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Bu calismada, ekonomik ac¢idan onemli olan fakat zor koklenen badem
cesitleri icin in vitro mikrocogaltmada koklendirme asamasimmin optimizasyonu
amaclanmistir. Denemede GF-677, Nonpareil, Ferragnes ve Tuano badem cesitleri
kullanilmistir. Siirgiin gelisimi bakimindan badem icin yeni gelistirilen kiiltiir ortami
Nas ve Read Ortamindan daha iyi sonuc¢ vermistir. Siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu
bakimindan meta-Topolin (mT) Benzyladenine (BA)’den daha iistiin bulunmustur.
Mikrosiirgiinler, koklendirme amaciyla; karanhkta birakma, koklendirme ortamina
aktif komiir ilavesi, mikrosiirgiinlerin dip kissmlarinin dogrudan IBA soliisyonuna
bandirilmasi, koklendirme ortamina phloroglucinol ilavesi, ortam yogunlugunun
degistirilmesi ve alt Kkiiltiir sayisinin arttirllmast gibi muamelelere maruz
birakilmislardir.

Koklendirme ortamina aktif komiir ilavesi, phloroglucinol ilavesi ve
mikrosiirgiinlerin bir hafta karanhkta birakilmasi koklenmeyi olumlu etkilememistir.
Tam ve 2 yogunlukta ortam iizerinde koklenme oranlar1 benzer bulunmustur.
Ferragnes ve Nonpareil badem c¢esitlerinde koklenme elde edilememistir. En iyi
koklenme, GF-677 (badem x seftali) anacinda %64 oraninda 1 mg-L'1 IBA varhginda
elde edilmistir. Phloroglucinol koklenmeyi olumlu etkilememis fakat siirgiin
gelismesini tesvik etmistir. Altkiiltiir bakimindan en iyi koklenme %67 oranminda 8.
altkiiltiirden elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: IBA, koklenme, Prunus dulcis, in vitro, Phloroglucinol
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The aim of this study was to optimize the rooting stage of some economically
important almond cultivars that are difficult to root in vitro. Almond cultivars
Nonpareil, Ferragnes, Tuano and peach x almond hybrid rootstock GF-677 were used
as the experimental material. For the growth of cultures, a new culture medium
developed for almond micropropagation was superior to Nas and Read Medium. Off
the plant growth regulators tested meta-Topolin provided higher shoot numbers and
produced longer shoots compared to Benzyladenine. To induce root induction,
microshoots were subjected to various root inducing treatment: Microshoots were left
in the dark, active charcoal and phloroglucinol were added into the rooting medium,
bottom parts of microshoots were dipped into IBA solution, the concentration of the
rooting medium was modified, or the number of subcultures was increased.

Addition of active charcoal or ploroglocinol into the rooting medium and
leaving microshoots in the dark for one week had no positive effects on rooting.
Rooting ratio on full strength and half-strength media were similar. No rooting was
observed with cultivars Nonpareil and Ferragnes. Best rooting percentage (64%) was
obtained with GF-677 in the presence of 1 mg-L'1 IBA. Phloroglucinol had no positive
effects on rooting but enhanced shoot growth. The highest rooting percentage (67%)
was obtained using microshoot that were sub cultured eight times.

Keywords: IBA, rooting, Prunus dulcis, in vitro, phloroglucinol
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Badem (Prunus dulcis (Mill) D.A Weeb)’in in vitro mikrogogaltilmasi ve
mikrosiirgiinlerin kdklenmesini etkileyen bazi faktorlerin arastirilmasi isimli yiiksek lisans
calismamda bana maddi ve manevi her tiirlii destegini esirgemeyen, her tiirlii tecriibelerini
benimle paylasan, calismam boyunca beni her zaman motive eden ve ydnlendiren
danisman hocam Sayin Dog. Dr. Mehmet Nuri NAS’ a en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢ahismalarimda yardimlariyla her zaman yammda olan degerli
arkadaslarim; Mustafa KAYMAZ, Murat AYDEMIR, Zahide SUSLUOGLU, Ajlan
YILMAZ ve Merve DAGLI’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica benden hicbir zaman destegini esirgemeyen aileme tesekkiirii bir borg
bilirim.
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1. GIRIS

Tirkiye’nin sahip oldugu cografik konumu ve iklim kosullar1 bir¢ok meyve tiiriiniin
dogal olarak yetismesine imkan saglamaktadir. Bu durum, iilkemizin meyve {iretimi
acisindan 6nemli llkeler arasinda yer almasiyla sonuglanmistir. Diger meyve tiirleriyle
beraber sert kabuklu meyve tiirleri lilkemiz ekonomisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Tiirkiye 1,201,970 tonla diinyadaki sert kabuklu meyve tiretiminin %10,7’sini tiretmektedir
(FAO, 2009). Ulkemizde badem sert kabuklu meyve tiirleri igerisinde findik, ceviz, fistik ve
kestaneden sonra besinci sirada yer almaktadir (FAO, 2009).

Badem (Prunus dulcis (Miller) DA. Webb), Rosales takiminin Rosaceae
familyasindan Pruniodeae alt familyasinin Amygdalus cinsinde yer almaktadir. Botanik
olarak sert c¢ekirdekli meyveler gurubuna girer ancak ticari olarak sert kabuklu meyve
olarak degerlendirilen ve tohumlar1 igin iiretilen bir meyve tiiriidiir (Ulkiimen, 1973;
Ozbek, 1978; Agaoglu ve ark., 1987). Bademin anavatan1 Orta Asya’nin daglik
bolgeleridir. Giiniimiizde badem yetistiriciliginin yapildig1 alanlar Asya, Akdeniz kiyilar
ve Kaliforniya olmak iizere ii¢ ana bolgeye ayrilmistir. Ayrica Avustralya, Giiney Afrika,
Arjantin ve Sili’de de kismi miktarda yetistiricilik yapilmaktadir (Lansari ve ark., 1994).

Badem diinyada en ¢ok firetilen ve ekonomik degeri en yiiksek olan sert kabuklu
meyve tiirlerinin basinda gelmektedir (Kester ve ark., 1991). Diinyada badem {iretim
miktar1 2005 yilinda 1,835,090 ton iken 2008 yilinda 2,112,815 ton olmustur (FAO, 2009).
Tirkiye badem iiretimi 2005 yilinda 45,000 ton iken 2008 yilinda 52,774 tona yiikselmistir
(Cizelge 1.1). Bu durum Tiirkiye badem iiretiminin gelecek yillarda daha da artacagini
gostermektedir. Bu artisin nedeni; badem iiretimi i¢in son derece uygun iklim kosullarina
sahip olan iilkemizde, daha Once ticari yonden bakilmayan bademin artik ticari ve
ekonomik yoniiniin farkina varilmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 1.1. Diinya Badem Uretiminde Onemli Ulkeler (FAO, 2008).

} Yillara gore iiretim miktari (ton)

Ulkeler 2004 2005 2006 2007 2008
ABD 785.985 703.431 846.131 1.043.266 1.103.733
Ispanya 86.622 217.869 312.702 203.500 203.500
Suriye 123.000 229.035 107.117 76.093 76.093
italya 105.245 118.344 112.796 112.644 118.723
Iran 69.989 108.677 110.000 110.000 110.000
Fas 60.200 70.629 83.000 81.437 86.902
Tunus 44.000 43.000 56.000 58.000 51.500
Yunanistan 48.177 47.088 50.721 46.130 34.500
Tiirkiye 37.000 45.000 43.285 50.753 52.774
Diinya 1.595.281 1.835.090 1.992.692 2.043.379 2.112.815




GIRIS NEVZAT SEVGIN

Ulkemizde badem iiretimi daha ¢ok Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu ve Marmara
bolgelerinde yogunlagmistir. Ancak iiretim uzun yillar tohumdan yetisen agaclarla
yapildigindan elde edilen bitkiler genellikle bir birinden farklilik gosterir. Eski bahgelerin
bliylik bir kismi1 ¢ogilir fidanlarla kurulmus oldugundan bu bahgelerden elde edilen
meyveler arasinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Bununla beraber, yetistiricilikte
¢ogiirlerin uzun yillar kullanilmis olmasindan dolay: genis bir genetik varyasyon ve badem
yetistiriciligi i¢in biiyiik bir potansiyel ortaya ¢ikmustir.

Ulkemizde mevcut olan badem potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla bir¢ok
calisma yiiriitilmustiir. Arastirmalar genellikle genetik materyalin belirlenmesi ve
korunmasi, mevcut popiilasyonlar igerisinde en 1iyi tiplerin seleksiyonu, melezleme ve
yabanci gesitlerin ililkemiz ekolojik kosullarina adaptasyonu konularinda yapilmstir. Yerli
tiplerle karsilastirildiginda yabanci c¢esitler genellikle daha iistiin 6zelliklere sahip
oldugundan calismalar bu ¢esitlerin iilkemiz ekolojisine adaptasyonlar1 ve ¢ogaltilmalari
iizerine yogunlasmistir (TUBITAK 1070068 nolu proje sonug raporu).

Son yillarda ¢esitli devlet kuruluglari tarafindan yiiriitiilmiis olan badem adaptasyon
calismalar1 sonucunda gec¢ cicek agan bazi yabanct badem cesitlerinin iilkemizde
yetistiricilik icin uygun olduklar1 belirlenmistir. Bu badem c¢esitlerinin en kisa siirede
yeterli sayida c¢ogaltilmalart ve freticilere dagitilmalart amaciyla cesitli caligmalar
yuriitiilmistiir.

Biitiin meyve tiirlerinde oldugu gibi modern yetistiricilikte bademlerin vegetatif
yollarla ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. Badem, koklenmesi zor olan bir tiir oldugu igin
klonal ¢ogaltilmasi as1 yoluyla yapilmaktadir. Ancak asiyla cogaltilmada karsilagilan ¢esitli
nedenlerden dolay1 yetistiricilerin fidan taleplerinin karsilanmasi yavas olmaktadir.

Yukaridaki nedenlerden dolayr mikrogogaltim gibi daha etkili alternatif cogaltma
metotlarinin arastirilmasina ihtiya¢ vardir. Cilinkii mikrogogaltim en hizli klonal ¢ogaltma
seklidir (Bhojwani ve Razdan, 1996; Nas ve Read, 2004a; Suttle, 1996) ve piyasaya yeni
stirilen ¢esitlerin fidanlarinin hizl bir sekilde tireticilere dagitilmasinda 6nemli avantajlar
saglamaktadir.

Mikrogogaltilan bitkiler genellikle daha kolay koklendiklerinden asiya gerek
kalmamakta ve as1 ile ¢ogaltmada goriilen problemler ortadan kalkmaktadir (Nas ve Read,
2003a). Ancak, bademin mikrogogaltimi {izerine yapilan ilk ¢alismalar diger bir¢ok odunsu
bitkide oldugu gibi baz1 badem cesitlerinin mikrogogaltiminin gii¢ oldugunu gdstermistir.
In vitro’da kiiltiirlerin devam ettirilememesi ve diisiik koklenme orani basariy1 engelleyen
faktorler olarak bildirilmistir (Rugini ve Verma, 1982). Daha sonra yapilan ¢aligsmalarda
bademin mikrocogaltiminda bazi ilerlemeler saglanmistir. Rugini ve Verma (1982)
tarafindan kiiltiirleri devam ettirilemeyen cesitler, kismen gelistirilmis ortam tizerinde ard
arda alt kiiltiirlere alinabilmis fakat diisiik koklenme tam olarak ¢oziillememistir
(Channuntapipat ve ark., 2003).

Badem mikrogogaltiminda karsilagilan kiiltlirlerin devam ettirilememesi ve diisiik
koklenme sorunu findik gibi diger bazi odunsu tiirler i¢in de bildirilmistir (Nas ve Read,
2001; Nas ve Read, 2003b). Baz1 odunsu tiirlerde goriilen diisiik koklenme orani alt kiiltiir
sayisinin arttiritlmasi ile ¢oziilebilmektedir. Ancak yeterli bir koklenme orani icin gerekli

2
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alt kiiltiir sayisi tiir ve ¢esitlere gore degisiklik gostermektedir (Economou ve Read, 1986;
Howard ve Marks, 1987; Tetsumura, 1997; Nas ve Read, 2004b). Ayrica iki asamali
koklendirme protokoliiniin uygulanmasi (Dai ve ark., 2007) ve koklendirme ortamina aktif
komiir ilavesi (Hepaksoy ve Tanrisever, 2004) gibi muamelelerin kdklendirme oranini
arttirdig1 bildirilmistir.

Mikrogogaltim alaninda yapilan son ¢aligmalar dikkate alindiginda diisiik koklenme
oraninin ¢esitli muamelelerle arttirabildigi goriilmektedir. Bu ¢alismada in vitro’da badem
mikrosiirgiinlerinin koklendirilmesinde karsilasilan diisiik koklenme probleminin c¢esitli
uygulamalarla giderilmesi hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Fasolo ve ark. (1987) ekonomik 6neminden dolayi, badem ve badem anaglar
tizerine farkli amaglara yonelik 6nemli sayida doku kiiltiirii calismalar yiiriitmiislerdir. Bir
badem seftali anaci olan GF-677’nin mikrogeliklerinin in vivo koklenme yetenegini
arastirmak icin, celikleri koklendirme ortamina alip ve oksin uygulamasinin kdklenme
tizerine etkisini test etmislerdir. Diisiik konsantrasyonda oksinlerin kok olusumunu
arttirdigr ve iyi bir kok sistemi gelisiminin yaklagik 10-15 giinde meydana geldigini
bildirmislerdir.

Escalettes ve Dosba. (1993) Prunus tiirlerinin rejenerasyonu iizerine yapmis
olduklart bir ¢alismada ‘H.152° kayis1 klonu i¢in Quoirin (Quoirin ve ark., 1997) makro
elementleri, ‘H.146” kayis1 ve ‘P.1860’ hibrit erik klonu i¢in ise 2 MS (Murashige ve
Skoog, 1962) kullaniminin rejenerasyonu biiylik oranda tesvik ettigini bildirmislerdir.
Adventif slirgiin olusumuna TDZ nin tek basina kullanim1 veya naftalen asetik asit (NAA)
ile kombinasyonunun en etkili oldugunu bildirmislerdir. Optimum TDZ kullanimi1 genotipe
bagh olarak degisiklik gostermistir. Kiiltlir ortamina Gilimiis Nitratin (AgNO3) ilave
edilmesi sonucu rejenerasyonda %10-40 oraninda artis gozlenmistir. Kiiltlir ortamina
AgNOs ilave edilmesi P. marianna, P. domestica ve P. Insititia erik klonlarinda
rejenerasyonu tesvik etmistir.

Girel ve ark. (1998) Nanporeil ve Texas badem ¢esitlerinin siirgiin ucu kiiltiirii ile
in vitro ¢ogaltma olanaklarinin arastirildigi bir calismada farkli IBA ve BAP
konsantrasyonlarmin etkisi arastirilmistir. Ug farkli kiiltiir asamasindan (kiiltiire alma,
cogaltma ve dis ortama alistirma) elde edilen sonuglar siirgiin gelismesinin IBA igermeyen
veya diisiik miktarda IBA igeren MS ortaminda daha iyi oldugunu gostermistir. Cogaltma
ve siirglin gelismesi bakimindan 0.1 mg/l IBA ve 1.0 mg/l BAP iceren MS ortami en iyi
sonucu vermistir. Genel itibariyle BAP’1n siirglin gelisimi i¢in hem sasirtma hem de
cogaltma asamasinda gerekli oldugu tespit edilmis fakat yliksek miktardaki (2.0-3.0 mg/l)
BAP’1n hiperhidrasyona ve siirgiin 6liimlerine yol actig1 goriilmiistiir.

Kamali ve ark. (2001) GF-677 anacinin doku Kkiiltiiri  yOntemiyle
mikrogogaltilmasinin arastirildigi bir ¢alismada eksplantlar Nisan ayinda siirgiin uclarindan
alinmistir. Bir mg/l BA igeren ortam c¢ogaltma i¢in en iyi sonucu vermistir. En yiiksek
koklenme 0.3 mg/l NAA ile 1.6 mg/l thiamine iceren ortamda ve 7 giinliik karanlik
uygulamasindan elde edilmistir.

Ainsley ve ark. (2001) in vitro’da bulunan Nonpareil ve Ne Plus Ultra badem
cesitlerinin mikrosiirglinlerini  koklendirmek amaciyla bir c¢aligma yiiriitmiislerdir.
Koklendirme ortamina karanlik uygulamasi ve kiiltiir ortamina phloroglucinol, IBA ve
NAA ilavesinin koklenme iizerine etkisine bakilmistir. Ne Plus Ultra ¢esidine ait olan
stirgiinleri biiyiime diizenleyici igcermeyen MS ortaminda, Nonpareil siirgiinlerini ise
biiylime diizenleyici icermeyen AP (Almehdi ve Parfitt., 1986) besi ortami ilizerinde 24
°C’de, diisiik 151k siddeti uygulayarak 4 haftaligina kiiltiire almislardir. Dort hafta sonunda
sirglinler koklendirme i¢in IBA ve NAA (0, 2.5, 5.0 veya 10.0 uM)’nin farkh
konsantrasyonlarni iceren 2 MS ortamina aktarilmistir. Mikrosiirglinlerin 12 saat
boyunca 1.0 uM IBA igeren su-agar (%0.6 w/v) %2 MS icerisinde kaldiktan sonra, 100 uM
phloroglucinol igeren ortamda iki hafta kiiltiire alinmas1 koklenmeyi tesvik etmistir.
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Ne Plus Ultra ¢esidinin koklenmesinde en iyi sonucu 2 MS besi ortami, Nonpareil badem
¢esidinin koklendirilmesinde en iyi sonucu AP besin ortaminda elde etmislerdir. Her iki
badem ¢esidinde kdklenme oran1 %60 olarak bildirilmistir.

Ainsley ve ark. (2001) yapmis olduklar1 bir ¢alismada ‘Ne Plus Ultra’ , ‘Nonpareil’,
‘Carmel' ve Parkinson ¢esitlerinde olgunlasmamis embriyo kotiledonlarindan rejenerasyon
yollarini aragtirmislardir. A¢ik tozlanmis olan agaclardan cigeklenmeden 100-115 giin
sonra meyveler toplanmis ve kotiledonlarin embriyoya yakin olan kismi kesilerek
embriyonun geri kalan kismi atilmistir. Bu ¢aligmada farkli konsantrasyonlardaki TDZ,
IBA ve kiiltiirtin ilk 7 gilin karanlikta tutulmasinin rejenerasyona olan etkileri arastirilmistir.
Siirgiin rejenerasyonu, eksplantlarin 8 hafta 10 puM TDZ ihtiva eden MS ortaminda
birakildiktan sonra 4 hafta hormonsuz MS ortaminda bekletilmesinde en yiiksek
bulunmustur. Kotiledonlardan alinan eksplantlarin 7 giin karanlikta birakilmasi
rejenerasyonu tesvik etmistir. IBA (0.5 uM) ihtiva eden MS ortaminda siirgiin
rejenerasyonu kayda deger bir sekilde azalma gostermistir. Optimum kiiltiir sartlar1 altinda
‘Nonpareil’. ‘Ne Plus Ultra’. ‘Carmel’ ve ‘Parkinson’ ¢esitlerinde elde edilen adventif
slirglin rejenerasyonun sirastyla %73.3, %80.0, %100 ve %86.7 oldugunu belirtmislerdir.

Lauri ve ark. (2001) yapmis olduklar1 bir ¢alismada sert kabuklu meyve tiirlerinin
siirglin ucu kiultirii ile ¢ogaltmasinda siirgiin ¢ogaltimin1 tesvik etmek amaciyla bir
protokol gelistirmislerdir. /n vitro’daki siirglinlerden alinan eksplantlar rejenerasyon igin
8.8 uM BA, 1.0 uM NAA ve 250 mg/l sefatoksin iceren LP ortaminda 30 giin siireyle
tutulmustur. Daha sonra bu eksplantlar oksin icermeyen fakat 1.4 uM GAj; igeren ortam
tizerinde 28 giin tutulmustur. M-55 badem genotipinin kullanildig1 bu ¢alismada {izerinde
yapilan histolojik calismalar siirglinlerin yara dokudan meydana geldigini gostermistir.
Yara dokusunun uzun siire siirgiin olusturma yetenegini korudugunu bildirmislerdir.

Rodrigues ve ark. (2003) bazi Prunus ana¢ adaylarinin in vitro kosullarda
cogaltilmasi i¢in farkl kiiltlir ortamlarini kullanmislardir. Siirgiin uglar1 16 saat fotoperiyot
ve 25 £ 2 °C sicaklikta tutulmugtur. Deneme MS, ¥ MS, SH ve Villegas ortamlariyla
kurulmus, ¢ogaltma ortami olarak SH ve ¥ MS kullanilmistir. Ayrica % MS ortaminda
farkli agar miktarlart (4.5, 5.5 ve 6.5 g/l) denenmistir. Cogaltma ortaminda en yiiksek
biiylime, gelisme ve kardeslenme orani 5.5 g/l agar iceren ¥4 MS ortaminda bulunmustur.

Channuntapipat ve ark. (2003) Nonpareil 15-1, Ne Plus Ultra ve Titan x
Nemaguard (badem x seftali melezi) anaglarindan siirglin uglar kiiltiire alinarak, basarilt
bir sekilde ¢ogaltilmistir. Nonpareil 15-1 genotipi i¢in 0.049 uM IBA, 3 uM BAP, 0.058
M sukroz ve % 0.7 agar iceren AP ortami, Ne Plus Ultra genotipi i¢in ise 0.049 uM IBA,
5.0 uM BAP, 0.088 M sukroz ve %0,7 agar iceren MS ortami uygun bulunmustur. Titan x
Nemaguard melezi i¢in 10.0 uM BAP, 0.088 M sukroz ve %0.7 agar iceren MS ortami en
1yi silirglin ¢cogalmasini saglamistir. Yaklasik 2 cm uzunlugundaki siirgiinler, 2.4 uM IBA,
0.088 M sukroz %0.7 agar iceren 2 MS ortaminda 1 hafta karanlikta ve 2 hafta 1sikta
bekledikten sonra % 88 oraninda koklenmistir.
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Molassiotis ve ark. (2003) yapmus olduklar1 bir ¢calismada organik (Fe-EDTA ve
FeEDDHA) ve inorganik (FeCl;) Fe kullaniminin in vitro kosullarda GF-677 anacinin
koklenmesi iizerine etkisine bakmiglardir. FEEDDHA ilave edilmis ortamda eksplantlarda
100% oraninda koklenme gozlenirken demir eksikliginde veya FeCls kullanildiginda daha
az koklenme elde edilmistir. Fe-EDTA ilave edilen ortamda koklenme goriilmemis ve
bitkicikler diisiik klorofil ve yiiksek Fe icerigi gostermistir.

Nas ve Read. (2003) NRM Kkiiltiir ortami iizerinde bulunan kestane, asma ve hibrit
findikta in vitro siirglinlerden elde edilen 2 - 4 cm uzunluktaki as1 kalemlerini yine in vitro
kosullarda ¢ogaltilmis 2 - 3 cm uzunluktaki koksiiz anaglar tizerine mikro asilama yontemiyle
asitlamislardir. Asilamada anag ve kalemi sabit tutmak i¢in elastik elektrik kablosunun kilifi ve
jel boncuklart kullanmiglardir. Asilamadan sonra kestane ve findik anaglarinin dip kismi 10
saniye, asma ise 5 saniye siireyle 1000 ppm IBA soliisyonuna bandirildiktan sonra in vitro ya
da ex vitro kosullarda jiffy tabletlere dikilmistir. /n vitro kosullarda kiiltiire alinan asili
bitkilerde ortam disinda kokler (hava kokler) olusmus fakat mikro asilama basarisizlikla
sonuclanmustir. Ex vitro kosullarda kiiltiire alinan asili bitkilerde hayatta kalma orani 2 ayin
sonunda asmada %50, findikta %70 ve kestanede %80 olarak kaydedilmistir.

Antonopoulou ve ark. (2005) yapmis oldugu bir ¢alismada in vitro doku kiiltiiriinde
Riboflavin’in badem x seftali hibriti olan GF- 677 siirgiinlerinin koklenmesi iizerine etkisine
bakmiglardir. Koklendirme ortamina ilave edilen 5 farkli konsantrasyonda (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0
mgL" ) Riboflavin’in kontrol gurubuna gore mikrosiirgiinlerde herhangi bir adventif kok
olusumunu tesvik etmedigini gérmiislerdir. Bunun yaninda yiiksek konsantrasyonlarda (1.5 -
2.0 mg-L™") Riboflavin igeren ortam iizerindeki mikrosiirgiinlerde kloroz ve siirgiin uglarinda
kurumalar goriildiigiinii bildirmislerdir.

Fotopoulos ve ark. (2005) yapmus olduklar bir calismada PR 204/84 (seftali x badem)
anacinin 2,5 mg/l IBA konsantrasyonlu 2 MS ortaminda eksplantlerin kdklenme oraninin
normal MS ortamina gore artig gosterdigini gozlemlemisler. Ayrica ortalama kok sayist ve
kok uzunlugu 2,5 ve 5 mg/l IBA konsantrasyonlu 2 MS ortaminda artis gdsterdigini
bildirmisler. IBA konsantrasyonunun 0 dan 10 mg/I ye yiikseltildiginde hem 2 MS hemde
normal MS ortaminda silirgiin basina ortalama kok sayisinin arttigini bildirmisler.
Ortamdaki mineral madde ve IBA miktarinin ortalama kok uzunlugu {izerine onemli
derecede etki etmedigini bildirmisler. Yapilan ikinci bir denemede eksplantler koklenmeye
alindiktan sonra 12 giin karanlikta birakilmis daha sonra 12 giinliik standart gelisme
kosullarinda birakilmistir. On iki saat karanlik uygulamasinin ardindan on iki saat 1sikta
birakilan eksplantlerin 1.0 ve 2.5 mg/l IBA konsantrasyonunda 24 saat 16/8
aydinlik/karanlik kosullarina gére daha iyi koklendigini belirlemislerdir.

Can ve ark. (2006) nin yapmis olduklar1 bir ¢calismada Pistacia vera L. Var. Siirt’in
stirglin uclarinin in vitro mikro asilamasi iizerinde calismislardir. In vitro’da gelistirilen P.
Mutica, P. Terebinthus, P. Atlantica ve P. Khinjuk bitkileri ana¢ olarak kullanilmistir.
Farkl1 ylizeysel sterilizasyon yontemleri ve embriyo kiiltiiriinii denemislerdir. P. vera cv
Siirt’in in vivo’da gelisen siirgiin uglarinin, P. Mutica, P. Terebinthus, P. Atlantica ve P.
Khinjuk anaglar tizerindeki uyumluluk ve gelismesini arastirmislardir. Verim yasindaki
Antep fistiZ1 anaglarindan alinan siirgiin uclarinin in vitro’da gelistirilen anaglar iizerine
mikro asilamasinda siirgiin gelisiminin meydana gelmedigini bildirmisledir.
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Morini ve ark. (2006) in vitro kosullarda baz1 meyve agaglarinin anaglarinda kisa
stireli 151k/karanlik (4 saat 151k uygulamasina takiben 2 saat karanlik) uygulamasinin
koklenme tizerine olan etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, GF-677, Mr. S. 2/5 (Prunus
cerasifera), MM 106 elma anacit ve BA 29 (Cydonia oblanga) anaclar1 kullanilmistir.
Uygulanan bu kisa siireli aydinlik ve karanlik 151k dongiistinde GF- 677, Mr. S. 2/5 ve MM
106 daki siirglin basma koklenme oraninda 16/8 saat 151k/ karanlik uygulamasina gore
%100 arttig1 gozlenmistir. BA 29 siirgiinlerinde ise koklenme oram1 %65 oraninda
artmistir. Ayrica 4 saat 151k takibinde 2 saat karanlik uygulamasina maruz birakilan tiim
anaclarda kok sayist ve kok uzunlugunda artiglar ve ilk koklenmenin normal 16/8
1s1k/karanlik uygulamasina gore 4-5 giin erken bagladig1 gézlenmistir.

Isikalan ve ark. (2008) olgun badem tohumlardan izole edilen zigotik embriyolar
tizerinde BA ve Kinetinin (0,0 - 0,5 - 1,0 - 2,0 mg/l) etkisine bakmislardir. Diisiik
konsantrasyondaki BA (0,1 - 0,5 - 1,0 - 2,0 mg/l) ve oksin + sitokinin interaksiyonunun
stirgiin ¢ogaltimi {izerindeki etkisini aragtirmiglar. Yeni siirgiin olusturmada en iyi sonucu
1,0 mg/l BA igeren MS ortaminda oldugunu kaydetmislerdir. Koklenmeyi ise 8,0 mg/l
IAA igeren 2 MS Kkiiltiir ortaminda kaydetmislerdir. Koklendirilen mikrosiirgiinler iklim
odasinda aligtirma asamasindan sonra araziye aktarilmiglardir. Bu metodun ileride badem
i¢in in vitro’da hizli ¢gogaltimda kullanilabilecegini belirtmisglerdir.

Canl1 ve ark. (2008) in vitro da kirazin olgun kotiledonlarinin regenerasyonunda
basari elde etmisler. TDZ ve BA’ nin farkli miktarlarina 10 giinliik karanlik uygulamasinin ve
TDZ 6n uygulamasinin siirgiin rejenerasyonu lizerine etkisine bakilmistir. Biitlin ¢esitlerin
rejenerasyonu TDZ varliginda kiiltiire ilk baglangicta 10 giinliik karanlik uygulamasmin
sonunda saglanmistir. Karanlik uygulamasi yapilmayan ¢esitlerin sadece bir kisminda diistik
diizeyde rejenerasyon elde edilmistir. Kiiltiir baslangicinda karanlik uygulamasinin
rejenerasyon lizerine Onemli etkisi oldugu goriilmiistiir. Siirgiin rejenerasyonunda TDZ
uygulamasi BA dan daha etkili bulunmustur. Yiiksek orandaki rejenerasyon 3.6 ve 7.2 mM
TDZ konsantrasyonunda ‘Vista’, ‘Sunburst’, ‘Tehranivee’, ‘Vouge’ ve ‘Heidelfingen
cesitlerinin kotiledonlarindan sirasiyla %70.0, %53.3, %23.3, %30 ve %26.6 elde edilmistir.

Zhao ve ark. (2010) seftali anaci1 olan ‘Nemaguard’ (Prunus persica 9 P.
davidiana) 'm in vitro’da adventif siirglin rejenerasyonu ig¢in basarili bir protokol
gelistirmislerdir. Siirglin eksplantlar1 3.55 uM BA ve 7.38 uM IBA ile desteklenmis
MS ortami iizerinde kiiltiire alinmiglardir. Eksplant olarak 3 hafta siireyle invitro’da
tutulan siirglinlerden yaprak saplariyla birlikte alinan yapraklar kullanilmistir.
Rejenerasyonun basar1 yiizdesi kullanilan kiiltiir ortami, kullanilan hormonlar,
kullanilan eksplantin tipi, karanlik uygulamasi ve katilastirmada kullanilan
komponentler gbz 6niinde bulundurulmustur. En iyi rejenerasyon oran1 9.08 uM TDZ
(thidiazuron), 0.54 uM IBA ile desteklenmis 2 MS, WPM, SH ortami {lizerinde yaprak
orta damar1 boyunca ¢aprazlamasina c¢izilen yapragin, ¢izilen tarafin kiltlir ortamina
degecek sekilde 3 hafta karanlikta kiiltiir ortami iizerinde birakildiktan sonra ¢izilen
kismin iist tarafta kalacak sekilde kiiltiir ortamina aktarilmasiyla elde edilmistir. 2 MS
ortam1 lizerinde rejenerasyon orant %71.7 ve silirgiin basina ortalama 5.74 + 3.24
sirgiin olusmustur. Rejenerasyonun sonunda mikrosiirgiinlerin %93,3-100
arasinda koklendikleri goriilmiistiir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, 2008 — 2010 yillann arasinda Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bah¢e Bitkileri Boliimii laboratuvarinda ylrlitilmistiir.
Calismada Nanporeil, Ferraduel, Ferragnes, Tuano badem c¢esitleri ve GF-677 (seftali x
badem) anacinin in vitro mikrogogaltilmasini ve mikrosiirgiinlerin kdklenmesini etkileyen
bazi faktorler arastirilmistir.

3.1. Materyal

Calismada Nanporeil, Ferraduel, Ferragnes ve Tuano badem g¢esitleri ile GF-677
(seftali x badem) anaci kullanilmistir. Eksplantler Kahramanmaras Siit¢ii Imam

Universitesi Bahgelievler Kampiisii’nde bulunan seradaki damizlik bitkilerden almmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Eksplant Kaynag1 Olarak Kullanilan Damizlik Bitkiler.



MATERYAL VE METOT NEVZAT SEVGIN

3.2. Metot

Basarili bir mikrogogaltim i¢in 5 asamal1 bir protokoliin gerektigi belirtilmektedir
(Debergh ve Read, 1993). Bu asamalar: 1) hazirlik asamasi, 2) baglangic asamasi, 3)
siirgiin cogaltma asamasi, 4) siirgiin gelisimi ve koklendirme asamasit 5) dis ortama
alistirma asamasi. Calismada yukarida belirtilen mikrogogaltim asamalari agsagida belirtilen
sekilde uygulanmaistir.

3.2.1. Asama 0 (Damizlik Bitkilerin Kiiltiir Icin Hazirlanmas)

Calismada kullanilan cesitler TUBITAK 1070068 nolu proje kapsamindaki badem
cesitlerinden secilmistir. Badem cesitlerinin bir yasindaki damizlik bitkileri, geng badem
¢Ogiirlerinin agilanmasiyla elde edilmistir. Bir yasindaki GF-677 anacinin bitkileri ise ticari
bir firmadan elde edilmistir. Biitlin damizlik bitkiler kontrolsiiz sera kosullarinda
yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Damizlik bitkilerden alinan yari-odunsu celikler yiizeysel sterilizasyon amaciyla
litreye 10 damla Tween—20 ilave edilerek hazirlanan %?20’lik ticari ¢amasir suyunda
(orjjinal ambalajda %5 aktif klorin) 10 dakika bekletildikten sonra akan ¢esme suyu
altinda durulanmistir. Yiizeysel sterilizasyon ve durulama islemlerinden sonra ¢eliklerin alt
ve st kisimlar1 0,5 — 1,0 cm kadar kesilmis ve daha sonra tomurcuk dormansisini kirmak
amaciyla celiklerin dip kisimlari cam kavanozlardaki siirdiirme soliisyonuna (Read ve
Yang, 1987) konulmustur.

Her kavanoza (200 ml siirdiirme soliisyonu) 25 — 35 cm uzunlukta 2-3 celik
konulmustur. Celiklerin siirdiiriilmesinde kullanilan siirdiirme soliisyonu litreye 200 mg 8-
Hydroxyquinoline siilfat, 20 g sukroz ve 10 mg Giberallic acid (GA3) i¢ermektedir. Bu
siirdiirme soliisyonunun kullanilmasiyla normal vejetasyon mevsiminin disinda aktif
biiyliyen, taze siirgiinler olusmakta ve bdylece morfogenik potansiyeli daha yiiksek
eksplantler elde edilebilmektedir.

Stirdiirme soliisyonuna konulan ¢elikler iklim odasinda (23 £ 2 °C, 16/8
1sik/karanlik) siirmeye birakilmistir. Siirdiirme soliisyonu ii¢ giinde bir yenilenmis ve
soliisyon yenilenirken celiklerin soliisyona batan alt kisimlar1 yikandiktan sonra 0,5 cm
kadar kesilip tekrar soliisyona konulmustur. Sollisyon yenileme islemi 4 — 5 kez
tekrarlanmistir. U¢ ve yan tomurcuklardan siiren yeni siirgiinler (Sekil 3.2) eksplant
kaynagi olarak kullanilmigtir.

3.2.2. Asama I (Kiiltiire Baslangic)

Stirdiirme soliisyonuna konulan ¢eliklerin siirmesiyle meydana gelen yeni siirgiinler
(Sekil 3.2) eksplant olarak kullanilmistir. Meydana gelen yeni siirgiinler ¢eliklerin
sollisyona konulmasindan yaklasik ii¢ hafta sonra (tomurcuk patlamasindan 10 — 15 giin
sonra) eksplant olarak kullanilmistir. Yeni ¢eliklerin hasat zamaninin belirlenmesinde aktif
biliylimenin yavaslamasi fakat yeni siirglinlerin heniiz solmaya baslamamis olmasi kriter
olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Siirdiirme Soliisyonuna Konulan Yari-Odunsu Celiklerin Siirmesiyle Meydana
Gelen ve Eksplant Olarak Kullanilan Yeni Siirgiinler (Yesil Celikler).

Stirdiirme soliisyonu kullanilarak elde edilen Nanporeil ve Ferraduel badem c¢esitleri
ile GF-677 anacina ait yeni siirglinlerin yapraklar1 kesildikten (Sekil 3.3) iki giin sonra
siirglinler yiizeysel sterilizasyona (disinfestasyona) tabi tutulmuslardir. Siirgiinlerin
ylizeysel sterilizasyon islemi steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir. Yizeysel
sterilizasyon amaciyla yapraklar kesilmis yesil celikler, ilk once %70 etil alkol (EtOH)
icerisinde yaklasik 20 saniye siireyle bekletildikten sonra steril saf su ile iki kez
durulanmiglardir. Daha sonra yesil celikler litreye 10 damla Tween—20 iceren %20’lik
ticari ¢camagsir suyu soliisyonu icerisinde ara-sira karigtirilarak 15 dakika bekletildikten
sonra li¢ kez steril saf su ile durulanmislardir.

=

Sekil 3.3. Yiizeysel Sterilizasyon Oncesi Yapraklar1 Kesilmis Yesil Celikler.
10
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Yiizeysel sterilizasyon isleminden sonra yesil g¢elikler bogum aralarindan
kesilmistir (Sekil 3.4). Tek-bogum ve siirgiin ucundan olusan eksplantler 25 x 150 mm’lik
cam tiipler icerisinde 1,0 mg-L"' Benzyladenine (BA) + 0.01 mg-L™' Indole-3- butyric acid
+ 20 g-L" sukroz igeren ve 5,5 g'L" agar ile jellestirilmis NRM (Nas ve Read, 2004)
ortami (Cizelge 3.1) iizerinde kiiltiire alinmiglardir. Tiiplere aktarilan eksplantler 23 +2 °C
sicakliga sahip iklim dolabinda 16/8 1sik/karanlik fotoperiyot altinda biiylimeye
birakilmislardir.

Sekil 3.4. Yapraklar1 Kesilmis Yesil Celiklerin (A) Yiizeysel Sterilizasyon Isleminden
Sonra Bogum Aralarindan Kesilmesiyle Meydana Gelen Tek-Bogum ve Siirgiin-Ucu
Eksplantler (B) 25 X 150 mm’lik Cam Tiipler Icerisinde (C) 1.0 Mg-L'1 Benzyladenine
(BA) + 0.01 mg'L" Indole-3- Butyric Acid + 20 mg-L" Sukroz Igeren Nas ve Read
(NRM) Ortami Uzerinde Kiiltiire Alinmuslardir.

11
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Cizelge 3,1. Nas ve Read (2004) Ortaminin (NRM) Kimyasal Bilesimi

Mineraller Miktar: (mg/L)
NRM
NH4NO; 530
Ca(NO3), 4H,0O 700
CaCl, 2H,0 90
MgSO4 7H,0 1600
KNO; 550
KH,PO4 1300
K,SO4 -
H;BO; 6.22.
CuSO4 5H,0 2.5
MnSO,4 H,O 20
Na;MoO4 2H,0 2.5
ZnS0O4 7H,0 8.8
Sequestrene 330 Fe 50
FeSO4 7TH,O -
Na,EDTA -
Organikler
Thiamine (B1) 0.6
Riboflavin (B2) 0.21
Nicotinic acid (B3) 1.15
Pyrodoxine (B6) 0.6
Vitamin E (a-tocopherol) 20
Vitamin C (Ascorbic acid) 1
Glycine 0.85
Myo-inositol 200

12



MATERYAL VE METOT NEVZAT SEVGIN

In vitro’ya alindiktan sonra, kiiltiirler her giin kontrol edilerek meydana gelen
eksplant Sliimleri, kararma ve mikrobiyal bulasmalar belirlenmistir. U¢ hafta sonunda,
mikrobiyal bulasmadan ari ve saglikli goriinen eksplantler alt kiiltiire alinmiglardir. Asama
IT i¢in mikrobiyal bulagsmadan ari yeterli sayida ekplant elde etmek i¢in eksplantler her
dort-haftada-bir alt kiiltiire alinmiglardir.

3.2.3. Asama II (Uygun Ortam ve Bitki Biiyiime Diizenleyici Konsantrasyonunun
Belirlenmesi ve Mikrocogaltim)

Kiiltiirlerin, en iyi in vitro mikrogogaltimini1 saglayacak sitokinin [Benzyladenine
(BA) ve meta-Topolin (mT)] konsantrasyonu ve kiiltiir ortaminm1 belirlemek amaciyla,
Asama I’den alinan eksplantler farkli konsantrasyonlarda BA (7.5 - 12.5 - 17.5 mg/l) ve
mT (7.5 - 12.5 - 17.5 mg/l) igeren NRM ve TUBITAK 1070068 nolu proje kapsaminda
badem i¢in yeni gelistirilen bir kiiltiir ortami1 (B2) tizerinde kiiltlire alinmigtir (B2 ortaminin
bilesimi ad1 gecen proje sonu¢ raporunda verilmistir). Kiiltiir ortamlarma 0,01 mg/l IBA
ilave edildikten sonra pH 5.5’e ayarlanip ve 5.5 g/l agar (Merck 1.016.13) ilave edilip 15
dakika siireyle 121 °C ve 1.0 atm basingta otoklavlanmistir. Deneme tesadiif parselleri
deneme desenine gore kurulmustur. Boylece 2 ortam x 2 biiylime diizenleyici x 3 biiyiime
diizenleyici seviyesi olmak {izere 12 muamele kombinasyonu elde edilmistir. Her muamele
kombinasyonu i¢in ii¢ tekerriir (her biri dort siirgiin iceren Magenta kabi) kullanilmistir.
Dort hafta siiren alt kiiltiir siiresinin sonunda Kkiiltiirlerin gelismesiyle ilgili veriler
alindiktan sonra deneme tekrarlanmistir. En uygun bitki biiylime diizenleyici (BBD)
konsantrasyonu ve kiiltiir ortaminin belirlenmesinde ¢ogalma katsayisi (kardeslenme) ve
mikrosiirglinlerin kalitesi (uzunluk, kalinlik, renk, kallus durumu, nekroz, u¢ kurumasi ve
eksplant canlilig1) temel oOlgiitler olarak degerlendirilmistir.

3.2.4. Asama III (Koklendirme)

Yukarida sozii edilen kriterlere gére en iyi mikrogogaltimi saglayan biiylime
diizenleyici ve konsantrasyon belirlendikten sonra koklenmeyi etkileyen bazi faktorlerin
etkileri arastirilmistir.

3.2.4.1. Karanlik Uygulamasinin Kéklenme Uzerine Etkisi

Ferraduel, Nonpareil badem ¢esidi ve GF-677 anacinin mikrosiirgiinleri 0.1, 1.0, 10
ve 100 mg/l IBA igeren, 5.5 g-1"' Merck agar ile jellestirilmis olan ve 50 mg:1" Sequestrene
330 Fe iceren NRM ortami iizerinde koklenmeye alimmistir. Koklenme ortami {izerine
alinan bitkilerin bir kismi1 23 + 2 °C’de ve 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyot altinda,
diger kismi ise bir hafta karanlikta tutulduktan sonra 16/8 saat (aydinlik/karanlik)
fotoperiyot altinda tutulmustur. Her muamele kombinasyonu (IBA x 1s1k rejimi) i¢in dort
tekerriir (Magenta kab1) ve her tekerriirde dort siirgiin kullanilmistir.  Siirgiinler
koklendirme ortamina alindiktan 30 giin sonra, kallus olusumu, siirgiin gelisimi ve
koklenme ile ilgili veriler alinmistir. Bu deneme dort kez (altinci, sekizinci, dokuzuncu ve
onuncu altkiiltiir) tekrarlanmustir.
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3.2.4.2. Aktif Komiir Kullamminin ve Karanlhik Uygulamasinin Koklenme Uzerine
Etkisi

Aktif komiir kullannominin koklenme {izerine etkisini arastirmak amaciyla iki
katmanli kéklendirme ortami kullanilmustir. ik énce 0.1, 1.0 veya 5 mg-L'1 IBA igeren ve
agar ile jellestirilmis NRM ortami kiltiir tiiplerine (2.5 x 15cm) dagitilmis ve ortamin
katilasmas1 saglanmistir. Ortam katilagtiktan sonra, tiiplerin bir kismina 100 mg-L™" aktif
komiir iceren NRM ortamui ilave edilmis bdylece bu tiiplerde iki katmanli ortam elde
edilmistir.

Yedinci altkiiltiir sonunda elde edilen Ferraduel, Nonpareil ve GF-677
mikrosiirgiinleri tek katmanl (komiirsiiz) ve iki katmanl (alt kat1 komiirsiiz, tist kat1 aktif
komiir igeren) koklenme ortamina alinmistir. Koklenme ortamina alinan siirgiinlerin bir
kismi dogrudan 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyot altinda, diger kismi ise bir hafta
karanlikta tutulduktan sonra 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyot altinda tutulmustur.
Her muamele kombinasyonu (IBA x aktif komiir x 151k rejimi x ¢esit) i¢in 6 tekerriir (bir
stirglin iceren kiiltiir tiipti) kullanilmigtir. Siirglinler kdklendirme ortamina alindiktan 30
giin sonra, kallus olusumu, stirgiin gelisimi ve koklenme ile ilgili veriler alinmistir.

3.2.4.3. Mikrosiirgiinlerin Dogrudan IBA ile Muamele Edilmesinin Koklenme
Uzerine EtKisinin Arastirilmasi

Dokuzuncu altkiiltiir sonunda elde edilen Ferraduel, Nonpareil ve GF-677
mikrosiirgiinlerinin dip kisimlari 1 mg-L™" IBA (1000 ppm) soliisyonuna yaklastk 10 sn
stireyle bandirildiktan sonra mikrosiirgiinler biiyiime diizenleyici igermeyen NRM ortami
tizerinde koklenmeye alinmistir. Her cesit i¢in iki tekerriir (alti mikrosilirgiin igeren
Magenta kabi) kullanilmistir. Koklenme i¢in kiiltiirler 16/8 (aydinlik/karanlik) fotoperiyot
altinda ve 23 + 2 °C’de tutulmustur. Koklenme ile ilgili veriler IBA ile muamele edildikten
30 giin sonra alinmaistir.

3.2.4.4. Phloroglucinolun Kéklenme Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Phloroglucinolun koklenme iizerine etkisini arastirmak amaciyla on altinci
altkiiltiirden alinan Nonpareil, Tuano, GF-677 ile onuncu altkiiltirden alinan Ferragnes
mikro siirgiinleri IBA (0.1, 0.25, 0.50, 0.75) ile Phloroglucinol-2H,0 (0 ve 0.2 mg'L™)
iceren kiiltlir ortami iizerinde koklenmeye alinmislardir. Her muamele kombinasyonu igin
iki tekerriir (magenta kab1) ve her tekerriirde dort stirgiin kullanilmistir. Koklenme ile ilgili
veriler 30 giin sonra alinmistr.

3.2.4.5. Altkiiltiir ve IBA’nin Koklenme Uzerine Etkisi

Altkiiltir ve IBA konsantrasyonunun koklenme {izerine etkisini arastirmak
amaciyla 7, 8, 9 ve 10. altkiiltiirlerden aliman Nonpareil, Tuano ve GF-677’nin
mikrosiirgiinleri 0.1, 1.0, ve 5.0 mg-L" igeren ' yogunluktaki NRM kiiltiir ortami
tizerinde koklenmeye alinmiglardir. Her muamele kombinasyonu i¢in en az iki tekerriir
(dort stirgiin iceren Magenta kabi) kullanilmistir. Koklenme ile ilgili veriler 30 giin sonra
alinmustir.
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3.2.4.6. Kiiltiir Ortam Yogunlugunun Koklenme Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Kiiltiir ortam1 yogunlugunun koklenme {iizerine etkisini aragtirmak amaciyla on
sekizinci altkiiltiirden alinan Nonpareil, Tuano, GF-677 ile on ikinci altkiiltiirden alinan
Ferragnes mikrosiirgiinleri 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mg-L" IBA igeren tam ve % yogunlukta
kiiltiir ortam1 tizerinde koklenmeye alinmiglardir. Her muamele kombinasyonu ig¢in iki
tekerriir ve her tekerriirde dort siirglin kullanilmistir. Koklenme ile ilgili veriler 30 giin
sonra alimuistir. Bu deneme iki kez tekrarlanmuistir.

3.2.5. Asama IV (Piskinlestirme ve D1s Ortama Aktarma)

Koklendirme denemeleri sonucu koklenen mikrosiirgiinler in vitro dan ¢ikartilarak
kokleri ¢esme suyu altinda iyice yikanarak koklerin ortam ve agardan temizlenmesi
saglanmistir. K6k yikama isleminden sonra mikrosiirgiinler 3:1 oraninda torf ve perlit
karisimi igeren kopiik bardaklara aktarilmig ve iizeri seffaf plastik bardak ile kapatilarak
ylksek nispi nem saglanmistir. Daha sonra bardaklar 23 + 2 °C sicakliga sahip iklim
odasinda 16/8 (aydinlik/karanlik) fotoperiyot altinda piskinlesmeye birakilmistir. Bir hafta
sonra bardaklarin iist tarafindan yaklasik 1,5 - 2 cm?® biiyiikligiinde delik acilarak nispi
nemin tedrici olarak diismesi saglanmistir. Ikinci haftanin sonunda seffaf bardaklarin
tamami kaldirilmis ve iki hafta siireyle bitkilerin biiyiimesi saglanmistir. Dis ortama
aktarildiktan bir ay sonra, tedrici olarak dis ortama alistirilan (aklimitize edilen) bitkiler
seraya aktarilip biiylimeleri saglanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Genel Gozlemler

In vitro ¢alismalarda bitki materyalinin etkili bir sekilde ylizeysel sterilizasyonu
kiiltiire baglangic asamasinin en 6nemli sathalarindan biridir. Yiizeysel sterilizasyon igin
eksplantlerin damizlik bitkilerden alindig1 donem ve explant ¢esidi (bogum, bogum arast,
stirglin, yaprak vs.) ¢cok dnemlidir. Bundan dolay1 bu ¢aligmada aktif biiyiime doneminde
bulunan damizlik bitkilerden alinan yari-odunsu c¢elikler stirmeleri igin siirdiirme
sollisyonuna konmustur. Siirdiirme soliisyonuna konulduktan bir hafta sonra geliklerin
iizerindeki tomurcuklar siirmeye baslamustir. Ikinci haftanin sonundan itibaren siiren
tomurcuklarin solmaya bagladig1 gézlenmistir. Bu sebepten dolay1 yeni siirgiinlerin kiiltiire
alinmasi i¢in en iyi zaman olarak tomurcuklarin siirmesinden yaklasik olarak 2 hafta sonra
oldugu sonucuna varilmigtir. Tomurcuklar stirmeye bagladiktan iki hafta sonra siirgilinler
hala canli ve parlak bir goriiniime sahiptirler. Bu sekilde laboratuvar kosullarinda
stirdiiriilen celikler dis faktorlerden uzak oldugundan mikrobiyal bulasmalardan daha az
etkilenmektedir (Sekil 3.2). Bu asamada siirglinlerin biiyiimeleri halen devam ettiginden
kiiltiire alindiklarinda eksplantlerin canli kalmalar1 ve daha iyi morfogenik reaksiyon
gostermeleri beklenmektedir.

Eksplantler kiiltiire ilk alindiktan bir ka¢ giin sonra mikrobiyal bulagma
(kontaminasyon) goriilmeye baslanmistir. Fakat cesitlerde kayda deger bir bulagsma
goriilmemistir. Ayrica beklenilenin aksine eksplantlerde herhangi bir kararma durumuyla
karsilagilmamistir. Daha sonraki altkiiltiirlerde mikrobiyal (bakteriyel ve fungal)
bulagsmalar devam etmis ve bu bulagikliklarin, ¢alisma hatalarindan kaynaklanabilecegi
gibi bu genotiplerde endogen (i¢sel) mikroorganizmalarin bulunulabilecegi sonucuna
varilmstir.

4.2. Uygun Ortam ve Bitki Bilyiime Diizenleyici Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve
Mikrog¢ogaltim

En iyi mikrogogaltimi saglayacak bitki biiyime diizenleyicileri (BBD) ve kiiltiir
ortamini belirlemek amaciyla eksplantler farkli konsantrasyonlarda BA ve mT igeren NRM
ve B2 ortamlar lizerinde kiiltiire alinmislardir.

Siirgiin sayisi incelendiginde BBD ve Kiiltiir Ortam1 x Cesit interaksiyonunun

etkisi 6nemli, diger ana faktor ve interaksiyonlarin etkisi ise 6nemsiz bulunmustur (Cizelge
4.1).
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Cizelge 4.1. Cesit, Ortam ve BBD’nin Siirgiin Sayis1 Uzerine Etkisinin Varyans (GLM)
Analizi

Varyasyon kaynag SD KT KO F
Ortam 1 5.60 5.60 1.79
Cesit 2 14.32 7.16 2.29
BBD 1 19.67 19.67 6.30%**
Ortam x Cesit 2 25.30 12.65 4.05%**
Ortam x BBD 1 0.31 0.31 0.10
Ortam x BBD x Cesit 2 4.76 2.38 0.76
Cesit x BBD 2 6.53 3.26 1.05

*#%: Ortalamalar arasindaki fark p=0.005 seviyesinde onemli.

Siirglin sayis1 bakimindan her iki kiiltiir ortam1 (NRM ve B2) benzer sonuglar
saglamistir. Badem i¢in yeni gelistirilen B2 ortamu tlizerinde kiiltiire alinan her eksplantten
ortalama 3.1 silirglin elde edilirken, NRM ortami {izerinde bu deger 2.7 olmus fakat
ortalamalar arasindaki fark istatistiki bakimindan 6nemli bulunmamustir.

B2 ortami iizerinde Ferragnes, Nonpareil ve GF-677 nin ortalama siirgiin sayilari
ortalama olarak sirasiyla, 3.6, 3.0 ve 2.8 iken NRM ortami iizerinde bu degerler 2.1, 3.8 ve
2.2 olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

B Ferragnes
| Nonpareil

m GF-677

Sirgiinsayisi / eksplant
(&%)

B2 NRM

Kulttir Ortarm

Sekil 4.1. Ferragnes, Nonpareil ve GF-677 Mikrosiirgiinlerinin B2 ve NRM Kiiltiir Ortami
Uzerindeki Ortalama Siirgiin Sayis1 (Ayn1 Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Arasindaki Fark
Istatistiki Olarak Onemli Degildir).

Stirgiin sayis1 bakimindan meta-Topolin (mT), Benzyladenine (BA)’den daha {istiin
bulunmustur. Kiiltiire alinan her eksplantten mT varliginda ortalama 3.4 adet siirgiin elde

17



BULGULAR VE TARTISMA NEVZAT SEVGIN

edilirken BA varliginda ortalama 2.6 adet siirgiin elde edilmis ve ortalamalar arasindaki
fark istatistiki bakimindan 6nemli bulunmustur (Sekil 4.2).

Siirgiin Sayis1/ Eksplant

mT BA
BBD

Sekil 4.2. BA ve mT’ye Bagh Olarak Bir Eksplantten Meydana Gelen Ortalama Siirgiin
Sayisi (Degerler mT ve BA’nin Kullanilan Biitiin Konsantrasyonlarinin Ortalamalarin
Temsil Etmektedir).

Stirglin sayis1 bakimindan ¢esitler arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. Kiiltiire
alian her eksplantten Nonpareil i¢in ortalama 3.2 adet siirgiin, Ferragnes i¢in ortalama 3.0
adet siirgiin ve GF-677 icin ortalama 2.6 adet siirgiin meydana gelmistir (Sekil 4.3).

5
g4 a
& a
24
=3 a
;a
w 2 -
=_EI.-
21

0

6-NP 2-FRN 8-GF
Clesit

Sekil 4.3. Cesitlere Bagh Olarak Bir Eksplantten Meydana Gelen Ortalama Siirgiin Sayisi
(Ayn1 Harf ile Gosterilen Ortalamalar Arasindaki Fark Istatistiki Olarak Onemli Degildir).
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Siirgiin uzunlugu incelendiginde Cesit ve BBD nin etkisi 6nemli diger ana faktor ve
interaksiyonlarin etkisi onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Cesit, Ortam ve BBD’nin Siirgiin Uzunlugu Uzerine Etkisinin Varyans
(GLM) Analizi

Varyasyon kaynag SD KT KO F

Ortam 1 0.51 0.51 1.45
Cesit 2 7.51 3.75 10.48%**
BBD 1 2.59 2.59 7.23%%*
Ortam x Cesit 2 0.03 0.01 0.04
Ortam x BBD 1 1.11 0.11 3.12
Ortam x BBD x Cesit 2 0.37 0.18 0.52
Cesit x BBD 2 0.09 0.04 0.13
Cesit x BBD x konsantrasyon 8 1.13 0.14 0.40
Ortam x Konsantrasyon 4 1.51 0.37 1.06

*#%: ortalamalar arasindaki fark p=0.005 seviyesinde dnemli.

Siirglin uzunlugu bakimindan her iki kiiltiir ortam1 (B2 ve NRM) benzer sonuglar
saglamistir. Badem i¢in yeni gelistirilen B2 Kkiiltiir ortami {izerinde meydana gelen
stirgiinlerin ortalama uzunluklar1 1.4 cm, NRM Kkiiltlir ortami tizerinde ise bu deger 1.3 cm
olmus ve ortalamalar arasindaki fark 6nemli bulunmamustir.

Stirgiin - uzunlugu bakimindan meta-Topolin Benzyladenine’den daha iistiin
bulunmustur. Ortalama siirgiin uzunlugu mT varliginda ortalama 1.5 cm, BA varliginda ise
1.2 cm olmusg ve ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (Sekil
4.4).
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Sekil 4.4. BBD’ye Baglh Olarak Ortalama Siirgiin Uzunlugu (Degerler mT ve BA’nin
Kullanilan Biitiin Konsantrasyonlarinin Ortalamasin1 Temsil Etmektedir. Ayn1 Harf Ile
Gosterilen Ortalamalar Arasindaki Fark Istatistiki Olarak Onemli Degildir).
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Stirgiin uzunlugu bakimindan ¢esitler arasindaki farka bakildiginda en biiyiik
siirglin uzunlugu Ferragnes ¢esidinde 1.7 cm, GF-677 ve Nonpareil i¢in ise siirgiin
uzunlugu, sirasiyla, 1.2 ve 1.1 cm olarak belirlenmistir. Istatistiksel olarak GF-677 ve
Nonpareil ¢esitlerine ait siirgiin uzunlugu arasindaki fark 6nemli bulunmamastir (Sekil 4.5).

Sirgiin Uzunlugu (cm)
(8]

Ferragnes GF-677 Nonpareil

Cesit

Sekil 4.5. Cesitlere Bagli Olarak Ortalama Siirgiin Uzunlugu (Ayn1 Harf Ile Gésterilen
Ortalamalar Arasindaki Fark Istatistiksel Olarak Onemli Degildir).

4.3. Mikrosiirgiinlerin Koklendirilmesi

4.3.1 Karanhk Uygulamasi ve IBA’nin Kéklenme Uzerine Etkisi

NRM Kkiiltiir ortamina aktarilan mikrosiirgiinlerin koklenmesi iizerine karanlik
uygulamas1 ve IBA’nin farkli dozlarimin etkisi arastirilmistir. Denemede kullanilan
Nonpareil ve Ferraduel badem ¢esitlerinde hi¢ koklenme olmadigindan istatistiksel
degerlendirmeye bu ¢esitler alinmamig, sadece GF-677 istatistiki acidan
degerlendirilmistir.

Stirglinlerin  koklenmesi {izerine sadece IBA’nin etkisi 6nemli bulunmustur.
Karanlik uygulamasi ile karanlik uygulamasi x IBA interaksiyonunun etkisi dnemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Karanlik ve IBA’nin Kéklenme Uzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi

Varyans kaynagi SD KT KO F

IBA 2 6985.34 34.92 6.57%**
Muamele 1 612.56 612.56 1.15
Muamele x IBA 2 147.58 73.79 0.14

**%: Ortalamalar arasindaki fark, p=0.005 seviyesinde énemli.
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Bir haftalik karanlik uygulamasinda mikrosiirglinlerdeki koklenme oran1 %58 iken
karanlik uygulanmayan mikrosiirgiinlerde bu oran %47 olmustur. Istatistiki acidan bu fark
onemsiz bulunmustur. Oysaki Rugini ve Verma (1982) 10 giinliik karanlik uygulamasinin
badem mikrosiirgiinlerinde koklenmeyi arttirdigini  bildirmislerdir. Benzer sekilde
Fotopoulos ve ark. (2005) 12 giinliik karanlik uygulamasinin seftali x badem melezi olan
PR 204/84 anacinda koklenmeyi tesvik ettigini bildirmislerdir.

Diisiik (0.01 mg-L™") IBA varhiginda koklenme orani yetersiz (%13) kalmustir. En
yiiksek koklenme orani (%77) 1.0 mg-L'1 IBA varliginda elde edilmis ve istatistiksel
bakimdan benzer sonuglar (%69) 5.0 mg-L™" IBA varliginda da elde edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. IBA Konsantrasyonunun Koklenme Orani Uzerine Etkisi (Ayni Harf ile
Gosterilen Ortalamalar Arasindaki Fark Istatistiksel Olarak Onemli Degildir).

Siirglinlerde olusan kok sayisi bakimindan karanlik ve IBA’nin etkisine
bakildiginda sadece IBA’nin etkisi 6nemli bulunmustur. Karanlik uygulamasi ile Karanlik
uygulamasi x IBA interaksiyonunun etkisi onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Karanlik ve IBA’nin Kok Sayis1 Uzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi

Varyasyon kaynag SD KT KO F

IBA 2 8,69 4,34 0,39%**
Muamele 1 0,001 0,00 0,98
Muamele x IBA 1 0,011 0,011 0,95

*#%: Ortalamalar arasindaki fark, p=0.005 seviyesinde onemlidir.

21



BULGULAR VE TARTISMA NEVZAT SEVGIN

Bir haftalik karanlik uygulamasi sonucu olusan koklerdeki ortalama kok sayist 3.2
adet iken karanlik uygulanmayan mikrosiirgiinlerdeki ortalama kok sayisi 3.3 adet
olmustur ve ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak onemli bulunmamuistir.

Karanlik uygulamasi denemesinde siirgiin basina olusan kok sayist 0.1, 1.0, 5.0
mg-L" IBA varhginda sirasiyla 3.0, 2.3 ve 4.3 adet olmustur ve ortalamalar arasindaki fark

istatistiki olarak dnemli bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. IBA Konsantrasyonunun Kok Sayis1 Uzerine Etkisi (Aym Harf ile Gosterilen
Ortalamalar Arasindaki Fark Istatistiksel Olarak Onemli Degildir. Degerler Karanlik
Uygulanan ve Uygulanmayan Ortamlar1 Temsil Etmektedir).

4.3.2 Aktif Kémiir Kullamiminin ve Karanlik Uygulamasimin Kéklenme Uzerine
Etkisi

Bu denemede Nonpareil ve Ferraduel badem g¢esitlerinde koklenme meydana
gelmemistir. GF-677 mikrosiirglinlerinde ise aktif komiir kullaniminin olumlu veya
olumsuz herhangi bir etkisi ve karanlik uygulamasiyla interaksiyonu belirlenememistir. Bu
nedenle daha sonra yiiriitiilen denemelerde aktif kdmiir kullanim1 yoluna gidilmemistir.

4.3.3 Mikrosiirgiinlerin Dogrudan IBA ile Muamele Edilmesinin Kéklenme Uzerine
Etkisi

Dogrudan IBA soliisyonuyla muamele edilen Nonpareil ve Ferraduel ¢esitlerine ait
mikrosiirgiinlerde koklenme olmamistir. GF-677 mikrosiirgiinlerinde ise dogrudan IBA
soliisyonuyla muamelenin koklendirme ortami iizerinde kiiltiire almaya gore herhangi bir
olumlu etkisi olmamistir. Bu nedenle mikrosiirglinlerin dogrudan IBA ile muamele

edilmesinden vazgecilmistir.
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4.3.4 Phloroglucinolun Kéklenme Uzerine Etkisi

Bu denemede beklenilenin aksine Nonpareil, Tuano, Ferragnes badem cesitleri ile
GF-677 seftali x badem anac1 mikrosiirgiinlerinde hi¢ kdklenme elde edilmemistir. Ancak,
Phloroglucinol i¢eren ortam iizerinde siirglinler normal ¢ogaltma ortami iizerindeymis gibi
biiyiimeye devam etmistir. Bu sebepten dolayr koklendirme ortaminda phloroglucinol
kullanimindan vazge¢ilmistir. Kéklenmenin meydana gelmemesi, bunun yerine kiiltiirlerin
normal bir biliylime gostermeye devam etmesi kullanilan Phloroglucinol formundan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha onceki ¢alismalarda koklendirme igin
kullanilan kimyasal sadece Phloroglucinol olarak bildirilmektedir. Oysa bu calismada
Phloroglucinol-2H,0 kullanilmistir.

4.3.5 Altkiiltiir ve IBA Etkisinin Koklenme Uzerine Etkisi

NRM kiiltiir ortamina aktarilan mikrostirgiinlerin koklenmesi iizerine altkiiltiir ve
IBA’nin farkli dozlarinin ve altkiiltiir x IBA interaksiyonunun etkisi arastirilmistir.

Arastirmanin bu kisminda kullanilan Nonpareil ve Ferragnes badem ¢esitlerinde hig
koklenme elde edilemediginden bu ¢esitler istatistiksel degerlendirmeye alinmamis, sadece
GF-677 mikrosiirglinlerinin kdklenmesi istatistiki agidan degerlendirilmistir.

Siirgiinlerin koklenmesi ilizerine IBA ve altkdiltiir sayisinin etkisi istatistiki olarak
onemli bulunurken, IBA x altkiiltiir interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Altkiiltiir sayis1 ve IBA’min Koklenme Uzerine Etkisinin Varyans (GLM)
Analizi

Varyasyon Kaynagi SD KT KO F

IBA 2 4109.47 2054.73 5.87%**
Altkiiltiir say1st 3 3961.59 1320.53 3.78%
Altkiiltiir sayis1 x IBA 6 1565.38 260.89 0.75

* #%%: Ortalamalar arasindaki fark, sirasiyla, p=0.1 ve p=0.005 seviyesinde 6nemli.

En yiiksek koklenme orani (%61) 1 mg-L" IBA varhginda elde edilmistir ve bunu
%352 koklenme oraniyla 5 mg-L™ IBA takip etmistir. En diisik koklenme oran1 (%11) 0.1
mg' L™ IBA varliginda elde edilmistir.

Altkiiltiirlere gore koklenme orani, 7., 8., 9. ve 10. altkiiltiirlerde sirasiyla %39,
%67, %14 ve %22 olmustur (Sekil 4.8). Altkiiltiirlere gore elde edilen bu diizensiz
koklenme orani laboratuvarda sik sik meydana gelen elektrik kesintilerinden ve havalarin
1sinmasina bagli olarak degisen laboratuvar sicakligindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4.8. Altkiiltir Sayisimin Koklenme Uzerine Etkisi (Aym Harf ile Gosterilen
Ortalamalar Arasindaki Fark Istatistiksel Olarak Onemli Degildir).

Stirgiinlerde olusan kok sayis1 bakimindan sadece IBA’nin etkisi istatistiki olarak
onemli bulunmustur. Altkiiltiir ve altkiiltiir x IBA interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak

onemli bulunmamistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Altkiiltiir ve IBA nin K6k Sayis1 Uzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi

Varyasyon Kaynag SD KT KO F

IBA 2 15.06 7.53 8.3 Hx*
Altkiiltiir say1st 3 3.22 1.07 1.19
Altkiiltiir sayis1 x IBA 4 10.91 2.72 3.01

**%: Ortalamalar arasindaki fark, p=0.005 seviyesinde 6nemli.
Alt kiiltiire bagli olarak 5.0 mg-L" IBA varliginda siirgiin basina ortalama 4.5 adet

kok elde edilirken 0.1 ve 1.0 mg-L"' IBA varhginda sirasiyla 2.5 ve 2.3 adet olmustur.
Ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak dnemli bulunmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. IBA'min Kok Sayisi Uzerine Etkisi (Ayni Harf ile Gosterilen Ortalamalar
Arasindaki Fark Istatistiksel Olarak Onemli Degildir).

4.3.6. Ortam Yogunlugu, Cesit ve IBA’nin Kéklenme Uzerine Etkisi

Bu denemede kullanilan Nonpareil ve Ferragnes cesitleri hi¢ kdklenmediginden
istatistiksel olarak bu cesitler degerlendirilmeye alinmamustir. Istatistiki bakimdan sadece
Tuano badem cesidi ile GF-677 anac1 mikrosiirgiinlerinin koklenmesi degerlendirilmistir.

Stirgilinlerin koklenmesi tizerine Cesit, IBA ve Cesit x IBA interaksiyonunun etkisi
istatistiki olarak onemli bulunmustur. Ortam yogunlugu (0Y), OY x Cesit, OY x IBA ve
OY x Cesit x IBA interaksiyonlariin etkisi istatistiki olarak Snemsiz bulunmustur
(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Ortam Yogunlugu, Cesit ve IBA’nin Koklenme Uzerine Etkisinin Varyans
(GLM) Analizi

Varyans Kaynag SD KT KO F

Ortam yogunlugu (OY) 1 196.31 196.31 0.33
Cesit 1 17984.77 17984.77 30.60%**
IBA 3 5404.64 1801.54 3.06%**
OY x Cesit 1 484.77 484.77 0.82

OY x IBA 3 949.51 316.50 0.54

OY x Cesit x IBA 3 1526.44 508.81 0.87
Cesit x IBA 3 13385.41 4461.80 7.59%**

**%: Ortalamalar arasindaki fark, p=0.005 seviyesinde 6nemli.
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Tam ve '2 yogunlukta kiiltiir ortamlar1 iizerinde koklenme oranlari istatistiksel
olarak benzer bulunmustur. Dimassi ve ark. (1995) MS ortammin mineral
konsantrasyonunun yariya indirilmesinin GF-677 anacinda koklenmeyi arttirdigini
bildirmislerdir. Fotopoulos ve ark. (2005) PR 204/84 anacinda MS ortamindaki mineral
konsantrasyonunun yariya indirdiklerinde koklenme oraninda artis  oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde Durkovic (2006), kirazda bogum eksplantlarindan elde
ettigi in vitro siirgiinleri en iyi 0.3 mgL' IBA igeren % MS besi ortaminda
koklendirmislerdir (%73.2).

Ortam Yogunlugu, Cesit ve IBA nin kdklenme iizerine etkisi incelendiginde en iyi
koklenme orani sirasiyla %54.17 ve %51.4 olarak 0.75 ve 1.0 mg-L"' IBA varhgmnda
belirlenirken, en diisik koklenme orami, sirastyla %22.2 ve 32 olarak 0.5 ve 0.25 mg'L™"
IBA varliginda tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Ortam Yogunluguna Bagl Olarak IBA’nin Kéklenme Orami Uzerine Etkisi
(Degerler Tam ve ' Yogunluktaki Ortamlar Uzerinde Elde Edilen Ortalamalari
Gostermektedir. Aym Harf ile Gosterilen Ortalamalar Arasindaki Fark Onemli Degildir).
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Cesitlerin koklenme oranlar1 arasindaki fark istatistiki olarak dnemli bulunmustur.
GF-677 ortalama %353 koklenme orani ile Tuano ¢esidine gore (%16) daha yiiksek oranda
koklenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Koklenme Orani Uzerine Cesitlerin Etkisi (Degerler Tam ve % Yogunluktaki
Ortamlar Uzerinde Elde Edilen Ortalamalari Gostermektedir. Aynm1 Harf ile Gosterilen
Ortalamalar Arasindaki Fark Onemli Degildir).

4.3.7. Ortam Yogunlugu, Cesit ve IBA’min Kok Sayis1 Uzerine Etkisi

Bir siirglinde meydana gelen kok sayisi iizerine sadece cesit etkisi Onemli
bulunmustur. Ortam Yogunlugu (OY), IBA, OY x Cesit, OY x IBA, OY x Cesit x IBA ve Cesit x
IBA’nin kok sayisi iizerine etkisi dnemli bulunmamustir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Ortam Yogunlugu, Cesit ve IBA’nin Kok Sayis1 Uzerine Etkisinin Varyans
(GLM) Analizi

Varyans Kaynag SD KT KO F
Ortam Yogunlugu (OY) 1 0.22 0.22 0.11
Cesit 1 14.83 14.83 7.09%**
IBA 3 4.10 1.36 0.65
OY x Cesit 1 0.28 0.28 0.14
OY xIBA 3 0.32 0.10 0.05
OY Cesit x IBA 2 0.60 0.30 0.15
Cesit x IBA 2 2.03 1.01 0.49

*#%: Ortalamalar arasindaki fark, p=0.005 seviyesinde dnemli.

Ortam yogunlugundan bagimsiz olarak GF -677 mikrosiirgiinlerindeki kok sayisi
Tuano cesidi siirgiinlerindeki kok sayisindan yiiksek olmustur (Sekil 4.12). GF-677
stirglinlerinde ortalama 2.7 kdk meydana gelirken Tuano ¢esidinde bu deger 1.2 olmus ve
ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.12. Cesit ve Ortam Yogunlugunun Kok Sayis1 Uzerine Etkisi (Degerler Tam ve
Yogunluktaki Ortamlar Uzerinde Elde Edilen Ortalamalar1 Gostermektedir. Ayni Harf ile

Gosterilen Ortalamalar Arasindaki Fark Onemli Degildir).

4.4 Asama IV (Piskinlestirme ve Di1s Ortama Aktarma)

Koklendirme denemeleri sonucu koklenen (Sekil 4.13) mikrosiirgiinler tedrici
olarak dis ortama alistirildiktan sonra basarili bir sekilde dis ortama (Sekil 4.14)

aktarilmislardir (%99).
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Sekil 4.13. Koklendirme Muamelesinden Sonra Mikrosiirgiinlerde Meydana Gelen Kokler
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Sekil 4.14. In vitro Koklendirilen ve Aklimitize Edildikten Sonra D1s Ortama Aktarilan
Mikrosiirgiinler.
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5. SONUC VE ONERILER

Badem, iilkemiz i¢in ekonomik 6neme sahip bir meyve tiiriidir. Kurak ve kirag
topraklara iyi adaptasyon gosterdigi igin Ozellikle kiiresel 1sinmayla birlikte badem
yetistiriciligine olan talebin Oniimiizdeki yillarda daha da artacagi beklenmektedir. Bu
talebi karsilamak amaciyla ismine dogru hizli fidan iiretim yoluna gidilmelidir. Bu
yollardan biri de mikrogogaltmadir. Ancak badem zor koklenen bir tiir oldugundan bu
yontem badem i¢in tam anlamiyla kullanilamamaktadir.

Bu calismada in vitro’da badem mikrosiirgiinlerinin koklendirilmesinde karsilagilan
diisiik koklenme orani probleminin ¢esitli uygulamalarla giderilmesi amaglanmustir.

Bu caligmada siirgiin ¢ogaltimi i¢in uygun ortam ve BBD konsantrasyonunu
bulmak amaciyla farkli konsantrasyonlarda mT ve BA iceren NRM ve B2 ortamlari
kullanilmigtir. Siirgiin sayis1 bakimindan her iki ortam benzer sonuglar saglamistir.

Stirgiin sayis1 bakimindan meta-Topolin etkisinin Benzyladenine’den daha {istiin
oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, mT kullanimi1 BA kullanimina gére daha iyi siirgiin
uzunlugu sagladigindan dolay1 tavsiye edilmektedir. Ancak mT’ nin fiyat1 halen daha
yiiksek oldugundan bu biiyiime diizenleyicinin kullanimini sinirlayabilir.

Biitiin ¢esitler dikkate alindiginda badem i¢in yeni gelistirilen B2 ortami daha iistiin
bulunmustur. Bundan sonra vylriitilecek badem mikrogogaltim c¢aligsmalar1 i¢in B2
ortaminin kullanimi tavsiye edilmektedir. Siirgiin uzunlugu bakimindan her iki ortamdan
(NRM ve B2) benzer degerler elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu tizerine mT nin etkisi BA’
dan daha iistiin bulunmustur.

Mikrosiirglinlerin  koklenmesi iizerine IBA konsantrasyonu Onemli bir etkiye
sahiptir. Bu ¢alismada kullanilan biitiin IBA konsantrasyonlar1 géz oniine alindiginda, iyi
bir koklenme orani i¢in 1.0 mg' L™ IBA varligimin yeterli oldugu soylenebilir. Bundan
sonra yiiriitilecek badem mikrocogaltma caligmalarinda koklendirme asamasinda 1.0
mg' L™ IBA kullamimi tavsiye edilmektedir. Diger taraftan Fotopoulos ve Sotiropoulus’un
(2005) yapmis oldugu bir calismada en iyi koklenme orami 2.5 ve 5.0 mgL"' IBA
varliginda MS ortamu iizerinde elde edilmistir.

Bu c¢alismada, koklenmenin tesvik edilmesi amaciyla uygulanan karanlik
muamelesinin koklenme orani {izerine etkisi incelenmistir. Bir hafta karanlikta bekletilen
sirglinlerde koklenme orani (%58), karanlikta bekletilmeyen siirgiinlerin koklenme
oranindan (%47) daha yliksek olmakla beraber ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak Onemsiz bulunmustur. Bu durum tekerriirler arasindaki yiiksek varyasyondan
kaynaklanmis olabilir. Daha iyi kontrol edilen sartlarda denemelerin yapilmast durumunda
karanlik uygulamasimin koklenme {izerine olumlu etki yapmasi beklenebilir. Ainsley ve
ark., (2001) yapmis olduklar1 bir calismada 3 giinliik karanlik uygulamasmin kdklenmeyi
arttirdig1 bildirilmistir. Benzer sekilde Fotopoulos ve Sotiropoulus (2005) 1 ve 2.5 uM IBA
varliginda 12 giinliik karanlik uygulamasmin koklenmeyi arttirdigini bildirmislerdir.
Rugini ve Verma (1982) 10 giinliik karanlik uygulamasinin badem de koklenmeyi
arttirdigini bildirmisler.
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Mikrosiirgiinlerin ~ dogrudan IBA  sollisyonuyla muamele edilmesinin
mikrosiirgiinleri koklendirme ortami tlizerinde kiiltiire almaya gore her hangi bir olumlu
etkisine rastlanilmamustir.

Phloroglucinol2H,0 varliginda higbir IBA konsantrasyonunda koklenme elde
edilmemistir. Phloroglucinolun koklenme iizerine etkisi hakkindaki calisma sonuglari
arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Ainsley ve arkadaslarmin (2000) yapmis oldugu bir
calismada bademin  koklendirilmesinde  Phloroglucinolun  etkisinin  olmadigin
bildirmislerdir. Ancak George (1996) yapmis oldugu bir calismada Phloroglucinolun
koklenme tizerine olumlu etkisinin oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde phloroglucinolun
seftalinin in vitro koklenmesini tesvik ettigi bildirilmektedir (Hammerschlag ve ark.,
1987). Bizim c¢alismamizda koklenmenin aksine siirgiinler phloroglucinol varliginda
normal ¢cogaltma ortami lizerindeymis gibi biiyiimeye devam etmislerdir.

Altkiiltiir sayisinin koklenme iizerine etkisine baktigimizda en yiiksek koklenme
oran1 (%67) sekizinci altkiiltirde meydana gelmistir. Altkiiltiirlere gore elde edilen
diizensiz koklenme oranlari laboratuarda sik sik meydana gelen elektrik kesintilerinden ve
havalarin 1sinmasina bagli olarak o6nemli derecede degisen laboratuar sicakligindan
kaynaklanmis olabilir. Bu sonuglar, kdklendirme ortaminin daha kararli iklim sartlarina
sahip olmasi gerektigine isaret etmektedir.

Bu calismada kiiltiir ortam1 yogunlugunun koklenme orani iizerine etkisi onemli
bulunmamistir. Oysa birgok arastirmada yarim yogunlukta ortam kullaniminin kéklenme
orani bakimindan daha iyi sonug¢ verdigi bildirilmektedir. Fouad ve ark. (1997) IBA’ nin
farkli konsantrasyonlarini igeren 2 MS ortaminin Prunus anaglart i¢in koklendirmeyi
tesvik ettigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Isikalan ve ark. (2008) 8.0 mg-L™"' TAA igeren
%2 MS ortaminda badem de en 1y1 kdklenmeyi elde etmislerdir.

Elde edilen bulgular bademin kdéklenmesi olduk¢a giic olan bir tiir oldugunu ve
cesitlerin koklenme kabiliyeti arasinda 6nemli fark oldugunu gostermektedir. Seftali x
badem hibriti olan GF-677°de koklenme oran1 Tuano badem ¢esidinin koklenme oranindan
cok daha yiiksek olurken, Nonpareil ve Ferragnes badem c¢esitlerinde koklenme hig¢ elde
edilememistir.

Bu calismada gii¢c koklenen bazi badem cesitlerinin koklenmesini etkileyen bazi
faktorlerin koklenme {izerine etkileri arastirillmistir. Ancak Nonpareil ve Ferragnes
cesitlerinde hi¢ koklenme saglanamamis ve Tuano ¢esidinde koklenme diisiik olmustur.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda alt kiiltlir sayisinin arttirilmasi ve daha detayl
BBD konsantrasyonlarinin denenmesi gerekmektedir. Ayrica deneme yapilan kiiltiir
kosullarinin standardizasyonu saglanmalidir. Ayrica bu zor koklenen ¢esitlerin kolay
koklenen anaglar iizerinde mikroas1 yontemine basvurulmalidir. Uygun kiiltiir kosullar:
altinda yapilacak caligmalardan daha iyi sonuglarin alinmasi beklenmektedir.
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Bu çalışmada, ekonomik açıdan önemli olan fakat zor köklenen badem çeşitleri için in vitro mikroçoğaltmada köklendirme aşamasının optimizasyonu amaçlanmıştır. Denemede GF-677, Nonpareil, Ferragnes ve Tuano badem çeşitleri kullanılmıştır. Sürgün gelişimi bakımından badem için yeni geliştirilen kültür ortamı Nas ve Read Ortamından daha iyi sonuç vermiştir. Sürgün sayısı ve sürgün uzunluğu bakımından meta-Topolin (mT) Benzyladenine (BA)’den daha üstün bulunmuştur. Mikrosürgünler, köklendirme amacıyla; karanlıkta bırakma, köklendirme ortamına aktif kömür ilavesi, mikrosürgünlerin dip kısımlarının doğrudan IBA solüsyonuna bandırılması, köklendirme ortamına phloroglucinol ilavesi, ortam yoğunluğunun değiştirilmesi ve alt kültür sayısının arttırılması gibi muamelelere maruz bırakılmışlardır.


 Köklendirme ortamına aktif kömür ilavesi, phloroglucinol ilavesi ve mikrosürgünlerin bir hafta karanlıkta bırakılması köklenmeyi olumlu etkilememiştir. Tam ve ½ yoğunlukta ortam üzerinde köklenme oranları benzer bulunmuştur. Ferragnes ve Nonpareil badem çeşitlerinde köklenme elde edilememiştir. En iyi köklenme, GF-677 (badem x şeftali) anacında %64 oranında 1 mg∙L-1 IBA varlığında elde edilmiştir. Phloroglucinol köklenmeyi olumlu etkilememiş fakat sürgün gelişmesini teşvik etmiştir. Altkültür bakımından en iyi köklenme %67 oranında 8. altkültürden elde edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: IBA, köklenme, Prunus dulcis, in vitro, Phloroglucinol
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The aim of this study was to optimize the rooting stage of some economically important almond cultivars that are difficult to root in vitro. Almond cultivars Nonpareil, Ferragnes, Tuano and peach x almond hybrid rootstock GF-677 were used as the experimental material. For the growth of cultures, a new culture medium developed for almond micropropagation was superior to Nas and Read Medium. Off the plant growth regulators tested meta-Topolin provided higher shoot numbers and produced longer shoots compared to Benzyladenine. To induce root induction, microshoots were subjected to various root inducing treatment: Microshoots were left in the dark, active charcoal and phloroglucinol were added into the rooting medium, bottom parts of microshoots were dipped into IBA solution, the concentration of the rooting medium was modified, or the number of subcultures was increased.


Addition of active charcoal or ploroglocinol into the rooting medium and leaving microshoots in the dark for one week had no positive effects on rooting. Rooting ratio on full strength and half-strength media were similar. No rooting was observed with cultivars Nonpareil and Ferragnes. Best rooting percentage (64%) was obtained with GF-677 in the presence of 1 mg∙L-1 IBA. Phloroglucinol had no positive effects on rooting but enhanced shoot growth. The highest rooting percentage (67%) was obtained using microshoot that were sub cultured eight times. 

Keywords: IBA, rooting, Prunus dulcis, in vitro, phloroglucinol

ÖNSÖZ


Badem (Prunus dulcis (Mill.) D.A Weeb)’in in vitro mikroçoğaltılması ve mikrosürgünlerin köklenmesini etkileyen bazı faktörlerin araştırılması isimli yüksek lisans çalışmamda bana maddi ve manevi her türlü desteğini esirgemeyen, her türlü tecrübelerini benimle paylaşan, çalışmam boyunca beni her zaman motive eden ve yönlendiren danışman hocam Sayın Doç. Dr. Mehmet Nuri NAS’ a en içten teşekkürlerimi sunarım.
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ

		BA

		: Benziladenin (N-6 Benzyladenine)



		BBD

		: Bitki Büyüme Düzenleyici



		GA3

		: Gibberallik Asit 3 (Giberallic Acid 3)



		IBA

		: İndolbütirik Asit (Indole-3-butyric Acid)



		NRM

		: Nas ve Read Ortamı



		mT

		: meta-Topolin



		PG

		: Phloroglucinol



		B2

		:Badem için yeni geliştirilen, henüz yayınlanmamış kültür ortamı





1. GİRİŞ

Türkiye’nin sahip olduğu coğrafik konumu ve iklim koşulları birçok meyve türünün doğal olarak yetişmesine imkan sağlamaktadır. Bu durum, ülkemizin meyve üretimi açısından önemli ülkeler arasında yer almasıyla sonuçlanmıştır. Diğer meyve türleriyle beraber sert kabuklu meyve türleri ülkemiz ekonomisinde önemli bir rol oynamaktadır. Türkiye 1,201,970 tonla dünyadaki sert kabuklu meyve üretiminin  %10,7’sini üretmektedir (FAO, 2009). Ülkemizde badem sert kabuklu meyve türleri içerisinde fındık, ceviz, fıstık ve kestaneden sonra beşinci sırada yer almaktadır (FAO, 2009).

Badem (Prunus dulcis (Miller) DA. Webb), Rosales takımının Rosaceae familyasından Pruniodeae alt familyasının Amygdalus cinsinde yer almaktadır. Botanik olarak sert çekirdekli meyveler gurubuna girer ancak ticari olarak sert kabuklu meyve olarak değerlendirilen ve tohumları için üretilen bir meyve türüdür (Ülkümen, 1973; Özbek, 1978; Ağaoğlu ve ark., 1987). Bademin anavatanı Orta Asya’nın dağlık bölgeleridir. Günümüzde badem yetiştiriciliğinin yapıldığı alanlar Asya, Akdeniz kıyıları ve Kaliforniya olmak üzere üç ana bölgeye ayrılmıştır. Ayrıca Avustralya, Güney Afrika, Arjantin ve Şili’de de kısmi miktarda yetiştiricilik yapılmaktadır (Lansari ve ark., 1994). 

Badem dünyada en çok üretilen ve ekonomik değeri en yüksek olan sert kabuklu meyve türlerinin başında gelmektedir (Kester ve ark., 1991). Dünyada badem üretim miktarı 2005 yılında 1,835,090 ton iken 2008 yılında 2,112,815 ton olmuştur (FAO, 2009). Türkiye badem üretimi 2005 yılında 45,000 ton iken 2008 yılında 52,774 tona yükselmiştir (Çizelge 1.1). Bu durum Türkiye badem üretiminin gelecek yıllarda daha da artacağını göstermektedir. Bu artışın nedeni; badem üretimi için son derece uygun iklim koşullarına sahip olan ülkemizde, daha önce ticari yönden bakılmayan bademin artık ticari ve ekonomik yönünün farkına varılmasından kaynaklanmaktadır.


Çizelge 1.1. Dünya Badem Üretiminde Önemli Ülkeler (FAO, 2008).


		 Ülkeler

		                               Yıllara göre üretim miktarı (ton)



		

		2004

		2005

		2006

		2007

		2008



		ABD

		785.985

		703.431

		846.131

		1.043.266

		1.103.733



		İspanya

		86.622

		217.869

		312.702

		203.500

		203.500



		Suriye

		123.000

		229.035

		107.117

		76.093

		76.093



		İtalya

		105.245

		118.344

		112.796

		112.644

		118.723



		İran

		69.989

		108.677

		110.000

		110.000

		110.000



		Fas

		60.200

		70.629

		83.000

		81.437

		86.902



		Tunus

		44.000

		43.000

		56.000

		58.000

		51.500



		Yunanistan

		48.177

		47.088

		50.721

		46.130

		34.500



		Türkiye

		37.000

		45.000

		43.285

		50.753

		52.774



		Dünya

		1.595.281

		1.835.090

		1.992.692

		2.043.379

		2.112.815





Ülkemizde badem üretimi daha çok Ege, Akdeniz, İç Anadolu ve Marmara bölgelerinde yoğunlaşmıştır. Ancak üretim uzun yıllar tohumdan yetişen ağaçlarla yapıldığından elde edilen bitkiler genellikle bir birinden farklılık gösterir. Eski bahçelerin büyük bir kısmı çöğür fidanlarla kurulmuş olduğundan bu bahçelerden elde edilen meyveler arasında büyük farklılıklar bulunmaktadır. Bununla beraber, yetiştiricilikte çöğürlerin uzun yıllar kullanılmış olmasından dolayı geniş bir genetik varyasyon ve badem yetiştiriciliği için büyük bir potansiyel ortaya çıkmıştır.

 Ülkemizde mevcut olan badem potansiyelinin değerlendirilmesi amacıyla birçok çalışma yürütülmüştür. Araştırmalar genellikle genetik materyalin belirlenmesi ve korunması, mevcut popülasyonlar içerisinde en iyi tiplerin seleksiyonu, melezleme ve yabancı çeşitlerin ülkemiz ekolojik koşullarına adaptasyonu konularında yapılmıştır. Yerli tiplerle karşılaştırıldığında yabancı çeşitler genellikle daha üstün özelliklere sahip olduğundan çalışmalar bu çeşitlerin ülkemiz ekolojisine adaptasyonları ve çoğaltılmaları üzerine yoğunlaşmıştır (TÜBİTAK 107O068 nolu proje sonuç raporu).

Son yıllarda çeşitli devlet kuruluşları tarafından yürütülmüş olan badem adaptasyon çalışmaları sonucunda geç çiçek açan bazı yabancı badem çeşitlerinin ülkemizde yetiştiricilik için uygun oldukları belirlenmiştir. Bu badem çeşitlerinin en kısa sürede yeterli sayıda çoğaltılmaları ve üreticilere dağıtılmaları amacıyla çeşitli çalışmalar yürütülmüştür.


Bütün meyve türlerinde olduğu gibi modern yetiştiricilikte bademlerin vegetatif yollarla çoğaltılmaları gerekmektedir. Badem, köklenmesi zor olan bir tür olduğu için klonal çoğaltılması aşı yoluyla yapılmaktadır. Ancak aşıyla çoğaltılmada karşılaşılan çeşitli nedenlerden dolayı yetiştiricilerin fidan taleplerinin karşılanması yavaş olmaktadır.


Yukarıdaki nedenlerden dolayı mikroçoğaltım gibi daha etkili alternatif çoğaltma metotlarının araştırılmasına ihtiyaç vardır. Çünkü mikroçoğaltım en hızlı klonal çoğaltma şeklidir (Bhojwani ve Razdan,  1996; Nas ve Read, 2004a; Suttle, 1996) ve piyasaya yeni sürülen çeşitlerin fidanlarının hızlı bir şekilde üreticilere dağıtılmasında önemli avantajlar sağlamaktadır.


Mikroçoğaltılan bitkiler genellikle daha kolay köklendiklerinden aşıya gerek kalmamakta ve aşı ile çoğaltmada görülen problemler ortadan kalkmaktadır (Nas ve Read, 2003a). Ancak, bademin mikroçoğaltımı üzerine yapılan ilk çalışmalar diğer birçok odunsu bitkide olduğu gibi bazı badem çeşitlerinin mikroçoğaltımının güç olduğunu göstermiştir. In vitro’da kültürlerin devam ettirilememesi ve düşük köklenme oranı başarıyı engelleyen faktörler olarak bildirilmiştir (Rugini ve Verma, 1982). Daha sonra yapılan çalışmalarda bademin mikroçoğaltımında bazı ilerlemeler sağlanmıştır. Rugini ve Verma (1982) tarafından kültürleri devam ettirilemeyen çeşitler, kısmen geliştirilmiş ortam üzerinde ard arda alt kültürlere alınabilmiş fakat düşük köklenme tam olarak çözülememiştir (Channuntapipat ve ark., 2003).


Badem mikroçoğaltımında karşılaşılan kültürlerin devam ettirilememesi ve düşük köklenme sorunu fındık gibi diğer bazı odunsu türler için de bildirilmiştir  (Nas ve Read, 2001; Nas ve Read, 2003b). Bazı odunsu türlerde görülen düşük köklenme oranı alt kültür sayısının arttırılması ile çözülebilmektedir. Ancak yeterli bir köklenme oranı için gerekli alt kültür sayısı tür ve çeşitlere göre değişiklik göstermektedir (Economou ve Read, 1986; Howard ve Marks, 1987; Tetsumura, 1997; Nas ve Read, 2004b). Ayrıca iki aşamalı köklendirme protokolünün uygulanması (Dai ve ark., 2007) ve köklendirme ortamına aktif kömür ilavesi (Hepaksoy ve Tanrısever, 2004) gibi muamelelerin köklendirme oranını arttırdığı bildirilmiştir. 


Mikroçoğaltım alanında yapılan son çalışmalar dikkate alındığında düşük köklenme oranının çeşitli muamelelerle arttırabildiği görülmektedir. Bu çalışmada in vitro’da badem mikrosürgünlerinin köklendirilmesinde karşılaşılan düşük köklenme probleminin çeşitli uygulamalarla giderilmesi hedeflenmiştir. 

2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR


Fasolo ve ark. (1987) ekonomik öneminden dolayı, badem ve badem anaçları üzerine farklı amaçlara yönelik önemli sayıda doku kültürü çalışmaları yürütmüşlerdir. Bir badem şeftali anacı olan GF-677’nin mikroçeliklerinin in vivo köklenme yeteneğini araştırmak için, çelikleri köklendirme ortamına alıp ve oksin uygulamasının köklenme üzerine etkisini test etmişlerdir. Düşük konsantrasyonda oksinlerin kök oluşumunu arttırdığı ve iyi bir kök sistemi gelişiminin yaklaşık 10-15 günde meydana geldiğini bildirmişlerdir.

Escalettes ve Dosba. (1993)  Prunus türlerinin rejenerasyonu üzerine yapmış oldukları bir çalışmada ‘H.152’ kayısı klonu için Quoirin (Quoirin ve ark., 1997) makro elementleri, ‘H.146’ kayısı ve ‘P.1860’ hibrit erik klonu için ise ½ MS (Murashige ve Skoog, 1962) kullanımının rejenerasyonu büyük oranda teşvik ettiğini bildirmişlerdir. Adventif sürgün oluşumuna TDZ’nin tek başına kullanımı veya naftalen asetik asit (NAA) ile kombinasyonunun en etkili olduğunu bildirmişlerdir. Optimum TDZ kullanımı genotipe bağlı olarak değişiklik göstermiştir. Kültür ortamına Gümüş Nitratın (AgNO3) ilave edilmesi sonucu rejenerasyonda  %10-40 oranında artış gözlenmiştir. Kültür ortamına AgNO3 ilave edilmesi P. marianna, P. domestica ve P. İnsititia erik klonlarında rejenerasyonu teşvik etmiştir.

Gürel ve ark. (1998) Nanporeil ve Texas badem çeşitlerinin sürgün ucu kültürü ile in vitro çoğaltma olanaklarının araştırıldığı bir çalışmada farklı IBA ve BAP konsantrasyonlarının etkisi araştırılmıştır. Üç farklı kültür aşamasından (kültüre alma, çoğaltma ve dış ortama alıştırma) elde edilen sonuçlar sürgün gelişmesinin IBA içermeyen veya düşük miktarda IBA içeren MS ortamında daha iyi olduğunu göstermiştir. Çoğaltma ve sürgün gelişmesi bakımından 0.1 mg/l IBA ve 1.0 mg/l BAP içeren MS ortamı en iyi sonucu vermiştir. Genel itibariyle BAP’ın sürgün gelişimi için hem şaşırtma hem de çoğaltma aşamasında gerekli olduğu tespit edilmiş fakat yüksek miktardaki (2.0-3.0 mg/l) BAP’ın hiperhidrasyona ve sürgün ölümlerine yol açtığı görülmüştür.

Kamali ve ark. (2001) GF-677 anacının doku kültürü yöntemiyle mikroçoğaltılmasının araştırıldığı bir çalışmada eksplantlar Nisan ayında sürgün uçlarından alınmıştır. Bir mg/l BA içeren ortam çoğaltma için en iyi sonucu vermiştir. En yüksek köklenme 0.3 mg/l NAA ile 1.6 mg/l thiamine içeren ortamda ve 7 günlük karanlık uygulamasından elde edilmiştir.


          Ainsley ve ark. (2001) in vitro’da bulunan Nonpareil ve Ne Plus Ultra badem çeşitlerinin mikrosürgünlerini köklendirmek amacıyla bir çalışma yürütmüşlerdir. Köklendirme ortamına karanlık uygulaması ve kültür ortamına phloroglucinol, IBA ve NAA ilavesinin köklenme üzerine etkisine bakılmıştır. Ne Plus Ultra çeşidine ait olan sürgünleri büyüme düzenleyici içermeyen MS ortamında, Nonpareil sürgünlerini ise büyüme düzenleyici içermeyen AP (Almehdi ve Parfitt., 1986) besi ortamı üzerinde  24 oC’de, düşük ışık şiddeti uygulayarak 4 haftalığına kültüre almışlardır. Dört hafta sonunda sürgünler köklendirme için IBA ve NAA (0, 2.5, 5.0 veya 10.0 µM)’nın farklı konsantrasyonlarını içeren  ½ MS ortamına aktarılmıştır. Mikrosürgünlerin 12 saat boyunca 1.0 µM IBA içeren su-agar (%0.6 w/v) ½ MS içerisinde kaldıktan sonra,  100 µM phloroglucinol içeren ortamda iki hafta kültüre alınması köklenmeyi teşvik etmiştir. 

Ne Plus Ultra çeşidinin köklenmesinde en iyi sonucu ½ MS besi ortamı, Nonpareil badem çeşidinin köklendirilmesinde en iyi sonucu AP besin ortamında elde etmişlerdir. Her iki badem çeşidinde köklenme oranı %60 olarak bildirilmiştir.

         Ainsley ve ark. (2001) yapmış oldukları bir çalışmada ‘Ne Plus Ultra’ , ‘Nonpareil’, ‘Carmel' ve Parkinson çeşitlerinde olgunlaşmamış embriyo kotiledonlarından rejenerasyon yollarını araştırmışlardır. Açık tozlanmış olan ağaçlardan çiçeklenmeden 100-115 gün sonra meyveler toplanmış ve kotiledonların embriyoya yakın olan kısmı kesilerek embriyonun geri kalan kısmı atılmıştır. Bu çalışmada farklı konsantrasyonlardaki TDZ, IBA ve kültürün ilk 7 gün karanlıkta tutulmasının rejenerasyona olan etkileri araştırılmıştır. Sürgün rejenerasyonu, eksplantların 8 hafta 10 µM TDZ ihtiva eden MS ortamında bırakıldıktan sonra 4 hafta hormonsuz MS ortamında bekletilmesinde en yüksek bulunmuştur. Kotiledonlardan alınan eksplantların 7 gün karanlıkta bırakılması rejenerasyonu teşvik etmiştir. IBA (0.5 µM) ihtiva eden MS ortamında sürgün rejenerasyonu kayda değer bir şekilde azalma göstermiştir. Optimum kültür şartları altında ‘Nonpareil’. ‘Ne Plus Ultra’. ‘Carmel’ ve ‘Parkinson’ çeşitlerinde elde edilen adventif sürgün rejenerasyonun sırasıyla %73.3, %80.0, %100 ve %86.7 olduğunu belirtmişlerdir.

         Lauri ve ark. (2001) yapmış oldukları bir çalışmada sert kabuklu meyve türlerinin sürgün ucu kültürü ile çoğaltmasında sürgün çoğaltımını teşvik etmek amacıyla bir protokol geliştirmişlerdir. In vitro’daki sürgünlerden alınan eksplantlar rejenerasyon için 8.8 µM BA, 1.0 µM NAA ve 250 mg/l sefatoksin içeren LP ortamında 30 gün süreyle tutulmuştur. Daha sonra bu eksplantlar oksin içermeyen fakat 1.4 µM GA3 içeren ortam üzerinde 28 gün tutulmuştur. M-55 badem genotipinin kullanıldığı bu çalışmada üzerinde yapılan histolojik çalışmalar sürgünlerin yara dokudan meydana geldiğini göstermiştir. Yara dokusunun uzun süre sürgün oluşturma yeteneğini koruduğunu bildirmişlerdir. 

Rodrigues ve ark. (2003) bazı Prunus anaç adaylarının in vitro koşullarda çoğaltılması için farklı kültür ortamlarını kullanmışlardır. Sürgün uçları 16 saat fotoperiyot ve 25 ± 2 ºC sıcaklıkta tutulmuştur. Deneme MS, ¾ MS, SH ve Villegas ortamlarıyla kurulmuş, çoğaltma ortamı olarak SH ve ¾ MS kullanılmıştır. Ayrıca ¾ MS ortamında farklı agar miktarları  (4.5, 5.5 ve 6.5 g/l) denenmiştir. Çoğaltma ortamında en yüksek büyüme, gelişme ve kardeşlenme oranı 5.5 g/l agar içeren ¾ MS ortamında bulunmuştur.

Channuntapipat ve ark. (2003) Nonpareil 15-1, Ne Plus Ultra ve Titan x Nemaguard (badem x şeftali melezi) anaçlarından sürgün uçları kültüre alınarak, başarılı bir şekilde çoğaltılmıştır. Nonpareil 15-1 genotipi için 0.049 µM IBA, 3 µM BAP, 0.058 M sukroz ve % 0.7 agar içeren AP ortamı, Ne Plus Ultra genotipi için ise 0.049 µM IBA, 5.0 µM BAP, 0.088 M sukroz ve %0,7 agar içeren MS ortamı uygun bulunmuştur. Titan x Nemaguard melezi için 10.0 µM BAP, 0.088 M sukroz ve %0.7 agar içeren MS ortamı en iyi sürgün çoğalmasını sağlamıştır. Yaklaşık 2 cm uzunluğundaki sürgünler, 2.4 µM IBA, 0.088 M sukroz %0.7 agar içeren ½ MS ortamında 1 hafta karanlıkta ve 2 hafta ışıkta bekledikten sonra % 88 oranında köklenmiştir.

Molassiotis ve ark. (2003)  yapmış oldukları bir çalışmada organik (Fe-EDTA ve FeEDDHA) ve inorganik (FeCl3) Fe kullanımının in vitro koşullarda GF-677 anacının köklenmesi üzerine etkisine bakmışlardır. FeEDDHA ilave edilmiş ortamda eksplantlarda 100% oranında köklenme gözlenirken demir eksikliğinde veya FeCl3 kullanıldığında daha az köklenme elde edilmiştir. Fe-EDTA ilave edilen ortamda köklenme görülmemiş ve bitkicikler düşük klorofil ve yüksek Fe içeriği göstermiştir.


Nas ve Read. (2003)  NRM kültür ortamı üzerinde bulunan kestane, asma ve hibrit fındıkta in vitro sürgünlerden elde edilen 2 - 4 cm uzunluktaki aşı kalemlerini yine in vitro koşullarda çoğaltılmış 2 - 3 cm uzunluktaki köksüz anaçlar üzerine mikro aşılama yöntemiyle aşılamışlardır. Aşılamada anaç ve kalemi sabit tutmak için elastik elektrik kablosunun kılıfı ve jel boncukları kullanmışlardır. Aşılamadan sonra kestane ve fındık anaçlarının dip kısmı 10 saniye, asma ise 5 saniye süreyle 1000 ppm IBA solüsyonuna bandırıldıktan sonra in vitro ya da ex vitro koşullarda jiffy tabletlere dikilmiştir. In vitro koşullarda kültüre alınan aşılı bitkilerde ortam dışında kökler (hava kökler) oluşmuş fakat mikro aşılama başarısızlıkla sonuçlanmıştır. Ex vitro koşullarda kültüre alınan aşılı bitkilerde hayatta kalma oranı 2 ayın sonunda asmada %50,  fındıkta %70 ve kestanede %80 olarak kaydedilmiştir.


 Antonopoulou ve ark. (2005) yapmış olduğu bir çalışmada in vitro doku kültüründe Riboflavin’in badem x şeftali hibriti olan GF- 677 sürgünlerinin köklenmesi üzerine etkisine bakmışlardır. Köklendirme ortamına ilave edilen 5 farklı konsantrasyonda (0, 0.5, 1.0, 1.5,  2.0 mg∙L-1 ) Riboflavin’in kontrol gurubuna göre mikrosürgünlerde herhangi bir adventif kök oluşumunu teşvik etmediğini görmüşlerdir. Bunun yanında yüksek konsantrasyonlarda (1.5 - 2.0 mg∙L-1) Riboflavin içeren ortam üzerindeki mikrosürgünlerde kloroz ve sürgün uçlarında kurumalar görüldüğünü bildirmişlerdir.


Fotopoulos ve ark. (2005)  yapmış oldukları bir çalışmada PR 204/84 (şeftali x badem) anacının 2,5 mg/l IBA konsantrasyonlu  ½ MS ortamında eksplantlerin köklenme oranının normal MS ortamına göre artış gösterdiğini gözlemlemişler. Ayrıca ortalama kök sayısı ve kök uzunluğu 2,5 ve 5 mg/l IBA konsantrasyonlu ½ MS ortamında artış gösterdiğini bildirmişler. IBA konsantrasyonunun 0 dan 10 mg/l ye yükseltildiğinde hem ½ MS hemde normal MS ortamında sürgün başına ortalama kök sayısının arttığını bildirmişler. Ortamdaki mineral madde ve IBA miktarının ortalama kök uzunluğu üzerine önemli derecede etki etmediğini bildirmişler. Yapılan ikinci bir denemede eksplantler köklenmeye alındıktan sonra 12 gün karanlıkta bırakılmış daha sonra 12 günlük standart gelişme koşullarında bırakılmıştır. On iki saat karanlık uygulamasının ardından on iki saat ışıkta bırakılan eksplantlerin 1.0 ve 2.5 mg/l IBA konsantrasyonunda 24 saat 16/8 aydınlık/karanlık koşullarına göre daha iyi köklendiğini belirlemişlerdir.

Can ve ark. (2006)’nın yapmış oldukları bir çalışmada Pistacia vera L. Var. Siirt’in sürgün uçlarının in vitro mikro aşılaması üzerinde çalışmışlardır. In vitro’da geliştirilen P. Mutica, P. Terebinthus, P. Atlantica ve P. Khinjuk bitkileri anaç olarak kullanılmıştır. Farklı yüzeysel sterilizasyon yöntemleri ve embriyo kültürünü denemişlerdir. P. vera cv Siirt’in in vivo’da gelişen sürgün uçlarının, P. Mutica, P. Terebinthus, P. Atlantica ve P. Khinjuk anaçları üzerindeki uyumluluk ve gelişmesini araştırmışlardır. Verim yaşındaki Antep fıstığı anaçlarından alınan sürgün uçlarının in vitro’da geliştirilen anaçlar üzerine mikro aşılamasında sürgün gelişiminin meydana gelmediğini bildirmişledir.

Morini ve ark. (2006) in vitro koşullarda bazı meyve ağaçlarının anaçlarında kısa süreli ışık/karanlık (4 saat ışık uygulamasına takiben 2 saat karanlık) uygulamasının köklenme üzerine olan etkisini araştırmışlardır. Bu çalışmada, GF-677, Mr. S. 2/5 (Prunus cerasifera),  MM 106 elma anacı ve BA 29 (Cydonia oblanga) anaçları kullanılmıştır. Uygulanan bu kısa süreli aydınlık ve karanlık ışık döngüsünde GF- 677, Mr. S. 2/5 ve MM 106 daki sürgün başına köklenme oranında 16/8 saat ışık/ karanlık uygulamasına göre %100 arttığı gözlenmiştir. BA 29 sürgünlerinde ise köklenme oranı %65 oranında artmıştır. Ayrıca 4 saat ışık takibinde 2 saat karanlık uygulamasına maruz bırakılan tüm anaçlarda kök sayısı ve kök uzunluğunda artışlar ve ilk köklenmenin normal 16/8 ışık/karanlık uygulamasına göre 4-5 gün erken başladığı gözlenmiştir.


Işıkalan ve ark. (2008)  olgun badem tohumlardan izole edilen zigotik embriyolar üzerinde BA ve Kinetinin (0,0 - 0,5 - 1,0 - 2,0 mg/l) etkisine bakmışlardır. Düşük konsantrasyondaki BA (0,1 - 0,5 - 1,0 - 2,0 mg/l) ve oksin + sitokinin interaksiyonunun sürgün çoğaltımı üzerindeki etkisini araştırmışlar. Yeni sürgün oluşturmada en iyi sonucu 1,0 mg/l BA içeren MS ortamında olduğunu kaydetmişlerdir. Köklenmeyi ise 8,0 mg/l IAA içeren ½ MS kültür ortamında kaydetmişlerdir. Köklendirilen mikrosürgünler iklim odasında alıştırma aşamasından sonra araziye aktarılmışlardır. Bu metodun ileride badem için in vitro’da hızlı çoğaltımda kullanılabileceğini belirtmişlerdir.


Canlı ve ark. (2008) in vitro da kirazın olgun kotiledonlarının regenerasyonunda başarı elde etmişler. TDZ ve BA’nın farklı miktarlarına 10 günlük karanlık uygulamasının ve TDZ ön uygulamasının sürgün rejenerasyonu üzerine etkisine bakılmıştır. Bütün çeşitlerin rejenerasyonu TDZ varlığında kültüre ilk başlangıçta 10 günlük karanlık uygulamasının sonunda sağlanmıştır. Karanlık uygulaması yapılmayan çeşitlerin sadece bir kısmında düşük düzeyde rejenerasyon elde edilmiştir. Kültür başlangıcında karanlık uygulamasının rejenerasyon üzerine önemli etkisi olduğu görülmüştür. Sürgün rejenerasyonunda TDZ uygulaması BA dan  daha etkili bulunmuştur. Yüksek orandaki rejenerasyon 3.6 ve 7.2 mM TDZ konsantrasyonunda ‘Vista’, ‘Sunburst’, ‘Tehranivee’, ‘Vouge’ ve ‘Heidelfingen çeşitlerinin kotiledonlarından sırasıyla %70.0, %53.3, %23.3, %30 ve %26.6 elde edilmiştir.

Zhao ve ark. (2010) şeftali anacı olan ‘Nemaguard’ (Prunus persica 9 P.  davidiana)’ın in vitro’da adventif sürgün rejenerasyonu için başarılı bir protokol geliştirmişlerdir. Sürgün eksplantları 3.55 µM BA ve 7.38 µM IBA ile desteklenmiş MS ortamı üzerinde kültüre alınmışlardır. Eksplant olarak 3 hafta süreyle invitro’da tutulan sürgünlerden yaprak saplarıyla birlikte alınan yapraklar kullanılmıştır. Rejenerasyonun başarı yüzdesi kullanılan kültür ortamı, kullanılan hormonlar, kullanılan eksplantın tipi, karanlık uygulaması ve katılaştırmada kullanılan komponentler göz önünde bulundurulmuştur. En iyi rejenerasyon oranı 9.08 µM TDZ (thidiazuron), 0.54 µM IBA ile desteklenmiş ½ MS, WPM, SH ortamı üzerinde yaprak orta damarı boyunca çaprazlamasına çizilen yaprağın, çizilen tarafın kültür ortamına değecek şekilde 3 hafta karanlıkta kültür ortamı üzerinde bırakıldıktan sonra çizilen kısmın üst tarafta kalacak şekilde kültür ortamına aktarılmasıyla elde edilmiştir. ½ MS ortamı üzerinde rejenerasyon oranı %71.7 ve sürgün başına ortalama 5.74 ± 3.24 sürgün oluşmuştur. Rejenerasyonun sonunda mikrosürgünlerin %93,3-100 arasında köklendikleri görülmüştür.   


3. MATERYAL VE METOT 


Bu araştırma, 2008 – 2010 yılları arasında Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bahçe Bitkileri Bölümü laboratuvarında yürütülmüştür. Çalışmada Nanporeil,  Ferraduel, Ferragnes, Tuano badem çeşitleri ve GF-677 (şeftali x badem) anacının in vitro mikroçoğaltılmasını ve mikrosürgünlerin köklenmesini etkileyen bazı faktörler araştırılmıştır.

3.1. Materyal 


Çalışmada Nanporeil, Ferraduel, Ferragnes ve Tuano badem çeşitleri ile GF-677 (şeftali x badem) anacı kullanılmıştır. Eksplantler Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi Bahçelievler Kampüsü’nde bulunan seradaki damızlık bitkilerden alınmıştır (Şekil 3.1). 


Şekil 3.1. Eksplant Kaynağı Olarak Kullanılan Damızlık Bitkiler.

3.2. Metot 

Başarılı bir mikroçoğaltım için 5 aşamalı bir protokolün gerektiği belirtilmektedir (Debergh ve Read, 1993).  Bu aşamalar: 1) hazırlık aşaması, 2)  başlangıç aşaması, 3) sürgün çoğaltma aşaması, 4) sürgün gelişimi ve köklendirme aşaması 5) dış ortama alıştırma aşaması. Çalışmada yukarıda belirtilen mikroçoğaltım aşamaları aşağıda belirtilen şekilde uygulanmıştır.

3.2.1. Aşama 0 (Damızlık Bitkilerin Kültür İçin Hazırlanması)

Çalışmada kullanılan çeşitler TÜBİTAK 107O068 nolu proje kapsamındaki badem çeşitlerinden seçilmiştir. Badem çeşitlerinin bir yaşındaki damızlık bitkileri, genç badem çöğürlerinin aşılanmasıyla elde edilmiştir. Bir yaşındaki GF-677 anacının bitkileri ise ticari bir firmadan elde edilmiştir. Bütün damızlık bitkiler kontrolsüz sera koşullarında yetiştirilmiştir (Şekil 3.1).


Damızlık bitkilerden alınan yarı-odunsu çelikler yüzeysel sterilizasyon amacıyla litreye 10 damla Tween–20 ilave edilerek hazırlanan %20’lik ticari çamaşır suyunda (orijinal ambalajda %5 aktif klorin)  10 dakika bekletildikten sonra akan çeşme suyu altında durulanmıştır. Yüzeysel sterilizasyon ve durulama işlemlerinden sonra çeliklerin alt ve üst kısımları 0,5 – 1,0 cm kadar kesilmiş ve daha sonra tomurcuk dormansisini kırmak amacıyla çeliklerin dip kısımları cam kavanozlardaki sürdürme solüsyonuna (Read ve Yang, 1987) konulmuştur.


Her kavanoza (200 ml sürdürme solüsyonu) 25 – 35 cm uzunlukta 2-3 çelik konulmuştur. Çeliklerin sürdürülmesinde kullanılan sürdürme solüsyonu litreye 200 mg 8-Hydroxyquinoline sülfat, 20 g sukroz ve 10 mg Giberallic acid (GA3) içermektedir. Bu sürdürme solüsyonunun kullanılmasıyla normal vejetasyon mevsiminin dışında aktif büyüyen, taze sürgünler oluşmakta ve böylece morfogenik potansiyeli daha yüksek eksplantler elde edilebilmektedir.


Sürdürme solüsyonuna konulan çelikler iklim odasında (23 ± 2 °C, 16/8 ışık/karanlık) sürmeye bırakılmıştır. Sürdürme solüsyonu üç günde bir yenilenmiş ve solüsyon yenilenirken çeliklerin solüsyona batan alt kısımları yıkandıktan sonra 0,5 cm kadar kesilip tekrar solüsyona konulmuştur. Solüsyon yenileme işlemi 4 – 5 kez tekrarlanmıştır. Uç ve yan tomurcuklardan süren yeni sürgünler (Şekil 3.2) eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır.


3.2.2. Aşama I  (Kültüre Başlangıç)


Sürdürme solüsyonuna konulan çeliklerin sürmesiyle meydana gelen yeni sürgünler (Şekil 3.2) eksplant olarak kullanılmıştır. Meydana gelen yeni sürgünler çeliklerin solüsyona konulmasından yaklaşık üç hafta sonra (tomurcuk patlamasından 10 – 15 gün sonra) eksplant olarak kullanılmıştır. Yeni çeliklerin hasat zamanının belirlenmesinde aktif büyümenin yavaşlaması fakat yeni sürgünlerin henüz solmaya başlamamış olması kriter olarak değerlendirilmiştir. 
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Şekil 3.2. Sürdürme Solüsyonuna Konulan Yarı-Odunsu Çeliklerin Sürmesiyle Meydana Gelen ve Eksplant Olarak Kullanılan Yeni Sürgünler (Yeşil Çelikler). 

        Sürdürme solüsyonu kullanılarak elde edilen Nanporeil ve Ferraduel badem çeşitleri ile GF-677 anacına ait yeni sürgünlerin yaprakları kesildikten (Şekil 3.3) iki gün sonra sürgünler yüzeysel sterilizasyona (disinfestasyona) tabi tutulmuşlardır. Sürgünlerin yüzeysel sterilizasyon işlemi steril kabin içerisinde gerçekleştirilmiştir. Yüzeysel sterilizasyon amacıyla yaprakları kesilmiş yeşil çelikler, ilk önce %70 etil alkol (EtOH) içerisinde yaklaşık 20 saniye süreyle bekletildikten sonra steril saf su ile iki kez durulanmışlardır. Daha sonra yeşil çelikler litreye 10 damla Tween–20 içeren %20’lik ticari çamaşır suyu solüsyonu içerisinde ara-sıra karıştırılarak 15 dakika bekletildikten sonra üç kez steril saf su ile durulanmışlardır.
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Şekil 3.3. Yüzeysel Sterilizasyon Öncesi Yaprakları Kesilmiş Yeşil Çelikler.

Yüzeysel sterilizasyon işleminden sonra yeşil çelikler boğum aralarından kesilmiştir (Şekil 3.4). Tek-boğum ve sürgün ucundan oluşan eksplantler 25 x 150 mm’lik cam tüpler içerisinde 1,0 mg·L-1 Benzyladenine (BA) + 0.01 mg·L-1 Indole-3- butyric acid + 20 g·L-1 sukroz içeren ve 5,5 g·L-1 agar ile jelleştirilmiş NRM (Nas ve Read, 2004) ortamı (Çizelge 3.1)  üzerinde kültüre alınmışlardır. Tüplere aktarılan eksplantler 23 ± 2 °C sıcaklığa sahip iklim dolabında 16/8 ışık/karanlık fotoperiyot altında büyümeye bırakılmışlardır.
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Şekil 3.4. Yaprakları Kesilmiş Yeşil Çeliklerin (A) Yüzeysel Sterilizasyon İşleminden Sonra Boğum Aralarından Kesilmesiyle Meydana Gelen Tek-Boğum ve Sürgün-Ucu Eksplantler (B) 25 X 150 mm’lik Cam Tüpler İçerisinde (C) 1.0 Mg·L-1 Benzyladenine (BA) + 0.01 mg·L-1 Indole-3- Butyric Acid + 20 mg·L-1 Sukroz İçeren Nas ve Read (NRM) Ortamı Üzerinde Kültüre Alınmışlardır. 

Çizelge 3,1.  Nas ve Read (2004) Ortamının (NRM) Kimyasal Bileşimi


Mineraller                                                                              Miktarı (mg/L)


		

		NRM



		NH4NO3

		530



		Ca(NO3)2 4H2O

		700



		CaCl2 2H2O          

		90



		MgSO4 7H2O

		1600



		KNO3

		550



		KH2PO4

		1300



		K2SO4

		-



		H3BO3

		6.22.



		CuSO4 5H2O

		2.5



		MnSO4 H2O

		20



		Na2MoO4 2H2O

		2.5



		ZnSO4 7H2O

		8.8



		Sequestrene 330 Fe

		50



		FeSO4 7H2O

		-



		Na2EDTA

		-





Organikler                                                                                

		

		



		Thiamine (B1)

		    0.6



		Riboflavin (B2)

		    0.21



		Nicotinic acid (B3)

		   1.15



		Pyrodoxine (B6)

		   0.6



		Vitamin E (a-tocopherol)

		   20



		Vitamin C (Ascorbic acid)

		  1



		Glycine

		   0.85



		Myo-inositol

		  200





In vitro’ya alındıktan sonra, kültürler her gün kontrol edilerek meydana gelen eksplant ölümleri, kararma ve mikrobiyal bulaşmalar belirlenmiştir. Üç hafta sonunda,  mikrobiyal bulaşmadan arî ve sağlıklı görünen eksplantler alt kültüre alınmışlardır. Aşama II için mikrobiyal bulaşmadan arî yeterli sayıda ekplant elde etmek için eksplantler her dört-haftada-bir alt kültüre alınmışlardır.  

3.2.3. Aşama II (Uygun Ortam ve Bitki Büyüme Düzenleyici Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Mikroçoğaltım) 


Kültürlerin, en iyi in vitro mikroçoğaltımını sağlayacak sitokinin [Benzyladenine (BA) ve meta-Topolin (mT)] konsantrasyonu ve kültür ortamını belirlemek amacıyla, Aşama Ι’den alınan eksplantler farklı konsantrasyonlarda BA (7.5 - 12.5 - 17.5 mg/l) ve mT (7.5 - 12.5 - 17.5 mg/l) içeren NRM ve TÜBİTAK 107O068 nolu proje kapsamında badem için yeni geliştirilen bir kültür ortamı (B2) üzerinde kültüre alınmıştır (B2 ortamının bileşimi adı geçen proje sonuç raporunda verilmiştir). Kültür ortamlarına 0,01 mg/l IBA ilave edildikten sonra pH 5.5’e ayarlanıp ve 5.5 g/l agar  (Merck 1.016.13) ilave edilip 15 dakika süreyle 121 oC ve 1.0 atm basınçta otoklavlanmıştır. Deneme tesadüf parselleri deneme desenine göre kurulmuştur. Böylece 2 ortam x 2 büyüme düzenleyici x 3 büyüme düzenleyici seviyesi olmak üzere 12 muamele kombinasyonu elde edilmiştir. Her muamele kombinasyonu için üç tekerrür (her biri dört sürgün içeren Magenta kabı) kullanılmıştır. Dört hafta süren alt kültür süresinin sonunda kültürlerin gelişmesiyle ilgili veriler alındıktan sonra deneme tekrarlanmıştır. En uygun bitki büyüme düzenleyici (BBD) konsantrasyonu ve kültür ortamının belirlenmesinde çoğalma katsayısı (kardeşlenme) ve mikrosürgünlerin kalitesi (uzunluk, kalınlık, renk, kallus durumu, nekroz, uç kuruması ve eksplant canlılığı) temel ölçütler olarak değerlendirilmiştir. 


3.2.4. Aşama III (Köklendirme)


Yukarıda sözü edilen kriterlere göre en iyi mikroçoğaltımı sağlayan büyüme düzenleyici ve konsantrasyon belirlendikten sonra köklenmeyi etkileyen bazı faktörlerin etkileri araştırılmıştır.

3.2.4.1.  Karanlık Uygulamasının Köklenme Üzerine Etkisi

Ferraduel, Nonpareil badem çeşidi ve GF-677 anacının mikrosürgünleri 0.1, 1.0, 10 ve 100 mg/l IBA içeren, 5.5 g∙l-1 Merck agar ile jelleştirilmiş olan ve 50 mg∙l-1 Sequestrene 330 Fe içeren NRM ortamı üzerinde köklenmeye alınmıştır. Köklenme ortamı üzerine alınan bitkilerin bir kısmı 23 ± 2 oC’de ve 16/8 saat (aydınlık/karanlık) fotoperiyot altında, diğer kısmı ise bir hafta karanlıkta tutulduktan sonra 16/8 saat (aydınlık/karanlık) fotoperiyot altında tutulmuştur. Her muamele kombinasyonu (IBA x ışık rejimi) için dört tekerrür (Magenta kabı) ve her tekerrürde dört sürgün kullanılmıştır. Sürgünler köklendirme ortamına alındıktan 30 gün sonra, kallus oluşumu, sürgün gelişimi ve köklenme ile ilgili veriler alınmıştır. Bu deneme dört kez (altıncı, sekizinci, dokuzuncu ve onuncu altkültür) tekrarlanmıştır.  

3.2.4.2.  Aktif Kömür Kullanımının ve Karanlık Uygulamasının Köklenme Üzerine Etkisi

Aktif kömür kullanımının köklenme üzerine etkisini araştırmak amacıyla iki katmanlı köklendirme ortamı kullanılmıştır. İlk önce 0.1, 1.0 veya 5 mg∙L-1 IBA içeren ve agar ile jelleştirilmiş NRM ortamı kültür tüplerine (2.5 x 15cm) dağıtılmış ve ortamın katılaşması sağlanmıştır. Ortam katılaştıktan sonra, tüplerin bir kısmına 100 mg∙L-1 aktif kömür içeren NRM ortamı ilave edilmiş böylece bu tüplerde iki katmanlı ortam elde edilmiştir.


Yedinci altkültür sonunda elde edilen Ferraduel, Nonpareil ve GF-677 mikrosürgünleri tek katmanlı (kömürsüz) ve iki katmanlı (alt katı kömürsüz, üst katı aktif kömür içeren) köklenme ortamına alınmıştır. Köklenme ortamına alınan sürgünlerin bir kısmı doğrudan 16/8 saat (aydınlık/karanlık) fotoperiyot altında, diğer kısmı ise bir hafta karanlıkta tutulduktan sonra 16/8 saat (aydınlık/karanlık) fotoperiyot altında tutulmuştur. Her muamele kombinasyonu (IBA x aktif kömür x ışık rejimi x çeşit) için 6 tekerrür (bir sürgün içeren kültür tüpü) kullanılmıştır. Sürgünler köklendirme ortamına alındıktan 30 gün sonra, kallus oluşumu, sürgün gelişimi ve köklenme ile ilgili veriler alınmıştır.  


3.2.4.3. Mikrosürgünlerin Doğrudan IBA ile Muamele Edilmesinin Köklenme Üzerine Etkisinin Araştırılması


Dokuzuncu altkültür sonunda elde edilen Ferraduel, Nonpareil ve GF-677 mikrosürgünlerinin dip kısımları 1 mg∙L-1 IBA (1000 ppm) solüsyonuna yaklaşık 10 sn süreyle bandırıldıktan sonra mikrosürgünler büyüme düzenleyici içermeyen NRM ortamı üzerinde köklenmeye alınmıştır. Her çeşit için iki tekerrür (altı mikrosürgün içeren Magenta kabı) kullanılmıştır. Köklenme için kültürler 16/8 (aydınlık/karanlık) fotoperiyot altında ve 23 ± 2 oC’de tutulmuştur. Köklenme ile ilgili veriler IBA ile muamele edildikten 30 gün sonra alınmıştır.


3.2.4.4. Phloroglucinolun Köklenme Üzerine Etkisinin Araştırılması


Phloroglucinolun köklenme üzerine etkisini araştırmak amacıyla on altıncı altkültürden alınan Nonpareil, Tuano, GF-677 ile onuncu altkültürden alınan Ferragnes mikro sürgünleri IBA (0.1, 0.25, 0.50, 0.75) ile Phloroglucinol∙2H2O (0 ve 0.2 mg∙L-1)  içeren kültür ortamı üzerinde köklenmeye alınmışlardır. Her muamele kombinasyonu için iki tekerrür (magenta kabı) ve her tekerrürde dört sürgün kullanılmıştır. Köklenme ile ilgili veriler 30 gün sonra alınmıştır.


3.2.4.5. Altkültür ve IBA’nın Köklenme Üzerine Etkisi


Altkültür ve IBA konsantrasyonunun köklenme üzerine etkisini araştırmak amacıyla 7, 8, 9 ve 10. altkültürlerden alınan Nonpareil, Tuano ve GF-677’nin mikrosürgünleri 0.1, 1.0, ve 5.0 mg∙L-1 içeren  ½ yoğunluktaki NRM kültür ortamı üzerinde köklenmeye alınmışlardır. Her muamele kombinasyonu için en az iki tekerrür (dört sürgün içeren Magenta kabı) kullanılmıştır. Köklenme ile ilgili veriler 30 gün sonra alınmıştır.


3.2.4.6. Kültür Ortamı Yoğunluğunun Köklenme Üzerine Etkisinin Araştırılması


Kültür ortamı yoğunluğunun köklenme üzerine etkisini araştırmak amacıyla on sekizinci altkültürden alınan Nonpareil, Tuano, GF-677 ile on ikinci altkültürden alınan Ferragnes mikrosürgünleri 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mg∙L-1 IBA içeren tam ve ½ yoğunlukta kültür ortamı üzerinde köklenmeye alınmışlardır. Her muamele kombinasyonu için iki tekerrür ve her tekerrürde dört sürgün kullanılmıştır. Köklenme ile ilgili veriler 30 gün sonra alınmıştır. Bu deneme iki kez tekrarlanmıştır. 


3.2.5. Aşama IV (Pişkinleştirme ve Dış Ortama Aktarma)


 Köklendirme denemeleri sonucu köklenen mikrosürgünler in vitro dan çıkartılarak kökleri çeşme suyu altında iyice yıkanarak köklerin ortam ve agardan temizlenmesi sağlanmıştır. Kök yıkama işleminden sonra mikrosürgünler 3:1 oranında torf ve perlit karışımı içeren köpük bardaklara aktarılmış ve üzeri şeffaf plastik bardak ile kapatılarak yüksek nispi nem sağlanmıştır. Daha sonra bardaklar 23 ± 2 °C sıcaklığa sahip iklim odasında 16/8 (aydınlık/karanlık) fotoperiyot altında pişkinleşmeye bırakılmıştır. Bir hafta sonra bardakların üst tarafından yaklaşık 1,5 - 2 cm2 büyüklüğünde delik açılarak nispi nemin tedrici olarak düşmesi sağlanmıştır. İkinci haftanın sonunda şeffaf bardakların tamamı kaldırılmış ve iki hafta süreyle bitkilerin büyümesi sağlanmıştır. Dış ortama aktarıldıktan bir ay sonra, tedrici olarak dış ortama alıştırılan (aklimitize edilen) bitkiler seraya aktarılıp büyümeleri sağlanmıştır.


4. BULGULAR VE TARTIŞMA


4.1. Genel Gözlemler


In vitro çalışmalarda bitki materyalinin etkili bir şekilde yüzeysel sterilizasyonu kültüre başlangıç aşamasının en önemli safhalarından biridir. Yüzeysel sterilizasyon için eksplantlerin damızlık bitkilerden alındığı dönem ve explant çeşidi (boğum, boğum arası, sürgün, yaprak vs.) çok önemlidir. Bundan dolayı bu çalışmada aktif büyüme döneminde bulunan damızlık bitkilerden alınan yarı-odunsu çelikler sürmeleri için sürdürme solüsyonuna konmuştur. Sürdürme solüsyonuna konulduktan bir hafta sonra çeliklerin üzerindeki tomurcuklar sürmeye başlamıştır. İkinci haftanın sonundan itibaren süren tomurcukların solmaya başladığı gözlenmiştir. Bu sebepten dolayı yeni sürgünlerin kültüre alınması için en iyi zaman olarak tomurcukların sürmesinden yaklaşık olarak 2 hafta sonra olduğu sonucuna varılmıştır. Tomurcuklar sürmeye başladıktan iki hafta sonra sürgünler hala canlı ve parlak bir görünüme sahiptirler. Bu şekilde laboratuvar koşullarında sürdürülen çelikler dış faktörlerden uzak olduğundan mikrobiyal bulaşmalardan daha az etkilenmektedir (Şekil 3.2). Bu aşamada sürgünlerin büyümeleri halen devam ettiğinden kültüre alındıklarında eksplantlerin canlı kalmaları ve daha iyi morfogenik reaksiyon göstermeleri beklenmektedir. 


Eksplantler kültüre ilk alındıktan bir kaç gün sonra mikrobiyal bulaşma (kontaminasyon) görülmeye başlanmıştır. Fakat çeşitlerde kayda değer bir bulaşma görülmemiştir. Ayrıca beklenilenin aksine eksplantlerde herhangi bir kararma durumuyla karşılaşılmamıştır. Daha sonraki altkültürlerde mikrobiyal (bakteriyel ve fungal) bulaşmalar devam etmiş ve bu bulaşıklıkların, çalışma hatalarından kaynaklanabileceği gibi bu genotiplerde endogen (içsel) mikroorganizmaların bulunulabileceği sonucuna varılmıştır.

4.2. Uygun Ortam ve Bitki Büyüme Düzenleyici Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Mikroçoğaltım


En iyi mikroçoğaltımı sağlayacak bitki büyüme düzenleyicileri (BBD) ve kültür ortamını belirlemek amacıyla eksplantler farklı konsantrasyonlarda BA ve mT içeren NRM ve B2 ortamları üzerinde kültüre alınmışlardır.


Sürgün sayısı incelendiğinde BBD ve Kültür Ortamı x Çeşit interaksiyonunun etkisi önemli, diğer ana faktör ve interaksiyonların etkisi ise önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.1).


Çizelge 4.1. Çeşit, Ortam ve BBD’nin Sürgün Sayısı Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi

		Varyasyon kaynağı

		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		Ortam

		

		1

		

		5.60

		

		5.60

		

		1.79



		Çeşit

		

		2

		

		14.32

		

		7.16

		

		2.29



		BBD

		

		1

		

		19.67

		

		19.67

		

		6.30***



		Ortam x Çeşit

		

		2

		

		25.30

		

		12.65

		

		4.05***



		Ortam x BBD

		

		1

		

		0.31

		

		0.31

		

		0.10



		Ortam x BBD x Çeşit

		

		2

		

		4.76

		

		2.38

		

		0.76



		Çeşit x BBD

		

		2

		

		6.53

		

		3.26

		

		1.05







***: Ortalamalar arasındaki fark  p=0.005 seviyesinde önemli.


Sürgün sayısı bakımından her iki kültür ortamı (NRM ve B2) benzer sonuçlar sağlamıştır. Badem için yeni geliştirilen B2 ortamı üzerinde kültüre alınan her eksplantten ortalama 3.1 sürgün elde edilirken, NRM ortamı üzerinde bu değer 2.7 olmuş fakat ortalamalar arasındaki fark istatistiki bakımından önemli bulunmamıştır.

B2 ortamı üzerinde Ferragnes, Nonpareil ve GF-677’nin ortalama sürgün sayıları ortalama olarak sırasıyla, 3.6, 3.0 ve 2.8 iken NRM ortamı üzerinde bu değerler 2.1, 3.8 ve 2.2 olarak belirlenmiştir (Şekil 4.1).
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Şekil 4.1. Ferragnes, Nonpareil ve GF-677 Mikrosürgünlerinin B2 ve NRM Kültür Ortamı Üzerindeki Ortalama Sürgün Sayısı (Aynı Harf İle Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiki Olarak Önemli Değildir). 


Sürgün sayısı bakımından meta-Topolin (mT), Benzyladenine (BA)’den daha üstün bulunmuştur. Kültüre alınan her eksplantten mT varlığında ortalama 3.4 adet sürgün elde edilirken BA varlığında ortalama 2.6 adet sürgün elde edilmiş ve ortalamalar arasındaki fark istatistiki bakımından önemli bulunmuştur (Şekil 4.2).
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Şekil 4.2. BA ve mT’ye Bağlı Olarak Bir Eksplantten Meydana Gelen Ortalama Sürgün Sayısı (Değerler mT ve BA’nın Kullanılan Bütün Konsantrasyonlarının Ortalamalarını Temsil Etmektedir).

Sürgün sayısı bakımından çeşitler arasındaki fark önemsiz bulunmuştur. Kültüre alınan her eksplantten Nonpareil için ortalama 3.2 adet sürgün, Ferragnes için ortalama 3.0 adet sürgün ve GF-677 için ortalama 2.6 adet sürgün meydana gelmiştir (Şekil 4.3).
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Şekil 4.3. Çeşitlere Bağlı Olarak Bir Eksplantten Meydana Gelen Ortalama Sürgün Sayısı (Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiki Olarak Önemli Değildir).

Sürgün uzunluğu incelendiğinde Çeşit ve BBD’nin etkisi önemli diğer ana faktör ve interaksiyonların etkisi önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.2).

 Çizelge 4.2. Çeşit, Ortam ve BBD’nin Sürgün Uzunluğu Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi

		Varyasyon kaynağı

		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F





		Ortam

		

		1

		

		0.51

		

		0.51

		

		1.45



		Çeşit

		

		2

		

		   7.51

		

		3.75

		

		10.48***



		BBD

		

		1

		

		2.59

		

		2.59

		

		7.23***



		Ortam x Çeşit

		

		2

		

		0.03

		

		0.01

		

		0.04



		Ortam x BBD

		

		1

		

		1.11

		

		0.11

		

		3.12



		Ortam x BBD x Çeşit

		

		2

		

		0.37

		

		0.18

		

		0.52



		Çeşit x BBD

		

		2

		

		0.09

		

		0.04

		

		0.13



		Çeşit x BBD x konsantrasyon

		

		8

		

		1.13

		

		0.14

		

		0.40



		Ortam x Konsantrasyon

		

		4

		

		1.51

		

		0.37

		

		1.06







***: ortalamalar arasındaki fark p=0.005 seviyesinde önemli.

Sürgün uzunluğu bakımından her iki kültür ortamı (B2 ve NRM) benzer sonuçlar sağlamıştır. Badem için yeni geliştirilen B2 kültür ortamı üzerinde meydana gelen sürgünlerin ortalama uzunlukları 1.4 cm, NRM kültür ortamı üzerinde ise bu değer 1.3 cm olmuş ve ortalamalar arasındaki fark önemli bulunmamıştır.

Sürgün uzunluğu bakımından meta-Topolin Benzyladenine’den daha üstün bulunmuştur. Ortalama sürgün uzunluğu mT varlığında ortalama 1.5 cm, BA varlığında ise 1.2 cm olmuş ve ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemli bulunmuştur (Şekil 4.4).
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Şekil 4.4. BBD’ye Bağlı Olarak Ortalama Sürgün Uzunluğu (Değerler mT ve BA’nın Kullanılan Bütün Konsantrasyonlarının Ortalamasını Temsil Etmektedir. Aynı Harf İle Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiki Olarak Önemli Değildir).

Sürgün uzunluğu bakımından çeşitler arasındaki farka bakıldığında en büyük sürgün uzunluğu Ferragnes çeşidinde 1.7 cm, GF-677 ve Nonpareil için ise sürgün uzunluğu, sırasıyla, 1.2 ve 1.1 cm olarak belirlenmiştir. İstatistiksel olarak GF-677 ve Nonpareil çeşitlerine ait sürgün uzunluğu arasındaki fark önemli bulunmamıştır (Şekil 4.5).
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Şekil 4.5. Çeşitlere Bağlı Olarak Ortalama Sürgün Uzunluğu (Aynı Harf İle Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiksel Olarak Önemli Değildir).

4.3. Mikrosürgünlerin Köklendirilmesi


4.3.1 Karanlık Uygulaması ve IBA’nın Köklenme Üzerine Etkisi


NRM kültür ortamına aktarılan mikrosürgünlerin köklenmesi üzerine karanlık uygulaması ve IBA’nın farklı dozlarının etkisi araştırılmıştır. Denemede kullanılan Nonpareil ve Ferraduel badem çeşitlerinde hiç köklenme olmadığından istatistiksel değerlendirmeye bu çeşitler alınmamış, sadece GF-677 istatistikî açıdan değerlendirilmiştir.

Sürgünlerin köklenmesi üzerine sadece IBA’nın etkisi önemli bulunmuştur. Karanlık uygulaması ile karanlık uygulaması x IBA interaksiyonunun etkisi önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.3). 


Çizelge 4.3. Karanlık ve IBA’nın Köklenme Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi



		Varyans kaynağı




		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		IBA

		

		2

		

		6985.34

		

		34.92

		

		6.57***



		Muamele

		

		1

		

		612.56

		

		612.56

		

		1.15



		Muamele x IBA

		

		2

		

		147.58

		

		73.79

		

		0.14







***: Ortalamalar arasındaki fark,  p=0.005 seviyesinde önemli.

Bir haftalık karanlık uygulamasında mikrosürgünlerdeki köklenme oranı %58 iken karanlık uygulanmayan mikrosürgünlerde bu oran %47 olmuştur. İstatistiki açıdan bu fark önemsiz bulunmuştur. Oysaki Rugini ve Verma (1982) 10 günlük karanlık uygulamasının badem mikrosürgünlerinde köklenmeyi arttırdığını bildirmişlerdir. Benzer şekilde Fotopoulos ve ark. (2005) 12 günlük karanlık uygulamasının şeftali x badem melezi olan PR 204/84 anacında köklenmeyi teşvik ettiğini bildirmişlerdir.


Düşük (0.01 mg∙L-1) IBA varlığında köklenme oranı yetersiz (%13) kalmıştır. En yüksek köklenme oranı (%77) 1.0 mg∙L-1 IBA varlığında elde edilmiş ve istatistiksel bakımdan benzer sonuçlar (%69) 5.0 mg∙L-1 IBA varlığında da elde edilmiştir (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. IBA Konsantrasyonunun Köklenme Oranı Üzerine Etkisi (Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiksel Olarak Önemli Değildir).

 Sürgünlerde oluşan kök sayısı bakımından karanlık ve IBA’nın etkisine bakıldığında sadece IBA’nın etkisi önemli bulunmuştur. Karanlık uygulaması ile Karanlık uygulaması x IBA interaksiyonunun etkisi önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.4). 


Çizelge 4.4. Karanlık ve IBA’nın Kök Sayısı Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi



		Varyasyon kaynağı

		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		IBA

		

		2

		

		8,69

		

		4,34

		

		0,39***



		Muamele

		

		1

		

		0,001

		

		0,00

		

		0,98



		Muamele x IBA

		

		1

		

		0,011

		

		0,011

		

		0,95







***: Ortalamalar arasındaki fark,  p=0.005 seviyesinde önemlidir.

Bir haftalık karanlık uygulaması sonucu oluşan köklerdeki ortalama kök sayısı 3.2 adet iken karanlık uygulanmayan mikrosürgünlerdeki ortalama kök sayısı 3.3 adet olmuştur ve ortalamalar arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmamıştır.



Karanlık uygulaması denemesinde sürgün başına oluşan kök sayısı 0.1, 1.0, 5.0 mg∙L-1 IBA varlığında sırasıyla 3.0, 2.3 ve 4.3 adet olmuştur ve ortalamalar arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuştur (Şekil 4.7).
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Şekil 4.7. IBA Konsantrasyonunun Kök Sayısı Üzerine Etkisi (Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiksel Olarak Önemli Değildir. Değerler Karanlık Uygulanan ve Uygulanmayan Ortamları Temsil Etmektedir).

 4.3.2 Aktif Kömür Kullanımının ve Karanlık Uygulamasının Köklenme Üzerine 

          Etkisi


Bu denemede Nonpareil ve Ferraduel badem çeşitlerinde  köklenme meydana gelmemiştir. GF-677 mikrosürgünlerinde ise aktif kömür kullanımının olumlu veya olumsuz herhangi bir etkisi ve karanlık uygulamasıyla interaksiyonu belirlenememiştir. Bu nedenle daha sonra yürütülen denemelerde aktif kömür kullanımı yoluna gidilmemiştir.


4.3.3 Mikrosürgünlerin Doğrudan IBA ile Muamele Edilmesinin Köklenme Üzerine  


         Etkisi


Doğrudan IBA solüsyonuyla muamele edilen Nonpareil ve Ferraduel çeşitlerine ait mikrosürgünlerde köklenme olmamıştır. GF-677 mikrosürgünlerinde ise doğrudan IBA solüsyonuyla muamelenin köklendirme ortamı üzerinde kültüre almaya göre herhangi bir olumlu etkisi olmamıştır. Bu nedenle mikrosürgünlerin doğrudan IBA ile muamele edilmesinden vazgeçilmiştir.   


4.3.4 Phloroglucinolun Köklenme Üzerine Etkisi


Bu denemede beklenilenin aksine Nonpareil, Tuano, Ferragnes badem çeşitleri ile GF-677 şeftali x badem anacı mikrosürgünlerinde hiç köklenme elde edilmemiştir. Ancak, Phloroglucinol içeren ortam üzerinde sürgünler normal çoğaltma ortamı üzerindeymiş gibi büyümeye devam etmiştir. Bu sebepten dolayı köklendirme ortamında phloroglucinol kullanımından vazgeçilmiştir. Köklenmenin meydana gelmemesi, bunun yerine kültürlerin normal bir büyüme göstermeye devam etmesi kullanılan Phloroglucinol formundan kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir. Daha önceki çalışmalarda köklendirme için kullanılan kimyasal sadece Phloroglucinol olarak bildirilmektedir. Oysa bu çalışmada Phloroglucinol∙2H2O kullanılmıştır.

4.3.5 Altkültür ve IBA Etkisinin Köklenme Üzerine Etkisi


NRM kültür ortamına aktarılan mikrosürgünlerin köklenmesi üzerine altkültür ve IBA’nın farklı dozlarının ve altkültür x IBA interaksiyonunun etkisi araştırılmıştır.


Araştırmanın bu kısmında kullanılan Nonpareil ve Ferragnes badem çeşitlerinde hiç köklenme elde edilemediğinden bu çeşitler istatistiksel değerlendirmeye alınmamış, sadece GF-677 mikrosürgünlerinin köklenmesi istatistiki açıdan değerlendirilmiştir.


Sürgünlerin köklenmesi üzerine IBA ve altkültür sayısının etkisi istatistiki olarak önemli bulunurken, IBA x altkültür interaksiyonu önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.5).


Çizelge 4.5. Altkültür sayısı ve IBA’nın Köklenme Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi



		Varyasyon Kaynağı

		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		IBA

		

		2

		

		4109.47

		

		2054.73

		

		5.87***



		Altkültür sayısı

		

		3

		

		3961.59

		

		1320.53

		

		3.78*



		Altkültür sayısı x IBA

		

		6

		

		1565.38

		

		260.89

		

		0.75







*,***: Ortalamalar arasındaki fark, sırasıyla, p=0.1 ve p=0.005 seviyesinde önemli.

En yüksek köklenme oranı (%61) 1 mg∙L-1 IBA varlığında elde edilmiştir ve bunu %52 köklenme oranıyla 5 mg∙L-1 IBA takip etmiştir. En düşük köklenme oranı (%11) 0.1 mg∙L-1 IBA varlığında elde edilmiştir.

Altkültürlere göre köklenme oranı, 7., 8., 9. ve 10. altkültürlerde sırasıyla %39, %67, %14 ve %22 olmuştur (Şekil 4.8). Altkültürlere göre elde edilen bu düzensiz köklenme oranı laboratuvarda sık sık meydana gelen elektrik kesintilerinden ve havaların ısınmasına bağlı olarak değişen laboratuvar sıcaklığından kaynaklanmış olabilir.
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Şekil 4.8. Altkültür Sayısının Köklenme Üzerine Etkisi (Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiksel Olarak Önemli Değildir).  

Sürgünlerde oluşan kök sayısı bakımından sadece IBA’nın etkisi istatistikî olarak önemli bulunmuştur. Altkültür ve altkültür x IBA interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak önemli bulunmamıştır (Çizelge 4.6).


Çizelge 4.6. Altkültür ve IBA’nın Kök Sayısı Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi



		Varyasyon Kaynağı



		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		IBA

		

		2

		

		15.06

		

		7.53

		

		8.31***



		Altkültür sayısı

		

		3

		

		3.22

		

		1.07

		

		1.19



		Altkültür sayısı x  IBA

		

		4

		

		10.91

		

		2.72

		

		3.01







***: Ortalamalar arasındaki fark, p=0.005 seviyesinde önemli.



Alt kültüre bağlı olarak 5.0 mg∙L-1 IBA varlığında sürgün başına ortalama 4.5 adet kök elde edilirken 0.1 ve 1.0 mg∙L-1 IBA varlığında sırasıyla 2.5 ve 2.3 adet olmuştur. Ortalamalar arasındaki fark istatistikî olarak önemli bulunmuştur (Şekil 4.9).
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Şekil 4.9. IBA’nın Kök Sayısı Üzerine Etkisi (Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark İstatistiksel Olarak Önemli Değildir).

4.3.6. Ortam Yoğunluğu, Çeşit ve IBA’nın Köklenme Üzerine Etkisi

Bu denemede kullanılan Nonpareil ve Ferragnes çeşitleri hiç köklenmediğinden istatistiksel olarak bu çeşitler değerlendirilmeye alınmamıştır. İstatistiki bakımdan sadece Tuano badem çeşidi ile GF-677 anacı mikrosürgünlerinin köklenmesi değerlendirilmiştir.


Sürgünlerin köklenmesi üzerine Çeşit, IBA ve Çeşit x IBA interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak önemli bulunmuştur. Ortam yoğunluğu (OY), OY x Çeşit, OY x IBA ve OY x Çeşit x IBA interaksiyonlarının etkisi istatistiki olarak önemsiz bulunmuştur (Çizelge 4.7).


Çizelge 4.7. Ortam Yoğunluğu, Çeşit ve IBA’nın Köklenme Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi

		Varyans Kaynağı



		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		Ortam yoğunluğu (OY)

		

		1

		

		196.31

		

		196.31

		

		0.33



		Çeşit

		

		1

		

		17984.77

		

		17984.77

		

		30.60***



		IBA

		

		3

		

		5404.64

		

		1801.54

		

		3.06***



		OY  x Çeşit

		

		1

		

		484.77

		

		484.77

		

		0.82



		OY  x  IBA

		

		3

		

		949.51

		

		316.50

		

		0.54



		OY x Çeşit x IBA

		

		3

		

		1526.44

		

		508.81

		

		0.87



		Çeşit x IBA

		

		3

		

		13385.41

		

		4461.80

		

		7.59***







***: Ortalamalar arasındaki fark,  p=0.005 seviyesinde önemli.

Tam ve ½ yoğunlukta kültür ortamları üzerinde köklenme oranları istatistiksel olarak benzer bulunmuştur. Dimassi ve ark. (1995) MS ortamının mineral konsantrasyonunun yarıya indirilmesinin GF-677 anacında köklenmeyi arttırdığını bildirmişlerdir. Fotopoulos ve ark. (2005) PR 204/84 anacında MS ortamındaki mineral konsantrasyonunun yarıya indirdiklerinde köklenme oranında artış olduğunu bildirmişlerdir. Benzer şekilde Durkovic (2006), kirazda boğum eksplantlarından elde ettiği in vitro sürgünleri en iyi 0.3 mg∙L-1 IBA içeren ½ MS besi ortamında köklendirmişlerdir (%73.2).

Ortam Yoğunluğu, Çeşit ve IBA nın köklenme üzerine etkisi incelendiğinde en iyi köklenme oranı sırasıyla %54.17 ve %51.4 olarak 0.75 ve 1.0 mg∙L-1 IBA varlığında belirlenirken, en düşük köklenme oranı, sırasıyla %22.2 ve 32 olarak 0.5 ve 0.25 mg∙L-1 IBA varlığında tespit edilmiştir (Şekil 4.10).
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Şekil 4.10. Ortam Yoğunluğuna Bağlı Olarak IBA’nın Köklenme Oranı Üzerine Etkisi (Değerler Tam ve ½ Yoğunluktaki Ortamlar Üzerinde Elde Edilen Ortalamaları Göstermektedir. Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark Önemli Değildir).

Çeşitlerin köklenme oranları arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuştur. GF-677 ortalama %53 köklenme oranı ile Tuano çeşidine göre (%16) daha yüksek oranda köklenmiştir (Şekil 4.11).


[image: image17.png]r
o
R

i I

T
o

©

2 i T
o
n

GF

TU

o o o o
2 2 2 9

(9% ) TRIQ UL

Cesit







Şekil 4.11. Köklenme Oranı Üzerine Çeşitlerin Etkisi (Değerler Tam ve ½ Yoğunluktaki Ortamlar Üzerinde Elde Edilen Ortalamaları Göstermektedir. Aynı Harf ile Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark Önemli Değildir).

4.3.7.  Ortam Yoğunluğu, Çeşit ve IBA’nın Kök Sayısı Üzerine Etkisi

Bir sürgünde meydana gelen kök sayısı üzerine sadece çeşit etkisi önemli bulunmuştur. Ortam Yoğunluğu (OY), IBA, OY x Çeşit, OY x IBA, OY x Çeşit x IBA ve Çeşit x IBA’nın kök sayısı üzerine etkisi önemli bulunmamıştır (Çizelge 4.8).


Çizelge 4.8. Ortam Yoğunluğu, Çeşit ve IBA’nın Kök Sayısı Üzerine Etkisinin Varyans (GLM) Analizi



		Varyans Kaynağı



		

		SD

		

		KT

		

		KO

		

		F



		Ortam Yoğunluğu (OY)

		

		1

		

		0.22

		

		0.22

		

		0.11



		Çeşit

		

		1

		

		14.83

		

		14.83

		

		7.09***



		IBA

		

		3

		

		4.10

		

		1.36

		

		0.65



		OY x Çeşit

		

		1

		

		0.28

		

		0.28

		

		0.14



		OY  x IBA

		

		3

		

		0.32

		

		0.10

		

		0.05



		OY Çeşit x IBA

		

		2

		

		0.60

		

		0.30

		

		0.15



		Çeşit x IBA

		

		2

		

		2.03

		

		1.01

		

		0.49







***: Ortalamalar arasındaki fark,  p=0.005 seviyesinde önemli.

Ortam yoğunluğundan bağımsız olarak GF -677 mikrosürgünlerindeki kök sayısı Tuano çeşidi sürgünlerindeki kök sayısından yüksek olmuştur (Şekil 4.12). GF-677 sürgünlerinde ortalama 2.7 kök meydana gelirken Tuano çeşidinde bu değer 1.2 olmuş ve ortalamalar arasındaki fark istatistiki olarak önemli bulunmuştur. 
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Şekil 4.12. Çeşit  ve Ortam Yoğunluğunun Kök Sayısı Üzerine Etkisi (Değerler Tam ve ½ Yoğunluktaki Ortamlar Üzerinde Elde Edilen Ortalamaları Göstermektedir. Aynı Harf İle Gösterilen Ortalamalar Arasındaki Fark Önemli Değildir). 

4.4 Aşama IV (Pişkinleştirme ve Dış Ortama Aktarma)


Köklendirme denemeleri sonucu köklenen (Şekil 4.13) mikrosürgünler tedrici olarak dış ortama alıştırıldıktan sonra başarılı bir şekilde dış ortama (Şekil 4.14) aktarılmışlardır (%99). 
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Şekil 4.13. Köklendirme Muamelesinden Sonra Mikrosürgünlerde Meydana Gelen Kökler

[image: image20.jpg]





Şekil 4.14. In vitro Köklendirilen ve Aklimitize Edildikten Sonra Dış Ortama Aktarılan Mikrosürgünler.


5. SONUÇ VE ÖNERİLER


Badem, ülkemiz için ekonomik öneme sahip bir meyve türüdür. Kurak ve kıraç topraklara iyi adaptasyon gösterdiği için özellikle küresel ısınmayla birlikte badem yetiştiriciliğine olan talebin önümüzdeki yıllarda daha da artacağı beklenmektedir. Bu talebi karşılamak amacıyla ismine doğru hızlı fidan üretim yoluna gidilmelidir. Bu yollardan biri de mikroçoğaltmadır. Ancak badem zor köklenen bir tür olduğundan bu yöntem badem için tam anlamıyla kullanılamamaktadır.


Bu çalışmada in vitro’da badem mikrosürgünlerinin köklendirilmesinde karşılaşılan düşük köklenme oranı probleminin çeşitli uygulamalarla giderilmesi amaçlanmıştır.


Bu çalışmada sürgün çoğaltımı için uygun ortam ve BBD konsantrasyonunu bulmak amacıyla farklı konsantrasyonlarda mT ve BA içeren NRM ve B2 ortamları kullanılmıştır. Sürgün sayısı bakımından her iki ortam benzer sonuçlar sağlamıştır. 

Sürgün sayısı bakımından meta-Topolin etkisinin Benzyladenine’den daha üstün olduğu bulunmuştur. Benzer şekilde, mT kullanımı BA kullanımına göre daha iyi sürgün uzunluğu sağladığından dolayı tavsiye edilmektedir. Ancak mT’ nin fiyatı halen daha yüksek olduğundan bu büyüme düzenleyicinin kullanımını sınırlayabilir. 


Bütün çeşitler dikkate alındığında badem için yeni geliştirilen B2 ortamı daha üstün bulunmuştur. Bundan sonra yürütülecek badem mikroçoğaltım çalışmaları için B2 ortamının kullanımı tavsiye edilmektedir. Sürgün uzunluğu bakımından her iki ortamdan (NRM ve B2) benzer değerler elde edilmiştir. Sürgün uzunluğu üzerine mT’nin etkisi BA’ dan daha üstün bulunmuştur. 

Mikrosürgünlerin köklenmesi üzerine IBA konsantrasyonu önemli bir etkiye sahiptir. Bu çalışmada kullanılan bütün IBA konsantrasyonları göz önüne alındığında, iyi bir köklenme oranı için 1.0 mg∙L-1 IBA varlığının yeterli olduğu söylenebilir. Bundan sonra yürütülecek badem mikroçoğaltma çalışmalarında köklendirme aşamasında 1.0 mg∙L-1 IBA kullanımı tavsiye edilmektedir. Diğer taraftan Fotopoulos ve Sotiropoulus’un (2005) yapmış olduğu bir çalışmada en iyi köklenme oranı 2.5 ve 5.0 mg∙L-1 IBA varlığında MS ortamı üzerinde elde edilmiştir.

Bu çalışmada, köklenmenin teşvik edilmesi amacıyla uygulanan karanlık muamelesinin köklenme oranı üzerine etkisi incelenmiştir. Bir hafta karanlıkta bekletilen sürgünlerde köklenme oranı (%58), karanlıkta bekletilmeyen sürgünlerin köklenme oranından (%47) daha yüksek olmakla beraber ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur. Bu durum tekerrürler arasındaki yüksek varyasyondan kaynaklanmış olabilir. Daha iyi kontrol edilen şartlarda denemelerin yapılması durumunda karanlık uygulamasının köklenme üzerine olumlu etki yapması beklenebilir. Ainsley ve ark., (2001) yapmış oldukları bir çalışmada 3 günlük karanlık uygulamasının köklenmeyi arttırdığı bildirilmiştir. Benzer şekilde Fotopoulos ve Sotiropoulus (2005) 1 ve 2.5 µM IBA varlığında 12 günlük karanlık uygulamasının köklenmeyi arttırdığını bildirmişlerdir. Rugini ve Verma (1982) 10 günlük karanlık uygulamasının badem de köklenmeyi arttırdığını bildirmişler. 

Mikrosürgünlerin doğrudan IBA solüsyonuyla muamele edilmesinin mikrosürgünleri köklendirme ortamı üzerinde kültüre almaya göre her hangi bir olumlu etkisine rastlanılmamıştır.


Phloroglucinol2H20 varlığında hiçbir IBA konsantrasyonunda köklenme elde edilmemiştir. Phloroglucinolun köklenme üzerine etkisi hakkındaki çalışma sonuçları arasında farklılıklar bulunmaktadır. Ainsley ve arkadaşlarının (2000) yapmış olduğu bir çalışmada bademin köklendirilmesinde Phloroglucinolun etkisinin olmadığını bildirmişlerdir. Ancak George (1996) yapmış olduğu bir çalışmada Phloroglucinolun köklenme üzerine olumlu etkisinin olduğunu bildirmiştir. Benzer şekilde phloroglucinolun  şeftalinin in vitro köklenmesini teşvik ettiği bildirilmektedir (Hammerschlag ve ark., 1987). Bizim çalışmamızda köklenmenin aksine sürgünler phloroglucinol varlığında normal çoğaltma ortamı üzerindeymiş gibi büyümeye devam etmişlerdir.


Altkültür sayısının köklenme üzerine etkisine baktığımızda en yüksek köklenme oranı (%67) sekizinci altkültürde meydana gelmiştir. Altkültürlere göre elde edilen düzensiz köklenme oranları laboratuarda sık sık meydana gelen elektrik kesintilerinden ve havaların ısınmasına bağlı olarak önemli derecede değişen laboratuar sıcaklığından kaynaklanmış olabilir.  Bu sonuçlar, köklendirme ortamının daha kararlı iklim şartlarına sahip olması gerektiğine işaret etmektedir.

Bu çalışmada kültür ortamı yoğunluğunun köklenme oranı üzerine etkisi önemli bulunmamıştır. Oysa birçok araştırmada yarım yoğunlukta ortam kullanımının köklenme oranı bakımından daha iyi sonuç verdiği bildirilmektedir. Fouad ve ark. (1997) IBA’ nın farklı konsantrasyonlarını içeren ½ MS ortamının Prunus anaçları için köklendirmeyi teşvik ettiğini bildirmişlerdir. Benzer şekilde Işıkalan ve ark. (2008) 8.0 mg∙L-1 IAA içeren ½ MS ortamında badem de en iyi köklenmeyi elde etmişlerdir.


Elde edilen bulgular bademin köklenmesi oldukça güç olan bir tür olduğunu ve çeşitlerin köklenme kabiliyeti arasında önemli fark olduğunu göstermektedir. Şeftali x badem hibriti olan GF-677’de köklenme oranı Tuano badem çeşidinin köklenme oranından çok daha yüksek olurken, Nonpareil ve Ferragnes badem çeşitlerinde köklenme hiç elde edilememiştir.


 Bu çalışmada güç köklenen bazı badem çeşitlerinin köklenmesini etkileyen bazı faktörlerin köklenme üzerine etkileri araştırılmıştır. Ancak Nonpareil ve Ferragnes çeşitlerinde hiç köklenme sağlanamamış ve Tuano çeşidinde köklenme düşük olmuştur. 

Bundan sonra yapılacak çalışmalarda alt kültür sayısının arttırılması ve daha detaylı BBD konsantrasyonlarının denenmesi gerekmektedir. Ayrıca deneme yapılan kültür koşullarının standardizasyonu sağlanmalıdır. Ayrıca bu zor köklenen çeşitlerin kolay köklenen anaçlar üzerinde mikroaşı yöntemine başvurulmalıdır. Uygun kültür koşulları altında yapılacak çalışmalardan daha iyi sonuçların alınması beklenmektedir.
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