T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAZI PRUNUS TURLERINDE IN VITRO REJENERASYON VE
MULTIPLIKASYON CALISMALARI

Duygu GEYIK

Danisman
Dog. Dr. Fatih Ali CANLI

YUKSEK LiSANS TEZi
TARIMSAL BIYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI
ISPARTA - 2014



© 2014 [Duygu GEYIK]



TEZ ONAYI

Duygu GEYIK tarafindan hazirlanan "Bazi Prunus Tiirlerinde In Vitro Rejenerasyon
Ve Multiplikasyon Calismalar1” adli tez g¢alismasi asagidaki jiiri lyeleri 6niinde
Silleyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji
Anabilim Dalr'nda YUKSEK LISANS TEZI olarak basari ile savunulmustur.

Danisman Dog. Dr. Fatih Ali CANLI
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Cafer EKEN
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Mustafa KELEN
Siileyman Demirel Universitesi

Enstitii Miidiirii  Dog. Dr. Ahmet SAHINER



TAAHHUTNAME

Bu tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

Duygu GEYIK



iCINDEKILER

ABSTRACT .ooreeerrerreeesseseessssssessssesssssssssssssssssssesss

TESEKKUR ccoovvvereeeessssseeeeeesssssssssseessssssssssssessssess

SEKILLER DIZINI.uuuuooooeeessseeeeeeeeessssssseeeeessssssssssseesssnness

CIZELGELER DIZINI.oooosoieeveeeeeessccsseeeeeeesssssssesesesssssssssseeeess

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI

1. GIRIS cooeeeeeeeeesssseeseeeessssssseseessssssssssssesssness

2. KAYNAK OZETLERI .covvrerresrrrsnresnnes

2.1. Multiplikasyon Calismalari.......eeennnn.

2.2. Rejenerasyon Calismalart .....oeeerneeeenns

3. MATERYAL VE METOD....oserreererrreeennee

70 R E=U =) o7 | O

3.1.1. Bitki materyali....oereernee

3.1.1.1. Stanley erik ¢esidinin genel 6zellikleri

3.1.1.2. Angeleno erik ¢esidinin genel 6zellikleri

3.1.1.3. Pixy erik anacinin genel 6zellikleri

3.1.1.4. Marianna erik anacinin genel 6zellikleri

3.1.1.5. Kiitahya visne cesidinin genel 6zellikleri

3.1.2. Besin ortaminin hazirlanmasi

3.1.3. Bitkilerin Sterilizasyonu.......ee

3.2. Metod...rrerrresssssssesssssssssssssssssssesanens

3.2.1. Kiiltlir odasi sartlari ...

3.2.2. Alt KUIEUrIer . eeeeeereeneenns

3.2.3. Multiplikasyon denemeleri

3.2.3.1. Benziladenin (BA)‘ in Pixy erik anacinin multiplikasyon tlizerine

etKileri ereerseeeenns

3.2.3.2. Thidiazuron (TDZ)’ nun Pixy erik anacinin multiplikasyon

tizerine etKileri ...eersnneeeennnn.

3.2.4. Rejenerasyon denemeleri

3.2.4.1. Benziladenin (BA)’ in Pixy, Marianna anaclari ile Kiitahya,
Angeleno ve Stanley cesitlerinin yaprak rejenerasyonuna

(01 (=) ¢ S

3.2.4.2. Thidiazuron (TDZ)’ nun Pixy, Marianna anaglari ile Kiitahya,

Angeleno ve Stanley cesitlerinin yaprak rejenerasyonuna

(01 (=) o (R

3.2.5. Optimizasyon denemeleri

3.2.5.1. Stanley erik ¢esidinde rejenerasyon gosteren TDZ+IBA

muamelesinde optimizasyon

3.2.6. K6klendirme ve alistirma

3.2.7. Veri toplanmasi ve istatistiki analizlerin yapilmasi

4. ARASTIRMA BULGULARI......omrrerrrrrerrere.

4.1. Multiplikasyon Denemeleri.......cccoeenmererrenens

4.1.1. Benziladenin (BA) ‘in Pixy erik anacinin multiplikasyonu tizerine

(21041 (=)

4.1.2. Thidiazuron (TDZ)’ nun Pixy erik anacinin multiplikasyonu tzerine

(21041 (=)

4.2. Koklenme Denemeleri ......cneeernrerennns

4.2.1. Indole-3-butyric acid (IBA)’in Pixy erik anacinin kdklenmesi iizerine

(20 14 ) DO

Sayfa
iv
vi

vii
viii

17
18
18
19
20
20
20
20
21
22
22
22

23
24

24



4.3. Rejenerasyon Denemeleri.......ceenneeeenns
4.3.1. Benziladenin (BA) ‘in Angeleno, Pixy, Stanley, Marianna ve

4.2.2. Indole-3-butyric acid (IBA)’in Marianna erik anacinin kéklenmesi

Uzerine etkisi .enressessenennns

4.2.3. Indole-3-butyric acid (IBA)’in Stanley erik ¢esidinin koklenmesi

Uzerine etkisi ..esressessensenns

Kiitahya'nin yaprak rejenerasyonu iizerine etkileri

4.3.1.1. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Angeleno erik ¢esidinin

yaprak rejenerasyonuna etkisi
4.3.1.2. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Angeleno erik ¢esidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi.

4.3.1.3. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Kiitahya visne cesidinin

yaprak rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.4. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Kiitahya visne ¢esidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.5. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Marianna erik anacinin

yaprak rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.6. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Marianna erik anacinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.7. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Pixy erik anacinin
yaprak rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.8. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi)ortamda Pixy erik anacinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.9. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Stanley erik ¢esidinin

yaprak rejenerasyonuna etkisi

4.3.1.10. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Stanley erik ¢esidinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

4.3.2. Thidiazuron (TDZ)’ nun Angeleno, Pixy, Stanley, Marianna ve

Kiitahya'nin yaprak rejenerasyonu iizerine etkileri

4.3.2.1. Thidiazuron (TDZ)’ nun aydinlik ortamda Angeleno erik

cesidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi
4.3.2.2. Thidiazuron (TDZ)’ nun karanlik (10 giinliik inkiibasyon

uygulamasi) ortamda Angeleno erik cesidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

4.3.2.3. Thidiazuron (TDZ)’ nun aydinlik ortamda Kiitahya visne

cesidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi
4.3.2.4. Thidiazuron (TDZ)’ nun karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Kiitahya visne cesidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi
4.3.2.5. Thidiazuron (TDZ)’ nun aydinlik ortamda Marianna erik

anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi
4.3.2.6. Thidiazuron (TDZ)’ nun karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Marianna erik anacinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

4.3.2.7. Thidiazuron (TDZ)’ nun aydinlik ortamda Pixy erik anacinin

yaprak rejenerasyonuna etkisi

4.3.2.8. Thidiazuron (TDZ)’ nun karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Pixy erik anacinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

ii

25

26
27

27

27

28

28

29

30

30

31

32

33

34

35

35

35

35

36

37

37

38

39



4.3.2.9. Thidiazuron (TDZ)’ nun aydinlik ortamda Stanley erik ¢esidinin
yaprak rejenerasyonuna etkisi

4.3.2.10. Thidiazuron (TDZ)’ nun karanlik (10 giinliik inkiibasyon
uygulamasi) ortamda Stanley erik cesidinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

4.4. Optimizasyon Denemeleri ........oeseeeennnn.

4.4.1. Stanley erik ¢esidinin aydinlik ve karanlik ortamda Thidiazuron
(TDZ) ve Indole-3-butyric acid (IBA)’in kombinasyonlari lizerinde

yapilan ¢alismalar ...
4.5. Pixy (P. institia L.), Stanley (P. domestica L.) ve Marianna
(P. ceresifera Ehrh.xP. munsoniana Wight&Hedr)’ y1

Di1s Kosullara AlStirma.....eeeeeeeenenns
5. TARTISMA VE ONERILER......cooccrrrrssrrrrreren

5.1. Multiplikasyon Calismalart.......oeeeeeens

5.2. Rejenerasyon Calismalart. .....oeerneeenss

KAYNAKLAR. ..o rsssesssessssesesanens

OZGECMIS .ot sesessssesss s sossssesssses st sssos st sssos st sssos st

iii

40

41
42

42

43
45
45
46
49



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI PRUNUS TURLERINDE IN VITRO REJENERASYON VE MULTIPLIKASYON
CALISMALARI

Duygu GEYIK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danmisman: Dog. Dr. Fatih Ali CANLI

Bu tez ¢alismasinda Stanley (Prunus domestica L.), Angeleno (P. salicina Lindl.), Kiitahya
(P. cerasus L.) cesitleri ve Pixy (P. institia L.), Marianna (P. cerasifera Ehrh. x P.
munsoniana Wight&Hedr.) anacinda yapraktan rejenerasyon, ayrica Pixy anacinda in
vitro multiplikasyon calisilmistir. Pixy anacinin multiplikasyon denemesinde, MS (+0,54
UM NAA) ortaminda BA ile TDZ biiyiime diizenleyicilerinin farkli dozlarinin in vitro
strgiin cogaltimi tizerinde etkileri arastirilmistir. En iyi kardeslenme sonuglar1 BA 1.25
mg 1"* (1.80 siirgiin/explant), TDZ (0.53 siirgiin/explant ve 0.46 siirgiin/explant) TDZ
0.50 ve 0.25 mg I"* dozlarindan elde edilmistir.

Yapraklardan calisilan rejenerasyon denemelerinde MS (+0,54 uM NAA) besin ortami
kullanilmistir. Denemelerde bitki bliyiime diizenleyicilerin, 151k rejimlerinin ve o6n
muamelerinin yaprak rejenerasyonuna olan etkisi arastirilmistir. Pixy, Marianna anaci
ile Angeleno, Kiitahya cesitlerinde siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir. Stanley
cesidinin yapraklarindan ise %2.5 oraninda TDZ 3,5 uM I™* (karanlik) iceren ortamdan
rejenerasyon elde edilmistir. Elde edilen rejenerasyon oranini artirmak icin uygulanan
TDZ+IBA 06n mualeme c¢alismalarindan sonu¢ alinamamistir. Rejenerasyon
denemelerinde en iyi kallus olusumu Kiitahya' da %92.5, Stanley’ de %37.5, Pixy’ de ise
%22.5 oraninda gozlenmistir. IBA kullanilan koklenme denemelerinin sonuglarina goére
Pixy IBA 0.5 mg 1!, Marianna IBA 1 mg I"* ve Stanley ise IBA 2 mg 1™ iceren ortamda
koklenmeye alinmis ve daha sonra topraga aktarilarak dis kosullara alistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prunus sp., TDZ, BA, Multiplikasyon, Rejenerasyon, IBA

2014, 56 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

IN VITRO REGENERATION AND MULTIPLICATION STUDIES IN SOME PRUNUS
SPECIES

Duygu GEYIK

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih Ali CANLI

In thesis, regeneration of Stanley (Prunus domestica L.), Angeleno (P. salicina Lindl.),
Kiitahya (P. cerasus L.) types and Pixy (P. institia L.), Marianna (P. cerasifera Ehrh. x P.
munsoniana Wight&Hedr.) rootstocks, in addition in vitro multiplication of Pixy
rootstocks were studied. In multiplacation studies of Pixy rootstocks, effects of BA and
TDZ and their different concentration on in vitro shoot propagation were investigated.
The best results on multiplication obtanied from BA 1.25 mg 1"'(1.80 /explant), TDZ
(0.53 /explant and 0.46 /explant) TDZ 0.50 and 0.25 mg 1™

Leaf regeneration studies, were carried out on MS (+0,54 pM NAA) medium. In
regeneration studies the effects of Plant Grow Regulators (PGR), pre-treatments and
dark incubation were investigated. No shoot regeneration was obtained in Pixy,
Marianna, Angeleno, Kiitahya. Shoot regeneration was obtained in %2.5 TDZ 3,5 uM 1™
from the leaves of Stanley in the dark. Optimization studies with TDZ+IBA were carried
out to increase the regeneration rates out with success. In regeneration studies, the
highest callus formations were; Kiitahya %92.5, Stanley %37.5, Pixy %22.5. Based on
the results preliminary experiments Pixy was rooted on 0.5 mg I™* IBA, Marianna was
rooted on 1 mg 1I™* IBA and Stanley was rooted on 2 mg I"* IBA. All rooted plantes were
acclimatized and then transferred to the pots.

Keywords: Prunus sp., TDZ, BA, Multiplication, Regeneration, IBA

2014, 56 pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

2,4-D: 2,4-dikloro fenoksi acetic acid
2iP: izopentil Adenin

ABA: Abscisic Acid

BA: Benzyladenin

BAP: Benzylaminopurin
ddH20: Cift distile saf su
DKW: Driver and Kuniyuki
GA3: Gibberellic acid

IAA: Indole Asetic Acid

IBA: Indole-3-Butyric Acid
KIN: Kinetin

M: Molar

mg: Miligram

ml: Mililitre

mM: Milimolar

MS: Murashige and Skoog
NAA: Naphtalene Asetic Acid
PG: Phloroglucinol

PGR: Plant Grow Regulators
pH: Hidrojen konsantrasyonunun eksi logaritmasi
QL: Quoirin and Lepoivre
SH: Schenk and Hildebrant
STS: Silver thiosulfate

TDZ: Thidiaziroun

UV: Ultraviole

WPM: Loyd and McCown

pl: Mikrolitre

UM: Mikromolar



1. GIRiS

Sert c¢ekirdekli meyveler (Prunus sp.) Rosaceae familyasinin Prunoideae alt
familyasinda yer alan o6nemli meyve tiirlerindendir (Canli vd. 2008). Prunus’un
cicekleri genelde pembe ile beyaz renkli, tag ve canak yapraklari bes, tekli veya iki, alt1
veya daha fazla salkimdan olusan semsiye cicektir. Biitiin tiirlerinde meyvesi ise
oldukea biiyiik bir cekirdekten olusan drupa seklindedir. Yapraklari da basit, genellikle

lopsuz, mizraksi ve yaprak kenarlar1 tamamen dislidir (Anonim, 2012a).

Tiirkiye, bulundugu cografi konumundan dolay1 bir¢cok meyve tiirliniin iretilebildigi
bilyiik bir meyve bahgesi konumundadir. Ulkemizde hemen hemen tiim iiman iklim

meyve tiirleri yetisebilmektedir (Demiral ve Ulger, 2008).

Ulkemizde, diinyada kiiltiirii yapilan 138 meyve tiiriinden, 16’s1 subtropik meyve tiirii
olmak iizere 75’e yakin tiir yetistirilebilmektedir. Ulkemizde bugiin sayilarinin azalmis
olmasiyla beraber 500’den fazla elma, 600 armut, 200 erik, 100 seftali ve 1200 tiziim
cesidinin bulundugu bilinmektedir (Anonim, 2012b).

Tiirkiye; dlinyada kiraz ve kayisi liretimi acisindan 1. sirada, seftali ve nektarin iiretimi
acisindan 7. sirada, erik iiretimi acisindan 8. sirada, visne iiretimi a¢isindan ise 3. sirada
bulunmaktadir (Arici, 2008). Yillara gore tllkemizde erik iretimi artis gosterirken,

visne liretiminde ise dalgalanmalar olmustur (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Tirkiye’deki erik ve visne liretim miktarlari (ton) (Anonim, 2013c).

YILLAR ERIK VISNE
2002 200.000 100.000
2009 245.782 192.705
2010 240.806 194.989
2011 268.696 182.234
2012 300.046 186.443
2013 301.938 185.583

Tirkiye’de erik tiiriiniin genis bir sekilde yayilmasinin nedeni, gen merkezi olusu, farkh
ekolojilere sahip bdélgelerin ve degisik zamanlarda olgunlasan erik cesitlerinin var

olmasidir (Anonim, 2011¢).



http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87i%C3%A7ek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meyve
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak

Tiirkiye’ de varolan erik tiirleri; Prunus cerasifera Ehrh., P. domestica L., P. institia L., P.
spinosa L., P. salicina Lindley ve P. simonii Carr. olarak bildirilmistir (Onal ve Cinsoy,

2003).

Diinyada, seftali-nektarinden sonra en ¢ok iiretilen sert cekirdekli meyve eriktir
(Anonim, 2011¢). Erik, diinyada ayr1 donemlerde {liretimi, mevcut gen kaynagi
cesitliligi, anag olarak kullanimi ve farklh tiiketim sekilleri gibi 6zellikleri bakimindan
onemli meyve tiirleri arasinda bulunmaktadir (Celikkol, 2011). Avrupa iilkeleri
arasinda erik iiretimi basta Almanya sonra Fransa, italya ve Ispanya'da yapilmaktadir.
Diinya’ daki erik tretimi 6.350.000 tondur ve ilk {i¢ sirayr Rusya (1.150.000 ton),
Romanya (750.000 ton) ve A.B.D (601.000 ton) olusturmaktadir (Anonim, 2012c).
Visne iiretimi diinyada 1.172.915 ton olup, Tiirkiye 194.989 ton ile diinyada en fazla
tiretime sahip tilke olarak yer almaktadir (Aksu vd., 2012).

Kendine verimli, kendine kismen verimli ve kendine Kisir seklinde olmak iizere erik
cesitlerini dollenme biyolojisine gore ii¢c grup altinda toplanabilir. Prunus tiirlerinde
yeni ¢esit 1slahi, varolan cesitlerin az sayidaki ortak soylardan gelmeleri (Scorza vd,,
1985), biiyik bitki hacmiyle birlikte sebzelere nazaran uzun gencglik kisirlik
donemlerinin olmasi, gen¢ ve olgun agaclar arasinda karakterlerin ekspresyonu
yonlinden farkliliklar icermesi (Baird vd. 1996), poliploidi, kisirliklar, karsiliklh ve
kendine uyusmazliklar, genis populasyonlardan iimit vaad edenlerin se¢iminin ve
bunlarin arazi degerlendirmelerinin senelerce siirmesi gibi zorluklar goriilmektedir

(Canh ve Tian, 2008a,b).

Sert cekirdekli meyvelerde, son yillarda doku Kkiiltiirii yontemleri kullanilarak
mikrogogaltim yapilmaktadir (Arici, 2008). In vitro vejetatif liretimin ilk basamaginda,
eksplant olarak kullanilacak bitkilerin secilerek, bakimlarinin yapilmasi gerekir. Iyi
gelisen, saglikli bitkilerin kiiltiire alinmasi, basari sansini artirir. Daha sonraki
basamakta ise, meristem veya siirgiin ucu gibi eksplantlarin steril olarak izolasyonu
yapilir. Mikrogogaltim i¢in lretime genelde, siirgiin ucuyla baslanilmaktadir. Siirgiin
uclarinin siirmesi sonucunda olusan uzun siirgiinlerden g6z bulunduran bogumlarin,
tekrar kiiltiire alinmasi ile cogaltim gerceklestirilebilmektedir. Sonraki basamak,
eksplantin rejenerasyon yetenegini kaybetmeden cogaltmanin gergeklestigi siirdiirme

olayidir (Hepaksoy, 2004).



Bitkilerde istenilen bir karakter, gen transferi ile s6z konusu olan cesidin diger
ozelliklerini etkilemeden hizla degistirilebilmektedir. Geleneksel metotlarla kendini
kanitlamis olan cesitlerin diger ozelliklerini degistirmeden bir 6zellik agisindan
gelistirilmesi pek miimkiin olmamaktadir. Geriye melezleme ile ticari éneme sahip
meyve cesitlerinin bir o6zellik bakimindan gelistirilmeleri, generasyon siireleri
ylziinden ¢ok uzun yillar gerekmekte, belli diizeyde bozulmalar olabilmekte ve de
kisirliklar ve uyusmazliklardan dolay1 gerceklesmeyebilmektedir veya oldukega glictiir
(Canli ve Tian, 2008a,b). Bir¢cok odunsu meyve tiiriiniin genetik olarak gelistirilebilmesi
icin gerekli olan ilk sart, ilgili meyve tiiriin ya da ¢esidin rejenerasyon sisteminin

tamamlanmis olmasidir (Ozden, 2007).

Ticari Prunus tiirleri (erik, kiraz, visne, kayis1 ve seftali) gen miihendisligi teknikleri ile
genomun, kendine verimlilik, viriislere ve cesitli hastaliklara direnclilik gibi baz
genlerin hizli bir sekilde transferi saglanarak daha etkili genetik iyilestirmelere

yardimci olabilir (Mante vd., 1991; Canli ve Tian, 2008a,b).

Bir tiiriin transformasyon uygulamalarinda kullanilabilecek seviyede rejenerasyon
protokoliiniin olmasi, bu tlriin gen transfer teknolojisini gelistirebilmek icin 6n
kosuldur. Bitki {iretiminde genetik miihendisligi tekniklerinin uygulanmasindaki
anahtar adimi adventif rejenerasyon olusturmaktadir. Genetik transformasyon ile
odunsu bitkilerin iyilestirilmesi, otsu bitkilere gore rejenerasyon yeteneklerinin ¢ok

diisiik olmasi sebebiyle daha zordur (Canli vd., 2008).

Son seneler igerisinde degisik tiirlerin basarili transformasyonu ve rejenerasyonu elde
edilse bile meyve agaclar1 adventif siirgiin rejenerasyonunda direngliler olarak yer
almaktadir (Bartish ve Korkhovoi, 1997; Trifonova ve Atanassov, 1999). Prunus tiirleri
icin olusturulan transformasyon protokolleri daha ¢ok tohum kaynakli dokulardir.
Bunun sebebi ise, genellikle yaprak ve gévde pargalarinin, tohum kaynakh dokulara
gore daha zor rejenere olmalaridir. Tohumlarin kullanildigi gen transfer protokolleri,
varolan ¢esitlerin 6zellikle de yabanci déllenen odunsu tiirlerde bir karakter yoniinden
genetik olarak gelistirilmesi icin uygun degildirler. Bunlardan dolay1 Prunus tirlerinin
gen transferi alaninda, yiiksek frekansh rejenerasyon protokollerine ve yiiksek
frekanshi gen transfer protokollerinin gelistirilmesine gereksinim vardir. Bunlar icin
ozellikle de yaprak gibi vejetatif dokularin kullanilmasi1 gerekmektedir (Canl vd.,

2008).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Multiplikasyon Calismalari

Son yillarda sert ¢cekirdekli meyve anaclarinda bitki doku kiiltiirii yontemi kullanilarak
mikrogogaltim uygulanmaktadir (Erbas, 2011). Olgunlasmasini tamamlamis olan
somatik hiicrelerden, heniiz olgunlasmamis ya da organize olmus meristemlerden
direk (organogenesis veya somatik embriyogenesis) veya indirekt (kallus veya
protoplast vb.) yoOntemlerle bitkilerin c¢ogaltilmas1 ve koklendirilmesi olayina

mikrocogaltim denmektedir (Babaoglu vd., 2002).

Mikrogogaltim, meyve anaglarinin klonal ¢ogaltimi i¢in bir¢ok yararinin olmasiyla
beraber rejenerasyonu izleyen transformasyon icin de onem tasimaktadir. Siirgin

uclari diger eksplantlara gore daha kolay ¢ogalmaktadir (Erbas, 2011).

In vitro kosullarinda yapilan mikrogogaltim ekolojik sartlardan bagimsiz olarak
yapilmaktadir. Klasik yontemlerle ¢ogaltima alternatif bir yarar saglamaktadir. Bu da
biiyiik boyutlarda yapilan mikrogogaltim calismalari ile yiiksek oranda hiz, zaman ve

yerden kazang saglamaktadir (Randal ve Abner, 1986).

Kamali vd. (2001), ¢alismalarinda GF-677 bademxseftali anacinin doku Kkiiltiirtiyle
mikro cogaltimini arastirmak i¢in dokular1 nisan ayinda stirgiin uclarindan almislardir.
Cogaltma icin en iyi sonucun 1 mg 1™ BA iceren ortam oldugunu tespit etmislerdir. En
yiiksek koklenmeyi ise 0.3 mg I™* NAA ile 1.6 mg I"* thiamine bulunan ortamda ve 7

giinliik karanlik uygulamasinda gozlemlemislerdir.

Yildirim vd. (2007), yaptiklar1 calismada Hacihaliloglu kayisi cesidinin en iyi kiiltiire
baslama zamaninin mayis ay1 oldugunu ve in vitro kiiltiirlerin baslatilmasi i¢in, eksplant
alim tarihleri arasinda belirgin farkliliklar oldugunu rapor etmislerdir. TDZ, BA ve Kin
gibi sitokininlerin ve BA’'nin farkli konsantrasyonlarinin in vitro kiiltiir tizerindeki
etkileri calisilmis, stirgiin ¢ogaltiminda BA'nin farkli konsantrasyonlar1 arasinda 1 mg
It BA'nin en iyi sonucu verdigini rapor etmislerdir. Siirgiin sayisi acisindan 2.0 mg 1™

BA igeren besi ortami en iyi sonug veren ortam olarak bildirmislerdir.



Aric (2008), calismasinda sert ¢ekirdekli meyve anacglarindan Myrobolan 29-C, MaxMa
14, MaxMa 60, GF 677 ve GN’nin siirgiin uclar1 ve yan siirgiinlerini kullanarak doku
kiiltiiriindeki cogaltma olanaklarini arastirmistir. Eksplantlar1 1 mg I"* BAP+0.02 mg 1™
NAA, 1 mg 1™ BAP+ 0.2 mg 1"t NAA, 2 mg I"* BAP+0.02 mg I'* NAA, 2 mg I BAP+0.2 mg
It NAA, 1 mg ™" BAP+0.02 mg 1™ NAA+0,5 mg 1" GA3, 1 mgI"* BAP+ 0.2 NAA+0.5 mg 1™
GA3 ve 2 mg ™" BAP+0.02 NAA+0.5 mg I"* GA3, 2 mg I"* BAP+0.2 mg I"* NAA+0.5 mg I™*
GA3 hormonlarini bulunduran MS ortaminda kiiltiire almistir. Ortamlar arasinda
istatistiksel olarak bir fark gozlenmedigini tespit etmistir. En fazla siirglinii Myrobolan
icin MS+1 mg 1 I"* BAP+0.2 mg I"* NAA, MaxMa 60 icin MS+2 mg 1™* BAP+0.02 mg I™*
NAA, MaxMa 14 i¢in MS+2 mg 1" BAP+0.2 mg 1I"* NAA+0.5 mg I"* GA3, GF 677 icin MS+1
mg 1" BAP+0.02 mg I"* NAA ve GN icin MS+1 mg 1" BAP+0.02 mg I"* NAA+ 0.5 mg 1™*

GA3 iceren ortamlarda oldugunu bildirmistir.

Hepaksoy (2004), calismasinda Gisela 5 ve Gisela 6 klonal kiraz anaglarinin siirgiin ucu
yontemiyle in vitro kosullarda ¢ogaltilmasini ve ¢ogaltim i¢in uygun besin ortamlarini
arastirmistir. Gisela 6 anacinin Gisela 5’ e gére cogalma egiliminin daha fazla oldugunu
belirlemistir. En uygun besin ortamini 1 mg 1" BA + 0.5 mg 1" IBA/NAA olarak

saptamistir.

Demiral ve Ulger (2008), arastirmalarnnda Gisela-5 anacinin doku kiiltiiri yoluyla
cogaltma olanaklarini ¢alismislardir. Yilhik siirglinlerin yan ve tepe tomurcuklari
eksplant olarak kullanilmis ve eksplantlar1 dezenfekte yaptiktan sonra ¢ogaltim
asamasinda 1.0 mg 1" IBA (indol butirik asit) + 0.75 mg 1™* BAP (benzil amino piirin),
1.0 mg I'* IBA + 1.0 mg I BAP, 2.0 mg 1-1 IBA + 0.75 mg 1> BAP ve 2.0 mg I"* IBA + 1.0
mg I™* BAP iceren MS besi ortamina almislardir. Cogaltim ve koklendirme asamalarinda
eksplantlar1 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik, 24 + 2°C sicaklik ve 2500 lux
aydinlatma, iceren bitki biliyiime odalarina almislardir. Kéklendirme asamasinda MS
ortamina 0, 1, 2, 4 ve 6 mg 1" NAA (naftalin asetik asit) ilave etmislerdir. Cogaltim
asamasinda en iyi siirgiin sayisi 2.93 adet ile 1.0 mg I™* IBA + 0.75 mg I™* BAP ve en iyi
siirgiin boyu 1.68 cm ile 2.0 mg 1" IBA + 1.0 mg 1" BAP uygulamalarindan elde
ettiklerini bildirmislerdir. En iyi koklendirmenin de %92.88 ile 6 mg I' NAA

uygulamasinda oldugunu saptamislardir.



Giinal (2006), Gisela 5 ve MaxMa 14 kiraz anaclarinda doku kiiltiirii ile cogaltilmasini
amagcladig1 calismasinda kiraz klon anaglarinin siirgiin ucu kiltirii ile ¢cogaltilmasinda
temel besin ortami olarak MS ortamini kullanmistir. Arastirmasinda yan slrgiin
cogaltiminda gerek BAP'1n tek basina diisiik dozlari (0.1 ve 0.5 mg I™") ve gerekse diisiik
dozdaki 2,4-D (0.01 mg 1) ile birlikteki kombinasyonlarin diger doz ve
kombinasyonlara gore daha basarili oldugunu saptamistir. Ayni zamanda g¢ogalma
safhasinda altkiiltiir sayis1 arttikea yan siirgiin sayisinin da arttigini ve tgiinci altkiltir
safhasinda her siirgiin ucundan ortalama 3.33 adet yan siirgiin elde edilebilecegini

belirlemistir.

Erbas (2011), bodur seftali anac1t Myrabolan 29C ile kayisi ve erik anaci Garnem (GN15)
cesitlerinin in vitro’da klonal liretimi lizerinde aragtirmalar yapmistir. 2-3 yasindaki
anaglarin strgiin gozii, yaprak ve petiolleri MS ortaminda kiltiire almistir. Siirgiin
tesviki calismalarinda, Myrobalan 29C strgiin gozlerinde, en yiiksek siirgiin sayisi
(3.00) ve en uzun siirgiin gelisimi (18,67 mm) 4 mg 1I™* KIN iceren modifiye MS
ortaminda meydana geldigini saptamistir. Garnem’de ise siirgiin gelisiminin olmadigini
sadece kallus meydana geldigini tespit etmistir. Anaglarin yaprak ve yaprak sapi
(petiol) eksplantlarinda ise kallus olusumu disinda siirgiin gelisimi saptamamistir.
Kardeslenme denemelerinde, Myrabolan 29 C’ nin kiiltiire alinan her siirgiin goziinde
ortalama ti¢ kardes (slirglin) olusumu tespit edilmis olup, en yiiksek siirgiin sayisi
(4.778), 2.0 mg I"* BAP+2.0 mg 1"* KIN+0.5 mg I"* NAA iceren modifiye MS ortaminda,
en yiiksek siirgiin uzunlugu (11.167 mm) 1.0 mg I"* BAP+1.0 mg I"* KIN+0.5 mg I"* IBA
iceren modifiye MS ortaminda meydana geldigini bildirmistir. Kéklenme ¢alismalarinda
kullandig1 hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarinda, bitkilerde kok olusumunu

tesvik etmedigini saptamistir.

Giiclii vd. (2010), arastirmalarinda Gisela 5, MaxMa 14, MaxMa 60 ve SL 64 klonal kiraz
anaclariin doku kiiltiirii yoluyla cogaltma imkanlarin arastirmislar ve eksplant olarak
strgiin uglarin1 kullanmislardir. Bu amacla eksplantlar1 farkli biiylimeyi diizenleyici
madde kombinasyonlar1 iceren MS besin ortami tizerinde kiiltiire almislardir.
Calismasinda, uygulamalara gore siirgiin sayilarini; Gisela 5 anacinda 2.16 ile 5.08
adet/eksplant, MaxMa 14 anacinda 3.83 ile 5.00 adet/eksplant, MaxMa 60 anacinda
2.33 ile 5.08 adet/ eksplant ve SL 64 anacinda 3.58 ile 4.16 adet/eksplant arasinda
tespit etmislerdir. Siirgiin uzunlugu bakimindan ise en iyi sonuglar1 1 mg I"™* BAP + 0.02
mg ™" IBA + 0.5 mg I"* GA3 (1.44 -1.50 cm) ve 1 mg I"* BAP + 0.02 mg I IBA + 1 mg 1™
GA3 (1.43-1.61 cm) ilave edilmis ortamlardan saptamislardir.



Ruzic vd. (2000), Gisela 5’ in in vitro ¢ogaltiminda MS temel ortaminin normal, yar1
kuvvette (MS 1/2), 1/4 kuvvette (MS 1/4) ve iki kat1 kuvvetteki MS temel ortamina 4.4
uM BA, 0.5 puM NAA, ve 0.3 uM GA3 ilave ederek calismislardir. Calismalarinda,
altkiiltiirlerde baslangictan 0, 20 ve 40 giin sonra yaptiklar1 degerlendirmede,
altkiiltiirlerdeki explantlarin taze ve kuru agirliklarinda artis gergeklesirken besi
ortaminin taze ve kuru agirliklarinda bir azalma oldugunu saptamislardir. Bu arada
besin ortaminin pH’ inda altkiiltiirler stiresince bir azalma goriiliirken, yar1 kuvvette
(MS 1/2) ve 1/4 kuvvette (MS 1/4)’deki besi ortamlarinda yavas bir artis goruldiigiing,
Gisela 5’in bu besi ortamlari iginde en iyi gelismeyi normal ve iki kat1 kuvvetteki MS

ortamlarinda sagladiklarini belirtmislerdir.

Pascual vd. (2000), Marianna 2624 (Prunus cerasifera x P. munsoniana) eriginin,
yapraklar1 medial, proksimal ve distal boliimleri takiben enine kesmisler ve 7.5 uM BA
ya da TDZ ve 20 veya 30 g siikroz/litre ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire
almiglardir. Fazla sayida siirgiinleri thidiazuron ve 20 g silikroz/litre ile elde
etmislerdir. Proksimal, medial ve distal yaprak béliimler arasinda da anlamh fark

olmadigini tespit etmislerdir.

Pevalek-Kozlina ve Jelaska (1987), calismalarinda yabani Kkiraz anacinin (Prunus avium
L.) siirgiin ucu ve axillary tomurcuk kullanilarak in vitro tiretiminde modifiye edilmis
WPM temel besin ortamina 2.2 uM benzyladenine, 2.5 uM indole-3-butyric acid (IBA)
ve 0.3 pM GAs ilave edilmesi halinde en uygun siirglin ¢ogaltimin saglandigini
bildirmislerdir. In vitro’da elde edilen siirglinlerdeki en uygun kdéklenmeninde 4.9 uM
IBA iceren besi ortaminda veya axillary siirglinlerin 2.46 pM IBA soliisyonuna

batirildiktan sonra elde edildigini belirtmislerdir.

Andreu ve Marin (2005), Prunus cinsine ait tiirlerin ana¢larindan olan Adesoto 101 (P.
insititia)’in farkll kiltiir ortamlarinda farkli eksplant kaynaklarinin rejenerasyon
imkanlarim1 arastirmislardir. Mikrogogaltim ve celikle cogaltilarak elde ettikleri
bitkilerden aldiklar1 eksplantlar farkli besin ortamlarina (MS, WPM ve QL) kiiltiire
almislardir. Sonu¢ olarak mikrocogaltim ile elde edilmis olan bitkilerden alinan
eksplantlarin daha iyi sonug¢ verdigi gorilmistiir. Kiltliir besin ortaminin igerigi
cogaltim orani lizerinde etki yapmistir. 9 alt kiiltiirden sonra QL besin ortaminda elde
edilen siirgiin sayisinin MS ve WPM besin ortamlarina oranla fark edilebilecek sekilde

diisiik oldugunu belirlemislerdir.



Silveira vd. (2001), yan gozlerden bagslatilan in vitro ¢ogaltma i¢in en uygun olan BAP
konsantrasyonunu ve kiiltiir ortamininin belirlenmesi iizerinde ¢alismislardir. G x N22,
GF-677, Mr.S 2/5, Marianna ve Myrobalan erik anaglari, farkli 4 BAP dozu (0.1, 0.3, 0.5
ve 0.7 mg 1) iceren iki MS konsantrasyonunda (MS ve 34 MS) test etmisler ve
genotipler bu ortamlarda farkl tepkiler vermislerdir. G x N-22 ve Mr. S 2/5 anaglar1 igcin
% MS ortaminda 0.7 mg I"* BAP daha iyi sonuglar verirken, Myrobalan anaci 0.5 mg 1™
BAP iceren 34 MS ortaminda daha iyi sonuclar verdigini ve test edildigi iki MS
konsantrasyonunda da BAP konsantrasyonunun artmasiyla siirgiin uzunlugunun
azaldigini saptamislardir. GF-677 anaci ise mikro ¢ogaltmada iyi sonuglar vermedigini

belirtmislerdir.

2.2. Rejenerasyon Calismalari

Rejenerasyonu etkileyen bir¢ok etken bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; yaralamalar,
besin ortaminin icerigi, bitki biiylime dizenleyiciler, 151k rejimleri, bitki genotipi gibi

ozellikler olarak bildirilmistir (Canl ve Tian, 2008a).

Genellikle Prunus tiirlerininin cesitli eksplantlarinda, benziladenin (BA), thidiazuron
(TDZ)’ dan daha az etkin oldugu bildirilmistir (Leblay vd., 1990; Korban vd., 1992;
Escalettes ve Dosba, 1993; De Bond vd., 1996; Sarwar ve Skirvin, 1997; Hammatt ve
Grant, 1998). Diger tiirlerde de TDZ hakkinda benzer sonuglar rapor edilmistir (Bassi
ve Cossio, 1991; Ainsley vd., 2001; Yan ve Zhou, 2002; Bhagwat ve Lane, 2004; Matt ve
Jehle, 2005; Blando vd., 2007; Canli ve Tian, 2008b). Bununla birlikte kiiltiirlerde
karanlik inkiibasyonunun (Nedelcheva ve Tsoneva, 1998; Ainsley vd., 2001; Canli ve
Tian, 2008a,b) ve TDZ inkiibasyonlarinin rejenerasyonu onemli 6lciide arttirdigini
bildirmislerdir (Song ve Sink, 2005). Ayn1 zamanda rejenerasyonu etkileyen diger bir
faktoriin yapraklarin yaralanmasinin oldugunu bildirmislerdir (Bhagwat ve Lane, 2004;
Song ve Sink, 2005). Prunus tiirlerinde stirgiin rejenerasyonu, hem olgun dokulardan
(Lane ve Cossio, 1986; Schmidt ve Kardel-Meisner, 1992) hem de tohum kaynakli

dokular kullanilarak ispat edilmistir.

Rejenerasyon protokolleri olusturabilmek ic¢in yapraklarin yani1 sira kotiledonlar
(Mante vd., 1989), embriyolar (Schneider vd. 1992), ve protoplastlarda (Ochatt ve
Power, 1988) kullanilmistir.



Prunus tiirlerinde (Avrupa erikleri de dahil) transformasyon frekansi olduk¢a disiiktiir.
Bundan dolay1 gen transformasyon ve rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesine ve
frekanslarinin artirilmasina gerek vardir. Ciinkii; bir cok Prunus tiirtinde olusturulan
transformasyon protokolleri bir kere sonuc¢ verebilmis ve bundan da az sayida
transgenik bitki elde edilebilmistir. Oysaki P. domestica i¢in hipokotil dokusundan
gelistirilmis olan transformasyon protokolil tekrar edilebilmistir. Boylelikle transgenik

bitkiler elde edilebilmistir (Canl vd., 2008).

Kayisy, seftali ve kirazin olgunlasmamis tohum kotiledonlari ile seftalinin olgun tohum
kotiledonlari kullanilarak basari elde edilmistir (Lane ve Cossio, 1986; Mante vd., 1989;
Pooler ve Scorza, 1995). Bunlarin yaninda seftali, erik ve kayisinin olgunlasmamis
embriyolar1 ile somatik hiicreleri kullanilarakta rejenerasyon saglanilmistir
(Hammerschlag vd., 1985; Mante vd., 1989; Pieterse, 1989). Erik (P. domestica), badem
(P. dulcis Mill.), kara kiraz (P. serotina Ehrh.), yabani kiraz (P. avium L.) ve kus
kirazininda (P. padus L.) (Mehra ve Mehra, 1974; Bassi ve Cossio, 1991; Hammat, 1993;
Miguel vd., 1996; Hammat ve Grant, 1998) yaprak dokusu kullanilarak rejenerasyon
elde edilmistir. Yaprak dokusu ve hipokotil dilimleri kullanilarak erik ve badem de
transformasyonla rejenerasyon elde edilmistir (Mante vd., 1991; Miguel ve Oliveira,
1999). Kiraz ve visne tiirlerinde yapraklarin yaralanmasi da rejenerasyonu

artirmaktadir (Bhagwat ve Lane, 2004; Song ve Sink, 2005).

Prunus tirlerinin farkli eksplantlarinda adventif siirglin rejenerasyon raporlari
bulunmaktadir. Adventif siirglinler Prunus domestica (Bassi ve Cossio, 1991), P.
canescens (Antonelli ve Druart, 1990), P. dulcis (Miguel vd., 1996), P. persica (Declerck
ve Kobran, 1996) ve P. serotina ve P. avium (Hammatt ve Grant, 1998), yaprak
dokusunda elde edilmistir. Kayisida (P. armeniaca L.) ki, siirglin rejenerasyonu ise
adventif indiiksiyon yontemiyle endospermler ve jiivenil eksplanttan elde edilmistir

(Lane ve Cossio, 1986; Goffreda vd., 1995).

Yancheva (1993), iki erik -Kjustendilska Sliva, Stanley- cesidinin yaprak eksplantlarinin
in vitro rejenerasyonunu incelemistir. Calisma, MS bazal ortama % 2 siikroz, 0.5 uM 1™
IBA ve 7,5 uM I TDZ ilave edilerek yapilmistir. Optimum rejenerasyonu Stanley icin
%46.25, Kjustendilska Sliva icinse %31.43 elde ettigini bildirmistir.

Pascual ve Marin (2005), Prunus cinsine ait 3 ¢esidin (Marianna 2624, Myrobalan 605

AD, Adafuel) yaprak eksplantlarindan rejenerasyon elde etme yo6ntemlerini



arastirmiglardir. Rejenerasyon ortami, BAP ve NAA varlifinda, 2,4-D 'den daha etkili
olmustur. Yapraklar, 1.7 uM 2,4-D iceren sivi MS besin ortaminda, 90 dakika bekletilmis
ve daha sonra QL besin ortamina aktarilmistir. Adafuel cesidinde kéklenmeyi uyarmis

ve Marianna 2624’ de ise %58.9 rejenerasyon elde edilmistir.

Nowak ve Miczynski (2002), Wegierka Zwykla eriginin, in vitro ortaminda yaprak
eksplantlarinda TDZ ve BAP'1n organogenez lizerindeki etkilerini arastirmislardir. 0.5
veya 1.65 mg 1™ konsantrasyonunda TDZ ile 2,4-D ve 3.0 veya 5.0 mg I' BAP
konsantrasyonu ile IBA, NAA kombinasyon halinde uygulanmistir. Sonug¢ olarak
organagenezi iki farkli sekilde gozlemlemislerdir. 2,4-D, TDZ tarafindan uyarilan
verimli (60% -72%) dolayli organogenez, ve dogrudan organogenez, ya da BAP ile

birlikte medyada sadece ¢ok kiiciik kallus olusumu gozlemlemislerdir.

Petri ve Scorza (2010), Improved French erik ¢esidinin yapraklarindan adventif siirgiin
rejenerasyon icin cesitli faktorlerin optimizasyonunu saglamak amaciyla ytrttiikleri
calismalarinda 3uM BA ve 0,25uM IBA ilave edilen MS ortamindan %52 rejenerasyon
elde etmislerdir. 8,9 uM BA ve 0,49 uM IBA ilave edilen QL ortamindan %5’in altinda
bir oran elde ettiklerini bildirmislerdir. Katilastiric jel olarak 7 g I"* Bacto agar, 7 g I™*
agar ve 4,5 g "' Agargel™ kullanmislar ve organogenesise en ¢ok Bacto agarin katk
sagladigini bildirmislerdir. Karanlik inkiibasyonunun rejenerasyona olan etkisi de
arastirilan bu calismada 16:8 saat fotoperiyot uygulanan yapraklarla 1 hafta, 2 hafta ve
3 hafta karanlik uygulanan yapraklar karsilastirllmistir ve 1 hafta karanlik denemesinin
en iyi sonucu verdigini tespit etmislerdir. Etilen inhibiitérii olan silver thiosiilfat
(STS)'1in 0, 30, 16, 60 ve 120 uM dozlarinin organogenesise karsi en iyi sonucu 60 pM ile

120 uM konsantrasyonlarin verdigini saptamislardir.

Escalettes ve Dosba (1993), yaptiklar1 ¢alismada Prunus tiirlerinden yiiksek oranda
adventif siirgiin rejenerasyonunda basar1 elde etmislerdir. Prunus tiirlerinin in vitro
rejenerasyon uygulamalarina tepkileri farklilik gostermistir. H.152 kayist klonuna
yapilan denemede Quoirin (Quorin ve Lepoivre, 1977) makro elementleri kullanilmis,
ayrica H.146 kayisi ve P.1869 hibrit erik klonunun rejenerasyon calismasinda % MS
(Murashige ve Skoog, 1962) kiiltiir ortaminin kullanilmasi rejenerasyonu saglamistir.
Adventif siirgiin olusumuna en etkili faktériin TDZ (thidiazuron)’nun tek basina veya
naftalen asetik asit (NAA) ile kombinasyonlarin oldugu belirtilmistir. Optimum
konsantrasyonlar genotipe bagh olarak farklilik gostermistir. Besin ortamina giimiis

nitrat (AgNO3) eklenmesi rejenerasyonu %10-40 oraninda ytkseltmistir. Yine besin
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ortamina AgNO3 eklenmesinin, P. Marianna, P. domestica ve P. insititia tiirlerine ait erik

klonlarinin da rejenerasyonunun saglandig bildirilmistir.

Tang vd. (2002), calismalarinda P. avium L. (Burlat, Hedelfinger, Napoleon ve
Schneiders) ve P. cerasus L. (Beutal, Spacher, Rexelle ve Morellenfeuer) tiirlerine ait
toplam 6 ¢esidin yaprak eksplantlarini rejenerasyon icin kullanmiglardir. Rejenerasyon
elde edebilmek amaci ile 1-2 mg I"* BAP veya TDZ, 0.5-1.0 mg I"* NAA veya IBA iceren,
MS, DKW, QL (Quoirin ve Lepoivre, 1977) ve WPM besin ortamlar1 kullanilmistir.
Yaprak eksplantlarinin {izerine kesikler atildiktan sonra alt ylzii besin ortamina
degecek sekilde petrilere yerlestirilmis ve yaprak eksplantlarinda 14 giin igerisinde
rejenerasyonun basladigini gozlemlemislerdir. BAP (2 mg I'") ve 0.5-1.0 mg I”* NAA
iceren WPM besin ortaminda Early Burlat disindaki tiim cesitlerde rejenerasyonu
saglamislardir. Calismada BAP’1n TDZ’ye oranla rejenerasyonu daha ¢ok tesvik ettigi

bildirilmistir.

Cizelge 2.1. Prunus cinsinin farkli eksplantlarinda yapilmis onceki calismalardan

ornekler
Tir Cesit Eksplant Regenerasyon | Besin Ortami Kaynak
(%)
P. armeniaca Zard, NJA82, embriyo 92-100 MS Goffreda vd.,
Royal kallus MS+4.4 uM 1995,
BA 1.0 uyM Pieterse, 1989
2-4D
P.persica Nemaquard, yaprak 3.3-60 1/2MS, Zhou vd., 2010,
X Suncrest, olgunlasmamis MS, WPM, SH Mante vd.,
P.davidiana Bailey, Loring | tohumlardan 1989
Belle kotiledonlar
P. persica P16CL5 yaprak 5.4-73.5 LP, MS Gentile vd,,
Babygold 6 olgun MS+ %2.5 2002,
842 Standard kotiledon sucrose +| Pooler ve
San embriyo BA(1.250r 2.5 | Scorza, 1995,
Flordaguard uM)+ Hammerschlag
Nemared TDZ(6.25 or vd., 1985,
Medaguard 12.5 uM) Yan ve Zhou,
Jingyan M2,4-D 2002,
Lihua 9 ve0.44 u0. uM Nagaty, 2012
Wanmi and BA, NAA ve
Dajiubao 2.2 uM BA
Taif pecah
P. avium Heidelfingen olgun 3-70 TDZ, WPM Canli ve Tian
Vogue kotiledon WPM+5mgl-1 | 2008a, Matt ve
Tehranivee yaprak ve TDZ Jehle, 2005,
Sunburst bogum kismi Blando vd.,,
Schneiders yaprak 2007,
Giorgia Takashina vd.,
Benisyuho 2003
Benitemari
Benisayaka
Satonishik

11



http://www.springerlink.com/content/?Author=F.+A.+Hammerschlag

Cizelge 2.1. Prunus cinsinin farkli eksplantlarinda

ornekler (Devam)

yapilmis onceki calismalardan

Tir Cesit Eksplant Regenerasyon | Besin Ortami Kaynak
(%)
P. salicina | Bruce olgun 6.7-66.7 QL Canl ve Tian,
Shiro kotiledon- 2009
Redheart
GladstoneEarly
Golden
P. cerasus | Beutal yaprak 0.04-57 MS, QL Tang vd,,
Spacher Rexelle | olgunlasmamis MS+ 2002, Song
Morellenfeuer embriyo 0.10 mg1™ ve Sink 2005,
Gerema kotiledonlari TDZ, WMP Dolgov ve
ScharoE Firsov, 1999
Schattenmorelle
Montmorency
Black Eagle
P. Italian hipokotil 60-10 MS Bassi ve
domestica | Damson yaprak 11-19 IBA Cossio, 1991,
V70033 46.2572 BA Petri ve
Blue MS+%?2 sukrose+ Scorza, 2010
Vanette 0.5 ul IBA+ Yancheva,
Bluefre 7.5ul TDZ 1993,
Bluebell 90dk siv1 2,4-D Marin ve
V72481 (1.7)ul+ Pascual,
Veeblue MS + 2005,
President 0.5 TDZ+ Nowak ve
Angelino 1.65mgl™ Miczynski,
Larry Anne 2-4D 2002
Susina di Dro
and Bluefre
Improvet
French Stanley-
Marianna 2624
Wegierke
Zwykla
P. persica | UFO-3, Alice | kallus 2.8-82.2 BA Perez-
X bigi, Garnem, IBA Jimenez vd.,
P.dulcis GF677, Maruja, NAA 2012
Flariba
P. avium Lapins yaprak 54-71.4 WPM Bhagwat ve
Sweetheart Lane, 2004
P. Black cherry yaprak 8-91 WPM Liu ve Pijut,
serotina Seedling A 2008
PBS Hammatt ve
2322 Grant, 1998,
2339 Espinosa vd.,
Pavia E 2006
P. Nemaguard yaprak 71.7 WPM Zhou vd,.
persicax MS 2010
P. SHM
davidiana
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Cizelge 2.1. Prunus cinsinin farkli eksplantlarinda yapilmis o6nceki ¢alismalardan

ornekler (Devam)

Tir Cesit Eksplant Regenerasyon | Besin Ortami Kaynak
(%)
P. armeniaca Helena yaprak 44.3 Ethylene inhibitors silver | Burgos ve
thiosulphate or Alburquerque,
aminoethoxyvnylyglycine | 2003
P. dulcis Nonpareil, | yaprak 55-44.4 TDZ Ainsley vd.,
Ne Plus BA 2001,
Ultra 2-4D Miguel vd.,
1996
Prunus yaprak 0-77 TDZ Nasvd, 2010
microcarpa BA
P. marianna, adventif 10-43 MS Escalettes ve
P.domestica tomurcuk TDZ Dosba 1993
P. insititia NAA, AgNO3
P. armeniaca Canino hipokotil 31.7-46.9 Wang vd.,
Dorada tohum 2011
Moniqui
P.amygdalusx | GF 677 kallus 63.4 MS+ 1 mgl™ BA Ozden, 2007
P. persica
P.armeniaca Apricot embriyo 70-100 2,4-D+BA Lane ve
Sweet Cossio, 1986
cherry
P.campanulata | Kotiledon kotiledon 5-50 2,4D+BA+ Hokanson ve
P. maackii ve hipokotil TDZ+IBA+ Pooler, 2000
P. sargentii hipokotil NAA
P. serrula
P. serrulata
P.subhirtella
P. virginiana
P. yedoensis

Bu calismada Pixy erik anacinda multiplikasyon ile Stanley, Marianna, Kiitahya, Pixy ve
Angeleno’ da rejenerasyon protokolleri gelistirilmeye calisilmistir. Boylece calisilacak
olan meyve tiirlerinde bir gen transformasyon protokoliiniin gelistirilmesi icin 6nemli
bir adim gerceklestirilmis olacak ve meyve tiirlerinde gen transfer teknolojisi

gelistirilmesi icin yeni bir calisma baslatilmis olacaktir.
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016894529390241Q
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016894529390241Q

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismada kullanilan bitki materyalleri Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
parsellerinde bulunan Stanley, Pixy, Kiitahya ve Marianna agaglarindan alinmistir.
Angeleno cesidi ise Dog. Dr. Ali Fatih Canli’nin bahgesinden alinmistir. Bitkiler 2012’nin
baharinda siirgiin veren u¢ kisimlarindan toplanarak plastik torbalar icerisinde
laboratuvara getirilmistir. Calisma, 2011-2013 yillar1 arasinda S.D.U Giil ve Giil Uriinleri
Arastirma ve Uygulama Doku Kiiltiirii Laboratuan ile S.D.U Ziraat Fakiiltesi Tarimsal

Biyoteknoloji Boliimii Doku Kiiltiirti Laboratuvarinda yiirttilmustir.

3.1.1.1. Stanley erik cesidinin genel 6zellikleri

Stanley (P. domestica L.) erik ¢esidinin orjini Amerika olup New York eyaletinde elde
edilmistir. Agac1 orta derecede kuvvetli, kiiresel yapida, diizenli ve yiiksek verimlidir.
Stanley kendine verimli bir erik ¢esididir. Meyvesi ise, orta irilikte, uzun-elips seklinde
olup, mavi-morumsu kabuklu ve izeri pusludur. Meyve eti sar1 renkte, cok sert,
cekirdegine az bagh ve liflidir. Hasat zamani agustos’un 4., eyliil'iin 1. haftasidir. Bu
cesit sofralik, kurutmalik ve meyvelerin cekiciligi acisindan ilging bir cesittir

(Karamiirsel, 2011).

3.1.1.2. Angeleno erik ¢esidinin genel 6zellikleri

Angeleno (P. salicina Lindl.) erik cesidinin orjini Kaliforniya’'dir. Friar ve Formosa’ nin
tozlanmasiyla elde edilen bir cesittir. Agaci yliksek verimli, orta kuvvette ve yar diktir.
Meyvesi basik yuvarlak sekilli, cok biiyiik, siyah kabukludur. Yesil-sar1 renkte, cekirdegi
kiiciik ve meyve etine baghdir. Hasat1 eyliil'in 4., ekim’in 1. haftasi olur. Angeleno farklh
tozlayicilara gereksinim duymaktadir. Aralik ay1 sonuna kadar soguk hava depolarinda
saklanabilmektedir. Ge¢ donemde hasat edilmesi, depoda dayanma zamaninin 3 aydan

fazla olmasi pazar degerinde artisi saglamaktadir (Karamtirsel, 2011).
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3.1.1.3. Pixy erik anacinin genel 6zellikleri

Pixy (P. institia L.), bodur ve vegetatif olarak (odun celikleri ile) tiretilen bir erik
anacidir. Biitlin erik cesitleriyle iyi bir uyusma gosterir. Bu anaca asili eriklerde 2. y1l
Uriin alinabilmektedir. Bu anag¢ tlizerine asili olan erik cesitleri erken meyveye
yatmakta, daha biiylik meyveli ve seker orani yiiksek meyve meydana getirmektedir.
Pixy anaci agir toprak kosullarina ve toprak yorgunluguna dayaniklilik géstermektedir.
Verimli topraklarda, sulak arazilerde gayet iyi sonuglar vermistir. Kokleri yiizeysel
gelisim gosterdiginden dolay1 kurak arazilerde yetistirilmesi tavsiye edilmez. Sik dikim
icin ve destek sistemli kurulacak bahgeler i¢in uygun olan bir anactir (Karamiirsel,

2011).

3.1.1.4. Marianna erik anacinin genel 6zellikleri

Marianna erik anacinin P. ceresifera Ehrh. ile P. munsoniana Wight&Hedr.'nin dogal
hibritlenmesi sonucunda olustugu tahmin edilmektedir. Kiiltiir cesitleri ile uyusmasi
genellikle iyidir ve nemli topraklarda da iyi gelismektedir. Sadece President ¢esidi ile

iyi uyusma gostermez. Meyveleri ise kii¢lik ve kirmizi renklidir (Anonim, 2012d).

3.1.1.5. Kiitahya visne cesidinin genel 6zellikleri

Kiitahya visnesi tlilkemizdeki en o6nemli visne cesididir. Meyvesi yuvarlak ve kalp
seklinde, uc tarafi ise kiit seklindedir. Meyve kabugu parlak koyu kirmizi renktedir.
Kiitahya visnesi sulu, aromali ve mayhostur. Meyvenin suyu koyu renkli olup ¢cok sert
ve suludur. Ayni zamanda az lifli ve kalitelidir. Verimli agac¢lar olup, meyve catlamasi

yapmamaktadir (Anonim, 2011f).

3.1.2. Besin ortaminin hazirlanmasi

Yapilan ¢alismada multiplikasyon ve rejenerasyon icin 3 uM BA, 0.54 uM NAA, 4,4 g I'*
MS, 30 g I'* sukroz ve 7 g I'* agar iceren MS (Murashige and Skoog, 1962) besin ortami
kullanilmistir. pH degeri, NaOH ve HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmistir. Steril saf su ile
hazirlanan besin ortamlari, daha 6nce steril hale getirilen kiilttir tiiplerine ( her tiipe 10
ml) koyduktan sonra, 121 °C’de 1.2 atmosfer basing¢taki otoklavda 25 dakika tutularak

sterilizasyonunu gerceklestirilmistir.
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3.1.3. Bitkilerin sterilizasyonu

Siirglinler 4-5 cm’lik pargalara ayrilmis ve siirgiinlerin tlzerinde bulunan biitlin
yapraklar temizlenmistir. Sonra bu ornekler ilk olarak ¢esme suyuyla aritilarak
deterjanli su siselerine aktarilmistir ve calkalayici lizerinde 10 dakika boyunca
yikanmistir. Deterjanli sudan arindirildiktan sonra 1-2 damla tween-20 (Merck) ve
fungusitle (Oncapan) 3 dakika boyunca calkalanip arindirilmistir. Daha sonra % 15 lik
(% 0.787 sodyum hipoklorit) ¢amasir suyuyla 15 dakika boyunca calkalanarak
sterilizasyon yapilmis ve otoklavlanmis su ile steril kabin icinde en az ii¢c kere
arindirlmistir. Sterilizasyonu tamamlanmis olan eksplantlar 1-2 siirgiin verecek goz
bulundurulacak sekilde 1,5-2 cm’lik pargalara ayrilarak 1mg 1" BA, 0.1mg ™" NAA, 30 g
I"* sukroz ve 7 g I'* agar iceren, pH’s1 5.8’e 1 N NaOH veya HCl ile ayarlanmis MS kiiltiir

ortamina alinmislardir (Sekil 3.1). Kiltiir baslangicindan 4 hafta sonra yeni siirgiinler

alinip, yeni bir MS kiiltiir ortamina alinmistir.

Sekil 3.1. Dikime hazir olan siirgiinler ve dikim

3.2. Metod

Calismada hava akish steril kabinler kullanilmistir. Yapilacak calismalardan énce UV

lambalar1 ac¢ilmis ve ¢alismadan en az 15 dk. dénce % 70’ lik etil alkolle kabin igi

silinerek steril hale getirilmistir.
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3.2.1. Kultiir odasi sartlari

Kiiltiir tiipleri 24+1 "C sicaklik ve beyaz floresan lamba ile saglanan 16 saat aydinlik, 8
saat karanlik periyotta olmak {izere bir kiiltiir odasinda raflara yerlestirilmistir (Sekil

3.2).

Sekil 3.2. Kultiir odasindan bir goriinti

3.2.2. Alt kiiltiirler

Her 4 haftada bir bitkiler steril kabin i¢cinde yeni ortama alinarak, 4-6 aylik bir zaman

diliminde denemeler icin yeterli popiilasyon elde edilmeye ¢alisilmistir.

3.2.3. Multiplikasyon denemeleri

Bu calismada rejenerasyon protokolil hazirlamak 6nemli oldugu kadar, gesitlerin hizl
¢ogalimida bu calismanin tekrar edilebilir olmasi bakimindan 6nemlidir. Bundan
dolay1 ¢alismada rejenerasyona ilave olarak ¢alisma bitkilerinin multipikasyonuna da

yer verilmistir.

3.2.3.1. Benziladenin (BA) ‘nin Pixy erik anacinin multiplikasyon iizerine etkileri

Multipikasyon denemeleri i¢in literatiir kapsaminda belirlenmis olan BA'nin 0, 1.25,
2.50, 5.0, 10 ve 20 mg I (+0,54 puM NAA) dozlar1 MS ortaminda Pixy anacina
uygulanarak ¢cogaltimina tesvik edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Pixy erik anacinin ¢ogalmasi lizerine Benziladenin (BA) ‘nin etkisi

3.2.3.2. Thidiazuron (TDZ)'nun Pixy erik anacinin multiplikasyon iizerine etkileri

Multipikasyon denemeleri icin literatiir kapsaminda belirlenmis olan TDZ’ nin 0, 0.125,
0.25, 0.50, 1, 1.50, 2 mg I"* (+0,54 uM NAA) dozlar1 MS ortaminda Pixy anacina

uygulanarak ¢ogaltima tesvik edilmistir.

3.2.4. Rejenerasyon denemeleri

Stanley, Angeleno, Kiitahya cesitleri ile Pixy ve Mariana anacinin 4 ile 6 aylik alt kiiltiir
uygulamalar1 sonucunda yeterli bitki sayisina ulasildiginda, in vitro ortaminda gelisen
bitkiciklerden yaprak parcaciklari alinarak in vitro ortamda rejenerasyona tesvik

edilmislerdir.

Rejenerasyon denemesi icin hazirlanan MS ortaminin pH1 otoklav olmadan 6nce HCI
veya NaOH ile 5,78-5.80’e ayarlanmis ve 121 °C ve 1.2 atmosfer basincta 15 dakika
otoklavlanmistir. Sonra ortam steril petri kaplarina 15 ml olacak sekilde dagitilmistir.
Rejenerasyon denemelerinde steril kabin icinde Orneklerden alinan yaprak
parcaciklarinin orta damari dik sekilde 3 ¢izgi yani yaralama islemi yapilmistir. Orta
damar yukarida olacak sekilde petri kaplarina konulmus ve petri kaplarinin etraflari

parafilm ile sarilmistir.

Tim rejenerasyon denemelerinde her faktor aydinhk denemesi icin 4, karanlik

denemesi i¢cin de 4 petri olmak iizere sekiz tekerriir (petri kab1) yapilmistir.
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Her tekerriirde (petri kabinda) on yaprak veya yaprak parc¢acigi kullanilmigtir. Karanlhik
ile inkiibasyonda petriler aliiminyum folyoya sarilarak 10 giin tutulmustur (Sekil 3.4).
10. giin sonunda folyolar ¢ikarilmis ve 151k altinda 20 giin daha bekletilmistir. Aydinlik
denemeleri de 1s1k altinda 1 ay bekletilmistir. Daha sonra ise karanlikla inkiibe edilen

petrideki yapraklarla aydinlikla inkiibe edilen yapraklar karsilastirilmistir.

Sekil 3.4. Karanlik inkiibasyonu denemesi icin aliiminyum folyoya sarili olan petriler

3.2.4.1. Benzilydenin (BA) ‘nin Pixy, Marianna anaclarn ile Kiitahya, Angeleno ve

Stanley cesitlerinin yaprak rejenerasyonuna etkileri

Calismada literatiir 1s5181nda belirlenen BA’ nin 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 mg I"* dozlan ile
farkli 151k muameleleri (aydinlik/karanlik) ve 6n muamemelerle (TDZ ve BA
inkiibasyonlar1) Pixy, Kiitahya, Angeleno ve Stanley bitkilerinde rejenerasyonun elde

edilmesi amaglanmistir.
Marianna icin literatiir 15181nda belirlenen BA’ nin 0, 1.75, 3.5, 5.25, 7, 8.75 uM 1™

dozlar1 (+NAA 2.6 pM) QL ortaminda uygulanarak rejenerasyonun elde edilmesi

amagclanmistir.
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3.2.4.2. Thidiazuron (TDZ)’nun Pixy, Marianna anaglarn ile Kiitahya, Angeleno ve

Stanley cesitlerinin yaprak rejenerasyonuna etkileri

Calismada literatiir 1s18inda belirlenen TDZ 0, 0.125, 0.250, 0.50, 1, 1.5, 2 mg I'* (+0,54
UM NAA) dozlar ile farkl 151k muameleleri (aydinlik/karanlik) ve 6n muamemelerle
(TDZ ve BA inkiibasyonlar1) Pixy, Kiitahya, Angeleno ve Marianna bitkilerinde

rejenerasyon elde edilmesi amaglanmistir.

Stanley icin literatiir 15131nda belirlenen TDZ’ nin 0, 3.5, 5, 7.5, 10, 15 uM I"* (+0.5 pM I™?

IBA) uygulanarak rejenerasyon elde edilmesi amaglanmistir.

3.2.5. Optimizasyon Denemeleri

3.2.5.1. Stanley erik cesidinde rejenerasyon goésteren TDZ+IBA muamelesinde

optimizasyon

Stanley’ de elde edilen rejenerasyon oranini arttirmak igin literatiir 1s1ginda
belirledigimiz TDZ 3,5 uM I"*+ IBA 0,5 uM 1'%, TDZ 3,5 uM I"*+ IBA 2,5 uM 1'%, TDZ 7 uM
"'+ IBA 0,5 uM I ve TDZ 7 uM 1%+ IBA 2,5 uM I (+MS) dozlar1 uygulanmistir.

3.2.6. Koklendirme ve Alistirma

Pixy, Mariana ve rejenerasyon elde edilen bitkiler icin literatiir 1s181nda arastirilan IBA’
nin farkh konsantrasyonlarimi (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg I ) iceren besi
ortamlarinda koklendirme denemesi kurulmustur. Daha sonra ise rejenerasyon elde
ettigimiz bitki ile Pixy ve Mariana’ nin en iyi koklenme gosteren konsantrasyonda
koklendirildikten sonra iclerinde torf:perlit bulunan 8x8 cm ebatlarinda ki saksilara

aktarilarak dis ortama alistirilmaya calisilmistir.
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3.2.7. Veri toplanmasi ve istatistiki analizlerin yapilmasi

Multiplikasyon ve rejenerasyon denemeleri kurulduktan bir ay sonra ilgili veriler

toplanmistur.

Multiplikasyon denemelerinde veriler; kardeslenen explant yiizdesi, explant basina
kardes sayisi, en uzun kardesin uzunlugu, kéklenen explant ytizdesi, explant basina kok
sayis], en uzun kokiin uzunlugu, kallus olusturan explant yiizdesi ve kallus ¢ap1 olarak

alinmistir.

Rejenerasyon denemelerinde veriler; rejenerasyon olusturan explant yiizdesi, explant
basina siirgiin sayisi, en uzun siirgiiniin uzunlugu, kéklenen explant yiizdesi, en uzun
kokiin uzunlugu, explant basina kok sayisi, kallus olusturan explant yiizdesi, explant

basina kallus sayisi ve en genis kallus cap1 olarak alinmistur.

SAS istatistik programinda verilere varyans (ANOVA) analizi uygulanmis ve

ortalamalar LSD ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirilmistir (P< 0,05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Multiplikasyon Denemeleri

4.1.1. Benziladenin (BA) ‘in Pixy erik anacinin multiplikasyonu iizerine etkileri

Farkli dozlardaki BA' nin, Pixy erik anacinin multiplikasyonu tlizerine etkileri Cizelge 4.1

ve Sekil 4.1’ de verilmistir. En yiiksek kardesleme yiizdesi 1.25 mg I™* BA dozunda % 70

iken 0, 10 ve 20 mg I™* BA’ da kardes elde edilememistir. Explant basina kardes sayisi

en yiksek 1.25 mg I" BA (1.80 siirgiin/explant) iceren ortamda ve 1.6 mm

uzunlugunda elde edilmistir. BA yoklugunda koéklenme gergeklesirken (%23.3), BA

varliginda koklenme elde edilememistir. BA icermeyen ortamdan elde edilen kokiin

uzunlugu 1.85 mm’ dir. Explant bagina kallus en yiiksek 1,25 mg 1™ BA’ da

gozlemlenmistir. Kallus olusumu en yiiksek % 53.3 oraniyla 2.5 mg 1" elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Benziladenin (BA)'in Pixy (P. institia L.) erik

uzerine etkileri

anacinin multiplikasyonu

Muamele | Kardeslenen | Siirgiin/x | Kardesin | Kéklenen | Explant En Kallus Explanty
BA explant % explant uzunlugu | explant basina uzun veren basina
(mgl™) (mm) % kék kék explant | koloni
sayis1 (mm) % kallus
sayis1
0 0d 0d Oc 23.3a 0.46a | 1.85a | 0d Oc
1,25 70a% 1.80a 1.6a 0b 0b 0b 53.3a | 0.22a
2,5 50.8b 1.15b 0.03b 0b 0b 0b 16.6b | 0.05b
5 33.3c 0.45c 0.03b 0b 0b 0b 3.33c | 0.01b
10 0d 0d Oc 0b 0b 0b 0d Oc
20 0d 0d Oc 0b 0b 0b 0d Oc

YWAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD testi ile
ayristirilmstir.
*xSiirgiin basina kardes sayisinda ana explant sayilmamistir.

Y0,3 cm’ den kii¢iik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.
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Sekil 4.1. Pixy erik anacinin BA multiplikasyon denemesinden bir gériiniim

4.1.2. Thidiazuron (TDZ)’un Pixy erik anacinin multiplikasyonu iizerine etkileri

Farkli TDZ dozlari, Pixy anacinda explant basina diisen kardes sayisi ve kallus olusumu
bakimindan istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (Sekil 4.2). Kardeslenen explant
yizdesi 0.25 ve 0.5 mg I TDZ iceren ortamda %16.6 oraninda en yiiksek
gozlemlenirken, 0, 0.125, 1, 1.5 ve 2 mg I? TDZli ortamda %10.0 oraninda
kardeslenme elde edilmistir (Cizelge 4.2). En diisiik kardes sayis1 1.5 mg I™* TDZ
hormonu bulunan (0.06 siirgiin/explant) dozda elde edilmistir. En disiik kardes
uzunlugu 0.03 mm olarak gézlemlenen TDZ 1.5 mg 1™ dozudur. Istatistiki agidan
kéklenme sadece kontrol ortaminda énemli bulunmugtur. TDZ 0 mg I"* dozunda %40
sonucu gozlemlenirken TDZ iceren diger ortamlarda kok elde edilmemistir. Kontrol
ortaminda elde edilen kokiin uzunlugu 20.3 mm’ dir. Kallus olusumu TDZ hormonu
iceren ve icermeyen biitiin dozlarda gozlemlenmistir. %3.33 oraniyla TDZ icermeyen

ortamda en diisiik kallus olusumu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Pixy erik anacinin ¢ogalmasi tizerinde TDZ'’ nin etkisinden bir gorintii

Cizelge 4.2. Thidiazuron (TDZ)'un Pixy erik anacinin multiplikasyonu tizerine etkileri

Muamele | Kardeslenen Siirgiin/* | Kardesin | Koéklenen | Explant En Kallus Explant”
TDZ explant % explant uzunlugu | explant basina uzun veren basina
(mgl™) (mm) % kok kok explant koloni
sayis1 (mm) % kallus
sayis1

0 10.0b" 0.16c 0.13b 40.0a 0.6a 20.3a | 3.33c 0.01b
0,125 10.0b 0.26b 0.20ab | Ob 0b 0b 73.3ab | 0.35a
0,25 16.6a 0.46ab | 0.30a 0b 0b 0b 70.0ab | 0.54a
0,5 16.6a 0.53a 0.20ab | Ob 0b 0b 83.3a 0.41a
1 10.0b 0.23bc | 0.10b 0b 0b 0b 66.6b 0.33a
1,5 10.0b 0.06d 0.03c 0b 0b 0b 86.6a 0.40a
2 10.0b 0.20bc | 0.10b 0b 0b 0b 76.6ab | 0.39a

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore énemsizdir; ortalamalar LSD testi ile
ayristirilmstir.
*Stirgiin basina kardes sayisinda ana explant sayllmamistir.

v0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamustir.

4.2. Koklenme Denemeleri

4.2.1. Indole-3-butyric acid (IBA)’in Pixy erik anacinin kéklenmesi iizerine etkisi

Pixy erik anaci lizerinde IBA’ nin farkhi dozlardaki koklenme iizerine olan etkileri

incelenmis (Sekil 4.3) ve istatistiki sonuglar1 Cizelge 4.3’ de verilmistir. IBA 0.5, 2 ve

0.05 mg 1" igeren ortamlarda sirasiyla %40, %36.6 ve %33.3 oranlarinda en yiiksek

koklenme elde edilmistir. Kok sayisi kontrol ortaminda 0.16 olup en diisiik olarak

saptanmistir. Bu denemede 15.5, 10.7,10.4 ve 6.66 mm uzunlugunda kok IBA 0.05, 2,

0.5 ve 0 mg I iceren ortamda en yiiksek bir sekilde saptanmistir. %96.6 (IBA 0.5 mg

1) ve %93.3 (IBA 2 mg I'") oranlariyla en yiiksek kallus olusumu tespit edilmistir.
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Kallus cap1 bakimindan en diisiik kontrol ortaminda 1.7 ve IBA 0.05 ile 0.1 mg 1"’ de 2.3

mm c¢apinda elde edilmistir.

Sekil 4.3. Pixy erik anacinda IBA’ nin koklenme iizerinde olan etkileri

Cizelge 4.3. Indole-3-butyric acid (IBA)’in Pixy erik anacinin kéklenmesi iizerine etkisi

Muamele Koklenme Eksplant En uzun kok | Kallusveren En genigx

IBA % bagina kok | (mm) explant Kkallus ¢ap1(mm)
(mgl™) sayis1 %

0 10.0c™ 0.16¢ 6.66ab 50.0b 1.7b

0,05 33.3ab 0.36b 15.5a 56.6b 2.3b

0,1 10.0c 0.20bc 5.83b 63.3b 2.3b

0,5 40.0a 0.96a 10.4ab 96.6a 4.2a

1 13.3bc 0.23bc 3.56b 63.3b 3.8a

2 36.6a 0.83a 10.7ab 93.3a 4.6a

YWAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD testi
ile ayrigtirilmistir.
x0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

4.2.2. Indole-3-butyric acid (IBA)'in Marianna erik anacinin kéklenmesi iizerine

etkisi

IBA’ nin farklhh dozlan ile Marianna erik anacinin koéklenme iizerine olan etkisi
arastirilmis ve sonuglar: Cizelge 4.4’ de gosterilmistir. IBA'nin etkisi istatistiki agidan
6nemli bulunmustur (Sekil 4.4). En iyi koklenme IBA 1mg 1! dozunda %92.0 oraninda
ve bunu takiben %84 (IBA 2 mg 1), %83.3 (IBA 0 mg I'") oraninda gérilmiistiir. En
diisiik kéklenme ise 0.1 ve 0.5 mg I"* IBA iceren ortamda %56.6 ve %66.6 oraninda
tespit edilmistir. Explant basina kék sayisi en yiiksek IBA 2 ve 1 mg 1™ da 3.48 ve 2.92
olarak saptanmistir. Kontrol ortaminda 16.6mm uzunlugunda en ytiksek kok uzunlugu
tespit edilmistir. IBA 1 ve 2 mg I"* dozunda 2.5 ile 3.3 mm caplarinda ve %52.0 ile %72

oraninda en yiiksek kallus olusumu gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.4. Indole-3-butyric acid (IBA)’in Marianna erik anacinin koklenmesi tizerine

etkisi
Muamele Koéklenme Eksplant En uzun kék (mm) Kallus veren | En genis®
IBA % basma kok explant kallus ¢ap1(mm)
(mgl™) sayis1 %
0 83.3ab" 1.63b 16.6a 3.33b 0.1b
0,05 73.3b 1.70b 11.7b 6.66b 0.2b
01 56.6¢ 1.06b 12.1b 13.3b 0.5b
0,5 66.6bc 1.63b 6.63c 16.6b 0.6b
1 92.0a 2.92a 8.20bc 52.0a 2.5a
2 84.0ab 3.48a 7.24c 72.0a 3.3a

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gére 6nemsizdir; ortalamalar LSD testi
ile ayristirllmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

Sekil 4.4. Marianna’ nin kéklenme denemesinde olusan koklerden bir goriintii

4.2.3. Indole-3-butyric acid (IBA)’'in Stanley erik ¢esidinin koklenmesi iizerine

etkisi

IBA’ nin farkh dozlari ile Stanley ¢esidinin koklenme tizerine olan etkisi arastirilmis ve
sonuglar Cizelge 4.5’ de gosterilmistir. En iyi koklenme IBA 0, 1 ve 2 mg I"* dozlarinda
sirasl ile %90.8, %88.5 ve %93.2 seklinde tespit edilmistir. Explant basina kok sayisi en
yiiksek IBA 2 ve 0 mg I"™" de siras1 ile 1.02 ve 0.76 olarak tespit edilmistir. En uzun kok
ise 20.5 mm’ dir. Kallus olusumu %62.5 (IBA 2 mg 1), %60.7 (IBA 0.5 mg 1™ ) ve %57.2
(IBA 1 mg1™) oranlarinda tespit edilmistir. Kallus cap1 en yiiksek IBA 0.5, 1 ve 2 mg 1™

oranlarinda saptanmistir (Sekil 4.5).
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Cizelge 4.5. Indole-3-butyric acid (IBA)'in Stanley erik ¢esidinin koklenmesi {izerine

etkisi
Muamele Koklenme Eksplant En wuzun koék | Kallus veren | En genis*
IBA % basmma  kék | (mm) explant kallus ¢ap1(mm)
(mgl™) sayis1 %
0 90.8a" 0.76ab 12.2c 20.9bc 0.5b
0,05 50.1bc 0.45bc 15.1b 19.3c 0.7b
0,1 43.3c 0.23c 20.5a 30.3b 0.6b
0,5 64.3b 0.55bc 9.32cd 60.7a 1.2a
1 88.5a 0.68b 5.84d 57.2ab 2.3a
2 93.2a 1.02a 7.60cd 62.5a 3.1a

“Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore dnemsizdir; ortalamalar LSD testi ile

ayristirilmistir.

*0,3 cm’ den kiiciik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

4.3. Rejenerasyon Denemeleri

Sekil 4.5. Stanley erik ¢cesidinde IBA koklenme denemesinden goriintii

4.3.1. Benziladenin (BA) ‘in Angeleno, Pixy, Stanley, Marianna ve Kiitahya'nin

yaprak rejenerasyonu iizerine etkileri

4.3.1.1. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Angeleno erik cesidinin yaprak

rejenerasyonuna etKisi

Angeleno yaprak rejenerasyonu ilizerine BA’ nin etkileri incelenmistir. Sonug¢ olarak

rejenerasyon, kok ve kallus olusumu olmamustir.
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4.3.1.2 Benziladenin (BA)’in karanhk (10 ginliik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Angeleno erik cesidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Angeleno yaprak rejenerasyonu lizerine yapilan BA ile karanlik ortam uygulamasinin
istatistiki sonuglar1 degerlendirilmistir. Fakat kok, kallus ve rejenerasyon elde

edilememistir.

4.3.1.3 Benziladenin (BA)'in aydinlik ortamda Kiitahya visne cesidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Kiitahya visne ¢esidinde BA’ nin MS ortaminda yapraktan kallus olusumu istatistiki
bakimindan o6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6). Kiitahya visne ¢esidinde farkli BA
konsantrasyonlar1 iceren ve aydinlik ortamda bulunan yapraklar1 {tzerinde
rejenerasyon ve koklenme elde edilememistir. Explant basina kallus sayisi en yiiksek
BA 0, 1.25 ve 2.5 mg I'" da sirasiyla 1.55, 1.47, 1.50 oranlarinda tespit edilmistir (Sekil
4.6). BA 20mg 1! iceren ortamda da kallus elde edilememistir. Kallus olusumu en
yiiksek 0, 1.25 ve 2.5 mg I'™" de %95, %92.5 ve %90, en diisiik ise 20 mg 1"’ de %0

oraninda gézlemlenmistir.

Cizelge 4.6. Benziladenin (BA)'in aydinlik ortamda Kiitahya visne cesidinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Ko6klenen Kallus veren | Explantx

BA explant % explant explant basina koloni
(mgl™) % % Kkallus sayis1
aydinhik

0 0 0 95a% 1.55a

1,25 0 0 90a 1.47a

2,5 0 0 92.5a 1.50a

5 0 0 57.5b 0.77b

10 0 0 17.5¢ 0.17c

20 0 0 0d 0d

WAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.
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Sekil 4.6. Kiitahya visne ¢esidinin BA denemesinden elde edilen kalluslar

4.3.1.4 Benziladenin (BA)’'in karanhik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Kiitahya visne ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

BA’ nin bitki bliylime diizenleyicisinin farkli dozlari ile karanlik ortam denemesinden
elde edilen sonuglar Cizelge 4.7’ de verilmistir. Kok olusumu sadece BA icermeyen
ortamda gozlemlenirken BA iceren ortamlarda tespit edilmemistir (Sekil 4.7). Kok
olusumu BA 0 mg I da %12.5 oraninda ve 2.7 mm uzunlugunda elde edilmistir.
Explant basina kok sayis1 0.15 olarak BA icermeyen ortamda gozlemlenmistir. Kallus
olusumu BA 10 ve 20 mg I'" de olusmamisken, BA 0 mg I"* (%5), 1.25 mg I"* (%43.3),
2.5 mg I'" (%63.3) ve 5 mg I'* (%40)’ da elde edilmistir. Karanlik uygulamasindaki
explant basina kallus sayis1 en diisiik TDZ 10 ve 20 mg I"* de 0 olarak tespit edilmistir.
En yiiksek kallus koloni sayisi ise 0.73 (TDZ 2.5 mg 1™ ), 0.53 (TDZ 1.25 mg 1" ) ve 0.40
(TDZ 5 mg1™) oranlarinda tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Benziladenin (BA)’ in karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi) ortamda
Kiitahya visne cesidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele | Rejenere Koklenen Explant En Kallus veren | Explant®

BA explant % explant basmma kok | uzun explant basina koloni
(mgl™) % sayis1 kok % kallus
karanhk (mm) sayisl

0 0 12.5a" 0.15a 2.7a 5.0c 0.05c

1,25 0 0b 0b 0b 43.3ab 0.53ab

2,5 0 0b 0b 0b 63.3a 0.73a

5 0 0b 0b 0b 40.0b 0.40b

10 0 0b 0b 0b 0d 0d

20 0 0b 0b 0b 0d 0d

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.
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Sekil 4.7. Kutahya visne ¢esidinin BA karanlik uygulamasindan elde edilen kok olusumu

4.3.1.5. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Marianna erik anacinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Aydinlik ortamda BA bitki biiylime diizenleyicisinin farkli dozlariyla yapilan ¢alismanin

istatistiki sonuglari incelenmis ve rejenerasyon, kallus ile kok olusumu gézlenmemistir.

4.3.1.6. Benziladenin (BA)'in karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Marianna erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Marianna’'nin yaprak rejenerasyonundaki karanlik calismasinin sonuglarina
bakildiginda (Cizelge 4.8.) rejenerasyon ve kallus olusumu goézlemlenmemistir. Bu
calismada sadece kontrol ortaminda %2.5 oraninda kéklenme saptanmistir (Sekil 4.8).
Explant basina kék TDZ 0 uM I de 0.02 oraninda ve en uzun kokte 0.45 mm elde

edilmistir.

Cizelge 4.8. Benziladenin (BA)'in karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi) ortamda
Marianna erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere | Koklenen explant Explant basma | En uzun | Kallus
BA explant % kok sayis1 kok veren
(M) % (mm) explant
karanhk %

0 0 2.50a" 0.02a 045a |0
1,75 0 0b 0b 0b 0

3,5 0 0b 0b 0b 0

5,25 0 0b 0b 0b 0

7 0 0b 0b 0b 0

8,75 0 Ob Ob 0b 0

YWAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
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Sekil 4.8. Marianna erik anacinin yaprak rejenerasyonundaki BA'nin karanhk
denemesinden bir gériiniim

4.3.1.7. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Pixy erik anacinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Aydinlik ortamda farkli BA dozlari ile uygulanan denemenin sonugclar1 (Cizelge 4.9.)
incelendiginde sadece kallus olusumu gozlenmistir. Rejenerasyon ve koklenme
olusumu olmamustir. Kallus sayis1t BA 0 mg 1" de 0.02 olarak saptanmustir. Kallus

yuzdesi de %2.5 oraninda (Sekil 4.9) kontrol ortaminda ger¢eklesmistir.

Cizelge 4.9. Benziladenin (BA)'in aydinlik ortamda Pixy erik anacinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koklenen explant Kallus veren Explant®

BA explant % % explant basina koloni kallus
(mgI™) % sayl1s1

aydinhik

0 0 0 2.50a" 0.02a

1,25 0 0 0b Ob

2,5 0 0 0b Ob

5 0 0 0b Ob

10 0 0 0b Ob

20 0 0 0b Ob

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore onemsizdir; ortalamalar LSD testi ile
ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.
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Sekil 4.9. Pixy erik anacinin yaprak rejenerasyonundaki denemesinden bir gortintii

4.3.1.8. Benziladenin (BA)'in karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Pixy erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Pixy erik anacinin yaprak rejenerasyonunda BA’ nin farkli dozlari ile karanlik ortam

muamelesinden elde edilen istatistiki sonuclar1 verilmistir (Cizelge 4.10). Bu karanhk

denemesinde rejenerasyon ve koklenme saptanmamustir. Kallus olusumu 1.25mg 1™* BA

dozunda %5 oraninda elde edilmistir (Sekil 4.10).

Cizelge 4.10. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Pixy erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere explant % | Koklenen explant | Kallus veren explant | Explantx

BA % % basina koloni kallus
(mgl™) sayisl

karanhk

0 0 0 0b 0b

1,25 0 0 5.0a% 0.05a

2,5 0 0 0b 0b

5 0 0 0b 0b

10 0 0 0b 0b

20 0 0 Ob Ob

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore énemsizdir; ortalamalar LSD testi ile

ayristirilmistir.

*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.
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Sekil 4.10. Pixy erik anacinin karanlik uygulamasinin yaprak rejenerasyonuna olan
etkisinden bir gorinti

4.3.1.9. Benziladenin (BA)’'in aydinlik ortamda Stanley erik ¢esidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Aydinlik ortamda, farkli BA dozlariyla yapilan bu denemede kontrol ortami disinda
biitiin dozlarda kallus olusumu elde edilmistir (Sekil 4.11). % 37.5 ve % 22.5 oranlari
ile BA 10 ve 1.25 mg I"* iceren dozlarda en yiiksek kallus saptanmistir (Cizelge 4.11).
Explant basina koloni kallus sayis1t BA 10 mg I da 0.40, BA 1.25 mg 1" da ise 0.27
olarak goriilmiistiir. Kontrol ortaminda ise kallus olusmamistir. Rejenerasyon ve

koklenme olusumu tespit edilememistir.

Sekil 4.11. Aydinlik ortamda BA denemesinin Stanley erik cesidi tizerine olan etkisi
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Cizelge 4.11. Benziladenin (BA)’in aydinlik ortamda Stanley erik ¢esidinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

Muamele | Rejenere Koklenen explant Kallus veren Explantx

BA explant % % explant basina koloni kallus
(mgl™) % sayis1

aydinhik

0 0 0 0d 0d

1,25 0 0 22.5ab" 0.27ab

2,5 0 0 5.0c 0.05c

5 0 0 5.0c 0.05c

10 0 0 37.5a 0.40a

20 0 0 10.0bc 0.10bc

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD testi ile
ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

4.3.1.10. Benziladenin (BA)’'in karanlik (10 gunliikk inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Stanley erik ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Stanley erik cesidinde karanlik ortamda yapilan denemeden elde edilen istatistiki
sonuglar Cizelge 4.12’ de yer almaktadir. Stanley erik cesidinde farkli BA dozlar ile
karanlik ortaminin rejenerasyon ve koklenme tizerinde bir etkisi gériilmemistir. Sadece

kallus olmustur (Sekil 4.12). %32.5 oraniyla 5mg I™'BA’ da en yiiksek kallus olusumu

gozlenmistir. Kallus 0 ve 1.25 mg 1" BA dozunda gériilmemistir.

Cizelge 4.12. Benziladenin (BA)’in karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamast)
ortamda Stanley erik cesidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koéklenen Kallus veren explant Explantx

BA explant % explant % basina kallus
(mgl™) % sayl1s1
aydinhik

0 0 0 Oc Oc

1,25 0 0 Oc Oc

2,5 0 0 7.50bv 0.07b

5 0 0 32.5a 0.32a

10 0 0 2.50bc 0.02b

20 0 0 2.50bc 0.02b

WAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD

testi ile ayristirilmistir.

*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

34




Sekil 4.12. Karanlik ortamda BA'nin Stanley erik cesidi lizerindeki etkisi

4.3.2. Thidiazuron (TDZ)'un Angeleno, Pixy, Stanley, Marianna ve Kiitahya'nin

yaprak rejenerasyonu iizerine etkileri

4.3.2.1. Thidiazuron (TDZ)'un aydinlik ortamda Angeleno erik ¢esidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

MS ortaminda TDZ’ nin farkli dozlar1 igeren aydinlik uygulamasinin rejenerasyona olan
etkisinin sonuglarina bakilmistir. Ancak kallus, kok ve rejenerasyondan sonug

alinamamustir.

4.3.2.2. Thidiazuron (TDZ)'un karanhk (10 giinlik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Angeleno erik ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Angeleno’ nun yaprak rejenerasyonuna karanligin ve TDZ dozlarinin etkileri

arastirilmistir. Kok, kallus ve rejenerasyon saptanamamustir.

4.3.2.3. Thidiazuron (TDZ)’un aydinlik ortamda Kiitahya visne ¢esidinin yaprak

rejenerasyonuna etKisi

MS ortaminda farkh TDZ konsantrasyonlar1 iceren ve aydinlik ortamda yapilan
uygulamanin istatistiki sonuglar1 verilmistir (Cizelge 4.13). Bu uygulamada aydinhk
ortamin ve farklhh TDZ dozlarinin rejenerasyon ve koklenme iizerinde etkisi
gorilmemistir. TDZ 1.5 mg I"*bulunan dozda % 10.0 kallus olusumu ve explant bagina

kallus sayis1 0.10 olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.13).
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Cizelge 4.13. Thidiazuron (TDZ)'un aydinlik ortamda Kiitahya visne ¢esidinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koéklenen Kallus veren | Explantx
TDZ explant % explant explant basina kallus
(mgl™) % % sayis1
aydinhik

0 0 0 Ob Ob
0,125 0 0 Ob Ob
0,25 0 0 Ob Ob

0,5 0 0 Ob Ob

1 0 0 10.0a" 0.10a
1,5 0 0 Ob Ob

2 0 0 Ob Ob

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore dnemsizdir; ortalamalar
LSD testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

Sekil 4.13. Kiitahya visne cesidinde TDZ’ nin aydinlik ortamda rejenerasyona yaptigi
etki

4.3.2.4. Thidiazuron (TDZ)'un karanhk (10 giinlik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Kiitahya visne ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Cizelge 4.14’ de Kiitahya cesidinin karanlik ortamin ve farkli TDZ dozlarinin yaprak
rejenerasyonuna olan etkileri istatistiki olarak verilmistir. Sonug¢lara bakildiginda da
sadece TDZ 1.5 mg 1" (%32.5) ve 2 mg I™* (%16.6) igeren ortamda kallus olusumu
gozlenmektedir. Explant basina kallus sayis1 da TDZ 1.5 mg I'" de 0.42, TDZ 2 mg I'" de
ise 0.23 olarak saptanmistir (Sekil 4.14). Bu denemeden rejenerasyon ve koklenme elde

edilememistir
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Cizelge 4.14. Thidiazuron (TDZ)'un karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)
ortamda Kiitahya visne ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koéklenen explant Kallus veren | Explantx
TDZ explant % % explant bagina koloni
(mgl™) % Kallus sayis1
karanhk

0 0 0 Oc Oc

0,125 0 0 Oc Oc

0,25 0 0 Oc Oc

0,5 0 0 Oc Oc

1 0 0 Oc Oc

1,5 0 0 32.5a% 0.42a

2 0 0 16.6b 0.23b

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore dnemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

Sekil 4.14. TDZ biiyiime diizenleyicisi ile karanlik ortamda yapilan Kiitahya visne cesidi
denemesinden bir goriinti

4.3.2.5. Thidiazuron (TDZ)’un aydinlik ortamda Marianna erik anacinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Marianna erik anacinda farkli TDZ dozlar ile aydinlik ortamda yapilan yapraktan
rejenerasyon uygulamasinin sonuclarina bakilmistir. Kallus, kék ve rejenerasyondan

sonug¢ alinamamistir.

4.3.2.6. Thidiazuron (TDZ)'un karanlik (10 giinliikk inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Marianna erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Cizelge 4.15’ de verilen istatistiki veriler incelendiginde Marianna erik anacinda yapilan

karanlik uygulamasinin sonuclarindan sadece koklenme oldugu goézlenmektedir.
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Rejenerasyon ve kallus olusumu iizerinde etki yapmamistir. K6k olusumu da TDZ 0.25
ve 1.5 mg IMigeren ortamda %2.5 oraninda saptanmigtir. Explant basina kok sayisi her
iki dozda da 0.02 olarak tespit edilmistir. En uzun kék 0.2 mm TDZ 0.25mg I™* ve 0.07
mm TDZ 1.5 mg 1"V de goriilmektedir (Sekil 4.15).

Cizelge 4.15. Thidiazuron (TDZ)'un karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)
ortamda Marianna erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koéklenen Explant basma | En uzun | Kallus veren
TDZ Eksplant % explant kok sayis1 kok explant
(mgl™) % (mm) %
karanhk

0 0 0b 0b 0b 0
0,125 0 0b 0b 0b 0
0,25 0 2.50a" 0.02a 0.2a 0

0,5 0 0b 0b 0b 0

1 0 0b 0b 0b 0

1,5 0 2.50a 0.02a 0.07a 0

2 0 0b 0b 0b 0

YWAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.

Sekil 4.15. Marianna erik anacinin TDZ ve karanlik ortam denemesinden bir goriintii

4.3.2.7. Thidiazuron (TDZ)’'un aydinlik ortamda Pixy erik anacinin yaprak

rejenerasyonuna etKisi

Aydinlik ortamda TDZ’ nin farkll dozlariyla yapilan rejenerasyon denemesinden elde
edilen sonuglara gore rejenerasyon ve koklenme gozlenmemistir (Cizelge 4.16). TDZ 2
mg 1 haricindeki cahgsilan biitiin TDZ dozlarinda kallus olusumu goézlenmistir. En
yiiksek kallus olusumu %22.5 oraninda (TDZ 0.5 mg 1"') saptanmigtir (Sekil 4.16).
Explant basina koloni kallus sayis1 en yiiksek 0.5 mg I"*TDZ iceren ortamda 0.22 olarak

gozlenmistir.
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Cizelge 4.16. Thidiazuron (TDZ)'un aydinlik ortamda Pixy erik anacinin yaprak
rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koklenen Kallus veren explant Explantx
TDZ explant % explant % basina koloni kallus
(mgl™) % sayisl
aydinhik

0 0 0 5.0bc” 0.05b
0,125 0 0 7.5b 0.07b
0,25 0 0 2.5cd 0.02bc
0,5 0 0 22.5a 0.22a
1 0 0 3.33bc 0.03bc
1,5 0 0 2.50cd 0.02bc
2 0 0 0d Oc

"Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

Sekil 4.16. Pixy erik anacinda TDZ etkisi ile olusan kalluslardan bir gériiniim

4.3.2.8. Thidiazuron (TDZ)'un karanhk (10 giinlik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Pixy erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Pixy erik anacinda uygulanan karanlik ortamin rejenerasyona olan etkileri istatiksel
olarak hesaplanmis ve rejenerasyon ile koklenme de bir etkisi olmadig1 saptanmistir
(Cizelge 4.17). Calisilan biitiin TDZ dozlarinda kallus olusmustur. Kallus olusumu %20,
%17.5, %12.5 oranlar ile ytliksek olarak goriilmektedir (Sekil 4.17). En diistik kallus
olusumu da TDZ 0 ile 1mg I™*’ de %2.50 oraninda goriilmiistiir. Koloni kallus sayisinda

1—1r

en az etki kontrol ortaminda ve TDZ 1mg "> de dozunda goriilmiistiir.
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Cizelge 4.17. Thidiazuron (TDZ)'un karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Pixy erik anacinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele Rejenere Koklenen Kallus veren explant Explantx
TDZ explant % explant % basina
(mgl™) % Kkoloni kallus sayis1
karanhk

0 0 0 2.50c" 0.02c
0,125 0 0 7.50bc 0.07bc
0,25 0 0 20.0a 0.20a
0,5 0 0 17.5ab 0.17a
1 0 0 2.50c 0.02c
1,5 0 0 7.50bc 0.07bc
2 0 0 12.5ab 0.12ab

"Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiiciik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

Sekil 4.17. Pixy erik anacinda TDZ karanlik denemesinden bir goriintii

4.3.2.9. Thidiazuron (TDZ)'un aydinlik ortamda Stanley erik cesidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Aydinlik ortamda Stanley erik cesidi tizerinde MS ortaminda TDZ'nin farkl dozlar ile
yaprak rejenerasyonuna olan etkisi ¢alisilmistir. Bu uygulamanin istatistiki sonuglari
Cizelge 4.18' de verilmistir. TDZ 0 ve 3.5 uM I iceren ortamlarda sadece kallus
olusumu goézlemlenirken, rejenerasyon ve koklenme gozlemlenmemistir. Diger TDZ
ortamlarinda ise Kkallus, rejenerasyon ve koklenme de elde edilememistir. Explant
basina kallus sayis1 0.02 ile 0.10 olarak TDZ 3.5 ve 0 puM 1! bulunan ortamlarda
saptanmustir (Sekil 4.18). En yiiksek kallus olusumu kontrol ortaminda (TDZ 0 uM 1)
%10.0 oraninda goézlemlenmistir. Aydinlik ortamin ve bu farkli TDZ dozlarinin kallus

olusumu iizerinde de pek etkisi goriilmemistir.
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Cizelge 4.18. Thidiazuron (TDZ)'un aydinlik ortamda Stanley erik cesidinin yaprak

rejenerasyonuna etkisi

Muamele | Rejenere Koklenen explant Kallus veren explant Explantx

TDZ explant % % % basina koloni kallus
(M1 sayis1

aydinhk

0 0 0 10.0a" 0.10a

3,5 0 0 2.50b 0.02b

5 0 0 Oc Oc

7,5 0 0 Oc Oc

10 0 0 Oc Oc

15 0 0 Oc Oc

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore dnemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

% «

Sekil 4.18. Stanley erik ¢cesidinde TDZ yaprak denemesinden bir goriinti

4.3.2.10. Thidiazuron (TDZ)'un karanlik (10 giinlik inkiibasyon uygulamasi)

ortamda Stanley erik ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etKkisi

Cizelge 4.19' da Stanley erik cesidinde karanlik ortam ve farkli TDZ dozlarinin

uygulamasinin sonuglarn verilmistir. Rejenerasyon goésteren explant % 2.5 oraninda

TDZ 3.5 uM Iticeren ortamda tespit edilmistir. Explant basina siirgiin sayis1 da 0.02

oraninda goriilmektedir. Kallus olusumu %5.0 oraninda 7.5 pM 1™*TDZ dozunda ve

kallus sayisi da 0.05 oraninda saptanmistir (Sekil 4.19). K6klenme ise hicbir dozda

goriilmemistir.
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Cizelge 4.19. Thidiazuron (TDZ)'un karanlik (10 giinliik inkiibasyon uygulamasi)
ortamda Stanley erik ¢esidinin yaprak rejenerasyonuna etkisi

Muamele | Rejenere explant % | Siirgiin/ Koéklenen Kallus veren | Explantx

TDZ explant explant explant basina koloni
MY % % Kallus sayis1
karanhk

0 Ob 0b 0 0b 0b

3,5 2.5a% 0.02a 0 0b 0b

5 Ob 0b 0 0b 0b

7,5 Ob 0b 0 5.0a 0.05a

10 Ob 0b 0 0b 0b

15 Ob 0b 0 0b 0b

YAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.
*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamstir.

Sekil 4.19. Stanley erik ¢cesidinde TDZ karanlik denemesinde olusan rejenerasyon

4.4. Optimizasyon Denemeleri

4.4.1. Stanley erik c¢esidinin aydinlik ve karanlik ortamda Thidiazuron (TDZ) ve

Indole-3-butyric acid (IBA)’in kombinasyonlari iizerinde yapilan calismalar

Stanley erik cesidinde karanlik ortamda ve TDZ 3.5 uM I dozunda elde edilen %2.5
rejenerasyon oranini arttirmak icin TDZ ve IBA ile kombinasyonu denemeleri
yapimistir (Sekil 4.20). Bu denemenin aydinlik ortamdaki istatistiki sonuclarina
bakilmistir. Ancak kok, kallus ve rejenerasyon elde edilememistir. Karanlik ortamdaki
sonuglarn ise Cizelge 4.20' de yer almaktadir. Karanlik ortamda rejenerasyon ile

kéklenme elde edilememistir. Ancak kallus olusumu vardir. TDZ 3.5+ IBA 0.5 uM I™*

dozunda kallus sayis1 0.40 ve kallus olusumu ise %40 oranindadir.
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TDZ 7+ IBA 2.5 uM I"* dozunda kallus olusumu %12.5 ve kallus sayisi ise 0.12 oraninda

saptanmistir. Diger karanlik kombinasyonlarinda ise kallus olusumu gézlenmemistir.

Sekil 4.20. Stanley erik ¢esidinde TDZ+IBA kombinasyonlariyla yapilan rejenerasyon
denemeleri

Cizelge 4.20. Stanley erik ¢esidinin karanlik ortamda Thidiazuron (TDZ) ve Indole-3-
butyricacid (IBA)'in kombinasyonlari iizerinde yapilan ¢alismalar

Muamele Rejenere Koklenen Kallus veren explant Explantx

TDZ +IBA Eksplant % explant % basina koloni kallus
(uMIY % sayis1

karanhk

3.5+0.5 0 0 40.0a" 0.40a

3.5+2.5 0 0 Oc Oc

7+0.5 0 0 Oc Oc

7+2.5 0 0 12.5b 0.12b

YWAyni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar %5 ANOVA testine gore 6nemsizdir; ortalamalar LSD
testi ile ayristirilmistir.

*0,3 cm’ den kiigiik kalluslar degerlendirilmeye alinmamistir.

4.5. Pixy (P. institia L.), Marianna (P. ceresifera Ehrh.xP. munsoniana

Wight&Hedr) ve Stanley (P. domestica L.)’i Dis Kosullara Alistirma

Yapilan arastimanin bu béliimiinde, literatiir 15181nda Pixy IBA 0.5 mg 1%, Marianna IBA
1 mg I"* ve Stanley ise IBA 2 mg I™* iceren MS ortamina koklendirilmeye alinmustir.
Bitkiler koklendikten sonra otoklavlanmis toprakli besi ortamina alinmistir (Sekil
4.21). Bu islem 2-3 ay yapilarak bitkinin gelismesi saglanmistir. Daha sonra igerisinde
1:1 oraninda torf:perlit bulunan 8x8 cm saksilara aktarilmis ve bu sekilde bitkilerin dis

kosullara alistirilmasi saglanmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21. Otoklavlanmis toprakli besi ortamina aktarilmis bitkilerden bir goriinti

Sekil 4.22. (a) Stanley’ den elde edilen rejenerasyon bitkisinin dis kosullara
alistirilmasi. (b) Dis kosullara alistirilmis Marianna erik anaci. (c) Pixy erik

anacinin dis kosullara alismasi.
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5. TARTISMA VE ONERILER

5.1. Multiplikasyon Calismalari

Calismamizda pH’ s1 5.7-5.8’ e ayarlanan ve 7 gr/l agar iceren MS (+0,54 pM NAA)
(Murashige ve Skoog, 1962) ortami kullanilmistir. Rodrigues vd. (2003), Prunus
anaglarin in vitro kosullarda c¢ogaltilmasi i¢in anag¢ siirgiinlerinden ortalama 1 cm
uzunlugunda Kkesip silirglin uglarini 16 saat fotoperiyot ve 25 + 2 °C sicaklikta
bekletmislerdir. Deneylerini, MS, 34MS, SH ve Villegas iceren ortamlar seklinde
kurmuslardir. SH ve 34MS’ i de ¢ogaltma ortami olarak kullanmislardir. Bunlarin yani
sira %MS ortaminda farkl agar miktarlarini (4.5, 5.5 ve 6.5 g/1)’da ele almislardir.
Cogaltma ortaminda en iyi biiyiime, gelisme ve kardeslenme oranini 5.5 g/1 agar iceren
34MS ortaminda oldugunu saptamislardir. Baska bir ¢alismada ise Hammatt ve Grant
(1993), calismalarinda F 12/1 (P. avium), Colt (P.avium xP.pseudocerasus) Kiraz
anaglarin siirglin ucu ile ¢ogaltimini saglamaya g¢alismislardir. Bunun i¢in besin
ortaminin pH’ smin 5.0'a digsiriilmesi, BA konsantrasyonunun 2.2 pM, agar
konsantrasyonunun 5.5 veya 6.5 gr/l olmasi ve besin ortamina 1.0 uM phloroglucinol

eklenmesiyle birlikte siirgiin ¢ogaltiminin arttirdigini saptamislardir.

Yaptigimiz calismada, Pixy erik anacinda BA bitki biiyiime diizenleyicisi iceren ortamda
en iyi kardesleme 1,25 mg IV da 1.80 siirgiin/explant olarak goézlemlenirken, TDZ
biiyiime diizenleyicisinde ise en iyi kardeslenme 0.5 mg I"*(0.53 siirgiin/explant) ve
0.25 mg 1"1(0.46 siirgiin/explant)’ da gézlemlenmistir. Bu sonuglara yakin Kamali vd.
(2001), c¢alismalarinda GF-677 anacinin doku kiiltiiriiyle mikro g¢ogaltimini

arastirmislar ve en iyi sonucun 1mg I"* BA iceren ortam oldugunu tespit etmislerdir.

Silveira vd. (2001), yan gozlerden baslatilan in vitro ¢ogaltma icin en uygun olan BAP
konsantrasyonunu ve kiltiir ortamininin belirlenmesi tizerinde ¢alismislardir. G x N22,
GF-677, Mr.S 2/5, Marianna ve Myrobalan erik anaglari, farkli 4 BAP dozu (0.1, 0.3, 0.5
ve 0.7 mg ™) iceren iki MS konsantrasyonunda (MS ve 34 MS) test etmislerdir. G x N-22
ve Mr. S 2/5 anaglar icin 34 MS ortaminda 0.7 mg I"* BAP daha iyi sonugclar verirken,
Myrobalan anaci 0.5 mg I"* BAP iceren 34 MS ortaminda daha iyi sonuglar verdigini ve
test edildigi iki MS konsantrasyonunda da BAP konsantrasyonunun artmasiyla stlirgiin
uzunlugunun azaldigini saptamislardir. Marianna anaci icinse MS ortaminda 0.7 mg I'"
da en iyi sonugclar verdigini saptamislardir. Bizim ¢alismamizda da BA konsantrasyonu

arttikeca bitki boyu azalmistir.
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Ruzi¢ (2008), Lapins tath kiraz gesidinin in vitro multipikasyonun olmasi icin MS
ortamina ilave edilen sitokininlerin etkisine bakildiginda B4, isopentenyl adenine (2iP),
Kinetin ve TDZ, 1, 2, 5, 10 ve 15 uM konsantrasyonlar: ile; IBA 0, 0.5, 2.5 ve 5 uM
konsantrasyonlarini kombinasyon halinde uygulamistir. Calisma sonucunda BA ortami
ile en yiiksek multipikasyon sagladigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise Pixy’ nin
multiplikasyonu {lizerinde TDZ’ nin BA’ dan daha etkili oldugu goériilmiistiir. Bu da bitki
biiylime diizenleyicilerin  farkli  bitkilerde farkli etkileri olabileceginden

kaynaklanmistir.

Sonu¢ olarak, Pixy erik anacinin in vitro multiplikasyona elverisli oldugu
gozlemlenmistir. Ancak cogaltimda TDZ’ nin gerek kardes acgisindan gerekse kallus
olusumu agisindan daha da etkiledigi goriilmiistiir. Diger bitki biiylime diizenleyicelerle
farkli kombinasyonlar ve farkli konsantrasyonlar deneyerek c¢ogaltim daha da

arttirilabilir.

5.2. Rejenerasyon Calismalari

Rejenerasyon ¢alismalarimizda Stanley, Kiitahya, Angeleno ve Pixy MS, Marianna ise QL
besi ortamina konulmustur. Katilastirici olarak 7 g 1" agar kullanilmistir. Yaraladigimiz
yapraklar1 16:8 (aydinlik/ karanlik) saat fotoperiyot halinde 10 giinliik karanlik ve bir
ay siiresince aydinlik ortamda beklettik. Stanley erik cesidinin karanlik ortaminda
rejenerasyon elde edilmistir. Bizim calismamiza yakin olarak, Perez-Tornero vd.
(2000), Helena kayis1 besin ortaminin agar ile katilastirilmasi, kiltiiriin baslangicinda
eksplantlarin 2-3 hafta karanhkta kiiltiire alinmasi siirgiin rejenerasyonunu tesvik
ettigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda Petri ve Scorza (2010), Improved French erik
cesidinin yapraklarindan 3uM BA ve 0,25uM IBA ilave edilen MS ortamindan %52
rejenerasyon elde etmislerdir. Katilagtirici jel olarak 7 g I"* Bacto agar, 7 g 1™ agar ve 4,5
g I Agargel™ kullanmiglar. Karanhk inkiibasyonun rejenerasyona olan etkisi de
arastirilan bu calismada 16:8 saat fotoperiyot uygulanan yapraklarla 1 hafta, 2 hafta ve
3 hafta karanlik uygulanan yapraklar karsilastirilmistir ve 1 hafta karanlik denemesinin

en iyi sonucu verdigini tespit etmislerdir.

Yaprak dokulariyla (yaralayarak) yaptigimiz calismamizda, bitkilerin rejenerasyona
verdikleri tepki farkli olmustur. Stanley’ den rejenerasyon elde edilirken, Kiitahya,
Marianna, Angeleno ve Pixy’ den rejenerasyon elde edilememistir. Canli ve Tian (2009),

rejenerasyonu genotip farkliigin etkiledigini bildirmislerdir. Ayni1 zamanda
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rejenerasyon lizerinde yapraklarin yaralanmasinin (Bhagwat ve Lane, 2004; Song ve

Sink, 2005) etkili oldugunu bildirmislerdir.

Canli ve Tian (2008b), Prunus salicina Lind1’in olgun kotiledonlarindan adventif stirgiin
olusumunu tesvik amaciyla yaptiklari ¢galismada TDZ’ nin, BA’ dan daha etkili oldugunu
rapor etmislerdir. Bunun yani sira BA’ nin, rejenerasyonda daha etkili oldugu (Tang vd,,
2002) veya aralarinda rejenerasyonda etki yoniinden c¢ok o©nemsenecek fark
bulunmadigini bildirmislerdir (Yang ve Schmidt, 1992). Canli ve Tian (2008a), karanlik
inkiibasyonunun rejenerasyonu arttirdigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
Stanley erik cesidinin yapraklarindan % 2.5 oraninda TDZ 3.5 uM I"*+ IBA 0.5 uM 1
iceren ve karanlik ortamda rejenerasyon elde edilmistir. Calismamizda karanlik ve TDZ

rejenerasyona etki gosterirken BA bitki biiylime diizenleyicisinin etkisi olmamaistir.

Yancheva (1993), calismasinda, Kjustendilska Sliva ve Stanley erik cesitlerinde farkl
TDZ+IBA kombinasyon uygulamalari yapmis ve rejenerasyon elde etmistir.
Calismamizda Stanley’ de uyguladigimiz TDZ+IBA (3.5+0.5, 3.5+2.5, 7+0.5, 7+2.5 pM
I"") kombinasyonundan bir sonu¢ alinamamistir. Rejenerasyon denemelerinde ortama
eklenen TDZ+IBA kombinasyonun farkli kombinasyonlari {izerinde oynanmas siirgiin

rejenerasyonunu tesvik edebilir.

Calismalarimizda kallus olusumu TDZ ortaminda Kiitahya’ da %32.5, Stanley’ de %10
ve Pixy’ de %22.5 oranindayken, BA ortaminda ise bu oranlar sirasiyla %95, %37.5 ve
%5’ dir. Sonuglara bakildiginda da TDZ' den daha ¢ok BA’ nin etkili oldugu
saptanmistir. Bizim calismamizla iliskili olarak Nowak ve Miczynski (2002), Wegierka
Zwykta eriginin, in vitro ortaminda yaprak eksplantlarinda TDZ ve BAP’1n organogenez
lizerindeki etkilerini arastirmiglardir. 0.5 veya 1.65 mg 1™ konsantrasyonunda TDZ ile
2,4-D ve 3.0 veya 5.0 mg I"* BAP konsantrasyonu ile IBA, NAA veya 2,4-D kombinasyon
halinde uygulanmistir. Sonuc olarak organagenezi iki farkl sekilde gozlemlemislerdir.
TDZ tarafindan verimli (60% -72%) dolayli organogenez, ve dogrudan organogenez
gozlemlemislerdir. TDZ iceren medyada ki eksplantlar kiigiik boyutta bir tane
tomurcuk meydana getirmislerdir. BAP iceren medyada ise kiimeler halinde ¢ok sayida

adventif tomurcuklar farklilasarak kallus iiretmislerdir.

47



Prunus tiirlerinde bugiline kadar fazla sayida rejenerasyon ¢alismalar: vardir. Bunlarin
icerisinde Pixy, Angeleno ve Kiitahya’ da rejenerasyon rapor edilmemistir. Ancak
Marianna anacinda Pascual ve Marin (2005), yaprak eksplantlarini 1.7 uM 2,4-D iceren
sivi MS besin ortaminda, 90 dakika bekletmisler ve daha sonra QL besin ortamina
aktarmislar ve %58.9 rejenerasyon elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise
rejenerasyon elde edilememistir. Yapragin boyutu, ortama temas sekli ve eksplantin
alindig1 zaman gibi sebeplerden dolayi rejenerasyon elde edilememis olabilir. Stanley’
de ise yaprak eksplantlarindan MS bazal ortama % 2 sukroz, 0.5 uyM I"* IBAve 7,5 uyM 1
TDZ ilave edilerek %31.43 rejenerasyon elde etmistir. Bizim ¢alismamizda Yancheva
(1993) calismasindan farkh olarak 3,5 puM I' TDZ ve 0.5 puM I* IBA iceren MS

ortamindan rejenerasyon elde edilmistir.

Rejenerasyon ¢alismalarinda yaprak dokulari tizerinde farkl ortamlar ve bitki bliyiime
diizenleyiciler etkili olabilmektedir. Kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerin cesitleri
(IBA, TDZ, NAA vs.) ve konsantrasyonlar: ile kombinasyonlar1 degistirilerek, bitki
genotipine bagh olarak farkli sonugclar elde edilebilir. Ayrica degisik 151k yogunluklari,
yapragin ortama temas etme sekli ve 6n muameleler gibi faktorlerde calistigimiz

tiirlerde rejenerasyonu tesvik etmek icin denenebilirler.
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