde etmek {izere gelistirilmis in vitro kiiltiir
tekniklerinden biridir. Meristem kiiltlirii 6nce vegetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerin
hizl1 klonal ¢ogaltimi viriissiiz materyal elde etme ve hem vegatatif hem de tohumla
liretilen bitkilerin germplazmalarinin muhafazas1 gibi alanlarda kullamlms daha
sonra bitki 1slahinda gen transferileri ile genetik transformasyonlarn gergeklestirmede

kullanilmaya baglanmigtir. (Nehra ve Kartha,1994).

Meristem kiiltiirli alaninda ilk girisim Stellaria media strgiin ucunun kiiltiire almasi
ile olmustur. Daha sonra Asparagus officinalis’in 5 mm uzunlugundaki govde
uglarinin kiiltiire alinmasi saglanmistir. Esas olarak meristem kiiltliriniin baslangici
Tropaeolum majus’dan basarili bir meristem ucu kiiltiirii ve sonugta kokli bitkilerin
elde edilmesi ile olmustur. Daha sonra meristem, ucu kiiltlirlerinin virlisten ari
bitkileri iiretmedeki potansiyeli biiyiik ilgi gérmiistiir, 1952 yilinda Dahlia’da ve
1995 yilinda da 6 patates gesidinde viriisten arl bitkiler elde edilmistir (Dodds
veRoberts, 1986; Nehra ve Kartha, 1994).

Prunus spp, Rosales ordosu igerisindeki Rosaceae familyasina baghidir ve 40 kadar
tiirii vardir (Dokuzoguz, Giilcan, 1979). Akbadem, Haci Ali Bey ve Giilcan yerli
cesitler, Garrigues, Yaltinski, Ferragnes, Cristomorto, Drake, Ferraduel, Flots ve
Texas ise yabanci ¢esitler olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan Garrigues
ve Yaltinski ¢esitleri bolgeye yeni giren gesitlerdir. Yaltinski: kendisiyle

tozlagsmayan kuvvetli agaglar olusturan bir g¢esittir ve tozlayicilant Ferragnes ve



Flots’dur. Kabuklu badem 2.0 g agirhginda, 31mm uzunlugunda, eni 19mm ve
kalinligr 14 mm’dir. Verimliligi orta, derimi erkendir (Kiiden 2000). Garrigues:
glicli aga¢ gelisimi, iretime hizli gecisi yiiksek verim gibi nedenlerle istiin bir
cesittir. Tad olarak iyi olmasina ragmen kurakliga duyarlidir. Ancak sulu ortamlarda
yetistirilirse yiksek verim elde edilir (Traveria, 2000). Anavatan1 Orta Asya olan
Prunus spp., ozellikle Amerika, Ispanya, [talya, [ran, Fas Tunus, Suriye ve
Tirkiye’de yetistirilmektedir. Derin kok sistemine sahip (kazik kokli) olup
sonbaharda yapraklarini déken g¢ali veya 10 m ye kadar boylanabilen agaglar
olustururlar. Ortalama omrii 50 yil olup 100 yasina kadar yasayan agaglara da
rastlamak mimkiindiir. Kuzey yarim kiirede 3044, giiney yan kiirede ise 20—40
enlem dereceleri arasinda -20 ° C - +50 ° C sicaklik araliginda yetisir. Orta derecede
derin, drenajt iyi, milli ve normal kire¢ ihtiva eden topraklarda iyi gelisir

(Dokuzoguz ve Giilcan, 1979).

Badem daha Ilkbaharda taze ¢agla devresinden hasat edilinceye kadar herhangi
zamanda yenebilen bir meyvedir. Bunun yam sira gerez olarak (cagla badem, taze ig
badem, kavrulmus tuzlu veya tuzsuz badem), sekerleme, ¢ikolata ve pasta
endiistrisinde (badem sekeri, draje, badem ezmesi, cesitli pastalar ve ¢ikolatalar),
badem yagi, kozmetik ve ilag endiistrisinde kullanim alami olan bir meyvedir.
Bademin Diinyadaki tretimi 2001 verilerine gore ¢oktan aza dogru ilk 10 iilke;
Amerika (376000 ton), Ispanya, Italya, Iran, Fas, Tunus, Suriye, Yunanistan, Tlirkiye
(42000 ton) ve Pakistan seklinde siralanmaktadir. Tiirkiye bu siralamada dokuzuncu
olarak bulunmakta olup yeterince iiretim yapamamaktadir. Bunun sebebinin ise
ilkemizde bademin tohumla iiretilmesi ve bademde standardizasyonun

saglanamamasindan kaynaklandigini s6yleyebiliriz (Dokuzoguz ve Gtilcan, 1979).

In vitro da badem iiretimi {izerine yapilan bir arastirmada siirglin ucu eksplant
kullanilarak IBA (0.1 veya 0.5 mg/lt) ve BAP’in (0.5, 1.2 veya 3 mg/lt) etkileri
arastirtlmistir. Baslangi¢ calismalarinda hormonsuz veya diisiik IBA (0.1 mg/lt)
konsantrasyonlarinda, stirglin gelismesi gézlenmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda yeni
slirglin tiretimi ve gelisimi {izerine en etkili konsantrasyonlarin 0.1 mg/lt IBA ve 1
mg/lt BAP birlesimi oldugu tespit edilmistir. Calismalar sonucunda BAP’1n stirgiin

gelisimi igin gerekli olduguna, fakat yiiksek oranlarda kullaniminin (2 veya 3 mg/lt),



sonradan siirglinlerin yasam kabiliyetini azaltan vitrifikasyon ve kallus olusumuna

neden oldugu tespit edilmistir (Giirel ve Giilsen, 1998).

Bir yasindaki Plus-ultra ve Nonpareil fidanlik bitkilerinin kullanildig1 bir ¢alismada
bu bitkilerinden alinan siirgiin ucu ve nod (1-1.5 cm uzunlugundaki) eksplantlan,
steril edildikten sonra MS bazal ve 0.1mg/It IBA+ 0.5mg/It BAP hormonlarini i¢eren
MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Dért hafta sonunda en iyi sonug IBA+BA ilaveli
MS ortamindan saglanmistir. Yeni olusan siirgiinler, 1- 2 mg/lt BA ve adenin siilfat
iceren MS ortamina aktariimistir.2mg/lt BAP igeren oramda en yiiksek gelisme
saglanmigtir. Siirglinler 1 mg/lt IBA-NAA hormon kombinasyonlarini igeren
Bourgan ve Nitsch ortamlarinda koklendirilmistir. Stirglinlerden say1 ve uzunluk
bakimindan en iyi kéklenme karanlikta IBA+NAA ilaveli ortamda saglanmigtir
(Saeed, 1998).

Baska bir arastirmada in vitro’da bademin vejatatif kisimlarindan, M55 ve Ferragnes,
kayisi1 Bergeron, seftali (Prunus persica | cv), Babygold, erik ana¢ Penta ve P.
institia x P. domestica cv Julior’dan adventif siirgiin gelistirilmistir. In vitro’da
gelisen stirgiinlerden kesilen kisimlar 8.8 uM BA, 1.0 uM NAA ve 250 mg/lt
cefotaximin igeren LP ortaminda 30 gilin boyunca karanlikta kiiltiire alinmigstir. Daha
sonra 1.4 uM gibberellik asit igeren ortamlara transfer edilerek 1sikli ortamlarda
aylarca alt kiiltiirleri yapilmustir. Biitiin genotiplerdeki eksplantlarin % 5-10’unda
kararmalar olmustur. 8.8 pM BA igeren M55 ortaminda eksplantlarin biiyiik bir
kismindan sonuglar elde edilmistir. Yenileme ¢alismalar igin ug¢ meristemler ve

yaprak primordialar kullanilmistir (Lauri vd.,2001).

ki badem genotipine (Supermnova ve Sel M51) ait bitkiciklerin materyal olarak
kullanildif1 bir arastirmada bu bitkicikler 10uM IAA veya 10uM IBA igeren
Bourgin ve Nitsch ortamina yerlestirilmis ve 12 glinliik karanlik ortamda
bekletildikten sonra kok gelisimi gozlenmistir. En yiiksek kdklenme yiizdesi (%95)
[AA igeren 151kl1 ortamlardan elde edilmistir. (Caboni ve Damiano, 1994)

Diger bir ¢galismada dort anacin [yabani seftali, yabani kayisi, Behmi (seftalixbadem)
ve act badem)], bes farkli klonal erik anaci (Myrobalan B, Brompton, Pershore,
Damas C ve St. Julien A), erik (Santa Rosa), kayist (Newcastle), seftali (July
Elberta), badem (Nonpareil) ve badem x seftali hibridi (GF 677) eksplantlan
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alinmistir. Eksplantlar kum ve kismi golge korumali polietilen torbalarina
yerlestirilmeden once 10 s 2000, 4000 veya 6000 p.p.m’de IBA soliisyonuna ve
arkasindan % 0.3’litk fungusit soliisyonuna daldinlmigtir. Kéklenme parametreleri,
ekimden sonraki 8. ayda dlgtilmistiir. Ekim zamaninda sonug elde edilmeyen 12’lik
omek grubu, biyokimyasal analizlere maruz birakilmigtir. En yiiksek kéklenme %
46.76 olmus, ilk koklerin ortalama uzunlugu 10.96cm ve eksplantlarin yiiksekligi
62.69 cm olarak kaydedilmistir. En iyi sonu¢ Santa Rosa ve Myrobalan B’den elde
edilmistir. IBA uygulananlardan 2000 p. p. m IBA en etkili olarak tespit edilmistir.
Newcastle, Nonpareil, yabani kayisi, Behmi ve act badem eksplantlari, hicbir

uygulamada k6k vermemistir (Rana ve Chadha, 1989).

Ac1 badem (Prunus dulcis) mikrofilizlerinin in vitro da korunmasina etki eden bazi
faktorler ¢aligilmug, artan sakkaroz (0.09°dan 0.35 M’e), sorbitol, mannitol (0.1’den
0.4 M’e) veya absisik asidin (ABA; 0.0’dan 11.4 M’e), bliylimeyi 6nemli derecede
azalttif1 gozlenmistir. Kiiltlirler oda sicakliginda muhafaza edildiginde alt kiilttirlerin
stiresi 4 aya wuzamustir. Kiiltiirler, ozmotik etki veya ABA’nin yiiksek
konsantrasyonlarinda gelistirildikten sonra yeni ortama transfer edildiginde biiyilime
yavaslamistir. Strgiinler, 1.8 uM, 6-BAP ve 0.5 uM NAA igeren ortamda 2 defa alt
kiiltlire alindiktan sonra gelismeye baslamistir. Mikrostirgiinler, 11.4 uM IAA igeren
ortamda koklenmis ve koklenen siirgiinlerin %90°1 in vivo ortama adapte olmustur.
(Shipli vd.,1999)

P. dulcis tohumlarindan gelisen siirgiin eksplantlari, Sel. MS1 ve seftali anac1 30 g/lt
sakkaroz, 1.4 pM TAA, 2.2 uM BA, 2.5 g/lt agar ve 8 g/lt pektin iceren MS
ortaminda kiiltlire alinmistir. Kéklendirme 30 g/lt sakroz ve 7 g/lt agar ve 5 uM IAA
iceren MS ortaminda saglanmistir. Ik deneyde 2.89-5.87 uM GA; otoklay
edildikten sonra ortama ilave edilmis, kontrol grubuna GA; ilave edilmemis ve 2, 4
ya da 6 defa alt kiiltire alinmustir. Ikinci deneyde 2-2.5 c¢m uzunlugundaki
eksplantlar 2-3 giin GA; bulunmayan koéklendirme ortamina yerlestirilmis, daha
sonra 0, 0.1, 1.0 ya da 10 uM GA; igeren ayn: ortama transfer edilmistir. Ortama
GA; ilave edildigi zaman, 6. alt kiiltiire 2.89 uM ilave edildiginde koklenme
oraninda artig, 2. alt kiiltlirde kokienmeyi olumsuz etkiledigi, 4. alt kiltiirde ise
koklenmeye etki etmedigi goriilmiistiir. K6klendirme ortamina GA; eklendigi zaman

eksplantlarin kéklenme oraninda azalma olmus ve peroksidaz aktivitesi ylikselmistir;
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GA; yliksek konsantrasyonda eklendiginde koéklenmeyi engellemistir. (Caboni
vd.,1994)

Bagka bir arastirmada eksplantlar 2 yil boyunca in vitro da kiiltiire alinan elma
anaglann (M26 ve cost M9), seftali fideleri (7010200 ve P102), tiiysiiz seftali
(Mayfair ve Weinberger) ve bademden (Fascionella ve MNS51) alinmigtir. Ilk
koklendirme boyunca ¢ogalma oranlar, tiirlerine gore gesitlilik géstermigtir. En iyi
koklenmeyi IBA iceren ortamda M26 g6stermistir. Karanhikta kiiltiire alinan
seftalilerden az sayida fakat iyi kalitede kokler elde edilmistir. 1ki seftali bitkisi
arasindaki kokleme yiizdesinde BA ilaveli ortamlarda en yiiksek cesitlilik olugmus,
homojen sonuglar ise Kinetin bulunan ortamlardan alinmistir. Badem gesitlerinden
Fascionello 151ksiz ortamda sararmistir. Karanlikta MNS51, Fascionello’dan daha
fazla kok gelistirmistir. Cost M9’da phloroglucinol ile koklenme azalmis, alt kiiltiir
sayis1 ve koklenme ylizdeleri arasinda dnemli derecede pozitif iliski tespit edilmistir.
Esteraz ve malat dehidrojenez izoenzim profillerinde genotip ve dokunun kdkenine
bagl polimorfizm goriilmiistiir. Iki badem genotipi spesifik peroksidaz izoenzim
profilleri gostermis, MN51 farkli kklenme safhalar ve solma profilleri gdstermistir
(Damian vd.,1992)

MS51 gesidi bademden alinan eksplantlar IAA ya da IBA (0~10 uM) igeren Bougin
ve Nitsch ortaminda 20 giin boyunca 12 giinii karanlik ya da aydinlik olmak tizere
farkh kosullarda kiiltiire alinmistir. En yiiksek kokleme yiizdesi (%95) 1s1ikta TAA
iceren ortamda saglanmistir. En yliksek kok sayisi eksplant basina 4,5 kok olarak
tespit edilmistir. Peroksidaz aktivitesini, [AA tegvik etmis, IAA’siz ortamlarda ise

peroksidaz aktivitesi stabil kalmistir. (Caboni vd ., 1994)

Seftali anaglarinda kok formasyonu tizerine oksinlerin etkisi arastinlmistir. Barier
(Prunus persica x P. davidiana), GF 677 (P. persica x P. amygdalus) ve Kando (P.
persica x P. amygdalus cv. Sultan) slirgiinleri NAA, IBA ve 1AA’'nin farkls
kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren %2 Q ortaminda koklendirilmistir.10- 20
mm uzunlugundaki siirgiinler koklendirilmeden &nce 56 giin boyunca 4 °C’de
karanlik ortamda bekletilmistir. En iyi kéklenme 1.0mg/lt NAA igeren ortamdan elde
edilmistir.0.5mg/lt NAA ise sadece Kando’da daha iyi sonu¢ vermistir. Barier'de
%97, GF 677°de %94 ve Kando’da %53 oraninda kéklenme saglanmistir. Kéklenen

stirglinler 1: 1 oraninda hazirlanan torf ve perlit karigimli saksilara aktarilmistir. Alu
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hafta sonunda Barier’in %78, GF677 nin %84 ve Kando’nun %53 oraninda adapte
oldugu belirlenmistir (Franc, 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Aragtirmada Prunus amygdalus’un Yaltinski ve Garrigues cesitlerine ait tohum
(embriyo), meristem (siirglin ucu) ve nod eksplantlarn kullanilmis olup bitki
materyalleri Fistik Arastirma Enstitiisti’'niin deneme bahgesinden 4 ayn zamanda

(28.11.2002, 06.03.2003, 15.04.2003 ve 27.05.2003) temin edilmistir.
3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullamlan kimyasallar Calbiochem, Merck ve Sigma firmalanndan satin

alinmustir.
3.1.2.1. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Biitlin ¢alismalarda Murashige ve Skoog (1962) (MS) bazal doku kiiltiirii ortam

kullanilmistir. MS ortaminin igerdigi kimyasallar ve miktarlar: Ek.1 de verilmistir.
3.1.2.2. Kiiltiir ortamina sonradan ilave edilen hormonlar

a) Sitokininler

6-Benzylaminopurine (BAP, C;2H|Ns)

6-Furfurylaminopirune (Kinetin, C;oHoNs0)

b) Oksinler

Naphtalene acetic acide (NAA, Cj2H;00,)

Incolde acetic acide (1AA, CoHgNO,)
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3.1.3. Kullanilan cihazlar
o Sterio Zoom Trinokiiler Arastirma Mikroskobu (Soif SQF-D),
o Fuji Film Dijital Fotograf Makinesi (S602 Zoom),
o Steril kabin

3.2. Yontem

3.2.1. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

3.2.1.1. MS ortamiin hazirlanmas

Ek.2’de verilen oranlarda A, B, D stok soliisyon grubundaki kimyasallar tartilmis ve
dH,0 ile ¢oziilerek tizerleri 100 ml’ye tamamlanmigtir. Stok C’nin hazirlanmasinda
ise FeS04.7H,O belirtilen oranda tartilmis ve 90 ml dH;O tamamlanmistir. Bu
¢ozelti karistirlarak 1sitilmig ve agik sari-berrak bir sollisyon haline getirilmistir.
Daha sonra Na;EDTA-2H,0 (Titriplex) ilave edilmis, ¢dzeltinin tamami dH,0 ile
100 ml’ye tamamlanmis ve pH 5.5’e ayarlanmistir. Hazirlanan stok soltisyonlar +4
9C’de muhafaza edilmistir. Stok soliisyonlar belirli arahklar ile kontrol edilmis ve
herhangi bir mikrobiyal bulagiklik saptandiginda yeniden hazirlanmustir.1 litre kiiltiir
ortaminin hazirlanmas: igin stok soltsyonlardan 10’ar ml ve Ek.3.’de verilen
kimyasallardan (agar harig) belirtilen oranlarda alinarak ¢ozelti, saf su ile 1 It’ye
tamamlanmistir. pH 1M NaOH ve 1IN HCI kullanilarak 5.7’ye ayarlanmistir. Son
olarak agar ilave edilmistir (Can vd., 1992 a; Kog ve Can., 1992).

3.2.1.2. Hormonlarin hazirlanmasi

Hormonlar stoklar halinde hazirlanmistir. Kullanilan oranlarda tartilan hormonlar 1
M NaOH ile ¢oziildiikten sonra saf su ile istenilen miktara tamamlanmigtir.
Hormonlar ortama agar ilave edilmeden ve pH ayarlanmadan 6nce ilave edilmistir

(Can vd., 1992 a).
3.2.1.3. Sterilizasyon

Ortamlar 1 atm. basingta 121° C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir (Can vd.,
1992 b).
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3.2.2. Embriyo Kkiiltiirii caliymalar:
3.2.2.1. Tohumlarn sterilizasyonu ve hormon kombinasyonlar:

Sterilant olarak %70°lik etil alkol ve igerisinde 2-3 damla Tween—20 bulunan %5’lik
sodyum hipoklorid kullanilmustir. Yaltinski ve Garrigues tohumlar1 10 dakika akan
¢esme suyunda yikanmistir. Sonra %70’lik alkol igerisinde 2 dakika bekletildikten
sonra %5’°lik sodyumhipoklorid igerisinde 10 dakika bekletilmistir. Sonra tekrar
%70’lik alkolde 1 dakika bekletilmistir. Bu islemlerden sonra tohumlar 3 defa steril
saf sudan gegirilmistir ve igerisinde kurutma kagidi bulunan steril petrilere alinarak,

kiiltiire alinmak tizere hazir hale getirilmistir. (Can vd., 1992 a; Kog vd., 1992).

Tohumlarin embriyolar1 ¢ikanilarak farkli oksin ve sitokinin kombinasyon ve
konsantrasyonlarini igeren bazal MS ortami tizerinde kiiltiire alinmistir. Hazir bazal
MS (sigma) 0.0, 0.5, 1.0 mg/lt. IAA / 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/lt BAP (% 3
sakkaroz) ve stok soliisyonlardan hazirlanan bazal MS ortamlarina, aynica 0.0, 2.0,
4.0 mg/lt IAA / 0.0, 2.0, 4.0 mg/lt Kinetin diizeylerinde kombine edilerek kiiltiire
alinrmstir. Kiiltiirler 2642 ° C’de, 16 saat 151k, 8 saat karanlik olan klima odalarina

yerlestirilerek degerlendirmeler 4-8 hafta sonra yapilmistir.
3.2.3. Siirgiin ucu kiiltiirii caliymalar:
3.2.3.1. Siirgiin ucu sterilizasyonu ve hormon kombinasyonlar

Sterilant olarak %70°lik etil alkol ve %5’lik sodyumhipoklorid kullanilmistir.
Garrigues ve Yaltinski ¢esitlerine ait badem siirgiin uglar1 akan ¢esme suyunda 5
dakika yikanmistir. Sonra igerisinde Tween—20 bulunan deterjanli suda 5 dakika
yikandiktan sonra tekrar 5 dakika akan ¢esme suyunda yikanmistir. Sonra 5 dakika
%5’lik sodyumhipokloridden ve bir kez steril saf sudan gecirilmistir. Sonra tekrar 5
dakika %10’luk sodyumhipoklorid, iki kez steril saf sudan gegirilmis ardindan iki
dakika %70’lik etil alkolden ve 3 defa steril saf sudan gegcirilmistir. Bu islemlerden
sonra igerisinde kurutma kagidi bulunan steril petrilere alinarak, kiiltiire alinmak

{izere hazir hale getirilmistir,

Badem siirgiin uglan ¢ikanlarak farkli oksin ve sitokinin kombinasyon ve
konsantrasyonlarini igeren bazal MS ortami ilizerine kiiltire alinmistir. Hazir MS

(sigma) (%3 Sakkaroz) ve hazir MS kullanilan ortamlara I[AA/BAP hormonlar (0.0,
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0.5, 2.0, 4.0 mg/1) diizeylerinde kombine edilerek igerisinde 25 ml ortam bulunan
petrilere yerlestirilerek kiiltiire alinmustir. Kiltiirler 2622 °C’de, 16 saat 151k, 8 saat
karanlik olan klima odalarina yerlestirilerek degerlendirmeler 8 hafta sonra

yapilmistir.
3.2.4. Nod kiiltiirii calismalar
3.2.4.1. Nodlarn sterilizasyonu ve hormon kombinasyonlan

Sterilant olarak %70°lik etil alkol ve %5’lik sodyomhipoklorid kullanilmistir.
Yaltinski ¢esidine ait nodlar1 akan ¢esme suyunda 5 dakika yikanmigtir. Sonra
icerisinde Tween—20 bulunan deterjanli suda 5 dakika yikandiktan sonra tekrar 5
dakika akan ¢esme suyunda yikanmustir., Sonra 5 dakika %5’lik
sodyumhipokloridden ve bir kez steril saf sudan gegirilmistir. Sonra tekrar 5 dakika
%10’luk sodyumbhipoklorid, iki kez steril saf sudan gegirilmis ardindan iki dakika
%70’lik etil alkolden ve 3 defa steril saf sudan gegirilmistir. Bu islemlerden sonra
icerisinde kurutma kagidi bulunan steril petrilere alinarak, kiiltiire alinmak {izere

hazir hale getirilmistir.

Yaltinski’ye ait nodlar ¢ikarilarak farkli oksin ve sitokinin kombinasyon ve
konsantrasyonlarimi iceren MS ortamu iizerine kiiltiire alinmistir. Hazir MS (sigma)
(%3 Sakkaroz) ve hazir MS kullanilan ortamlara IAA/BAP hormonlan (0.0, 0.5, 2.0,
4.0 mg/l) duzeylerinde kombine edilerek icerisinde 25 ml ortam bulunan petrilere
yerlestirilerek kiiltlire alinmistir. Kiiltiirler 262 OC’de, 16 saat 151k, 8 saat karanlik

olan klima odalarina yerlestirilerek degerlendirmeler 8 hafta sonra yapilmstir.
3.2.5. Istatistik analizleri

Sonuglar, SPSS-11 paket programi kullanilarak Duncan (P < 0,05) ¢oklu

karsilastirma testi ile analiz edilmislerdir.
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4. BULGULAR

4.1. Embriyo Kiiltiirii Cahismalar

4.1.1. Embriyo Kiiltiirii I. Deneme (Yaltinski)

Prunus amygdalus’un Yaltinski ¢esidi i¢in embriyo kiiltiirii amaci ile bazal MS
ortamina 0.0, 0.5, 1.0 mg/1t IAA /0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/lt BAP diizeylerinde ilave
edilerek elde edilen ortamlar iizerinde Yaltinski’ye ait embriyo eksplantlan
28.11.2002 tarihinde kiiltiire alinmig embriyogenesis tesvik edilmeye c¢alisilmistir.

Sonuglar 4 ve 8 hafta sonra kok ve gévde uzunluklan &lgiilerek degerlendirilmistir

(Tablo 4-1).

Tablo 4.1: Prunus amygdalus cv Yaltinski’de embriyolanin farkli hormon

kombinasyon ve konsantrasyonunda kiiltiire alinmasi ile meydana gelen k6k ve

g6vde uzunluklan

Olgiimler

Hormonlar Kok uzunlugu (cm) Govde uzunlugu (cm)

BAP 1aa 30 giin 60 giin 30 giin 60 giin
(mght) | (mghy)

0,00 0,00 6,75 c 6,75b 0,75 ab 1,50 ab
2,00 --- 2,25 ab 2,25a 0,90 be 1,25 ab
4,00 --- 0,45 ab 0,75a 1,75 ¢ 2,00 ab

--- 0,50 1,50 ab 2,16a 0,86 be 3,16b
0,50 0,50 0,50 ab 0,50 a 1,30 be 1,50 ab

--- 1,00 3,30b 5,92b 0,77 ab 2,82 ab
1,00 1,00 1,52 ab 2,27a 1,00 be 1,57 ab
1,00 1,00 0,85 ab 0,85a 1,00 be 1,00 ab

Tablo 4.1.’de gorildiigli gibi istatistiki sonuglara gore; kok uzunlugu 4 haftahik

inceleme sonucunda 4 farkli grup gelisirken bu gruplarnin 8 haftalik gelismede 2
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farklt gruba dustiigii goriilmektedir.4 haftalik inceleme sonucunda: MS bazal
ortaminda en iyi gelismenin, 0.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA - 0.0
mg/l BAP ortamlarinda iyi gelisme, 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA —
2.0 mg/l BAP ortamlarinda normal gelisme, 0.5 mg/l TAA — 0.0 mg/l BAP
ortamlarinda ise gelisme olmadigi tespit edilmistir.8 haftalik inceleme sonucunda ise:
0.0 mg/l IAA - 0.0 mg/l BAP, 0.0 mg/l IAA 2.0 mg/l BAP, 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l
BAP ve 1.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ortamlarinda gelismenin az oldugu, 1.0 mg/l
IAA - 0.0 mg/l BAP, 1.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP
ortamlarinda gelismenin iyi oldugu ve 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP ortaminda yine

gelismenin goriilmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Prunus amygdalus’un Yaltinski ¢esidinde embriyo kiilttirt

Tablo 4.1.’de goriildiigi gibi istatistiki sonuclara gore; 4 haftalik inceleme
sonucunda govde uzunlugu gelisimi 4 farkli grup olusturmusken, 8 haftalik inceleme
sonucunda 3 farkli grup olusturmustur.4 haftalik inceleme sonucunda; 0.0 mg/l IAA
— 4.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IAA — 0.5 mg/l BAP ortamlarinda en iyi gelisme, 1.0
mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ortamlarinda iyi gelisme,
0.0 mg/l TAA — 2.0 mg/l BAP, 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA - 0.0
mg/l BAP ortamlarinda normal gelisme ve 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/I BAP ortaminda
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ise gelismenin olmadig1 tespit edilmistir.8 haftalik inceleme sonucunda ise 1.0 mg/l
IAA — 0.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamlarinda
gelismenin cok daha iyi boyutta oldugu, MS Bazal, 0.0 mg/l TAA — 2.0 mg/l BAP,
0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP, 0.5 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA -2.0
mg/l BAP ilaveli MS ortamlarinda iyi gelisme oldugu, 1.0 mg/l TAA — 4.0 mg/l BAP
ilaveli MS ortaminda daha az gelisme oldugu, 0.5 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ilaveli

MS ortamunda ise yine gelismenin olmadign tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Prunus amygdalus’un Yaltinski gesidinde embriyo kiiltiirlerinden kok

gelisimi
4.1.2. Embriyo Kiiltiirii I. Deneme (Garrigues)

Prunus amygdalus'un Garrigues ~ gesidinin  embriyogenesi amaci stoklardan
hazirlanan MS (%3 sakkaroz) ortami ve Agar (8gr/l) kullanilmustir. Bu amagla MS
ortamina IAA/BAP hormonlari (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l) diizeylerinde ilave
edilerek elde edilen ortamlar iizerinde Garrigues’e ait embriyo eksplantlari
28.11.2002 tarihinde kiiltiire alinmis embriyogenesis tesvik edilmeye caligilmustir.
Sonuglar 4 ve 8 haftalik olarak degerlendirilmeye alinmus, kok uzunlugu ve govde

uzunlugu gelisimleri Tablo 4.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Prunus amygdalus™un Garrigues ¢esidinde embriyo kiiltiirii

Tablo 4.2. Prunus amygdalus cv Garrigues’de embriyolarin farkli hormon
kombinasyon ve konsantrasyonunda kiiltiire alinmasi ile meydana gelen kok ve

govde uzunluklari

Olciimler
Hormonlar Kok Uzunlugu (cm) Govde uzunlugu
(cm)
BAP TAA (mg/lt) 30 giin 60 giin 30 giin 60 giin
(mg/lt)
0,00 0,00 2,80c 2,80c 2,00b 1,50b
2,00 0,00 1,50b 1,50b 1,00ab 1,50b
4,00 0,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
0,00 0,50 1,00ab 0,00a 0,50a 0,00a
2,00 0,50 1,07ab 0,82ab 1,05ab 1,40b
4,00 0,50 0,75ab 0,00a 1,00ab 0,85ab
0,00 1,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
2,00 1,00 0,80ab 0,80ab 0,60a 0,60ab
4,00 1,00 0,50ab 0,50ab 0,50a 1,30ab
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Tablo 4.2.°de goriildiigii gibi istatistiki sonuglara gore; kok uzunlugu 4 ve 8 haftalik
inceleme sonucunda 4 farkli grup olusturmustur.4 haftalik inceleme sonucunda: MS
Bazal ortaminda gelismenin en iyi oldugu, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/I
IAA - 0.0 mg/l BAP ilaveli MS ortamlarinda ise gelismenin olmadigi, 0.0 mg/l IAA
- 2.0 mg/l BAP, 0.5 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP

ilaveli MS ortamlarinda gelismenin normal oldugu tespit edilmistir.

8 hafta sonunda yapilan inceleme sonucunda ise: MS Bazal, 0.0 mg/l TAA - 2.0 mg/l
BAP, 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ortamlarinda
gelismenin az oldugu, 1.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP, 1.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP
ve 0.0 mg/l TAA — 4.0 mg/l BAP ortamlarinda gelismenin iyi oldugu ve 0.5 mg/l TAA

— 0.0 mg/l BAP ortaminda yine gelismenin goriilmedigi tespit edilmistir (Sekil 3)

Sekil 4.4. Prunus amygdalus’un Garrigues ¢esidinde embriyo kiiltiiriinden gelisen
kokler

8 haftalik inceleme sonucunda ise: 0.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP ilaveli MS
ortaminda gelismenin iyi oldugu, 0.0 mg/l IAA - 2.0 mg/l BAP, 1.0 mg/l IAA - 0.0
mg/l BAP, 1.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l TAA — 4.0 mg/l BAP hormon
ilaveli MS ortamlarinda normal gelisme, 0.5 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l
IAA - 0.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda gelismenin az oldugu, 0.0 mg/I
IAA — 4.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l TAA — 0.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS

ortamlarinda gelismenin goriilmedigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.2.’de goriildiigii gibi istatistiki sonuglara gore; 4 haftalik inceleme
sonucunda gévde uzunlugu gelisimi 3 farkli grup olusturmusken, 8 haftalik inceleme
sonucunda yine 3 farkhi grup olarak kalmistir.4 haftalik inceleme sonucunda; MS
Bazal ortaminda en iyi gelisme oldugu, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP ve 1.0 mg/l
IAA — 0.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda gelisme olmamustir.0.0 mg/1
IAA — 2.0 mg/l BAP, 0.5 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IAA - 4.0 g/l BAP
hormon ilaveli MS ortamlarinda normal gelisme, 0.5 mg/l TAA — 0.0 mg/l BAP ve
1.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda az gelisme olmustur.8
haftalik inceleme sonucunda ise 1.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS
ortamlarinda en iyi gelisme oldugu, 0.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IAA -
2.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda normal gelisme, 0.0 mg/l [AA - 0.0
mg/l BAP ve 0.5 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda az

gelisme olmustur.

4.1.3. Embriyo Kiiltiirii II. Deneme (Yaltinski)

Prunus amygdalus’un Yaltinski gesidinden Embriyo kiiltiiri amaci ile stoklardan
hazirlanan MS (%3 sakkaroz) ortami ve Agar (8gr/l) kullanilmistir. Bu amagla MS
ortamina IAA/Kinetin hormonlart (0.0, 2.0, 4.0 mg/l) diizeylerinde ilave edilerck
elde edilen ortamlar iizerinde Yaltinski’ye ait embriyo eksplantlan 06.03.2003
tarihinde kiiltiire alinmis, embriyogenesis tesvik edilmeye ¢aligilmigtir. Sonuglar 4 ve
8 haftalik olarak degerlendirilmeye alinmig, kok uzunlugu ve gévde uzunlugu

gelisimleri Tablo 4.3."de gésterilmistir.



Tablo 4.3. Prunus amygdalus’un cv Yaltinski’de embriyolann kiiltiire alinmasi ile

meydana gelen kok ve uzunluklar

Olgiimler
Hormonlar Kok Uzunlugu (cm) Govde uzunlugu (cm)
IAA | Kinetin
30 giin 60 giin 30 giin 60 giin
(mg/lt) | (mg/lt)
0,00 0,00 4,37a 9,00b 1,33b 3,40¢
0,00 2,00 15,00b 15,00b 1,00ab 2,50be
0,00 4,00 1,10a 1,10a 0,93ab 1,86abc
2.00 0,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
2,00 2,00 1,00a 1,00a 0,65ab 2,25abc
2,00 4,00 1,10a 1,10a 1,00ab 1,00ab
4,00 0,00 1,00a 12,50b 1,00ab 1,80abe
4,00 2,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
4,00 4,00 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

Tablo 4.3.’de goriildiigi gibi istatistiki sonuclara gore; kok uzunlugu 4 haftalik
inceleme sonucunda 2 farkli grup gelisirken, bu gruplarin 8 haftalik inceleme
sonucunda grup sayisinda faklilik goriilmemigtir.4 haftalik inceleme sonucunda: 0.0
mg/l IAA — 2.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortaminda en iyi gelismenin oldugu
saptanmigken, 2.0 mg/l TAA — 0.0 mg/l Kinetin, 4.0 mg/l TAA — 2.0 mg/l Kinetin ve
4.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda hi¢ gelisme
olmadigi saptanmustir. Ancak MS Bazal, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/1 Kinetin, 2.0 mg/l
IAA - 2.0 mg/l Kinetin, 2.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin ve 4.0 mg/l TAA - 0.0 mg/l
Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda normal gelisme oldugu tespit edilmistir.8
haftalik inceleme sonucunda ise: 4.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS
ortarminda gelismenin dikkat gekici oldugu, MS Bazal ortaminda normal bir gelisme,
0.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l Kinetin, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin, 2.0 mg/l IAA -
2.0 mg/l Kinetin ve 2.0 mg/l IAA — 4.0 mg/I Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda

gelismenin durdugu tespit edilmistir.

Tablo 4.3.’de goriildiigt gibi istatistiki sonuglara gore; gévde uzunlugu gelisimi 3
faklt grup olusturmusken, 8 haftalik inceleme sonucunda grup sayisinin 5’e ¢iktig

tespit edilmistir.4 haftalik inceleme sonucunda: MS Bazal ortaminda en iyi



gelismenin oldugu, 2.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l Kinetin, 4.0 mg/l TAA — 2.0 mg/l
Kinetin ve 4.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda hig
gelisme olmadig1, 0.0 mg/l TAA — 2.0 mg/l Kinetin, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/I Kinetin,
2.0 mg/l TAA — 4.0 mg/l Kinetin ve 4.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli
MS ortamlarinda ise normal gelisme oldugu tespit edilmistir.8 haftalik inceleme
sonucunda ise: MS Bazal, 0.0 mg/l IAA - 2.0 mg/l Kinetin, 0.0 mg/l [AA - 2.0 mg/l
Kinetin ve 2.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda daha iyi
bir gelisme oldugu, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin ve 4.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l
Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda normal bir geliyme oldugu, 2.0 mg/l [AA —

4.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortaminda ise gelisme olmadig tespit edilmistir.
4.1.4. Embriyo Kiiltiirii II. Deneme (Garrigues)

Prunus amygdalus’un Garrigues gesidi igin embriyogenesis amaci ile stoklardan
hazirlanan MS (%3 sakkaroz) ortami ve Agar (8gr/l) kullamlmistir. Bu amagla MS
ortamina IAA/Kinetin hormonlan (0.0, 2.0, 4.0 mg/l) diizeylerinde ilave edilerek
elde edilen ortamlar iizerinde Garrigues’e ait embriyo eksplantlart 06.03.2003
tarihinde kiiltiire alinmis embriyogenesis tesvik edilmeye ¢ahgilmistir (Sekil 4.4).
Sonuglar 4 ve 8 haftalik olarak degerlendirilmeye alinmus, kok uzunlugu ve govde

uzunlugu gelisimleri Tablo 4.5.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Prunus amygdalus cv Garrigues’de embriyolarin farkli kombinasyon ve

konsantrasyonda kiiltiire alinmasi ile meydana gelen kék ve uzunluklart

Olgiimler
Hormonlar Kok Uzunlugu (cm) Govde uzunlugu (cm)
IAA | Kinetin
30 giin 60 giin 30 giin 60 giin
(mg/lt) | (mg/lt)
0,00 0,00 4,36b 5:33¢ 0,56a 1,13ab
0,00 2,00 1,35ab 0,92ab 0,67a 0,80a
0,00 4,00 1,85ab 1,85ab 0,75a 1,25ab
2,00 0,00 2,15ab 2,15ab 0,55a 1,55ab
2,00 2,00 0,93ab 1,76ab 0,66a 1,80ab
2,00 4,00 0,73a 1,50ab 0,53a 0,60a
4,00 0,00 1,25ab 3,25b 0,75a 2,85b
4,00 2,00 1,50ab 1,50ab 0,50a 1,70ab
4,00 4,00 0,30a 0,10a 0,16a 0,50a

Tablo 4.4.’de goriildiigii gibi istatistiki sonuglara gore; kok uzunlugu 4 haftalik
inceleme sonucunda 3 farkli grup gelisirken, bu gruplarin 8 haftalik inceleme
sonucunda 4 fakl grup seklinde gelisme gostermistir. 4 haftalik inceleme sonucunda:
MS Bazal ortaminda en iyi gelismenin oldugu saptanmisken, 2.0 mg/l I[AA — 0.0
mg/l Kinetin, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin ve 4.0 mg/l JAA — 2.0 mg/l Kinetin
hormon ilaveli MS ortamlarinda normal gelisme oldugu, 4.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l
Kinetin, 2.0 mg/l [AA — 4.0 mg/l Kinetin ve 2.0 mg/l IAA - 2.0 mg/l Kinetin hormon
ilaveli MS ortamlarinda daha az gelisme gosterdigi tespit edilmistir.8 haftalik
inceleme sonucunda ise: 4.0 mg/l TAA — 0.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS
ortaminda gelismenin en iyi oldugu, 2.0 mg/l [AA - 4.0 mg/l Kinetin, MS Bazal ve
2.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda normal gelisme
oldugu, 0.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin, 2.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l Kinetin ve 4.0

mg/l TAA - 2.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda ise gelismenin

olmadig tespit edilmistir.

Tablo 4.4.’de goriildiigii gibi istatistiki sonuglara gore; 4 haftalik inceleme

sonucunda govde uzunlugu gelisimi 1 grup olusturmusken, 8 haftalik inceleme



sonucunda 3 farkli grup olarak degistigi tespit edilmistir4 haftalik inceleme
sonucunda: 0.0 mg/l IAA - 4.0 mg/I Kinetin ve 4.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l Kinetin
hormon ilaveli MS ortamlarinda en iyi gelismenin oldugu, 4.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l
Kinetin ilaveli MS ortaminda en zayif gelismenin oldugu, diger hormon ilaveli MS

ortamlarinda ise gelismenin normal oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.5. Prunus amygdalus cv Garrigues’de embriyolarin 4.0 mg/l Kin igeren MS

ortaminda kiiltiire alinmasi ile meydana gelen kok ve govde gelisimi

8 haftalik inceleme sonucunda ise: 4.0 mg/I IAA — 0.0 mg/l Kinetin, 2.0 mg/l IAA -
2.0 mg/l Kinetin ve 2.0 mg/I ITAA — 0.0 mg/1 Kinetin hormon ilaveli MS ortamlarinda
en iyi gelisme oldugu, 2.0 mg/l IAA — 4.0 mg/l Kinetin hormon ilaveli MS ortaminda
en zayif gelismenin oldugu, difer hormon ilaveli MS ortamlarinda gelismenin

normal oldugu tespit edilmistir.
4.2. Siirgiin Ucu Kiiltiirii Cahsmalar

P. amygdalus'un Garrigues ve Yaltinski gesitleri, siirgiin ucu kiiltiirii amact ile hazir
MS ortamina IAA/BAP hormonlart (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l) diizeylerinde ilave
edilerek elde edilen ortamlar tizerinde 15.04.2003 tarihinde kiiltiire alinmistir.
Yaklasik 8 hafta sonunda sonuglar 2 ayri gesit i¢in alinmis ve sonuglar kallus agirlig1

olarak Tablo 4.5.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Prunus amygdalus’un Yaltinski ve Garrigues gesitlerinde siirgtin uglarinin

kiiltiire alinmasi ile meydana gelen kallus gelisimleri

Kallus agirliklar: (mg) (60 giin)

TAA BAP

(mgt) (mglt) Garrigues Yaltinski
0,00 0,00 0,139 0,191ab
0,00 2,00 0,156a 0,195ab
0,00 4,00 0,171a 0,428b
0,50 0,00 0,130a 0,252ab
0,50 2,00 0,145a 0,000---
0,50 4,00 0,209a 0,385ab
1,00 0,00 0,00--- 0,171ab
1,00 2,00 0,210a 0,148a
1,00 4,00 0,192a 0,308ab

Tablo 4.5.’de goriildiigii gibi istatistiki sonuglara gére Garrigues ¢esidinde 1 grup,
Yaltinski cesidinde 3 farkli grup gelisme gostermistir. Sadece kallus gelisimi
meydana gelmistir. Garrigues gesidi en iyi gelismeyi 0.5 mg/l IAA — 4.0 mg/l BAP
ve 1.0 mg/l IAA — 2.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda- saglamisken,
digerlerinde normal gélisme saglamigtir. Ancak, 1.0 mg/l IAA — 0.0 mg/l BAP
hormon ilaveli MS ortaminda gelisme olmamustir. Yaltinski ¢esidinde ise; 0.0 mg/l
[AA - 4.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l I[AA — 4.0 mg/!l BAP hormon ilaveli MS
ortamlarinda gelismenin en iyi oldugu, 0.5 mg/l [AA — 2.0 mg/l BAP hormon ilaveli

MS ortaminda gelismenin olmadigi ve diger hormon ilaveli ortamlarda gelismenin

normal oldugu tespit edilmistir.



Sekil 4.6. Prunus amygdalus cv Garrigues’de siirgiin ucu kiiltiirii ile meydana gelen

kallus gelisimi
4.3. Nod Kiiltiirii Calismalar:

Prunus amygdalus’un Yaltinski ¢esidinde nod kiiltiirii amaci ile MS ortamina
TAA/BAP hormonlart (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l) diizeylerinde ilave edilerek elde
edilen ortamlar tizerinde nod eksplantlar kiiltiire alinmistir. Yaklasik 8 hafta sonunda
sonuglar nod uzunlugu olarak Tablo 4.6.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.6. Prunus amygdalus’un Yaltinski gesidinde nodlarin kiiltiire alinmasi ile

meydana gelen siirgiin uzunluklart

Hormonlar
Uzunluk (cm)
TIAA (mg/lt) BAP (mg/1t)
0,00 0,00 0,683ab
0,00 2,00 0,625ab
0,00 4,00 0,500a
0,50 0,00 0,000---
0,50 2,00 1,750b
0,50 4,00 0,783ab
0,10 0,00 0,150a
0,10 2,00 0,000---
0,10 4,00 0,200a

Tablo 4.6.’da goriildiigii gibi istatistiki sonuglara gore Yaltinski Nod kiiltiiriinde 3
farkli grup tespit edilmistir.0.5 mg/l TAA — 0.0 mg/l BAP hormon ilaveli MS
ortaminda herhangi bir gelisme goriilmemisken, en iyi gelisme 0.5 mg/l IAA — 2.0
mg/l BAP hormon ilaveli MS ortamlarinda gériilmiistiir ve diger hormon ilaveli MS

ortamlarinda ise normal gelisme tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Prunus amygdalus cv Yaltinski’de nod kiiltiirii
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bitki doku kiiltiirii teknikleri {iretimi zor olan bitkilerin daha kolay iretilmesini,
segilen iistiin genotiplerin hizla gogaltilmasim miimkiin kildig: i¢in klasik 1slah
yontemleriyle yapilan iiretimden ¢ok daha avantajlidir. Ayni zamanda hastaliksiz
bitkilerin iiretimi ile beraber bitkide standardizasyonu ve meyve kalitesini artirmay1

da saglamistir.

Bu calismada in vitro doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanilarak bélgemizde (Giiney
Dogu Anadolu Bolgesi) genis bir yayilma alani bulan Prunus amygdalus’un
Yaltinski ve Garrigues gesitlerinin iiretilmesi amaglanmistir. Ve goriilmistir ki
bademin bu gesitlerine ait embriyo, meristem ucu ve nod eksplantlannin degisik

hormon kombinasyonlarinda klonal gogaltim miimkiindir.

4.1.1.de verilen sonuglara gore P. amygdalus’un Yaltinski embriyo eksplantlarinin
kullamldigi cahismalarda kok gelisiminin MS bazal, govde gelisiminin ise IAA (0.5

mg/lt) igeren MS ortamlarinda maksimum diizeyde oldugu tespit edilmistir.

4.1.2de verilen sonuclara gore P. amygdalus’un Garrigues embriyo eksplantlarnnin
kullanildig1 calismalarda kok ve gelisiminin MS bazal ortaminda maksimum diizeyde

oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak: TAA/BAP hormonlarinin  degisik kombinasyonlarda kullanildig1
Garrigues ve Yaltinski ¢esidinin embriyo eksplantinin gelisiminde hormon
bulundurmayan stoklardan hazirlanmig MS ortaminda daha iyi gelisme gosterdigi,
IAA bulunmay1p yiiksek diizeyde BAP (4.0 mg/lt) bulunan ortamlarin kok gelisimine

olumsuz etki ettigi tespit edilmistir.

Baska bir arastirmada seftali, tilysiiz seftali ve badem kiiltiire alinmig ve kok
gelisimini en iyi IBA igeren ortamda M26 gostermistir (Damian cd., 1992). Bizim
calismamizda ise Yaltinski ve Garrigues cesitleri en iyi kok gelisimini IAA igerip

kinetin bulundurmayan ortamda gosterdigi gozlenmistir.



4.1.3.’de verilen sonuglara gére P. amygdalus’un Yaltinski gesitinin [AA/KINETIN
hormonlarinin degisik kombinasyonlarda kullanildig1 sonuglardir. Buna gére Prunus
amygdalus’in Yaltinski ¢esidi Kinetin (2.0 mg/It) hormonunun bulundugu stoklardan
hazirlanmis MS ortaminda kok gelisiminin, MS bazal ortaminda ise govde

gelisiminin maksimum oldugu belirlenmistir.

4.1.4°de verilen sonuglara gére P. amygdalus’un Garrigues cgesidinin embriyo
eksplantlarinin kullanildigi galigmalarda kok gelisiminin MS bazal ortaminda
maksimum diizeyde gelistigi, gévde gelisiminin ise [IAA (4.0 mg/lt) iceren MS

ortaminda maksimum diizeyde gelistigi tespit edilmistir.

Sonug olarak; IAA/KINETIN hormonlarinin degisik kombinasyonlarda kullanildig
Garrigues ve Yaltinski gesidinin embriyo eksplantlanimin  gelisiminde hormon
bulundurmayan stoklardan hazirlanmis MS ortamimn kék gelisimine olumlu etki
ettigi, yiiksek diizeyde IAA/Kinetinin (2veya 4 mg/It) beraber bulundugu ortamlarin

kok ve govde gelisimine olumsuz etki ettigi ortaya konulmustur.

Actbadem (Prunus dulcis)’in mikro filizlerinin in-vitro’da korunmasina etki eden
faktorler incelendiginde ABA’in (0.0°dan 11.4 M’e) biiylimeyi Onemli derecede
azalttigl gozlenmistir (Shipli vd., 1999). Bizim ¢aligmalarimiz sonucunda Garrigues
ve Yaltinski'nin BAP’in yiiksek konsatrasyonlan kullnaildigi ortamlarda
koklenmesini ilk 30 giinde yavaslatic etki yapugi, JAA nin yiiksek konsatrasyonlu
kullamldizi ortamlarda ise ilk 30 giinde govde gelisimini yavaslattigs

g6zlemlenmistir.

P. amygdalus’un Yaltinski ve Garrigues gesitlerinin siirgiin ucu kiiltiirii sonuglarina
gére: Yaltinski gesidi hormon bulundurmayan hazir MS ortamlarinda yeterince
gelisme gostermedigi; BAP 4.0 mg/lt ilaveli MS ortaminda maksimum gelisme
gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4.5). Garrigues ise IAA 1.0 mg/lt-BAP 2.0 mg/lt
ortaminda maksimum gelisme gostermisken IAA 1.0 mg/It’li MS ortaminda kallus
gelisimi gostermemigtir. Giirel ve Giilsen (1998) IBA/BAP’li ortamlarda yaptigi

calismalarda hormonsuz ortamlarda siirgiin ucu gelisimi gézlenmistir.

P. amygdalus’un Yaltinski ¢esidinin [AA/BAP hormonlarinin kullanildig: degisik
kombinasyonlardaki nod eksplantlanmin  hazir MS  kullanildigi ~ ortamlardaki

sonuglarina gére; hormonsuz hazir MS bulunan ortamda gelismenin maksimum

(%)
(3]



diizeyde oldugu IAA 0.5mg/It-BAP 2.0 mg/lt, IAA 0.5mg/lt -BAP 0.0 mg/It
hormonlarinin bulundugu ortamda ise gelismenin hi¢ olmadig: tespit edilmistir
(Tablo 4.6). Sonug olarak burada BAP’in nod gelisimi igin gerekli oldugu ancak
yiiksek oranlarda kullammi (2 veya 4 mg/lt) siirgiinlerin sonradan gelisimini

yavagslatici etki ettigi belirlenmistir.

Bir yasindaki Na Plus Ultra ve Nonpareil fidanhk bitkilerinin kullanildigi bir
calismada bu bitkilerden alinan siirgiin ucu ve nod eksplanlarinin kullanildigi 4
haftalik gelisme sonucunda, Gelisme IBA+BA ilaveli MS ortamlarinda saglanmgtir
(Saeed, 1998). Bizim yaptigimiz nod kiiltirii ¢aligmasinda da en iyi gelime
IAA+BAP ilaveli MS ortaminda oldugu gozlenmistir. Buna gore nod gelisiminde

IAA hormonunun gerekliligi agik¢a goriilmektedir.

Garbera jamesonii Bolus.’da siirgiin ucu drnekleri 5.0 mg/lIt. kinetin ve 0.5 mg/lt.
IAA igeren standart MS ortaminda en yiiksek siirgiin olusumunu gergeklestirmistir
(Mariska ve vd., 1991). Prunus amygdalus’un Yaltinski gesidinde en iyi stirgiin
gelisiminin 4.0 mg/lt. BAP ve 0.0 mg/lt. [AA igeren standart MS ortaminda,
Garrigues ¢esidinde ise en iyi stirgiin gelisiminin 2.0 mg/lt. BAP ve 1.0 mg/It. IAA

igeren standart MS ortaminda oldugum gozlenmistir.

W
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EKLER

EK 1. MS Ortaminin Kimyasal Bilesenleri

KIMYASAL

NH4NO;
CaCl,. 2H,0
KNO;

H3;BO3
KH,PO4

KI
Na,Mo04.2H,0
CoCL. 6H,0
MgSOs. 7TH,0
MnS04.H,O
ZnS04.7H,0
CuS04.5H,0
FeSO,. 7TH,0
Na,EDTA-2H,0
Thiamine HCI
Pyridoxine HCI
Nicotinic HCI
Glycine
Myo-inositol
Sucrose

Agar

mg/lt

1650
440
1900
6.2
170
0.83
0.25
0.025
370
16.9
8.6
0.025
27.8
373
0.1
0.5
0.5
2.0
100
30 g/t
8-10 gr/lt



EK 2. Stok Soliisyonlar*

Kimyasallar Oranlar (mg/100 ml)
A- H3;BOs 62
KH,PO4 1700
KI 83
NazMOO4.2H20 23
CoCl,. 6H,0 0.25
B- MgSO0s. 7TH,O0 3700
MnS04.H,O 169
ZI’ISO4‘7H20 86
CuS04.5H,0 0.25
C*-  FeSO4. 7TH,0 278
Na,EDTA-2H,0 373
D- Thiamine HCI 1
Pyridoxine HCI 5
Nicotinic HCI o
Glycine 20

EK 3. Sonradan Ilave Edilen Kimyasallar*

Kimyasal mg/lt
NH4NO; 1650
CaCl,. 2H,0 440
KNO; 1900
Myo-inositol 100
Sucrose 30 g/lt
Agar 8-10 gr/lt
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