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Prunus arabica (Olivier) Meikle iran, Irak, Filistin, Urdiin, Israil ile Tiirkiye nin
Gilineydogu Anadolu bélgesinde; Kilis, Gaziantep, Adiyaman, Mardin, Sirnak ve Siirt
illerinde yetisen cali formunda bir yabani badem tiiriidiir. Ozellikle Urdiin’iin
giineydogusunda kurak iklim sartlarinda sert cekirdekli meyve tiirlerinde verim ve
kaliteyi arttirmak icin anag¢ olarak kullanilmaktadir.

Bu caligmamizda anaglik potansiyeli yiiksek olan Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin
in vitro klonal mikrogagaltimi arastirilmistir. Calismada eksplant olarak kullanilan
celikler bahar doneminde yapraklar agilmadan Once olgun bitkilerden
alinmistir.Yiizeysel —sterilizasyondan sonra en iyl ¢ogaltma ortamim ve
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla eksplantlar 0,01 IBA ve 1 mg/L BA igceren MS,
NRM, DKW ve WPM besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Koklendirme {izerine
IBA’nin farkli konsantrasyonlar1 (0.25,0.5,0.75, 1,0 mg/l) ile aktif kdmirin etkisi
arastirilmastir.

Calismada siirgiin basina ortalama siirgiin sayist sirast ile NRM (11,5adet/eksplant),
WPM (9,6 adet/eksplant), DKW (3,29 adet/eksplant) ve MS (1,5 adet/eksplant) ile en iyi
NRM ortami iizerinde olmustur. Sirgiin uzunlugu bakimindan kullanilan kiiltiir
ortamlar1 arasinda sirast ile NRM (3,4cm), DKW (3,2cm), WPM (2,1cm) ve MS
(1,3cm) ile tekrar en 1yl sonu¢ NRM ortamindan elde edilmistir. Koklenme agisindan
bakildiginda aktif komiirlin koklenme iizerine ¢ok fazla etki etmedigi gozlenmis ve en
iyi koklenme oran1 %18 ile 0,5mg/L IBA igeren aktif komUrlli ortamdakaydedilmistir.

Anahtar kelimeler: Prunus arabica, in vitro, koklenme, IBA, NRM
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Prunus arabica (Olivier) Meikle grows in the form of a wild almond species in Iran, Iraq,
Palestine, Jordan, Israel and Turkey's Southeastern Anatolia region; Gaziantep,
Adiyaman, Mardin, Sirnak and Siirt. Especially in the southeast of Jordan, it is used as
rootstock to increase the yield and quality of hard-core fruit species in arid climatic
conditions.

The objective of the current study was to develop a micropropagation protocol for
Prunus arabica (Olivier) Meikle, which has a high potential rootstock ability for stone
fruits. Dormant cuttings from mature plants before the leaves were opened in spring
shoots were used as the explant source. To determine optimum micropropagation rate and
the culture medium suitable for stabilization and sustainability of cultures, the expants
were cultured on NRM, MS,WPM and DKW medium containing 0.01mgLIBA and 1
mgL1BA. To determine the best rooting the expants were cultured on NRM containing
0.25,0.5,0.75, 1.0 mg/L 1 IBA.

In this study, the average number of shoots per shoot were obtained on NRM (11.5),
WPM (9.6), DKW (3.29) and MS (1.5) respectively. The average shoot length were
obtained on NRM medium.( 4cm), DKW (3.2cm), WPM (2.1cm) and MS (1.3cm)
respectively. In terms of rooting, it was observed that activated charcoal did not have
much effect on rooting and the best rooting rate was recorded in 18% to 0.5 mg/ L IBA
containing activated charcoal medium. The rooting rate of microshoots propagated from
mature plants was insufficient (less than 18%) for practical use.

Key words: Prunus arabica, in vitro, Rooting, IBA, NRM
ii
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goniil dolusu tesekkiirlerimi, minnettarligimi ifade etmek isterim.



ICINDEKILER SAYFA

OZET ... oottt ettt bttt ettt I
ABSTRACT . .. i
TESEKKUR. .. oooetititeeeeceeeee ettt ettt sttt en ettt an s sneeees iii
ICINDEKILER.. .. oottt ettt nas et an e iv
CIZELGELER DIZINI......coiiiiiiiiiieeceecce et Vi
SEKILLER DIZINI .....cocviiiiiiiiiciiiiccee ettt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR... ...ttt ix
€ 31 2 T 1
L IGENEL BIIGILT. .. oot 1
2.ONCEKI CALISMALAR.. .. ..ottt ettt ettt ettt sn s 7
B MATERYAL VE METOT ... .ot 12
B.L IMIALEIYAL ...ttt b e e b a et st e et et e eteebeebeerenrente e 12
B2 IMBEOL ... e e 13
3.21.Asama I: Bitki Materyalinin (eksplant) Yiizeysel Sterilizasyonu.........c.ccccoevrervriennnnn. 13
3.2.2. Besin Ortami, Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu. ...........ccccovvvviineniiicnnennennn, 16
3.2.3. KUIUE SATTIATT....veiviiviiciccieee ettt ettt st et sttt ssereene e 16
3.2.4. Suirglin Ucu ve Lateral Eksplantlarinin Baglangi¢ Ortaminda Kiltire Alinmasit.......... 17
3.2.5. In Vitro Siirgiin Cogaltimi ve Cevre Kosullart...........coeoieireiicniinicccee e 17

3.2.6. Eksplant bagina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu igin uygun ortamin belirlenmesi..19

3.2.7.SUMGUN GEISIM ... eee e ses e eee e eee e 20
3.2.7.1. Siirgiin Gelisimi Uzerine uygun BA Konsantrasyonunun Belirlenmesi .................. 21
3.2.7.2. Siirgiin Gelisimi Uzerine Uygun TDZ Konsantrasyonunun Belirlenmesi................. 21

3.2.7.3. Siirgiin Gelisimi Uzerine Uygun Meta-TopolinKonsantrasyonunun Belirlenmesi...22

3.2.7.4. Siirgiin Gelisimi Uzerine Uygun 2-IP Konsantrasyonunun Belirlenmesi ................ 23
3.2.8. KOKIENAITIME. . ..eveviieiieie ettt sttt ettt et eneene e 24
3.2.8.1. Aktif Komurtn Koklenme Uzering EtKiSi...........occevievevieeieiceeeieeeeeeeee e, 25
3.2.8.2. Pigkinlestirme ve Dis Kosullara ANStIIIMaSL........cocvrvrierierieiieieenese e 25
4. BULGULAR VE TARTISMA . ...ttt see s 27
4.1, GENEI GOZIEMIE ...ttt e e eeas 27

4.2. Farkli Kiiltiir Ortamlarinin(NRM, WPM,MS ,DKW) Stabilizasyonu ve Prunus

arabica’nin Gelisimi UZerineg EtKiSi...........ccevevcueveceeeeeceieeeceeeseeeseeee s ses e snes 27



4.3. Mikrosiirgiinlerin Koklendirilmesi ve Dig Ortama Aktarilmasi

5.SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR.................
OZGECMIS.....coveerernee,



CIZELGELER DiZiNi SAYFA
Cizelge 1. 1. Kitalara gore 2010-2016 yillar1 aras1 diinya badem iiretim alanlari(ha).....4
Cizelge 1. 2. Badem Uretiminde lider Glkelere ait badem Uretimi degerleri (ton) ............ 4
Cizelge 1. 3.Yillara gore Tiirkiye badem agac sayilari (adet) ve iiretim (ton) verileri.....5
Cizelge 3.1.Nas ve Read(NRM) (2004), Murashige ve Skoog(MS) (1962), Driver ve
Kuniyuki (DKW) (1984), Woody Plant Medium(WPM) Ortamlarinin Kimyasal

2 31 (310 1 PSPPSR 14
Cizelge 4. 1.Farkl kiiltlir ortamlarinin siirgiin sayisi iizerine etkisinin varyans (GLM)
ANALIZI. . . weeeee it b ettt e e e bt et e e be et e nte e beenree s 28
Cizelge 4. 2.0rtam ve Tekerriiriin siirgiin uzunlugu tzerine etkisinin varyans (GLM)
ANALIZI. .+ oot enR e e b e e R e e n e e nne e e reenrne s 29
Cizelge 4. 3. Farkli Hormon konsantrasyonlarinin siirgiin sayis1 lizerine etkisinin
Varyans (GLM) @naliZi. . .......c.coouiiiieioieiec it 30
Cizelge 4. 4. Farkl1 Hormon konsantrasyonlarinin siirgiin sayis1 iizerine etkisinin

Varyans (GLM) @naliZi. . ......c.cccooviiiiieie e 31

Vi



SEKILLER DIiZiNi SAYFA
Sekil 3.1. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin arazideki gorinimii. .. ......c..cccoevereennene 12

Sekil 3.2. Eksplantlar kiiltiire alindiktan sonra kapaklarin alt kisimlari streg¢ film ile

SATHIAN tUPLOT. ...ttt 13
Sekil 3.3. Laboratuvarda ortam hazirlama calismalari........................oocoii, 15
Sekil 3.4. Steril kabin igerisinde mikrosurglnlerin bir alt kultlre alinmasi... ............ 16
Sekil 3.5. Kiiltiire alinmig ve stren Eksplantlar...........ccocceeiiiiiiiniiieneee e 16
Sekil 3.6. Alt kiltire alinmis eksplantlar................coooiiiiiiiiiiii e, 18
Sekil 3.7. Alt kiiltiire alindiktan sonra bulagsma gorulen eksplantlar....................... 18
Sekil 3.8. Mikrobiyal bulasmadan ari ve saglikli gortinen eksplantlar... ..................... 19

Sekil 3.9. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin farkl kiiltiir ortamlarindaki

GOTUNTIMTL. . . 1.ttt ettt be e s e e b e et e e nbe e nb e e ane e e s e e nnneenns 20

Sekil 3.10. Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin farkli BA konsantrasyonlarindaki

oS U3 1 oL ST TSP PSP OP PP PR PP 21
Sekil 3.11. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin farkli TDZ konsantrasyonlarindaki
GEIISIIMLL .. 1. 22
Sekil 3.12. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin farkli Meta-Topolin
konsantrasyonlarindaki @EliSIM .........cveiiiiiiiiiiiii e 23
Sekil 3.13. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin farkli 2-IP konsantrasyonlarimdaki
GELIISIIMI. .. oo 24
Sekil 3.14. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin dort farkli IBA konsantrasyonlarina
AKEATIINILL L. ot s 25
Sekil 4.1. Kiiltiir ortamina bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen ortalama

SUMGUN SAYIST. vttt ettt n s 28
Sekil 4.2 Kiiltiir ortamina bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen ortalama stirgiin
UZUNIUGU. . ot 29
Sekil 4.3. Kiiltiir ortamina bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen ortalama stirgiin

F ) 1) PO PU TR 30
Sekil 4.4. Farkli hormon bilesimine bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen
stirguinlerin ortalama uzunluKIArt. . . ........cccooiiiiiiiie s 31
Sekil 4.5. Farkl1 NRM ortaminda farkli 2IP konsantrasyonu varliginda eksplant basina

Vil



meydana gelen ortalama siirgiin sayis1 ve Stirglin Uzunlugu... .......cccocvviiiiiniiiennnn, 32

Sekil 4.6. NRM ortaminda farkli MT konsantrasyonu varliginda eksplant bagina
meydana gelen ortalama slirgiin sayist ve Siirgiin Uzunlugu. .. .......ccccceeevevveieiieeseennnns 33
Sekil 4.7. NRM ortaminda farkli TDZ konsantrasyonu varliginda eksplant bagina
meydana gelen ortalama siirgiin sayis1 ve Siirgiin Uzunlugu. .. ......cccooeeeviiiiinniniiennnnn. 34
Sekil 4.8. NRM ortaminda farkli BA konsantrasyonu varliginda eksplant basina
meydana gelen ortalama siirgiin sayisi ve SUrgin Uzunlugu....................ooeeeenee. 35
Sekil 4.9. Koklendirme muamelesinden yaklagik 30 giin sonra mikrosiirgiinlerde
meydana gelen kokler ve akklimatize edildikten sonra dig ortama aktarilan

MIKTOSTIZUNIET. .. 1.viiiiiiice e 36

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR
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1.GIRIS
1.1.Genel Bilgiler
Badem, Rosaceae familyasinin Prunus cinsine bagli Prunus amygdalus alt tir

igerisinde yer almaktadir. Prunus amygdalus alt cinsi igerisinde 40'a yakin badem tiirii
bulunmaktadir (Denisov, 1988; Kester ve Gradziel, 1996; Soylu, 2003). Prunus
amygdalus Batsch. (sinonim Prunus dulcis Miller) daha ¢ok meyvesi i¢in 6nem kazanmis
ve Tiansan Daglari'ndan Kafkasya’ya kadar, Afganistan ve Iran boyunca yayilmistir. Bu
bolgelerde ¢esitli yabani formlar1 bulunmaktadir. Bunlardan {istiin nitelikli ve i¢i tath
olanlarin kiiltiire alinmasiyla bugilinkii kiiltiir bademi meydana gelmistir (Kester and
Asay, 1975). Antik ¢aglardan gilinlimiize kadar buralardan Akdeniz ilkelerine yayilim
gostermistir (Rugini ve Monastra, 2003). En eski meyve tiirlerinden birisi olan bademin
yetistiriciligi dort bin yil énce Iran, Tiirkiye, Suriye ve Filistin’ de baslamis ve buralardan
Yunanistan, Kuzey Afrika ve Italya’ya, yayilmis, daha sonra ilk kolonistler tarafindan da
Kuzey Amerika’ya gotiirilmistir (Kester ve Asay, 1975). Giiniimiizde badem
yetistiriciligi kuzey yarimkiirede 30-44 enlem derecelerinde, giiney yarimkiirede 20-40
enlem derecelerinde 600-1000 m yiiksekliklerde ekonomik olarak yetistirilmektedir
(Ozbek, 1978).

Badem agaclar1 ¢esitlere gore degismekle beraber genel olarak 6-12 m’ye kadar
uzamakta, yillik dallar tistiinde olusan tomurcuklar bir sonraki yil gelisim gostermektedir.
Yeni gelistirilen badem ¢esitleri (Ferragnes, Ferraduel vb.) bakim kosullarina bagl olarak
3 yasindan itibaren yeterli olmadigindan yer degistirme esnasinda biiylik miktarda fidan
kayiplart meydana ekonomik olarak meyveye yatmaktadir. Bitki kazik kok yapisina sahip
olup sagak kok yapist gelmektedir. Badem yapraklar1 genellikle kenarlar disli, iri, orta
ve kiictiktiir. Cicekler 5 ¢anak, 5 tag, 20 erkek organ ve 1 disi organdan meydana
gelmektedir. Cigek tomurcugu saf tomurcuktur. Cigek yapisi iki eseylidir (hermafrodit)
ve karpelde iki tohum taslagi yer almaktadir. Tam ¢icek yapisina sahiptir. Tag¢ yapraklar
pembe veya beyaz renkte olup yumurtalik igerisinde iki tane tohum taslagi
bulunmaktadir.Genel olarak bunlardan sadece bir tanesi gelisim gosterir.Ama, iki tohum
taslaginin gelisim gosterdigi durumda ¢ift meyve olusumu gorultr ve bu meyvelerin ticari
degeri yoktur (Kiiden ve ark., 2014).



Bademde tozlagsma, birka¢ cesit disinda arilarla olmaktadir. Badem c¢esitleri
kendine uyusmazdir. Bu nedenle badem bahgeleri en az iki ¢esit iizerine kurulmalidir.
Genellikle Akdeniz iklimi meyve tiirii olan badem yazlar1 uzun siiren sicak ve kislari
sicakligin -25°C’nin altina diismeyen bolgelerde ekonomik olarak yetistirilebilmektedir.
Kislar1 -18 °C’de g6zler zarar goriir. 7.2 °C altinda 300-500 saat soguklama ihtiyaci duyar.
Bir¢ok 1liman meyve tiirlinden daha dnce ¢icek acan badem bitkisi kis soguklarindan
ziyade ilkbahar ge¢ donlarindan etkilenmektedir. Pembe tomurcuk déneminde -4 °C ile-
6.5 °C, ¢igeklenme baslangicinda -3 °C ile -4 °C, ¢igeklenme sonuna dogru -1.5 ile -2.0
°C ve ¢agla doneminde ise -1 ile -0.5 °C’de zarar gordiigii bilinmektedir. Badem
meyvesinin 0zellikle ¢cagla doneminde ilkbahar donlar1 bakimindan riskli olan bolgelerde
gee cigeklenen cgesitlerin gelistirilmesi badem 1slah programinin 6nemli bir hedefi olmus
(Alkan ve Seferoglu, 2014a) ve bu hedef basarili teknikler ile yeni c¢esitlerin
gelistirilmesiyle birlikte amacina ulasmis durumdadir. Birgok bitki tiir ve ¢esidinde
oldugu gibi bademde de gigeklenme zamanlar1 farkliliklar gosterebilmektedir. Cesitler
erken, orta ve geg ciceklenenler olarak gruplandirilmaktadir. Badem bitkisi ¢iceklenme
sliresi uzun olan turlerden biri olup ci¢eklenme tarihleri yillara gore degisebilmektedir.
Geg ciceklenen cesitlerin elde edilmesiyle uygun yiiksek sicakliklarda daha yiiksek
tozlanma ve ddllenme imkani saglanacaktir. Ulkemizde ilkbahar donlar1 dikkate alinarak
Ozellikle gec ciceklenen ve son zamanlarda diinyada oldukg¢a yayginlasan cesitleri
(Ferragnes, Ferraduel, Cristomorto, vb.) secilmektedir (Alkan ve Seferoglu, 2014b).

Pomolojik olarak badem ac1 ve tatli olmak iizere iki gruba ayrilir. Act bademler
siyanidrik asit icermektedir. Bu yiuzden yenilmesi sakincali olup ¢ogu yagi igin
yetistirilmektedir. Kirilma durumlarma gore tatli bademler dort farkli gruba ayrilir.
Bunlar; el bademi, dis bademi, sert kabuklu bademler ve tas badem olarak
smiflandirilmistir. EI bademleri kabuklari ¢ok ince olup randimani %70 civarindadir. Dis
ile kolaylikla kirilan dis bademleri %50 randimanlhidir. Dis ile kirilmasi oldukga gli¢ olan
sert bademlerin randiman1 %40 civarinda olup tas bademler ise %18-30 randiman igerir
(Kiden ve ark., 2014).

Ticari olarak iyi bir badem c¢esidinde bulunmasi gereken Ozellikler; agac
gelisiminin kuvvetli olmasi, bol miktarda ¢icek agmasi, ¢iceklenmenin ge¢ olmasi, diger
ticari cesitlerle dollenebilmesi, bol ve standart {iriin vermesi, meyvelerin ayni1 zamanda

olgunlagmasi ve riizgarda dokiilmemesi, yesil kabugun kolay kavlamasi, ¢ift i¢ oraninin



diisiik olmasi, randimanin ve i¢ kalitesinin yiiksek olmasi, ¢evresel sartlar, hastalik ve

zararlilara kars1 dayanikli olmasidir (Anonim, 2012).

Badem tuketimi ¢ok yonli olan bir meyve tiiriidiir. Badem ¢agla olarak taze i
badem, kavrulmus (tuzlu-tuzsuz) badem olarak tiiketilmekle beraber sekerleme, ¢ikolata
ve pasta sanayisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica badem unu, badem yagi,
kozmetik ve ila¢ endiistrisinde de kullanilmaktadir. Badem i¢inin kullanimina ilaveten
dis yesil kabugunun da hayvan beslenmesinde kullanildigi, ineklerde siit verimini

arttirdig1 bildirilmektedir (Aradhya ve Stover, 2006; Parlakci, 2008).

Biitiin meyve tiirlerinde oldugu gibi modern yetistiricilikte bademlerin vegetatif
yollarla ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. Badem, koklenmesi zor olan bir tiir oldugu i¢in
klonal c¢ogaltilmas1 as1 yoluyla yapilmaktadir. Ancak asiyla cogaltilmada
karsilasilangesitli nedenlerden dolay1 yetistiricilerin fidan taleplerinin karsilanmasi yavas
olmaktadir.Bu nedenlerden dolayr mikrocogaltim gibi daha etkili alternatif ¢ogaltma
metotlarinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ciinkii mikrogogaltim en hizli klonal
cogaltma seklidir (Bhojwani ve Razdan, 1996; Nas ve Read, 2004a; Suttle, 1996) ve
piyasaya yeni siiriilen cesitlerin fidanlarinin hizli bir sekilde iireticilere dagitilmasinda
onemli avantajlar saglamaktadir.

Doku kiiltiirti ile cogaltilan bitkiler cogunlukla daha kolay koklendiklerinden asiya

gerek duyulmamakta ve as1 ile gogaltmada goriilen sorunlar ortadan kalkmaktadir (Nas
ve Read, 2003).

Diinyada badem yetistirilen toplam tarim alan1 1.732.099 ha olup en biiytik {iretim
alan1 652.246 ha ile Avrupa kitasi iken ikinci biiyiik iiretim alanina sahip kita ise
454.204 ha ile Afrika gortlmektedir. Bu iki kita her ne kadar biiyiik iiretim alanlarina
sahip olsalar da, 352.077 ha ile Kuzey Amerika'da bu kitalardan daha fazla kabuklu
badem {iretilmektedir (Cizelge 1.1). Diinya badem iiretiminin yaklagik olarak % 58’ini
ABD tek basina gergeklestirmektedir (Gul Yavuz, 2011).

Avustralya kitast ile iilkemizde badem iiretim alanlari ayni olmasina ragmen,
burada iilkemizden iki kat daha fazla {iretim gergeklesmektedir. Asya kitasinda badem
tretiminde lider tilke Iran olarak goriliirken, Avrupa’da lider konumdaki iki tilke ispanya
ve Italya goriilmektedir. Badem iiretim miktarlarinda bu iki iilkede yillara gore

dalgalanmalar gorulmektedir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1. 1. Kitalara gore 2010-2016 yillar1 aras1 diinya badem iiretim alanlar1 (ha).

Kitalar/Yillar | 2010 2011 2012 2013 2014 | 2015 2016

Afrika 419.823| 447.115| 456.644 | 460.319| 455.291| 446.957| 454.204
Asya 270.709| 263.737| 297.125| 344.782| 259.776| 299.927| 349.722
Avrupa 680.250| 658.474 644.320| 636.631| 625.485| 652.875| 652.246
Amerika 319.555| 332.624 340.905| 352.943| 361.023| 368.644 388.311
Avustralya 29.340| 30.390 28.472| 28.586| 28.967| 31.115 20.550
TOPLAM 1.719.677|1.732.340| 1.767.466| 1.823.261| 1.730.542| 1.799.518| 1.865.033

Cizelge 1. 2. Badem iiretiminde lider iilkelere ait badem tiretimi degerleri (ton).

Ulke/ Yl 2010 | 2011 [ 2012 | 2013 2014 | 2015 2016

ABD 1.413.800| 1.841.587) 1.655.000 1.732.800| 1.545.500 1.787.033| 2.002.742
ispanya 222.518| 208.800| 211.700| 143.081| 195.704| 211.084| 202.339
Avustralya 90.000| 34576| 31.105| 56.779| 55.978| 165.018] 72.902
iran 121.427) 119.322 120464 155.527| 136.339  146.000| 147.863
Fas 87.104| 96.231 99.067|  93.310| 101.02§  97.723| 112.681
italya 108.160 104790 89.865| 72.584| 74.016| 70.399| 74584
Turkiye 55308 69.838| 80.261  82.850| 73.230  80.000| 85.000
TOPLAM |2.098.407| 2.475.144) 2.287.462 2.336.931|2.181.792 2.557.257| 2698111

Ulkemizdeki badem {iretim alan1 hemen hemen 27.020 ha olup bu alandan diinya
badem iiretiminin sadece % 3’ karsilanmaktadir. Diinyada 2.698.111 ton badem uretimi
olup Turkiye bu Gretim igerisinde son verilere gore 85.000 ton kabuklu badem Gretimine

sahiptir.



Diinyada yedinci biyuk uUretici tlke durumunda olan Turkiye, badem Uretiminde
2016 yil1 verilerine gdre 85.000 ton badem elde etmistir. Ulkemizde toplam meyve
tretiminin yaklasik olarak % 6.4’ sert kabuklu meyvelerden olugmaktadir. Sert
kabuklu meyve aga¢ sayilarinin % 1.2’ sini ve iiretim miktarimnin ise % 4.3’iinii badem
olusturmaktadir (Ozsu, 2003). Yiiksek don yasanan yillar haricinde 2010 yilindan
itibaren badem iiretiminde yaklasik olarak % 45 iiretim artis1 saglanmistir (Cizelge
1.3). Bolgelere gore siniflandirma yapildiginda Ege bolgesi badem tiretiminin yaklasik
% 30’unu karsilamaktadir. Ege bdlgesini sirasiyla Akdeniz, Giineydogu Anadolu, g
Anadolu ve Bati Marmara bolgeleri izlemektedir. Badem alanlarinin iller bazinda
dagiliminda Mugla’yr sirastyla Manisa, Balikesir, Antalya ve  Mersin illeri
izlemektedir. Bu illerin sahip oldugu badem alanlari, 60 bin dekar ile toplam badem

alanlarmin % 37’sini meydana getirmektedir.

Cizelge 1. 3.Yillara gore Tiirkiye badem agac sayilar1 (adet) ve Uretim (ton) verileri.

Meyve ' _ )
Yillar Meyve Veren Vermeyen Ithalat Ihracat | Uretim
(Adet) (adet) (ton) (ton) (ton)

2010 3.683 2.589 23.030 | 13.433| 55.398
2011 4.221 3.101 34.626 19.537 69.838
2012 4.679 3.242 25.774 19.664 80.261
2013 5.256 3.602 30.413 22.670 82.850
2014 5.637 3.815 18.542 12.636 73.230
2015 5.864 4.295 20.921 | 12.696 | 80.000
2016 6.664 4.964 36.241 19.149 85.000
2017 6.810 5.099 90.000




Modern badem yetistiriciligi, Amerika ve Avrupa iilkelerinde ¢ok sayida standart
cesitle yapilmakta ve 1slah amaclarina yonelik cesitler gelistirilmektedir. Tiirkiye
acisindan bakacak olursak; zengin badem gen kaynaklarina sahip olmamiza ragmen az
sayida gelistirilen cesitle sinirli miktarda tiretim yapilmakta, hala isimleri bilinmeyen
¢oglr agaclardan iiretimimizin ¢ok biiylik bir kism1 saglanmaktadir. O halde bir taraftan
badem genetik kaynaklarimizin arastirilarak {istiin niteliklere sahip olanlarin
tanimlanmasi, diger taraftan da seleksiyonlara ait klonlarmin olusturularak gergek
degerlerinin belirlenmesi ve iistiin nitelikli olanlarin meyveciligimize kazandirilmasi

gerekmektedir (Balta 2002; Aglar, 2005; Gtilsoy, 2012).

Ulkemizde var olan badem potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla birgok
calisma yapilmistir. Arastirmalar genellikle genetik materyalin  belirlenmesi  ve
korunmasi, mevcut popiilasyonlar igerisinde en iyi tiplerin seleksiyonu, melezleme ve
yabanci cesitlerin iilkemiz ekolojik kosullarina adaptasyonu konularinda yapilmistir.
Yerli tiplerle kiyaslandiginda yabanci cesitler genellikle daha {istlin 6zellikler tasidigi
icin ¢alismalar bu ¢esitlerin lilkemiz ekolojisine adaptasyonlar1 ve ¢ogaltilmalar tizerine

yogunlagmistir .



2.0ONCEKi CALISMALAR

Bahge bitkilerinde birgok bitki tiirli, hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak
koklendirilebilir ve ¢ogaltilabilir. Fakat doku kiiltiirii teknikleri yliksek maliyetlidir ve
yogun caba gerektirir. Ayrica, laboratuvar ¢alismalarinda bitkilerin mikrogogaltiminda
kullanilan cam yada plastik malzemenin cinsi(bitkinin almasi gereken 1sik miktarina bagh
olarak), bitkinin kalitesini, bliylimesini, yasama siiresini ve ¢ogaltimini etkilemektedir.
Tuano, Ferragnes Fascinello badem g¢esitleri lizerine yapilan bir ¢aligmada ; Seleksiyon
yolu ile elde edilmis M49, M50, M51, M52, M53 ve M55 bademler ; Gala ve Prunus
pyraster klonlarinin {i¢ tipi (P8, P38 ve P50); McIntosh elma cesitleri; Ontario erik
cesidi; Denemeye alinmistir. Deneme her seleksiyon veya cesit basina 3 tekerriir, her
tekerrirde 8-10 siirgiin olacak sekilde kurulmustur. Ontario erik ¢esidi SH besi
ortaminda, diger tlrler ise MS ortaminda daha iyi gelisim katsayis1 gostermistir. GF-677,
0.35 mg/L BAP, 0.1 mg/L GA3 ve 1.0 mg/L IBA ilave edilen MS temel besin
ortaminda %85 oraninda kdklenme gostermistir (Damiano ve Monticelli, 1998).
Texas ve Nonpareil badem (Amygdalus communis L.) cesitlerinin in vitro mikro
cogaltim Ozelliklerinin arastirildigr bir caligmada siirgin ucu kiiltiirii ile in vitro
cogaltma olanaklar1 incelenmistir. Bu amagla; farkli BAP ve IBA miktarlari, {i¢c farkli
alt kiiltiirde (ilk kiiltiire alma, sasirtma ve ¢ogaltma) ayri ayri test edilmistir. Siirgiin
gelisimi acisindan hormonsuz ve sadece diisiik miktarda IBA (0.1 mg/L) igeren
ortamlarin daha uygun oldugunu goriilmistir. Hem sasirtma hem de c¢ogaltma
asamasinda siirgiin verimi ve gelismesi agisindan en iyi sonucu 1.0 mg/L BAP ile 0.1
mg/L IBA interaksiyonu vermistir. Siirgiin sayisi lizerine her iki asamada da BAP’in
etkili oldugu gozlenmistir, ancak yiiksek konsantrasyonda BAP (2.0 veya 3.0 mg/L
BAP) kullaninmimi siirgiinlerde camlagma, siirglinlerin canliliginda diisme ve kallus
olusumuna neden oldugu gozlenmistir (Giirel ve Giilsen, 1998a).
In vitro doku kiltird yontemiyle GF-677 anacinin ¢ogaltimmin arastirildigl bir
calismada eksplantlar Nisan ayinda taze siirgiinlerden alimmustir. Farkli hormon
konsantrasyonlarinin denendigi ¢aligmada siirgiin ¢ogaltim1 i¢in en iyi sonucu 1 mg/L
BA vermistir. 0.3 mg/L NAA ve 1.6 mg/L thiamine i¢eren ortamda 7 giinliik karanlik

uygulamasindan en yiiksek koklenme elde edilmistir (Kamali ve ark., 2001).



Stirglin ucu ile ¢ogaltimin denendigi bir calismada Nonpareil ve Ne Plus Ultra
badem ¢esitlerinin siirgiin uglar1 kullanilmistir. Siirgiin uglari, 4 °C’de 16/8 saat
aydinlik/karanlik kosullarda 1 ay boyunca kultlire alinmistir. Mikro strgtinlerin koklenme
yetenegine en iyi uygun hormon konsantrasyonunu bulmak amaciyla IBA ve NAA’nin
farkli konsantrasyonlar1 karsilagtirilmistir. Ayrica koklenme {izerine diisiik 15181
(go6lge) ve tuz stresinin etkisi arastirilmistir. Her iKi ¢esit icin en iyi sonug, 1,0 mM ile
% 0.6’lik su-agar solisyonu icinde 12 saat bekletildikten sonra sirgtnlerin 15 gin
oksinsiz ortama aktarilmasindan alinmistir. Bir alt kiiltiire alinan eksplantlar giin
karanlikta birakildiktan sonra 16/8 saat aydinlik karanlik kosullara aktarilmistir.
Karanlik siirecinin uzatilmasi koklenmeyi arttirmamaigstir. /2 MS ortaminda Ne Plus Ultra
stirglinlerinin kdklenmesine ragmen Nonpareil siirgiinlerinin koklenmesinde Almehdi ve
Parfitt ortami, en iyi sonucu vermistir. Mikrosiirgiinlerin % 60’inda koklenme

gozlenmistir (Ainsley ve ark., 2001).

Yapilan bir ¢aligmada ‘Ne Plus Ultra’ , ‘Nonpareil’, ‘Carmel' ve Parkinson
cesitlerinde  olgunlasmamis  embriyo  kotiledonlarindan  rejenerasyon  yollar
arastirllmistir. Agik tozlanmis olan agaglardan c¢igeklenmeden 100-115 gun sonra
meyveler toplanmis ve kotiledonlarin embriyoya yakin olan kismi kesilerek embriyonun
geri kalan kismi atilmistir. Bu calismada farkli konsantrasyonlardaki TDZ, IBA ve
kiltliriin i1lk 7 giin karanlikta tutulmasinin rejenerasyona olan etkileri arastirilmistir.
Surgun rejenerasyonu, eksplantlarin 8 hafta 10 uM TDZ ihtiva eden MS ortaminda
birakildiktan sonra 4 hafta hormon igermeyen MS ortaminda bekletilmesinde en yliksek
bulunmustur. Kotiledonlardan alinan eksplantlarin 7 giin karanlikta tutulmasi
rejenerasyonu tesvik etmistir. IBA (0.5 uM) ihtiva eden MS ortaminda siirgiin
rejenerasyonu kayda deger bir sekilde disiis gostermistir. Optimum kiltir sartlari altinda

‘Nonpareil’, ‘Ne Plus Ultra’, ‘Carmel’ ve ‘Parkinson’ ¢esitlerinde elde edilen adventif

slirglin rejenerasyonun sirastyla %73.3, %80.0, %100 ve %86.7 oldugunu belirtmislerdir

(Ainsley ve ark. 2001).

Sert kabuklu meyveler i¢in ana¢ olma potansiyeline sahip dokuz anaci in vitro
kosullarda ¢ogaltilmasi i¢in ortam denemeleri kurulmustur. 1 cm uzunlugunda alinan
stirgiin uglar1 16/8 saat aydinlik/Karanlik fotoperiyot ve 25 + 2 °C sicaklikta muhafaza
edilmistir. Deneme dort farkli ortam ( SH, MS, % MS, ve Villegas ) ile kurulmustur.



Ayrica farkli agar miktarlarinin (4.5, 5.5 ve 6.5 g/L) kullanildig1 % MS ortaminda
stirglin olusumu iizerine etkisine bakilmistir. Arastirmada eksplantlarin canlilik oranlart,
gelismeleri, kontaminasyon ve kararma oranlar1 kaydedilmistir. Cogaltma ortaminda en
yuksek biylme, gelisme ve kardeslenme orani 5.5 g/L agar igeren ¥4 MS ortaminda
tespit edilmistir ( Rodrigues ve ark., 2003).

Nonpareil 15-1, Ne Plus Ultra badem gesitleri ile badem x seftali (Titan x Nemaguard)
melezi bir anacinin in vitro mikrogogaltimi i¢in yaklasik 0.7 cm uzunlugundaki 3-5
yaprakli stirglin uglari kiiltiire alinmistir. Mikrogogaltim bakimindan 10.049 mM IBA, 3
mM BAP, 0.058 M sakkaroz ve % 0.7 agar i¢ceren AP ortaminin da Nonpareil 15-1
genotipinin iyi gelistirgi Ne Plus Ultra genotipinin ise 0.049 mM IBA, 5 mM BAP,
0.088 M sakkaroz ve % 0,7 agar iceren MS ortamui iyi gelistigi gozlenmis ayn1 sekilde
Titan x Nemaguard melezi icin en iyi ortam 10 mM BAP, 0.088 M sakkaroz ve % 0.7
agar iceren MS ortamimin oldugu gozlenmistir. Koklenme bakimindan 2.4 mM IBA,
0.088 M sakkaroz % 0.7 agar igeren 2 MS ortaminda 1 hafta karanlikta ve 2 hafta 1sikta
bekletilen mikrosiirgiinlerde en iyi koklenmeyi (%88) gdstermistir (Channuntapipat ve
ark., 2003).

Seftali x badem melezi olan Mayor®’un in vitro mikrogogaltim protokoliiniin
arastirildig1 calismada 1.0 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA igeren 3 farkli ortam (MS ,WPM
DKW) ile kendilerinin modifiye ettigi ME ortami kullanilmistir. Kiiltlir o rtamlarina 30
g/l sukroz ve 7 g/L Bacto Agar Difco eklenmistir. Mikro g¢ogaltim asamasinda
mikrosiirglinlerin yaprak sayisi, slirgin uzunlugu, siirglin sayist ve vitrifikasyon
(camlagsma) gosteren eksplantlarin orani da incelenmistir. Arastirma sonucunda
mikrogogaltim i¢in en iyi ortamin eksplant basina ortalama 5.21 siirgiin ile ME oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug, diger 3 ortamdan alinan c¢ogalma oranlariyla
karsilagtirildiginda 6nemli bir fark teskil etmistir. Eksplant uzunlugu ve yaprak sayis1 da
bu ortamda daha fazla olmus ayrica vitrifikasyon semptomlar1 daha az goriilmiistiir.
Kullanilan bitki biiyiime diizenleyiciler bakimindan en iyi sonug¢ 1.0 mg/L ve 1.5 mg/L
BAP ile 0.1 mg/L IBA igeren ortamlardan alinmistir. 1.0 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA
kullanildiginda vitrifikasyon semptomlar1 azalmis ve bu konsantrasyon optimum olarak
belirlenmistir. 2 mg/L GA3 ilave edilmesiyle birlikte eksplant basina siirgiin sayisinda
diisiis olmasina karsin eksplantlarin boyunda artis oldugu tespit edilmistir (Cos ve ark.,

2004).



GF-677 melez anacinin invitro koklendirilmesi tizerine, organik (Fe-EDTA ve Fe-
EDDHA) ve inorganik (FeCl3) demir ilavesinin etkileri incelenmistir. Demir
noksanliginda yada FeCls kullanildiginda kdklenme orani ok diisiik olmasina karsin Fe-
EDDHA ilave edilmis ortamdaki eksplantlarda % 100 kdklenme saglanmistir. Fe-EDTA
ilave edilen ortamda kok elde edilememis ve Fe-EDTA uygulamasindan belli bir siire
sonra mikrosiirgiinlerde yapilan analiz sonucunda olduk¢a az klorofil ve yiiksek Fe
icerigi gostermistir (Molassiotis ve ark., 2003).

GF-677 melez anacinin invitro koklendirilmesi {izerine farkli konsantrasyonlarda (0,
0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/L) kullanilan B2 (Riboflavin) vitamininin etkisi incelenmistir.
Mikrosiirgiinler  koklenmeye alindiktan 4 hafta sonra tanik uygulamasiyla
kiyaslandiginda riboflavinin eksplantlarda yan kok olusumunu tesvik etmedigi ve
koklenmenin ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. B2 vitamininin en yiiksek (1.5 ve 2.0
mg/L) iki konsantrasyonunu iceren koéklenme ortaminda,toksik etki olusmus ve
stirglinlerin biiyiik bir kisminda, tepe nekrozu ve kloroz semptomlart gorilmiistiir
(Antonopoulou ve ark., 2005).

Yapilan bir calismada PR 204/84 (seftali x badem) anacinin 2,5 mg/L IBA
konsantrasyonlu 2 MS ortaminda eksplantlerin koklenme oraninin normal MS ortamina
gore artis gosterdigi gézlemlenmistir. Ayrica ortalama kok sayist ve kok uzunlugu 2,5
ve 5 mg/L IBA Kkonsantrasyonlu 2 MS ortaminda artis gosterdigini bildirmisler. IBA
konsantrasyonu 0 dan 10 mg/L ye yiikseltildiginde hem % MS hem de normal MS
ortaminda siirgilin basina ortalama kok sayisinin arttigini bildirmisler. Ortamdaki IBA ve
mineral madde miktarinin ortalama kék uzunlugu iizerine 6nemli derecede etki etmedigi
bildirilmistir. Yapilan ikinci bir denemede eksplantlar koklenmeye alindiktan sonra 12
gun karanliga birakilmis daha sonra 12 gunluk standart gelisme sartlarinda bekletilmistir.
On iki saat karanlik uygulamasindan sonra 12 saat 1sikta birakilan eksplantlarin 1.0 ve
2.5 mg/L IBA konsantrasyonunda 24 saat 16/8 aydinlik/karanlik sartlarina gore daha 1yi
koklendigi belirlenmistir (Fotopoulos ve ark. 2005).

Ticari degeri yiiksek olan badem ¢esitleri (Christo Morto, Ferraduel Ferragnes, ve
Nonpareil) ile bademde siklikla kullanilan GF 677 anaci i¢in uygun mikrogogaltim
protokoliiniin gelistirilmesine ¢aligilmistir. Arastirma kapsaminda MS, WPM, DKW ile
NRM ortaminin yaninda badem tohumunun kompozisyonuna yakin olan modifiye NAM

ortamin1 kullanmislardir. Mikrosrgiinlerde ortalama siirgiin sayis1 ve ortalama slrgun
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uzunlugu bakimindan en iyi sonu¢ NAM Kkiiltiir ortaminda elde edilmistir. Siirgiin
olusturma bakiminda en iyi sonug sirastyla NRM, MS, DKW ve WPM ortamlarinda %
69 ,% 68 ,% 49 ve % 35 olmustur (Nas ve Ark. 2013).
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3.MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, 2018 — 2019 yillar1 arasinda Sirnak Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Bolimii laboratuvarinda yapilmistir. Calismada Prunus arabica

(Olivier) Meikle badem tlrlnun in vitro mikrogogaltim 6zellikleri aragtirilmistir.

3.1.Materyal

Calismada Prunus arabica (Olivier) Meikle badem tiirliniin yesil siirgiinleri

kullanilmistir. Eksplantlar 2018 subat ayinda daha siirmeden Sirnak iline bagl Cizre

ilgesinde bulunan bir araziden temin edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin arazideki gérinimd.

Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu bolgesinde Kilis, Gaziantep, Adiyaman, Mardin,
Sirnak ve Siirt illerinde yetisen ¢ali formunda yabani bir badem tiiriidiir. Prunus
arabica Olivier 1,5-2,5 boyunda siipiirge benzeri bir ¢alidir. Siirgiinler ve dallar daima
yesildir. Prunus arabica uzun siire susuzluga ve kurakliga dayanikli bir bitkidir. Prunus
arabica Yakin Dogu bitkisidir ve Urdiin’niin Giineydogusunda seftali, nektarin ve diger

sert ¢cekirdekli meyvelerin verimini artirmak i¢in anag olarak kullanilir.

12



3.2.Metot

3.2.1. Asama I: Bitki Materyalinin (eksplant) Yiizeysel Sterilizasyonu

Prunus arabica (Olivier) Meikle’den alinan yesil ¢elikler laboratuvar ortaminda,
akan c¢esme suyu altinda 2 saat boyunca durulanmiglar. Daha sonra ylizeysel
sterilizasyona tabi tutulmuslardir. Siirgiinlerin yiizeysel sterilizasyon islemi biitiin
asamalar steril kabin igerisinde yapilmistir. Yiizeysel sterilizasyon igin yesil celikler
oncelikle %70 etil alkol (EtOH) igerisinde 30 saniye siireyle bekletilmis, sonra steril saf
su ile iki kez durulanmislar, en sonra yesil gelikler litreye 10 damla Tween—20 igeren
%20 lik ticari ¢amasir suyu soliisyonu igerisinde ara-sira karistirilarak 15 dakika

bekletildikten sonra ii¢ kez saf su ile durulanmislar.

Yiizeysel sterilizasyon ve durulama islemlerinden sonra eksplantlar tek bogum
arasindan kesilip onceden hazirlanmis ve otoklavlanarak sterilize hale getirilmis tek-
bogum veya siirglin-ucundan olusan eksplantlar 25 x 150 mm’lik cam tiipler i¢erisinde
1.0 mg-L* Benzyladenine (BA)+ 0.01 mg-L™ Indole -3-butyric acid + 20 g-L™* sukroz
iceren ve 5.5 g-L ! agar ile jellestirilmis NRM (Nas ve Read, 2004a) ortaminda kiiltiire
alinmiglardir (Cizelge 3.1). Dikim isleminden sonra, tiiplerin kapaklar1 kapatilmis ve

kapaklarin alt kisimlart hava almayacak bigimde seffaf stre¢ film ile sarilarak herhangi

bir enfeksiyona karsi dis ortamdaki atmosferle olan iliski kesilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Eksplantlar kiiltiire alindiktan sonra kapaklarin alt kisimlart stre¢ film ile sarilan
tapler.
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Cizelge 3.1.Nas ve Read(NRM) (2004), Murashige ve Skoog(MS) (1962), Driver ve
Kuniyuki (DKW) (1984), Woody Plant Medium(WPM) Ortamlarinin Kimyasal Bilesimi.

Makro Elementler (mg/L) NRM MS DKW WPM
NH4NO3 530 1650 1416 400
Ca(NO3)2 4H.0 700 1960 556
CaClz 2H20 90 440 147 96
MgSO4 7H20 1600 370 740 370
KNOs 550 1900

KH2PO4 1300 170 259 170
K2SO4 1560 990
Mikro Elementler (mg/L)

H3BO3 6,2 6,2 4,8 6,2
CuSO4 5H20 2,5 0,025 0,25 0,25
MnSO4 H20 20 16,9 33.5 22,3
NazMoO4 2H20 2,5 0,25 0,39 0,25
ZnSO4 7H20 8,8 8,6 8,6
Zn(NO3).6H20 17

Sequestrene 138 Fe 100

FeS04.7H20 27,8 33,4 27,8
Na;EDTA 37,3 44,7 37,3
Kl 0,83

CoCl2.6H.0 0,025

Vitaminler (mg/L)

Thiamine (B1) 0,6 0,1 2 1
Riboflavin (B2) 0,21

Nicotinic acid (B3) 1,15 0,5 0,5 0,5
Pyrodoxine (B6) 0,6 0,5 0,5 0,5
Vitamin E (a-tocopherol) 20

Vitamin C (Ascorbic acid) 1

Glycine 0,85 2 2 2
Myo-inositol 200 100 100 100
Sucroze 30 g/L 30 g/L 20 g/L 20 g/L
Agar 5,5 5,5 55 55
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Eksplantlar In vitro kiiltiir ortamina alindiktan sonra, kiiltiirler her giin kontrol
edilmis ve kiiltiir ortamlarinda meydana gelen eksplant 6liimleri, kararma ve mikrobiyal
bulasmalara ait gézlemler alinmistir. Dort hafta sonunda, mikrobiyal bulagsmadan ari ve
saglikli goriinen eksplantlar alt kiiltiire alinmislardir. Asama II i¢in mikrobiyal
bulagsmadan ari yeterli sayida ekplant elde etmek i¢in eksplantler her dort-haftada-bir alt
kiiltiire alinmiglardir. Bu igslem bes (5) kez tekrarlanmig ve daha sonra asama II igin

ortam hazirlamaya ¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3. 3. Labaratuvarda Ortam Hazirlama Caligsmalari
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3.2.2.Besin Ortami, Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu
Hazirlanan besin ortami, ¢aligmada kullanilan magenta kaplar1 veya cam siseler,
pensler, bistlriler ve kurutma kagitlar1 121 °C’de, 1 atm. basing altinda, 15 dakika sure

ile otoklavda sterili edilmistir.

Calismaya baslamadan en az 30 dakika Once steril kabin calistirilmis ve i¢ci %

70’lik etil alkol ile temizlendikten sonra kabinde ¢alismaya baslanilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Steril kabin icerisinde mikrosiirgiinlerin bir alt kiiltiire alinmasi.

3.2.3.Kiltlr Sartlar

Bu calismada kullanilan iklim odasinin 1s1k yogunlugu 2.500-3.000 liiks’e
ayarlanmis olup, tiiplere aktarilan eksplantlar (kiiltiirler) 23 + 2 °C sicakliga sahip iklim
odasinda 16/8 1s1k/karanlik fotoperiyot altinda bliyiimeye birakilmislardir. iklim odasimin
sicakligr klima ile saglanmustir (Sekil 3.5).

Prunus arabica (oliver) NMeikle

Sekil 3.5. Kiltlre alinmig ve siiren eksplantlar.
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3.2.4.Siirgiin Ucu ve Lateral Eksplantlarinin Baslangi¢c Ortaminda Kiiltiire
Alinmasi

Yuzeysel sterilizasyonu tamamlanan yesil ¢elikler tek bogum arasindan kesildikten
sonra cam tiiplere aktarilmistir. 4 haftanin sonunda bulagsma gostermeyen (kontamine
olmayan) siirgiin veren eksplantlardan siirgiinler alinip magenta kaplarina herbirine 4’er
adet siirglin olacak sekilde yerlestirilmistir. Bogum eksplantlari, baslangic kiiltiir
ortaminda rejenerasyon denemelerinde kullanilabilecek sekil ve sayida yaprak ve
sirgiin elde edilinceye kadar 3-4 haftalik araliklarla alt kiiltiire alinmustir.

Siirglin ¢ogaltiminin saglanmasi i¢in, yeni elde edilen siirgiin kiimecikleri bireysel
stirglinler seklinde ayrilarak taze kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Baslangi¢ kiiltiir
ortami olarak kullanilan, 1 mg/L benziladenin (BA), 0.01 mg/L IBA (Indol 3 biitirik
Asit), 30 g/L sukroz, 5.5 g/L agar, mineral ve vitaminleri iceren NRM (Nas ve Read,
2004a) kiiltiir ortaminin pH’s1, otoklavlanmadan hemen 6nce 5.5’ 1 N HCI veya 1 N
NaOH ile ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan kiltir ortami 121 °C' de 15 dakika slreyle

otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.5.In Vitro Siirgiin Cogaltimi ve Cevre Kosullar

Eksplantlar, stirgiin kiiltiir ortaminda rejenerasyon denemelerinde kullanilabilecek
sekil ve sayida yaprak ve surgun elde edilinceye kadar 3'er haftalik araliklarla ayni stirgiin
kiiltiir ortaminda alt kiiltiire alinmistir (Sekil 3.6). Siirgiin kiiltiirinlin devaminin
saglanmasi i¢in, yeni elde edilen siirgiin kiimecikleri bireysel siirgiinler seklinde
ayrilarak taze siirglinler kiiltlir ortamina aktarilmistir. Stirgilin kiiltiir ortami1, mineral ve
vitaminleri iceren Nas ve Read (NRM), 1 mg/L benziladenin (BA), 0.01 mg/L
Indolbiitirik Asit (IBA), 30 g/L sukroz ve 5.5 g/L agar dan olusmustur. Kiiltiir ortaminin

pH's1, sterilizasyondan 6nce 5.5'e 1 N HCIl veya NaOH ile ayarlanmistir. Daha sonra

hazirlanan kiiltiir ortami 121 OC de 15 dk steril edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan iklim
odasinin 151k yogunlugu 2500- 3000 liix, 16 saat 151k 8 saat karanlik ortam sicakligi ise

24 0C ' e ayarlanmustr.
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Sekil 3. 6. Alt kiiltiire alinmig eksplantlar.
Eksplantlar In vitro’ya alindiktan sonra, kdltrler gini birlik kontrol edilerek

meydana gelen eksplant Oliimleri, kararma ve mikrobiyal bulagmalar belirlenmistir
(Sekil 3.7). Ug hafta sonunda, mikrobiyal bulasmadan ari ve saglikli gériinen eksplantlar
alt kiiltiire alinmiglardir (Sekil 3.8). Mikrobiyal bulasmadan ari, yeterli sayida eksplant
elde etmek i¢in eksplantlar her {i¢ haftada bir alt kiiltiire alinmiglardir.

Sekil 3. 7.Alt kiiltiire alindiktan sonra bulagsma goriilen eksplantlar.
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Sekil 3. 8.Mikrobiyal bulagsmadan ari ve saglikli goriinen eksplantlar.

3.2.6.Eksplant Basina Siirgiin Sayisi1 ve Siirgiin Uzunlugu i¢in Uygun Ortamin
Belirlenmesi

NRM (Nas ve Read) besin ortaminda kiiltiire alinan bitkilerden 1-1,5 cm
tizerinden alinan siirgin ucu eksplantlar, kiltiirlerin in vitro’da siirdiiriilebilirligini,
stabilizasyonunu ve en iyi mikrogogaltim katsayisini saglayacak kiiltiir ortamini
belirlemek amaciyla, Asama |I'den alinan eksplantlar 1.0 mg/L BA + 0.01 mg/L IBA
+ 5.5 g/L agar (Merck 1.016.13) igeren NRM, MS ve WPM ve DKW ortamlari tizerinde
altkiiltiire alinmiglardir. Eksplantlar, 70 ml besin ortami igeren magentalara aktarildiktan
sonra magentalarin kapaklar1 kapatildi ve kapaklarin alt kisimlar1 seffaf stre¢film ile
sartlip iklim odasina birakildi. Dikimden sonra bitkiler ara ara kontrol edildi ve dort
haftanin sonunda Prunus arabica (Olivier) Meikle badem tirinin in vitro mikro
cogaltiminmi saglayacak en iyi kiiltiir ortam1 belirlenmeye calisildi. Calismada en iyi
gelismeyi (kardeslenme, siirglin uzunlugu ve bitki canliligl) incelemek i¢in dort ortam,
her bir ortamda iic magenta ve her magenta kabinda dort bitkicik olacak sekilde ii¢

tekerriirlii olarak incelendi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin farkli kiiltiir ortamlarindaki goriiniimii.

3.2.7.SUrgun Gelisimi
3.2.7.1. Siirgiin Gelisimi Uzerine Uygun BA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

En iyi BA konsantrasyonu belirlemek amaciyla eksplantlar farkli
konsantrasyonlarda BA (1.25; 2.5; 5.0 ; 7.5 uM) ve 0.01 mg/L IBA iceren NRM besin
ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Ortamin katilastirilmas: i¢in ve 5.5 g/L agar ilave
edilmistir. Aragtirma tesadiif parselleri deneme desenine gore diizenlenmis ve her
muamele igin 4 tekerrir (her tekerrir 4 magenta ve her magentada dort bitki)

kullanilmistir. Biitiin deneme iki kez tekrarlanmustir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10.Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin farkli BA konsantrasyonlarindaki
geligimi.

3.2.7.2. Siirgiin Gelisimi Uzerine Uygun TDZ Konsantrasyonunun Belirlenmesi

En iyi TDZ konsantrasyonunu belirlemek amaciyla eksplantlar TDZ nin farkl
konsantrasyonlarini (1.25; 2.5; 5.0 ; 7.5 uM) ve 0.01 mg/L Indole-3- butyric acid +
30 mg/L sukroz ve 5.5 g/L agar igeren Nas ve Read (NRM) ortaminda kiiltiire
alinmislardir. Arastirma tesadiif parselleri deneme desenine gore diizenlenmis ve her
muamele icin 4 tekerrlir (her tekerrir 4 magenta ve her magentada dort bitki)
kullanilmistir. Biitiin deneme iki kez tekrarlanmistir. Alt kiiltiir boyunca bitkilerin

canlilig1, kallus olusumu, siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayisi incelenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin farkli TDZ konsantrasyonlarindaki
geligimi.

3.2.7.3.Slrgiin  Gelisimi Uzerine Uygun Meta-Topolin Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

En iyi Meta-Topolin konsantrasyonu belirlemek amaciyla eksplantlar Meta-
Topolinin farkli konsantrasyonlarmi (1.25; 2.5; 5.0 ; 7.5 uM) ve 0.01 mg-L* Indole-3-
butyric acid + 30 mg/L sukroz ve 5.5 g/L agar igceren Nas ve Read (NRM) ortaminda
kiiltiire alinmiglardir. Arastirma tesadiif parselleri denemesine gore diizenlenmis ve her
muamele icin 4 tekerrir (her tekerrir 4 magenta ve her magentada dort bitki)
kullanilmistir. Biitiin deneme iki kez tekrarlanmistir. Alt kiiltiir boyunca bitkilerin
canliligi, kallus olusumu, siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayisina ait gézlemler alinmistir

(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12.Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin farkli Meta-Topolin
konsantrasyonundaki gelisimi.

3.2.7.4. Siirgiin Gelisimi Uzerine Uygun 2-IP Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Siirgiin gelisiminde en iyi 2-IP konsantrasyonu belirlemek amaciyla eksplantlar 2-
IP nin farkli konsantrasyonlaimni (1.25; 2.5; 5.0 ; 7.5 uM BA) ve 0.01 mg-L* Indole-3-
butyric acid + 30mg/L sukroz ve 5.5 g/L agar i¢eren Nas ve Read (NRM) ortaminda
kiiltiire alinmiglardir. Arastirma tesadiif parselleri deneme desenine gore diizenlenmis ve
her muamele icin 4 tekerrir (her tekerrir 4 magenta ve her magentada dort bitki)
kullanilmistir. Biitiin deneme iki kez tekrarlanmistir. Alt kiiltiir boyunca bitkilerin
canliligi, kallus olusumu, siirgiin uzunlugu ve siirglin sayisina ait gozlemler alinmigtir

(Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Prunus arabica (Olivier) Meikle nin farkl1 2-IP konsantrasyonlarindaki
geligimi.

3.28. Koklendirme
3.2.8.1. IBA 'min Koklenme Uzerine EtKisi

Yukarida sozii edilen kriterlere gore en iyi mikrocogaltimmn oldugu BA
konsantrasyonunun belirlenmesinden sonra, eksplantler sadece 1.0 mg-L™ BA + 0.01
mg- L™ IBA igeren NRM besin ortami iizerinde altkiiltiire alinmistir. Bu isleme 2 alt

kiiltiir boyunca devam edilmistir.

Alt Kkultir periyodunun sonunda siirgiin uzunlugu 1.5 cm veya daha fazla
uzunluga sahip olan mikrosiirgiinler koklendirme i¢in kullanilmistir. Koklendirme igin
0.5; 0.25; 0.125; 1.0 mg/L IBA, NRM Kkiiltiir ortami1 kullanilmistir. Koklendirme ortami
iceren her Magentaya altt mikrosiirgiin dikilmis ve 25 + 2 °C sicakliga sahip iklim
odasinda 16/8 1sik/karanlik fotoperiyot altinda koklenmeye birakilmistir. Koklendirme
denemesi li¢ kez tekrarlanmis. Dort haftanin sonunda kéklenme verileri alinmistir (Sekil

3.14).
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Sekil 3.14. Prunus arabica (Olivier) Meikle 'nin dort farkli IBA konsantrasyonlarina
aktarimi.

3.2.8.2. Aktif Kémurin Koklenme Uzerine Etkisi

Altkiiltiir periyodunun sonunda siirgiin uzunlugu 1.5 cm veya daha fazla uzunluga
sahip olan mikrosirgiinler koklendirme i¢in kullanilmistir. Bu mikrostigiinler 0.25;
0.50; 0.75 ve 1.0 mg/L aktif komiir konsantrasyonlarint NRM besin ortaminda kiiltiire
alimmiglardir. Her konsantrasyon igin {i¢ magenta kutusu olup her magenta kutusunda

da alt1 bitki olacak sekilde incelendi.

3.2.9. Piskinlestirme ve Dis Kosullara Ahstirilmasi

Invitro kosullarda ¢ogaltilan mikrosiirgiinlerin yaprak porlar1 agik oldugundan
dolay1 direk disariya aktarildiklarinda kuruma gosterirler. Bu sorunu ¢ézmek igin
mikrosirgunlerin  koklendirilmesi ve kademeli olarak dis kosullara aktarilmasi
gerekmektedir. Bu islem Nas ve Read (2004b)’e gore yapilmustir. 30 gunliik kdklendirme
denemesi soncu koklenen mikrosiirgiinlerin kokleri besin ortamindan temizlemek igin

akan ¢esme suyu altinda kokler zarar gérmeyecek sekilde yikanmistir. Kok yikama
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isleminden sonra mikro stirglinler torf ve perlit karisimiyla doldurulmus pet siselere
aktarilmistir. Ortam nispi neminin kaybolmamasi ve mikrosiirgiinlerin kurumamasi i¢in
pet bardaklarm iizeri seffaf pet bardagi ile kapatilmistir. Iklim odasina (23 + 2 °C, 16 /8
(1s1k/karanlik) konulan bitkilerin pigkinlesmesi i¢in ikinci haftadan sonra pet bardaklarin
tizerinde 5 delik agilmistir. Bu sekilde ortamdaki nispi nemin tedrici olarak diigmesi
saglanmis ve yaklasik bir ay sonra pet bardak tamamen kaldirilmistir. Daha sonra mikro

stirgiinler sera ortaminda biiylimeye birakilmstir.

Biitiin agsamalardaki verilerin analizinde SPSS 20 istatistik programi kullanilarak
General Linear Model (GLM) ile ( p=0.05) varyans analizine tabi tutulmus ve

ortalamalar arasindaki farklarin belirlenmesinde TUKEY testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Genel Gozlemler

Bitkilerin in vitro ¢ogaltiminda karsilasilan zorluklardan biri de baslangigta ve
cogalim  asamasinda  karsilasilan  mikrobiyal  kirliliklerden = kaynaklanan
kontaminasyonlardir. Bu nedenle, calismada yapilacak ilk ve en Onemli asama
kullanilacak olan bitkisel materyalin yiizeysel sterilizasyonun yapilmasidir ve bunun
icin en uygun sterilizasyon metoduna karar verilmesidir. Yuzey sterilizasyonunun
basarisinin bitkinin biiylidiigii ortam, tiirli, yasi, mikro c¢ogaltimda kullanilan bitki
kismina ve alinan eksplantlarinin yiizey kontaminasyon seviyesine bagli oldugu birgok

arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Sathyanarayana ve Varghese 2007; Wolella 2017).

Caligmada kullanilan eksplantlarin yiizeysel sterilizasyon islemi steril kabin
icerisinde gerceklestirilmistir. Eksplantlarin Yiizeysel sterilizasyonu i¢in bir litreye 3-5
damla Tween—20 ilave edilerek hazirlanan %30’luk ticari ¢gamasir suyu (hypo) igerisinde
ara sira karigtirilarak 15 dakika bekletildikten sonra steril saf su ile iic kez
durulanmiglardir. Kiiltiire alindiktan birka¢ giin sonra kiiltiirlerde belli oranda
kontaminasyona rastlanmigtir. Daha sonraki alt kiiltiirlerde mikrobiyal (bakteriyel ve
fungal) bulagsmalar ara sira goriilmiistir. Bu bulasikliklarin c¢alisma hatalarindan

kaynaklandig1 sonucuna varilmistir.

4.2 Farkh Kiiltiir Ortamlarimin (NRM, WPM,MS,DKW) Stabilizasyonu ve Prunus

arabica’min Gelisimi Uzerine Etkisi

Kiltarlerin in vitro’da stabilizasyonunu ve en iyi mikrogogaltim katsayisini
saglayacak BA konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, c¢esitler 1 mg/L BA ve 0.01
mg/L IBA iceren NRM ortaminda kiiltire alinmis ve dort (baslangic dahil bes)
altkalttrin sonunda eksplantler 1.05 mg/L BA + 0.01 mg/L IBA + 5.5 g/L agar (Merck
1.016.13) igeren NRM, MS ve WPM ve DKW ortamlari iizerinde li¢ kez alt kiiltiire
alinmiglardir. Kiiltiire alindiktan bir ay sonra (4 hafta) silirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunluklar Sl¢iilmiistiir. Istatiksel analizde, bir eksplantan olusan siirgiin sayis1 ve bu

stirgiinlerin uzunlugu degerlendirmeye alinmaistir.
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Cizelge 4. 1. Farkli kiiltiir ortamlarinin siirgiin sayis1 tizerine etkisinin varyans (GLM)
analizi.

Kaynak SD KO F

Ortam 3 224,113 135,47**
Tekerrir 1 0,11761 0,21%
Ortam*tekerrir 3 3,28184 1,98%

OD: Ortalamalar arasindaki fark p=0.05 seviyesinde énemli degil; *, **: ortalamalar arasindaki fark, Straswyla

p=0.05 ve p=0.005 seviyesinde énemli

Siirglin sayis1 bakimindan farkli ortamlar incelendiginde ortamin siirgiin sayisi
Uzerine etkisinin  6nemli oldugu bulunmustur. Tekerriirler arasinda bir fark
gozlenmedigi ayni sekilde Ortam*tekerriir interaksiyonunun siirgiin sayis: iizerinde

etkisinin dnemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Eksplant bagina olusan siirgiin sayis1 bakimindan kiiltiir ortaminin bilesimi etkili
bulunmustur. NRM f{izerinde bir eksplantten meydana gelen siirgiin sayisi ile MS ve
WPM ve DKW iizerinde bir eksplanttan meydana gelen siirgiin sayis: arasindaki fark
onemli bulunmustur. Bir eksplantten olusan ortalama siirgiin sayisi NRM ortami igin
11,58 adet WPM igin 9.4 adet DKW ortamui icin 3.22 adet ve MS ortami i¢in 1.3 adet
bulunmustur (Sekil 4.1).

Prunus arabica

. I ]
DKW WPM

MS

14
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Sirglin Sayisi/ Eksplant

N

NRM

Ortam

Sekil 4. 1. Kiiltiir ortamina bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen ortalama siirgiin
sayisl.
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Stirgtin Uzunlugu bakimindan farkli kiiltiir ortamlar1 incelendiginde ortamin
stirglin uzunlugu tizerine etkisinin 6énemli oldugu bulunmustur. Tekerriirler arasinda bir
fark gozlenmedigi ayni sekilde Ortam*tekerriir interaksiyonunun siirgiin sayisinin

tizerindeki etkisinin 6nemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2. Ortam ve Tekerriiriin siirgiin uzunlugu tizerine etkisinin varyans (GLM)
analizi.

Kaynak SD KO F

Ortam 3 8,710625 140,32**
Tekerrir 1 0,10125 4,89%
Ortam x Tekerrdr 3 0,33145 5,33*

OD.: Ortalamalar arasindaki fark p=0.05 seviyesinde énemli dedil; *, **: ortalamalar arasindaki fark,
Strasiyla p=0.05 ve p=0.005 seviyesinde onemli

Eksplant basina olusan siirgiinlerin uzunluklart bakimindan kiiltiir ortaminin
bilesiminin etkili oldugu bulunmustur. NRM {izerinde bir eksplanttan meydana gelen
stirgiinlerin ortalama uzunluklari ile MS, WPM ve DKW iizerinde bir eksplanttan olusan
ortalama siirgiinlerin uzunluklar1 arasindaki fark 6nemli bulunmustur. Bir eksplanttan
olusan siirgiinlerin ortalama uzunlugu NRM ortami i¢in 3.43 cm DKW ortami igin 3.20
cm, WPM ortami i¢in 2.14 cm ve MS ortami igin 1.31 cm bulunmustur (Sekil 4.2).

Prunusarabica

DKW MS NRM WPM

Ortam

o &
o ow w»m A

Sirgtin Uunlugu (cm)
o = oo

o

Sekil 4. 2. Kiiltiir ortamina bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen ortalama siirgiin
uzunlugu.
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Eksplant basina olusan stirgiin sayisi ve surgin uzunlugu bakimimndan uygun Kaltur
ortam1 belirlendikten sonra siirgiin uzunlugu {izerine en iyi sitokinin bilesiminin etkisini
ogrenmek amaciyla farkli sitokinin (BA, 2iP, mT, ve TDZ ) tiirevlerinin Prunus arabica
(Oliver) Meikle’nin siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu iizerine etkisi incelenmistir.

Eksplant bagina olusan siirgiin sayisi bakimindan bitkisel hormonun ¢esidi ve
konsantrasyonunun etkisi 6nemli bulunmustur. Tekerriirler arasindaki fark Onemsiz
bulunmus Hormon*Konsantrasyon interaksiyonunun siirgiin sayisi iizerine etkisi onemli
bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4. 3. Farkl1 Hormon konsantrasyonlarinin siirgiin sayis1 lizerine etkisinin varyans
(GLM) analizi.

Kaynak SD K.O F

Hormon 3 199,36449 57,526**
Konsantrasyon 3 94,21447 27,1853**
Tekerrir 2 2,16341 0,9364%
Hormon*Konsantrasyon 9 288,54276 27,7527**
Hormon*Konsantrasyon*Tekerrir 18 29,10383 1,3996%

0.D.: Ortalamalar arasindaki fark p=0.05 seviyesinde énemli degil; *, **: ortalamalar arasindaki fark, sirasiyla,
p=0.05 ve p=0.005 seviyesinde 6nemli.

Eksplant basina olusan siirgiin sayis1 bakimindan BA, 2iP, mT ve TDZ arasindaki
fark 6nemli bulunmus. Bir eksplanttan meydana gelen ortalama siirgiin sayis1 bakimimdan
en iyi sonug eksplant basina 5.63 adet ile mT(Meta Topoloin) varliginda elde edilmistir.
Bunu sirast ile 4.99 ile BA, 1,59 ile TDZ ve 1 siirgiin ile 2 IP izlemistir (Sekil 4.3).

Prunusarabica

Sirgln sayisi/Eeksplant
w

.
0 2IP
Hormon

Sekil 4. 3. Kiiltiir ortamina bagli olarak bir eksplanttan meydana gelen ortalama siirgiin
sayisl.
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Slrgin uzunlugu bakimindan farkli kiiltiir ortamlar1 incelendiginde ortamin
stirglin uzunlugu tizerindeki etkisinin 6nemli oldugu bulunmustur. Tekerriirler arasinda
bir fark gozlenmedigi aynmi sekilde Ortam*tekerriir interaksiyonunun siirgiin sayisi

tizerinde etkisinin 6nemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4. 4. Farkli Hormon konsantrasyonlarinin siirgiin sayisi iizerine etkisinin
varyans (GLM) analizi.

Kaynak SD KO F

Hormon 3 21,988173 37,0271**
Konsantrasyon 3 0,851806 1,4344*
Tekerrir 2 0,907554 2,2924%
Konsantrasyon*Hormon 9 5,103419 2,8646*
Konsantrasyon*Hormon*tekerriir 18 1,712288 0,4806%

0.D.: Ortalamalar arasindaki fark p=0.05 seviyesinde 6nemli degil; *, **: ortalamalar arasindaki fark, sirasiyla,
p=0.05 ve p=0.005 seviyesinde dnemli.

Eksplant bagina olusan siirgiinlerin ortalama uzunluklari bakimindan farkll
sitokininler karsilastirildiginda en uzun siirgiin 2.86 cm ile mT (Meta Topolin ) ihtiva
eden NRM ortaminda elde edilmistir. Bunu siras1 ile 1.85 cm ile BA, 1,29 cm ile TDZ
ortaminda elde edilmistir. En kisa siirgiin uzunlugu ve 1.13 cm ile 2IP ihtiva eden

ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.4) .

Prunus arabica

2IP BA TDZ mT

Hormon

3,50

Sirgtin Uzunlugu (cm)
= = —_ — ~N ~n w
o (o) o w o w o
o o () o o [ (=]

Sekil 4. 4. Farkli hormon bilesimine bagl olarak bir eksplanttan meydana gelen
stirglinlerin ortalama uzunluklari.
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NRM ortaminda 2P hormonunun farkli konantrasyonunun siirgiin sayis1 iizerine
etkisine bakildiginda eksplant basina surglin sayis1 bakimimdan konsantrasyonlar arasinda
fark gozlenmemis ve biitlin konsantrasyonlarda eksplant basina ortalama siirgiin sayisi
bir olarak belirlenmistir. Ozellikle 2IP varliginda eksplantlar iyi bir gelisme gdstermemis

ve ortama konulan eksplantlardan herhangi bir kardeslenme elde edilememistir.

Siirgiin uzunlugu bakimindan 2IP nin farkli konsantrasyonlar1 arasinda hafif fark
olmasina ragmen istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. En Uzun siirgiin 1.3 cm ile
1.25 uM 2IP konsantrasyonunda elde edilmis bunu sirasi ile 1,13 cm ile 5 uM’lik 2iP
onsantrasyonunda elde edilmistir. 2,5 ve 7,5 uM’lik 2iP konsantrasyonlarda herhangi

bir uzama olmamuistir (Sekil4.5).

Prunus Arabica
m SirglnSayisi  m Sirgln uzunlugu

1.4
12
1
0.8
0,6
04
0,2
0
1,25uM 2,5uM 7,5uM
2ip

Sekil 4. 5. Farkli NRM ortaminda farkli 2IP konsantrasyonu varliginda eksplant basia
meydana gelen ortalama siirgiin sayisi1 ve siirgiin uzunlugu.

Meta-Topolin hormonunun farkli konantrasyonunun siirgiin sayist {izerine etkisine
bakildiginda eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan konsantrasyonlar arasindaki fark
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Eksplant basina ortalama siirgiin sayis1 bakimindan
13.3ile en iyi sonucu 7.5 UM Meta-Topolin igeren ortam iizerinde elde edilmistir. Bunu
siras1 ile 3,88 ile 2.5 uM ve 3,56 ile SuM Meta-Topolin konsantrasyonlarinda elde
edilmistir. Diger biitiin sitokinin konsantrasyonlarina oranla en iyi sonucu Meta- Topolin
vermistir.

Siirglin uzunlugu bakimindan Meta-Topolinin farkli konsantrasyonlar1 arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir. Siirgiin uzunluklar biitiin
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konsantrasyonlarda birbirine yakin ¢ikmistir. En Uzun siirglin 3,31 cm ile 7.5 uM
konsantrasyonunda elde edilmis en kisa siirgiin ise 2,41 ile 2.5 uM konsantrasyonunda
elde edilmistir (Sekil 4.6).

Prunus Arabica

® Siirgiin Sayis1  ® Siirgiin Uzunlugu
14

12
10

1,25uM 2,5uM 7,5uM
mT(Meta Topolin)

o N B~ OO

Sekil 4. 6. NRM ortaminda farkli MT konsantrasyonu varliginda eksplant basina
meydana gelen ortalama siirgiin say1si1 ve siirgiin uzunlugu.

NRM ortaminda TDZ hormonunun farkli konantrasyonunun siirgiin sayisi lizerine
etkisine bakildiginda konsantrasyon diizeyleri ve genel anlamda Meta-Topolin ve BA
hormonunun konsantrasyonlar1 kadar etkili olmadig1 ancak 2IP hormonundan daha etkili
oldugu bulunmustur. Eksplant basina olusan siirgiin sayist bakimindan konsantrasyonlar
arasinda fark istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur (P<0.05). Eksplant basina
ortalama siirgiin sayist bakimindan en iyi sonu¢ 2,25 sirgin ile 25 pM
konsantrasyonundan elde edilmistir. En diisiik ortalama 1.11 siirgiin ile 1.25 puM

konsantrasyonlu ortamda elde edilmistir.

Siirgiin uzunlugu bakimindan TDZ nin farkli konsantrasyonlar1 arasinda istatistiki
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P<0.05). En uzun ortalama stirgin 1.53 cm ile
2,5 uM konsantrasyonunda elde edilmis bunu sirast ile 1,35 cm ile 1.25 pM, 1.21 cm ile
7,5 uM ve 1,07 cm ile 7,5 uM konsantrasyonlu ortamlar izlemistir (Sekil 4.7). TDZ
kullaniminin siirgiin sayisindan ziyade daha cok kallus olusumunu tesvik ettigi
gozlenmistir. Ozellikle 2,5 uM e daha yiiksek konsantrasyonlarda 6zellikle asir1 bir

kallus olusumu gozlemistir.
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Prunus arabica

) m Sirgiin Sayis1 m Siirgiin Uzunlugu
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Sekil 4. 7. NRM ortaminda farkli TDZ konsantrasyonu varliginda eksplant basina
meydana gelen ortalama siirgiin say1si1 ve siirgiin uzunlugu.

NRM ortaminda BA hormonunun farkli konantrasyonunun siirgiin sayis1 lizerine
etkisine bakildiginda konsantrasyon diizeyleri arasinda istatistiki olarak fark onemli
cikmistir (P<0.05). Eksplant bagina ortalama siirglin sayis1 bakimindan en iyi sonug
10,66 surgin ile 5 uM konsantrasyonundan elde edilmistir. Bunu 4,43 siirgiin ile 7.5
MM, 2,66 surgun ile 2,5 pM ve 2,22 sirgun ile 1.25 pM konsantrasyonlu ortam
izlemistir (Sekil 4.8).

Siirgiin uzunlugu bakimindan BA nin farkli konsantrasyonlar1 arasinda istatistiki
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P<0.05). En uzun ortalama siirgiin 2.83 cm ile 5.0
uM konsantrasyonunda elde edilmis bunu sirasi ile 1,76 cm ile 1.25 uM, 1.53 cm ile
2,5 uM ve 1,26 cm ile 7,5 uM konsantrasyonlu ortamlar izlemistir (Sekil 4.8).
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Prunus arabica

m Siirgiin Sayisi m Siirgiin Uzunlugu
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Sekil 4. 8. NRM ortaminda farkli BA konsantrasyonu varliginda eksplant
basina meydana gelen ortalama siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu.

4.3.Mikrosiirgiinlerin Koklendirilmesi ve Dis Ortama Aktarilmasi

In vitro da ¢ogaltimi saglanan ve yaklasik 2 cm boyuna gelen Mikrostrgunleri
koklendirmek amaciyla 5, 6, 7. altkiiltiirlerin sonunda koklendirme denemesine tabi
tutulmusglardir. Mikrosiirgiinlerde koklendirme ortamina aktarildiktan yaklasik bir ay
sonra (4 hafta) koklenme meydana gelmistir. IBA’ nin biitiin konsantrasyonlarinda
koklenme orant % 15 in altinda kalmistir. Benzer sekilde kok gelisimi (uzamasi) ¢ok
yavas olmustur. Koklenen mikrosiirgiinler tedrici olarak akklimatize edildikten sonra

basariyla dis ortama aktarilabilmistir (Sekil 4.9).

Aktif komiiriin koklenme {izerine etkisine bakildiginda aktif komiir koklenme
bakimindan azda olsa kdklenme (izerine etkisi olmustur. Ancak aktif kémur varliginda
da koklenme oran1 % 20°nin altinda kalmistir. Elde edilen koklenme sonuglari basarili
bir mikrogogaltim programi igin yetersiz kalmakta ve ayn1 zamanda Prunus arabica

(Olivier) Meikle’nin zor kdklenen bir tiir oldugunu gostermektedir.

35



Sekil 4.9. Koklenme ortaminda kdklenen mikrosirgiinler ve kdklenen mikrosurginlerin

akklimatize edildikten sonra dis ortama aktarilmasi.

Elde edilen koklenme sonuglar1 basarili bir mikrogogaltim programi igin yetersiz
kalmakta ve ayni zamanda Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin zor koklenen bir tir
oldugunu gostermektedir. Mikro ¢ogaltimda her ne kadar diger asamalarda basar1 elde
edilse de koklendirme asamasinda elde edilen basarinin diisiik olmasi koklenme iizerine
yeni ¢aligmalarin yapilmasini gerektirmektedir. Benzer sonuglar zor koklenen diger bazi

tiirler i¢in de bildirilmistir.

Ozellikle zor koklenen tiirlerde farkli hormon ve ortam kosullarinin
tyilestirilmesinin yaninda altkiiltiir sayisinin arttirtlmasi ile de iyi bir koklenmenin
saglanabilecegi ¢esitli arastirmalarda bildirilmistir (Pinar, 2007). Ornegin Nas ve Read
(2004b) zor koklenen Findik mikrosiirgiinleri i¢in uygun ortam belirlendikten sonra
altkiiltiir sayisim1 arttirarak mikrosiirgiinlerin  %95°1 lizerinde bir koklenme elde
etmislerdir. Aynmi sekilde Hou ve ark. 2010 alt kiiltiir sayisini arttirarak kestane mikro
strgunlerinde koklenme oranimi 2 katina g¢ikarmuslardir. Prunus arabica (Olivier)
Meikle’nin mikrosiirgiinlerinde daha 1yi bir koklenmenin saglanmasi i¢in farkli hormon
ve konsantrasyonlari ile denemelerin devam ettirilmesi gerekmektedir. Bundan sonra
yapilacak c¢alismalarda, farkli konsantrasyonlarda kimyasallarin muamelesi ve sok

uygulamalarinin etkisinin aragtirilmasi dnemli olacaktir.
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5.S0ONUC VE ONERILER

Prunus arabica (Olivier) Meikle icin in vitro mikrogogaltim protokolinin
gelistirilmesi amaciyla yapilan bu calismada; kiiltiirlerin siirdiiriilebilmesi i¢in kiiltiir
ortamina Sitokinin (BA) eklenmesinin gerekli oldugu goriilmistiir. Stirgtin kalitesi, sayisi
ve uzunlugu dikkate alindiginda en uygun Hormon konsantrayonunun meta-Topolin

konsantrasyonunun 7,5 puM oldugu gortilmiistiir.

Kiiltiirlerin ¢ogaltilmasinda kullanilan ortamlar igerisinde Prunus arabica
(Olivier) Meikle i¢in en uygun ortamin Nas ve Read (NRM) ortami oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, cogaltma katsayist ve siirgiin uzunlugunun kiiltiir ortami ve sitokinin

konsantrasyonlarina bagli olarak degistigi belirlenmistir.

Bu c¢alismada, Prunus arabica (Olivier) Meikle’nin mikrogogaltiminda
karsilagilan en ciddi problem mikro siirgilinlerin sterilizasyon asamasinda temiz
materyalin zor elde edilmesi ve koklenmenin yetersiz olmasi olarak belirlenmistir.
Yetersiz koklenme mikrogogaltim protokoliiniin basarisini sinirladigindan bu problemin
ortadan kaldirilmasma yonelik calismalarin  siirdiiriilmesi gerekmektedir. Iyi bir
koklenmenin saglanabilmesi i¢in zor koklenen turlerde ortam kosullarinin iyilestirilmesi
ve degisik sok uygulamasinin yapilmasi, alt kiiltlir sayisinin arttirilmasi ve sivi kiiltiiriin

kullanilmasi etkili olabilir.
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