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Doktora Tezi

OZET

VACCINIUM MYRTILLUS L.VE VACCINIUM ULIGINOSUM L. (ERICACEAE)
TURLERININ MIKROCOGALTIMI

Mustafa CUCE

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2016, 106 Sayfa,

Bu tez c¢alismasi Vaccinium myrtillus L. ve Vaccinium uliginosum L. bitkilerinin
siirglin kiiltiirleri vasitasiyla hizli ve etkin mikrogogaltiminda en ideal besi ortaminin
belirlemesi tizerine tasarlanmistir. Coklu siirglin olusturmada kullanilan ii¢ temel besi
ortamindan en etkili temel besi ortamimin V. myrtillus ve V. uliginosum’da sirasi ile % 70
ve % 63,33 slirglin verimi ile zeatin (1,0 mg/L), IBA [indol-3-biitirik asit (0,1 mg/L)]
kombinasyonlu McCown odunsu bitkiler besi ortami (WPM) oldugu bulunmustur. En
uygun sterilizasyon ajan1 ve uygulama siiresi olarak; V. myrtillus’da 20 dakika % 3’liikk
NaOCl uygulamasi, V. uliginosum’da ise ayni ajanin 15 dk’lik uygulamasinin yeterli
oldugu belirlenmistir. Karbon ve enerji kaynagi olarak en uygun sukroz miktarinin her iKi
tiir i¢in % 2 oldugu bulunmustur. Sonraki siirgiin ¢ogaltma ve gelistirme ¢alismalarinda ise
16/8 karanlik/aydinlik (fotoperiyot) uygulamasi sonunda her iki Vaccinium tiirii i¢in de en
uygun siirgiin gelistirme ortaminin 2,0/0,2 mg/L zeatin/IBA kombinasyonunun oldugu
sonucuna varilmstir. In vitro koklendirme ortaminda kullanilan oksin, oksin + aktif karbon
(AC) uygulamalari arasindan 0,5 mg/L IBA + 1,0 g/LL AC uygulamasinin her iki tiir iginde
en uygun koklendirme ortami oldugu tespit edilmistir. Bu asamada en 1yi kok verimi V.
myrtillus’da % 30, V. uliginosum’da ise % 18,89 olarak belirlenmistir. EX vitro
koklendirme uygulamalarinda ise kullanilan farkli IBA konsantrasyonlar1 arasindan, en
yikksek koklenme V. myrtillus i¢in % 43,33 ile 2000 mg/L IBA uygulmasindan V.
uliginosum iginse % 12,22 ile 1000 mg/L IBA uygulamasindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: indol-3-biitirik asit, Mikrogogaltim, Vaccinium myrtillus, Vaccinium
uliginosum, Thidiazuron, Zeatin, 2iP
PhD. Thesis



SUMMARY

MICROPROPAGATION OF VACCINIUM MYRTILLUS L. AND VACCINIUM
ULIGINOSUM L. (ERICACEAE)

Mustafa CUCE

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2016, 106 Pages,

This thesis was designed to determine the most ideal growth medium for rapid and
efficient micropropagation of Vaccinium myrtillus L. and Vaccinium uliginosum L. via
shoot-bud cultures. WPM supplemented with 1.0/0.1 zeatin/IBA was found to be the most
effective basal medium amongst three different media tested, exerting 70% and 63.33%
shoot multiplication for V. myrtillus and V. uliginosum, respectively. The most suitable
sterilization agent and its application time was determined as 3% NaOClI, efffective at 20
min and 15 min for V. myrtillus and V. uliginosum, respectively. Sucrose (2%, w/v) was
the most effective carbon and energy source for both species. Subsequent shoot
multiplication and development studies, after eight weeks photoperiod (16/8, dark/light)
application, 2.0/0.2 mg/L zeatin/IBA combinations were concluded to be the most suitable
for the shoot multiplication and growth for two Vaccinium species. McCown's (WPM) was
also employed as in vitro rooting medium supplemented with IBA, IAA and NAA together
with AC and without AC. At this stage, the medium supplemented with 0.5 mg/L IBA +
1.0 g/L AC was proven to be the best for rooting with 30% and 18.89% success for V.
myrtillus and V. uliginosum respectively. Different concentrations of IBA were also
employed in ex vitro rooting. The highest rooting percentage (43.33%) was obtained from
2000 mg/L application in V. myrtillus case, whilst that of V. uliginosum was 1000 mg/L

with a 12.22% rooting success.

Key Words: ITS, Indole-3-butyric acid, Micropropagation, Vaccinium myrtillus,
Vaccinium uliginosum, Thidiazuron, Zeatin, 2iP
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler, insanoglunun varolusundan beri, gida, barinma, giyim, ila¢ ve diger birgok
temel gereksinimlerini karsilayan en énemli dogal kaynaklardir. Ozellikle niifus artisinin
yol agtig1 ¢evre kosullar1 baskisi bitkiler {izerinde iiretim darbogazi olusturmakta ve buna
bagli olarak genetik kaynaklarin 6nem ve degeri daha da artmaktadir. Giiniimiizdeki
teknolojik olanaklar dogrultusunda bitkilerle yapilan arastirmalar, tercihen, bitkisel
kaynaklarin muhafazasi ve mevcut kaynaklardan maksimum verim alinmasi iizerinedir.
Ozellikle giincel biyoteknolojik saglanan gelismeler, organizmalarin bir biitiin olarak
degerlendirilmesinin gerekliligini ortaya koymustur. Son yillarda diinya genelinde, bitki
biyoteknolojisinin sagladig1 avantajlardan yararlanilarak c¢esitli stratejiler gelistirilmistir.
Bu baglamda her tilke, kendi floristik zenginliklerini ortaya ¢ikartacak ¢alismalar1 yapmak,
sahip oldugu kaynaklarin siirdiirtilebilir koruma ve kullanim dengesini kurmak zorundadir.

Tiirkiye 1liman iklim kusaginda ve cografi konumu itibariyle {i¢ farkli kita (Avrupa,
Asya, Afrika) arasinda, fiziki ve jeolojik anlamda bir ge¢it zonunda bulunmasindan dolay1
olduk¢a zengin bir bitkisel ¢esitlilige sahiptir. Tiirkiye bu zengin biyolojik ¢esitlilik
agisindan kiigiik bir kita ozelligi gostermektedir. Ulkemizin yiizél¢iimii bakimindan
kendisinin yaklasik on ti¢ kati biiytikliigiinde olan Avrupa Kitasi’nin sahip oldugu bitki
tiiriine esdeger tiir sayisi igermesi bu goriisii desteklemektedir (12000 binin tizerinde bitki
taksonu). Ulkemizde dogal yetisme potansiyeline sahip ve ekonomik agidan deger tasiyan
pekcok bitkisel kaynagin yurt disinda iiretilen ve daha yiliksek verim potansiyeline sahip
kaynaklardan karsilanmasi iilkemizde yapilacak biyoteknolojik arastirmalart zorunlu
kilmaktadir. Son zamanlarda yapilan g¢aligmalar tilkemiz bitkisel kaynaklarinin bilim
diinyasina kazandirilmas1 baglaminda ¢ok Onemli yaklasim olmanin G&tesinde, bu
kaynaklarin verimli ve akilci degerlendirilmesi baglaminda da ¢ok 6nemlidir.

Tirkiye’de yayilis gosteren ve tiir gesitliligi agisindan dikkat ¢eken cinslerden biri
de, bu ¢alismaya konu olan Vaccinium cinsidir. Uziimsii meyveler grubunda yer alan bu
cinsin liyelerinin en ideal yetisme ortamlart olarak diisiik pH (4,5-5,5) degerine sahip asitli
topraklardir (Strik vd., 1993; Gough, 1994a, 1996; Himelrick, 2002). Kiiltiirii yapilanlar
kuzey ve giliney orijinli yiikksek boylu (highbush) ¢ali formu (Vaccinium corymbosum L.),



(Vaccinium ashei Rehd.) ve algak boylu (lowbush) ¢ali formu (Vaccinium angustifolium
L.) tiirlerine ait varyetelerdir (Strik vd., 1993; Austin, 1994; Gough, 1994a ve 1996).

Vaccinium tiirleri 1liman iklim kusagina adapte olmus meyveler grubunda yer alan ve
botanik olarak gergek tiziimler grubunda bulunan ¢ok yillik bitkilerdir. Her dem yesil ya da
kisin yapragint doken cali, ender olarak da kiiciik agaclar seklinde karsimiza ¢ikan
Vaccinium cinsi kuzey yarim kiirede; arktik bolgelerden, tropik bolgelerin yiiksek dag
kirlarina kadar yayilis gostermektedirler. Cigekleri, meyveleri, yapraklar1 ve yapraklarinin
sonbahar renklenmeleri ¢ok estetiktir. Bu nedenle kirsal ve kentsel peyzajda
kullanilabilecek ¢ok islevli ve estetik bitkilerdir. Uziimsii meyve olarak kullanilan
taksonlarin birgogu Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir. Bu meyveler, vitamin ve
mineral maddesi bakimindan zengin, insan sagligi i¢in de 6nemli olup gida sektoriinde
kullanimi (meyve suyu, meyveli yogurt, dondurma, konserve, recel, v.s.) giderek
artmaktadir (Karaer ve Adak, 2006). Genel olarak tim Karadeniz Bolgesi’nde yer yer
yayilmakla birlikte (Artvin, Rize, Trabzon, Ordu, Giresun, Giimiishane, Samsun, Sinop,
Kastamonu, Zonguldak, Bolu, Bartin ve Diizce), Trakya Bolgesi'nde ve Marmara
Bolgesi’nin giineyinde (Kocaeli, Sakarya, Istanbul, Kirklareli, Bursa ve Balikesir) yerel
yayilis gosterdigi goriilmektedir (Davis, 1978; Agaoglu, 1986; Celik, 2003; Celik, 2006a
ve b).

Ulkemizde dogal olarak yetisen Vaccinium tiirlerinin verimli hatlarinm ticari amagh
bahce kurulumu igin biyoteknolojik yontemler ile caligmalarinin yetersiz olmasi,
ireticilerin ticari amaglh bahc¢e kurulumunda yurt dis1 kaynakli formlarin fidelerine bagl
kalmasma yol agmistir. Bununla beraber, Vaccinium tiirlerinin yetistirildigi tlkelerde
tarimsal ve ekonomik katkilari, kullanim alanlar1 ve faydalari, yetistirme kosullar
hakkinda veriler literatiirde yerini almistir (Turner ve Muir, 1985; Haf ve Dufour, 1997;
Celik, 2005; Hafner ve Remberg, 2006). Vaccinium tiirlerinin doku kiltiirleri ile
cogaltilmasina (mikrocogaltim) yonelik calismalar hakkinda detayli bilgiler de yer
almaktadir (Guang-jie vd., 2008, Ciice vd., 2013; Ciice ve Sokmen, 2015). Baz1 Vaccinium
tiirlerinin Amerika basta olmak iizere baz1 Avrupa iilkelerinde binlerce hektarlik alanlarda
tarim1 yapilmaktadir. Giiniimiizde ticari olarak yetistirilen Vaccinium tiirleri, 1906 yilindan
itibaren Amerika Birlesik Devletleri’'nde baslatilan seleksiyon g¢alismalarmin iirtiniidiir.
Vaccinium tiirlerinin yetistiriciligi bu yonleriyle bu yoreye oncii rolii kazandirmaktadir.

Vaccinium tiirleri diinyada blueberry, huckleberry, whortleberry, black whortleberry,
bilberry, burren myrtle, mrytille, dyeberry, hurtleberry, whinberry, wineberry gibi isimlerle



bilinir (Howell, 2009). Ulkemizde ise yabani olarak yetisen formlar1 Trabzon'da ligarba,
lifos, Rize'de likapa, ¢ela, angera, kaskanaka, Artvin'de morsivit veya mahabak, Ordu ve
Giresun'da ¢ali ¢ilegi, Adapazarinda'da ¢ay iiziimii, ¢coban liziimii veya ay1 liziimii olarak
bilinir (Baytop, 1997). Vaccinium tiirleri dikildikten sonra ortalama ii¢iincii yilda verim
vermeye baslarlar. Altinct yilda maksimum verime ulasan Vaccinium tiirleri 30-40 yil
ekonomik olarak verimliliklerini stirdiiriirler (Giimiis vd., 2009).

Vaccinium tiirleri tilkemizde dogal olarak yetisebilmelerine ragmen ekonomik getiri
icin kurulan bahgelerde daha ¢ok yurt dig1 kaynakli fideler kullanilmaktadir. Bu da ticari
iiretim yapmayt planlayan bdlge halkina bah¢e kurulumunda maddi sikintilar
dogurmaktadir. Bu baglamda iilkemizde dogal olarak yetisen Vaccinium tiirlerinin verimli
hatlarinin yetistirilip, ticari amacgli kurulan bahgelerde ekonomik getiri baglaminda

degerlendirilmesi zorunluluk arz etmektedir.

1.2. Vaccinium Tiirlerinin Sistematikdeki Yeri

Vaccinium cinsi Ericaceae familyasinda yer alan, tiim diinyada 450 tiir ile iilkemizde

ise dort tiir ile temsil edilen bir cinstir (Jaakola, 2009; Ciice vd., 2013).

Alem: Plantae
Alt Alem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Simif: Magnoliopsida
Alt Simif: Dilleniidae
Takim: Ericales
Familya: Ericaceae
Alt Familya: Vacciniaceae
Cins: Vaccinium
Alt Cins: Batodendron
Euvaccinium (3 subeye ayrilir)
1- Myrtillus
Vaccinium myrtillus L. (Coban tiziimii)
Vaccinium uliginosum L. (Bataklik ¢ay {iziimii)

2- Hemimyrtillus
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Vaccinium arctostaphylos L. (Kafkas yaban mersini)
3- Vitis-idaea

Vaccinium vitis-idaea L.(Noktal kii¢iik yaban mersini)
Oxycoccus (Cranberry)

Vaccinium macrocarpon

Vaccinium oxycoccus
Cyanococcus (kiiltiirli yapilan yaban mersinleri)

Vaccinium corymbosum L.

Vaccinium australe L.

Vaccinium ashei Reade.

Vaccinium angustifolium L.

Vaccinium myrtilloides L.

Vaccinium boreale Hall & Alders

V. vitis-idaea, V. uliginosum, V. myrtillus ve V. arctostaphylos Tiirkiye florasinda
dogal olarak yetisen Vaccinium tiirleridir. Bu tiirler Kafkasya, Bati ve Giliney Trans-
Kafkasya, Balkanlar ve Orta Asya'da yaygin olarak bulunurlar (Ayaz vd., 2005).

Kafkas Vaccinium tirii (V. arctostaphylos) yayilis alanina bagli olarak genis bir
cigeklenme donemine oldugu bilinmektedir (Mayis-Ekim aylari). 1-6 metreye kadar
boylanabilen bitki kirmizi gi¢ekli ve meyveleri koyu mavi renktedir (Davis, 1978), (Sekil
1). Baslica igerikleri gesitli organik asitler, tanen ve arbutin’dir. Asit karakterli (tiirlere
gore pH 4,2-5,0 veya 4,5-5,2) topraklarda iyi gelisme gostermektedir. Kokleri 5,5 pH
seviyesine kadar toleranshidir. Ancak pH degerinin 6,5 ve {lizerine ¢iktig1 topraklarda
yetistirilemez. S1g kok yapisina sahiptir (Galletta, 1975; Austin, 1994; Eck vd., 1990, Luby
vd., 1990). Taze yapraklarin kurutulmast ile elde edilen iirlin eskiden "Trabzon cay1" veya

"Sapanca ¢ay1" olarak bilinir veya ¢ayn i¢ine ilave edilirdi (Baytop, 1997).



Sekil 1.Vaccinium arctostaphylos yapragi ve meyvesi

Noktal1 kii¢iik Vaccinium tiirii (V. vitis-idaea) ya da kirmizi Vaccinium tiirii, 25 cm
kadar boylanabilen, ¢ok yillik, siirekli yesil renkli ve az catallasan bir bitkidir (Davis,
1978), (Sekil 2). Yapraklar1 derimsi {ist kismi koyu yesil, alt1 agik yesil renklidir. Cigekleri
beyaz renkli ¢an seklinde uclarina dogru bes parcali olup geriye dogru kivriktir. Bu tiiriin
dogal formlar1 yalnizca Rize-Kagkar Daglari’nda yetisir (Baytop, 1978). Meyveleri kiigiik,
koyu kirmizi veya kan kirmizisi seklindeki frenk iiziimiine benzer (Hjalmarsson ve Ortiz,
2001). Igerdigi yiiksek antosiyanin icerigi sayesinde (Stark vd., 1978) antitiiméral (Kamei
vd., 1995; Kodei vd., 1996), antiiilser (Cristoni ve Magistretti, 1987), antioksidan ve
antiinflamatuar (Wang vd., 1999) etkiye sahiptir. Yapraklari mesane ve bdbrek
dezenfeksiyonun yani sira kolestrol seviyesinin diisiiriilmesi, mide bozukluklari ve

romatizmal hastaliklarin tedavisinde de kullanilir (Novelli, 2003).

Sekil 2.Vaccinium vitis-idaea ¢igek ve meyvesi (Giinaydin, 2009)



V. myrtillus Dogu Karadeniz ve Uludag gibi asitli ve organik maddece zengin
topraklarda yetisebilen, ¢ali formunda, iiziimsii meyve tiiriinde bir bitkidir. Mavi renkli
olmas1 ve Ingilizce’de “blueberry” olarak isimlendirilmesinden dolay1r maviyemis adiyla
dilimize ge¢mis olan bu meyve, literatiirde yaban mersini olarak bilinmektedir. Ancak
yaban mersini, yabani meyve, mersin meyvesi gibi cagrisimlar yapmakta, Karadeniz
Bolgesi’nde yabani populasyonlart olan bu iiziimsii meyvenin taninmasina yeterli
gelmemektedir. Bu yiizden V. myrtillus Rize’de likapa, yer likapasi, dal likapasi,
kaskanaka, Artvin’de mahabak, merhauk, motsvi, Trabzon’da lifos, ligarba, lifor, Giresun
ve Ordu cevresinde c¢ali ¢ilegi veya dag ¢ilegi, Ardahan’da gégen, hatta ay1 liziimii ve
¢oban iiziimii gibi adlarla bilinir (Eck vd., 1990). Tirkiye’de 40-42 °C Kuzey enlemleri
arasinda kalan biiyiikk kismin1 Karadeniz Bolgesi’nin kapladigi alandaki nispeten yliksek
rakimli, asitli ve organik maddece zengin topraklarda kolayca yetisebilmektedir (Sekil 3).
V. myrtillus tam giines alan, nemli ve asitli toprakli yerlerde miikemmel bir gelisme
gosterir. Kismen golge yerlerde de yetisebilir. Golge miktarinin artmasi ile ¢igek sayisi
azalir ve meyve miktari diiser. V. mytrillus’un yetistiriciligi yapilacak yer en azindan yarim
giin giines almalidir. V. myrtillus i¢in en uygun yerler, cam, kizilagag, beyaz sedir
karisimimin oldugu, dogal olarak V. myrtillus yetisen defne veya turna yemisi bulunan
alanlardir. V. myrtillus asitli, drenaj1 iyi ve organik maddesi yiiksek olan topraklart sever.
Kok yapisinda fazla miktarda sagak kok oldugundan koklerin bulundugu ortamin
havalanmasi son derece onemlidir. V. myrtillus yetistirilecek olan topragin pH’s1 4,2-5,0
veya 4,5-5,2 arasinda olmalidir. V. myrtillus kokleri 5,5 pH seviyesine kadar toleranslidir
ancak pH degerinin 5,5’in lizerine ¢iktigi topraklarda V. myrtillus yetistirilemez. V.
myrtillus fidanlar1 erken ilkbaharda dikilir. Fidanlar hastaliksiz ve 6zellikle de virlisten
arinmis olmalidir. (Gough, 1994a ve 1996; Pritts ve Hancock, 1992; Himelrick, 1999 ve
2002). V. myrtillus’da hasat i¢in gerekli olan uygun bir biiylime ortaminin saglanmasi,
meyve iriligi ve kalitesinin korunmasi, hastalik ve zararlilara karsi yapilacak olan
uygulamalarin kolay olmasi ve bitkinin giicli ve verimli bir sekilde gelismesini
stirdiirebilmesi i¢in budama yapilmalidir. V. myrtillus yetistiriciliginde basarili olmak i¢in
ayrica giibreleme, yabanci ot kontrolii, hastalik ve zararlilara kars1 ilaglama gibi teknik ve
kiiltiirel uygulamalara da yeterince 6nem verilmelidir (Strick vd., 1993; Gough, 1994a ve
1996; Hilmerick, 1999).

V. myrtillus saglik agisindan oldukga yararli bir meyvedir. Ayrica diger tiim meyve

tiirlerine gore ¢cok daha yiiksek gelir getiren bir lizlimsii meyvedir. Diger meyve tiirleri gibi



cok yillik bir bitki olan V. myrtillus yetistiriciligi uzun donem yatirim gerektiren ve
sorumluluk isteyen bir tarim koludur.

Diinya yaban mersini iiretimi 2009 yili degerlerine gore 311 959 ton’dur ve bunun
%352’si ABD, %33’ii Kanada, %3,5’1 Polonya, %3,2’si Almanya ve %8,3’1 diger lilkeler
(Hollanda, Yeni Zelanda, isve¢, Romanya, Litvanya, Italya, Ispanya vd.) tarafindan
tiretilmistir (FAO, 2011). Ulkemizde dogadan toplanarak iiretimi yapilan cay iiziimii ve
¢oban {iziimii (Vaccinium) tiirlerinden toplam 75 tonluk ihracat gergeklestirildigi
bildirilmektedir (Celik, 2008 ve 2009; FAO, 2011).

Sekil 3.Vaccinium myrtillus meyve ve yapragi

Bataklik Vaccinium tiirii (V. uliginosum) kahverengi govdeli ortalama 25 cm'ye kadar
cikabilen yaprak doken bir calidir (Sekil 4). Genis bir yayilis gosterirler. Pireneler, Alpler
ve Kafkasya; Asya'da Japonya ve Cin son olarak Kuzey Amerika'da Sierra Nevada ve
Kayalik Daglarinda bulunur. Tirkiye'de Karadeniz'in kuzey ve giiney bdlgelerinde
rastlanir. Bozkir, tundra, fundalik ve kozalakli orman altlarinda deniz seviyesinden 1700-
3000 m yiikseltideki 1slak asidik topraklarda yetisir (Davis, 1978). Meyveleri ve geng
yapraklar1 toplanip kurutularak 6zellikle tibbi amaclh kullanilir (Kulevanova ve Stefkov,
2004).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Pireneler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Alpler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kafkasya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Japonya
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87in
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kuzey_Amerika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sierra_Nevada
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kayal%C4%B1k_Da%C4%9Flar%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrkiye
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Sekil 4.Vaccinium uliginosum meyve ve yapragi (Giinaydin, 2009)

1.3. Vaccinium Tiirlerinin Morfolojik Ozellikleri

Ocak seklinde bir gorliiniim arz eden Vaccinium tiirlerinde toprak iistii organlarini dip
kisimdan ¢ikan yeni, sukkulent yapidaki siirgiinler, odunlu ¢ali formundaki siirgiinler ile
bir yash stirgiinlerden ¢ikan yeni yesil yan siirglinler olusturur. Sirik (sopa) seklindeki
Vaccinium siirgiinleri 10-20 y1l yasayabilir ancak 5-7 yil sonra bu siirgiinler budanarak
¢ikarilmalidir. Yiiksek boylu ¢ali formundaki Vaccinium tiirti 1,2-3 m boylanabilir. Algak
boylu ¢ali formundaki Vaccinium tiirii 0,9 m boylanabilirken yari-yiiksek ¢ali formundaki
Vaccinium tiirii gesitleri bu iki grup arasindadir. Tavsan gozii Vaccinium tiirii ise daha uzun
slirglinlere sahip olup kuvvetli gelisme gosterirler ve 6,1 m boy yapabilmektedirler Yiiksek
boylu ¢ali formundaki Vaccinium tiirii kokleri ince, kok killart olmayan lifli kok yapisina
sahiptir. Kokler bitkinin tabanindan itibaren 1,8 m’ye kadar yayilabilir. Algak boylu ¢ali
formundaki Vaccinium tiirlerinin koklerinde de kok tiiyli yoktur. Cok ince ve lif (iplik) gibi
olan kokleri vardir. Bu Vaccinium tiirleri toprak alti rizomlardan adventif olarak biiyiirler.
Dolaysiyla algak boylu ¢ali formundaki Vaccinium tiirleri yayilicidir. Meyve gozleri ise
yaz sonlari ile sonbahar aylarinda olusur. Tomurcuk gelisimi siirglin ucundan asagiya
dogru yani bazipetal olarak meydana gelir. Cicekler, 5 canak yaprak, 5 ta¢ yaprak, 10
erkek organ ve 1 disi organ igerir. Meyve iriligi, siirgiin ¢apina ve tohum sayisina bagldir.
Kalin siirglinler daha iri meyve verirken ddllenme sonucunda meyvede meydana gelen
tohum sayisinin fazlaligi da iri meyve ile sonuglanir. Bu arada karsilikli tozlanma da

meyve iriligini artirict yonde etkin rol oynamaktadir. Vaccinium tiirlerinin meyve tutumu



icin tozlagsma gerekir ve bu olay entomofiliktir. Bu nedenle bocekleri ¢eken hos kokulu ve

nektar igeren ¢igeklere sahiptirler (Ayaz vd., 2001; MEGEP, 2013).

1.4. Vaccinium Meyvelerinin Faydalari, Kullanim Alanlar1 ve Besin Degerleri

Faydalari;

Anti kanserojen ve antioksidan Ozellige sahiptir ((Ehlenfeldt and Prior,
2001, Giider vd., 2013)

Idrar yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik etkisi gosterir (Taherpour ve
Taherpour, 2011)

Kan sekerini diistiriir (Roston vd., 2011)

Bagirsak metabolizmasini diizenleyen lifli 6zelligi vardir (Celik, 2006b).
Kan kolesteroliinii diisiiriir (Celik, 2006b).

Pektin icerigi yiiksektir (Celik, 2006b).

Kalp krizi riskini azaltir (Ehlenfeldt ve Prior, 2001).

Gece goris kabiliyetini artirir (Kramer, 2004).

HIV virisiiniin tekrarlanmasini azaltir (Celik, 2006b).

Damar elastikligini artirir (Celik, 2006b).

Viicutta biyoaktif madde olarak kullanilan polifenoller, antosyaninler,
flavanoller ve tanenlerce zengindir (Kampuse vd., 2009).

Kansere karsi etkili elajik asit igerigi oldukg¢a yiiksektir (Kampuse vd.,
2009).

Kamasma, kilcal damar catlamasi ve gece korliiglinii ortadan kaldirir
(Trehane, 2004)

Damar sertligi olusumunu engeller (Kulevanova ve Stefkov, 2004).

Safra tasi tedavisinde kullanilir (Kulevanova ve Stefkov, 2004).

Kullanim alanlart;

Taze veya kuru meyve olarak,
Meyve suyu olarak (diger meyve sulari ile karistirilir),
Ilag sanayinde (kuru veya toz halinde meyveleri, cicekleri, kokleri ve

yapraklari),
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. Siit tirtinleri teknolojisinde,

. Baharat olarak,

. Recel, marmelat ve konserve olarak,
. Sarap yapiminda,

. Bitkisi kulp (sap) yapiminda,

kullanilmaktadir (Erbay vd., 2010; Akbulut vd., 2011; Baykal vd., 2011; Feshani vd.,
2011; Fidan vd., 2011;Uzun ve Palabas Uzun, 2011; Celik, 2012 a, b ve c).

Vaccinium tiirlerinin meyveleri ayilar, bazi kus tiirleri ile sincaplarin da yiyecek
kaynagidir. Diinyada farkli cografyalarda dogal olarak yetisen bu tiirler yerel halkin ev
ihtiyacina veya ticari amaca yonelik olarak hasat edilmektedir. Ornegin Cin’de Vaccinium
uliginosum L., Avrupa’nin degisik bolgelerinde Vaccinium myrtillus L. ve Amerika’nin
farkli yerlerinde ise gesitli Vaccinium tiirleri hasat edilir, taze tiiketilebildigi gibi regel,
marmelat, meyve suyu veya dondurulmus olarak da tiiketilir.

Vaccinium tiirlerinin meyve ve yapraklarinin gida sektoriinde kullanilmasi bu
bitkilerin meyve ve yapraklarinin biyoaktif bilesenlerinin belirlenmesini zorunlu kilmistir
ve diinya da bu konu ile pek ¢ok ¢aligma yapilmistir. Yapilan arastirmalarda bir bardak
Vaccinium meyvesinin 14 g geldigi Tablo 1’de verilen vitamin ve protein degerlerinden
olustugu tespit edilmistir. Mineral ve vitaminlerce zengin olan Vaccinium meyveleri
sodyum igermezken potasyum igerigi son derece yiiksektir. Ayrica, sakkaroz igerigi % 3
iken % 48 glikoz ve % 49 fruktoz igermektedir (Turner ve Muir, 1985; Kalt ve Dufour,
1997; Prior vd., 1998; Kalt vd., 1999; Kulevanova ve Stefkov, 2004; Haffner ve Remberg,
2006; Moze vd., 2011).

Vaccinium tiirlerinin meyvelerinde fenolik bilesikler dikkate alinmalidir. Bu
bilesikler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan biyoaktif sekonder metabolitlerdir.
Fenolik bilesiklerin sagligi koruyucu etkilerinin ¢ogu antioksidan, antimutajenik,
antikarsinojenik, antiinflamatuar, antimikrobiyal, ve diger biyolojik 6zelliklerinden
kaynaklandig1 rapor edilmistir (Ayaz vd., 2005).

V. myrtillus yaprak 6ziitlerinin kromatografik analizleri sonunda 5- kafeo quinik asit,
katesin, kumaril quinik asit, feruloyil kuinik asit, kuersetin-3-O ramnozit, hiperozid, rutin
ve yine 4 degisik formda kuersetin ile toplam 12 farkli biyolojik aktif bilesen tespit
edilmistir (Stefkov vd., 2014). V. myrtillus meyve O6ziitlerinin analizleri sonucunda ise 14
farkli antosiyanin (Létti vd., 2008; Yue ve Xu, 2008), 30’un tlizerinde farkli flavanoid tespit
edilmistir (Spela vd., 2011). V. uliginosum yaprak analizleri sonucunda V. myrtillus
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tiriniin yaprak analizlerinin sonuglarina benzer sonuclar bulmuslar fakat icerik

bakimindan daha diisiik degerler elde edilmistir (Stefkov vd., 2014). V. uliginosum

meyveleri lizerine yapilan ¢alismalarda ise 11 farkli antosiyanin oldugu tespit edilmistir

(Rui vd., 2011).

Tablo 1. 100 g Vaccinium meyvesinin genel igerigi, mineral ve vitamin igerigi

oranlari1 (Gough, 1994a ve 1996).

Su % 83
Protein % 0,7
100 g Vaccinium Yag % 0,5
meyvesinin igerigi Karbohidrat % 15
Lif % 1,5
Kalori 62
Kalsiyum 6,00
Bakiar 0,06
Demir 0,17
Magnezyum 5,00
Mineraller (mg/100 g) 2’(‘) a;?g?nez 8’0230
Potasyum 89,00
Selenyum 0,60
Sodyum 0,00
Cinko 0,11
C- Vitamini 13,00
Thiamin 0,05
Riboflavin 0,05
Vitaminler Niacin 0,36
Pantotenik Asit 0,09
Vitamin B-6 0,04
Vitamin A 100,00 IU
Vitamin E 1,00 mg AET

V. myrtillus tizerine yapilan molekiiller caligmalar sonucunca beyindeki T3

transferini artirdig1 ve sinirsel iletimi gelistirdigi, retinal hiicreleri oksidatif strese karsi

korudugu, antimikrobiyal ve antioksidan etkiye sahip oldugu, DNA sitabilizasyonunu

sagladigi ve DNA’y1 korudugu tespit edilmistir. Klinik uygulamalar sonucunda ise hafizay1

ve gormeyi giiclendirdigi, diyabetik retinopatiyi engelledigi, tip-2 diyabeti kontrol ettigi,

oksidatif stres ile ilgili hastalik riskini azalttig1 ve hiicre biiylimesini saglayarak toksik

bilesiklerin detoksifikasyonunu sagladigi tespit edilmistir (Chu vd., 2011).
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1.5. Vaccinium Tiirlerinin Uretim Yontemleri

Vaccinium  tiirleri  iizerindeki  calismalar  Ingilizlerin ~ Amerika  kitasina
yerlesmelerinden sonra baslamistir. Dogal floradaki yabani yaban mersinlerini goren ve
yerli halkin bunlari toplayarak yediklerini fark eden Ingilizler 300 yila yakin bir siire bu
meyvenin az miktarda kiiltiirtinii ve 1slahin1 yapmuslardir. Genis ¢apta bilimsel arastirmalar
ise XX. yiizyilin basinda A.B.D.’de Dr. F.V. Coville tarafindan baslatilmistir (Debnath,
2009). Arastirmalar sinirli olmasina ragmen bazi Vaccinium tiirlerinde ¢elik ile iiretim
calismalar1 da yapilmistir. Ama bu ydntemler tiire gore farklilik gdstermektedir. Ornegin
bazi tiirlerin ¢elikle iretimi gergeklestirilememektedir. Vaccinium tiirlerinin fideleri iki

yontemle tiretilmektedir;

1. Generatif Uretim
2. Vejetatif Uretim
X8 Celikle iiretim
X Asi ile iiretim
<> Doku kiiltiirti teknikleri ile tiretim

1.5.1. Generatif Uretim

Vaccinium tiirlerinin generatif yani tohum ile iiretiminde gesitli giincel sorunlar
mevcuttur. Bu bitkiler genetik olarak heterozigot olduklarindan tohumla g¢ogaltilmalari
tirin veriminde kayba neden oldugu i¢in uygun goriilmemektedir (Debnath, 2009). Yani
ayni tire ait iki verimli bireyin dollenmesinden daha az verim veren bireyler
olusabilmektedir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda daha az verim veren bireyin tohumlarinin
kullanilmas: bu ¢alismalardan elde edilecek fidelerin de daha az verimli olmasina neden

olacaktir.

1.5.2. Vejetatif Uretim

Vaccinium tiirlerinin vejetatif olarak ¢ogaltmasi, stirgiin, kok siirgiinii, yaprak, yumru
ve rizom gibi vejetatif bitki kisimlarindan alinan parcalarla yapilan iiretim seklidir. Bu

organlardan alinan bir parca, bir tarafi ile yeni bir kok sistemi olustururken diger tarafi ile
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de yeni bir siirgiin sistemi olusturarak yeni bir bitkiye doniisiir veya bagka bir bitki pargasi

(anag) ile birleserek yine yeni bir bitki olusturur (Debnath, 2004, Dinger, 2010).

1.5.2.1. Celikle Uretim

Vaccinium tiirlerinin gelikle iiretimi {lizerinde pek ¢ok c¢alisma mevcuttur. Celikle
cogaltmada yaygin olarak yumusak ve sert odun celikleri kullanilmaktadir (Schulte ve
Hancock, 1983; Pritts ve Hancock, 1992; Strik vd., 1993;Cline ve Fernandez, 1998; Celik,
2005; Krewer ve Cline, 2006). Yumusak ve sert odunsu c¢eliklerin yani sira asi, tohum,
daldirma ve ayirma ile de gogaltilabilirler (Agaoglu, 1986; Eck vd., 1990; Gough, 1994b
ve 1996). Yiiksek c¢ali formundaki Vaccinium tirleri genelde sert odun ¢elikleri ile
cogaltilirken 42° Kuzey paraleli ilizerindeki yerlerde ana bitkiler tizerindeki meyveler
olgunlagmadan 6nce alinan yumusak odun ¢elikleri ile de basari ile cogaltilabilmektedirler.
Vaccinium tiirlerinin hizli bir sekilde c¢ogaltilmasi amaciyla yumusak odun veya yaz
aylarinda alman yaprakli yesil celikler kullanilir. Ancak, yumusak odun veya yesil
celiklerle yapilan cogaltmalarda alttan 1sitma, sisleme sistemi ve goélgelendirme gerekli
iken havalanma sartlarinin da mitkemmel olmas1 gerekir (Eck vd., 1990; Strik vd., 1993;
Gough, 1994a ve 1996; Williamson ve Lyrene, 1998; Withworth, 2003). Dolayisiyla
Vaccinium tiirlerinin yumusak odun ¢elikleri ile ¢ogaltilmasi sert odun geliklerine gore ¢ok
daha zordur (Pritts ve Hancock, 1992).

Bitkinin aktif gelisme doneminde alinan yaprakli, yesil ¢elikler ¢ok daha kisa siirede
yeni Dbitkilerin elde edilmesine imkan tanir, ancak alimir alinmaz uygun ortamlara
dikilmeleri zorunludur (Pritts ve Hancock, 1992). Bu yontemde kisa siirede ¢ok fazla
miktarda ¢elik alinabilmekte ve koklenme oranindaki basari olduk¢a yiiksek (% 70-80)
olabilmektedir (Krewer ve Cline, 2006). Son yillarda yapilan bu yontem sert odun ¢elikleri
ile yapilan ¢ogaltmanin yerini almistir. Bu yontem sayesinde bazi Vaccinium tiirleri ¢ok
hizli bir sekilde cogaltilabilmektedir. Celiklerin koklenmesi iizerine tiirlere ve cesitlere
bagl olarak biiylimeyi diizenleyiciler, celik tipi, ¢elik alma zamani, koklenme ortami ve
ortam sicaklig1 gibi birgok faktor etki etmektedir (Wolfe vd., 1984; Draper ve Chandler,
1986; Koron vd., 1988; Munoz vd., 1993; Abolins vd., 2003). Vaccinium tiirlerinin
cogaltilmasi sirasinda biiylime ve gelisme i¢in optimum sartlar1 sagladigina inanilan ve en
yaygin olarak kullanilan ortam kum-torf karistmidir (Munoz vd., 1993). Iliman iklim

kusaginda yetisen meyve tiirlerinin ¢ogunda ¢eliklerin koklenmesi i¢in gece sicakliginin 15
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°C’nin altina diismemesi kosulu ile 21-27 °C alttan 1sitma sicaklig1 gereklidir (Hartman
veKester, 1983). Vaccinium tiirlerinde geliklerin tabandan sicak tutulmasi {izerine olumlu
(Gough, 1994a) ve olumsuz (Strik vd., 1993) goriisler olmasina ragmen 21-25 °C
arasindaki sicakliklarin Vaccinium ¢eliklerinin kdklenmesini artirdigi  belirtilmektedir
(Pritts ve Hancock, 1992; Gough, 1994a ve 1996). Ayrica, Vaccinium tiirlerinde
cogaltmada kullanilan metod bitkilerin biiylime, gelisme ve verimleri iizerine de etki
edebildigi gibi ¢ogaltma materyaline gore olusan yan siirglin sayis1 da farklilik
gostermektedir (EI-Shiekh vd., 1996; Smolarz ve Chlebowska, 1998; Litwinczuk vd.,
2005). Ulkemizde dogal olarak yetisen Vaccinium arctostaphylos tiiriiniin de celikle
cogaltilmasi lizerine son yillarda ¢alismalar yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir

(Seyis, 2011).

1.5.2.2. Astile Uretim

Vaccinium tiirlerinin as1 ile ¢ogaltilmasi zordur ve asi ile ¢ogaltma ¢ok az
kullanilmaktadir. Arastiricilara gore yiiksek ¢ali formlu Vaccinium tiri (V. ashei)
Vaccinium arboreum iizerine basarili olarak asilanabilmektedir. Yaz ortalarinda iyi bir yara
dokusu (kallus) olusumunu saglayacak sicaklik oldugunda yarma veya yama asi basarili
sonu¢ vermektedir. Son yillarda Northblue c¢esidinde denenen doku kiiltiirii ile ¢cogaltma
sonucunda fazla ¢ali olusturan, kuvvetli siirgiinler veren ve bol meyveli fidanlar elde
edildigi bildirilmektedir. Ayrica doku kiltiirii ile ¢ogaltilan bu c¢esidin yapraklarinin,
celikle ¢ogaltilarak elde edilenlere gore 3 kat daha hizl biiytidiigii saptanmistir. Vejetatif
olarak iiretilen fideler anag bitkinin 6zelliklerini tasirlar. Ancak burada anag bitkideki, bazi

sistemik hastaliklarin fideye gegmesi kaginilmazdir (Celik, 2005).

1.5.2.3. Doku Kiiltiirii ile Uretim

Bitki doku kiiltiirii yontemi, temelde bir iiretim yontemidir. Bilinen diger klasik
iiretim yontemlerinden farkli olarak, bitkinin g¢esitli kisimlarindan alinan kiiclik bir doku
parcast (eksplant) sterilize edildikten sonra, ¢esitli besin maddelerini igeren steril besi
ortaminda ve uygun ¢evre kosullarinda (1s1k, nem ve sicaklik) kiiltiire alinmasi iglemidir

(Srivastava ve Steinbaver, 1981; Goniilsen, 1987; Dinger, 2010).
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Izole edilen bitkisel parcalarm (eksplant) canli olarak kapali bir kap icerisinde
bliylitme ¢alismalarimin 115 yillik bir ge¢misi vardir. 1902 yilinda Alman arastiric
Haberlant ile baglayan ve ilk denemelerinde basarili olamayan bu silireg 1922’lerde
Amerikali Robbin ve Alman Kott tarafindan gergeklestirilen ilk basarili sonuglarin
ardindan bilim diinyasindaki yerini almaya baglamistir. 1930 ve 1940’11 yillarda 6zellikle
de hiicre teorisinin gelistirilmesi ve totipotensi teriminin bitki biyoteknolojisindeki yerini
almas1 ve 1950°1i yillarda pekgok arastiricinin bitkilere 6zgii spesifik besi ortamlari
gelistirmesiyle bugiinkii seklini almaya baslamistir (Goniilsen, 1987; Auge vd., 1995).

Doku kiiltiirii ile ilgili ¢aligmalar, 1975 yilina kadar kallus kiiltiri ile bitki
rejenerasyonu esasina dayandirilmistir (Chalupa, 1987). Giiniimiizde in vitro kosullarda,
cesitli bitki tlirlerinin doku kiiltiirii teknigi ile iiretilmesinde kallus, siirgiin ucu, embriyo,

hiicre ve protoplast kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Srivastava ve Steinbaver,

1981; Vidalie, 1986; Ahuja, 1986).

Doku kiiltiirii teknikleri;
% Arz-talebi karsilayacak iiretim olanagi
¢ Genotiplerin hizli tiretimi
+«* Invitro’da erken seleksiyon
¢ Dabha az alandan daha yiiksek verim eldesi
¢ Hastaliksiz bitki eldesi (Bakteri, viriis ve mantardan ari bitki eldesi)
%+ Haploid ve poliploid bitkilerin iiretilmesi
«» Mutantlarin liretimi ve se¢imi
¢ Genetik cesitliligin saklanmasi
¢ Somatik embriyo olusumu, sentetik tohum tiretimi
¢ Protoplast kiiltiirii ile somatik hibridizasyon
+ DNA teknolojisi ile gen transferleri

% Celikle tiretimi zor olan tiirlerin kolay tiretilebilmesi

gibi avantajlar bitkisel tiretime saglamaktadir (Bhojwani ve Razdan, 1983; Vidalie, 1986;
Simsek, 1989; Ugler, 1994; Mcdonald, 1999; Dinger, 2010).

Diger taraftan doku kiiltlirli ile iiretimin vejetasyon donemine bagli olmamasi, bir
klonu simirsiz bir sekilde liretme olanagi vermesi, poliploid bireyler elde edebilme ve gen
bankalar1 (doku bankalar1) kurma gibi yararlar1 yaninda, ¢elikle iiretilmesi zor olan bazi

bitki tiirlerinin bu yontemle kolayca {iretilmesi, zengin tohum yillarinin seyrek oldugu ve
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tohumlarin uzun siire saklanmasinin miimkiin olmadig1 veya gii¢ oldugu agag tiirlerinin
iiretilmesinde de 6nem tagimaktadir (Vidalie, 1986).

Genetikeiler doku kiiltiirii teknigini, secilmis genotiplerin degerlendirilmesinde, hizl
biiyliyen fertlerin ortaya ¢ikarilmasinda, soguga, kurakliga, hastaliklara, tuzluluga ve
herbisitlere dayanikli bireylerin se¢ilmesinde etkin bir sekilde kullanirlar (Kaya, 1988).
Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile nispeten problemsiz ve hizli iiretim ihtimali, daha ileri
1slah adimlarinda kullanilabilecek dnemli avantajlar sunmaktadir (Ugler, 1994).

Son 30 yilda odunsu bitkilerin doku kiiltiirleri ile tiretiminde hizli gelismeler goze
carpmaktadir. Ozellikle ekonomik anlamda meyveleri deger tasiyan bahge bitkileri ve
ekonomik deger tasiyan orman agaclari pekgok arastirmaci tarafindan doku kiiltiirii
teknikleri kullanilarak tiretilmeye ¢alisilmistir (Cetiner, 1992; Geng, 1999; Ciice vd., 2013;
Ciice ve Sokmen, 2015).

1.5.3. Vaccinium Tiirlerinin Doku Kiiltiirii ile Cogaltilmasi

Ulkemiz disinda yetisen Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak
tiretilmesine dair literatiirde pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Marcotrigiano vd., 1996; Debnath
ve McRae, 2001a; Debnath, 2006). Ancak iilkemizde dogal olarak yetisen Vaccinium
tirlerinin doku kiltiirii teknikleri kullanilarak tiretilmeleri ile ilgili ¢aligmalarin yetersiz
oldugu ve bu konuda kapsamli ¢aligmalar yapilmasi gerektigi ve ticari iretimiyle ilgili
smnirl bilgilerin mevcut oldugu vurgulanmaktadir (Ciice ve Sokmen, 2015). Literatiir
verileri incelendiginde tilkemizde yetisen V. arctostaphylos’un doku kiiltiiri yontemleri ile
tiretilmesine dair ilk rapor Ciice ve arkadaglari tarafindan (2013) rapor edilmistir. Yine
tilkemizde yetisen V. myrtillus tiiriine ait ilk rapor ise 2015 yilinda Ciice ve Sokmen
tarafindan sunulmustur. Bu konuda iilkemizde yetisen V. uliginosum ve V. vitis-idaea
tiirlerine ait heniiz yaymlanmis bir rapor mevcut degildir. Oysa iiretimi zor olan bitkilerin
cogaltiminda hizli ve etkin bir teknik olan doku kiiltiirii ile iiretim sayesinde vejetatif
liretimin yayginlagsacagi ve ticari Uretim bazinda patent ve sertifika olanagi iyi
bilinmektedir (Galle, 1987).

Vidalie (1986), doku kiiltiirii ile vejetasyon siiresine ve tohuma bagli kalmadan,
bitkinin herhangi bir dokusundan yil boyunca siirekli iiretim gergeklestirildigini
caligmalarinda ortaya koymustur. Yine doku kiiltlirii teknigi ile secilmis genotiplerin

degerlendirilmesi, hizli biiyliyen fertlerin ortaya c¢ikarilmasi, soguga, kurakliga,
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hastaliklara, tuzluluga ve herbisitlere dayanikli bireylerin elde edilmesi, {istlin bireylerin

ortaya ¢ikarilmasinin miimkiin olabilecegi literatiirlerde yer almaktadir (Kaya, 1988).

1.5.3.1. Kallus Kiiltiirleri ile Uretim

Kallus kiiltiirii  eksplantlardan uygun bir besin ortaminda kallus dokusunun
olusturulmasi yani izole edilmis hiicre yiginlarinin in vitro kiiltiiriidiir. Kallus kiiltiirlerine
bitkinin boliinebilme o6zelligine sahip hiicrelerin bulundugu bitki kisimlarindan
baslanilabilir. Bunlara 6rnek olarak; endosperm, polen, embriyo, yaprak sapi, kok
kisimlari, internodlar vs. verilebilir (Vidalie, 1986). Kallus kiiltiiriinde kallusun
olusabilmesi i¢in ortama genel olarak 2,4-Dikolorofenoksiasetik asit (2,4-D) eklenir
(Vidalie, 1986; Harbage ve Stimart, 1987). Cogu otsu bitkiler doku kiiltiiriinde, somaklonal
varyasyon sergileyen kalluslardan iiretilir, bu da iirlinlerin kalitesi i¢in olduk¢a dnemlidir
(Yeoman ve Forche, 1980; Evans ve Sharp, 1983; Harbage ve Stimart, 1987). In vitro
ortamda odunsu bitkiler kallus olusturmasina ragmen, organ yenileme hizi diisiiktiir ve
Ozellikle alt kiiltiir kalluslarindan sonra ¢ok daha diisiiktiir. Odunsu bitkilerin, in vitro’da
iiretilmis somatik varyasyonlarindan herhangi bir gelisme elde edilememistir (Harbage ve
Stimart, 1987). Literatiirde Vaccinium tiirleri {izerine yapilan kallus kiiltiirlerinden siirgiin
elde etme c¢alismalarinda basar1 saglanmistir ancak elde edilen siirgiinlerin morfolojik
gorlintiileri (govde ve yaprak yapisi) meristem kiltiirlerinden elde edilen fidelerden
farkliliklar gostermistir (Hruskoci ve Read, 1993; Ostrolucka vd., 2004; Dinger, 2010).

1.5.3.2. Organ Kiiltiirleri ile Uretim

Doku kiiltiirii teknikleri ile tiretimde, pratik ve hizli ¢cogaltim ve genetik stabiliteyi
saglamak agisindan en ¢ok kullanilan yontem organ kiiltliriidiir (Ahuja, 1986; Ahuja,
1986b; Dinger, 2010). Organ kiiltiiriinde siirgin olusumu ve bitki rejenerasyonunda;
yapraklar, kotiledon ve hipokotil gibi embriyo pargalari, slirgiin ve siirgiin uglari, koltuk
alti ve terminal tomurcuklar gibi bitkinin degisik kisimlar1 materyal olarak
kullanilmaktadir (Ugler, 1994).

Farkli Vaccinium tiirleri iizerinde yapilan galismalarda siirgiin uglar1 kullanilarak

doku kiiltiirii yontemiyle tretimi gerceklestirilmistir. Siirglin ve kok olusumu igin
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Murashige ve Skoog (MS), McCown odunsu bitkiler besi ortami1 (WPM) ve Anderson
rhododendron (AN) gibi farkli besin ortamlar1 pek ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilmistir
ve yiiksek oranda basari elde ettikleri belirtilmistir (Fira vd., 2008; Ostrolucka vd., 2010;
Sedlak ve Paprstein, 2011; Clapa vd., 2012).

Ostrolucka ve arkadaslar1 (2007), Vaccinium corymbosum tiiriiniin siirgiin olusumu
icin 0,5 veya 2,0 mg/L zetin ile desteklenmis AN besin ortamini kullanmislar ve en yiiksek
siirglin veriminin % 40-50 oraninda 2,0 mg/L zeatin igeren ortamda oldugunu
gozlemlemiglerdir. Kok olusumu igin ise Ostrolucka ve arkadaslar1 (2007) AN ortaminda
0,8 mg/L IBA ve yine ex vitro ortamda 15-20 mm uzunlugundaki siirgiinleri 0,8 mg/L
konsantrasyonundaki IBA solusyonuna batirip, turbali topraga aktararak koklendirme
islemini gergeklestirmislerdir ve % 80-95 oraninda koklenme orani elde ettiklerini
bildirmislerdir. Aym arastirmacilar Vaccinium vitis-idaea tirli {izerinde yaptigi
calismalarda ise siirgiin verimi i¢in en uygun ortamin 0,75 mg/L zeatin igeren ortam
oldugunu belirlemislerdir. Kok verimi igin ise hem in vitro hem de ex vitro’da yine en

uygun ortamin 0,8 mg/L IBA igeren ortam oldugunu tespit etmislerdir.

1.5.3.3. Embriyo Kiiltiirleri ile Uretim

Embriyo kiiltiirli, izole edilmis, olgun veya olgunlasmamis embriyolarin in vitro’'da
gelismesi veya muhafaza edilmesi olarak tanimlanir. Ortamdaki karbohidratlar embriyonun
ayakta kalmasi ve biiylimesini biiyiik Olgiide artirirlar. Sukrozdan daha yaygin olarak
kullanilan karbohidratlar, sadece enerji kaynagi degil, ayn1 zamanda ozmotik diizenleyici
olarak kullanilir. Embriyo kiiltiirii orman agaci tiirlerinde genis oranda ¢imlenme engelinin
ortadan kaldirtlmast i¢in kullanilmaktadir. Literatiirde Vaccinium tiirlerinin embriyo

kiiltiirii ile tiretimi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Vidalie, 1986).

1.5.3.4. Hiicre Kiiltiirleri ile Uretim

Hiicre kiiltiiriinde alinan hiicre tek olabilecegi gibi hiicre gruplari1 da olabilir. Hiicre
kiiltiirti kagit ve petri kab1 teknigi olmak tizere iki sekilde yapilir. Kagit tekniginde aktif
kallustan mikropipetle alinarak kagit iistiine koyulan tek hiicre boliinerek stirglin ve kok

olusumu yapar. Daha sonra yeni ortamlara tasinir. Petri kab1 tekniginde sterilize edilmis
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besin ortami ile karistirilan hiicre gruplart 6zel bir steril ortamdan gegirilerek farkl
ebatlardaki kaplara tasinir. Son olarak da petri kabina aktarilip kiiltiire alinir. (Vidalie,
1986; Dinger, 2010). Ayrica Vaccinium tiirlerinin hiicre kiiltiirlerinden elde edilen siirgiin
rejenerasyonuda oldukga diisiiktiir (Shibli ve Smith, 1996).

Ulkemizde genis bir yayilis alanina ve yetisme sartlarma sahip V. myrtillus ve V.
uliginosum fidelerinin saglikli, hizli ve tekrarlanabilir iiretiminde karsilasilan sorunlarin
ortadan kaldirilmasina yonelik caligmalarin artirilmasi gerekmektedir. Ticari amagh
kurulan Vaccinium bahgelerinde yurt dis1 kaynakli fidelerin yerine iilkemizde dogal olarak
yetisen ve biyoteknolojik yOntemlerele {retimi yapilan daha verimli hatlarin
kullanilmasma yonelik c¢alismalar yapilmalidir. Bitki biyoteknolojisinin  sagladigi
yaklagimlar1 kullanarak, etkili bir iiretim yonteminin gelistirilmesiyle gerek yetisme
sartlarindan gerekse ¢ok fazla sektorde kullanilmasindan dolay: iilke ekonomisinde énemli
yeri olan bu tiirlerinin iiretim potansiyellerinin kapsamli arastirilmasi zorunluluk arz

etmektedir.

1.6. Calismanin Amaci

Bu calismada, iilkemizde dogal olarak yetisen ve ekonomik deger tasiyan V.
myrtillus ve V. uliginosum’un doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak etkili bir {iretim
yonteminin  belirlenmesi amaglanmigtir. Vaccinium tiirlerinin  doku kiiltiirlerinde
tiretilmesine ait literatiirde pek ¢ok ¢aligma mevcut olmasina ragmen V. myrtillus ve V.
uliginosum’un doku kiiltiirleri ile tiretimine dair ¢alismalar siirlidir. Ayrica Vaccinium
tiirlerinin doku kiiltlirii caligmalarinda, eksplantin alindig1 bitkinin yasadigi ortam sartlari,
eksplantin alinma zamani, esplantin drnek olarak secilen ¢eligin hangi kismindan alindigi
ve ¢eligin fizyolojik durumu (yumusak veya sert odun ¢eligi) kullanilan BBD c¢esitleri ve
konsantrasyonlar1 gibi parametreler etkili olmaktadir. Ayrica iilkemizde dogal olarak
yetisen bu iki tiir izerine daha 6nce yapilmis herhangi bir ¢aligma mevcut olmadigindan bu
iki tlirlin doku kiiltiirlerinde {iretim potansiyellerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu
tiirlerin {iretim potansiyelleri belirlenerek her daim {iiretim yapilmasina imkan saglayacak
daha hizli, daha seri liretim yapilmasi ve ayni anda ayni 6zellige sahip (klon ve cgesit)
binlerce bitkinin iretilmesi, dogaya kazandirilmasi ve dollenmelerinden kaynaklanan
olumsuzluklarin (heterozigot déllenme) ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir. Bu amagcla tez

kapsaminda fakli temel besi ortamlari, bitki biiyiime diizenleyicilerin c¢esitli
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kombinasyonlar1 denenmis ve gerek siirgiin olusumu ve gelisimi ve gerekse kok
gelisiminde bu faktorlerin etkileri arastirilmistir. Elde edilen fidelerin dis ortama

adaptasyonu noktasinda ¢alismalar yapilmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Kullanmilan Ekipman

Bu aragtirmada, V. myrtillus ve V. uliginosum bitkilerinin doku kiiltiirii yontemleri ile
tiretimi (mikrogogaltim) ve degerlendirilmesi tlizerine ¢alismalar yapilmistir. Bitkilerin
stirgiin olusturma sathasindaki geng lateral (yanal) tomurcuklar1 arastirma materyali olarak
kullanilmistir. Deneysel tasarimda, Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirleri ile ¢ogaltimi
hususunda yapilan ve literatiirde rastlanan ¢alismalardan yararlanilmistir. Doku kiiltiirii ile
liretim galigmalari, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki
Fizyolojisi ve Biyokimyasi1 Laboratuari II’de yapilmigtir. Bu ¢alismada, besi ortamlarinin
pH’sin1 ayarlamada Mettler Toledo MP 220 marka pH metre, tartim islemlerinde OHAUS
marka hassas terazi, ¢ozeltilerin karigtirllmasinda Heidolph 1400 (Hotplate &Stirrer)
marka 1siticili manyetik karistirici, kurutma islemlerinde Niive FN 120 marka etiiv, saf su
tiretilmesinde GFL 2104 marka saf su cihazi, sterilizasyon iglemlerinde Ticisan (75 litre)
marka otoklav, materyallerin kiiltiire alinma isleminde ESCO marka laminar akisli steril
kabin, kiiltiirlerin biyitiilmesinde Sanyo marka iklim dolabi, siirgiin boyu ve kok

uzunluklarinin 6l¢iilmesinde BIS marka digital kumpas kullanilmistir.
2.2. Yontemler

2.2.1. Materyallerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Teshisi

Birinci asamada ¢alisma materyali olarak V. myrtillus’un dormant halden ¢ikmis ve
stirglin olusturmaya hazir gen¢ ve yumusak lateral tomurcuklar1 (yumusak odun celikleri)
2012 yili, Mayis aymmn ilk yarisindan itibaren Trabzon ili Magka ilgesi, Zigana Dagi
(40°40'017"N, 39°24'583"E), 1722 m’den alindi. V. uliginosum’a ait siirgiin olusturmaya
hazir gen¢ ve yumusak lateral tomurcuklar ise yine 2012 yili Mayis-Temmuz aylari
arasinda Demirkap1 kdyii-Caykara, Trabzon (40° 31’ 796" K, 40° 23’ 475" D) 2760 m’den
alindi. Orneklemeler her iki tiir iginde gigeklenme, meyveye yatma ve meyve veriminin
takip edildigi ve bolge halki tarafindan ekonomik olarak degerlendirilen bireyler {izerinde
yapilmistir. V. myrtillus ornekleri bolgenin kuzeye bakan yamaglarindan, orman alti

smirindan yol kenarina yakin mesafelerden temin edilmistir. V. uliginosum ornekleri ise
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cimenlik ve ¢ayirlik alanlardan yol kenarina yakin mesafelerden alinmistir. V. uliginosum
orneklerinin alindig1 arazinin toprak ortiisiinliin yogun olmadig: bitkilerin yetistigi alanin
cakillik bir alan oldugu goze carpmaktadir. Vejetasyonun devam ettigi 2012 yili ilkbahar
doneminde alinan yesil, geng ve yumusak siirgiinler, giinesin ¢ok etkin olmadigi sabah
veya aksam saatlerinde 10 cm uzunlugunda kesilerek, Hoagland solusyonlu torbalar
igerisinde laboratuvar ortamina ulastirilmistir. Eksplantlar alindiklar1 tarih ve yerle ilgili
bilgilerin bulundugu etiketlerle birlikte kiiltiir ortamina alinincaya kadar oda sicakligini
gecmeyecek derecede saklanmaya 6zen gosterilmis ve en ge¢ ii¢ giin igerisinde kiiltiir

ortamina alinmistir.

2.2.2. Yiizey Sterilizasyon Siirelerinin Belirlenmesi

Saglikli bir sekilde laboratuvar ortamina tasinan eksplantlar {i¢ farkli yiizey
sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Ilk sterilizasyon isleminde eksplantlar 6n muamele
icin 30 dk musluk suyunda yikandi ve akabinde 30 sn % 70’lik etanol (EtOH) ¢ozeltisine
maruz birakilmistir. Son olarak en uygun yiizey sterilizasyon siiresini belirlemek amaciyla
10, 15, 20, 25 ve 30 dk % 3’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi ile muamele
edilmistir. Ikinci olarak eksplantlar 30 sn % 70’lik EtOH ile muamele edildi ve akabinde 6,
8 ve 10 dk % 0,1 ve % 0,15’1ik civa klorit (HgCly) ile yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. Ugiincii sterilizasyon yonteminde ise eksplantlar daha ¢ok tohum gibi kiigiik
eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan 30 dk % 36’lik hidrojen peroksit (H20>)
ile ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlar odunsu bitki tiirleri i¢in kullanilan
ve 1,0/0,1 mg/L zeatin/indol-3-biitirik asit (IBA) ile desteklenmis WPM odunsu bitkiler
besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Veriler 8 hafta sonunda kontaminasyon, kararma, siirgiin

verimi ve boy uzunlugu parametreleri agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

2.2.3. Baslangic Kiiltiirlerinin Belirlenmesi

In vitro ¢alismalarda kullanilan besi ortamlart bitki tiirlerine gore 6zgiinliik gosterir
ve calisilmas1 planlanan bitki tlirlerinden alinan eksplantlarin kiiltiir ortamlarina hizli ve
saglikli bir sekilde aktarilmasi da biiylik 6nem arz eder. Giiniimiizde, doku kiiltiirii ile

iiretimde birbirinden farkli, hazir besi ortam1 kullanilmaktadir. Bu besi ortamlari, bitkilerin
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isteklerine gore uyarlanabilmektedir (Anderson, 1984). Siirgiin olusturma ¢alismalarinda
1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ve 1,0/0,1 mg/L zeatin/naftalenasetik asit (NAA)
kombinasyonlariyla desteklenmis Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilen MS
besi ortami1, Anderson (1984) tarafindan gelistirilen Rhododendron besi ortami1 ve daha gok
odunsu bitkilerin doku kiiltiiri ¢aligmalarinda kullanilan, Lloyd ve McCown (1980)
tarafindan gelistirilen WPM besi ortamlar1 baslangi¢ besi ortamlar1 olarak kullanilmistir. 8
hafta sonunda veriler siirgiin verim orani (kiiltiir ortamina alinan eksplantlardan kag
tanesinin siirglin verdigi), siirgiin boy uzunlugu, kararma ve kontaminasyon yiizdeleri
parametreleri acisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Siirgiin  ¢ogaltma
(gelistirme) caligmalarinda ise, diger besi ortamlarina gore daha {istiin olan, WPM ortam1
temel besi ortami olarak degerlendirilmistir. S6z konusu hazir besi ortamlar1 Duchefa’dan
(Haarlem-Hollanda) satin alinmigtir. Temel besi ortamlarinin igerikleri Tablo 2’de

verilmigtir.

Tablo 2. McCOWN Odunsu (WPM), Murashige & Skoog (MS) ve Anderson
Rhododendron (AN) Besi Ortamlari, Bilesenleri ve Miktarlari

mg/L

Makro Elementler

WPM MS AN
NH;NO3 400.00 1650 400
KNOs - 1900 480
CaCl, 75.50 - 332.02
CaCl,.2H,0 - 440 -
NaH,PO,4.2H,0 - - 380
MgSO4 180.54 - 180.54
MgS0,.7H,0 - 370 -
KH2PO, 170.00 170 -
Ca(NOs),.4H,0 471.26 - -
K2SO4 990.00 - -
Mikro Elementler
H3BOs 6.20 6.2 6.2
MnSO4.H,0 22.30 16.9 16.9
ZnS0,4.7H,0 8.60 - 8.60
ZnS04.H,0 - 8.6 -

Kl - 0.83 0.30
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Tablo 2’nin devami

CoCl,.6H,0 - 0.025 0.025
FeS0,4.7H,0 - 27.8 55.7
FeNaEDTA 36.70 37.3 73.40
NaxM004.2H,0 0.25 0.25 0.25
CuS04.5H0 0.25 0.025 0.025
Vitaminler

Nikotinik Asit 0.50 0.5 100
Thiamin HCI 1.00 0.1 0.40
Pridoksin HCI 0.50 0.5 100
Inositol 100.00 100.0 20
Glisin 2.00 2.0 -
Adenin hemisiilfat - - 0.80

1 litre WPM besi ortami hazirlamak igin, stok (hazir) besi ortamindan 2462,6 mg/L
tartilmis ve 1 litrelik vida kapakli cam siselere aktarilmistir. Her bir besi ortamina % 2
sukroz ilave edilmis ve ortamlarin hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Jellestirici
olarak % 0,8 (w/v) Phyto Agar (Duchefa, Haarlem-Hollanda) eklendi. Ortamlarin pH’s1
0,1 N NaOH veya 0,1 N HCl ile 5,5-5,8’¢ ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar 121 °C’de 1,1
atm basing altinda 15 dk sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Sterlizasyon isleminin
ardindan besi ortamlarinin sicakliklart 40-50 °C'ye diisene kadar yatay akishi steril kabin
icerisinde bekletilmistir. Son olarak ortamlara 6nceden 0,22 pum’lik filtrelerde (sigma)
sterilizasyonu yapilan bitki biiyiime diizenleyicileri gerekli oranlarda ortamlara ilave
edilmis ve besi ortamlar1 66 x 59 mm ve 98,5 x 59 mm’lik kiiltiir kavanozlarina (magenta)
aktarilmistir. Besi ortamlarmin katilagmasinin ardindan magentalar, kiiltlirlerin ekim
islemleri baglatilincaya kadar oda sicakliginda, karanlikta ve toz gegirmeyen ortamda

saklanmustir.

2.2.4. Uygun Sukroz Miktarimin Belirlenmesi

Doku kiiltiirii calismalarinda en 6nemli parametrelerden birisi de farkli bitki tiirlerine
gore en uygun sukroz miktarinin belirlenme asamasidir. Bu baglamda baslangic

kiltirlerindeki V. myrtillus ve V. uliginosum bitkilerinden alinan eksplantlar, i¢erisinde %
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%1, % 1,5, % 2, % 2,5 ve % 3 (w/v) konsantrasyonlarinda sukroz bulunan ve en yiiksek
siirglin ¢ogalmasi oranina sahip 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile desteklenmis WPM besi
ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen veriler 8. haftanin sonunda kardeslenme sayisi,

stirglin boyu, nod sayis1 ve kallus oranlart agisindan istatistiksel olarak analiz edilmistir.

2.2.5. Uygun pH Degerinin Belirlenmesi

Vaccinium tiirlerinin yetistigi ortama adaptasyonunda en 6nemli faktorlerden birisi
de uygun pH degerleridir. Bu bitki tiirleri asidik (4,5-5,5) toprak kosullarinda
biiyiimektedirler. Doku kiiltiirii sartlarinda en uygun pH araligini belirlemek amaciyla yine
baslangi¢ kiiltiirlerinden alinan V.myrtillus’a ait eksplantlar 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 ve 6,0 pH
degerlerine sahip ve 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile desteklenmis WPM besi ortaminda
kiiltiire alinmistir. Elde edilen veriler 8. haftanin sonunda kardeslenme sayzisi, siirgiin boyu,

nod sayis1 ve kallus oranlari agisindan istatistiksel olarak analiz edilmistir.

2.2.6. Bitki Bilyiime Diizenleyicileri ve Konsantrasyonlari

Siirgiin olusturma denemelerinde zeatinin tek bir konsantrasyonu ii¢ farkli temel besi
ortaminda (WPM, MS ve AN) 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ve zeatin/NAA
kombinasyonlarinda denemeye tabi tutulmustur. Silirglin olusum asamasinda bu bitki
biiyiime diizenleyicisinin ve konsantrasyonunun se¢imi noktasinda daha once yapilan
uygulamalardan ve literatiir bilgisinden yararlanilmistir.

Siirgiin ¢cogaltim1 ve saglikli siirgiin eldesi, sonraki koklendirme calismalari i¢in ¢ok
Oonemlidir. Siirglin gelistirme calismalarinda degisken zeatin, N6-[2-isopentenil]adenin
(2iP) ve thidiazuron (TDZ) (0,0, 0,5, 1,0, ve 2,0 mg/L) konsantrasyonlari ile sabit indol 3
biitirik asit (IBA) (0,1 mg/L) kombinasyonlar1 ve degisken IBA ve indol 3 asetik asit
(IAA) konsantrasyonlar1 (0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 mg/L) ile sabit zeatin (1,0 mg/L)
konsantrasyonlart WPM ortammna ilave edilmistir. Ayrica elde edilen en yiiksek siirgiin
iiretim oranina sahip zeatin/[BA kombinasyonuna siirgiin olusum oranlarindaki artisi
hizlandirmak i¢in degisken oranlarda giberellik asit (GAs) (0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve 0,5 mg/L)
ilave edilmis ve siirgiin olusum oranlari degerlendirilmistir.

Koklendirme c¢alismalari mikrogogaltim ¢alismalarinin  {iglincii  basamagini

olusturmaktadir. Koklendirme islemi sirasinda en wuygun oksinin ve bu oksin
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konsantrasyonunun belirlenmesi fidelerin daha kisa siirede koklenmelerini bu sayede de dis
ortama adaptasyon ¢alismalarinin daha hizli olmasimi saglayacaktir. Siirgiin ¢ogaltim
calismalar1 sonucu yeterli biiyiikliige ulasan fideler (en az 20 mm) in vitro ¢alismalar igin
icerisinde 1,0 g/L aktif karbon (AC) bulunan veya aktif karbonsuz degisken IBA, IAA ve
NAA konsantrasyonlarinda (0, 0,25, 0,5 ve 1,0 mg/L) kiiltiir ortamina alinmislardir. Ex
vitro calismalar i¢in ise in vitro ortamlardan en iyi sonu¢ elde edilen IBA’nin yiiksek
konsantrasyonlar1 (0, 500, 1000 ve 2000 mg/L) belirli oranlarda toprak/perlit (2: 1)
ortamina alinmiglardir. In vitro ortamlarda iiretilen ve belirli bir biiyiikliige ulasan fideler
bu konsantrasyonlardaki IBA stoklarina daldirilip dis ortama alinmiglardir. Bu tiirlerin
yetistirilmesinde toprak pH’st onemli olacagindan ex vitro ortamda koklendirme
calismalarinda kullanilacak toprak, eksplantlarin alindigi araziden temin edilmis ve uygun
pH sorununun dniine gegilmistir.

Kiiltiire alinan tomurcuk explantlarindan siirgiin olusumu, olusan siirgiinlerden
siirglin gelisimi ve bu siirglinlerin koklendirilmesi i¢in uygun besi ortamlari, sukroz
miktarlar1 ve pH degerleri ve bu ortamlara eklenen bitki biiyiime diizenleyicileri [BBD
(sitokinin + oksin)] kombinasyonlari ve oksin konsantrasyonlar1 Tablo 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10

ve 11°de verilmistir.

Tablo 3. Siirgiin olusumu i¢in farkli besi ortamlarina eklenen zeatin/IBA ve zeatin/NAA

Kombinasyonlar1
MS WPM AN
—~ Zeatin/ IBA 1,0/0,1 1,0/0,1 1,0/0,1
Q d
% E’ Zeatin/ NAA 1,0/0,1 1,0/0,1 1,0/0,1

Tablo 4. Siirgiin gelisimi i¢in 1,0/0,1 mg/L sabit sitokinin ve oksin varliginda uygulanan
sukroz miktarlari

BBD Sukroz (w/v)

Zeatin/ IBA %1 % 1,5 % 2 % 2,5 % 3
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Tablo 5. Siirgiin gelisimi i¢in 1,0/0,1 mg/L sabit sitokinin ve oksin varliginda uygulanan

pH degerleri
BBD pH
Zeatin/ IBA 4,0 4,5 50 55 6,0

Tablo 6. Siirglin gelisimi i¢in uygulanan degisken zeatin, TDZ, 2iP ve sabit IBA

kombinasyonlar1
WPM
_ Kontrol - - -
8% Zeatin/ IBA 0,5/0,1 1,0/0,1 2,0/0,1
m E TDZ/ IBA 0,5/0,1 1,0/0,1 2,0/0,1
2iP/ IBA 0,5/0,1 1,0/0,1 2,0/0,1
Tablo 7. Sirgiin gelisimi i¢in uygulanan sabit zeatin, de8isken IBA ve [AA
kombinasyonlar1
WPM
e Zeatin/ IBA 1,0/0,1 1,0/0,2 1,0/0,3 1,0/0,4 1,0/0,5
0 >
@ £ Zeatin/IAA 1,0/0,1 1,0/0,2 1,0/0,3 1,0/0,4 1,0/0,5

Tablo 8. Siirgiin gelisimi i¢in sabit zeatin/IBA kombinasyonlarinda uygulanan degisken
GA; konsantrasyonlari

WPM

ad

0>  GA 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
mE
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Tablo 9. Koklendirme c¢alismalar1 i¢in in Vvitro ortamda uygulanan degisken oksin

konsantrasyonlar1
WPM
_ IBA Kontrol 0,25 0,5 1,0
o d
o 2 IAA Kontrol 0,25 0,5 1,0
- NAA Kontrol 0,25 0,5 1,0

Tablo 10. Koklendirme ¢alismalari igin in vitro ortamda uygulanan degisken oksin sabit
AC konsantrasyonlar1

WPM
. IBA/AC 0,0/1,0 0,25/1,0 0,5/1,0 1,0/1,0
o
g g’ IAA/IAC 0,0/1,0 0,25/1,0 0,5/1,0 1,0/1,0
NAA/AC 0,0/1,0 0,25/1,0 0,5/1,0 1,0/1,0

Tablo 11. Koklendirme caligmalart igin ex vitro ortamda uygulanan degisken oksin sabit
AC konsantrasyonlari

TOPRAK/PERLIT
g
g E» IBA Kontrol 500 1000 2000

2.2.7. Bitkisel Materyalin Yiizey Sterilizasyonu

V. myrtillus ve V. uliginosum bitkilerinden kesilerek alinan tomurcuk halindeki
siirgiinler cesme suyu ile 30 dakika yikanmustir. On yikama isleminden sonra, tepe
tomurcugu hari¢ birinci ve besinci internodlart arasindaki stirgiinler kesilmis ve yiizeysel
sterilizasyon i¢in Onceden hazirlanmis % 70’lik etanol (EtOH) igerisine 30 saniye
bekletilmis, akabinde igerisinde % 3’liikk sodyum hipoklorit (NaOCI) bulunan 250 ml'lik
beher igerisine aktarilmistir. Burada manyetik karistirict ile 500 rpm hizla karistirilarak 15
dakika siireyle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu islemi

eksplantlarin steril distile su ile ii¢ kez yikanmasi ile tamamlanmistir.
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2.2.8. Kullanilan Alet ve EKipmanin Sterilizasyonu

Steril ¢alisma kabini, kiiltiir asilama ¢alismalarina baslamadan once, 10 dakika siire
ile calistirildiktan sonra % 70’lik EtOH ile dezenfekte edilmistir. Kullanilan cam malzeme,
otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur. Cesitli amaglar i¢in kullanilan tiim cam
malzeme, otoklavda sterilizasyondan once 100 °C’de, etiivde 1 saat siireyle bekletilmistir.
Eksplantlar1 kiiltiire almada kullanilan pens ve bistiiriler ¢alismaya baslamadan once

alkolle silinip atesten gecirilerek sterilize edilmistir.

2.2.9. Materyalin Kiiltiire Alinmasi

Sterilize edilen stirgiinler steril kabin icerisinde, birka¢ yaprak taslagi tasiyan yan
tomurcuklari ile birlikte minimum 5 mm uzunlugunda kesilmis ve i¢inde steril besi ortami1
bulunan kiiltiir kaplarina yerlestirilerek kiiltiire alinmistur.

V. myrtillus ve V. uliginosum’un alt kiiltiirleri, yasama durumlarina gore 4 ila 5 hafta

araliklarla taze besi ortamlarina aktarilmistir.

2.2.10. Fiziksel Kosullar

Calismada kullanilan ve kiiltiire alma islemi tamamlanan eksplantlar i¢in inkiibasyon
ortami olarak 24 + 2 °C sicaklik, 8000 liiks 151k siddeti (uE/m?/s), 16 saat aydinlk ve 8 saat

karanlik kosulu ile % 80 neme ayarl iklim dolab1 kullanilmistir.

2.3. Gelisme Siiresince Yapilan Ol¢iim ve Gézlemler
2.3.1. Kiiltiire Alinan Eksplantlarin Gelisme Durumu ve Siirgiin Olusumu

V.myrtillus ve V. uliginosum bitkileri, kiiltire alinmalarindan itibaren gelisme
durumlari, renkleri, canliliklari, siirgiin olusumlar1 ve olusan siirgiinlerden siirgiin
gelisimleri haftada bir kez dikkatlice gozlemlenmis ve 8. haftanin sonunda siirgiin

olusturma oranlari istatistiksel agidan degerlendirilmistir.
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Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii ¢alismalarinda bazi sitokininlerin etkili sonug
vermedigi iyi bilinmektedir. Bu yiizden siirgiin ¢ogaltim asamasinda uygun sitokininin ve
konsantrasyonunun belirlenmesi igin denemeler gergeklestirilmistir. Kiiltlir ortamina alinan
eksplantlar denemelerin baglangicindan 8 hafta sonra, olusan kardeslenme sayisi, siirgiin

boyu, nod sayisi ve kallus oranlari istatistiksel agisindan analiz edilmistir.

2.3.2. Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in in vitro ortamlar i¢in higbir oksin uygulamasinin
yapilmadigi kontrol ortamiyla birlikte farkli IBA, IAA ve NAA konsantrasyonlari ayri ayri
olarak ve ayrica yine ayni ortamlara sabit oranda AC (1,0 g/L) uygulamasi yapilarak belirli
bir biiylikliige ulasan siirglinlerin koklendirilmesine ¢aligilmistir. Koklenme ortamina
alian siirgiinlerin 8 hafta sonunda koéklenme ylizdesi, eksplant basina kok sayisi, kok
uzunlugu, sekonder kok olusumu ve kallus olusturma oranlar1 kaydedilmistir. Koklenme
yiizdesi koklendirme ortamina alinan siirgiinlerden kag tanesinin kok olusturdugu, kok
sayist ve sekonder kok olusum parametreleri ise eksplant basina kok sayisit olusumlari
tizerinden degerlendirilmistir. EX vitro denemeler igin ise in vitro ortamlardan en yiiksek
kok olusturma orani veren oksin yiiksek konsantrasyonlarda denenmis ve degerler kallus

olusturma orani hari¢ diger parametreler acisindan degerlendirilmistir.

2.3.3. Denemelerin Kurulmasi ve Degerlendirilmesi

2.3.3.1. Denemelerin Kurulmasi

Her bir deneme tii¢ tekrarli olarak kurulmustur. Her deneme igin 6 magenta
kullanmilmis ve her magentada 5 eksplant kiiltiire alinmistir (Toplamda 90 eksplant
kullanilmistir). Siirgiin  ¢ogaltmasi c¢alismalarindan elde edilen veriler 3. alt kiiltiir

uygulamasindan sonra elde edilmistir.
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2.3.3.2. istatistiksel Analizler

Yapilan bu tez ¢alismasinda siirgiin olusturma calismalarindan elde edilen veriler
eksplant bagina siirglin verim ylizdesi, siirglin boyu, kararma ve kontaminasyon
parametreleri agisindan kendi aralarinda ayri ayri1 analize tabi tutulmustur. Siirglin
gelistirme ¢alismalarinda ise yine eksplant basina siirgiin verim yiizdesi, siirgiin sayisi,
stirgiin boyu, nod sayis1 ve kallus olusum yiizdeleri kendi aralarinda ayr1 ayr1 analize tabi
tutulmustur. Koklendirme ¢alismalarinda ise fide basina koklenme yiizdesi, kok sayisi, kok
uzunlugu, sekonder kok sayist ve kallus olusum yiizdeleri kendi aralarinda ayr1 ayr1 analiz
edilmistir. Tiim veriler ti¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler (¢oklu
veriler) varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS 21,0) paket programi
icerisinde yer alan ANOV A’ nin ¢ok y&nlii Duncan testine tabi tutulmustur. Iki deger elde
edilen uygulamalar igin ikili karsilastirma t testi kullamlmstir. Olgiimleri yapilan degerler

arasindaki istatistiki farklar ve benzerlikler ortaya konulmustur (P < 0,05).



3. BULGULAR

3.1. Vaccinium myrtillus ile Tlgili Bulgular

3.1.1. In vitro’da Siirgiin Olusturma

3.1.1.1. Uygun Yiizey Sterilizasyon Siirelerinin Belirlenmesi

Eksplantlarin en uygun fizyolojik durumu ile kiiltiir ortamina aktarilmasinda 6nemli
yaklagimlardan biri de uygun sterilizasyon siiresinin belirlenmesidir ve sonraki tim
caligsmalarin temelini olusturmaktadir.

Ug farkli yiizey sterilizasyon isleminden HgCl, durumunda kararma ve lezyonlar
gozlenirken, H,0; ile sterilizasyonda yiiksek kontaminasyon goriilmiistiir. Dolayisiyla her
iki ajanin da yiizey sterlizasyonunda etkisiz oldugu sonucuna varilmistir. Bunun aksine
NaOCl ile yapilan sterilizasyon isleminde farkli yiizey sterilizasyon siirelerine tabi tutulan
eksplantlarda, 8. hafta sonunda en diisiik kontaminasyon % 6,67 ile 30. dk’dan, bunu
takiben her ikisinde de % 7,78 gibi ayni degerde 20. ve 25. dk’lardan elde edilmistir.
Ancak kararma oranlar1 20. dk’da % 31,11, 25. dk’da % 45,56 ve 30. dk’da % 74,44
oldugundan en uygun sterilizasyon siiresinin 20 dk’lik uygulama oldugu belirlenmistir.
Son olarak, 10 dakikalik sterilizasyon daha az frekansta kararmaya yol agsada, daha
yiiksek kontaminasyon yiizdesine sahiptir (% 48,89) ve yine bu uygulamanin da amaca
uygun olmadig goriilmiistir.

Her ne kadar 15 dk’lik uygulama eksplant basina ortalama 13,61 mm ile en yiiksek
siirgiin boyunu versede, en yiiksek siirgiin verim yiizdesinin % 61,11 ile 20. dk’dan elde
edilmesi bu siirenin V. myrtillus’un yiizey sterilizasyonu i¢in en uygun siire oldugunu

gostermistir.



Tablo 12. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli sterilizasyon siirelerindeki siirgiin boy uzunluk degerleri (mm)

10 DAKIKA 15 DAKIKA 20 DAKIKA 25 DAKIKA 30 DAKIKA
LT | LT | LT | LT | ILT | NLT | LT T | LT | LT T | HL.T | LT I.T | N.T
12,14 | 14,18 | 9,72 | 16,18 | 15,23 | 14,29 | 13,21 | 1243 | 1542 | 14,76 | 1158 | 1544 | 13,48 | 14,52 | 11,56
10,11 | 1511 | 12,45 | 1542 | 13,84 | 14,84 | 1456 | 11,58 | 13,13 | 13,22 | 1457 | 12,53 | 12,21 | 12,86 | 13,94
9,28 | 13,14 | 1546 | 9,13 | 14,48 | 13,88 | 13,42 | 1357 | 12,11 | 12,63 | 12,62 | 12,11 | 13,48 | 13,54 | 11,52
912 | 13,19 | 14,21 | 12,81 | 13,35 | 12,27 | 13,63 | 12,32 | 14,14 | 13,72 | 12,74 | 12,15 | 11,02 | 11,56 | 10,93
953 | 16,11 | 10,13 | 11,53 | 14,49 | 17,24 | 1572 | 12,64 | 13,43 | 111 | 1507 | 10,24 | 13,24 | 10,23 | 13,46
10,04 | 13,83 | 11,48 | 12,94 | 1511 | 14,13 | 14,53 | 15,07 | 12,11 | 12,73 | 12,96 | 13,32 | 11,14 11,33
13,46 | 15,46 | 11,53 | 13,67 | 12,1 | 1361 | 12,46 | 14,61 | 1054 | 11,74
10,73 | 1054 | 12,27 | 12,79 | 11,22 | 13,77 | 13,38 | 14,32 | 11,82
10,54 | 12,27 | 1155 | 1561 | 12,96 | 13,74 | 12,08 | 13,11 | 9,58
14,53 | 14,38 | 14,38 | 13,21 | 11,83 | 11,41 | 12,83 | 12,45 | 11,23
14,53 | 13,27 | 13,27 | 1508 | 1254 | 11,34 | 13,28 | 10,72 | 12,27
1244 | 1156 | 1656 | 12,83 | 1411 | 12,64 | 12,96 | 10,82 | 13,28
14,82 | 11,49 | 12,09 | 14,05 | 14,46 | 12,46 | 14,71 | 1529 | 12,27
14,52 | 16,65 | 17,55 | 16,66 | 11,91 | 11,28 | 13,02 14,12
14,13 | 1543 | 15,71 | 14,12 | 13,48 | 10,51
12,41 | 14,34 | 13,02 | 12,12 | 14,53
13,69 | 13,53 | 12,27
13,51 | 12,81 | 13,36
13,21 | 15,19
11,95
Ort. | 10,04 | 14,26 | 12,44 | 13,18 | 13,42 | 14,24 | 13,99 | 12,99 | 12,95 | 13,04 | 12,83 | 12,29 | 12,43 | 12,54 | 12,12
Std. | 1,104 | 1,161 | 1,963 | 2,146 | 1,670 | 1,792 | 1,271 | 1,157 | 1,143 | 1,204 | 1,630 | 1,484 | 1,146 | 1,682 | 1,250

Ort: Ortalama, Std: Standart sapma, T: Tekrar

€€
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Tablo 12.1. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli sterilizasyon
stirelerindeki siirgiin verim degerleri

ZAMAN SI'_'JRGI"JN SURGUN KARARMA  KONTAMINASYON
(k) VERIM ORANI BOYU ORANI ORANI
(%) (mm) (%) (%0)
10 21,11% 1,92 12,33+ 0,92 30,00% 3,33 48,89+ 1,92
15 51,11+ 3,85 13,61%+ 1,31 31,11% 1,92 17,78+ 1,93
20 61,11% 1,92 13,267+ 1,09 31,11% 1,92 7,78% 1,92
25 46,66+ 3,33 12,34°+ 1,28 45,56°+ 1,93 7,78%+ 1,93
30 18,88% 1,92 12,29° + 0,89 74,44% 1,92 6,67+ 0,00

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiiciik harfler aym siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli dlclide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

3.1.1.2. Temel Besi Ortaminin Belirlenmesi

Siirgiin olusturma asamasinda kullanilan temel besi ortamlari ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin se¢iminde literatiir bilgisinden yararlanilmistir. En yiiksek siirglin verimi
% 70,00 ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile desteklenmis WPM ortamindan elde edilmis ve
bunu % 60,00 ile yine ayni biiyiime diizenleyicileri ile desteklenmis AN ortami izlemistir.
En diisiik siirglin verimi ise, sirast ile % 43,34, % 46,67 ve % 50 ile 1,0/0,1 mg/L
zeatin/NAA igeren MS, AN ve WPM ortamlarindan saglanmistir (Tablo 13.1). Buna
paralel olarak en yiiksek boy uzunluklar1 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA’l1 ortamlardan elde
edilmistir. En yliksek boy artis degeri 13,01 mm ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile
desteklenmis WPM ortamindan elde edilirken, en diisiik degeri 6,86 mm ile 1,0/0,1 mg/L
zeatin/NAA ile desteklenmis MS ortami1 saglamustir (Sekil 5). Istatistiksel analizler, bu iki
bitki BBD ve 3 farkli besi ortami arasindaki farklarin 6nemli oldugunu géstermistir (P <
0,05). Kontaminasyon ve kararma gibi istenmeyen ozellikler acgisindan da, tipki yiizey
sterilizasyonu ¢alismalarinda oldugu gibi, en diisiik degerler 1,0/0,Img/L zeatin/IBA iceren
WPM ortamindan elde edilmis ve diger baslangig kiiltiirii uygulamalariyla 6nemli derecede
fark gostermistir (Tablo 13.1).



Tablo 13. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli besi ortamlarindaki siirgiin boy uzunluk degerleri

1,0/0,1 mg/L Zeatin/IBA 1,0/0,1 mg/L Zeatin/NAA
WPM AN MS WPM AN MS
SB SB SB SB SB SB
1. T In.T | HL.T 1. T In.T | LT 1. T 1.7 | LT 1. T In.T | LT 1. T 1.7 | LT 1. T 1.7 [ LT

12,45 | 15,53 | 10,13 | 11,44 | 10,82 | 9,24 | 6,82 | 7,73 | 10,23 | 10,43 | 9,43 | 9,21 | 8,42 | 8,04 | 7,14 | 6,82 | 6,41 | 641
14,52 | 16,49 | 12,27 | 12,23 | 9,55 | 10,44 | 643 | 7,42 | 6,08 | 8,01 | 847 | 7,02 | 9,22 | 8,07 | 842 | 6,34 | 7,15 | 6,14
13,44 | 10,53 | 14,82 | 8,82 | 9,62 | 11,44 | 6,76 | 7,86 | 591 | 1163 | 9,44 | 10,54 | 6,03 | 931 | 7,51 | 6,72 | 8,14 | 7,54
11,03 | 12,25 | 16,42 | 13,22 | 10,45 | 9,42 | 8,44 | 844 | 754 | 9,56 | 853 | 9,48 | 7,44 | 8,06 | 6,86 | 549 | 6,42 | 6,82
10,56 | 10,44 | 14,33 | 10,83 | 12,94 | 11,18 | 9,11 | 8,15 | 10,56 | 9,72 | 7,04 | 754 | 855 | 845 | 754 | 7,73 | 551 | 8,14
9,72 112,42 | 12,25 | 9,55 | 8,26 | 1254 | 7,73 | 7,55 | 8,45 | 1293 | 7,42 | 9,63 | 841 | 853 | 8,44 | 7,73 | 6,63 | 6,48
12,53 | 10,41 | 9,14 | 9,47 | 10,44 | 7,75 | 6,49 | 6,63 | 10,48 | 1042 | 7,73 | 945 | 7,14 | 822 | 6,89 | 7,73 | 7,42 | 7,77
13,41 | 14,13 | 1552 | 8,88 | 1198 | 832 | 7,73 | 8,56 | 6,42 | 853 | 12,22 | 9,77 | 6,15 | 7,24 | 7,75 | 7,78 | 6,33 | 8,41
16,48 | 11,22 | 10,27 | 9,21 | 7,53 | 844 | 7,78 | 6,33 | 7,53 | 11,54 | 10,48 | 10,42 | 9,71 | 7,33 | 9,11 | 6,84 | 7,54 | 6,31
14,46 | 12,48 | 13,43 10,38 | 7,72 | 9,37 | 9,51 | 10,01 | 813 | 841 | 955 | 9,21 | 8,75 | 851 | 841 | 8,44 | 7,11 | 83
11,53 | 14,94 | 16,42 | 11,25 | 7,53 | 6,62 | 6,84 | 7,42 | 782 | 9,33 | 10,51 | 8,47 | 8,04 | 952 | 7,61 | 6,14 | 6,24 | 6,53
11,54 | 9,71 | 16,53 | 10,82 | 6,33 | 10,13 | 9,13 | 6,56 | 9,15 | 854 | 8,21 | 825 | 798 | 1092 | 952 | 7,09 | 6,13 | 7,73

1548 | 11,43 | 13,33 | 9,77 | 9,54 | 10,25 | 844 | 7,78 | 6,53 | 11,03 | 9,06 | 11,52 | 8,554 | 7,35 | 10,11 6,49 | 6,11
1449 | 11,23 | 1346 | 7,82 | 10,55 | 11,31 | 6,49 | 6,49 | 7,44 | 7,14 | 11,09 | 11,83 8,04 | 7,71 5,72
15,55 | 10,86 | 14,64 | 6,63 | 10,27 | 825 | 792 | 8,49 | 6,73 | 8,82 8,27 6,45
15,14 | 9,76 | 11,25 | 11,33 | 13,73 | 9,53 8,13 8,12
16,32 | 14,58 | 12,26 | 9,48 | 8,8 | 10,07 7,49
10,03 | 13,59 | 15,41 | 9,77 9,53 7,15
12,24 | 13,39 | 13,49 8,86
13,76 | 12,78 | 13,41
14,02 | 13,37
12,01

Ort. | 13,23 | 12,46 | 13,43 | 10,05 | 9,768 | 9,615 | 7,708 | 7,694 | 7,876 | 9,736 | 9,227 | 9,295 | 8,029 | 8,399 | 7,964 | 7,070 | 6,732 | 7,029
Std. | 2,073 11,921 12,099 )1580]1982]1432|1,048]10,980|1,435]1582|1,474]1,343]11,090)0,983]1,032)|0,843]0,704| 0,91
SB: Siirgiin boyu (mm), Ort: Ortalama Std: Standart sapma, T: Tekrar, WPM: McCown odunsu bitkiler temel besi ortami, AN: Anderson Rhododendron temel besi
ortami, MS: Murashige ve Skoog temel besi ortami, IBA: Indol-3-Biitirik Asit, NAA: Naftalenasetik Asit
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Tablo 13.1. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli besi ortamlarindaki siirgiin verim degerleri

1,0/0,1 Zeatin/IBA 1,0/0,1 Zeatin/NAA
WPM AN MS WPM AN MS
BOY UZUNLUGU (mm) 13,01°£0,99  9,77°+0,98 7,75% + 0,74 9,34°+ 0,95 8,037+ 0,77 6,86"+ 0,64
SURGUN VERIM ORANI (%) 70,00°+3,33  60,00°+ 3,33 52,22°+ 3,84 50,00°+3,33  46,67+3,33 43,34°+ 3,33
KARARMA ORANI (%) 22,224£1,92  27,77°+1,92 3555°+ 1,92  36,66"+ 3,33 34,44°+ 1,93 43,33%+ 3,33
KONTAMINASYON ORANI (%)  7,77°£1,93  12,22°+1,92 12,22°+ 1,92 13,33°+0 18,88%+ 1,92 13,33%+0

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayn1 satir icerisindeki farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P <

0,05, Duncan Coklu Kalfsllastlrrna Testi). WPM: McCown odunsu bitkiler temel besi ortami, AN: Anderson Rhododendron temel besi ortami, MS: Murashige ve Skoog
temel besi ortami, IBA: Indol-3-Biitirik Asit, NAA: Naftalenasetik Asit

Sekil 5. V. myrtillusun baslangi¢ siirgiinleri (1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA), A) 4 haftalik kiiltiir ortamindaki siirgtinler,
Al) MS temel besi ortami, A2) AN temel besi ortami1 A3) WPM temel besi ortami, B) 8. hafta sonundaki
stirgiinler, B1) WPM temel besi ortami, B2) AN temel besi ortami, B3) MS temel besi ortami, Bar: 4 mm

9¢
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3.1.1.3. Uygun Sukroz Miktarinin Belirlenmesi

Bitki doku Kkiiltiirlerinde eksplantlar, baz1 istisnai durumlar harig, heterotrofturlar ve
karbon ve enerji kaynagma gereksinim duyarlar. Bu gerek¢eden hareketle doku kiiltiirti
caligmalarinda siklikla kullanilan sukrozun en uygun miktarinin belirlenmesi amaciyla bu
disakkaratin sirasiyla % 1, % 1,5, % 2, % 2,5 ve % 3’lik (w/v) konsantrasyonlari
denenmistir. Sonugta siirgiin basina en yiiksek kardeslenme sayis1 3,07 ile % 2 sukroz
iceren ortamdan elde edilmistir. Bu degere en yakin deger 2,69 ile % 2,5 sukrozlu
ortamdan elde edilmistir. % 1 sukroz barindiran ortam ise 2,21 ile en diisiik kardeslenme
sayist degerini vermistir (Tablo 14). Elde edilen bu sonuglar sukroz miktarindaki degisimin
V. myrtillus’un kardeslenme sayisi iizerinde istatistiksel olarak o6nemli bir fark
olusturdugunu goéstermistir (P < 0,05 ). Siirgiin boyu agisindan ise yine % 2 sukroz igeren
ortam 36,79 ile en yiiksek siirgiin boyunu saglarken, 31,08 ile % 1 sukroz igeren ortamda
en diistik siirgiin boyu elde edilmistir (Tablo 14). Tiim bu sonuglar boy uzunlugu agisindan
da farkli sukroz miktarlar1 arasinda 6nemli fark oldugunu ortaya koymustur (P < 0,05).
Mikrocogaltim calismalarinda biiylik 6nem arz eden nod sayist agisindan da yine % 2
sukroz iceren ortam da 11,33 ile en yiiksek nod sayisina ulasilmistir. En diisiik deger 9,92
ile % 2,5 sukrozlu ortamdan elde edilmistir (Tablo 14). Ozetle V. myrtillus’un

mikrocogaltiminda en uygun sukroz konsantrasyonunun % 2 oldugu belirlendi (Sekil 6).

Tablo 14. Vaccinium myrtillus eksplantlariin 8. hafta sonunda farkli sukroz
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

SUKROZ KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(%) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)
1,0 2,215+ 0,46 31,087+ 1,85 10,59°+ 0,64 7,789+ 1,93
1,5 2,60°+ 0,47 32,19°+ 2,08 10,41°+ 0,64 16,67+ 3,3
2,0 3,07%+ 0,68 36,79°+ 1,72 11,33%+ 1,06 23,33° £ 3,34
2,5 2,69°+ 0,44 32,68°+ 1,25 9,92°+ 0,67 33,33° £ 3,65
3,0 2,57°+£ 0,37 35,78°+ 1,51 10,36+ 0,57 51,11% + 3,84

+ {ig tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni

harflerle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
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Sekil 6. Farkli sukroz konsantrasyonlarindaki V. myrtillus siirgiinleri, A)
%1, B) % 1,5, C) % 2, D) % 2,5, E) % 3 sukroz uygulamasi, Bar:
12 mm

3.1.1.4. Uygun pH Degerinin Belirlenmesi

Gerek in vitro ve gerekse ex vitro’da Vaccinium cinsi bitkilerinin yetistirilmesinde en
onemli parametrelerden biri de uygun pH degerinin belirlenmesidir. Eksplant bagina
stirgiin sayisi agisindan pH’nin 5,0’e ayarlandigt WMP temel besi ortami 3,80 ile en
yiiksek kardeslenme sayist degerini vermistir. Ancak bu deger, pH nin 4,5’a ayarlandigi
ortamdan elde edilen deger ile istatistiksel bir fark gostermemistir (P < 0,05, Tablo 15). En
diisiik kardeslenme sayis1 siirgiin basina 2,53 ile pH = 4,0’a ayarli ortamdan elde edilmistir.
Bu degere en yakin degerler siirgiin basina 2,60 ile pH = 5,5 ve 2,93 ile pH = 6,0 olan besi
ortamlarda goriilmiistiir. pH 4,5 ve 5,0 uygulamalari arasinda istatistiksel agidan dnemli bir
fark oldugu belirlenmistir (P < 0,05, Tablo 15). Kardeslenme sayisinin aksine en yiiksek
slirglin boyu sirasi ile 40,78 ile 4,5 pH = 4,5 ortamindan, 39,93 ile pH = 5,5 ortamindan ve
39,61 ile pH = 6,0 uygulanan ortamdan elde edilmistir. En diisiik siirgiin boyu ise 35,96
mm ile pH = 4,0 uygulanan ortamdan ve 36,03 ile pH = 5,0 uygulanan ortamdan elde
edilmistir (Sekil 7). Yapilan istatistiksel analizler en yiiksek siirgiin boyu ile en diisiik
sirglin boyu arasinda 6nemli bir fark oldugunu gostermistir (P < 0,05, Tablo 15).
Kardeglenme sayisi1 ve siirgiin boyu parametrelerinin aksine en yiiksek nod sayist 10,83 ile
pH = 6,0 uygulanan ortamdan, en diisiik nod sayisi ise 8,57 ile pH = 4,0 uygulanan
ortamdan elde edilmis ve bu degerler arasinda 6nemli derecede fark oldugu belirlenmistir.

Nod sayisina benzer olarak en yiiksek kallus oran1 % 41,11 ile pH = 6,0 uygulanan ortam
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vermistir. Bu degere en yakin kallus olusumlar sirasi ile % 38,89 ile pH = 4,5 uygulanan
ortamdan ve % 37,78 ile 5,0 pH = 5,0 uygulanan ortamdan saglanmis ve bu ortamlar ile en
yiiksek kallus olusumu gdsteren ortam arasinda istatistiksel anlamda bir fark olugsmamustir.
En diisiik kallus oranini ise % 24,44 ile pH = 4,0 uygulanan ortam vermis ve en yliksek

kallus degeri ile 6nemli bir fark i¢cermistir (P < 0,05).

Tablo 15. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli pH'lardaki siirgiin
verim degerleri

KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
PH SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)
4,0 2,53+ 0,63 35,96°+ 2,39 8,57°+ 0,94 24,44°+ 1,93
4,5 3,63+ 0,76 40,78+ 3,79 10,27%+ 0,98 38,89+ 3,94
5,0 3,80*+ 0,96 36,03+ 2,23 10,37*+ 1,03 37,78°+3,85
5,5 2,60°+ 0,67 39,93%+ 2,40 9,77°+ 1,01 34,45® 1 3 85
6,0 2,93+ 0,69 39,61%+ 2,96 10,83+ 1,84 41,11°+ 4,39

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiiciik harfler aym siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli dl¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Sekil 7. Farkli pH degerlerindeki V. myrtillus siirgiinleri, A) pH = 4,0, B) pH
=45, C) pH =5,0, D) pH = 5,5, E) pH = 6,0 uygulamasi, Bar: 15
mm
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3.1.2. Vaccinium myrtillus’da in vitro Siirgiin Cogaltin

3.1.2.1. Sabit Oksin Varhginda Uygun Sitokininin ve Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

WPM besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerin higbirinde kararma, nekroz,

hiperhidrisite, kontaminasyon vb. gibi olumsuzluklar gézlemlenmemistir.

3.1.2.1.1. Zeatin Konsantrasyonlarmn Siirgiin Cogaltinu Uzerine Etkisi

Genel olarak tiim parametreler degerlendirildiginde, zeatin/IBA kombinasyonu
(6zellikle 2,0/0,1 mg/L) en iyi sonuglart verirken, en disiik veriler herhangi bir
sitokinin/oksin kombinasyonunun uygulanmadigi, kontrol besi ortamindan elde edilmistir.
Yukarida verilen en etkili zeatin/IBA kombinasyonunda; en yiiksek kardeslenme sayisi,
stirglin boyu, nod sayis1 ve kallus yiizdeleri sirasi1 ile 4,98, 40,15 mm, 12,30 ve % 31,07
’dir. Kontrolde ise bu degerler, yani en diisiik kardeslenme sayisi, siirgiin boyu, nod sayisi
ve kallus olusum yiizdesi ise sirasi ile 1,99, 34,53 mm, 11,92 ve % 12,10’dir (Sekil 8). En
diisiik ve en yiiksek degerler arasinda istatistiksel agidan sadece nod sayis1 olusumunda bir
fark olusmamuis, diger tiim parametrelerde onemli derecede fark goriilmistir (P < 0,05,

Tablo 16).

Tablo 16. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli zeatin
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

ZEATIN KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)
0,0 1,99% + 0,44 34,53+ 2,69 11,92% + 0,92 12,10° + 1,82
0,5 3,44°+ 0,41 38,83"+ 1,42 12,16%+ 1,06 28,87% + 3,09
1,0 3,86" + 0,50 39,11° + 1,62 12,12% + 0,69 27,73+ 2,09
2,0 4,98%+ 0,55 40,15% + 1,39 12,30 + 0,94 31,07%+ 3,86

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
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Sekil 8. Farkli zeatin konsantrasyonlarindaki V. myrtillus siirgtinleri, A)
Kontrol, B) 0,5 mg/L zeatin, C) 1,0, mg/L zeatin, D) 2,0, mg/L
zeatin uygulamasi, Bar: 10 mm

3.1.2.1.2. 2iP Konsantrasyonlarimn Siirgiin Cogaltimi Uzerine Etkisi

2iP uygulama sonugclari, yukarida verilen zeatin ile yapilan denemelere gore daha
diisiik verimliliktedir. En yiiksek kardeslenme sayis1 2,06 ile 0,5 mg/L 2iP igeren ortamdan
elde edilirken en diisiik kardeslenme sayisi 1,99 ile kontrol grubundan saglanmis ve bu iki
deger arasinda bir fark olusmamustir (P < 0,05). En yiiksek siirgiin boyu kontrol grubunda
34,53 mm ile gozlenmistir (Sekil 9). Bu deger 2,0 mg/L 2iP iceren ortamda 31,14 mm
olarak hesaplanmistir. Bu parametre agisindan kontrol grubu ile 2iP uygulanan gruplar
arasinda bir fark olusurken, 2iP uygulanan konsantrasyonlar arasinda herhangi bir fark
olusmamistir (P < 0,05,Tablo 17). Yine nod sayisi agisindan da tiim gruplar arasinda
onemli bir fark goriilmemis ve en yiiksek nod sayis1 degeri 12,17 ile yine 0,5 mg/L 2iP
uygulanan ortamdan saglanmistir. Kallus olusum yiizdesi agisindan ise yiiksek 2iP
konsantrasyonlarinin daha fazla kallus olusturdugu belirlenmis ve en yiiksek deger %

25,57 ile 2,0 mg/L 2iP uygulamasindan elde edilmistir (Tablo 17).
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Tablo 17. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin = 8. hafta sonunda farkli 2iP
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

2iP KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)

0,0 1,99° + 0,44 34,537+ 2,69 11,92%+ 0,92 12,20°+ 1,91

0,5 2,067+ 0,32 32,117+ 2,39 12,174+ 1,09 22,20% + 1,91

1,0 2,00% + 0,52 31,27°+ 2,10 12,10°+ 0,90 18,90° + 1,91

2,0 2,012+ 0,57 31,14 + 2,40 12,06% + 1,12 25,57% + 1,96

+ ii¢ tekerrtirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Kargilagtirma Testi). 2iP:
N6-[2-isopentenilladenin

Sekil 9. Farkli 2iP konsantrasyonlarindaki V. myrtillus siirgiinleri, A)
Kontrol, B) 0,5 mg/L 2iP, C) 1,0, mg/L 2iP, D) 2,0, mg/L 2iP,
uygulamasi, Bar: 6 mm

3.1.2.1.3. TDZ Konsantrasyonlarinin Siirgiin Cogaltimi Uzerine EtKkisi

Kardeslenme sayis1 degerlendirildiginde TDZ zeatin’e gore daha diisiik, 2iP’ ye
gore ise daha yiiksek verimliliktedir. En yiiksek kardeslenme sayist 3,10 ile 2,0 mg/L TDZ
igeren ortamdan elde edilirken herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubunda bu
deger 1,99 olarak hesaplanmis ve aralarindaki fark Tablo 18’de gosterilmistir (P < 0,05).

Stirgiin boyu acisindan ise TDZ wuygulamalarmmin hem zeatin hem de 2iP
uygulamalarina gore daha diisiik verimli oldugu goriilmiistir. Hatta kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bile, TDZ konsantrasyonunda artigin siirgiin boyunda azalis sagladigi
goriilmustiir. En yiiksek siirgiin boyu degeri eksplant basina 34,53 mm ile kontrol
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ortamindan elde edilirken en diisiikk deger 30,08 mm ile 2,0 mg/L. TDZ igeren ortamdan
elde edilmis ve aralarindaki istatistiksel fark Tablo 18’de gosterilmistir (P < 0,05).

Nod sayist acisindan da yine benzer bir durum saptanmistir. Artan TDZ
konsantrasyonlarinin, tipki siirgiin boyunda oldugu gibi, nod sayisim1 da azalttigi
gozlemlenmistir. Bunun yani sira TDZ uygulamalarinin zeatin ve 2iP’deki nod sayisi
degerleri ile karsilastirildiginda da daha diisiik verimlilikte oldugu ve istatistiksel fark
oldugu bulunmustur. En yiiksek nod sayis1 eksplant basma 11,92 ile kontrol grubundan
elde edilirken, en disiik deger 10,50 ile 1,0 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilmistir
(Sekil 10). Kallus olusum yiizdeleri agisindan ise yukaridaki bulgulara tezat teskil eden
veriler elde edilmistir. TDZ konsantrasyonu arttik¢a kallus olusum yiizdesi de artmigtir. En
yiiksek kallus oran1 % 43,33 ile 2,0 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilirken kontrol
grubunda bu deger yalnizca % 12,20 olarak hesaplanmigtir (Tablo 18).

Tablo 18. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli TDZ
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

TDZ KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)
0,0 1,99 + 0,44 34,53 + 2,69 11,92%+ 0,92 12,20° + 1,90
0,5 3,03%+ 0,53 31,86 + 1,79 10,70° + 0,80 40,00% + 3,30
1,0 2,60° + 0,45 30,31°+ 1,69 10,50° + 0,88 40,00° + 3,30
2,0 3,10+ 0,36 30,08° +1,48 10,52° + 0,87 43,33+ 4,77

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler onemli 6l¢lide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
TDZ: Thidiazuron

Sekil 10. Farkli TDZ konsantrasyonlarindaki V. myrtillus siirgiinleri, A)
Kontrol, B) 0,5 mg/L TDZ, C) 1,0, mg/L TDZ, D) 2,0, mg/L
TDZ uygulamasi, Bar: 9 mm
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Sabit oksin degisken sitokinin uygulamalarinin korelasyon analizleri sonucunda artan
zeatin konsantrasyonlariin V. myrtillus’un siirgiin sayisin1 (r = 0,772), ve siirgiin boyunu
=

kardeslenme sayist ve siirgiin boyu iizerine negatif yonde ve dnemsiz derecede etki ettigi

0,344) onemli derecede artirdigr belirlendi. Artan 2iP konsantrasyonlarinin

belirlenirken, artan TDZ konsantrasyonlarinin siirglin boyu iizerine negatif yonde etki
ettigi belirlendi (r = - 0,402). Aym sitokinin ¢esidinin farkli konsantrasyonlarinin
denemeye tabi tutulan parametreler arasindaki korelasyon analiz sonuglart Tablo 19’da

ayrintili olarak verildi.

Tablo 19. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli sitokinin
y p
konsantrasyonlarindaki korelasyon testi sonuglari
ZEATIN 2iP TDZ
KS SB NS KS SB NS KS SB NS
ZEA 0,772*= 0,344 0,066
2iP -0,038 -0,171 -0,44
TDZ 0,055 -0,402*  -0,086
4 KS 1 -0,163 -0,335 1 0,222 0,176 1 0,056 0,051
UC}B SB -0,163 1 0,605** 0,222 1 0,127 0,056 1 0,272
E NS -0,335 0,605** 1 0,176 0,127 1 0,052 0,272 1
4 KS 1 0,354 0,492* 1 -0,027 -0,072 1 0,059 0,107
S,—?» SB 0,354 1 0,650+  -0,027 1 0,767~ 0,059 1 0,819**
E NS 0,492+  0,650** 1 -0,072  0,767** 1 0,107 0,819** 1
. KS 1 -0,230 -0,164 1 0,006 0,011 1 0,034 0,121
8—6 SB -0,230 1 0,882 0,006 1 0,770~ 0,034 1 0,754
= NS -0,164 0,882** 1 0,011 0,770* 1 0,121 0,754 1

* =P < 0,05 anlamhlik diizeyi, ** = P < 0,01 anlamhlik diizeyi (Pearson korelasyon testi). ZEA: Zatin, 2iP:
N6-[2-isopentenil]adenin, TDZ: Thidiazuron, KS: Kardeslenme Sayisi, SB: Siirgiin Boyu, NS: Nod Say1st

3.1.2.2. Sabit Sitokinin Varhginda Uygun Oksin ve Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

3.1.2.2.1. IBA Konsantrasyonlarinn Siirgiin Cogaltinu Uzerine Etkisi

En yiiksek kardeslenme sayisi 3,90 ile zeatin/IBA kombinasyonu (1,0/0,3 mg/L)
iceren  WPM temel besi ortamindan saglanirken, en diisiik deger 3,40 ile aym
kombinasyonun 1,0/0,4 mg/L ile desteklenmis ortamindan elde edilmistir. Bu verilerin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur (P < 0,05, Tablo 20). Diger ii¢ IBA
konsantrasyonunda ise kardeslenme sayisi1 agisindan birbirlerine ¢ok yakin degerler elde

edilmis ve aralarinda 6nemli bir fark gozlemlenmemistir (P < 0,05, Tablo 20).
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Siirgiin boyu agisindan en yiiksek boy uzunlugu 40,63 ile zeatin/IBA (1,0/0,2 mg) ile
desteklenmis ortamdan saglanmistir (Sekil 11). En diisiik siirglin boyu siras1 ile 37,44 ve
37,58 ile 1,0/0,4 ve 1,0/0,5 mg/L zeatin/IBA ile desteklenmis ortamlardan elde edilmis ve
bu iki ortam arasinda 6nemli bir fark belirlenememistir (P < 0,05).

Nod sayisi agisindan ise yine en yiiksek nod degeri 12,29 ile zeatin/IBA (1,0/0,2
mg/L) ile desteklenmis ortamdan elde edilmistir. Ancak diger 4 uygulamadan elde edilen
nod sayisi degerleri ile aralarinda bir fark olusmamustir. En yiikksek IBA konsantrasyonu ile

desteklenmis ortam diger parametrelerin aksine en yiiksek oranda kallus olusturmus ve bu

deger % 36,77 olarak hesaplanmustir (Tablo 20).

Tablo 20. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

IBA KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)
0,1 3,64%+0,51 37,82+ 2,78 11,88%+ 1,05 24,43°+ 1,96
0,2 3,64%+ 0,53 40,63%+ 3,66 12,29+ 0,98 22,20°+ 1,91
0,3 3,90%+ 0,55 39,14+ 2,41 11,99°+ 0,73 35,57%+ 1,96
0,4 3,40°+ 0,45 37,58+ 2,67 12,24+ 0,93 30,00°+ 0,00
05 3,68 %+ 0,46 37,44°+ 2 35 11,814+ 0,98 36,77%+ 3,60

+ {ig tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Ayn
harflerle gosterilen degerler énemli Slglide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
IBA: Indol-3-Biitirik Asit

Sekil 11. V. myrtillus siirgiinleri, A) 8. hafta sonunda kiiltiir ortamindaki
stirgiinler, B) Farkli IBA konsantrasyonlarindaki siirgiinler, B1) 0,1
mg/L IBA, B2) 0,2 mg/L IBA, B3) 0,3 mg/L IBA, B4) 0,4 mg/L IBA,
B5) 0,5 mg/L IBA uygulamasi, Bar: 20 mm
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3.1.2.2.2. IAA Konsantrasyonlarinn Siirgiin Cogaltimi Uzerine Etkisi

Bu uygulama igin zeatin/IAA (1,0/0,1 mg/L) konsatrasyonlar ile desteklenmis ortam
3,68 ile en yiiksek kardeslenme degerini vermistir. En diisiik kardeslenme sayisi ise 2,83
ile en yiliksek IAA konsantrasyonun kullanildigi zeatin/IAA (1,0/0,5 mg/L) ile
desteklenmis ortamdan elde edilmistir. Bu iki uygulama arasinda istatistiki olarak onemli
bir fark olusurken diger 3 uygulama ile arasinda herhangi bir fark olugsmamis ve
konsantrasyon artigina bagli olarak kardeslenme sayisinin diistiigii belirlenmistir (P < 0,05,
Tablo 21). Siirgiin boyu ve nod sayist agisindan ise en yiiksek degerler kardeslenme
sayisinin aksine daha yiiksek IAA ile kombine edilmis ortamlardan elde edilmistir. 1,0/0,4
mg/L zeatin/IAA kombinasyonu 30,92 ile en yiiksek siirgiin verirken, 1,0/0,3 mg/L
zeatin/IAA ile desteklenmis ortam 26,97 ile en diisiik degeri vermistir (Sekil 12). Nod
sayist agisindan yine en yiiksek degerler yliksek IAA igeren ortamlardan elde edilmistir.
1,0/0,4 mg/L zeatin/IAA ile desteklenmis ortam 9,44 ile en yliksek nod sayisini vermis ve
0,5 mg/L TAA’nin kullanildig1 ortamlardan alde edilen degerler ile aralarinda herhangi bir
fark olusmamistir (Tablo 21). Kallus olusum yiizdeleri agisindan ise uygulanan tiim
konsantrasyonlar arasinda herhangi bir fark ortaya ¢ikmamistir (P < 0,05) ve en yliksek

kallus olusumu % 36,63 ile 0,4 mg/L TAA nin kullanildig1 ortamlardan elde edilmistir.

Tablo 21. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli TAA
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

IAA KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)

0,1 3,68°+ 0,47 28,09+ 1,97 8,37°+ 0,79 32,20°+ 3,96

0,2 3,23°+ 0,52 28,36™+ 1,96 8,76°+ 0,77 34,437+ 3,83

0,3 3,16+ 0,46 26,97°+ 2,51 8,17°+ 0,60 29,97°+ 3,35

0,4 3,17°+ 0,46 30,92°+ 2,77 9,44%+ 0,77 36,63+ 3,35

0,5 2,83+ 0,59 29,49°+ 2,30 9,22+ 0,72 32,17%+ 3,09

+ {ig tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gdsterir. Ayn
harflerle gosterilen degerler énemli Glglide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
IAA: Indol-3-Asidik Asit
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Sekil 12. Farkli IAA konsantrasyonlarindaki V. myrtillus siirgiinleri, A) 0,1
mg/L IAA, B) 0,2 mg/L IAA, C) 0,3 mg/L IAA, D) 0,4 mg/L
IAA, E) 0,5 mg/L TAA uygulamasi, Bar: 9 mm

Sabit sitokinin degisken oksin uygulamalarinin korelasyon analizleri sonucunda artan
IBA konsantrasyonlarinin V. myrtillus’un siirgiin boyunu énemli degismelere neden oldugu
belirlenmistir. Artan IBA konsantrasyonlari kardeslenme ve nod sayisi iizerinde de negatif
yonde etkili oldugu goriilmiistiir (r = - 0,198).

Asil carpict sonuglar ise IAA uygulamalarindan elde edildi. Artan TAA degerleri
kardeslenme sayisin1 negatif yonde dnemli derecede etkilerken (r = - 0,440), siirgiin boyu
ve nod sayisi degerlerini ise pozitif yonde 6nemli derecede artirdigi belirlenmistir (P <
0,01, Tablo 22). Degisken IBA ve IAA konsantrasyonlari arasindaki ayrintili korelasyon

analiz sonuglar1 Tablo 22°de verilmistir.
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Tablo 22. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli oksin
konsantrasyonlarindaki korelasyon testi sonuglari

IBA 1AA
KS SB NS KS SB NS
IBA -0,012 -0,198+ -0,026
1AA -0,440* 0,286* 0,389*
] KS 1 -0,018 0,122 1 -0,195 -0,435*
S ?E-:a SB -0,018 1 0,686** -0,195 1 0,252
NS 0,122 0,686** 1 -0,435* 0,252 1
iy KS 1 0,082 0,146 1 0,357 0,374*
S ?E'Ja SB 0,082 1 0,687 0,357 1 0,575*
NS 0,146 0,687 1 0,374* 0,575* 1
_ KS 1 -0,101 -0,049 1 -0,026 0,371*
pis Ea SB -0,101 1 0,423+ -0,026 1 -0,090
NS -0,049 0,423+ 1 0,371* -0,090 1
N KS 1 0,228 -0,004 1 -0,590** -0,130
g— ?Es: SB 0,228 1 0,648** -0,590** 1 0,119
NS -0,004 0,648+ 1 -0,130 0,119 1
_ KS 1 0,132 0,031 1 0,071 0,152
el ?Es: SB 0,132 1 0,754 0,071 1 0,254
NS 0,031 0,754 1 0,152 0,254 1

* = P < 0,05 anlamlilik diizeyi, ** = P < 0,01 anlamlilik diizeyi (Pearson korelasyon testi). IBA: indol-3-
Biitirik Asit, IAA: Indol-3-Asidik Asit KS: Kardeslenme Sayis1, SB: Siirgiin Boyu, NS: Nod Sayis1

3.1.2.3. Giberellik asit (GA;) Konsantrasyonlarinin Siirgiin Cogaltimi Uzerine
Etkisi

Kardeslenme sayisi agisindan en yiiksek degeri 5,93 ile 0,2 mg/L GAj igeren ortam
verirken, en diisiik deger 3,26 ile 0,4 mg/L GAgiceren ortamdan elde edilmis ve aralarinda
onemli bir fark olusmustur (P < 0,05). Elde edilen bu degerler GA; uygulamasinin
kardeslenme sayisin1 6nemli derecede artirdigini gostermistir (Sekil 13). Siirgiin boyu
acisindan ise en yiiksek degerler sirasi ile 46,19 ve 45,82 ile yine 0,2 ve 0,5 mg/L GA3;
igeren ortamdan elde edilmis ve bu iki deger arasinda herhangi bir fark olusmamistir (P <
0,05, Tablo 23). Nod sayis1 agisindan ise en yiiksek ve en diisiik degerler sirasi ile 0,5
mg/L GAs (13,47) ve 0,1 mg/L GA; (11,26) iceren ortamlarda goriilmiis ve aralarindaki
farklar Tablo 23’de gosterilmistir (P < 0,05). Kallus olusum yiizdesi ise diger

parametrelerin aksine en diisiik GA3 uygulamasininda belirlenmis ve bu deger % 16,66

olarak hesaplanmistir (Tablo 23).
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Tablo 23. Vaccinium myrtillus eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli GAj;
konsantrasyonlarindaki siirgiin verimleri

GA; KARDESLENME SURGUNBOYU NOD SAYISI KALLUS
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet) (%)

0,1 3,28° + 0,60 40,65 + 2,39 11,26+ 1,09 16,66° + 3,34

0,2 5,93 + 0,85 46,19° + 2.88 13,22 + 1,38 14,44 + 1,92

0,3 3,57°+ 0,47 41,96 + 3,81 12,82° + 0,99 13,33+ 1,33

0,4 3,26° £ 0,60 40,84° + 3,95 12,77° £ 1,16 14,44 £ 1,92

0,5 4,12° + 0,50 45,82+ 3,14 13,47%+ 1,07 12,227+ 1,92

+ ii¢ tekerrtirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Kargilagtirma Testi). GAs:
Giberellik Asit

Sekil 13. Farkli GA3 konsantrasyonlarindaki V. myrtillus stirgiinleri, A) 0,1
mg/L GAs, B) 0,2 mg/L GA3, C) 0,3 mg/L GAs, D) 0,4 mg/L GAs,
E) 0,5 mg/L GA3 uygulamasi, Bar: 15 mm

3.1.3. Vaccinium myrtillus’da Koklendirme Calismalari
3.1.3.1. In Vitro Cahsmalar

3.1.3.1.1. IBA Konsantrasyonlarimn V. myrtillus’un Koklenmesi Uzerine Etkisi

Bu oksin ¢esidi ile yapilan uygulamalarda sadece IBA’nin yer aldigi 0,25 mg/L
uygulamasi 3,11 ile en yiiksek kdk sayisini verirken, 0,5 mg/L IBA uygulamasi yukaridaki
degere yakin bir deger vermistir (3,02). Bu iki veri arasinda herhangi bir istatistiksel fark
olusmamustir (P < 0,05). Kontrol grubunda herhangi bir kok olusumu gozlemlenmezken,

1,0 mg/LL IBA uygulanan ortamda fide basina sadece 1,80 kok olusumu tespit edilmistir
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(Sekil 14). Kok uzunlugu parametresi agisindan ise en yiiksek deger 17,10 mm ile 0,5
mg/L IBA uygulamasinda belirlenmis ve yine herhangi bir kdklenme gézlemlenmedigi i¢in
kontrol grubu en diisiik degeri vermistir (Tablo 24).

Sekonder (ikincil) kdk sayis1 ve kallus olusumu agisindan ise yine en yiiksek degerler
0,5 mg/L IBA uygulamasindan elde edilmistir. Bu konsantrasyon ile uygulanan diger
konsantrasyonlar arasinda sekonder kok sayilari agisindan olusan 6nemli farklar Tablo
24°de verilmistir. Kallus olusturma oranlar1 bakimindan ise herhangi bir fark

goriilmemistir (P < 0,05).

Tablo 24. Vaccinium myrtillus fidelerinin 8. hafta sonunda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

KOKLENME KOK KOK SEKONDER
(r:]B'/AI‘_) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU KOK SAYISI KAE'(;/L)US
g (% ) (Adet) (mm) (Adet) °
0,0 - - - - -
0,25 17,78 +1,92  3,11°+ 043  8,64°+0,54 2,22° + 0,30 14,44 + 1,92
0,5 18,89°+1,92  3,02°+0,17 17,10°+0,67  3,69*+0,32 17,78+ 1,93
1,0 14,44°+1,93  1,80°+024 10,70°+ 036 2,26 +0,36 11,118+ 1,92

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — herhangi bir anlamli veri elde edilemedi. Kiigiik harfler
ayni siitun icerisindeki farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli dl¢tide farkli degildir (P <
0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi). IBA: Indol-3-Biitirik Asit

Sekil 14. V. myrtillus’un farkli IBA konsantrasyonlarindaki kok olusumlart,
A) Koklendirme ortamindaki siirginler, B) Farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok olusumlari, B1) 0,25 mg/L IBA, B2)
0,5 mg/L IBA, B3) 1,0 mg/L IBA uygulamasi, Bar: 12 mm
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3.1.3.1.2. IBA/AC Konsantrasyonlarmin V. myrtillus’un Kéklenmesi Uzerine
Etkisi

En yiiksek kok sayisi olusumu bakimindan bu uygulamanin tiim konsantrasyonlari
aktif karbon (AC) uygulanmayan IBA konsantrasyonlarindan daha disik degerler
verirken, diger tiim parametreler agisindan daha yiiksek degerler vermistir. En yiiksek
koklenme sayist 2,57 ile 0,25 mg/L IBA uygulamasindan elde edilmistir. AC
uygulanmayan IBA uygulamalarinda oldugu gibi degerlendirilen tiim parametreler
acgisindan kontrol ortami yine higbir anlamli deger vermemistir. Siirglin olusumunun
aksine, siirgiin boyu agisindan AC uygulanan 0,5 mg/L IBA igeren ortam 20,94 mm ile AC
uygulanmayan tiim IBA konsantrasyonlarina gore daha yiiksek degerlere ulagsmis ve diger
konsantrasyonlarla aralarindaki fark Tablo 25’de gosterilmistir (Sekil 15). Sekonder kok
sayist ise kok uzunluguna paralel olarak yine 4,26 ile 0,5 mg/L IBA uygulamalarindan
saglanmis ve bu deger AC uygulanmayan tiim IBA konsantrasyonlarindan daha yiiksek
cikmistir. Kallus olusumu ise AC uygulanmayan IBA konsantrasyonlarinda oldugu gibi
yine 0,5 mg/L IBA uygulamasindan elde edilmis ve bu oran % 17,78 olarak

hesaplanmustir.

Tablo 25. Vaccinium myrtillus fidelerinin 8 hafta sonunda sabit AC ve degisken IBA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

KOKLENME KOK KOK SEKONDER
' ('?npé/ /'IA‘_? YUZDESI SAYISI UZUNLUGU KOK SAYISI KAE'(;/CSUS
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0/1,0 - - - - -
0,25/1,0 21,11°+1,92 2,57°+0,23 8,20°+ 0,35 2,57°+ 0,37 15,55 + 1,09
0,5/1,0  30,00°+ 3,33 246°+£0,22 20,944+ 1,12 4,26% + 0,52 17,78%+ 1,19
1,0/1,0  10,00°+ 3,33 2,16°+0,19 8,91° £ 0,32 2,08+ 0,05 11,11°+ 3,33

+ Ui¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamlh veri yok. Kii¢iik harfler aymi siitun icerisindeki
farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli ol¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi). IBA: Indol-3-Biitirik Asit, AC: Aktif Karbon



52

Sekil 15. V. myrtillus’un degisken IBA sabit AC konsantrasyonlarindaki kok olusumlari,
A) Koklendirme ortamindaki siirgiinler, B) Sabit AC (1,0 g/L) ve farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok olusumlari, B1) 0,25 mg/L IBA, B2) 0,5 mg/L
IBA, B3) 1,0 mg/L IBA uygulamasi, Bar: 8 mm

3.1.3.1.3. IAA Konsantrasyonlarimn V. myrtillus’un Koklenmesi Uzerine Etkisi

Herhangi bir IAA konsantrasyonu igermeyen kontrol ortami ve 1,0 mg/L IAA iceren
uygulamalarda tiim parametreler agisindan herhangi bir anlamli sonug elde edilememistir.
En yiiksek kok sayisi agisindan 2,75 ile 0,5 mg/L IBA igeren ortam ilk siray1 almasina
karsin kok olusum yiizdelerinin diisiik olmasindan dolayr V. myrtillus’un koklendirme
caligmalari i¢in uygun olmadigi belirlenmistir. Anlaml deger elde edilen iki konsantrasyon
(0,25 ve 0,5 mg/L) arasindaki bagimsiz t testi sonuglart bu iki uygulamadan elde edilen
tiim koklenme parametreleri agisindan anlaml farkliliklar gostermistir (Tablo 26). Yine en
yiksek kok uzunlugu 18,93 ile IBA/AC uygulamalarindan elde edilen en yiiksek kok
uzunlugu degerine yakin olmasina ragmen koklenen fide sayisinin yiizde olarak diigiik
olmasindan dolay1 bu tiir i¢in uygun olmadig1 goriilmiistiir. Sekonder kok sayisi acisindan
da yine ayni durum olugmasina ragmen IBA uygulamalarindaki kdklenme yiizdelerinden
diisiik koklenme yiizdesi elde edilmesi [AA’nin bu tiiriin koklendirilmesi i¢in uygun

olmadigini géstermistir (Tablo 26).
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Tablo 26. Vaccinium myrtillus fidelerinin 8. hafta sonunda farkli TAA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

KOKLENME KOK KOK SEKONDER KOK

(rInA/AL) YUZDES] SAYISI  UZUNLUGU SAYISI KA(OL/L)US
0,0 - i - - :
0,25 17,78 + 1,92 1,70+£0,18  18,93"+2.38 474"+ 1,04 i
0,5 5,56+ 1,93 2,75 + 0,07 16,41 £ 0,55 425+0,19 )
1,0 . i ) j _

+ li¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. * gruplar arasindaki 6nemli farki gosterir
(P <0,05, t Testi). IAA: Indol-3-Asetik Asit

3.1.3.1.4. TAA/AC Konsantrasyonlarmmn V. myrtillus Tiiriiniin Kéklenmesi
Uzerine Etkisi

AC uygulanmayan IAA uygulamalarinin aksine AC uygulanan 1,0 mg/L [AA
konsantrasyonu kok sayisi parametresi agisindan 3,46 ile en yiiksek degeri vermistir. Yine
bu uygulamada da kontrol grubunda herhangi bir anlamli sonug¢ elde edilemezken,
uygulanan diger iki IAA konsantrasyonu arasinda da istatistiksel acidan bir fark
gozlemlenmemistir (P < 0,05, Tablo 27). En yiiksek kdk uzunlugunu 0,25 mg/L 1AA
uygulamasi 27,43 mm ile vermistir (Sekil 16). Bu degerin AC uygulanmayan ortamdan
elde edilen en yiiksek kdk uzunlugu degerinden 8,5 mm daha uzun oldugu belirlenmistir.
AC uygulanan ve uygulanmayan IAA wuygulamalarmin her ikisinde de diisiik
konsantrasyonlardan en yiiksek kok uzunlugu degerleri elde edilmistir. Bu degerler V.
myrtillus’un yiiksek kok uzunlugu verimi agisindan da diisiik IAA konsantrasyonlarinin
daha uygun oldugunu gostermistir. Yine 1,0 mg/L TAA iceren ortam 5,42 ile en yliksek
sekonder kok sayisit degerini verirken, bu degerin AC uygulanmayan IAA degerlerinden
daha ytiksek oldugu goriilmistiir. Kallus olusumu acisindan ise 0,5 mg/L IAA uygulamasi
% 5,55 ile en yiiksek degeri vermistir. Ancak uygulanan diger IAA konsantrasyonlari ile

arasinda istatistiksel anlamda bir fark gozlemlenmemistir.
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Tablo 27. Vaccinium myrtillus fidelerinin 8 hafta sonunda sabit AC ve degisken IAA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

KOKLENME KOK KOK SEKONDER
| g‘n'z//AL? YUZDESI SAYISI UZUNLUGU  KOK SAYISI KAE'(;/(')‘)US
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0/1,0 - - - - -
0,25/1,0 7,78°+1,92 2,33+ 0,09 27,432+ 0,43 5,11° + 0,05 4,44% £1,92

0,5/1,0  10,00°+ 1,93 2,42+ 0,18 20,12°+ 0,28 3,25°+0,18 5,557+ 1,93
1,0/1,0 11,11%°+333 3,46%+0,55 24,38° + 1,13 5,427 +0,22 4,44% £1,92

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. Kiiciik harfler aym siitun igerisindeki
farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli olglide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi). IAA: Indol-3-Asetik Asit, AC: Aktif Karbon

Sekil 16. V. myrtillus’un degisken TIAA sabit AC (1,0 g/L)
konsantrasyonlarindaki kok olusumlari, A) 0,25 mg/L
IAA, B) 0,5 mg/L 1AA, C) 1,0 mg/L IAA uygulamasi,
Bar: 10 mm

3.1.3.1.5. NAA Konsantrasyonlarmmn V. myrtillus’un Kéklenmesi Uzerine Etkisi

NAA konsantrasyonlarinin tamami degerlendirilen tiim parametreler arasindan
yalnizca kallus olusumunda anlamli bir sonu¢ vermistir. Diger parametrelerin higbirinde
anlamli bir sonu¢ vermemistir (Tablo 28). Kallus olusumu 1,0 mg/L NAA
konsantrasyonunda % 25,55 ile en yiiksek degeri vermistir. IBA ve IAA uygulamalariyla
karsilastirildiginda koklenme calismalarinda ¢ok fazla istenmeyen bir durum olan kallus

olusum yiizdelerinin NAA uygulamalarinda daha yiiksek ¢ikmasi, ayrica diger
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parametrelerden de anlamli sonuglar elde edilememesi bu oksin g¢esidinin V. myrtillus

tiirline ait fidelerin koklendirilmesi i¢in uygun olmadigini gostermistir.

Tablo 28. Vaccinium myrtillus fidelerinin 8. hafta sonunda farkli NAA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

KOK KOK SEKONDER KOK
(r':'@ﬁ) SAYISI UZUNLUGU SAYISI KA(OL/OL)US
(Adet) (mm) (Adet)
0.0 - - - 13,33°+3.33
0,25 - - - 24,44% + 384
0,5 - - - 25,55% + 3,85
1.0 - - - 25,55% + 5,09

+ (¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. Kii¢iik harfler ayn siitun igerisindeki
farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli 6lglide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi). NAA: Naftalenasetik Asit

3.1.3.1.6. NAA/AC Konsantrasyonlarmm V. myrtillus’un Kéklenmesi Uzerine
Etkisi

Bu uygulamada da AC uygulanmayan NAA uygulamalarinda oldugu gibi
uygulamaya tabi tutulan tiim parametreler arasindan kallus olusumu disinda ¢ok fazla
anlamli sonuclar elde edilememistir. Yalnizca 0,5 mg/L NAA konsantrasyonunda kok
sayist 2,5, kok uzunlugu ise 18,02 mm olarak hesaplanmistir (Sekil 17). Ancak koklenme
oraninin % 6,67 ¢ikmasi bu uygulamanin da V. myrtillus’un kéklendirme ¢alismalari igin

uygun olmadigini géstermistir.

Tablo 29. Vaccinium myrtillus fidelerinin 8. hafta sonunda sabit AC ve degisken NAA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

KOKLENME KOK KOK SEKONDER
N('f‘nA;f‘)C YUZDESI SAYISI UZUNLUGU KOK SAYISI K'Az'g/(';)us
g (%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0/1,0 - - - - 26,66+ 3,33
0,25/1,0 - - - - 17,77° £ 1,92
0,5/1,0 6,67 +0,0 2,5+0,17 18,02 + 1,44 - 23,33 £ 3,33
1,0/1,0 - - - - 24,44% + 6,94

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlaml1 veri yok. Kiiglik harfler ayni siitun icerisindeki
farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli Ol¢tide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi). NAA: Naftalenasetik Asit, AC: Aktif Karbon
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Sekil 17. V. myrtillus’un degisken NAA sabit AC (1,0 g/L)
konsantrasyonlarindaki kok olusumlari, A) Kontrol, B)
0,25 mg/L NAA, C) 0,5 mg/L NAA, D) 1,0 mg/L NAA
uygulamasi, Bar: 18 mm

3.1.3.2. Ex Vitro Calismalar

3.1.3.2.1. IBA Konsantrasyonlarmn V. myrtillus’un Koklenmesi Uzerine Etkisi

1000 mg/L IBA uygulamasi 3,16 en yiiksek kok sayisini saglarken, en diisiik veri
2,62 ile 500 mg/L’lik IBA uygulamasindan elde edilmistir. Bu iki veri arasindaki fark
Tablo 30’da gosterilmistir (P < 0,05). En yiiksek kok uzunlugu 35,49 mm ile 2000 mg/L
IBA uygulamasindan elde edilmistir (Sekil 18) . Yukarida bahsedilen iki veri arasinda
herhangi bir fark bulunmazken, en diisiik degerin elde edildigi kontrol ortami1 (24,85) ile
aralarinda 6nemli bir istatistiki fark olugsmustur (P < 0,05, Tablo 30). Sekonder kok sayist
acisindan ise 5,57 ile 500 mg/L IBA uygulamasi en yiiksek degeri verirken, kontrol ve
2000 mg/L IBA uygulamalarindan elde edilen degerlerle aralarinda 6nemli bir fark
bulunamamistir (P < 0,05, Tablo 30). Dis ortama sasirtilan V. myrtillus’a ait fideler Sekil
19°de ilk siirglin goriiniimleri, ilkbahar ve sonbahar siirgiinleri, ¢iceklenme ve meyveye

yatma goriintiileri olmak tizere ayrintili olarak sunulmustur.
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Tablo 30. Vaccinium myrtillus fidelerinin ex vitro kosullarda 8. hafta sonunda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

IBA KOKLENME KOK KOK SEKONDER KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0 20,00° + 3,33 2,90°+ 0,14 24,85° + 0,99 5,50% + 0,45
500 26,67° + 3,34 2,62°+ 0,22 30,36° + 3,25 5,572+ 0,45
1000 22,22°+ 3,85 3,16+ 0,21 34,65+ 1,36 4,83"+ 0,38
2000 43,33 + 3,33 2,63+ 0,41 35,49° + 1,98 5,34% + 0,67

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayn1 siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi). IBA:
Indol-3-Biitirik Asit

Sekil 18. V. myrtillus’un ex vitro ortamda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok olusumlari, A) Kontrol, B)
500 mg/L IBA, C) 1000 mg/L IBA, D) 2000 mg/L IBA
uygulamasi, Bar: 15 mm
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Sekil 19. V. myrtillus fidelerinin; (A, B) ilk siirgiin olusumlar1, (C) 2 yasindaki sonbahar
stirgiinleri, (D) 2 yasindaki ilkbahar siirgiinleri (E) 3 yasindaki bitkilerde ¢igek
olusumu, (F) 3 yasindaki bitkilerde meyve olusumu, Bar: 40 mm
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3.2. Vaccinium uliginosum ile ilgili Bulgular

3.2.1. In vitro’da Siirgiin Olusturma

3.2.1.1. Uygun Yiizey Sterilizasyon Siirelerinin Belirlenmesi

Farkli yiizey sterilizasyon siirelerine tabi tutulan eksplantlarda 8. hafta sonunda en
diisiik kontaminasyon % 6,66 ile 30. dk’dan elde edilmistir. Bu orana en yakin degerler
siras1 ile % 7,77 ve % 9,99 ile 25. ve 20. dk’larda goriilmiistiir. Ancak kararma oraninin 15.
dk’da % 27,77 ile diger sterilizasyon siirelerinden diisiik olmasi nedeniyle en uygun
sterilizazyon siiresi 15. dk olarak belirlenmistir. 20. ve 25 dk’lar kontaminasyon yiizdesi
bakimindan diisiik olmasina ragmen kararma oraninin 15. dk’dan yiiksek olmasi nedeni ile
yiizey sterilizasyonu i¢in uygun goriilmemistir.

Ancak eksplantin fizyolojik durumu gelecekte yapilacak calismalarda bu siirelerin
degerlendirilmesine imkan kilabilir. 10. dk’daki kontaminasyon orani (% 41,11) yiiksek
oldugundan bu tiirin ylizey sterilizasyon calismalar1 i¢in uygun goriilmemistir. Bu
sonuglara ek olarak 13,90 mm ile en yiiksek siirgiin boyunun ve % 58,89 ile en yiiksek
slirglin verim yiizdesinin 15. dk’dan elde edilmesi bu siirenin V. uliginosum’un yiizey

sterilizasyonu i¢in en uygun siire oldugunu gostermistir (Tablo 31).



Tablo 31. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli sterilizasyon siirelerindeki siirgiin boy uzunluk degerleri (mm)

10 DAKIKA 15 DAKIKA 20 DAKIKA 25 DAKIKA 30 DAKIKA
. T T | HN.T | LT In.T HL.T | I.T n.T | NL.T | I.T n.T | NL.T | I.T In.T | H.T
12,25 | 12,25 | 13,16 | 1551 | 14,48 | 1505 | 13,21 | 12,43 | 14,62 | 12,75 | 11,25 | 11,98 | 1453 | 13,94 | 12,88
11,59 | 11,13 | 1525 | 14,12 | 16,27 | 14,62 | 1456 | 13,49 | 1577 | 1548 | 12,14 | 13,27 | 12,94 | 14,05 | 1455
13,11 | 14,16 | 11,94 | 14,02 | 1459 | 13,09 | 13,42 | 12555 | 16,33 | 12,88 | 13,62 | 14,53 | 13,48 | 13,04 | 13,27
14,87 | 11,25 | 16,46 | 13,27 | 1259 | 11,09 | 16,63 | 16,41 | 14,08 | 13,65 | 11,64 | 14,84 | 13,03 | 12,77 | 12,48
12,24 | 12,33 | 14,97 | 12,27 | 1325 | 16,55 | 15,72 | 11,58 | 13,04 | 13,27 | 16,48 | 11,31 | 1454 | 11,33 | 11,55
14,77 | 10,52 | 15,77 | 1455 | 1555 | 14,09 | 1253 | 14,95 | 12,25 | 12,64 | 14,13 | 13,25 | 11,14 | 10,23 | 11,33
12,16 | 1595 | 12,16 | 16,23 | 16,57 | 13,07 | 12,1 | 14,63 | 12,88 | 14,85 | 15,07 | 1251 10,59
13,19 | 11,77 | 1455 | 12,18 | 16,44 | 14,87 | 11,79 | 10,17 | 1453 | 14,46 | 14,06 | 14,68
12,53 | 13,94 | 11,25 | 11,24 | 1462 | 1561 | 11,48 | 12,61 | 13,95 | 11,98 | 12,48
11,49 1452 | 12,13 | 1256 | 13,21 | 13,555 | 14,558 | 14,16 | 11,27 | 12,77
13,29 | 14,38 | 11,64 | 15,08 | 14,61 | 1567 | 1561 | 13,14 | 13,94
11,11 | 16,44 | 1561 | 12,83 | 14,98 | 16,06 | 14,48 | 14,75
12,87 | 13,25 | 16,13 | 14,05 | 12,58 | 12,37 | 11,25
13,08 | 11,98 | 1451 | 16,66 | 12,07 | 13,15
1489 | 1453 | 12,88 | 15,71 | 14,68 | 16,88
15,48 | 1457 | 13,28 | 11,02
1459 | 11,25 | 14,07
13,49 13,28
Ort. | 13,02 | 12,338 | 14,244 | 13,706 | 14,088 | 13,945 | 14,008 | 13,344 | 14,321 | 13,802 | 13,294 | 13,233 | 13,276 | 12,278 | 12,677
Std. | 1,225 | 1,613 | 1,573 | 1,440 | 1,822 | 1,759 | 1,705 | 1,692 | 1,556 | 1,236 | 1,676 | 1,158 | 1,261 | 1,564 | 1,185

Ort: Ortalama Std: Standart sapma, T: Tekrar

09
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Tablo 31.1. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli sterilizasyon
stirelerindeki siirgiin verim degerleri

ZAMAN SI:'JRGfIN SURGUN KARARMA  KONTAMINASYON
(dk) VERIM ORANI BOYU ORANI ORANI
(%) (mm) (%) (%)

10 dk 29,997+ 3,33 13,077+ 0,40 28,89+ 1,93 41,117+ 1,92
15 dk 58,89°+ 1,93 13,90%+0,68 27,77°+ 1,93 13,33+ 3,33
20 dk 51,11°+ 1,92 13,77°+ 0,82 38,89°+ 1,92 9,99+ 1,33
25 dk 41,11°+ 3,85 13,37°+ 0,62 51,11°+ 5,09 7,77°£1,93
30 dk 21,11°+ 1,92 12,515+ 0,59 72,228+ 1,92 6,66°+ 1,34

+ ii¢ tekerrtirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler 6nemli dl¢lide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

3.2.1.2. Baslangic Kiiltiirlerinin Belirlenmesi

En yiiksek siirgiin verimi % 63,33 ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile desteklenmis
WPM ortamindan elde edilmis ve bu degeri % 56,66 ile ayni biiylime diizenleyicileri ile
desteklenmis AN ortami izlemistir. En diisiik silirgiin verimi ise siras1 ile % 47,77 ve %
43,33 ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/NAA ile desteklenmis AN ve MS ortamlarindan saglanmistir
(Tablo 32.1). Bu verilere paralel olarak en yiiksek boy uzunluklar1 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA
ile desteklenmis ortamlardan elde edilmistir (Sekil 20). En yiiksek boy artis degeri 13,97
mm ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile desteklenmis WPM ortamindan elde edilirken, en
diisiik boy artisi degeri 8,30 mm ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/NAA ile desteklenmis MS
ortamindan elde edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler bu iki BBD ve 3 farkli besi ortami
arasinda istatistiki acidan Onemli farklar oldugunu ortaya koymustur (P < 0,05).
Kontaminasyon ve kararma gibi istenmeyen 6zellikler agisindan da yiizey sterilizasyonu
caligmalarinda oldugu gibi yine en diisik degerler 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile
desteklenmis WPM ortamindan elde edilmis ve diger baslangi¢ kiiltiirii uygulamalartyla
onemli derecede fark icermistir (Tablo 32.1).



Tablo 32. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli besi ortamlarindaki siirgiin boy uzunluk degerleri

1,0/0,1 mg/L Zeatin/IBA 1,0/0,1 mg/L Zeatin/NAA
WPM AN MS WPM AN MS
SB SB SB SB SB SB
L. T | WLT | LT | LT | ILT | ULT | LT | LT LT LT | ILT LT LT |ILT|HULT| LT |ILT|HNLT

13,27 | 12,22 | 13,09 | 10,44 | 9,65 | 12,15 | 9,15 8,87 | 11,37 | 12,26 | 10,59 | 10,31 | 8,83 9,96 9,55 7,72 | 8,49 | 7,89
12,55 | 14,55 | 14,39 | 1253 | 881 | 11,64 | 9,96 | 945 | 10,51 | 1043 | 10,55 | 957 | 7,49 | 8,19 | 935 | 7,48 | 9,17 | 9,15
11,57 | 16,49 | 13,25 | 11,31 | 10,13 | 9,61 8,77 | 10,13 | 9,48 8,01 9,92 | 12,31 | 11,21 | 9,24 8,49 8,32 | 8,25 | 8,54
11,37 | 12,13 | 16,48 | 9,93 | 11,55 | 9,99 | 10,13 | 10,55 | 10,33 | 11,63 | 10,12 | 10,13 | 8,55 | 10,33 | 10,12 | 9,15 | 9,11 | 10,08
1253 | 11,85 | 15,48 | 8,55 | 12,65 | 8,74 8,77 8,46 | 11,55 | 9,56 9,55 8,84 | 10,42 | 9,55 | 10,27 | 7,73 | 7,04 | 11,02
14,81 | 12,37 | 14,32 | 1013 | 12,84 | 856 | 1013 | 7,61 | 9,77 | 972 | 887 | 12,15 | 9,94 | 877 | 11,01 | 649 | 6,49 | 7,55
12,15 | 16,48 | 17,25 | 12,22 | 8,15 | 12,61 | 7,77 9,11 8,83 | 1293 | 7,73 | 1153 | 10,32 | 9,57 9,31 9,15 | 8,15 | 7,09
13,77 | 1531 | 17,54 | 10,89 | 9,47 | 11,89 | 7,51 | 10,55 | 8,61 | 11,12 | 1222 | 11,88 | 7,89 | 9,48 | 9,98 | 811 | 9,12 | 9,15
1458 | 12,13 | 18,95 | 9,46 9,38 | 10,31 | 8,88 9,63 | 10,08 | 8,53 | 10,48 | 8,47 8,53 | 10,13 | 8,45 751 | 8,48 | 7,06
14,13 | 14,57 | 14,31 | 13,15 | 10,48 | 9,05 | 9,63 | 844 | 10,18 | 1257 | 955 | 9,96 |1045| 832 | 7,51 | 832 | 8,71 | 7,94
14,45 | 15,49 | 14,92 | 11,28 | 10,97 | 9,64 9,47 6,89 6,64 | 11,54 | 10,57 | 13,17 | 9,94 | 10,12 | 8,48 | 10,13 | 7,89 | 9,15
16,19 | 10,86 | 13,03 | 9,78 | 11,64 | 1255 | 10,11 | 6,55 | 1253 | 9,47 | 11,37 | 8,47 | 10,32 | 9,56 | 10,12 | 6,48 | 8,32 | 8,34

13,96 | 13,33 | 12,75 | 9,09 | 12,71 | 7,77 | 10,88 | 11,72 | 9,89 | 10,38 | 9,48 | 11,52 | 11,25 | 821 | 9,55 | 821 8,29
14,84 | 14,18 | 11,79 | 8,74 | 12,64 | 891 | 7,94 10,66 | 12,13 | 10,54 | 11,83 | 8,56 | 9,33 | 8,12 | 9,33 7,49
16,12 | 12,25 | 14,33 | 10,34 | 11,45 | 10,33 | 8,46 9,78 | 13,01 | 10,37 | 11,23 9,17

14,17 | 14,35 | 14,04 | 9,61 9,17 | 12,25 | 10,32 7,45

11,32 | 15,59 | 13,49 8,14 | 11,17

14,59 | 13,39 | 12,88 8,82

14,57 14,55

12,88

Ort. | 13,69 | 13,75 | 14,57 | 10,47 | 10,83 | 10,24 | 9,17 | 9,07 | 10,01 | 10,52 | 10,31 | 10,58 | 9,55 | 9,34 | 9,18 | 8,15 | 8,26 | 8,48

Std. | 144 | 1,71 | 185 | 1,35 | 153 | 152 | 0,99 15 138 | 167 | 1127 | 144 | 121 | 0,72 | 102 | 1,04 | 0,82 | 1,14

SB: Siirgiin boyu (mm), Ort: Ortalama Std: Standart sapma, T: Tekrar, WPM: McCown odunsu bitkiler temel besi ortami, AN: Anderson Rhododendron temel besi
ortam1, MS: Murashige ve Skoog temel besi ortami, IBA: Indol-3-Biitirik Asit, NAA: Naftalenasetik Asit
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Tablo 32.1. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli besi ortamlarindaki siirgiin verim degerleri

1,0/0,1 Zeatin/IBA 1,0/0,1 Zeatin/NAA
WPM AN MS WPM AN MS
BOY UZUNLUGU (mm) 13,97°+ 0,64 10,49°+£ 0,34  9,43°+0,51 10,37 + 0,86 9,22°+ 0,55 8,30% + 0,43
SURGUN VERIM ORANI (%) 63,33+ 3,33 52,22+ 1,92 47,77+ 385 56,66°+3.34  47,77%+5,09  43,33'+3,33
KARARMA ORANI (%) 2555°+ 1,92  29,99%+333 31,10°+509  29,99°+333  2999°+333  34,44%°+1,92
KONTAMINASYON ORANI (%) 14,44°+ 1,92 17,77°+1,93  21,11°+ 1,92 13,33°+ 0,00 21,11+ 1,92 21,00%°+ 1,73

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayn satir igerisindeki farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli dl¢iide farkli degildir (P <
0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi). WPM: McCown odunsu bitkiler temel besi ortami, AN: Anderson Rhododendron temel besi ortami, MS: Murashige ve Skoog
temel besi ortami, IBA: Indol-3-Biitirik Asit, NAA: Naftalenasetik Asit

Sekil 20. V. uliginosum’un baslangig siirgiinleri, A1) WPM temel besi ortami, A2) AN temel
besi ortam1 A3) MS temel besi ortami, Bar: 5 mm

€9
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3.2.1.3. Uygun Sukroz Miktarmin Belirlenmesi

Siirglin basina en yiiksek kardeslenme sayis1 3,54 ile % 2 sukroz i¢eren ortamdan
elde edilirken, bu degere en yakin deger 3,20 ile % 2,5 sukroz igeren ortamdan elde
edilmistir. % 3 sukroz igeren ortam ise 2,67 ile en diisiik kardeslenme sayisi degerini
vermistir (Tablo 33). Elde edilen bu sonuglar sukroz miktarindaki degisimin V.
uliginosum’un kardeslenme sayisi tlizerinde istatistiksel olarak o6nemli bir fark
olusturdugunu gostermistir (P < 0,05 ). Siirgiin boyu a¢isindan ise yine % 2 sukroz igeren
ortamdan 32,63 ile en yiiksek siirgiin boyu degeri belirlenirken, % 1 sukroz i¢eren ortam
31,03 ile en diisiik degeri vermistir (Tablo 33). Tiim bu sonuglar boy uzunlugu agisindan
da farkli sukroz konsantrasyonlarinin énemli istatistiki fark olusturdugunu géstermistir (P
< 0,05 ). Mikrogogaltim ¢aligmalarinda biiyiik 6nem arz eden nod sayis1 agisindan ise %
1,5, % 2, % 2,5 ve % 3 (w/v) sukroz igeren ortamlarda istatistiksel agidan bir fark elde
edilemezken, en yiiksek nod sayisi degeri 10,10 £ 0,91 ile % 3 sukroz igeren ortamdan
saglanmig ve istatistiksel fark Tablo 33’de gosterilmistir. Tiim bu sonuglar yine V.
uliginosum’un da mikrogogaltim ¢alismalarinda en uygun sukroz konsantrasyonunun % 2

oldugunu gostermistir (Sekil 21).

Tablo 33.Vaccinium uliginosum eksplantlarinin = 8. hafta sonunda farkli sukroz
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

SUKROZ KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(%) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
1,0 2,687+ 0,41 31,03°+ 1,20 8,86°+ 0,39
1,5 2,93+ 0,48 31,94%° 1 1,61 10,00%+ 0,50
2,0 3,54%+ 0,62 32,63+ 2,10 10,06%+ 0,46
2,5 3,20°+ 0,52 32,00%+ 1,97 10,06%+ 0,60
3,0 2,679+ 0,38 31,51+ 1,71 10,10%+ 0,91

+ {i¢ tekerriirli ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Aynm
harflerle gosterilen degerler 6nemli dl¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
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Sekil 21. Farkli sukroz konsantrasyonlarindaki V. uliginosum
stirgiinleri, A) % 1, B) % 1,5, C) % 2, D) % 2,5, E) % 3
sukroz uygulamasi, Bar: 9 mm

3.2.1.4. Uygun pH Degerinin Belirlenmesi

Eksplant basina siirgiin sayisi agisindan en yiiksek degeri 3,48 ile pH = 6,0 olan
ortam vermis ve istatistiki acidan fark yalnizca pH = 5,0 i¢eren ortamdan elde edilen
degerle (3,07) olusmustur. Diger pH uygulamalari ile pH = 6,0 igeren besi ortami arasinda
kardeslenme sayisi agisindan bir fark olusmamistir (P < 0,05, Tablo 34). Kardeslenme
sayist agisindan en yiiksek deger 34,94 mm ile pH = 4,0 iceren ortamdan, en diisiik deger
ise 27,89 mm ile pH = 6,0 igeren ortamdan saglanmis ve bu iki ortam arasindaki fark Tablo
34’de gosterilmistir (Sekil 22). Kardes sayisi ve siirgiin boyu parametrelerinin aksine nod
sayist degeri artan pH degerlerine bagli olarak ters orantili bir diisiis gostermistir. En
yiiksek nod sayisi degeri 10,76 ile pH = 4,0 i¢eren ortamdan, en diisiik deger ise 6,44 ile
pH = 6,0 igeren ortamdan elde edilmis ve tiim uygulamalar arasinda nod sayisi a¢sindan

onemli farklar olusmustur (P < 0,05, Tablo 34).
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Tablo 34. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli pH'lardaki stirgiin
verim degerleri

KARDESLENME SURGUN NOD

pH SAYISI BOYU SAYISI

(Adet) (mm) (Adet)
4,0 3,47°+ 0,54 34,947+ 2 89 10,76°+ 0,82
4,5 3,47°+ 0,59 33,38°+ 2,66 10,29°+ 0,71
5,0 3,34+ 0,53 31,44°+ 2,48 8,53°+ 0,99
55 3,07°£0,51 28,70%+ 1,41 7,687+ 0,78
6,0 3,48%+ 0,54 27,89%+ 1,51 6,44°+ 0,66

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Aym
harflerle gosterilen degerler 6nemli dlclide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Sekil 22. Farkli pH degerlerindeki V. uliginosum siirgtinleri, A) pH =
4,0, By pH =45, C) pH =5,0, D) pH =55, E) pH = 6,0
uygulamasi, Bar: 15 mm

3.2.2. Vaccinium uliginosum’da in vitro Siirgiin Cogaltin

3.2.2.1. Sabit Oksin Varhginda Uygun Sitokinin ve Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii ¢alismalarinda bazi sitokininlerin etkili sonug
vermedigi bilinmektedir. Bu yilizden siirgiin ¢ogaltim asamasinda dogru sitokininin ve

konsantrasyonunun belirlenmesi gerekir.
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3.2.2.1.1. Zeatin Konsantrasyonlarinn Siirgiin Cogaltimi1 Uzerine Etkisi

Tim parametreler degerlendirildiginde yine V. myrtillus’da oldugu gibi zeatin/IBA
(2,0/0,1 mg/L) kombinasyonu en iyi sonuglar1 vermistir. En diisiikk degerler herhangi bir
sitokinin/oksin kombinasyonunun uygulanmadigi kontrol ortamindan elde edilmistir. En
yiiksek kardeslenme sayisi, siirgiin boyu ve nod sayisi oranlari sirast ile 3,71, 35,75 mm,
11,97 ve % 31,07 olarak hesaplanmistir (Sekil 23). En diisiik kardeslenme sayisi, siirgiin
boyu, nod sayis1 ve kallus olusum yiizdesi ise siras1 ile 1,81, 31,90 mm ve 9,88 olarak
belirlenmistir. En diisiik ve en yiiksek parametre degerleri arasinda 6nemli derecede fark

olusmustur (P < 0,05, Tablo 35).

Tablo 35. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli zeatin
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

ZEATIN KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
0,0 1,81°+ 0,50 31,90°+ 1,75 9,88° + 0,89
0,5 3,34 £ 0,55 33,45° +£2,03 10,56 + 1,09
1,0 3,51% £ 0,56 35,24%+ 1,76 11,00° + 0,99
2,0 3,718+ 0,43 35,75% + 1,60 11,974+ 0,75

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gdsterir. Aym
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkl degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Sekil 23. Farkli zeatin konsantrasyonlarindaki V. uliginosum siirgiinleri,
A) Kontrol, B) 0,5 mg/L zeatin, C) 1,0, mg/L zeatin, D) 2,0,
mg/L zeatin uygulamasi, Bar: 11 mm
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3.2.2.1.2. 2iP Konsantrasyonlarimn Siirgiin Cogaltii Uzerine Etkisi

Elde edilen tiim degerlerin zeatin uygulamasindaki degerlerden diisiik ¢iktig
belirlenmistir. Kardeslenme sayis1 agisindan 0,5 mg/L 2iP igeren ortam 2,86 ile en yiiksek
degeri vermistir. En diisiik kardeslenme sayis1 ise 1,81 ile kontrol grubundan elde edilmis
ve aralarinda 6nemli bir fark olusmustur (P < 0,05). Siirgiin boyu degeri agisindan ise 2,0
mg/L 2iP igeren ortam 32,44 mm ile ilk siray1 alirken diger ortamlardan elde edilen siirgiin
boyu degerleri ile aralarinda istatistiksel bir fark olusmamustir (P < 0,05, Tablo 36). Yine
kardeslenme sayisina benzer olarak nod sayisi agisindan da en yiiksek deger 10,82 ile yine
0,5 mg/L 2iP uygulanan ortadan saglanmistir. En diisiikk degeri ise 9,88 ile kontrol grubu
vermis ve bu iki deger arasindaki fark Tablo 36’da gosterilmistir (Sekil 24).

Tablo 36. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli 2iP
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

2iP KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
0,0 1,81°+ 0,50 31,90°+ 1,75 9,88" + 0,89
0,5 2,867+ 0,45 31,47+ 1,89 10,82 + 0,85
1,0 2,39° + 0,44 32,10°+ 2,18 10,11° + 0,79
2,0 2,39° + 0,37 32,44*+ 1,98 10,58+ 0,97

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Aym
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Kargilagtirma Testi). 2iP:
N6-[2-isopentenil]adenin

Sekil 24. Farkli 2iP konsantrasyonlarindaki V. uliginosum siirgiinleri, A)
Kontrol, B) 0,5 mg/L 2iP, C) 1,0, mg/L 2iP, D) 2,0, mg/L 2iP
uygulamasi, Bar: 10 mm
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3.2.2.1.3. TDZ Konsantrasyonlarinin Siirgiin Cogaltimi Uzerine Etkisi

Kardeslenme sayis1 degerlendirildiginde V. myrtillus’da oldugu gibi TDZ’nin
zeatin’e gore daha diisiik, 2iP’ye gore daha yiiksek degerler verdigi belirlenmistir.
Kardeslenme sayis1 3,01 ile 2,0 mg/L TDZ igeren ortamda en yiiksek degere ulagmistir.
Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubunda bu deger 1,81 olarak hesaplanmis ve
aralarindaki fark Tablo 37’de gosterilmistir (P < 0,05).

Siirgiin boyu agisindan ise TDZ’nin hem zeatin hem de 2iP’den daha diisiik degerler
verdigi belirlenmistir. Yine bu parametre kontrol grubu ile karsilagtirildiginda artan
TDZ’nin siirglin boyu degerini diistirdiigii saptanmistir. En yiiksek siirgiin boyu 31,90 mm
ile kontrol ortaminda belirlenirken, en diisiik deger 26,92 mm ile 2,0 mg/L TDZ igeren
ortamdan elde edilmistir ve aralarindaki fark hesaplanmistir (P < 0,05, Tablo 37). Nod
sayist agisindan ise artan TDZ’nin nod sayisini pozitif yonde artirdigi belirlenmistir. En
yiiksek nod sayis1 10,31 ile yine 2,0 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilmis ve diger

uygulamalardan elde edilen degerlerle arasindaki fark Tablo 37°de gosterilmistir.

Tablo 37. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli TDZ
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

TDZ KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
0,0 1,819+ 0,50 31,90+ 1,75 9,88 + 0,89
0,5 2.10°+ 0.4 28,83° +£2.35 9,49° + 0,68
1,0 2,41° £ 0,34 27,44° + 1,68 10,02%° + 0,74
2,0 3,01%+ 0,46 26,92° +1,94 10,317+ 0,83

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler aynmt siitun igerisindeki farki gosterir. Ayni
harflerle gosterilen degerler dnemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
TDZ: Thidiazuron

Sabit oksin varliginda degisken sitokinin uygulamalarinin Kkorelasyon analizleri
sonucunda artan zeatin konsantrasyonlarinin V. uliginosum’un kardeslenme sayzisi, siirgiin
boyu ve no sayilarini pozitif yonde 6nemli derecede artirdigi belirlenmistir (P < 0,05).
Artan 2iP konsantrasyonlarinin kardeslenme sayisini negatif yonde (r = - 0,405) 6nemli
derecede etkiledigi saptanmistir. Artan TDZ konsantrasyonlarinin kardeslenme sayisi ve
nod sayis1 agisindan pozitif yonde dnemli derecede giiclii bir etki gosterdigi belirlenmistir

(P < 0,01). Siirgiin boyu agisindan ise negatif yonde Onemli derecede giiglii bir
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korelasyonel iliski oldugu goriilmiistiir (r = - 0,366). Artan sitokinin konsantrasyonlarinin
kendi aralarinda denemeye tabi tutulan tim parametreler acisindan etkileri ve korelasyon

analizleri sonucunda bulunan 6nemlilik seviyeleri Tablo 38’de verilmistir.

Tablo 38. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli sitokinin
konsantrasyonlarindaki korelasyon testi sonuglari

ZEATIN 2iP TDZ
KS SB NS KS SB NS KS SB NS
ZEA 0,283* 0,462* 0,426*
2iP -0,405* 0,196 -0,110
TDZ 0,672** -0,366%* (,413**
_ KS 1 0,185 0,136 1 -0,329 0,051 1 -0,047 0,050
L‘o’-g SB 0,185 1 0,389  -0,329 1 0,369  -0,047 1 -0,076
NS 0,136  0,389* 1 0,051 0,369+ 1 0,050 -0,076 1
, KS 1 0,215 0,207 1 0,016 -0,007 1 -0,183 0,085
S SB 0,215 1 0,433* 0,016 1 0,260  -0,183 1 0,098
£ NS 0,207 0,433+ 1 -0,007 0,260 1 0,085 0,098 1
_ KS 1 0,191 0,017 1 0,095 0,046 1 -0,210 0,031
<> SB 0,191 1 0,421* 0,095 1 0,083  -0,210 1 0,038
E NS 0,017 0,421* 1 0,046 0,083 1 0,031 0,038 1

* =P < 0,05 anlamlilik diizeyi, ** = P < 0,01 anlamlilik diizeyi (Pearson korelasyon testi). ZEA: Zatin, 2iP:
N6-[2-isopentenil]adenin, TDZ: Thidiazuron, KS: Kardeslenme Sayisi, SB: Siirgiin Boyu, NS: Nod Sayis1

3.2.2.2. Sabit Sitokinin Varh@inda Uygun Oksin ve Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Stirglin  ¢ogaltimi1  ¢alismalarinda en uygun sitokininin ve bu sitokinin
konsantrasyonunun belirlenmesinin yan1 sira bu sitokinin ile en yiiksek verimi saglayan
oksinin ve konsantrasyonunda belirlenmesi gerekmektedir. Ciinkii baz1 sitokininler uygun

oksin kombinasyonlari ile daha verimli sonuglar vermektedir.

3.2.2.2.1. IBA Konsantrasyonlarmn Siirgiin Cogaltinn Uzerine Etkisi

Zeatin/IBA (1,0/0,2 mg/L) konsantrasyonu ile desteklenmis ortam 3,71 ile en yiiksek
kardeslenme sayis1 degerini verirken, en diisiik kardeslenme sayis1 3,39 ile 1,0/0,4 mg/L
zeatin/IBA konsantrasyonu ile desteklenmis ortamdan elde edilmis ve bu iki ortam
arasinda onemli bir fark olusmustur (P < 0,05, Tablo 39). Bu iki ortamin aksine diger 3
IBA konsantrasyonunda kardeslenme sayisi agisindan birbirlerine ¢ok yakin degerler
¢ikmis ve aralarinda herhangi bir fark olusmamistir. (P < 0,05, Tablo 39). Siirgiin boyu
degerlerine bakildiginda 1,0/0,2 mg/L zeatin/IBA konsantrasyonu ile desteklenmis ortam
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36,97 mm ile en yiiksek boy uzunlugunu vermistir. Diger IBA konsantrasyonlarindaki boy
uzunlugu degerleri arasinda ise bir fark olusmamistir (P < 0,05, Tablo 39). Nod sayisi
acisindan yine en yiiksek nod sayis1 11,13 ile zeatin/IBA (1,0/0,5 mg/L) konsantrasyonu ile
desteklenmis ortamdan saglanmistir. Ancak diger 4 uygulamadan elde edilen nod sayisi

degerleri ile aralarinda 6nemli bir fark olusmamuistir (Tablo 39).

Tablo 39. Vaccinium uliginosum eksplantlarimin 8. hafta sonunda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

IBA KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
0,1 3,40°+ 0,47 35,48°+£ 2,14 10,94%+ 1,04
0,2 3,717+ 0,45 36,97°+ 2,12 11,02%+ 1,10
0,3 3,47°+ 0,46 34,35+ 3,29 10,92%+ 1,17
0,4 3,39°+ 0,38 34,74°+ 1,88 10,68%+ 00,82
0,5 3,60+ 0,40 34,87°+ 2,49 11,13+ 0,85

+ {ig tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gdsterir. Aym
harflerle gésterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi). IBA:
Indol-3-Biitirik Asit

3.2.2.2.2. IAA Konsantrasyonlarinn Siirgiin Cogaltimi Uzerine Etkisi

En yliksek kardeslenme sayisi 3,01 ile 1,0/0,1 mg/L zeatin/IAA ile desteklenmis
ortamdan elde edilirken en diisiik kardeslenme sayis1 2,57 ile 1,0/0,5 mg/L zeatin/IAA ile
desteklenmis ortamdan saglanmistir. Bu iki uygulama arasinda istatistiksel olarak énemli
bir fark olusmus ve konsantrasyon artigina bagli olarak kardeslenme sayisinin kademeli
olarak distiigii belirlenmistir (P < 0,05, Tablo 40). Siirgiin boyu ve nod sayisi agisindan ise
en yiliksek degerler kardeslenme sayisinin aksine daha yiiksek IAA ile kombine edilmis
ortamlardan elde edilmistir. 1,0/0,4 mg/L zeatin/IAA’nin kullanildigi ortam 27,31 mm ile
slirglin boyu agisindan en yiiksek degeri verirken, 1,0/0,3 mg/L zeatin/IAA’nin kullanildig:
ortam 24,79 mm ile en diisiik slirgiin boyunu vermis ve aralarinda 6nemli bir fark
olusmustur. Siirglin boyu agisindan diger IAA uygulamalar1 en yiiksek siirglin boyunu
veren ortamla istatistiksel agindan herhangi bir fark olusturmamistir. Nod sayis1 agisindan
yine 0,4 mg/L IAA’nin kullanildig1 ortam 9,59 ile en yiiksek degeri vermis ve istatistiksel
farklar Tablo 40°da gésterilmistir. Tiim bu degerler bu tiiriin siirgiin ¢ogaltiminda IAA ile
kombine edilmis ortamlarin IBA ile kombine edilmis ortamlara gore daha az etkili

oldugunu gostermistir.
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Tablo 40. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli [1AA
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri
IAA KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
0,1 3,01%+ 0,45 26,59+ 2,25 8,64°+ 0,75
0,2 2,937+ 0,40 26,08%+ 1,99 8,71°+ 0,72
0,3 2,77%+ 0,53 24,79°+ 2,30 8,69°+ 0,70
0,4 2,82+ 0,50 27,31°+ 2,44 9,59+ 1,26
0,5 2,57°£0,55 26,857+ 2,40 9,02°+ 0,64

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Aym
harflerle gosterilen degerler 6nemli l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi). IAA:
Indol-3-Asetik Asit

Sabit sitokinin degisken oksin uygulamalarinin korelasyon analizleri sonucunda artan
IBA konsantrasyonlarinin V. uliginosum’un siirgiin boyunu negatif yonde 6nemli derecede
(r = - 0,191). artan [AA

konsantrasyonlarinn kardeslenme sayisini negatif yonde (r = - 0,279), nod sayisini ise

etkiledigi  gorilmiistiir IAA uygulamalarinda ise
pozitif yonde (r = 0,256) onemli derecede etkiledigi belirlenmistir (P < 0,01). Degisken
IBA ve IAA konsantrasyonlari arasindaki ayrintili korelasyon analiz sonuglart Tablo 41°de

verilmisgtir.

Tablo 41. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli oksin
konsantrasyonlarindaki korelasyon testi sonuglari

IBA IAA
KS SB NS KS SB NS
IBA 0,025 -0,191* 0,007
IAA -0,279* 0,102 0,256
. KS 1 0,467+ 0,451+ 1 0,119 0,160
S > B 0,467+ 1 0,202 0,119 1 0,036
NS 0,451+ 0,202 1 0,160 0,036 1
. KS 1 0,151 0,069 1 -0,086 -0,226
S Ev SB 0,151 1 0,653+* -0,086 1 0,563**
NS 0,069 0,653+ 1 -0,226 ,0563+* 1
. KS 1 0,001 0,061 1 0,205 -0,109
3 > sB 0,001 1 0,730%* 0,205 1 -0,227
NS 0,061 0,730 1 -0,109 -0,227 1
. KS 1 0,312 -0,086 1 -0,013 -0,029
s > sB 0,312 1 0,149 -0,013 1 -0,296
NS -0,086 0,149 1 -0,029 -0,296 1
. KS 1 0,262 0,254 1 -0,265 0,310
= 5> sB 0,262 1 0,529 -0,265 1 0,053
NS 0,254 0,529+ 1 0,310 0,053 1

* = P < 0,05 anlamhlik diizeyi, ** = P < 0,01 anlamhlik diizeyi (Pearson korelasyon testi). IBA: Indol-3-
Biitirik Asit, IAA: indol-3-Asidik Asit KS: Kardeslenme Sayisi, SB: Siirgiin Boyu, NS: Nod Sayisi
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3.2.2.3. Giberellik Asit (GA3 Konsantrasyonlarimn Siirgiin Cogaltimi Uzerine
Etkisi

8. haftanin sonunda 0,2 mg/L GAgj igeren ortam 3,73 ile en yiiksek kardeslenme
sayisini verirken, en diisiik degeri 3,41 ile 0,1 mg/L GAgsiceren ortam vermis ve aralarinda
onemli bir fark olusmustur (P < 0,05). Elde edilen bu degerler GA3 uygulamasinin
kardeslenme sayisinda GAjs; uygulanmayan zeatin/IBA uygulamalarina gore Onemli
derecede bir degisiklik olusturmadigini gostermistir. Siirgiin boyu agisindan ise en yiiksek
degerler sirasi ile 40,02 mm ve 37,69 mm ile 0,2 ve 0,5 mg/L GAj igeren ortamdan elde
edilmistir ve aralarindaki istatistiksel fark Tablo 42°de gosterilmistir (P < 0,05). GAgz
uygulamasinin bu tiirin silirgiin  boyu degerinde Onemli artislara sebep oldugu
belirlenmistir. Fakat elde edilen bitkilerin GA3; uygulanmayan ortamlardan elde edilen
bitkilerden daha zayif olmasi nedeniyle bu tiiriin mikrogogaltim g¢aligmalarinda GAj3

kullanilmasinin uygun olmadigi gériilmiistiir.

Tablo 42. Vaccinium uliginosum eksplantlarinin 8. hafta sonunda farkli GAj
konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

GA; KARDESLENME SURGUN BOYU NOD SAYISI
(mg/L) SAYISI (Adet) (mm) (Adet)
0,1 3,41°+ 0,43 36,86™ + 2,01 11,44® £ 1,08
0,2 3,732+ 0,59 40,02° £ 2,14 11,822+ 0,93
0,3 3,42°+ 0,59 37,33+ 2,25 10,92° + 0,87
0,4 3,60% + 0,54 36,54°+2.16 11,02° + 1,01
0,5 3,56% + 0,41 37,69° + 1,73 11,47 + 1,07

+ ii¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Aym
harflerle gosterilen degerler 6nemli l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi). GAg:
Giberellik Asit

3.2.3.Vaccinium uliginosum’da Koklendirme Calismalari

Siirglin -~ ¢ogaltim  ¢alismalar1  sonucu yeterli biyiikliige ulasan fidelerin
koklendirilmeleri mikrogogaltim caligmalarinin  {iglincii  basamagini  olusturmaktadir.
Koklendirme islemi sirasinda en uygun oksinin ve bu oksin Kkonsantrasyonunun
belirlenmesi fidelerin daha kisa siirede koklenmelerini bu sayede de dis ortama adaptasyon

calismalarinin daha hizli olmasini saglayacaktir.
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3.2.3.1. In Vitro Calismalar

3.2.3.1.1. IBA Konsantrasyonlarimn V. uliginosum’un Koklenmesi Uzerine
Etkisi

En yiiksek ve en diisiik kok sayisi siras1 ile 1,0 mg/L IBA ve 0,25 mg/L IBA
uygulamalarindan elde edilirken, bu degerler sirasi ile 1,75 ve 1,71 oldu ve aralarinda
herhangi bir istatistiksel fark olusmamistir (P < 0,05). Kontrol grubunda herhangi bir kok
olusumu gozlemlenmezken 0,5 mg/L IBA uygulanan ortamda fide basina yalnizca 1,53
kok olusumu belirlenmistir. K6k uzunlugu parametresi agisindan ise en yiiksek deger 9,55
mm ile 1,0 mg/L IBA uygulamasindan, en diisiik degerde yine herhangi bir koklenme
gozlemlenmeyen kontrol grubunda olugmustur (Tablo 43). Artan IBA konsantrasyonlarinin
bu tiiriin kok uzunlugunda parametrik olarak diisiise neden oldugu belirlenmistir. Sekonder
kok sayis1 agisindan ise en yiiksek deger 2,47 ile 0,5 mg/L IBA uygulanan ortamdan elde
edilmistir. Bu konsantrasyon ile uygulanan diger konsantrasyonlar arasinda sekonder kok
sayilar1 agisindan 6nemli bir fark olusmustur (P < 0,05, Tablo 43). Elde edilen bu degerler
sonucunda yalnizca IBA uygulanan koklenme ortamlarinda 1,0 mg/L konsantrasyonunun

daha etkili oldugu belirlenmistir.

Tablo 43. Vaccinium uliginosum fidelerinin 8. hafta sonunda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

IBA K(")[(LENME KOK KOK 5 SEKONDER KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0 - - - -
0,25 11,11%+ 1,92 1,71% £ 0,07 6,09°+ 0,20 1,86°+ 0,12
0,5 13,332+ 1,93 1,53°+0,17 9,31°+£ 0,27 2,47 +0,19
1,0 12,22%+ 1,92 1,75+ 0,10 9,55% + 0,32 2,17°+ 0,11

+ g tekerriirli ortalamanin standart sapmasidir. Kiigiik harfler ayni siitun igerisindeki farki gosterir. Aym
harflerle gosterilen degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi). IBA:
Indol-3-Biitirik Asit

3.2.3.1.2. IBA/AC Konsantrasyonlarmn V. uliginosum’un Koéklenmesi Uzerine
Etkisi

AC uygulanan 1,0 mg/L IBA uygulamasi 1,67 ile en yiiksek koklenme sayisini
vermistir. AC uygulanmayan IBA uygulamalarinda oldugu gibi kontrol ortami1 yine higbir

anlamli deger vermemistir. Siirglin olusumunun aksine AC uygulanan 0,5 mg/L IBA iceren
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ortam 12,27 mm ile AC uygulanmayan tiim IBA konsantrasyonlarindan daha yiiksek deger
vermis Ve diger konsantrasyonlarla aralarindaki istatistiksel fark Tablo 44°de gésterilmistir.
Sekonder kok sayisi ise kok uzunlugunun aksine 2,89 ile 1,0 mg/L IBA igceren ortamdan
elde edilmis ve bu deger AC uygulanmayan tiim IBA konsantrasyonlarindan daha yiiksek
cikmigtir. Tim bu degerler AC uygulamasinin V. uliginosum fidelerinin kdklenmesini

onemli derecede artirdigini gostermistir (Sekil 25).

Tablo 44. Vaccinium uliginosum fidelerinin 8. hafta sonunda sabit AC ve degisken IBA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

IBA/AC K(")!_(LENME KOK KOK ) SEKONDER
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU KOK SAYISI
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0/1,0 - 4 - -
0,25/1,0 15,55° + 1,93 1,40°+ 0,10 5,65°+ 0,12 2,27°+ 0,16
0,5/1,0 18,89% + 1,92 1,53+ 0,17 12,27%+ 0,55 2,58°+ 0,18
1,0/1,0 7,78+ 1,92 1,67% + 0,09 6,68+ 0,15 2,89% £ 0,05

+ U¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. Kii¢iik harfler ayni siitun igerisindeki
farki gosterir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli dl¢lide farkli degildir (P < 0,05, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi). IBA: Indol-3-Biitirik Asit, AC: Aktif Karbon

Sekil 25. V. uliginosum’un degisken IBA sabit AC konsantrasyonlarindaki kok
olusumlari, A) Koklendirme ortamindaki siirgiinler, B) Sabit AC (1,0
g/L) ve farkli IBA konsantrasyonlarindaki kok olusumlari, B1) 0,25
mg/L IBA, B2) 0,5 mg/L IBA, B3) 1,0 mg/L IBA uygulamasi, Bar: 12
mm
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3.2.3.1.3. IAA Konsantrasyonlarimn V. uliginosum’un Koklenmesi Uzerine
Etkisi

0,25 mg/L TAA uygulamasi disindaki hi¢cbir uygulamada herhangi bir anlamli sonug
elde edilememistir. Bu konsantrasyona ait tiim degerler Tablo 45’de gosterilmistir. Elde
edilen tiim bu sonuglar IAA’nin bu tiiriin kdklendirilme ¢aligmalari i¢in uygun olmadigini

gostermistir (Tablo 45).

Tablo 45. Vaccinium uliginosum fidelerinin 8. hafta sonunda farkli TAA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

IAA K(")[(LENME KOK KOK } SEKONDER KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0 - - - -
0,25 12,22+ 3,85 1,33+0,15 8,32 + 0,45 3,00 £ 0,32
0,5 - - - -
1,0 - - - -

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. IAA: Indol-3-Asidik Asit, AC: Aktif
Karbon

3.2.3.1.4. IAA/AC Konsantrasyonlarimn V. uliginosum’un Koklenmesi Uzerine
Etkisi

AC uygulanmayan [AA uygulamalarinda oldugu gibi yine tek anlamli sonu¢ 0,25
mg/L IAA + 1,0 g/L AC uygulamasindan elde edilmistir. Elde edilen bu degerlerin de
IBA/AC uygulamalarindan diisiik olmasi, yine bu tiriin koklendirme caligmalarida
IAA/AC uygulamasinin uygun olmadigini gdstermistir. Ancak her iki IAA uygulamasinda
da diisiik konsantrasyonlarin anlamli sonuglar vermesi gelecekte yapilacak denemelerde

daha diisiik IAA konsantrasyonlariin kullanilmasi gerektigini ortaya ¢ikarmistir.

Tablo 46. Vaccinium uliginosum fidelerinin 8. hafta sonunda sabit AC ve degisken IAA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

LAAJAC K("){(LENME KOK KOK 5 SEKONDER KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0/1,0 - - - B
0,25/1,0 11,11+1,92 1,58 £0,16 10,63 + 0,28 3,5+0,26
0,5/1,0 - - - -
1,0/1,0 - - - -

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. IAA: Indol-3-Asidik Asit, AC: Aktif
Karbon
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3.2.3.1.5. NAA Konsantrasyonlarmmin V. uliginosum’un Koklenmesi Uzerine
Etkisi

NAA konsantrasyonlarmin tamaminda degerlendirilen parametreler agisindan higbir
anlamli sonug¢ elde edilememis ve bu oksin uygulamasmin V. uliginosum fidelerinin

koklendirilmesi i¢in uygun olmadigi belirlenmistir.

3.2.3.1.6. NAA/AC Konsantrasyonlarmin V. uliginosum’un Kéklenmesi Uzerine
Etkisi

Bu uygulamada da AC uygulanmayan NAA uygulamalarinda oldugu gibi tim

parametreler agisindan herhangi bir anlamli veri elde edilememistir.

3.2.3.2. Ex Vitro Calismalar

3.2.3.2.1. IBA Konsantrasyonlarimn V. uliginosum’un Koklenmesi Uzerine
Etkisi

Kok sayist bakimimdan 2000 ve 1000 mg/L IBA uygulamalart sirast ile 2,54 ve 1,79
ile en yiiksek degerleri verirken, kontrol ve 500 mg/L IBA uygulamalarindan herhangi bir
anlamli sonug¢ elde edilememistir (Tablo 47, P < 0,05). Kok uzunlugu bakimindan yine
2000 mg/L IBA uygulamast 15,42 mm ile en yiiksek degeri vermistir (Sekil 26). Fakat
anlamli bir sonug elde edilen 1000 mg/L IBA uygulamasiyla arasinda istatistiksel anlamda
bir fark olusmamustir. Sekonder kok sayisi agisindan ise 4,21 ile yine 2000 mg/L IBA
uygulamast en yiiksek degeri vermistir. Anlamli degerler elde edilen iki konsantrasyon
(1000 ve 2000 mg/L) arasindaki bagimsiz t testi sonuglar1 yalnizca bu iki uygulamadan
elde edilen kok sayist ve sekonder kok sayist agisindan anlamhi farkliliklar gostermistir

(Tablo 47).
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Tablo 47. Vaccinium uliginosum fidelerinin ex vitro kosullarda 8. hafta sonunda farkli IBA
konsantrasyonlarindaki kok verim degerleri

IBA K("){(LENME KOK KOK . SEKONDER KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
(%) (Adet) (mm) (Adet)
0,0 - - - -
500 - - - -
1000 12,22+ 1,83 1,79 + 0,08 15,41 0,25 3,54 + 0,05
2000 12,11+ 1,92 2,54"+0,10 15,42 +0,13

421"+ 0,08

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. — anlamli veri yok. * gruplar arasindaki 6nemli farki gosterir

(P <0,05, t Testi). IBA: indol-3-Biitirik Asit

Sekil 26. V. uliginosum’un ex vitro ortamda farkli IBA konsantrasyonlarindaki
koklendirme ¢alismalari, A) Toprak/perlit (2: 1) ortamina alinan ilk
stirglinler, B) 8 hafta sonunda 2000 mg/L IBA uygulamasindaki

stirglinler



4. TARTISMA

Mikrogogaltim ile odunsu bitkilerin tiretimi son yillarda ivme kazanmis olup; hizli,
etkili ve giivenilir bir yontemdir. Bu sayede ekonomik 6nem arz eden ¢ok sayida agac veya
cali formundaki bitkilerin ticari iiretimi ger¢eklesmistir ve her gecen giin yeni bitkiler
literatiirde yerini almaktadir. Ulkemizde dogal olarak yetisen ve ekonomik deger tasima
potansiyeli olan V. myrtillus ve V. uliginosum’un bitki doku kiiltiiriiniin 6zel uygulamasi
olan mikrogogaltim ile iiretilmesi, bu baglamda bu bitkilerin hizli ve etkili liretimleri igin
en iyi ortam/ortamlarin se¢imi ve optimizasyonu bu c¢alismanin asil amacini teskil
etmektedir. Ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen bu tiirlerin mikrogogaltim ile ilgili
sadece bir 6n ¢aligma mevcuttur (Ciice ve S6kmen, 2015). Kald1 ki; gerek V. myrtillus ve
gerekse V. uliginosum ile ilgili literatiir verileri de son derece kisithidir. Dolayist ile bu
calismadan elde edilen veriler diger Vaccinum tir veya gesitlerinden elde edilen ve
literatiirde verilen sonugclar ile karsilastirilmis ve yorumlanmastir.

Mikrogogaltim ile iiretimin ilk asamas1 “en uygun temel besi ortaminin se¢imi” dir.
Bu amagla ilk asamada, Murashige ve Skoog (MS) (otsu bitkiler i¢in) ve her ikisi de
odunsu bitkiler i¢in tavsiye edilen McCown (WPM) ve Anderson’un Rhododendron (AN)
temel besi ortamlarimin etkisi denenmistir. Bu ortamlarin hi¢ birinin bitki biiylime
diizenleyicileri olmaksizin basarili bir mikrogogaltim gergeklesmediginden, her bir besi
ortami farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda bitki bityiime diizenleyicileri (BBD) ile
desteklenmis ve siirglin olusumu tizerine etkileri arastirilmistir. Her bir siirgiinden ¢ok
sayida (¢oklu, multiple) siirgiin iiretimi ve bu siirglinlerin gelistirilmesi, son agsamada ise
gelistirilen mikrogeliklerin (fidelerin) farklt IBA konsantrasyonlari ve ortam sartlarina
bagli olarak in vitro ve ex vitro kok olusturma potansiyelleri irdelenmistir. Siirgiin tesviki,
cogaltimi, hizli ve etkin biiyime ve koklenme agisindan en ideal temel besi ortami,
biiylime diizenleyicisi, sukroz ve agar miktarlarmin yani sira sterilizasyon ajanlarinin
etkileri de belirlenmis ve bdylelikle iki Vaccinium tiiri i¢in mikrogogaltim ve
optimizasyon siireci tamamlanmigtir.

Sitokinin olarak zeatin, TDZ ve 2iP’nin, oksin olarak IBA, IAA veya NAA ile
desteklenmis MS, AN ve WPM temel besin ortamlarmin Vaccinium taksonlarinin
mikrocogaltiminda etkili sonuglar verdigi belirtilmektedir (Jaakola vd., 2001; Meiners vd.,

2007; Ciice ve Sokmen, 2015). V. myrtillus ve V. uliginosum’un in vitro g¢ogaltim
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calismalarinda da burada belirtilen temel besi ortamlarinin ve bitki biiyiime
diizenleyicilerin etkisi daha dnce yayinlanmis literatiir verileri ile benzerlik gdsterse de
baz1 farkliliklar da s6z konusudur. Ornegin, 2,0 mg/L zeatin ve 1,0 mg/L IAA ile
desteklenmis WMP ortaminin bazi Vaccinium tiirlerinde ¢ok sayida yiiksek siirgiin
olusturabilecegi bildirilmistir (Meiners, 2007). Bu ¢aligmada ise IBA (0,2 mg/L) daha
diisiik konsantrasyonlarda ayni oranlarda verim saglamistir. Boylelikle, IBA (0,2 mg/L) ile
birlikte uygulanan zeatin konsantrasyonlarinin bu tiirlerin in vitro ¢ogaltiminda yeterli
olacag ve yiiksek IAA kullanimina gerek olmayacagi sonucuna varilabilir.

Baslangi¢ kiiltiir materyali olan eksplantlarin fizyolojik durumlart (yumusak veya
sert odun celikleri) uygulanacak olan yiizey sterilizasyon islemleri ve siireleri iizerinde
etkili olmaktadir. Vaccinium bitkilerinden alinan eksplantlarin yiizey sterilizasyonlarinda
farkl1 konsantrasyonlarda NaOCl uygulamalarinin 6n plana ¢iktigt goriilmektedir
(Debnath, 2007c; Debnath, 2009a; Liu vd., 2010). Yine de bazi arastiricilar % 0,1 ve % 1,5
HgCl, (w/v)’i bu bitkilerin ylizey sterilizasyonunda tercih etmislerdir (Ostrolucka, vd.,
2004; Sedlak ve Paprstein, 2009). Tohum gibi baslangi¢ materyallerinin yiizey
sterilizasyonunda kullanilan hidrojen peroksit (H20,), NaOCI ve HgCl,’ {in canlilik ve fide
olusturma iizerine etkisi de baslangi¢c asamasinda ¢alisilmigtir. Sonugta HgCl, iin nekroz,
leke ve kararmalara yol actig1 ve siirgiin olusturmada hem sayisal azalisa neden oldugu
hem de goriiniim olarak daha zayif siirgiin olusturdugu gozlemlenmistir. H,O;’in ise
Vaccinium eksplantlar1 tizerinde etkili olmamasi nedeniyle yiizey sterilizasyonu igin %
3’lik  NaOCl ¢ozeltisi  kullanilmistir.  Farkli  sterilizasyon —siirelerinde  yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulan V. myrtillus eksplantlarimin 20 dk % 3’lik NaOCI
uygulamasinin ardindan kiiltiire alindig1 ortamlarda en yiiksek siirglin verim yiizdelerini
verdigi belirlenmistir. V. uliginosum eksplantlarinda ise en yiiksek siirgiin verim yiizdeleri
15 dk NaOCl uygulamasindan sonra kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilmistir.
Sterilizasyon ajan1 ve siireleri onceki ¢alismalarla uyum gosterse de (Morrison vd., 2000;
Debnath, 2007c; Debnath, 2009a; Han vd., 2013), V. uliginosum ile ilgili daha kisa siireli
uygulamanin daha etkili ve verimli oldugu yeni bir bulgu olarak degerlendirilebilir.

Bir sonraki asama olan “siirgiin tesviki” ¢calismalarinda farkli biiyiime diizenleyicileri
ile desteklenmis {i¢ temel besi ortam1 (MS, AN ve WPM) ayr1 ayr1 denenmistir. Sonugta,
1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA ile destekli WPM ortaminin her iki tiirde de en yiiksek siirgiin
verim yiizdelerini verdigi belirlenmistir. Bu baglamda, buradan elde edilen sonuglar

Vaccinium macrocarpon ile elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir (Sedlak ve
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Paprstein, 2009). Siirgiin tesviki i¢in Onerilen sitokinin ve temel besi ortamu ile ilgili diger
literatlir bilgileri de buradan elde edilen sonuglari destekler niteliktedir (Reed ve
Abdelnour-Esquivel, 1991; Gonzalez vd., 2000; Debnath, 2004; Paprstein ve Sedlak,
2015).

Bitki doku kiiltiirlerinde sukroz, glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve laktoz gibi
farkli karbohidratlar karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmigtir (Lemos ve Blake, 1996;
Kunitake vd., 1997; Debnath, 2005a; Litwinczuk ve Wadas, 2008). Vaccinium tiirlerinin
mikrogogaltiminda ise daha ziyade sukroz tercih edilmektedir (Gajdosova vd., 2006; Liu
vd., 2010; Debnath, 2011b). Bu baglamda, farkli karbohidratlardan ziyade, sukrozun farkli
konsantrasyonlardaki etkisi onem tagimaktadir. Sonugta her iki tiirde de % 2 (wW/v)
oraninda sukroz iceren WPM temel besi ortaminin siirgiin olusturma ve g¢ogaltilmasinda
oldukga etkili oldugu bulunmustur. Buradaki bulgular, V. corymbosum’un ii¢ farkli
cesidinde % 1,5 sukroz uygulamasinin daha yiiksek siirgiin verimi sagladigina dair
rapordan faklidir (Cao vd., 2003). Farkli diizeylerde sukroz igeren besi ortamlarinin
etkisine dair bir arastirmada siras1 ile % 0, % 1, % 2 ve % 3 miktarlarindaki glukoz,
sorbitol veya sukroz V. vitis-idaea cesitlerinin doku kiiltiirleri {lizerine denenmistir.
Yiriitilen calismadan en iyi sonu¢ % 2 sukroz uygulamasindan elde edilmistir. Ayn
calismada kullanilan karbohidrat tiirliniin, miktarinin ve ¢alisilan tlriin  siirglin
¢ogaltiminda 6nemli oldugu vurgulanmistir (Debnath, 2005). Yine ayni arastirmacinin V.
angustifolium ¢esitleri iizerine yaptigi baska bir benzer caligmada siigiin g¢ogaltim
caligmalarinda eksplant olarak kullanilan lateral meristemler tiizerine % 2 sukroz
uygulamasinin daha etkili oldugu sonucu bu konsantrasyonun Vaccinium tiirlerinin doku
kiiltiirii calismalarinda daha etkili oldugunu desteklemektedir (Debnath, 2004). Tim bu
sonuglarin benzerlik veya farklilik gdstermesinin ¢aligilan tiirlere, 6rnekleme zamanina ve
yerine, eksplantlarin fizyolojik durumuna, eksplantin ¢eligin hangi kismindan alindigina
(stirglin ucu, orta nod, bazal nod) bagl oldugu gozden kagirilmamasi gereken bir olgudur.
Gerek V. myrtillus ve gerekse V. uliginosum ile ilgili bir benzer ¢alismaya literatiirde
rastlanmamistir. Diger taraftan Tablo 14’de verilen kallus olusum yiizdesi ile artan sukroz
konsantrasyonlar1 arasinda dogrusal bir iliskinin varligindan s6z edilebilir. Kallus
olusturma yiizdesi bitki doku kiiltiirleri ile cogaltimda istenmeyen bir durumdur. Zira
kallus olusumu koklendirme denemelerinde diisiik verime yol acabilmektedir.

Vaccinium tiirlerinin yetistirilmesinde en 6énemli etmenlerden biri de uygun pH’ nin

belirlenmesidir. 4,5-5,5 araligindaki pH, bu tiirlerin doku kiiltiiri galismalarinda pek birgok
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arastirict denemistir (Ostrolucka, vd., 2004; Debnath, 2008b; Chips vd., 2010; Zhao vd.,
2011; Clapa vd., 2012). pH degerleri arasinda V. myrtillus i¢in pH’ s1 4,5-5,0’¢ ayarlanmis
besi ortamlar1 tiim parametreler agisindan en yiiksek degerleri verirken, V. uliginosum’da
en yiiksek degerler daha diisiik pH’larda elde edilmistir. V. myrtillus ve V. uliginosum’un
In vitro ortamlarda en uygun pH’nin belirlenmesi lizerine literatiirde kapsamli bir ¢aligma
mevcut degildir. Tiirkben arkadaslarinin (2008) Bursa Uludag’daki V. myrtillus iizerine
yaptig1 bir arastirmada bu tiiriin dogal ortamlarinda toprak pH degerlerinin 4,9 ile 6,6
arasinda degistigini ve artan pH’nin bu tiiriin kimyasal ve fiziksel parametrelerinde
diistislere neden oldugunu belirlemislerdir. V. vitis-idaea L. ¢esidinin in vitro ortamda en
uygun pH degerinin belirlenmesi tizerine yapilan bir calismada ise Koralle ¢esidi 5,5
pH’da, Red Pearl ¢esidi ise daha diisiik pH’larda (4,0) yiliksek siirgiin verim verdigi
belirlenmigdir (Ostrolucka vd., 2010). Elde edilen bu veriler en uygun pH degerinin
Vaccinium tiirleri arasinda farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir.

Vaccinium tiirlerinin siirgiin ¢ogaltimi {izerine yapilan arastirmalarda genellikle,
diisiik konsantrasyonda herhangi bir oksin ve daha yiiksek konsantrasyonda herhangi bir
sitokinin iceren WPM temel besi ortaminin kullanildigi goriilmektedir (Reed ve
Abdelnour-Esquivel, 1991; Debnath, 2005b; Gajdosova vd., 2007; Debnath, 2008b; Fira
vd., 2008). Yine de her iki sinif biiyiime diizenleyicilerinin de etkili olabilecegine dair
raporlar da literatiirde mevcuttur (Taiz ve Zeiger, 2002; Han vd., 2013; Meiners vd., 2007).
Burada sunulan ¢aligmada da siirgiin ¢ogaltimi i¢in sabit oksin varliginda (0,1 mg/L IBA)
en etkili sitokinin zeatindir. Bu biiylime diizenleyicisinin 2,0 mg/L konsantrasyonunun her
iki tiir i¢in de tiim parametreler acisindan ¢ok etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica zeatin
konsantrasyonu arttikca, kardeslenme sayis1 ve siirgiin boyu da 6nemli oranda artmistir. Bu
durum her iki tiir icin de gecerlidir. Ayrica, zeatin varliginda siirglinlerde kararma, nekroz,
ve canlilik kaybi gibi olumsuzluklarin goriilmemesi, bu bitkilerin mikrogogaltiminda
kullanilabilmesi agisindan olumlu bir gelismedir. Vaccinium tir veya gesitlerinin in
vitro’da cogaltim1 (mikrogogaltim) {iizerine literatiirde ¢ok fazla caligma yer almasina
karsin iilkemizde yetisen Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirleriyle tiretimi {izerine ¢ok fazla
veri yer almamaktadir. Burada bahsi gecen calismaya benzer bir arastirma V.
arctostaphylos tizerine gergeklestirilmis olup (Ciice vd., 2013), elde edilen veriler
istatistiksel anlamda tez kapsaminda c¢alisilan tlirlerden elde edilen verileri
desteklemektedir. Ayrica yine Tiirkiye florasinda mevcut V. myrtillus {izerine yapilan ilk

doku kiiltiirii ¢alismasi tez kapsaminda Ciice ve Sokmen (2015) tarafindan yapilmugtir.
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Ulkemiz florasmin dogal bitkisi olan bir diger tiiriin, V. uliginosum’un, doku kiiltiirleri ile
tiretimi iizerine sunulmus bir rapor heniiz literatiirde mevcut degildir.

Stirgiin gelistirmesi tizerine benzer bir ¢alismada V. corymbosum ve V. vitis-idaea’
nin mikrogogaltimi iizerine tasarlanmstir. 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L zeatin konsantrasyonlarini
iceren AN temel besi ortaminin bu iki Vaccinium tiiriiniin siirgin olusumu {izerine etkileri
aragtirtlmistir. S6z konusu bitkilerin tepe tomurcugu veya bir ya da iki yaprak taslagi
tasiyan yan tomurcuklari materyal olarak kullanilmis ve yukarida belirtilen zeatin
konsantrasyonlarinda siirgiin olusumu tesvik edilmistir. S6z konusu ¢alismada
kardeslenme  (siirgiin  ¢ogaltimi) sayilarindaki artisin = 2,0 mg/L  zeatin/IBA
konsantrasyonunda en yliksek oldugu sonucuna varilmistir. Calismada materyal olarak
Berkeley, Duke ve Bluecrop c¢esitleri kullanilmis ve en yliksek kardeslenme sayisinin
10,06 kat ile Duke gesidinde oldugu sonucu elde edilmistir (Ostrolucka vd., 2004). Bu
calismadan elde edilen veriler, burada tartisilan iki Vaccinium tiirindanelde edilen verilere
biiyiik 6l¢iide paralellik gostermektedir.

V. angustifolium’un ¢ farkli ¢esidinin (QB1, QB2 vePBI1) degerlendirildigi bir
arastirmada, her biri fakli konsantrasyonlarda (0,0, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L) besi ortamlarina
ilave edilen zeatin ve TDZ’ nin, kardeslenme sayisi, siirgiin boyu, yapraklanma sayilar1 ve
kallus olusumuna etkisi arastirilmistir. Ug V. angustifolium ¢esidinde de eksplant basina
yapraklanma sayis1 acisindan en yiiksek deger 0,5 mg/L zeatin konsantrasyonundan elde
edilmistir. Kardeslenme say1s1 agisindan ise en yiiksek deger 23 kat ile QBI c¢esidinde 1,0
mg/L zeatin’in bulundugu ortamdan elde edilmistir (Debnath, 2009a). Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglarla s6z konusu makale de sunulan veriler bakimindan bazi farkliliklar
goriilmiistiir. Ornegin en yiiksek kardeslenme sayis1 V. myrtillus igin 5,93 kat ile 0,2 mg/L
GA; desteklenmis 1,0/0,1 mg/L zeatin/IBA igeren ortamdan, V. uliginosum igin 3,73 kat ile
yine ayni ortamdan elde edilmistir. Yine farkliligi ortaya koyan bagka bir ¢aligmada V. vitis
idaea (Red Pearl) ¢esidi lizerine ayr1 ayr1 0,5, 0,75 ve 2,9 mg/L zeatin ile desteklenmis AN
temel besi ortami kullanilmis, siirglin ¢cogaltiminda 0,75 mg/L zeatin uygulamasinin daha
yiiksek degerler verdigi belirlenmistir (Ostrolucka vd., 2002). V. macrocarpon’un doku
kiiltiirleri  {izerine yapilan bagka bir c¢alismada 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L zeatin
konsantrasyonlarinin WPM, AN ve MS ortamlarinda kullanildigi, AN temel besi
ortamindaki 1,0 mg/L zeatin uygulamasinin siirglin ¢ogaltiminda siirgiin basina 2,7 siirgiin
sayisi ile en yiiksek degeri verdigi rapor edilmistir (Sedlak ve Paprstein, 2011). Rowland

ve arkadaglarinin (1992) V. corymbosum fizerine yaptiklar1 ¢alismada ise degisen zeatin
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ribozid veya zeatin konsantrasyonlarinin (2, 4 ve 6 mg/L) etkisini sabit 2iP konsantrasyonu
(3 mg/L) ile karsilastirmislar ve eksplant basina olusan siiriin sayisinin 4 mg/L zeatin
ribozid uygulamasiinda 2iP ugulamasindan 6 kat daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Farkli 2iP konsantrasyonlarmin da Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii
uygulamalarinda sik¢a kullanildig1 goriilmektedir (Billings vd., 1988; Callow vd., 1989;
Debnath ve Mcrae, 2001; Pereira, 2006; DiZhou vd., 2009; Litwinczuk, 2013). Bu tez
calismasinda da uygulanan 2iP konsantrasyonlari arasinda farkliliklar oldugu agikca
goriilmektedir. V. myrtillus’ta en yiiksek kardeslenme sayisi ve nod sayis1 degerleri daha
diisiik 2iP konsantrasyonlarindan elde edilirken, en yiiksek siirgiin boyu tiim denemelerde
kontrol grubundan da diisiik degerlerdedir. V. uliginosum fidelerinde de en yiiksek
kardeslenme sayis1 ve nod sayisi parametreleri yine diisiik konsantrasyonlardaki 2iP
uygulamalarindan, en yiiksek siirgiin boyu ise daha yiiksek 2iP uygulamalarindan elde
edilmistir. Uygulanan yiiksek veya diisiik 2iP konsantrasyonlarinin tiire veya tiir ¢esidine
gore farkliliklar gosterdigi, yiiksek 2iP uygulamalarinin canlilik yiizdelerinde diistislere
veya altkiiltiir sayisina bagli olarak siirgiin boyu ve yaprak sayisi parametrelerinde
diistislere neden oldugu da bildirilmektedir (Debnath ve Mcrae, 2001). Bu veri yiiriitiilen
calismadan elde edilen 2iP uygulamalarindaki verileri desteklemektedir.

DiZhou ve arkadaslart (2009) diisik 2iP konsantrasyonlarinin (2,75 mg/L) V.
uliginosum’un doku kiiltiirleri ile iiretimi tizerine etkili olacagi sonucuna varmislardir.
Yine bir diger arastirma da (Serres vd., 1994) V. vitis-idaea ¢esitleri iizerine
gerceklestirilmistir. Son anilan arastirma sonuglarina gore, diisiik 2iP konsantrasyonlarinin
(2,0 mg/L) bu tiiriin doku kiiltiirleri ile tiretiminde etkilidir. Bunun aksine Hosier ve
arkadaglar1 (1985), V. vitis-idaea L. var. minus’ da yiiksek 2iP konsantrasyonlariin (20,0
mg/L) bu tiiriin doku kiiltiirleriyle {iretiminde kullanilabilecegini 6nermislerdir. V. vitis-
idaea gesitleri tizerine yapilan bagka bir arastirmada farkli zeatin ve 2iP konsantrasyonlari
(0, 1, 2, 4, 8, 12 mg/L) modifiye edilmis MS besi ortaminda denemis ve 6zellikle Regal
¢esidinin siirgiin ¢ogaltiminda zeatinin 2iP’ye gore 2-3 kat daha etkili oldugu rapor
edilmistir (Debnath ve Mcrae, 2001). Literatiir verilerine bakildiginda Vaccinium tiirlerinin
doku kiiltiirii ¢aligmalarinda her ne kadar zeatinin 2iP’den daha etkili oldugu bilgisine
varilsa da tam tersi sonuglarin alindig1 ¢alismalar da mevcuttur (Shibli ve Smith, 1996).
Bahsi gecen arastirmada zeatin ve 2iP’nin farkli konsantrasyonlar1 (0, 2, 4, ve 6 mg/L)
Vaccinium pahalae i¢cin WPM temel besi ortaminda, V. myrtillus i¢in ise MS besi

ortaminda denenmis ve siirgiin ¢ogaltimi agisindan zeatinin 2iP’den daha etkili oldugu
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bulunmustur. Ancak doku Kkiiltlirlerinde istenmeyen bir durum olan hiperhidrisite
(camlagsma) olayinin zeatin uygulamalarindan elde edilen siirglinler de daha fazla
goriilmesi ve bu siirgiinlerin koklendirme ¢alismalarinda sorunlar olusturmasi nedeniyle bu
tiirlerin doku kiiltiirii ¢alismalarinda 2iP’nin daha uygun olacagini belirtilmistir (Shibli ve
Smith, 1996).

2iP konsantrasyonlarin diisiik konsantrasyonlardaki oksin ile desteklenerek
kullanilmas: gerektigine dair literatiir verilerine de rastlanmaktadir. Marcotrigiano ve
McGlew'in  (1991), V. macrocarpon ile yaptiklari bir ¢alismada farkli 2iP
konsantrasyonlarint 0,2 mg/L IBA ile desteklenmis AN ve MS besi ortamlarinda
denemisler ve basarili sonuglar elde etmislerdir. Ayrica yine yiiksek 2iP
konsantrasyonlarinin Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii ¢alismalarinda negatif etkiler
doguracagt (fitotoksik etki) ve bunun icin diisik oksin konsantrasyonlariyla
desteklenmesinin pozitif yonde etkiler doguracagi da rapor edilmistir (Scorza vd., 1984;
Eccher ve Noe, 1989; Serres vd., 1994). Literatiirde verilen tiim sonuglar, burada sunulan
2iP ile yapilan aragtirmanin sonuclar1 arasinda benzerlik ve farkliliklar1 ortaya
koymaktadir. TDZ uygulamalarinda ise sabit IBA (0,1 mgl/L) varliginda yapilan
calismalardan ise su sonuca varilabilir; bu biliylime diizenleyisinin Vaccinium tiirlerinde
stirglin ¢cogaltmasinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak, ¢alismada kullanilan
ilgili oranlara gore farkli konsantrasyonlarin siirgiin sayilari, siirgiin boyu ve nod sayilari
arasinda onemli fark vardir. Her iki bitki icin de kardeslenme ve nod sayisi agisindan
yiikksek TDZ konsantrasyonlarinin (2,0 mg/L) olumlu sonuclar vermekle beraber, siirgiin
boyu degeri biiyiime diizenleyicisi icermeyen kontrol grubundan bile diisiik degerdedir.
Stirglin boyu degerleri ile artan TDZ konsantrayonlar1 arasinda zit iligki s6z konusu olup,
her iki tiir icinde negatif yonde gii¢lii bir korelasyon oldugu belirlenmistir.

TDZ konsantrasyonlarinin etkisine dair bir bagka arastirma V. macrocarpon’nun
mikrogogaltimi {izerine yapilmistir (Marcotrigiano vd., 1996). Bu arastiricilar, 0,0, 0,02,
0,1, 0,2 ve 2,0 mg/L TDZ konsantrasyonlarin1 0,2 mg/LL. NAA ile desteklenmis veya
NAA’siz AN temel besi ortaminda denemis ve sonucgta NAA’siz 2,0 mg/L TDZ
konsantrasyonunun siirglin uzamasi agisindan verimli oldugu ve NAA’nin siirgiin
olusumunu tesvik etmedigi sonucuna varmiglardir. Buradaki bulgular burada sunulan tez’in
sonuglariyla kiyaslandiginda bazi farkliliklar géze garpmaktadir. Bu makalede artan TDZ
konsantrasyonlar1 siirglin boy uzamasini artirirken, burada sunulan tez calismasinda,

aksine, artan TDZ konsantrasyonlart her iki tiirde de siirgiin boy uzamasini olumsuz
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etkilemistir. Burada da farkli tiirlerle calisilmis olmasi, eksplantlarin alindigi tiirlerin
yasam kosullarinin ve 6rnekleme zamanlariin farkli olmasi sonuglarin fakli olmasinin
baslica sebebi olarak one siiriilebilir.

V. corymbosum ve V. vitis-idaea da stirgiin gelisimi igin WPM besi ortamina 0,2,
1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L TDZ veya 1,0, 2,0, 3,0 ve 4,0 mg/L zeatin ilave edilmis ve zeatinin
slirglin olugsmasin1 daha fazla tesvik ettigi, kallus olusturma sikligini ise azalttigi sonucuna
varilmistir (Meiners vd., 2007). Bu tez ¢alismasinda da benzer veriler bulunmaktadir. Yani,
TDZ uygulamalarinda siirglin olugsma siklig1 diisiik, gelisim zayif ve kallus olusturma
yiizdesi yiiksektir.

Biitiin bu veriler kardeslenme sayisi, siirgiin boyu ve nod sayilari agisindan zeatinin
2iP ve TDZ’den daha etkili oldugunu gostermektedir. Keza, Vaccinium tiirlerinin doku
kiiltiirli ile iiretimi ¢aligmalarinda kullanilan sitokininler arasinda zeatinin digerlerinden
daha etkili oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Eccher ve Noe, 1989;
Reed ve Abdelnour-Esquivel, 1991; Debnath ve Mcrae, 2001; Meiners, vd., 2007; Ciice
vd., 2013). Elde edilen bu veriler daha dnce literatiirde Vaccinium tiirleri {izerine yapilan
calismalardan elde edilen verilerle desteklenmektedir.

Sabit sitokinin degisken oksin varliginda elde edilen verilerden hareketle; her iki
tirde de diisiikk IBA konsantrasyonlarinin daha etkili oldugu sdylenebilir. Degisken IAA
uygulamalarinda, her iki tiir i¢in kardeslenme sayis1 diisiik IAA konsantrasyonunda (0,1
mg/L) etkili iken daha yiiksek IAA konsantrasyonunda (0,4 mg/L) yliksek siirgiin boyu ve
nod sayist degerleri elde edilmistir. Korelasyon analizleri artan IBA konsantrasyonlarinin
her iki tlriin de silirglin boyu uzunlugunu negatif yonde etkiledigi, artan IAA
konsantrasyonlarmin ise sadece V. myrtillus’un siirgiin boyunu O©nemli derecede
etkiledigini gostermektedir. Vaccinium tiirlerinin sabit sitokinin varliginda artan oksin
konsantrasyonlar1 iizerine literatiirde ¢ok fazla bilgi bulunmamakla birlikte Meiners
arkadaglar1 (2007) tarafindan V. vitis-idaea ve V. corymbosum gesitleri {izerine bazi
calismalar rapor edilmistir. Herhangi bir oksin ile kombine edilmemis zeatin/2iP, 1,0 mg/L
IAA ile kombine edilmis zeatin ve 0,5 ve 1,0 mg/L TAA ile desteklenmis 2iP
kombinasyonlarinin WPM ortaminda denendigi ¢alismalarinda en yiiksek siirgiin verim
yiizdesinin 1,0 mg/L TAA ile kombine edilmis zeatinli ortamin sagladig1 belirtilmektedir.
Tez kapsaminda uygulanan IBA konsantrasyonlar1 géz 6niine alindiginda IAA’nin yiiksek

konsantrasyonlarda daha yiiksek degerler vermesi beklenen bir durumdur.
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Siirgiin ¢ogaltimi1 ¢alismalarinda nod sayist parametresi de boy uzunlugu ve
kardeslenme sayis1 parametreleri kadar 6nemli bir yere sahiptir. Ciinkii elde edilen her bir
noddan yeni bir bitki eldesi bir sonraki altkiiltiir ¢alismasinda bitki sayisini 6nemli
derecede artiracaktir. GAz uygulamalariin Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirleri ile {iretim
calismalarinda degerlendirilen tiim parametrelerde olumlu yonde onemli artiglara neden
oldugu belirlendmistir. V. myrtillus i¢cin GAsz uygulamalarindan elde edilen veriler,
uygulanmayanlara gore kardeslenme sayisi, slirglin boyu ve nod sayilar1 agisindan sirasi ile
0,95 kat, % 13,07 ve % 33,71, V. uliginosum igin ise kardeslenme sayis1 agisindan 0,02 Kat,
stirglin boyu agisindan ise % 10,68 daha yiiksek degerler vermistir. GA3 uygulamalarindan
elde edilen bu sonuglara ragmen siirgiinlerin gévde caplarinin daha kiigiik ve ciliz olmast,
internod boylarinin daha uzun ve yaprak genisliklerinin daha dar oldugu goriilmiistiir.
Marcotrigiano ve McGlew'in (1991) V. macrocarpon iizerine yaptiklart 1,0 mg/L GAj
uygulamalarinin bu tiirlin slirglin ¢ogaltimin1 baskiladigt ve elde edilen siirgiinlerin
kalitesini diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Ancak bu durumun aksine Rubus chamaemorus’un
bioreaktder sistemlerinde iiretimi iizerine yapilan bir baska arastirmada 2,0 mg/L GAj3 ve
2,0 mg/L 6-benzylaminopurin (BAP) uygulamasmin siirgiin ¢ogaltiminda etkili oldugu
sonucuna varilmistir (Debnath, 2007c).

V. myrtillus ve V. uliginosum’dan elde edilen siirgiinlerin in vitro’ da koklendirme
calisma sonuglar1 degerlendirildi ve IBA’nin diger oksinlere gore daha kullanish oldugu
sonucuna vartlmistir. Oksin konsantrasyonu ne olursa olsun ortama, 1,0 mg/L aktif karbon
(AC) ilavesiyle kok olusturma yiizdesi, AC’siz ortamlara gore artis saglamistir. 8 hafta
sonunda elde edilen veriler koklenme parametreleri agisindan Kkarsilastirilmig ve bu
degerlerin her iki tiir i¢in farkliliklar gosterdigi gozlemlenmistir. En yliksek koklenme
yiizdeleri elde edilen 0,5/1,0 mg/L IBA/AC uygulamasinda, V. myrtillus’un V.
uliginosum’dan % 11,1 daha fazla kdklenme yiizdesi gosterdigi belirlenmistir. Vaccinium
corymbosum ¢esitlerinin koklendirilmesi {izerine yapilan bir arastirmada 0,8 mg/L IBA ile
desteklenmis WPM temel besi ortaminin ¢esitlerin koklendirme yiizdelerinde farkliliklar
olusturdugu rapor edilmistir (Sedlak ve Paprstein, 2009). Ayni aragtirmacilar kulanilan tiir
veya tiir c¢esidine bagli olarak koklenme yiizdelerinde farkliliklar olabilecegini
bildirmislerdir. Bahsi gecen aragtirmada en yiiksek koklenme % 70 ile Berkeley ¢esidinden
elde edilirken, Saprtan ¢esidinde bu oran % 9’da kalmistir (Sedlak ve Paprstein, 2009).
Elde edilen bu verilerin bizim calismamizdan elde ettigimiz verilerle Ortlistigli goze

carpmaktadir. Yine Vaccinium tiirleri disindaki tiirlerin koklendirme calismalarinda da
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denenen oksin gesitleri arasindan IBA’nin daha etkili oldugu bulunmustur (Vijaya Chitra
ve Padmaja, 2005). Arastirmacilar yaptiklari ¢alismada Morus indica L., ve Morus alba L.,
cesitleri lizerine IBA, IAA, NAA ve 2,4-D’nin 0,1 ve 1,0 mg/L konsantrasyonlarini
denemisler ve % 86 koklenme ylizdesi ile IBA’nin diisiik konsantrasyonlarinin daha etkili
oldugunu rapor etmislerdir. GajdoSova ve arkadaslarimin (2007) V. vitis-idaea L.,
Ostrolucka ve arkadaslarinin (2007) V. corymbosum’un kdklenmeleri iizerine 0,8 mg/L +
IBA 0,8 g/L AC kombinasyonlarini denedikleri g¢alismalarda bu tiirlerin koklenmeleri
tizerine % 80’lere varan basarili sonuglar elde etmislerdir. V. corymbosum gesitleri ile
yapilan bir bagka arastirmada IBA (0,8 mg/mL) ve AC’nin (4 g/L) birlikte koklenme
yiizdesini artirdigi, Bluecrop ¢esidinde kdklenme oraninin % 39,1, Goldtraube ¢esidin de
ise % 81,8 oldugu bildirilmistir (Ruzic vd., 2012).

V. corymbosum (Ozarkblue) ve V. vitis-idaea (Red Pearl) da IBA ve NAA farkli
konsantrasyon ve kombinasyonlarda (Red Pearl ¢esidi igin 0, 0,5, 1 ve 2 mg/L, Ozarkblue
¢esidi icin 0, 0,5, 1, 2, 3 ve 4 mg/L) mikrogeliklere uygulanmis ve NAA’nin kok
olusturmasinda uygun olmadigi, IBA’nin ise kdklendirme islemlerinde daha uygun oldugu
sonucuna varilmistir (Meiners vd., 2007). Arastirmacilar NAA uygulanan koklendirme
ortamlarindaki fidelerin daha fazla kallus olusturduklarin1 ve kdklenmelerin fidenin bazal
kismindan degil, ozellikle yapraklarin besi ortamina degen kisimlarindan ve kallus
kisimlarindan ¢iktigini bildirmislerdir. Tez kapsaminda elde edilen verilerde de NAA nin
ozellikle V. myrtillus’da benzer etkileri gosterdigi ve her iki tiirtin kdklendirme ¢aligmalari
icin uygun olmayacagi belirlenmistir. Ayni arasgtirmacilar yaptiklar1 denemelerinde
Ozarkblue ¢esidinde % 93’lere varan koklenme ylizdesi elde ederken, Red Pearl ¢esidinde
bu oran % 76’larda kalmistir. Koklendirme ¢alismalarinin ayni tiirlin ¢esitleri arasinda bile
farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan eksplatin dogal ortamda
yetisme sartlari, eksplantin alinma zamani ve eksplantin siirgiliniin hangi kisminda alindig:
ve ayrica siirgiinlerin kiiltir ortaminda kalma zamanlar1 gibi parametreler Vaccinium
tirlerinin in vitro’da koklenmeleri {izerinde etkili olabilir. Tez ¢alismasinda da en yiiksek
koklenme orami V. myrtillus’da % 30 verim ile 0,5 mg/L IBA + 1,0 g/L AC
uygulamasindan eldilmesi bu parametrelerin olusturdugu farkliligin sebebi olarak
gosterilebilir. Shibli ve Smith (1996) IBA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlarini V.
pahalae (Ohelo) ve V. myrtillus’un kdklenmeleri tizerine uygulamislar ancak herhangi bir
anlamli sonu¢ elde edememislerdir. Herhangi bir oksin’in kullanilmadigi durumda V.

myrtillus i¢in % 40 koklenme orani elde edilmesi bu tiiriin koklenme yiizdesinin diisiik
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oldugunun gostergesi olarak sunulmustur. In vitro koklenme c¢alismalarina benzer bir
calisma V. macrocarpon ile yapilmis, ayrt ayrt 1,0 mg/L IBA, TAA ve NAA ile
desteklenmis WPM temel besi ortami olarak kullanilmistir (Sedlak ve Paprstein, 2011).
NAA, % 100 koklenme orani ile bu tiir i¢in en uygun oksin olarak belirlenmistir. Tez
verileri literatiirden farkli koklenme sonucglari sunmus olup bunun temel sebebi
eksplantalarin alindig1 bitkilerin dogal yasamlarindaki farkliliklar, eksplant alim zamana,
tiir ve kiiltiir ortamindaki fidelerin fizyolojik farkliliklarla desteklenebilir. Daha diisiik
oksin konsantrasyonlarinin etkili sonuglar vermesi ve yine koklendirme calismalari i¢in
IBA’nin NAA’dan daha verimli olmasi literatiir verileriyle desteklenmektedir (Meiners
vd., 2007; Han vd., 2013). Bu makalelerde NAA’nin, koklendirilmeye ¢alisilan fidelerin
dip kisimlarinda kalluslar olusturdugu ve elde edilen koklenmelerin kalluslardan veya besi
ortamina temas eden yaprakeiklardan c¢iktigi bu sekilde olusan koklenmelerin de daha
sonra yapilacak olan aklimatizasyon islemleri i¢cin uygun olmayacag rapor edilmektedir.
En yiiksek koklenme yiizdesinin % 93,1 ile diisiik IBA (1,0 mg/L) konsantrasyonlarindaki
uygulamalarindan elde edilmesi, ayrica NAA denemelerinin uygun olmayan koklenme
sonuglar ve diisiik koklenme yiizdeleri vermesi (% 83,3) bu gerekgelere dayandirilabilir.
Siirgiin ortamlarindan elde edilen fidelerin fizyolojik durumlari, sasirtma igleminde
kullanilacak ortam kosullari, oksin ¢esidi ve konsantrasyonu fidelerin dis ortama alistirma
stirecinde basariy1 etkilemektedir. Kiiltiir ortamlarindan elde edilen Vaccinium tiirlerine ait
fidelerin ex vitro ortamlarda koklendirilmesi ve aklimatizasyonu iizerine literatiirde ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur (Rowland ve Ogden, 1992; Isutsa vd., 1994; Jaakola vd., 2001;
Debnath vd., 2012). Tiirler arasindaki fizyolojik farkliliklara bagl olarak ex vitro ortamda
koklendirmeye tabi tutulan fidelerin koklenme ylizdeleri arasinda farkliliklar olustugu
goriilmiistir. Bu c¢aligmada ise V. myrtillus’un tiim parametreler agisindan V.
uliginosum’dan daha yiiksek sonuglar verdigi belirlendi. Siirgiin ortamlarindan elde edilen
V. uliginosum fidelerinin yaprak boyutu ve siirgiin ¢ap1 gibi fizyolojik 6zelliklerinin daha
zay1f olmasi ex vitro ortamda koklenme yiizdelerini de diisiirmektedir. Benzer bir ¢alisma
Meiners ve arkadaslari tarafindan (2007) V. corymbosum ve V. vitis-idaea ¢esitleri iizerine
yapilmis, kiiltiir ortamlarindan elde edilen fidelerle dogal ortamlardan elde edilen
siirgtinlerin koklenme yiizdeleri karsilagtirilmistir. Kiiltiir ortamlarindan elde edilen
fidelerin dogal ortamlardan elde edilen siirgiinlerden Ozarkblue ¢esidi i¢in % 64,3, Red
Pearl ¢esidi i¢in ise % 68,3 daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Ex vitro ortamlardaki

koklenme oranlar1 c¢aligilan tiire gore de farkliliklar gostermektedir. Meiners ve
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arkadaglarinin ~ (2007) sonuglart ex vitro c¢alismalardan elde edilen verileri
desteklemektedir.

Vaccinium tiirlerinin ex vitro ortamlarda koklendirilmesine dair arastirmalarda
herhangi bir oksin uygulamasinin gerekli olmadigi belirtilse de (Gonzalez vd., 2000) diisiik
oksin 6n muamelesinin koklenme yiizdesini artirdigina dair aksi bir goriis de bildirilmistir
(Debnath, 2004). Literatiir incelendiginde Vaccinium tiirlerinin ex vitro ortamlarda
koklendirilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda IBA’nin kullanildigr goriilmektedir
(Debnath ve Mcrae, 2001; Debnath, 2003; Pereira, 2006; Nestby vd., 2011). Vaccinium
tiirleri ve farkl tiirler iizerine 6zellikle yumusak odun c¢eliklerinden alinan siirgiinlerin ex
vitro ortamda koklendirilmesi {izerine yapilan ¢alismalar da ise daha ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda IBA (1000-6000 mg/L) kullanilmaktadir (Ercigli vd., 2003; Majeed
vd., 2009). Bu tez ¢alismasindan elde edilen ve ex vitro koklendirme verileri de literatiir

bilgileri ile uyumludur.



5. SONUCLAR

1. Siirgiin olusturma c¢alismalar1 sirasinda kullanilan ii¢ farkli temel besi ortami
arasindan zeatin/IBA kombinasyonunu igeren WPM temel besi ortaminin her iki tiir i¢in en

yiiksek siirgiin olusturma oranlarini ve boy uzunluklarini verdigi belirlenmistir.

2. En uygun sterilizasyon siiresinin belirlenmesinde denenen sterilizasyon siireleri
arasindan V. myrtillus i¢in 20 dk uygulamasinin, V. uliginosum igin ise 15 dk

uygulamasinin en uygun yiizey sterilizasyon siireleri oldugu belirlenmistir.

3. En uygun sukroz miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda, her
iki tiir iginde % 2 (w/v) sukroz uygulamasmin tim parametreler agisindan en yiiksek

degerleri verdigi bulunmustur.

4. En uygun pH'mim belirlenmesinde karsilastirma yapilan degerler arasindan V.
myrtillus i¢in 4,5-5,0 pH araligmin, V. uliginosum igin ise 4,0-4,5 pH araliginin bu iki

tiirlin siirgiin ¢ogaltiminda en uygun pH araliklar1 oldugu belirlenmistir.

5. Siirglin gelistirme caligmalar1 sirasinda sabit oksin varliginda uygulanan zeatin
konsantrasyonlari arasindan 2,0 mg/L uygulamasinin her iki tiir i¢inde tiim parametrelerde
en yiksek sonuclari vermistir. Yine zeatin uygulamalarimin sabit oksin varliginda
uygulanan 2iP ve TDZ uygulamalarindan da tiim parametreler acisindan daha yiiksek

degerler verdigi sonucu elde edilmistir.

6. 2iP konsantrasyonlarinin sabit oksin varliginda uygulamalamalarindan ise daha
diisiik konsantrasyonlarin her iki tiir i¢in de daha yiiksek sonuglar verdigi belirlenmistir.
2iP uygulamalar1 zeatin uygulamalarindan elde edilen sonuglardan diisiikk degerler
vermistir. Bu yiizden bu BBD’nin Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii ¢aligmalarinda uygun

olmadigi1 sonucu elde edilmistir.

7. Sabit oksin varliginda uygulanan TDZ konsantrasyonlari arasinda V. myrtillus i¢in
diisiik TDZ konsantrasyonlarinin daha yiiksek degerler verdigi sonucu elde edilmistir. V.
myrtillus i¢in artan TDZ konsantrasyonlarinin tiim parametre degerlerinde diistislere neden
oldugu sonucu ortaya ¢ikmustir. V. uliginosum i¢in ise kardeslenme ve nod sayisi agisindan
daha yiiksek TDZ konsantrasyonlarin siirgiin boyu acisindan ise daha diisiik TDZ

konsantrasyonlarinin daha yiiksek degerler verdigi sonucu elde edilmistir. Yine her iki tiir
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icin TDZ uygulamalarindan elde edilen sonuglarin zeatin uygulamalarindan elde edilen
sonuglardan daha diisiik olmasi nedeni ile TDZ’nin Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirii

caligmalarinda uygun olmadig1 sonucuna varilmistir.

8. Sabit oksin varligin da degisken sitokinin denemelerinden elde edilen en yiiksek
kardeslenme sayisi, siirgiin boyu ve nod sayilar1 verileri analiz edildiginde énemli farklar
oldugu belirlenmistir. V. myrtillus i¢in zeatin/IBA uygulamasinin 2iP/IBA uygulamasindan
sirasi ile 2,92 kat, % 20,02 ve % 1,06, TDZ/IBA uygulamasindan ise sirasi ile 1,83 kat, %
20,65 ve % 14,95 daha yiiksek sonuglar verdigi goriilmektedir. Ayn1 degerler V.
uliginosum i¢in hesaplandiginda zeatin/IBA uygulamasinin 2iP/IBA uygulamasindan sirasi
ile 0,85 kat, % 9,26 ve % 9,61, TDZ/IBA uygulamasindan sirasi ile 0,70 kat, % 19,36 ve %

13,88 daha verimli oldugu belirlenmistir.

9. Siirglin gelistirme ¢alismalar1 i¢in sabit zeatin degisken IBA konsantrasyonlari
uygulamalart sonucunda 1,0/0,2 mg/L zeatin/IBA uygulamasinin her iki tiiriin siirgiin

gelismesinde daha etkili oldugu sonucuna varilmaistir.

10. Sabit zeatin degisken IAA konsantrasyonlar1 uygulamalar1 sonucunda ise her iki
tir i¢in kardeslenme sayist acisindan 1,0/0,1 mg/L zeatin/IAA uygulamasmin diger
parametreler agisindan ise 1,0/0,4 mg/L zeatin/IAA uygulamasiin en yiiksek sonuglari
verdigi belirlenmistir. Tim bu sonuglar Vaccinium tiirlerinin siirgiin gelistirme ¢aligmalari

icin IBA’nin IAA’dan daha etkili oldugunu gostermistir.

11. Siirgiin gelismesini hizlandirmak i¢in sabit zeatin/IBA kombinasyouna uygulanan
degisken GAjz; konsantrasyonlar1 arasindan 0,2 mg/L. GA3’lin her iki tiir i¢inde en uygun
konsantrasyon oldugu belirlenmis ve GA; uygulanmayan zeatin/IBA kombinasyonlarina
oranla tim parametrelerde artisa neden oldugu belirlenmistir. Ancak GAsz uygulanan
ortamlardan elde edilen siirgiinlerin, uygulanmayan ortamlardan elde edilenlere gore daha
zay1f ve sagliksiz olmast GA3 uygulamalarinin Vaccinium tiirlerinin doku kiiltiirleri igin

uygun olmadig1 sonucuna varilmigtir.

12. In vitro ortamda koklendirme c¢alismalar1 sirasinda uygulanan IBA
konsantrasyonlari arasindan 0,5 mg/L konsantrasyonunun V. myrtillus igin en ideal oldugu
belirlenirken, V. uliginosum igin ise 2,0 mg/L IBA uygulamasinin daha uygun oldugu

sonucuna varilmistir.
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13. Koklenme oranlarin1 ve degerlerini artirmak ic¢in uygulanan IBA/AC
denemelerinde ise her iki tiir i¢cinde 0,5/1,0 mg/L IBA/AC uygulamasmin daha etkili

oldugu sonucu elde edilmistir.

14. Yine koklenme denemelerinde uygulanan IAA konsantrasyonlar1 arasindan en
etkili sonuglar her iki tiir iginde diisiik IAA konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Ancak
elde edilen degerlerin IBA uygulamalarindan elde edilen degerlerden diisiik olmasi nedeni
ile TAA’nin Vaccinium tiirlerinin koklendirme c¢alismalari i¢in uygun olmadigi tespit

edilmistir.

15. TAA/AC uygulamalarinda ise V. myrtillus i¢in 1,0/1,0 mg/L IAA/AC
uygulamasinin koklenmede daha etkili oldugu sonucu elde edildi. V. uliginosum igin ise
0,25/1,0 mg/L TAA/AC uygulamasinin daha etkili oldugu belirlendi. AC uygulanan IAA
ortamlarin uygulanmayan ortamlardan daha yiiksek degerler verdigi sonucu elde edilse de
bu degerlerin IBA/AC uygulamalarindan elde edilen degerlerden daha disik oldugu

sonucu ortaya ¢ikmistir.

16. In vitro ortamda uygulanan koklendirme c¢alismalarinda uygulanan NAA

konsantrasyonlarinin her iki tiir icinde uygun olamadigi sonucuna varilmistir.

17. NAA/AC uygulamalarinda ise yalnizca V. myrtillus i¢in 0,5/1,0 mg/L NAA/AC
kombinasyonu anlamli bir sonu¢ verirken, elde edilen bu degerlerinde IBA
uygulamalarindan elde edilen degerlerden cok diisiik olmasi nedeni ile NAA/AC
uygulamalarinin da bu tiirlerinin koklendirilmesinde uygun olmadigi sonucu elde

edilmistir.

18. Ex vitro koklendirme galigmalari sonucunda ise yiiksek IBA konsantrasyonlarinin
(2000 mg/L) her iki tiir i¢cinde tiim parametreler agisindan daha yiiksek degerler verdigi

belirlenmistir.



6. ONERILER

Ulkemizde dogal olarak yetisen ve ekonomik deger tasiyan Vaccinium tiirlerinin
tiretimleri konusunda heniiz tam olarak istenilen seviyeye gelinememistir. Ticari amagh
kurulan Vaccinium bahgelerinde kullanilan tiirlerin yurt dis1 kaynakli olmasi bunun en
bliyiik gostergesidir.

Yapilan c¢alismadan elde edilen veriler bundan sonra iilkemizde dogal olarak
yetisen Vaccinium tiirleri i¢in yapilacak ¢alismalar i¢in temel olusturacaktir. Bu tiirlerin
doku kiiltiirlerinde iiretim potansiyellerinin ortaya konulmasinin ardindan gelecekte
yapilacak c¢aligmalar ile daha {stiin hatlarin olusturulmasi saglanabilir. Yine bu tiirler
lizerine gelecekte yapilacak olan doku kiiltiirleri ¢aligmalarinda ayni biiyiime
diizenleyicilerinin  farklt konsantrasyon ve kombinasyonlar1 ve diger biiyiime
diizenleyicilerinin etkileri de arastirilabilir. Doku kiiltiirleriyle elde edilen fidelerin dogal
ortamlarda yetisen fidelerle meyve ve yaprak igeriklerinin biyolojik aktif bilesenler
acisindan karsilastirmali analizleri c¢ikarilabilir ve igeriklerindeki etken maddelerin
artinmina yonelik c¢alismalar (stres uygulamalar1) yapilabilir. Yurt disindan ¢ok yiiksek
fiyatlarla gelen Vaccinium fidanlart yerine, yorede dogal olarak yetisen Vaccinium
fidanlar iiretilerek ¢iftgiye sunulabilir, boylelikle ticari amagli tiretim bahgeleri ¢gok daha

hizl1 ve ucuza kurulabilir.
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OZGECMIS

1985 yilinda Giresun’un Sebinkarahisar ilgesine bagli Toplukonak Koyii’nde
dogdu. Ilkokul iigiincii smifa kadar Toplukonak K&yii Yeteroglu ilkdgretim okulunda
okudu. Ilkokul 4. ve 5. smifi Sebinkarahisar Yavuz Selim Iilkdgretim Okulu’nda
tamamladi. Orta ve lise 6grenimini OHHT Anadolu Lisesi’nde tamaladiktan sonra 2004
yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nii kazand:
ve 2009 yilinda bu bdliimden mezun oldu. Aym yil Karadeniz Teknik Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans egitimine basladi ve 2012
yilinda bu bélimden mezun oldu. Yine ayni yil doktora egitimine basladi ve doktora
ogrenimini de 2016 tamamladi. T.C. Sanayi Bakanlig1 Teknogirisim Sermayesi Destegi ile
2009 yilinda baglayan ve 2010 yilinda sona eren ve ve daha sonra KOSGEB destekli
yuriitiillen “Tirkiye florasinda dogal olarak yetisen ii¢ salep bitkisi (Orchis sancta,
Serapias vomeracea ve Dactylorhizza osmanica) tiiriinden hiicre Kkiltiirleriyle ve
mikrogogaltim yoluyla salep tliretimi” adl1 projede yardimci arastirmaci olarak gorev yapti.
Ayrica 2011 yilinda Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig: tarafindan desteklenen “Tiirkiye
florasinda yabani olarak yetisen dort farklt mavi yemis (likaba, ligarba) tiirliniin hiicre
kiiltiirti ve mikrogogaltim yoluyla ekonomiye kazandirilmasi” adli projede yiirtitiicii, 2009
yilinda KTU-BAP birimi tarafindan desteklenen “Dogu Karadeniz Bolgesinde Dogal
Olarak Yetigen Iki Farkli Vaccinium L. (Yaban Mersini, Ligarba) Tiiriiniin Mikrogogaltim1
ve Sentetik Tohum Uretimi” adli projede yardimci arastirmaci olarak gérev yapti. 2015
yilinda TUBITAK tarafindan desteklenen “Ekin Bambul Bécegi, Ansoplia spp.
(Coleoptera: Scarabaeidae)’den Diinyada Ilk Kez Tespit Edilen Bir Neogregarin
Patojeninin Ileri Karakterizasyonu ve Bocegin Popiilasyonlarindaki Dagilim1” adli projede
bursiyer olarak calisti.

Uluslararas1 bilimsel dergilerde 5 adet yaymlanmis makalesi bulunmaktadir.

Ingilizce bilmektedir ve bekardir.
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