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OZET

BAZI VACCINIUM TURLERININ DOKU KULTURU ILE COGALTILMASI
UZERINE ARASTIRMALAR
YILDIZ, Hasibe
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Genetik Miihendisligi
Danisman: Prof. Dr.Sedat SERCE

Mart 2016, 82 sayfa

Diinya maviyemis yetistiriciligi son 20 yilda hizla artmaktadir. Kiiltiir ¢esitleri
Vaccinium corymbosum L. (Yiiksek boylu maviyemis), V. ashei Reade (Tavsangozii
maviyemis); V. angustifolium Ait. (Algak boylu maviyemis) tiirlerinden 1slah edilmistir.
Onemli bir yetistiricilik potansiyeline sahip olan Ulkemizde maviyemis yetistiriciligi
heniiz 6nemli diieye ulasmamistir. Bununla birlikte, 6zellikle Karadeniz Bolgesinde V.
arctostaplylos L., V. myrtillus L. ve V. uliginosum L. tiirleri bulunmaktadir. Bu ¢alismada
Ulkemiz florasinda bulunan Vaccinium tiirlerinin ve yedi adet maviyemis ¢esidinin doku
kiiltiirii ile ¢ogaltilma olanaklart aragtinllmigtir. Mikrogogaltim ortami olarak odunsu
bitki ortam1 (Woody Plant medium (WPM)) ve Benziladenin (BA), Zeatin ve 6-y-
y(Dimethylallylamino)-purine (2-IP) hormon uygulamalar1 kullanilirken; kéklendirme
ortami olarak WPM ve Naftalen asetik asit (NAA) ve Indolbiitirik asit (IBA)
kullanilmistir. Calisma sonucunda tiim yabani 6rnek ve cesitler doku kiiltiirii ile basaril
bir sekilde ¢ogaltilmistir. En basarili mikrogogaltim ve koklendirme ortami kullanilan
ornege gore degisiklik gdstermistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar, Ulkemiz
florasinda ki Vaccinium tiirlerinin yetistiricilik ve yeni gesit gelistirme kullanimlarina

katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Maviyemis, doku kiiltiirii, mikrogogaltma, gesit
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SUMMARY

INVESTIGATION OF TISSUE CULTURE PROPAGATION TECHNIQUES OF
SOME VACCINIUM SPECIES
YILDIZ, Hasibe
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Sedat SERCE
March 2016, 82 pages

The World blueberry production has been increased for last 20 years. The
blueberry cultivars were derived from Vaccinium corymbosum L. (highbush blueberry),
V. ashei Reade (rabbiteye blueberry); V. angustifolium Ait. (lowbush blueberry). In this
study, the possibility of the tissue culturing of Vaccinium species found in Turkish flora
as well as seven blueberry cultivars were investigated. For the micro propagation Woody
plant medium (WPM) and one of the hormones of benzyladenine (BA), Zeatin ve 6-y-
y(Dimethylallylamino)-purine (2-IP), were used while WPM and Naphthalene acetic acid
(NAA) and Indole Butyric Acid (IBA) treatments were used as rooting media. All wild
samples and cultivars were successfully propagated at the end of study. The most
successful culturing and rooting media types varied for different samples used. The
results obtained will help utilize the Vaccinium species present in Turkish media as crop

and genetic resources.

Keywords: Bluberry, tissue culture, micropropagation, variety
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BOLUM I

GIRIS

Kiiltiirii yapilan ii¢ maviyemis tiirii vardir: Vaccinium corymbosum L. (Yiiksek boylu
maviyemis), Vaccinium ashei Reade (Tavsang6zii maviyemis); Vaccinium angustifolium
Ait. (Algak boylu maviyemis) (Ratemeles ve Hancock, 2011). Her {i¢ tiirlin de anavatan
Amerika kitasidir. Maviyemis 1liman iklim kusagina adapte olmus bir meyve tiirii olup,
botanik olarak gercek liziimler grubunda yer almaktadir. Kiiltlire alinip tarimi yapilmakta
olan maviyemisler temel olarak asit ve organik maddece zengin topraklarda daha iyi
yetismektedir. Maviyemis bitkisi ¢ali formunda ve ¢ok yillik olup kisin yapragini doker.
Ekonomik omrii 35-40 y1l arasinda degismektedir. Meyveleri iiziimsii meyve olup ¢ok
farklr sekillerde degerlendirilebilmektedir. Gida, kozmetik ve ila¢ sanayinde kulanim
alanina sahiptir. Maviyemis ¢ekirdeklerinin kii¢iik olmasi, uzun 6miirlii bir bitki olmast,
dikim ve bakiminin kolay olmasi maviyemis meyveleri ve bitkisini piyasa da aranir hale

getirmektedir.

1906 yilinda Amerika’da baslayan maviyemis yetistiriciligi giiniimiizde bir¢cok ¢esitle
stirdiiriilmektedir. Vaccinium cinsi igine giren birgok tiir Karadeniz Bolgesi basta olmak
iizere Marmara ve Dogu Anadolu Bolgesinin bazi yerlerinde dogal olarak yayilim
gostermektedir. Yerel halk tarafindan toplanip tiiketilen ve ¢ok farkli isimlerle taninan

yabani Vaccinium tiirlerinin kiiltiire alinmis gesitleri yoktur (Celik, 2012).

1.1 Maviyemisin Sistematikte Yeri ve Tarihcesi

1.1.1 Sistematikteki yeri

Vaccinium tiirlerinin istematikteki yerleri asagidaki gibir.
Alem: Bitkiler alemi

Boliim: Magnoliophyta

Takim: Ericales

Familya: Ericaceae

Alt Familya: Vacciniaceae

Cins: Vaccinium



Alt cins: Cyanococcus (Maviyemisler)
Vaccinium corymbosum L. (Yiiksek boylu maviyemis)
Vaccinium ashei Reade (Tavsang6zii maviyemis)

Vaccinium angustifolium Ait. (Algak boylu maviyemis)

1.1.2 Tarihgesi

Yiiksek boylu maviyemisler bu tiirler arasindan diinyada ekonomik olarak kiltiirii ve
ticareti yapilan tiir olarak bilinmektedir. Yiiksek boylu maviyemisler ¢ali formlu olup,
bu maviyemis tiiriine ait ¢esitler 1906 yilindan itibaren Amerika Birlesik Devletleri’'nde
(ABD) baglatilan seleksiyon ve melezleme caligmalarinin sonucu ortaya g¢ikmistir

(Gough, 1994 ve 1996; Strick vd., 1993; NeSimith, 1999).

Maviyemisler saglik agisindan ¢ok dnemli olup, birim alandan ekonomik getirisi oldukca
yiiksek meyvelerdir. Maviyemis antioksidan icerigi en yiiksek kiiltiir meyvelerinden
biridir. Gece korliigii, gozlerde kamasma ve diger tiim gérme bozukluklarina kars1 etkili
olup, kan sekeri ve kolesteroli diisiirme 6zelligine sahiptir. Yaprak ve meyve ¢aylari
idrar yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik 6zellik gosterir. Maviyemigler damar sertligini
azaltarak damar tikamiklhigin1 Onleyebilmekte ve kalp krizi riskini en aza
indirebilmektedir. = Maviyemislerin kalori miktar1 azdir. Maviyemisler sodyum
icermezken A vitamini, C vitamini, potasyum, kalsiyum ve fosfor bakimindan zengindir.
Yaslanmay1 yavaslatan maviyemigler yaslilik ile ortaya ¢ikan gegici hafiza kayiplarmin

da oniine gecebilmektedir (Dressler, 2006).

Vaccinium cinsine ait ¢ok sayida meyve tiirii bulunmakla beraber bunlardan yetistiriciligi
en yaygin yapilan tlirler maviyemis ve turna yemisidir (Hancock vd., 2008; Trehane,
2004). Amerika orijjinli olan kiiltir maviyemis tiirleri asidik topraklarda
yetistirilmektedir (Hanson vd., 2002). Yetistiricilik genelde yiikseltilmis seddeler
tizerinde damla sulama yontemi kullanilarak yapilmakta; erkenci yetistirildigin ya da
yiksek meyve kalitesinin amaclandig1 yetistiricilik sekillerinde plastik ortii de
kullanilmaktadir (Hancok ve Draper, 1989; Strick, 2005). Diger bir ¢ok meyve tiiriinde
oldugu gibi verim ve kalite Ozellikleri yetistiricilik yapilan ¢evreden onemli diizeyde
etkilenmektedir (Finn vd., 2003). Muhafaza ve raf émrii her ne kadar ¢esit, olgunluk,

muhafaza kosullar1 gibi faktorliilerden etkilense de (Hancock vd., 2008), liziimsii meyve



tirleri arasinda en uzun siire muhafaza edilebilen tiir olmasi, diinyadaki maviyemis

patlamasinin 6nemli sebeplerinden biridir.

Yiiksek boylu maviyemislerin vayilim tarihi:

» Kuzey Amerika’da yetistiriciliginin baglamas1 (1908-1920),

» Kuzey Amerika’da yayginlagmasi ve Diinya’ya ilk dagilimi (1920-1985),
Hollanda, Almanya, Polonya, Yeni Zelenda, Avusturalya,
» Diinya da yetistiriciligin yayilmas1 (1985 ve sonrasi)

1985°den sonra Florida Maviyemis Islah Programinin basarili calismalar ile diisiik
soguklama ihtiyacina sahip cesitler 1slah edilmis ve yeni yetistirme teknikleri
gelistirilmistir. Bu gelismelerle birlikte Sili, Arjantin, Ispanya, Giiney Afrika, Cin gibi
bir¢ok iilkede maviyemis yetistiriciligi yayginlasmaya baslamistir. Maviyemisin saglik
acisindan Onemi, soguklama ihtiyaci daha diisiik ¢esitlerin 1slah1 ve yeni yetistirme

tekniklerinin gelistirilmesi diinyada maviyemis talebini ve liretimini arttirmaktadir.

1.2 Maviyemisin Diinya ve Tiirkiye’ deki Uretimi

1.2.1 Maviyemisin Diinya’ daki iiretimi

Maviyemisin diinya tretimi 420,379.00 ton’dur. Bu iiretimde %385,7’liik (306,078.00
ton) iiretim ile Amerika ilk sirada yer almaktadir. Avrupa %13,4’ lik (56,411.00 ton)
tiretim ile ikinci sirada yer alirken bunlart sirasiyla %0,6° lik (2,718.00 ton) ile
Okyanusya, %0.3’lik (1,100.00 ton) iiretim ile Asya ve 72.00 ton’ luk (%0) liretim ile
Afrika izlemektedir (FAO, 2014).



Cizelge 1.1. Diinya’da toplam maviyemis tiretim alani (ha).

Ureticiler 2005 2010 2012

ABD 21,000 27,844 31,080
Sili 4,400 12,000 14,800
Kanada 5,200 8,400 10,200
Digerleri 9,216 22,378 29,788
Toplam 39,816 70,622 85,868

Diinya da maviyemis tiretiminde dnde gelen 5 iilke ve iiretim miktarlar sirasiyla ABD
239,071.00 ton, Kanada 109,007.00 ton, Polonya 12,731.00 ton, Almanya 10,160.00 ton
ve Meksika 10,160.00 tondur (FAO, 2014).
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Sekil 1.1. Diinya maviyemis iiretiminde ilk beste yer alan iilkeler (FAO, 2014).

Maviyemis ticaretinin diinya da giderek O6nemi artmaktadir (Sekil 2 ve 3). ABD
maviyemis yetistiriciliginde ilk sirayr almasina ragmen dis satimda {igiincii sirada yer

almaktadir. Dis satimda ilk sirada Kanada gelmektedir. Maviyemis ihracatinda ikinci



sirada yer alan Sili’nin ihracati ise daha ¢ok Avrupa ve uzak dogu iilkeleridir. ABD ig¢

tikketimi ¢cok fazladir (Retamales ve Hancock, 2011).
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Sekil 1.2 ABD’de yetistiriciligin baglamasi ve Diinya’ya yayilimi1 1920-1985.
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Sekil 1.3 Diinya’da yetistiriciligin yayilmasi (1985 ve sonrasi).
1.2.2 Maviyemisin Tiirkiye’ deki tiretimi

Ulkemize 2000°1i y1llarda giren mavi altin olarak adlandirilan maviyemisin en iyi yetistigi

bolge Karadeniz bolgesidir. Bunun temel nedeni ise toprak pH simin 4,5 civarinda

olmasidir. Kiikiirt ve gesitli asit diizenleyiciler ile pH yetistiricilik esnasinda kontrol

altinda tutulabilir. Bu da diinya ya paralel olarak {ilkemizde de maviyemis yetistiriciligini

arttirarak tilke ekonomisine dnemli katki saglar.



Ulkemizde maviyemis iiretim alan1 ve {iretim miktarina ait bilgiler sadece 2013 ve 2014
yillarna aittir. 2013 yilinda 485 dekar (da) maviyemis iiretim alaninda, 170 ton
maviyemis iiretilmistir. 2014 yilinda ise, 525 dekar (da) maviyemis liretim alaninda, 180

ton maviyemis iiretilmistir (TUIK, 2014).

1.3 Maviyemisin Cogaltilmasi

Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesindeki ormanlik ve yayla alanlarinda 4 farkli Vaccinium tiiri
dogal olarak yayilim gostermekte olup ilgili tiirlere ait fotograflar Sekil 1.4’te
sunulmustur. Ulkemizde en yaygin olarak bulunan Vaccinium myrtillus L. olup yaygin

199 ¢

olarak ¢oban {iziimii adiyla taninmasina ragmen yerel olarak “cali ¢ilegi”, “gara girlik”,

199 ¢e 9 ¢

“kus tiziml”, “hencoyik”, “lifora”, yabanmersini”, “yayla liforu”, “yayla likap aras1”,
“yer likapas1”, “yer ligarbas1” veya “yer liforu” adlariyla da taninmaktadir. Bu tiir Artvin,
Trabzon, Rize, Ordu, Kastamonu-Ilgaz Dagi, Bursa Uludag, Erzurum-Senkaya ve

Balikesir’in yayla alanlarinda dogal olarak yetigsmektedir.

Ikinci olarak en ¢ok yayilim gdsteren tiir Vaccinium arctostaphyios L. olup genelde cay
liziimii olarak taninmasina ragmen “Anadolu otu”, “avec1 lizimii”, “mehobal1”, “libade”,

2 (13 2 (13

“lifar”, “lifor”, “ligarba”, “ligaba”, “likapa”, “dal likapas1”, “orman lif om”, “orman
likapas1”, “orman ligarbas1”, “peygamber {iziimii”, “Trabzon ¢ay1” veya “ayr lizimii”
olarak da adlandirilmaktadir. Bu tiir Artvin, Rize, Trabzon, Ordu, Giresun, Kastamonu,
Samsun, Sinop, Zonguldak, Istanbul, Bursa, Balikesir, Kirklareli ve Canakkale’de

yayilim gostermektedir.

Vaccinium uliginosum L. Rize, Trabzon, Giresun-Karagol, Giimiishane ve Bursa
Uludag’da yayilim gosterirken diger tiir olan Vaccinium vitis-idaea L. Rize Kagkar
daglarinda bulunmaktadir. Kiiltiirii yapilan maviyemisler ise 2000°1i yillarda Tiirkiye’ye

introdiiksiyonla getirilmistir.



(A) Vaccinium vitis idea L. Cicek, Meyve ve Yaprak

(B) Vaccinium myrtillus L. Cicek, Meyve ve Yaprak
(C) Vaccinium uliginosum L. Cicek, Meyve ve Yaprak
(D) Vaccinium arctostaplylos L. Cicek, Meyve ve Yaprak

Sekil 1.4 Ulkemizde bulunan yabani Vaccinium tiirleri (Anonim, 2015).

Maviyemisin ¢ogaltilmas1 diger meyve tiirlerine gore daha zordur. Maviyemiste en
uygun ¢ogaltma yontemi tiir ve ¢esitlere gére degismekle birlikte doku kiiltiiriidiir. Doku
kiltirii ile cogaltmada da fakli teknikler denenmelidir. Maviyemisin tohumla
cogaltilmasi zordur ¢linkii generatif a¢ilim gostermektedir. Bu da tohumla ¢ogaltimi
kisitlamaktadir. Tohumla ¢ogaltma sadece 1slah ¢alismalarinda, yeni ¢esit gelistirmede

kullanilmaktadir.



Celikle ¢ogaltma maviyemiste yaygin olarak kullanilmasina ragmen ¢ok zor ve riskli bir
yontemdir. Maviyemisin Nekrotik Noktali Halka Viriisii ve Kirmizi Noktali Halka

Viriisiine hassas olmasi ¢elikle cogaltimi sinirlamaktadir.

Ast ile ¢ogaltmada karsilagilan sorun ise Vaccinium tiirleri 6zellikle maviyemis cali
formunda bir bitki olup celik ile cogalmaktadir. Asi ile cogaltma yapildiginda yeni

stirglinler ana bitkiyle aynidir bu da zor ve avantaji olmayan bir yontemdir.

1.4.1 Doku kiiltiirleriyle cogaltma

Mikro ¢ogaltma, in vitro g¢ogaltma ve doku kiiltiirii ile ¢ogaltma aymi isi ifade
etmektedirler. Son yillarda ticari yetistiricikte Oteki birgok bagka tlirde oldugu gibi
maviyemiste de yaygin oalrak kullanilmaktadir. Doku kiiltiirii ile ¢ogaltilan bu ¢esidin
yapraklar1 da ¢elikle cogaltilarak elde edilenlere gore ti¢ kat daha hizli biiyiime gosterdigi

belirlenmistir. Doku kiiltiirii ticari olarak maviyemis ¢ogaltmanin en uygun yoludur.

1.4.2 Doku kiiltiirii ile cogaltmanin 6nemi

Maviyemisin diinyadaki artan yetistiricilik alanlarinin ihtiyacini karsilayabilmek i¢in ¢ok
hizl1 ve klonal bir ¢ogaltma gerekmektedir. Bu ¢ogaltmanin yaninda viriis hastaliklarina
hassas olan maviyemisin viriisten ari olarak iiretilmesi gerekmektedir. Bize bu iiretimi

saglayan ¢ogaltma yontemi ise doku kiiltiiriidiir.

Doku kiltiirii ile ¢ogaltimin kullanim alanlar1 olarak bitkilerin klonal olarak hizli
cogaltilmasi; geleneksel yontemlerle kolay cogaltilmayan bitkilerin ¢ogaltilmasi,
patojenlerden ari bitki elde edilmesi, 1slah amacli ¢caligsmalar, somaklonal varyasyonlarin
olusturulmasi; haploid bitkilerin elde edilmesi, bitki gen kaynaklarinin muhafazasi,

biyokimyasal {iriinlerin elde edilmesi siralanabilir (Smith, 2012).
1.4.3 Maviyemiste doku kiiltiirii uygulamanin avantajlari:
Ulkemizde, yeni yetistirme tekniklerinin bulunmast ile birlikte maviyemis iiretimi sadece

Karadeniz bolgesinde siirli kalmayacaktir. Yeni tekniklerle Akdeniz, Ege gibi diger

bolgelerde de maviyemis iiretimi yapilabilecektir. Maviyemisin diger meyve tiirlerinde



oldugu gibi tohum, asi1, ¢elik vb. yontemlerle ¢ogaltilmasi ¢ok zor neredeyse imkansiz

olmasidir.

Celikle cogaltma maviyemiste ¢ok zor ve riskli bir yontemdir. Vaccinium tiirleri 6zellikle
maviyemis ¢ali formunda bir bitki olup dip siirgiinleri ile cogalmaktadir. Bu nedenle as1

ile cogaltma da sorun ¢ikmakta ve basarisiz olmaktadir.
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GENEL BILGILER

Lyrene (1978) kallus kiiltiiri Murashige-Skoog’un (MS) 2,4-D (2,4-dichlorop
henoxyacetic acid) asetik asitli ortaminda ki tavsang6zii maviyemis ve yiiksekboylu
maviyemis govde kisimlart ve anterlerinden kurulmustur. 0.25-0.50 mg/L 2,4-D
konsantrasyonlarinda test edilen bir¢cok klon i¢in bol kallus biiytimesi olusmus, fakat daha
yiikksek konsantrasyonlarda ise zayif kallus biiylimesi olusmaktadir.  Tetraploid
yiiksekboylu klonlarinda tavsangdzii klonlarina gore daha fazla kallus olugsmus, fakat her
bir grupta klonlar arasinda varyasyonlar oldugu goriilmiistiir. Kalluslar alt
kiiltiirlendiginde daha iyi gelisme gostermis, ama farklillagsmasini saglayan deneme
basarisizlikla sonuclanmistir. Tavsangdzii maviyemis fidelerinden degistirilen siirgiin
ucu kiiltiir yontemiyle MS ortami ile 2-IP ve IAA igerisinde 1 ay da her eksplant bagina
40 a kadar ikincil stirgilinler tiretilmektedir. Cogalmig/biiylimiis siirgiinler serada sisleme

altinda torf-perlit ortaminda koklendirilebilmistir.

Frett ve Smagula (1983) algak boylu maviyemisin daha 6nce doku kiiltlirlinde
gelistirilmis silirgiinlerinden mekeze en uzak tomurcuklar1 0 ile 7.5,15,22.5 veya 30 mg/LL
2-1P (2, 6 (1,1-dimetilalil-aminopurin) ve 0,2, 4,6 veya 8 mg/L indolasetik asit (IAA)
iceren ortama transfer edilmistir. Baslangi¢c tomurcuk eksplant pozisyonu kiiciik siirgiin
sayisini ¢ok az etkilemis ve elde edilen siirgilinlerin toplam uzunluguna etkisi olmamustir.
Artan 2-IP konsantrasyonlari ile tiip basina siirgiin sayis1 ve toplam siirgiin uzunlugunu
artirmistir.  Artan IAA konsantrasyonlarinda siirgiin sayilar1 diigmiis, ama siirgiinlerin
toplam uzunluguna etkisi olmamistir. Siirgiinler 8 haftanin ardindan kiiltiirden ¢ikartilmis
ve torf, perlit, ve vermikiilit iceren ortamda kdklendirilmistir. Cogaltma ortaminda 2-

IP’nin azalan ve artan, [AA’nin artan konsantrasyonlarinda kdklenme yiizdesi artmustir.

Eccher ve Noe (1989) birkac yiiksekboylu maviyemis ¢esidinin mikrogogaltimi ile ilgili
arastirmalar raporlanmistir. Bitkilerin ¢ogaltma asamalarinda zeatin ve 2-IP’nin etkisi
karsilastirilmistir. Cogaltma, koklenme ve dis ortama alistirilmasi arastirilmistir. Zeatin,
ozellikle yiiksek dozlarda, 2-IP’de daha az sitotoksik oldugu kanitlanmistir. Deneme
boyunca zeatin ile 2-IP gore daha fazla sayida filizlenmis eksplantlar elde edilmistir; bu

nedenle zeatin bu asamada 2-IP yerine avantajli olabilmektedir. Cogaltma asamasinda
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stirgiinlerin sayist ve uzunlugunun, cogunlukla kullanilan sitokininlerin toplam
seviyesine bagli oldugu goriilmiistiir, fakat kiiltiirlerin ortam i¢ginde en genel goériinilisti
hem zeatin ve hem de 2-IP elde edilmistir. Onlar1 ortii altinda iklimlendirme alt tabakas1
bilesimi etkilerken, in vitro koklendirme ortaminda sorun bulunmamustir (Eccher ve Noe,

1989).

Reed ve Esquivel (1991) Yiiksek ¢ali maviyemis ¢esitlerinin saksida yetisen eksplantlari
icin dort farkli sitokinin uygulamasi ve iki yetistirme ortami kullanarak yeni siirgilinlerin
cikmasi test edilmistir. Baslangig testleri ile 12 farkli genotip 25 °C sicaklik, diisiik 151k
yogunlugunda modifiye edilmis WPM ile 4 mg/L zeatin ortaminda biiyiime oranlar1 diger
uygulamalardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek siirgiin gelisimi gostermistir. Eksplantlar 25
°C’de 151k altinda 10 veya 15 mg/L’lik 2-IP ortamlarda orta derecede ¢ikislar yapmustir,
fakat 4 °C karanhk ortamda tiim kontrollerde 6nemli derecede diisiik oranlar
bulunmustur. Farkli genotiplerin ¢ikislarinda zeatinin faydalarinin belirlenmesi icin 22
tir ve 44 ceside temsilen Ulusal Klon gen kaynaklar1 veri havuzundan alinan 96
Vaccinium genotipinde 25 °C ve diisiik 151k yogunlugu kullanarak gézlem yapilmustir.
Test edilen 96 Vaccinium gesidinin 89’unda %60’tan daha yiiksek ¢ikis orani elde

etmistir.

Isutsa vd. (1994) protokol doku kiiltiirlinden alt1 ay igerisinde elde edilen mikro
stirgiinlerin bahgeye sasirtilmis uygun biiytikliikteki maviyemislerin {iretilmesi i¢in
tireticiye olanak sagladigini gostermektedir. Protokol yedi hafta boyunca bir sis odasi
igerisinde 100 umolem2es! foto sentetik foton akis1 ile mikro siirgiinlerin in vitro (yapay
otamda ), ex vitro (dis kosullarda) koklendirmeye tabi tutulmasini igermektedir. Bitkiler
sis tlineline transfer edilerek iki hafta boyunca burada ve daha sonrada bir yedi hafta daha
serada bekletilmistir. ‘Berkeley’ ve ‘Northsky’ c¢esitlerinin kdklenmesi ve bitkilerin
hayatta kalma oranlar1 bu kosullar altinda yaklasik olarak yiizde yiiz (%100) olarak
bulunmustur. Sis odasinda 100 pmolem 2ss! elde eden bitkicikler hizlica biiyiimiislerdir,
bunun aksine diisiik 151k yogunlugunda olanlarda daha yavasg bir biiyiime gézlemlenmistir

“2e57! de arttirmistir. Bitkiler sis

ve ek karbondioksit (COz) biiyiimeyi sadece 50 pmolem
tiineline aktarildiginda biiylime orami yavaslamistir fakat 16 haftanin sonunda sis
odasindaki yiiksek 1s18a maruz kalan bitkilerde ki kok sistemi diisiik 1s18a maruz kalanlara
gore 15-30 kat daha biiylik koklere sahip oldugu belirlenmistir. Alt1 ay igerisinde bu

bitkiler 30-60 cm uzunluguna ulasarak arazi dikimine uygun hale gelmislerdir.
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Pospisilova vd. (1999) laboratuvarda yetistirme ortami siiresi boyunca 6zel kosullar
anormal morfoloji, anatomi ve fizyolojik bitkiciklerin olusumu ile sonu¢lanmistir. Dis
ortama aktarildiktan sonra, bu bitkicikler ¢cevresel kosullarin aniden degigsmesiyle kolay
bir sekilde zarar gorebilirler ve bdylece anormallikleri diizeltmek igin belli bir
iklimlendirme periyoduna ihtiyag¢ vardir. Bu derleme dis ortam kosullarinda bitkiciklerin
alisma siiresi boyunca su-fotosentez iliskileri ve yaprak yapisinda ki degisikliklerin
modern bilgilerine odaklanmistir. Ayrica, ortama aligmanin hizlandirilmasi ve bitkilerin

hayatta kalma siirelerinin iyilestirilmesinin baz1 yollar1 agiklanmistir.

Gonzalez vd. (2000) Maviyemis, bogiirtlen ve ahududunun bitki gogaltimi arazide yetisen
yetigkin bitkilerin bogum kesimlerinden yiiriitiilmiistiir. Sert odun ve yumusak odun
celikleri eksplant kaynagi olarak iizerinde galisilmistir. Ug tiiriin hepsinin yumusak
odunlar1 ve yalnizca maviyemisin sert sert odunlariyla bu kiiltiir basari ile kurulmustur.
Maviyemis stirgiinleri 18 uM zeatin, WPM tuzu ve MS vitamin igeren ortam igindeki
eksplantlardan 15giin ve 30 giinde elde edilmistir. Cogaltma da en iyi sonuglar 25 uM 2-
IP igeren ayni ortam i¢inde elde edilmistir. Bogiirtlen icin, siirgiin tomurcugu kurulmasi
15 giin boyunca MS ortami i¢cinde eksplantlarindan ve daha sonra 4 puM BA ve 0.25 uM
IBA ile ayn1 ortamda saglanmistir. Bu ortam i¢in en iyi ¢ogaltma bogiirtlende olmustur.
Ahududu eksplantlar (‘Gradina’ ve ‘Willamette’ gesitleri) 15 giin siireyle MS ortami
icinde kiiltlirlendi ve sonra 4 mm’lik BA ve 0.25 uM IBA eklenmis MS ortamina transfer
edilmistir. 30 giin kiiltiirden sonra sadece ‘Gradina’ eksplantlar1 hayatta kaldi, siirgiin
bliylimesi ayni biiyiime diizenleyiciler ile degistirilerek kurulan MS ortamindan
(‘Anderson’un makrobesinleri diginda kalsiyum ile demir kaynag: olarak suda eriyebilir
demir) elde edilmistir. Cogalmasi1 ayni ortam igerisinde ya da 4 uM BA art1 0,25 uM
IBA ya 8 uM BA art1 0,25 uM IBA ile alt kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilmistir.
Testler mevcut bitkilerde bakteri, fungus ve virlis hastaliklarinin bulundugunu ortaya
koyarken, hem disardaki siirgiinlerde hem de rejenere (iyilestirilmis) bitkilerde higbir tiir

hastaligin bulunmadigin1 ortaya ¢ikarmistir.

Debnath ve McRae (2001a) iki maviyemis ¢esidinin, ‘Ben Lear’ ve ‘Pilgrim’, ve
Newfoundland’ ta dogal olarak bulunan ti¢ Vaccinium klonileri bogumdan N6 ve/veya
aseptik kosullarda elde edilen siirglin ucu eksplantlarini i¢eren besin ortami kurulmustur.
Cesitler 2-1P’nin farkli konsantrasyonlarin da her bir eksplantin siirgiin sayis1 bakimindan

iki kiiltlir ortaminda ki stirede siirgiin yenilemesinde ki farkliligi gostermistir. En iyi
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toplam stirgiin olusumu 2.5 + 5.0 mg 2-1P 121 (12.3 £+ 24.6 mM) ilaveli ortamda kiiltiire
alinan nodal (bogum) segmentlerinden (bdliimlerinden) elde edilmistir. 2-IP’den daha
yiiksek dozlarda, stirglinler gelismemistir ve yiiksek 6liim oran1 gézlenmistir. Ayn1 besin
ortaminda kiiltiire alinan 2.5 mg 2-IP 121 (12.3 mM) ilaveli ti¢ klonili nodal(bogum)
eksplantlari, her eksplant bagina 3-5 arasinda koltuk siirgiinii olusturmustur. Bir diger
denemede, nodal (bogum) ekspantlar1 siirgiin uclarindan daha iiretken oldugu
gorlilmistiir. Alt kiiltiir ile yapilan tiim denemelerde, tiim genotipler i¢in siirgiin cogaltma
oranlarinda artis olmustur. Siirgiinler, siirgiin gelistirmek i¢in kullanilan ortamda
koklendirilmistir, fakat herhangi bir bitki gelisim diizenleyicisi olmadan, saksi ortamina
sasirtildiktan sonra, neredeyse koklenen bitkilerin hepsi hayatta kalmistir. Maviyemis
genotipleri 2.5 + 5 mg 2-IP 121 (12 + 25 mM) icerdigi oksin olmadan besin ortaminda
nodal kiiltiirii ile etkili bir sekilde bakimi yapilip ¢cogaltilabilmektedir.

Miller ve Rawnsley (2002) maviyemisin doku kiiltiirii ile yapilan ¢ogaltma teknikleri
detayli veya yazili olarak iyi hazirlanmistir.  Calismada maviyemis ig¢in bitki
yetistirme/islah1 ve gelistirme/iyilestirme programi geleneksel ¢cogaltma tekniklerin yani
sira denemeler i¢in elit klonlarin gen havuzunu saglamasi i¢in doku kiiltiiriinii de (mikro

cogaltma) kullanmistir.

Ostrolucka vd. (2004) rejenerasyon i¢in yapraklardan adventatif (yan) siirgiin iiretiminin
yaninda meristemden direk siirgiin rejenerasyonu ile maviyemiste doku kiiltlirii
caligmistir. Calismada gesitlerin bireysel siirgiin cogalmasi yogunlugu sonuglar: farklilik
gostermistir.  Bu nedenle, her c¢esit icin sitokinin tipi ve konsantrasyonunun
optimizasyonu gerekmektedir. Meristem rejenerasyonu i¢in, gelistirilmis cogaltma 2-1P
(NS-A2-isopentenyl adenine) ile karsilastirildiginda zeatin iceren ortam daha basarili
olmustur. Adventif siirgiin rejenerasyonunda, thidiazuron, yiiksek boylu maviyemisin
yaprak dokusunda ve hem thidiazuron hem de zeatin gibi sitokininler kekreyemis yaprak
dokusu i¢in etkili olmustur. Mikro siirgiin koklendirme indol-3-biitirik asit (IBA) ile
takviye Anderson kiiltiir ortaminda veya ex vitro kosullarda indol-3-biitirik asit ¢6zeltisi

icine siirgiinleri daldirmadan sonra dogrudan torf {izerinde elde edilmistir
Debnath (2009) serada yetistirilen yabani alcak boylu maviyemis yapraklarinin kesilerek

stirglinlerin yeniden olusturmasi igin in vitro ortaminda etkili bir sistem gelistirilmistir.

Yapraklarin apikal, orta ve temel-bazal segmentlerinden adventif tomurcuk ve siirgiin
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tizerine TDZ’ nin (Thidiazuron) etkisi test edilmistir. Yaprak kiiltiirleri 2.3—4.5 uM TDZ
ortaminda orta kallus asamasi olmadan 6 hafta igerisinde birden c¢ok tomurcuk ve
sirgiinlerin ¢ikiglar1 gézlemlenmistir. En yiiksek silirglin yenilemesi yapragin iist
yiiziiniin (adaxial) ortama degmedigi iki hafta karanlikta muhafaza edilen geng biiyiiyen
bazal yaprak segmentlerinin kiiltiir ortamindan gelmektedirler. Kallus gelisimi ve siirgiin
yenilemesi sadece eksplantlarin kutuplagsmasina degil ayni zamanda tedarik edilen
eksplant materyalinin klonun genotipinede bagli olmaktadir. TDZ baslangi¢ kiiltiirleri
ilave 2.3-4.6 uM zeatin igeren kiiltiir ortamlarina aktarilmistir ve bir alt kiiltiirden sonra
uygun siirglinler elde dilmistir. Biiylimiis siirgiinler 39.4 uM indole-3-butyric acid tozu
olan etken maddeye daldirilirmistir ve topraksiz 3:2 oraninda torf-perlit iceren ortama
dikilmistir ki buda kokiin etkinliginde %80-90 oraninda artislar saglamistir. Bitkicikler
iklimlendirmeye alinmis ve sonunda serada yetistirilen bu bitkiciklerin %75-85 hayatta
kalmasi saglanmistir. Zeatinin yan1 sira 2-IP yiiksek boylu maviyemislerin in vitro
kiiltiirli i¢in 6zellikle bu aragtirmada kullanilan ¢esitler i¢in biiyiime diizenleyicisi olarak
basarili bir sekilde kullanilabilcegi tespit edilmistir. Zeatin bitki bliylimesini giiclii bir
sekilde uyarmaktadir ve Vaccinium corymbosum da ki ¢ogalma oranini dnemli 6lgiide

arttirmaktadir

Meiner vd. (2007) maviyemis (Vaccinium corymbosum) ve kekreyemis (Vaccinium vitis-
idaea L.) gesitleri i¢in gelistirilmis etkin mikrogogaltim protokolleri uygun yaprak
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu yani sira, transgenik bitkileri gelistirmistir.
Bogum béliimleri ‘Kirmizi Inci’ kekreyemis cesidi ve giiney yiiksekboylu ‘Ozarkblue’
maviyemis ¢esidinde in vitro siirgiin kiiltlirlerini baglatmak igin kullanilmistir. Optimize
rejenerasyon iglemi gelistirmek amaciyla, her iki ¢esidin mikrogogaltma siirgiinlerinden
kesilmis yapraklari iizerinde rejenerasyon, farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin adventif
uyarilmasi i¢in test edilmistir. Eksplantin basina yiizde rejenerasyonun siirgiin sayist
tizerindeki etkisi arastirilmistir.  Sonuglar adventif siirgiin olusumunu tesvik etmesi
dolayisiyla zeatinin, TDZ ve meta-topolin daha iistiin oldugunu géstermistir. 20 uM
zeatin ile birlikte 1 pM NAA konsantrasyonunun her ikisi de ‘Red Pearl’ ¢esidinde siirgiin
rejenerasyonunda en etkili olmustur. Siirgiinler IBA veya NAA igeren in vitro veya ex
vitro ortamda bir sis tiinelinde koklenmeye birakilmistir. Vaccinium kiiltiir bitkisinde kok
gelisimini tetiklemek i¢in IBA NAA’ ya gore daha iyi oldugu saptanmistir. Arazi de
yetistirilen olgun bitkilerden celikler ile doku kiiltiirii in vitro ¢ogalma ile ¢ogaltilan

iklime alistirilmig siirgiinler ex vitro’da koksiiz olarak dogrudan dikilmistir ve yiiksek
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nem altinda koklenmeleri test edilmistir. In vitro siirgiinlerin sisleme altinda ki
celiklerden daha iyi koklendigi ve in vitro’daki basarinin diger bitki kaynaklari ile esdeger

oldugu bulunmustur

Debnath (2007) mikrogogaltim teknikleri, ticari olarak yetistirilen ve eczacilik icin
onemli Vaccinium’un ii¢ tirii olan: kizilcik, maviyemis ve kekreyemisin genetik
materyallerinin gelistirilmesi ve klonal ¢ogalmasi i¢in 6nemlidir. Koltuk alt1 tomurcuk
cogalmasin1 kullanarak Vaccinium tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi ve adventif siirgiin
rejenerasyonu onceki ¢calismalarda bir dizi arastirilmistir. Morfogenez bitki biiylimesinin
belirli bir genotipin kiiltiirii i¢in kullanilan ortam ve diizenleyiciye son derece bagimli

oldugu bir daha goriilmektedir.

Fira vd. (2008) yiiksekboylu maviyemis ¢esidi olan ‘Bluecrop’ ¢esidinin in vitro
kosullarda ¢ogaltilmasini, bu ¢esidi keserek ¢ogaltmanin yani sira in vitro kosullarda ki
yetistirilmesi ve ¢ogaltilmasiyla ilgili 6nemli zorluklarin oldugunu gostermektedir. Basal
besiyeri olarak, odunsu bitki ortam1 (WPM) kullanilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi
olarak 2-IP, Zeatin, Thidiazuron ve olgunlagsmis meyvelerden elde edilen ham hindistan
cevizi suyu kullanilmigtir. Demir kaynagi da ayrica ¢ok Onemlidir. FeNaEDDHA,
FeNaEDTA ten ¢ok daha iyi sonuglar vermistir. FeNaEDDHA ya hazir ambalajli ortama
demir ilavesi olarak eklenebilir ya da makro ve mikro besin elementlerinin stok
¢oOzeltilerinden sadece demir kaynagi olarak hazirlanan ortamlarda kullanilabilecegi
belirlenmistir. Maviyemisin in vitro kosullarinda ¢ogaltilmasinda kullanilan ortam igin
tavsiye edilen ph degeri S'tir. Ayrica, diger cesitlerle kiyaslandiginda, ‘Bluecrop’

¢esidinin in vitro kosullarinda ki baz1 6zellikleri burada gosterilmistir.

Tetsumara vd. (2008) dort yiiksekboylu maviyemis ¢esidinin siirgiin ve kok ¢cogaltilmasi
MS, WPM ve MW (%50 WPM + %50 MS) ortamlarinda karsilastirilmistir. Cogalma
asamasinda WPM’deki stirgiinler diger siirgiinlerden daha kotii bliylime gostermistir. En
1yi stirgiin bliytimesi MW ortaminda olmustur. MS de siirglinler daha iyi biiylimiis fakat
cogaltma asamasinda vitrifikasyon (camlagma) &zellikle ‘Bluecrop’ ¢esidinde
gozlemlenmistir. WPM deki siirglinlerin gelisimi koétiidiir. En iyi koklenme yiizdesi
MS’de ‘Bluecrop’ cesidinde, MW de ise ‘O’Neal’ ¢esidinde elde edilmistir. Iyi kok
gelisimi gosterenlerde kok sistemi gelismis ve saksilara aktarilip kolayca dis ortama

aligmiglardir.
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Debnath (2004) {i¢ algak boylu maviyemis kiiltiirleri (Vaccinium angustifolium Ait.)
Newfoundland toplanan V. macrocarpon klonlari ile degistirilmis zeatin (5 uM) ya da
N6- [2-izopentenil] adenin (2-IP) (10 pM) igeren doku kiiltiirii ortami ile in vitro
kurulmusgtur. Eksplant basina siirgiin ¢ogalmasi ile ilgili iki numarali kiiltiir doneminde
zeatinin ¢esitli konsantrasyonlarinda klonlar arasinda farklilik goriilmektedir. Toplamda
en iyi siirgiin cogalmasi bogum bdoliimleri 2-4 uM zeatin ile takviye edilmis bazal ortamda
kiiltiire alindiginda elde edilmistir. Baska deneyde ise, bogum eksplantlar1 siirgiin
uclarina gore daha verimli oldugu saptanmistir. Siirgiinlerin biiylimesi i¢in 4 uM dan
daha fazla zeatin igeren besin ortaminda 12 haftadan fazla siirede siirgiinler y1gin halin de
adventif (yan) siirgiinler olusturmus ki ortamda siirgiinlerin dibinde biiyiiyen yogun
kalluslarin dogacagi goriinmektedir. Siikrozun diisiik konsantrasyonu ve diisiik 1s1k
altinda (sirastyla 30g L™! ve 30 pMol m ™2 s?) siirgiin canliligi kontrol ile kiyaslandiginda
daha iyi oldugu gézlemlenmistir. Ayrilan klonlar da her 3 ayda bir A50-100 kat ¢ogalma

hiz1 elde edilmistir

Sedlak ve Paprstein (2009) yiiksekboylu maviyemis c¢esitleri ‘Spartan’, ‘Bluecrop’ ve
‘Berkeley’ maviyemis ¢esitleri i¢in verimli bir mikrogogaltim yontemini belirlemektir.
Uc genotip icerisinden secilen siirgiin uclar1 kullanilarak basarili bir in vitro kurulmus,
sterilizasyon ¢ozeltisi olarak %0.15 bir konsantrasyonda merkiirik kloriir belirlenmistir.
Sitokinin zeatin 0.5, 1 veya 2 mg/L konsantrasyonlarda ihtiva eden Anderson
Rhododendron ortami (AN), yari-kuvvetli Murashige ve Skoog ortami (yart MS) ve
McCown odunsu bitki ortami ve Woody plant medium (WPM) ortami test edilmistir.
Cogalma oranlar zeatin, ¢esit, ortam ve konsantrasyona bagl olarak degisebilmektedir.
En yiiksek ¢ogalma zeatin(2 mg/L) iceren WPM ortaminda ‘Berkeley’ i¢in 4.8 + 0.2
olarak belirlenmistir. Ug ortam test edildiginde, WPM ortaminin siirgiin {iretimi i¢in AN
ortami1 ve yart MS ortamina gore daha etkili oldugu bulunmustur. WPM ortama1 iizerinde

in vitro koklenme de bildirilmistir

Liu vd. (2010) protokolle dort giiney yiiksek boylu maviyemis ¢esitleri i¢in adventif (yan)
stirglinlerin yenilenmesinde en uygun sekilde kullanmak i¢in gelistirilmistir. Dort ¢esidin
alt1 haftalik siirglinlerinden elde edilen yaprak eksplantlar1 kesilip alinarak ve her biri
thidiazuron, zeatin, zeatin riboside iceren odunsu bitki ortaminda ya ayr1 olarak ya da a-
naphthaleneacetic (NAA) asit ile kombinasyon halinde kiiltiire alinmistir. Siirgiinlerin

yenilemesi i¢in uygun ortam genotipe baglidir. Etkili bir cogalma ‘Jewel’ igin %88,9
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‘Emerald’ i¢in %87.8” Jubilee’ i¢in %53.3 ‘Biloxi’ i¢in %87.8 oraninda elde edilmistir.
Bes alt kiiltirden gectikten sonra kiiltiire almip yeni gelisen siirgiinlerin yaprak
eksplanlatlar iki alt kiiltiirden gegenlerden daha yiiksek cogalma sikligina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Geligmis siirglinler, her bir ¢esit icin %80-100 oraninda, topraga
sasirtildiktan sonra sekiz hafta icerisinde koklenmislerdir. Cogalma sistemleri giineyli
yiiksek boylu maviyemis ¢esitlerinin genetik degisimlerini kullanma potansiyeline sahip

oldugu saptanmistir

Zhao vd. (2011) ‘Northland’ yar1 yliksek boylu maviyemis cesidinin yaprak ve bogum
eksplantlarindan ¢cogaltilan adventif (ek) siirgiinler i¢in gelistirilmis etkili bir protokoldiir.
In vitro kosullarda elde edilen bogum boliimlerinden adventif (yan) siirgiinler olusturmak
icin pH = 5 olan WPM ortam1 4 mg/L zeatin, 0.8% (w/v) agar ve 2% (w/v) seker eklenip
degistirilerek kullanilabilecegi belirlenmistir. Bu ortam bitkicik sayist ve boyu ve
adventif (yan) siirgiin ¢ogalma orani g6z 6niinde bulundurulursa basarilidir ve ayrica en
1yl yan stirglinler yaprak eksplantlarindan elde edilen bitkiciklerde goriilmiistiir. Orta
kuvvetli stirglinler degistirilmis (IBA), (NAA) ve 0 ya da 0.2% (w/v) aktif-etken komiir
iceren WPM ortaminda koklendirilmistir, en iyi kolay kok olusumu 2 mg/L IBA ve 0.2%
(w/v) aktif komiir de bulunmustur. Koklenmis bitkicikler 1.1.1 torf+kum-+vermikiilit
iceren pH’1 demir siilfat ile 4.5 olarak ayarlanmis pilag tepsisine aktarilmistir ve hemen
sonrasinda da sera kosullarinda dis iklim kosullarina adaptasyonu saglamaya

baslanmuistir.

Vescan vd. (2012) maviyemisler yiiksek besin degeri ve gii¢lii antioksidan 6zelligi, gida
ve ilag¢ piyasalarinda artan talebin sorumlusu olan 6zelliklere sahiptir. ‘Ellilot’ ¢esidi aktif
maddelerin dengeli bir igerigine sahiptir. Ayrica ge¢ olgunlasan g¢esitler Transilvanya
kislart i¢in uygundur, bu bolgede genis kapsamli tarim icin iyi bir aday yapmaktadir.
Geleneksel yiiksek boylu maviyemisin ¢ogaltma yontemlerinin baz1 dezavantajlarindan
dolay1, etkili bir mikro ¢ogaltma yontemi olusturmak igin ¢alismalara baglanmustir.
Dormant tomurcuklar siirgiin olusumu i¢in baslangi¢ eksplantlar1 olarak kullanilmistir.
Aksiller ve adventif (yan) mikro siirglinler ise de daha ileri ki ¢ogalma agamasi igin
kullanilmigtir.  En yliksek ¢ogalma oranini saglamak ic¢in, ortama yerlestirilen
eksplantlarla ilgili olan ¢esitli bitki gelisim diizenleyicilerinin etkisi arastirilmistir. 2
mg/L zeatin ve 5 mg/L 2-IP eklenmis WPM ortaminda yatay olarak (1:1) yerlestirilen

mikro stirgiinler, 17.9 siirgiin/eskplant ortalamasi ile en iyi cogalma oranini vermistir. In
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vitro’da elde edilen yapraklar da ¢ogalma(yeniden olusum) kapasitesi igin test edilmistir.
2-1P 10 mg/L in kullanim1 %90°na varan ¢ogalma orani vermistir. En iyi degiskeni %50
dogrudan rejenerasyon orani ve 6.5 siirgiin/eksplant ortalamasi ile sonuglanan abaxial
(yapragimn arka yiizii) konumlanan yapraktan meydana gelmistir. En yiiksek ¢ogalma
oran1 adaxial (yapragin On yiizii) olarak konumlanan icin kaydedilmistir (26
sirgiin/baslagi¢ eksplant). Dogrudan dis ortama alistirma ve su kiiltlirii ortaminda

koklenmesi de ¢ok iyi sonuglar elde edilmistir

Litwinczuk vd. (2005) ‘Herbert’ yiikksek boylu maviyemis bitkileri yumusak doku
kesimleri ile ¢cogaltilmaktadir ve laboratuvarda iiretilen 1 yillik aksiller (koltuk) ve yan
stirglinlerin mikro ¢ogaltmayla elde edilen ile 11 yillik kiiltiire alinan ile kiyaslanmistir.
Cogaltma metodlart maviyemislerin fidelik ve tarla performanslari tizerine 6nemli etkisi
olmustur. HT den elde edilen bitkiler daha yavas biiyltimiistiir, 6nemli dl¢iide daha az ve
kisa stirgiinler liretmistir ve mikrogogaltma yontemi ile {iretilen bitkilerden daha fazla
degiskenlik gostermistir. Fakat HT bitkilerinin ¢ogunlugu bir yil 6nceden cigekler
olusturmus ve bol miktarda ¢igek agmistir. Onemli 6lgiide TC bitkilerinden daha biiyiik
meyveler tagimaktadir. AX ve AD bitkileri arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.
SH’den elde edilen bitkiler AX ve AD’ de elde edilen bitkilerle kiyaslandigindan en az
tohumlar daha az meyvelerin oldugu saptanmistir. Bu kiiltiir yas1 (yukaridaki 1 yas ve 11
yas olaymdan geliyor bu kiiltlir yas1) mikrogogaltma sistemleri arasinda gézlemlenen
varyasyonlar i¢in siirgiin kaynaklarindan daha 6nemli etkiye sahip oldugunu ortaya
cikarmistir. Bu mevcut ¢alisma yliksek boylu maviyemisin in vitro kiiltiirinlin sik
kurulum gereksiniminin énemle vurgulanmasi ve onlarin sinirli sayida olan parcalarinin
yiiriitilmesidir.

Ciice vd. (2013) Vaccinium arctostaphylos L. etkili mikrogogaltim tomurcuk kiiltiirlerini
ve hizl1 bir sekilde en uygun biiyiime ortamimi belirlemektir. On calismalara gore, en iyi
eksplant toplama siiresi sonunda Nisan ve Mayis aylarinda olmustur. Buna uygun olarak,
kesim popiilasyonlar1 dogal olarak yetisen V. arctostaphylos (¢ay iiziimii) lateral filiz
tomurcuklar1 alinmig ve eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.  Anderson’in
Rhododendron ortami (AN), McCown en odunsu bitki, orta (WPM) ve Murashige ve
Skoog (MS) bazal ortam, ¢oklu siirgiin olusumunda en iyi bazal ortami belirlemek i¢in
zeatin/indol-3-butirik asit (IBA) (1.0/0.1 mg/L), ile takviye edilmis her bir bazal ortam
test edilmis, bu amag i¢in en etkili bazal ortamin WPM oldugu belirlenmistir. Daha sonra

ki slirgiin ¢ogaltma ve gelistirme ¢alismalar1 ¢esitli konsantrasyonlarda, bir oksinin, IBA
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(0,1 mg/L) ve 2 farkli sitokinleri, zeatin ve tidiazuron (TDZ) (sirasiyla 0.5, 1.0 ve 2.0
mg/L) ile desteklenmis WPM ile gergeklestirilmistir. Alt1 haftalik photoperiod (16/8 h
aydinlik/karanlik) uygulamasindan sonra, zeatin/IBA kombinasyonlarinin siirgiin
cogalma ve biiylime i¢in en uygun oldugu tespit edilmistir. En yiiksek siirglin uzunlugu
(106,53%), 1.0/0.1 mg L zeatin/IBA ile desteklenen ortamda elde edilmis, yaprak sayisi
(142%) ve coklu siirglin ¢ogalmasinda (11-kat) en yiiksek artis ise 2.0/0.1 mg L
zeatin/IBA ile takviye edilmis ortamdan elde edilmistir. WPM, IBA farkh
konsantrasyonlar1 (0.5 mg/L 8.0 mg/L) ile takviye edilerek ve 16/8 photoperiodta veya
tamamen karanlik sistemde koklenme ortami olarak kullanilmistir. Bu asamada, besin
ortami 0,5 mg/L IBA biiylime diizenleyicisi eklenerek koklendirme de % 100 basart ile
iyl bir koklenme (16/8 photoperiod) elde edilmistir. Torf ve perlit nakledilen koklii

bitkiler (2:1) ile alt-tabaka, daha sonra iklim odasi1 kosullarinda iklime alistirilmistir.

Ciice ve Sokmen (2015) Vaccinium myrtillus L. Tiirkiye florasinda dogal olarak yetisen
yaban mersinin mikrogogaltimi i¢in tasarlanmistir. En etkili bazal ortami belirlemek
amactyla, lateral gozler baslangigta eksplant olarak secilmistir ki segilenler daha sonra
bireysel olarak, 1.0 mg/L zeatin ve 0,1 mg/L indol-3-butirik asit (IBA), ya da 0.1 mg/L
a-naftalen asetik asit (NAA), ile takviye edilmis Murashige ve Skoog ortami (MS),
Anderson rhododendron ortami, McCown odunsu bitki ortam1 (WPM), icinde kiiltiire
alinmistir. Zeatin ve IBA ile desteklenmis WPM nin, test edilerek en etkili bazal ortam
oldugu bulunmustur. Siirgiin  rejenerasyonu kabiliyeti, ortam ve sitokinin
konsantrasyonuna bagli oldugu i¢in, ii¢ farkli sitokinin, yani zeatin, tidiazuron, ve N6-
cesitli konsantrasyonlarini (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) igeren bir WPM bazal ortami (0,1 mg/L)
IBA ([2-izopentenil] adenin) ile birlikte kullanilmistir ve biiylime diizenleyicilerin hig
birini igermeyen bazal ortam ile karsilagtirilmistir. Stirglin ¢ogalmasi agisindan, 2,0 mg/L
zeatin 0.1 mg/L IBA ile bir araya getirildiginde, diger test edilen biiyiime
diizenleyicilerinden daha {iistiin oldugu bulunmustur. WPM da bazal ortami aktive
edilmis mangal komiirii (AC) ya da TAA (0,25-2,0 mg/L) farkli konsantrasyonlar1 ile
takviye edilmis ayrica koklendirme ortami olarak kullanilmigtir. 0.5/1.0 mg/L IBA/AC
ile desteklenmis WPM % 60 kok olusumu ile koklenme i¢in en iyi kiiltiir ortami1 oldugu

saptanmuistir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Tez kapsaminda bitkisel materyal olarak dordii yabani toplam 11 maviyemis Ornegi

kullanilmistir.

3.1.1 Besin ortami

Tez kapsaminda kullanilan 11 maviyemis genotip in vitro kosullarda nodlarinin kiiltiire
alinmasi, elde edilen siirgiinlerin ¢ogaltimi ve koklendirilmesi denemelerinde Woody
Plant (WP, Lloyd ve McCown, 1980) besin ortami kullanilmistir. WP besin ortaminin
igerigi Cizelge 3.1.’de sunulmustur. WP besin ortamina ilave etmek amaciyla stok
vitamin ¢Ozeltisi hazirlanmis ve hazirlanan stok vitamin ¢ozeltisi 1 m/L
konsantrasyonunda kullanilmigtir. WP besin ortamina ilave edilecek stok vitamin igerigi
Cizelge 3.2’da sunulmustur. WP besin ortamina 20 g/L sakkaroz ve 3.5 g/L agar
eklenmistir. Ortamlarin pH’s1 KOH veya NaOH ile 5,0’a ayarlanmistir.

Cizelge 3.1. WP besin ortaminin igerigi.

Bilesik Konsantrasyon (mg/L)
NH4NO; 400
CaCl.2H,;O 96
Ca(NOs3), 386.34
MgSOq4 180.69
KH>PO4 17
K2SO4 990
MnS04.H,0 22.3
H;BO; 6.2
Na;Mo004.2H20 0.25
ZnS04.7H20 8.6
CuS04.5H,0 0.25
FeSO4.7H20 27.8
Na; EDTA 37.3
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Cizelge 3.2. WP besin ortamina ilave edilecek stok vitamin igerigi

Hormon Konsantrasyonu (mg/L)
Myo-inositol 100
Nikotinikasit 1
PiridoksinHCl 0.5
ThiamineHCl 0.5

Glisin 2

3.1.1 Besin Ortamu ve Hormonlarim Hazirlanmasi

3.1.4.1 Besin ortamlarinin hazirlanmasi

MS Ortaminin Hazirlanmasi (1 L ic¢in):

v Seker 30 g/L

v Agar7 g/L

v MS tuzu 4.3 g/L
v pH=5.7

1 L saf su (dH,0) igerisine 30 g seker ve 4,3 g MS tartilarak karistirict da karistirtlmastir.
Ortamin pH’1 HCl ile 5.7’ye ayarlanmigtir. Daha sonra 7.8 g olarak tartilan agar pH’s1
ayarlanmig ortamin igerisine karistirilmigtir. Ortam 1sitict da kaynatilmistir. Kaynatilan
besin ortami ortami otomatik pipet yardimi ile kavanozlara 23 mL olarak konulmustur.
Kavanozlara konulan besin ortamlar1 otoklavla sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

Otoklavdan ¢ikan ortamlar steril kabinde sogumaya birakilmistir.
Bu besin ortami1 yabani maviyemis genotiplerinin ¢imlendime denemesinde besin ortami
olarak kullanmak i¢in hazirlanmistir.  Maviyemis tohumlarinin MS ile WPM

ortamlarinda ¢imlenmelerini karsilastirmak amaciyla kurulan deneme i¢in hazirlanmistir.

MS + BAP Besin Ortaminin Hazirlanisi (1 L icin):

v Seker 30 g/L
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v’ Agar7g/L

v MS tuzu 4.3 g/L

v pH=57

v" BAP =1 mg/L (1000 pL litre igerisinde)

Erlen ve meziir saf sudan gecirildi. Saf sudan gecirilen erlen igerisine 1 L saf su (dH20)
konulmustur. Ortam igerisine 30 g seker ve 4,3 g MS tartilarak eklenmistir. 1 mg/L
(1000 uL) BAP ortama eklenerek pH = 5,7’ ye ayarlanmistir. 8 g agar ortama eklenerek
kaynamaya birakilmistir.  Kaynayan ortam ve ortamin konulacagi kavanozlar
otoklavlanmistir. Otoklavdan sonra steril kabin igerisinde her kavanoza steril 50 mL’lik
falkon tliip yardimiyla 35 mL ortam konulmustur. pH’1 ayarlamadan once BAP
eklenmistir (1 mg/L = 1000 pL).

Woody Plant Besin Ortaminin (WPM) Hazirlanmas: (1 L):

2.3 g/L WPM
pH=5

20 g/L Seker
3.5 g/L Agar
1.6 mg/L 2-IP
4 mg/L zeatin

AN N NN N

0.25 mg/L zeatin riboside

Saf sudan gegcirilen erlen icerisine 1 L saf su (dH20) igerisine 2,3 g WPM ve 20 g seker
tartilip eklenerek karistirictya konulmustur ve pH = 5’e ayarlanmistir. pH’1 ayarlamak

icin NaOH ve HCL kullanilmistir.

Hazirlanmakta olan besin ortami igerisine 3.5 g agar eklenerek kaynamaya birakilmistir.
Besin ortaminin dokiilecegi kavanozlar ve kaynayan besin ortami otoklavlanmigtir.
Otoklavdan c¢ikan besin ortami igerisine steril olarak hazirlanmistir. Otoklavlanan
kavonozlarin her birine Steril falkon tlip yardimi ile 35 mL besin ortam1 konulmustur.
Besin ortami koyulan kavanozlar agizlar1 kapatilarak steril kabin icerisinde katilagmaya

birakilmastir.
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WPM Besin otami (1 L icin):

> 2,3 ¢g/L WPM
» pH=5

» 20 g/L sakkaroz
» 7g/L Agar

1 L saf su (dH20) igerisine 2,3 g WPM ve 20 g seker tartilip eklenerek karistiriciya
konulmustur ve pH= 5’e ayarlanmistir. Hazirlanmakta olan besin ortam igerisine 3,5 g
phyto agar eklenerek kaynamaya birakilmistir. Besin ortaminin konulacag: kavanozlar
ve kaynayan besin ortami otoklava atilmistir. Otoklavlanan kavonozlarin her birine Steril
falkon tiip yardimi ile 35 mL besin ortam1 konulmustur. Besin ortami konulan kavanozlar

agizlar1 kapatilarak steril kabin icerisinde katilagsmaya birakilmistir.

» WPM besin ortami igerisine Vaccinium oOrneklerinin tohum ekimi

yapilmistir.

WPM Besin Ortami1 Hazirlanmasi:

Yedi maviyemis ¢esidi ve dordii yabani vaccinium genotipleri ile kurulacak
mikrogogaltim denemesinde kullanmak i¢in hazirlanmistir. Bu onbir genotip ile kurulan
mikrogogaltim denemelerinin alt kiiltiirlerinde de bu besin ortami hazirlanip

kullanilmistir.

2.3 g/L WPM
pH=5

20 g/L Seker

7 g/L Agar

Zeatin, 2-1P ve BA

YVVVYVY VYV

Besin ortaminin i¢inde 3 farkli biiyiime hormonu (sitokinin) hormonu ve 4’ er farklh
konsantrasyonu kullanilmigtir (Cizelge 4). Ortam su sekilde hazirlanmistir: 1 L saf su
(dH:0) igerisine 2.3 g WPM ve 20 g seker tartilip eklenerek karistirictya konulmustur ve
pH = 5’c¢ ayarlanmistir. Hazirlanmakta olan besin ortami igerisine 7 g phyto agar
eklenerek kaynamaya birakilmistir. Besin ortaminin konulacagi kavanozlar ve kaynayan
besin ortami otoklavda sterilize edilmistir. WPM besin ortami igerisine Zeatin, BA ve 2-

IP homonlar belirtilen konsantrasyonlarda (Cizelge 4) otoklavdan ¢iktiktan sonra, steril
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kabin icerisinde eklenmistir. Steril kabin igerisinde otoklavlanan kavanozlarin {izerine
besin ortami ve igerdigi hormon konsantrasyonlar cam yazar kalem ile yazilmistir. Bu
kavanozlara steril falkon tiip yardimi ile her besin ortami kendi kavanozuna 50 mL
konulmustur. Besin ortam1 konulan kavanozlar agizlari kapatilarak steril kabin i¢erisinde

katilagmaya birakilmistir.

e ImL=1mg=1000puL

e g=100mg
e BA1mg/L
e Zeatin 1 mg/L
e 2-IP1mg/L

WPM Besin Ortami Hazirlanmasi:

Bu besin ortam1 yedi maviyemis gesidi ve dort yabani vaccinium genotipleri ile kurulacak

koklendirme denemesinde kullanilmak tizere hazirlanmistir.

2.3 ¢g/L WPM
pH=5

20 g/L Seker
7 g/L Agar
IBA ve NAA

YV VV VYV

Besin ortaminin ig¢inde iki farkli koklendirme hormonu (oksin) ve 4’ er farkh

konsantrasyonu kullanilmistir (Cizelge 5).

1 L saf su (dH20) igerisine 2.3 g WPM ve 20 gram seker tartilip eklenerek karistiriciya
konulmustur. pH = 5’e ayarlanmigtir. Hazirlanmakta olan besin ortami igerisine 7 g
phyto agar eklenerek kaynamaya birakilmistir. Besin ortaminin konulacag: kavanozlar
ve kaynayan besin ortami otoklavda sterilize edilmistir. WPM besin ortami igerisine IBA
ve NAA homonlar belirtilen konsantrasyonlarda (Cizelge 5) otoklavdan ¢iktiktan sonra,
steril kabin icerisinde eklenmistir. Steril kabin igerisinde otoklavlanan kavanozlarin
lizerine besin ortami ve igerdigi hormon konsantrasyonlar cam yazar kalem ile

yazilmistir. Bu kavanozlara steril falkon tiip yardimi ile her besin ortami kendi
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kavanozuna 50 mL konulmustur. Besin ortami konulan kavanozlar agizlar kapatilarak

steril kabin igerisinde katilagmaya birakilmistir.
I mL=1mg=1000 uL

0.1 g=100 mg

. IBA 1 mg/L

. NAA 1 mg/L

3.1.4.2 Hormonlarin hazirlanisi

Tez ¢alismasinda kullanilacak olan hormonlar 1x1 oraninda hazirlanmustir.

BA (BenzilAdenin) Hormonunun Stok (1x1 oraninda) Hazirlanisi:

Hormon hazirlama sirasinda kullanilan erlen, beher ve magnet saf sudan gegirilmistir.
Hassas terazi de 41 mg BA tartilmistir. Tartilan 41 mg BA o6nce IN NaOH ile
¢Oziindirilmiistir. Coziindiiriilen BA hormonu 41 mL su igerisine konularak karistirici
da magnet yardimi ile karistirilmistir. Hazirlanan bu hormon steril kabin igerisinde steril
filtre ve enjektdr yardimi ile sterilizasyon islemi yapilmistir. Bu hormon steril falkon tiip
igerisine konulmustur. Falkon tiip {lizerine hormonun ismi, orani, hazirlama tarihi ve

hazirlayan kisinin ismi yazilmistir.

Zeatin (Trans-zeatin) Hormonunun Stok (1x1 oraninda) Hazirlanisi:

20 mg/20 mL dH>O (saf su)

Hormon hazirlama sirasinda kullanilan erlen, beher ve magnet saf sudan gecirilmistir.
Hassas terazi de 20 mg zeatin tartilmistir. Tartilan 20 mg zeatin énce 1N NaOH ile
¢Oziindiiriilmistiir.  Coziindiiriilen zeatin hormonu 20 mL su icerisine konularak
karistirici da magnet yardimi ile karistirllmistir. Hazirlanan bu hormon steril kabin

igerisinde steril filtre ve enjektor yardimi ile sterilizasyon islemi yapilmaistir.

2-1P (6-y-y(Dimethylallylamino)-purine) Hormonunun Stok (1x1 oraninda) Hazirlanisi:
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Hormon hazirlama sirasinda kullanilan erlen, beher ve magnet saf sudan gecirilmistir.
Hassas terazi de 0.1 g (100 mg) 2-IP hormonunu tartilmistir. Tartilan 100 mg 2-1P 6nce
IN NaOH (maksimum 2 mL) ile ¢oziindiiriilmiistiir. Coziindiiriilen 2-IP hormonu 100
mL su igerisine konularak karistirici da magnet yardimi ile karistirilmistir. Hazirlanan bu
hormon steril kabin igerisinde steril filtre ve enjektor yardimi ile sterilizasyon islemi

yapilmistir.

NAA (Naftalen asetik asit) Hormonunun Stok (1x1 oraninda) Hazirlanisi:

Hormon hazirlama sirasinda kullanilan erlen, beher ve magnet saf sudan gecirilmistir.
Hassas terazi de 50 mg NAA tartilmistir. Tartilan 50 mg NAA o6nce 1IN NaOH
(maksimum 2 mlL) ile ¢oziindiiriilmiistiir. Coziindiiriilen NAA hormonu 50 mL su
icerisine konularak karistirict da magnet yardimi ile karistirlmistir.  Hazirlanan bu
hormon steril kabin igerisinde steril filtre ve enjektor yardimi ile sterilizasyon islemi

yapilmustir.

IBA (Indolbiitirik asit) Hormonunun Stok (1x1 oraninda) Hazirlanisi:

Hormon hazirlama sirasinda kullanilan erlen, beher ve magnet saf sudan gecirilmistir.
Hassas terazi de 50 mg IBA tartilmistir. Tartilan 50 mg IBA 6nce 1N NaOH (maksimum
2 mL) ile ¢oziindiriilmiistiir. Coziindiiriilen IBA hormonu 50 mL su igerisine konularak
karistirict da magnet yardimi ile karistirilmistir.  Hazirlanan bu hormon steril kabin

igerisinde steril filtre ve enjektdr yardimu ile sterilizasyon islemi yapilmaistir.

Zeatin Riboside Hormonunun Stok (1x1 oraninda) Hazirlanisi:

Hormon hazirlama sirasinda kullanilan erlen, beher ve magnet saf sudan gecirilmistir.
Hassas terazi de 20 mg zeatin riboside tartilmistir. Tartilan 20 mg zeatin riboside o6nce
IN 2-3 damla NaOH ile ¢oziindiiriilmiistiir. Coziindiiriilen zeatin riboside hormonu 20
mL su igerisine konularak karistirici da magnet yardimi ile karistirllmistir. Hazirlanan bu
hormon steril kabin igerisinde steril filtre ve enjektor yardimi ile sterilizasyon islemi

yapilmistir

MS Stok vitamin (1000x) (1x1 oraninda) Hazirlanisi:
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100 mL saf su igerisinde ¢Oztindiiriilmiistir.
Thiamine-HCI = 1.0 mg

Nicotinic acid = 0.5 mg

Pyridoxine-HCL = 0.5 mg

Glycine = 2.0 mg

Myo-inositol = 100 mg

HCI Hazirlama:

1 N olarak hazirlanmistir.

1 x100=12 x X

X =100/12

X=833mL

Su (dH20)+ asit+ su(dH20) = 100 mL

NaOH hazirlama:

Mokeiil agirligr = 40 g/mol
M =n/v

1 M =1 Mol/L

1 Molar NaOH = 40/1000

40 g/1 =x/0.1

100 mL i¢in 4g NaOH gerekli
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3.2 Metod
3.2.1 Tohumlarin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi
3.2.1.1 Tohum sterilizasyonu

Survey yolu ile 30.08.2014 tarihinde dort yabani Vaccinium orneklerinden tohum

alimmustir. Tohumlarin dormansisini kirmak i¢in 4 °C’ de ii¢ ay bekletilmistir.

Sekil 3.1. A, B, C, D kodlu Vaccinium 6rneklerinden tohumlari.

Tohumlarin Sterilizasyonu:

Vaccinium tohumlar1 %70’lik ethanol ile 1 d sterile edilmistir. Daha sonra ti¢ kez saf su
(dH20) ile yikanmistir. %5°lik 1 mL NaOCl ile 1 d sterile edilip, ii¢ kez saf su ile
yikanmistir. Sterilizasyon isleminde 1-2 damla Tween 20 kullanilmistir. Daha sonra saf
su ile tohumlar yikanip kurutma kagidin da kurumaya alinmistir. Kurutulan maviyemis

tohumlar1 hazirlanan MS besin ortami bulunan kavanozlara ekilmistir.



Sekil 3.2. Vaccinium tohumlarinin sterilizasyonu

3.2.1.2 Cimlendirme denemelerinin kurulmasi

3.2.1.2.1 Vaccinium orneklerinin tohumlarinin ¢cimlendirilmesi

Cizelge 3.3. Denemenin kurulmasi semasi

Sicakhik Yineleme 4 Yineleme , Yineleme ;
15 °C 20 Tohum 20 Tohum 20 Tohum
20 °C 20 Tohum 20 Tohum 20 Tohum
25°C 20 Tohum 20 Tohum 20 Tohum

Bu deneme dort farkli Vaccinium ornekleri ile ¢ farkli sicaklikta (15 °C, 20 °C, 25 °C)
i¢ tekerriirli ve her yinelemeli 20 tohum olacak sekilde (Cizelge 3.3.) laboratuvar
ortaminda ¢imlendirme kabininde (inkibator) gerceklestirilmistir. Cimlendirme ortami

MS ortami kullanilmistir. Cimlendirme kabininde 151k stirekli (24 saat) agilmustir.
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Sekil 3.3. Vaccinium 6rneklerinde ¢imlendirme denemesinde goriintii

3.2.1.2.2 Vaccinium orneklerinin tohumlarmin farkli besi ortamlarinda

c¢imlendirilmesi

Bu deneme dort farkli Vaccinium genotipi ile 20 °C sicaklikta ti¢ tekerriirlii ve her
tekerriirde 20 tohum olacak sekilde iki farkli besin ortami (MS ve WPM) kullanilarak,

laboratuvar ortaminda ¢imlendirme kabininde gergeklestirilmistir.

Cimlendirme ortam1 MS ortami ve WPM ortami kullanilmistir. Cimlendirme kabininde

151k stirekli agilmastir.

3.2.2 Tomurcuklarin in vitro Kosullarda Kiiltiire Alinmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan maviyemis genotiplerinin tomurcuklari in vitro kosullarda
kiiltiire alinmistir. Bu amagla arazide bulunan bitkilerin halen biiyiimekte olan
tomurcuklari igeren saglikli siirgiinleri bitkiden kesilmis ve sterilizasyon islemine tabi
tutulmustur. Sterilizasyon isleminden sonra tomurcuklari igeren 1-2 cm uzunlugundaki

stirglinler kiiltlire alinmistir.
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3.2.2.1 Tomurcuklarin Sterilizasyonu

Tomurcuklar1 igeren dallar meristem dokusuna zarar vermeden dikkatlice kesildikten
sonra sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir. ~ Sterilizasyon isleminde tomurcuklar
oncelikle %95’lik etil alkolde hizlica ¢alkalanip etil alkol dokiilmiistiir. Tomurcuklar
daha sonra 1-2 damla Tween 20 iceren %10’luk HCI (%0.615) sodyum hipoklorit)
cozeltisinde 10 dakika bekletilmistir. Sterilant maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla ii¢

defa steril saf su ile yikanmistir.

3.2.2.2 Tomurcuklarin Kiiltiire Alinmasi

Sterilizasyon islemi gerceklestirildikten sonra tomurcuklari igeren 1-2 cm uzunlugundaki
dallar WP besin ortami iceren kavanozlara aktarilmistir. WP besin ortami igerisine 1
mg/L stok vitamin ¢ozeltisi, 2 mg/L Zeatin Ribosid, 20 g/L sakkaroz ve 3.75 g/L agar
ilave edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 5,0’e ayarlanmistir. Tomurcuklar 16 saat aydinlik

8 saat karanlik, 25°C kosullarinda kiiltiire alinmustir.

3.2.3. Mikrog¢ogaltim Denemesinin Kurulmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan 11 genotipinin tomurcuklarindan elde edilen siirgiinler ile
mikrogogaltim denemesi kurulmustur. Bitkiciklerin ¢ogaltilmasi amaciyla, sitokinin
grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinden BA, Zeatin ve 2-IP° nin farkh
konsantrasyonlarini iceren WP besin ortami kullanilmistir. Mikrogogaltim denemesinde
BA ve 2-1P’nin 0,0, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L olmak iizere dort konsantrasyonu, Zeatinin 0,0,
1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L olmak iizere dort konsantrasyonu kullanmilmistir (Cizelge 3.4).
Cogaltma ortamlarina aktarilan bitkicikler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik, 25°C
kosullarinda kiiltiire alinmistir.  Bitkicikler dort haftada bir alt kiiltiire alinmistir.

Bitkicikler ti¢ defa alt kiiltiire alinmistir.
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Sekil 3.4. Steril kabinde bitkilerin aktarilmasi

Mikrocogaltim Asamasinda Yapilan Islemler:

1. Kardeslenme Orani (Siirgiin Sayis1): Her alt kiiltiirde her bitkicikten elde edilen
kardes sayist belirlenmistir.

2. Rejenarasyon Orani: Burada eksplantlarin siirmesi gozlemlenmis ve sonug yiizde
(%) olarak verilmistir.

3. Sirgiin Uzunlugu: Bitkiciklerin siirglin uzunluklar1 6l¢iilmiis ve bu islem i¢in

cetvel kullanilmustir.

Cizelge 3.4. Mikrocogaltim denemesinde kullanilacak olan sitokinin ¢esidi ve
konsantrasyonlar1

Sitokinin Konsantrasyonu (mg/L)
0.0
0.5
1.0
2.0
0.0
1.0
2.0
4.0
0.0
0.5
1.0
2.0

BA

Zeatin

2-1P
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3.2.4 Bitkiciklerin Koklendirilmesi

Mikrocogaltim denemesindeki 11 genotip ile koklendirme denemesi kurulmustur.
Mikrogogaltim denemesi sonucunda elde edilen bitkiciklerin kdklendirilmesi amaciyla
oksin grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinden IBA (Indolbiitirik asit) ve NAA (Naftalen
asetik asit) 'nin farkli konsantrasyonlarini (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/L) iceren WP besin ortami
kullanilmistir (Cizelge 3.5). WP besin ortami icerisine 1 mg/L stok vitamin ¢ozeltisi, 20
g/L sakaroz ve 3.75 g/L agar ilave edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 5.0’e ayarlanmugtir.

Cizelge 3.5. Koklendirme denemesinde kullanilacak olan oksin ¢esidi ve
konsantrasyonlar1

Oksin Konsantrasyonu (mg/L)
0.0
0.5
1.0
1.5
0.0
0.5
1.0
1.5

IBA

NAA

Koklendirme ortamlarina aktarilan bitkicikler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik, 25°C
kosullarinda kiiltiire alinmistir.  Bitkicikler 6 hafta koklendirme ortaminda kiiltiire

alinmistir. Alt1 hafta sonunda koklenen bitkiler dis kosullara aktarilmistir.

Koklendirme Asamasinda Yapilan Islemler:

1. Kok Sayisi: Koklendirme ortamindaki bitkiciklerin kokleri sayilmistir.
2. Kok Uzunlugu: Koklendirme ortamindaki bitkiciklerin olusan koklerinin

uzunlugu 6l¢lilmiistiir. Bu islem i¢in cetvel kullanilmustir.
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3.2.5 Bitkilerin Di1s Kosullara Aktarilmasi

Koklendirme denemesindeki maviyemis genotiplerinde ki koklenen bitkiler dis ortama
aktarilmigtir. Koklenen bitkiler dis kosullara aktarilmadan 6nce bitkilerin bulundugu
kavanozlarin kapaklar1 kademeli olarak acilarak laboratuvarda 6n alistirma islemi
gerceklestirilmistir. Bitkiler su ile agardan tamamen uzaklastirildiktan sonra serada 1:1
oranda steril torf: perlit karisimi iceren viyollere aktarilmistir. Dis ortama aktarilan

bitkilerin yagama oranina bakilmistir. Bu oran yiizde (%) olarak degerlendirilmistir.

3.2.6 istatistiksel Analizler

Tez ¢alismas1 kapsaminda maviyemis genotiplerinin ¢ogaltilmast ve koklendirilmesi
denemeleri dort tekerriirlii ve her tekerriirde 10 bitkicik olacak sekilde faktoriyel diizende
tesadiif parselleri deneme planina gore kurulmustur. Projede kullanilacak maviyemis
genotiplerinin mikrogogaltim ¢alismalar1 sonucunda elde edilen kardeslenme oranlar1 ve
koklendirme denemesi soncunda elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur.
Yiize degerler ag1 transformasyonuna tabi tutulmustur. Varyans analizi sonucunda
ortalamalar LSD testi ile karsilastirilmistir. Istatistiksel analizler SAS paket programinda

gerceklestirilmistir.
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4.1 Cimlendirme Denemeleri

BOLUM 1V

BULGULAR

4.1.1 Yabani Vaccinium tohumlarimin cimlendirilmesi

Deneme sonucunda orneklerin, sicakliklarin ve interaksiyonun istatistiksel olarak dnemli
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). V. arctostaplylos L. ve V. myrtillus L. 6rnekleri
benzer oranda ¢imlenirken, V. uliginosum L. tohumlarinda ¢ok diisiik ¢imlenme tesbit

edilmistir. En yiiksek ¢imlenme oraci 20 °C tesbit edilirken, hem 15 °C hem de 25 °C

uygulamalarinda ¢imlenme orani daha diistik kalmistir.

Cizelge 4.1. Farkli sicakliklarda ¢imlendirilen yabani Vaccinium érnelerinde 15 hafta
sonunda ¢imlenen bitki yilizdesi (%).

Kaynak Cimlenen bitki yiizdesi (%)
Ornek

V. arctostaplylos L.-1 20 a
V. arctostaplylos L.-2 31 a
V. myrtillus L. 22 a
V. uliginosum L. 4 b
LSD 13

Sicakhik

15°C 15 b
20 °C 34 a
25°C 8 b
LSD 11

Ortalama

4.1.2 Yabani Vaccinium tohumlarinin farkh besi ortamlarinda ¢imlendirilmesi

Daort yabani Vaccinium tohumlarinin ¢gimlenmesi iizerine besin ortaminin etkisi WPM ve
MS kullanilarak 20 °C sicaklikta arastirilmistir. 15 hafta sonunda 20 tohumdan ¢imlenen
tohum miktar1 Cizelge 4.2°de sunulmustur. Sonugclar, tohumlarin ¢imlenmesi iizerinde
ortamin etkisinin istatiksel oalrak dnemli olmadigini; benzer sekilde, interaksiyonunda

onemli olmadig1 ancak Orneklerin ¢imlenme oranlarun farklilik gosterdigini ortaya
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cikarmigtir. Birinci denemeye benzer sekilde V. uliginosum L. tohumlarinda ¢imlenme
oran1 V. arctostaplylos L. ve V. myrtillus L. orneklerinden daha diisiik oranda

gergeklesmistir.

Cizelge 4.2. Farkli sicakliklarda ¢imlendirilen yabani Vaccinium 6rnelerinde 15 hafta
sonunda ¢imlenen bitki yiizdesi (%) (20 tohumdan).

Kaynak Cimlenen bitki yiizdesi (%)

Ornek

V. arctostaplylos L.-1 69 a
V. arctostaplylos L.-2 65 a
V. myrtillus L. 45 b
V. uliginosum L. 1 c
LSD 10

Ortam

MS 45

WPM 45

LSD 0.d.

Ortalama 45

4.2 Mikrocogaltim (Alt Kiiltiir)

Deneme kapsaminda kullanilan mikrogogaltim uygulamalari, kullanilan bitki materyaline
gore degisik sonuglar vermistir. ‘Chanticleer’ ¢esidi zeatin hormonu konsantrasyonlari
icerisinde en iyi gelisimi 2 mg/L konsantrasyonunda gostermistir. Zeatinin 1 mg/L
konsantrasyonunda ikinci iyi gelisim gozlemlenmistir. Kardeslenmenin en fazla
gbzlemlendigi hormon konsantrasyonu ise zeatin 4 mg/L’dir. ‘Chanticleer’ ¢esidi 2-1P
hormon konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en iyi gelisimi 1 mg/L konsantrasyonu
gostermistir. 2-IP de 2 mg/L konsantrasyonunda ikinci iyl gelisim gozlemlenmistir.

‘Chanticleer’ ¢esidi BA hormonu konsantrasyonlar1 igerisinde gelisim gostermemistir.

‘Hannah’s Choice’ ¢esidi zeatin hormonu konsantrasyonlari igerisinde en iyi gelisimi 1
mg/L konsantrasyonunda gostermistir. Zeatin 2 mg/L konsantrasyonunda ikinci iyi
gelisim gozlemlenmistir.  Kontrol grubunda gelisim gozlemlenmemistir. En fazla
kardeslenme zeatin 4 mg/L de gézlemlenmistir. ‘Hannah’s Choice’ ¢esidi 2-IP hormonu
konsantrasyonlar1 igerisinde 1yi bitki gelisimini 0,5 mg/L gOstermistir.  Sirasiyla
konsantrasyonlarin gelisimi 0,5 mg/L, 1 mg/L ve 2 mg/L olarak gdzlemlenmistir.

‘Hannah’s Choice’ ¢esidi BA hormonu konsantrasyonlar igerisinde en iyi gelisimi 0,5
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mg/L konsantrasyonunda gostermistir. Bu gelisimi 2 mg/L BA konsantrasyonu takip

etmistir.

‘Brigitta’ ¢esidi zeatin hormonu konsantrasyonlarinda kardeslenme goézlemlenmistir.
Ayrica zeatin konsantrasyonlar1 igerisinde en iyi gelisimi 1 mg/L konsantrasyonunda
gostermistir.  ‘Brigitta’ ¢esidi BA hormonu konsantrasyonlarinda bitki gelisimi
gostermemistir.  2-IP hormonu konsantrasyonlar1 igerisinde ‘Brigitta’ cesidi en iyl

gelisimini 1mg/L konsantrasyonunda gostermistir.

‘Berkeley’ c¢esidi zeatin hormonu konsantrasyonlart icerisinde kardeslenme
gbozlemlenmistir. Ayrica ‘Berkeley’ ¢esidinin zeatin hormon konsantrasyonlari i¢inde en
iyi gelisimi 2 mg/L konsantrasyonunda gozlemlenmistir. 2-IP hormonu
konsantrasyonlar1 icerisinde ‘Berkeley’ c¢esidinin en iyi gelisimi 1 mg/L
konsantrasyonunda gozlemlenmistir.  BA hormonu konsantrasyonlart igerisinde
‘Berkeley’ ¢esidinin gelisimi 0.5 mg/L konsantrasyonunda gézlemlenmistir fakat BA

hormonu bitki gelisiminde ¢ok etkili olamamastir.

Zeatin hormonu konsantrasyonlar1 igerisinde ‘Toro’ ¢esidinin gelisimi 1 mg/L
konsantrasyonunda gézlemlenmistir . 4 mg/L konsantrasyonunda gelisim zayiftir. Ayrica
zeatin konsantrasyonlarinda kardeslenme gozlemlenmistir.  ‘“Toro’ c¢esidinin 2-IP
hormonu konsantrasyonlarinda gelisim yoktur. Bitki 6liimii gozlemlenmistir. BA
hormonu konsantrasyonlarinda ‘Toro’ ¢esidinin gelisimi yoktur.  Bitki oliimi

gozlemlenmistir.

Zeatin hormonu konsantrasyonlar1 igerisinde ‘Aurora’ ¢esidi en iyi gelisimi 1 mg/L
konsantrasyonunda  gdstermistir. Zeatin  konsantrasyonlarinda  kardeslenme
gozlemlenmistir. Kontrol grubunda bitki gelisimi yaninda az da olsa kardeslenme
gbézlemlenmistir. BA hormonu konsantrasyonlari igerisinde ‘Aurora’ ¢esidinin gelisimi
az ve benzerdir. 2-IP hormonu konsantrasyonlari igerisinde ‘Aurora’ ¢esidinin en iyi
gelisimi 2 mg/L konsantrasyonunda gézlemlenmistir. Daha sonra bu gelisimi sirasiyla

0,5 mg/L ve 1 mg/L konsantrasyonlar1 takip etmistir.

Zeatin hormonu konsantrasyonlar1 igerisinde ‘Bonus’ ¢esidinin en iyi gelisimi kontrol

grubundan sonra, 1 mg/L konsantrasyonunda gozlemlenmistir.  2-IP hormonu
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konsantrasyonlari igerisinde ‘Aurora’ ¢esidinin en iyi gelisimi sirastyla 0,5mg/L, 2 mg/L
ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda gézlemlenmistir. BA hormonu konsantrasyonlarinda
‘Bonus’ c¢esidinin  gelisimi  gézlemlenmemistir. Kontrol grubunda gelisim

gozlemlenmistir.

V. arctostaplylos L.-1 6rneginde zeatin hormonu konsantrasyonlari igerisinde en iyi
gelisimi 1 mg/L konsantrasyonunda gostermistir. Daha sonraki en iyi gelisim zeatin 4
mg/L konsantrasyonunda gozlemlenmistir. V. arctostaplylos L.-1 &rneginde 2-IP
hormonu konsantrasyonlar1 igerisinde en iyi gelisimi 2 mg/L. konsantrasyonunda
gostermistir.  Daha sonraki en iyi gelisim zeatin 0.5 mg/L konsantrasyonunda
gozlemlenmistir. V. arctostaplylos L.-1 o6rneginde BA hormonu konsantrasyonlari
karsilastinldiginda en iyi gelisimi 0.5 mg/L konsantrasyonunda gdstermistir. Ikinci en

iyi gelisim ise 0.5 mg/L BA konsantrasyonunda gézlemlenmistir.

V. arctostaplylos L.-2 6rneginde zeatin hormonu konsantrasyonlari karsilastirildiginda en
iyi gelisimi 1 mg/L konsantrasyonunda gostermistir.  Ikinci en iyi gelisimin
gozlemlendigi hormon konsantrasyonu ise 0.5 mg/L’dir. V. arctostaplylos L.-2 6érneginde
2-IP hormonu konsantrasyonlar: karsilastirildiginda en 1iyi gelisimi 0 mg/L
konsantrasyonunda gdstermistir.  Ikinci en iyi gelisimin gdzlemlendigi hormon
konsantrasyonu ise 0.5 mg/L’ dir. V. arctostaplylos L.-2 6rneginde BA hormonu
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en iyi gelisimi 2 mg/L konsantrasyonunda
gostermistir.  Ikinci en iyi gelisimin gozlemlendigi hormon konsantrasyonu ise 1

mg/L’dir.

V. myrtillus L. 6rneginde zeatin hormonu konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en iyi
gelisimi 1 mg/L konsantrasyonunda gdstermistir. Ikinci en iyi gelisimin gdzlemlendigi
hormon konsantrasyonu ise 2 mg/L’ dir. Bununla birlikte en fazla kardeslenme orani
zeatin 4 mg/L konsantrasyonunda gozlemlenmistir. V. myrtillus L. 6rneginde igin 2-IP
hormonu konsantrasyonlar1  karsilastirildiginda en iyi gelisimi 0.5 mg/L
konsantrasyonunda gostermistir.  ikinci en iyi gelisimin gozlemlendigi hormon
konsantrasyonu ise 1 mg/L’ dir. Bununla birlikte en fazla kardeslenme orani 2-1P’ nin 2
mg/L konsantrasyonunda gozlemlenmistir. V. myrtillus L. 6rneginde i¢in BA hormonu
konsantrasyonlari karsilastirildiginda en iyi gelisimi 0 mg/L (kontrol) konsantrasyonunda

gostermistir. C ¢esidi i¢in BA hormon konsantrasyonlari ¢ok etkili olmamustir.
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V. uliginosum L. 6rneginde zeatin hormonu konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en iyi
gelisimi 1 mg/L konsantrasyonunda gostermistir. Bununla birlikte en fazla kardeslenme
orani zeatin 4 mg/L, daha sonra da 2 mg/L konsantrasyonunda gézlemlenmistir. V.
uliginosum L. 6rneginde 2-IP hormonu konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda en iyi
gelisimi 2 mg/L konsantrasyonunda gostermistir.  2-IP° nin 4 mg/L hormon
konsantrasyonunda kardeslenme var fakat gelisim gézlemlenmemistir. V. uliginosum L.
orneginde BA hormonu konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda cesit gelisimi olmadig
bitkinin 6ldigi gozlemlenmistir. Her bir 6rnek ve mikrogogaltma uygulamasi igin

ayrintilt sonuglar asagida sunulmustur.

‘Hannah’s Choice’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma agamasindaki etkileri

incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin ve 2-IP’ nin 1 mg/L uygulmasindan elde

edildigi saptanmistir (Sekil 4.1).
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2-IP

Sekil 4.1. ‘Hannah’s Choice’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma

asamasindaki etkileri.
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‘Chanticler’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri
incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 2 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmustir (Sekil 4.2).

Zeatin

Sekil 4.2. ‘Chanticler’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki

etkileri.
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‘Bonus’ c¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri
incelendiginde, en basarili sonuglarin 2-IP 1 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. ‘Bonus’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’ nin mikrogogaltma asamasindaki

etkileri.
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‘Brigitta’ cesidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri
incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 1 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmustir (Sekil 4.4).

Zeatin

Sekil 4.4. ‘Brigitta’ ¢cesidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki

etkileri.
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‘Berkeley’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri
incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 2 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. ‘Berkeley’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki

etkileri.
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‘Aurora’ c¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri
incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 1 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmistir (Sekil 4.6).

2-P

Sekil 4.6. ‘Aurora’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’ nin mikrogogaltma agamasindaki

etkileri.
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‘Toro’ ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri
incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 1 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmistir (Sekil 4.7).

Zeatin

2-P

Sekil 4.7. ‘Toro’ ¢gesidinde zeatin, 2-IP ve BA’ nin mikrogogaltma asamasindaki etkileri.
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‘V. arctostaplylos L.-1’ 6rneklerinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma asamasindaki
etkileri incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 1 mg/L uygulmasindan elde edildigi

saptanmistir (Sekil 4.8).

Zeatin

2-IP

Sekil 4.8. V. arctostaplylos L.-1 érneklerrinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma

asamasindaki etkileri.
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‘V. arctostaplylos L.-2” 6rneklerinde ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma
asamasindaki etkileri incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 1 mg/L uygulmasindan

elde edildigi saptanmistir (Sekil 4.9).

Zeatin

Sekil 4.9. V. arctostaplylos L.-2 6rneklerinde zeatin, 2-IP ve BA’ nin mikrogogaltma

asamasindaki etkileri.
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‘V. myrtillus L.” orneklerinde ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma
asamasindaki etkileri incelendiginde, en basarili sonuglain zeatin 1 mg/L uygulmasindan

elde edildigi saptanmustir (Sekil 4.10).

Zeatin

Sekil 4.10. V. myrtillus L. 6rneklerinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma

asamasindaki etkileri.
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‘V. uliginosum L.” orneklerinde ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin mikrogogaltma
asamasindaki etkileri incelendiginde, en basarili sonuglarin zeatin 1 mg/L uygulmasindan

elde edildigi saptanmugtir (Sekil 4.11).

Zeatin

2-P

Sekil 4.11. V. uliginosum L. 6rneklerinde ¢esidinde zeatin, 2-IP ve BA’nin

mikrogogaltma asamasindaki etkileri.
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Yabani Vaccinium orneklerinin mikrogogaltim asamasi sirasinda V. arctostaplylos L.-ve
V. uliginosum L. 6rneklerinin kontrol gruplarinda hi¢bir koklendirme hormonu (oksin)

bulunmadigi halde kéklenme oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. V. arctostaplylos L.-2 ve V. uliginosum L. 6rneklerinin mikrogogaltimda

koklenme goriintileri
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4.3. Koklenme

‘Hannah’s Choice’ c¢esidi kontrol grubu dahil IBA hormonu konsantrasyonlarinin

hepsinde koklenme gozlemlenmistir (Sekil 4.13).

HANNAHS CHOICE
0 mg/l IBA

Sekil 4.13. ‘Hannah’s Choice’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Hannah’s Choice’ ¢esidi kontrol grubu ve NAA hormonunun 0.5 mg/L
konsantrasyonunda koklenme gostermistir. NAA hormonunun 1.5 mg/L ve 1 mg/L

konsantrasyonlarinda kallus olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.14).

HANNAHS CHOICE
0 mg/l NAA

Sekil 4.14 ‘Hannah’s Choice’ ¢esidinde NAA konsantrasyonlari
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‘Brigitta’ cesidi kontrol grubu ve IBA hormonunun en iyi kdklenme 0.5 mg/L
konsantrasyonunda  koklenme  gdstermistir.  Kontrol — grubunda  koklenme

gbézlemlenmemistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. ‘Brigitta’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Brigitta’ ¢esidi kontrol grubunda koklenme gozlemlenmemis ve NAA hormonunun 0.5
mg/L konsantrasyonu az da olsa koklenme gostermistir. NAA hormonunun tiim

konsantrasyonlarinda kallus olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.16).

BRIGITTA
|15 mg/I NAA

BRIGITTA

oS BRIGITTA

0 mg/l NAA

Sekil 4.16 ‘Brigitta’ ¢esidinde NAA konsantrasyonlari
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‘Bonus’ ¢esidi en iyi koklenme 1 mg/L ve 0.5 mg/L IBA hormon konsantrasyonlarinda
gozlemlenmistir (Sekil 4.17).

1 BONUS

= | NUS
L5 mz/l IBA 4

Sekil 4.17 ‘Bonus’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Bonus’ ¢esidi kontrol grubunda koklenme gézlemlenmemis ve NAA hormonunun 0.5
mg/L konsantrasyonu  koklenme  gOstermistir. NAA  hormonunun  tiim

konsantrasyonlarinda kallus olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18 ‘Bonus’ ¢esidinde NAA konsantrasyonlari
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‘Berkeley’ ¢esidi kontrol grubunda koklenme gézlemlenmemis ve IBA hormonunun 1.5

mg/L ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda kdklenme gézlemlenmistir (Sekil 4.19).

| BERKELEY
| 1mg/lIBA

BERKELEY ’ BERKELEY
B 05mglIBA | [ 0 mg/l IBA

Sekil 4.19 ‘Berkeley’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Berkeley’ c¢esidi  kontrol grubu NAA hormonunun hig¢bir konsantrasyonu
koklenmemistir.  NAA hormonunun tim konsantrasyonlarinda kallus olusumu

gozlemlenmistir (Sekil 4.20).

BERKELEY
‘ 1 mg/l NAA

Sekil 4.20 ‘Berkeley’ ¢esidinde NAA konsantrasyonlari
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‘Chanticleer’ ¢esidi kontrol grubunda kdklenme gozlemlenmemis ve IBA hormonunun

tiim konsantrasyonlar1 koklenmistir (Sekil 4.21).

CHANTICLER
0 mg/l IBA

CHANTICLER
0.5 mg/l IBA

Sekil 4.21 ‘Chanticler’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Chanticleer’ c¢esidi kontrol grubunda kdklenme gozlemlenmistir. NAA hormon
konsantrasyonlarinin hicbiri koklenmistir. NAA hormon konsantrasyonlarinin tiimiinde

kallus olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.22).

CHANTICLER
1.5 mg/l NAA

CHANTICLER | :
L 0.5 mg/I| NAA B CéiAI\i]TiCLER'
me/l NA A

Sekil 4.22 Chanticler ¢esidinde NAA konsantrasyonlari
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‘Aurora’ ¢esidi IBA hormon konsantrasyonlarindan sadece 1.5 mg/L. de koklenme

gozlemlenmistir (Sekil 4.23).

‘ AURORA
1.5 mg/l IBA

AURORA i AURORA
0.5 mg/l IBA * i 0 mg/l IBA

i
|
{
i

Sekil 4.23 ‘Aurora’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Aurora’ ¢esidi kontrol grubu ve NAA hormon konsantrasyonlarinin higbiri koklenmistir.
NAA hormon konsantrasyonlarmin tiimiinde kallus olusumu goézlemlenmistir (Sekil

4.24),

, ] ~ AURORA |
0 mg/l NAA “.

Sekil 4.24  Aurora’ ¢esidinde NAA konsantrasyonlari
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“Toro’ ¢esidi kontrol grubu ve IBA hormon konsantrasyonlarinin tiimiinde koklenme

gozlemlenmistir (Sekil 4.25).

TORO

B 0.5 mgiIBA

Sekil 4.25 “Toro’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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‘Toro’ c¢esidi  kontrol grubunda koklenme gozlemlenmistir. NAA  hormon
konsantrasyonlarinin hicbiri koklenmistir. NAA hormon konsantrasyonlarinin tiimiinde

kallus olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.26).

| TORO
0.5 mg/l NAA

Sekil 4.26 ‘Toro’ ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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V. arctostaplylos L.-1 o6rneklerinde IBA hormonu konsantrasyonlarinin hepsinde
koklenme gézlemlenmistir. En iyi kok gelisimi 1 mg/L konsantrasyonunda gostermistir.

Kontrol grubunda kéklenme gozlemlenmemistir (Sekil 4.27).

TAL
0 mg/l IBA

Sekil 4.27 V. arctostaplylos L.-1 6rneklerinde IBA konsantrasyonlari
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V. arctostaplylos L.-1 6rneklerinde NAA hormon konsantrasyonlarindan sadece 0.5 mg/L
koklenme gozlemlenmistir. Kontrol grubunda dahil digerlerinde koklenme
gézlemlenmemistir. Ayrica, NAA 1 mg/L hormon konsantrasyonunda kallus olusumu

gozlemlenmistir (Sekil 4.28).

A-
/INAA

1.5 mg

A~
0.5 mg/l NAA

Sekil 4.28 V. arctostaplylos L.-1 6rneklerinde NAA konsantrasyonlari
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V. arctostaplylos L.-2 6rneklerinde IBA hormonu konsantrasyonlarinin kontrol grubu
dahil hepsinde koklenme gozlemlenmistir. En iyi kok gelisimi 1.5 mg/L

konsantrasyonunda gostermistir (Sekil 4.29).

o  O0mg/IIBA |

Sekil 4.29 V. arctostaplylos L.-2 6rneklerinde ¢esidinde IBA konsantrasyonlari
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V. arctostaplylos L.-2 orneklerinde koklenme kontrol grubu ve NAA hormonu
konsantrasyonlari i¢erisinde sadece 1 mg/L hormon konsantrasyonunda gézlemlenmistir.
Diger konsantrasyonlarda koklenme gozlenmezken B c¢esidi igcin NAA’ nin hi¢ bir

cesidinde kallus olusumu gézlemlenmemistir (Sekil 4.30).

{ -Bs
| 1mg/lIBA

!

| 0 mg/l NAA

!

Sekil 4.30 V. arctostaplylos L.-2 6rneklerinde NAA konsantrasyonlari
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V. myrtillus L. orneklerinde kontrol grubu ve IBA hormonu konsantrasyonlarinin

hicbirinde koklenme gozlemlenmistir (Sekil 4.31).

| 75 f | TR
2 1.5 mg/l IBA | | mg/l IBA

JGH
. 0 mg/l IBA

Sekil 4.31 V. myrtillus L. 6rneklerinde IBA konsantrasyonlari
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V. myrtillus L. 6rneklerinde kontrol grubu ve NAA hormonu konsantrasyonlarinin
hicbirinde koklenme gozlemlenmistir. NAA 1 mg/L hormon konsantrasyonunda kallus

olusumu gozlemlenmistir (Sekil 4.32).

Sekil 4.32 V. myrtillus L. 6rneklerinde NAA konsantrasyonlari
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V. uliginosum L. orneklerinde koklenme kontrol grubu ve IBA hormonu

konsantrasyonlarinin hepsinde goézlemlenmistir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33 V. uliginosum L. érneklerinde IBA konsantrasyonlari

72



V. uliginosum L. &rneklerinde koklenme kontrol grubunda goézlemlenmistir. NAA
hormon konsantrasyonlarinin higbirinde kdklenme goézlemlenmemistir. NAA 1.5 mg/L

ve 1 mg/L hormon konsantrasyonlarinda kallus olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.34).

; D- | } D-
!g 0.5 mg/l NAA 3 0 mg/l NAA
!

Sekil 4.34 V. uliginosum L. 6rneklerinde NAA konsantrasyonlari
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4.4 Bitkilerin D1s Kosullara Aktarilmasi

Sekil 4.35 Bitkilerin viyollerdeki goriinimii

Doku kiiltiirtine aktarilan bitkiler basarili sekilde dis ortama aktarilmistir (Sekil 4.35).
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BOLUM V

TARTISMA

Bu calismada yabani maviyemis tiirlerinin tohumlarinin farkl sicakliklarda, farkli besin
ortamlarinda ¢imlenmeleri, maviyemisin mikrogogaltimi, koklendirilmesi ve dis ortama

aktarilmasi arastirilmistir.

Tez kapsaminda arastirilan konulara bakildiginda, yabani maviyemis genotiplerinin farkli
sicakliklar da c¢imlendirilmesi c¢alismasinda V. arctostaplylos, V. myrtillus, ve V.
uliginosum igin en iyi ¢imlenme sicakligit 20 °C olarak saptanmustir. Farkli besin
ortamlarinin (MS ve WPM) yabani maviyemis genotipinin tohumlarinin ¢imlenmesi
lizerine etkisi incelendiginde besin ortamalriin ¢imlenmeye istatistksel olarak bir etkisi

olmadig1 saptanmuistir.

Maviyemis kiiltiir ve yabani genotipleriyle kurulan mikrogogaltim denemesinde sitokinin
hormonlarinin etkisi ¢esitlere ve konsantrasyona gore farklilik gostermistir. ‘Hannah’s
Choice’ ¢esidi 2-IP hormonun 0.5, 1 ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda ve ikinci olarak
zeatin hormonun 1 ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda gézlemlenmistir. Koklendirme
denemesinde ise, oksin hormonlar1 (IBA, NAA) icinde en etkilisi IBA hormonunun farkli
konsantrasyonlart olmustur. C ¢esidinde ise IBA ve NAA hormon konsantrasyonlarinin
hi¢ birinde koklenme gozlemlenmemistir. Koklenmesi iyi olan bitkiler torfiperlit

ortamina aktarilmistir.

Sonug olarak, yabani maviyemis c¢esitlerinde hangi sicaklik ve ortamlarin etkili olduguna
dair, yabani ve kiiltiir ¢esitlerinin doku kiiltiiriinde kullanilan sitokinin ve oksin grubu
hormonlarin konsantrasyonlarinin bitkiler tiizerine etkisini arastiran bir c¢alisma
yapilmustir. Calisma sonucunda V. arctostaplylos ve V. myrtillus tiirleri doku kiiltiiriinde
basarili bir sekilde ¢ogaltilarak koklendirilmistir. Bu tiirlerde doku kiiliitii yoluyla
cogaltma portokoli belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, bur tiirlerin hem daha kolay
cogaltilarak yetistiricilkte kullanimlarini etkinlestirebilecek hem de bu tiirlerin yapilan
1slah caligmalarinda kullanimlarin1 kolaylastirabilecektir. Nitekim Orman Bakanligi

Ulkemizde bulunan yabani Vaccinium tiirlerinin ¢ogaltilarak Karadeniz Bolgesi’nde
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dagitim1 bu bu sekilde ekonomiye katki saglamasi {izerine bir eylem plant hazirlamigtir

(Anonim, 2015).

Kiiltlirii yapilan maviyemisler meyve tiirleri iginde genetik altyapilar1 en karmasik
olanlarindandir.  Tiirlerin geri planinda diploid, tetraploid ve hekzaploid tiirler
bulunmaktadir (Retamales ve Hancock, 2011). Bu karmasik yapt ayn1 zamanda
gelistirilen maviyemis tlirlerinin c¢ok degisik ekolojilere uyum gosterebilmesini
saglamistir. Bu baglamda Ulkemiz maviyemis yetistirilicliginde basar1 ile
kullanilabilecek gesitler gelistirmede Ulkemizde bulunan Vaccinium tiirleri gen kaynagi
olarak ta bir deger binmaktadir. Ulkemiz kosullarina adapte olmus V. arctostaplylos, V.
myrtillus, ve V. uliginosum tiirlerinden bir ¢ok 6zellik kiiltiir gesitlerine aktarilabilir.
Cumkii bu g tiir de kiiltiir ¢asitleri ile melezlenebilmektedir (Retamales ve Hancock,
2011). Bu ozelliklerden ilk akla geleni V. arctostaplylos tiiriinde gozlemlenmkete olan

mevsim boyunca ¢igeklenme 6zellgi olabilir.
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