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Bu tez calismasinda Tiirkiye igin ticari degeri yiiksek Fosa, Tombul ve
Cakildak findik ¢esitlerinin farkli dozlardaki bitki biiylime diizenleyicileri
kullanilarak viriisten ari kitlesel tiretim olanaklarinin arastirilmasi amaglanmistir.
Elma mozaik viriisiinden ari Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerinin kitlesel
iretimi icin eksplant olarak nodal segmentler kullanilmistir. Bu bitkiciklerin
cogaltimi icin DKW temel besi yerinde bitki biiyiime diizenleyicilerinden BAP (0,
1,2,3,4,5mg/L), IBA (0, 0.01, 0.1, 0.2 mg/L), GA; (0.05 mg/L) ve MT’nin (0, 1,
2, 3,4, 5 mg/L) farkli dozlar1 denenmistir. Fosa ve Tombul i¢in en iyi siirgiin
gelisimi 2 mg/L MT, 0.2 mg/L IBA ve 0.05 mg/L GA;, Cakildak i¢in en iyi siirgiin
gelisimi 3 mg/L MT, 0.2 mg/L IBA ve 0.05 mg/L GA; kombinasyonlarindan elde
edilmistir. Koklenme i¢in farkli dozlardaki IBA (0, 1, 2, 3 mg/L), NAA (0, 0.01, 1,
2 mg/L) ve Sequestren Fe 138 (200 mg/L) iceren MS temel besi yerinde bitkilerin
kok sayilart ve kok uzunluklari belirlenmistir. Fosa, Cakildak ve Tombul i¢in en iyi
koklendirme besi yerinin 2 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA’n1 igeren besi yeri oldugu
saptanmigtir. Ayrica bu tez calismasinda Elma mozaik viriisii ile bulasik olan
bitkilere in vitro kosullarda termoterapi uygulamasi yapilmistir. Termoterapi
uygulamasinda 16 saat 151k 8 saat karanhk fotoperiyot, 40 pmol'm®s™ 1s1k
siddetinde, 25°C ile baslayan ve her giin bir derece artirilarak giindiiz 36 °C - gece
32 °C de 28-32 hafta bekletilmistir. Termoterapi uygulama asamasindaki bitkiler
DAS-ELISA ve RT-PCR ile test edilmistir ve termoterapinin 45. giiniinde bu
bitkilerin viriisten arindirildig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Findik, in vitro, mikro gogaltim, viriis arindirma
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ABSTRACT

MSc THESIS

MASS PRODUCTION of FOSA, TOMBUL AND CAKILDAK
HAZELNUT VARIETIES via in vitro CONDITIONS

Merve ELCICEK

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor : Prof. Dr. Ebru KAFKAS
Year :2020 Pages: 99
Jury : Prof. Dr. Ebru KAFKAS
: Prof. Dr. Ali ISLAM
: Assoc. Prof. Dr. Burhanettin IMRAK

The purpose of this thesis is to investigate the possibilties of mass
propagation of Fosa, Tombul and Cakildak which are the most important hazelnut
varieties in Turkey using different PGRs. For shoot development DKW basic
nutrient medium including different doses of PGRs like BAP (0, 1, 2, 3, 4, 5
mg/L), IBA (0, 0.01, 0.1, 0.2 mg/L), GA; (0.05 mg/L) and MT (0, 1, 2, 3,4, 5
mg/L) were tested. The best shoot development was obtained in the media
including 2 mg/L MT, 0.2 mg/L IBA and 0.05 mg/L GA; for Fosa and Tombul and
for Cakildak the media including 3 mg/L MT, 0.2 mg/L IBA and 0.05 mg/L GA;.
For rooting MS basic nutrient medium including different doses of PGRs like IBA
(0,1, 2,3 mg/L), NAA (0, 0.01, 1, 2 mg/L) and 200 mg/L Sequestren Fe 138 were
tested. The best root obtained the media including 2 mg/L IBA and 1 mg/L NAA
for Fosa, Cakildak and Tombul. Thermotherapy was applied to the plants infected
with ApMv in vitro for elimination of this virus. During thermotherapy, these
plants were kept in 16 h light/8 h dark photperiod, 40 umol-m*s™ light intensity
with 25°C and day by day temperature increasing 1°C reached to 36°C in light and
32°C in dark at 28-32 weeks. In thermotherapy application, these plantlets were
tested with DAS-ELISA and RT-PCR and the virus in these plants were eliminated
with thermotherapy application in 45th days.

Key Words: Hazelnut, in vitro, micropropagation, virus elimination
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GENISLETILMIS OZET

Findik Magnoliopsida smifinin Fagales takimimnin Betulaceae familyasi
Corylus cinsi igerisinde yer alir. Findigin anavatani Orta Asya, Kafkasya ve
Anadoludur. Sert kabuku meyveler grubunda yer alan findik sahip oldugu besin
igerigi nedeniyle diinyada ve {ilkemizde son derece onemli bir yere sahiptir.
Diinyada ve iilkemizde ¢ok énemli bir yeri olan findigin bitki doku kiiltiirii yontemi
ile ¢ogaltilmasi birgok iilkenin arastirma konusu olmasina ragmen Tiirkiye’de
findigin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi i¢in yapilan arastirmalar ¢ok azdir. Diger
bitkilerde oldugu gibi findikta da iiretim miktarinin azalmasina neden olan gesitli
hastaliklar ve zararlilar mevcuttur. Hastalik ve zararlilardan ari fidan {iretimi
modern findik yetistiriciliginin temelini teskil eder.

Bu tez calismasinda, Tiirkiye icin ticari degeri yliksek Fosa, Tombul ve
Cakildak findik cesitlerinin farkli dozlardaki sitokinin ve oksin gibi farkli biiylime
diizenleyiciler  kullamilarak  kitlesel  iiretim  olanaklarinin  aragtirilmasi
amaglanmustir.

Ik asamada tiim findiklar DAS-ELISA serolojik ydntemi ile testlenmis ve
bu findiklarin elma mozaik viriisii ile bulagiklik durumlart belirlenmistir. Elma
mozaik viriisten ari oldugu belirlenen findik ¢esitlerine ait materyallerden alinan
nodal segmentler in vitro kosullarda farkli sterilizasyon, farkli dozlardaki sitokinin
ve oksin kaynagmin kullanildigi ¢ogaltma ortami ve farkli dozlarda oksin
kombinasyonlarinin ~ kullanildigr  koklenme ortam  denemeleri  kurularak
kardeslenme ve kdklenme agamasi igin en uygun ortam belirlenmistir.

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu agsamasinda farkli dozlarda (5%, 10% ve
20%) sodyum hipoklorit (NaOCI) uygulamalar1 yapilmis ve canliligin en fazla 20%
lik dozdaki sodium hipokloritin 10 dakikalik muamelesinin yapildig: sterilizasyon
uygulamasindan elde edildigi goriilmiistiir. Bu uygulamada ¢ogu bitkinin yasadigi

ve kontaminasyonun ¢ok az oldugu goriilmiistiir.
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Bu bitkilerin ¢ogaltimi igin DKW temel besin ortaminda, sabit dozda GA;
(0.05 mg/L) ve farkli dozlardaki (0, 0.01, 0.1 ve 0.2 mg/L) IBA ile sitokinin
kaynag1 olarak farkli dozlarda (0, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/L) BAP ve MT yi igeren 48
farkli kardeslenme ortam denemesi yapilmistir. S6z konusu gesitlerin bu gogaltim
ortamlarinda eksplant basina olusturduklari siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu
belirlenmistir. Fosa ve Tombul i¢in eksplant bagina olusan siirgiin sayisi en fazla 2
mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA‘nin bulundugu, Cakildak i¢in ise en fazsa 3 mg/L MT
ve 0.2 mg/L IBA kombinasyonlarindan elde edilmistir. Eksplant basina olusan en
uzun siirgiin uzunlugu Fosa i¢in 4 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA’nin bulundugu
ortamda, Cakildak findik ¢esidi icin ise 3 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA’nin
bulundugu ortamda ve Tombul findik g¢esidinde ise 2 mg/L MT ve 0.2 mg/L
IBA’nin bulundugu ortamda elde edildigi goriilmiistiir.

Koklenme igin ise farkli dozlardaki IBA (0, 1, 2 ve 3 mg/L) ve farkh
dozlardaki NAA (0, 0.01, 1 ve 2 mg/L) ve 200 mg/L. Sequestren Fe 138 iceren MS
temel besin ortaminda ise siirgiinlerin kok sayilart ve kok uzunluklan
belirlenmistir. Kéklenme denemeleri sonucunda ise en fazla kok sayisinin Fosa,
Cakildak ve Tombul i¢in 2 mg/L IBA ve 1 mg/L. NAA’nin bulundugu ortamda elde
edilmistir. En uzun kdk uzunlugunun ise Fosa, Cakildak ve Tombul findik cesitleri
icin 2 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA’nin bulundugu ortamdan elde edilmistir.

Ayrica bu tez calismasinda Elma Mozaik viriisii ile bulasik oldugu
belirlenen bitkilere in vitro kosullarda termoterapi uygulamasina tabi tutulmustur.
Termoterapi uygulamasinda 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyot, 40 yumol-m*-s™
151k siddeti kosullarinda, 25°C ile baglayan ve her giin bir derece artirilip giindiiz 36
°C, gece 32 °C sicakhiga kadar c¢ikilmig 28-32 hafta siire bekletilmistir.
Termoterapi uygulama asamasindaki bitkilerde diizenli olarak DAS-ELISA ve RT-
PCR ile testlenmis ve viriisten ari olma durumlari belirlenmistir. Termoterapinin 45

giinlinde bitkilerin virlisten arindirildig1 tespit edilmistir.
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1. GIRIS Merve ELCICEK

1. GIRIS

Findik Magnoliopsida smifinin Fagales takimmin Betulaceae familyasi
Corylus cinsi igerisinde yer alir. Findigin anavatani Orta Asya, Kafkasya ve
Anadoludur. Findik monoik ¢igek yapisina sahiptir. Kromozomlar1 ¢ok kiigiik ve
diploid kromozom (2n=22) yapisina sahip olan findik tiirlerinin hepsinin meyvesi
yenir. Kis mevsiminda findik yapraklarini doéker ve bu donemde riizgarla
tozlananir. Findik agag veya ¢ali formunda yetisir. Corylus avellana, C. americana
Marshall, C. cornuta Marshall, C. heterophylla Fischer ve C. sieboldiana Blume
tiirler yiiksek cali olarak bilinmektedir. Aga¢ formlu olarak bilinen tiirler ise C.
colurna L, C. jacquemontii Decaisne, C. ferox Wallich, C. chinensis Franchet dir
(islam, 2019).

Ekonomik anlamda yetistiriciligi yaygin olarak yapilan ve yiiksek cali ve
cok govdeli olarak seklinde yetisen findik tiiri Corylus avellana dir. Corylus
avellana, Avrupa findig1 olarak bilinir (Ozkurt, 1950). Corylus colurna tek
govdeli 15-25 m boylarinda aga¢ formundadir (Polat, 2014).

Tarim yapmaya basladigindan beri insanoglunun findik yetistirdigi
bilinmektedir. insan saghigi ve beslenme agisindan bilyilk oneme sahip olan
doymamig yag asitlerince zengin olan findik %60-70 oraninda yaga sahiptir. Bu
yiizden findik saglik agisindan bir¢ok gorevi yerine getirmektedir. Kolestroliin
yiikselmesini engelleyen linoleik asit ve oleik asitler damar ve kalp gibi
hastaliklarda engelleyici role sahiptir. Findigin diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) oranimi diigiirmesi sebebiyle kalp ve damar hastaklar1 {izerinde engelleyici
gorevi gormektedir (Orem ve ark., 2013).

Metobolizmay1 diizenleyerek insan viicuduna Onemli etkisi olan
karbonhidrat, yag ve protein bakimindan oldukc¢a zengindir. Findik gelisme
cagindaki cocuklarin gelisiminda oldukg¢a etkili olan B2 ve B6 vitaminini de
biinyesinde barindirir. Kalp ve kaslarin sagliginda ve iiretim sisteminde énemli rol

oynayan E vitamini bakimindan da zengindir. Ayrica kansere neden olan
1
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etmenlerin olugmasini engelleyerek viicudu korur. Hemoglobin {iretimi i¢in gerekli
olan ve kanin yapisinda gorev alan demir, dislerin ve kemigin olusumu i¢in gérev
alan kalsiyum, ¢inko gibi cinsiyet hormonlarinin gelisiminde gorev alan minarelleri
biinyesinde barindirir. Kas sisteminin ¢aligmasi ve sinirlerin uyarilmasinda gérev
alan potasyum bakimindan da olduk¢a zengindir. Bu minareller bakimindan zengin
olan findik, kan basincinin diizenlenmesnde énemli bir rol oynar. Findigin ¢ocuklar
ve yetiskinler i¢in 6nemli bir enerji kaynagi oldugu bilinmektedir. Saglikli yagam
icinde oldukc¢a gerekli olan findiga giinlilk beslenmede yer verilmesi, beslenme
uzmanlar1 tarafindan tavsiye edilmektedir (Cosmulescu ve ark., 2013).

Findik kendine o6zgii iklim isteklerine sahiptir ve bu ylizden smirh
bolgelerede yetistirilmektedir. Findigin ekolojik kosullarina uygun olan ve findigin
anavatani olan Anadolu topraklarinda findik bakimindan genetik zenginlik vardir.
En verimli findiklar Anadolu da yetismistir (Ayfer ve ark., 1986; Yilmaz, 2009).

Asya kitasi, findik iiretiminin ve yetistiriciliginin en ¢ok yapildig1 bolgedir.
2018 yili FAO verilerine gore Asya kitast % 73.4 lik yiizdeligi ile 634441 ton
kabuklu findik iiretimi gergeklestirip ilk sirada yer alirken, Avrupa %20.1 yiizdelik
ile 173946 ton, Amerika kitasinda ise %6.4 lik 55289 ton kabuklu findik iretitimi
gerceklesmistir.
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Cizelge 1.1. Kabuklu findik iiretiminin kitalar aras1 dagilimi (FAO, 2018)
Kabuklu Findik Uretimi

B Asya MAvrupa B Amerika

2018 yili FAO verilerine gore Tiirkiye 515000 ton iiretim miktar1 diinya
findik iiretiminin %60 ini karsilamaktadir. Cizelge 1.1 gore Tiirkiye ve devaminda
sirastyla Italya ve Giircistan findik iiretim miktar1 yoniinden uzun yillar ilk i¢

siray1 paylasmislardir.
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Cizelge 1.2. Onemli Findik Ureticisi Ulkelerin 2018 Yili Uretim Miktarlar1 (FAO,

2018
Uretim Verim
Sira Ulkeler Uretim (ton) | Alani (ha) (hg/ha)
51500 72838
1 Tirkiye 7.07
0 1
] 13269
2 Italya 9 78593 | 16.884
Gurcistan 17000 9484 | 17.925
4 ABD 46270 17806 | 25.986
Azerbeyc
5 52067 39021 | 13.343
an
6 Cin 24790 11775 | 21.053
7 iran 15839 17957 | 8.820
. 11350
8 Ispanya 8033 . 5.948
9 Fransa 14988 6644 | 22.559
10 Polonya 6642 3716 | 17.874

Ulkemizde findik yetistirilen alanlar 40-41° enlemde ve 37-42° boylamlari
arasinda bulunmaktadir.  Karadeniz bolgesi iilkemizde findik yetistiriciligi
bakimindan en uygun bolge olarak goriilmektedir. Bu bolgede Corylus avellana ve
Corylus maxima nin melezleri yetismektedir. (Ayfer ve ark., 1986; Marangoz,
1999; Koksal, 2002; Beyhan ve ark., 2007).

Ulkemiz kuzey bolgesi uygun iklim yapisina ve ekolojik kosullara sahip
oldugu igin findik genis alanlara yayilmistir. Ulkemizde geleneksel iiretim ile
yapilan findik yetistiriciliginde modern tekniklerin kullanimi kisitli kalmistir
(Bostan, 1998). Uzun yillar boyunca findik yetistiriciliginde geleneksel iiretim
teknikleri kullanilmigtir. Bu yiizden iilkemizdeki bahgelerde karigik g¢esitlerin ve

standartlardan olduca uzak bahgelerin yer almasi kaliteli ve verimi oldukga yiiksek
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olan g¢esitler, uluslararasi pazar isteklerini karsilayamayip yetersiz kalmigtir
(Bozoglu ve ark., 2019).

Tiirkiye’de karadenizin kiy1 bolgeleri basta olmak tizere, 33 farkli sehirde
findik {iretimi yapilmaktadir. Karadeniz bolges, bol yagis alan iklim yapisina ve
dik egimli arazileri ile erozyonu Onleyen topraga sahiptir. Karadeniz bolgesinde
findik tarim1 Giresun, Ordu, Trabzon, Sakarya, Samsun ve Diizce illeri basta olmak
iizere 13 sehirde 17 farkli findik ¢esiti yetistirilmektedir (Kayalak, 2009).

Tiirkiye diinya c¢apinda findik iiretim bakimindan ilk sirada yerini
almaktadir. Diinya findik {iretiminin %60’ini Tirkiye karsilamaktadir ve bu
iretimin neredeyse tamami uygun iklim ve toprak yapisina sahip Karadeniz
bolgesinde gerceklesmektedir. Findik dikim alanlarinin dagilimi incelendiginde
Dogu Karadeniz Bolgesinde %6011k, Bat1 Karadenz Bolgesinde %19°luk ve Dogu
Marmara Bolgesinde ise %21 lik bir alana yayildig1 soylenebilir (TUIK, 2018).
Sekil 1.1 de verilen harita incelenecek olursa findik iiretiminin Karadeniz kiy1

seridinde yogunlastig1 goriilmektedir.
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Cizelge 1.3. Tiirkiye’de findik iiretim alani, {iretim durumu ve verimi

Uretim Alani Uretim Miktar
Yillar (ha) (ton) Verim (kg/da)
2001 555000 625000 113
2002 560000 600000 107
2003 600000 480000 80
2004 650000 350000 54
2005 655000 530000 81
2006 666226 661000 99
2007 663817 530000 80
2008 663192 800791 121
2009 642867 500000 78
2010 667865 600000 90
2011 696964 430000 62
2012 701407 660000 94
2013 702144 549000 78
2014 701141 412000 59
2015 702628 646000 92
2016 705445 420000 60
2017 705500 670000 95
2018 705510 550000 78

Kaynak: TUIK, 2018

Findik iiretiminde yillar arasinda biiyiik dalgalanmalar goriilmektedir
(Cizelge 1.3). Findik iiretim miktarindaki bu dalgalanmalarin nedenleri sirasiyla
sunlardir; girdi fiyatlarinda ve kullanimidaki degisimler, ilaglama gibi bakim
tekniklerindeki degigsimler, topragm veriminin diigmesi ve iklim sartlarinin
degisimidir. Uretim alanlar1 ve ocak sayilarinda bir azalma olmamasina karsin
iretimde meydana gelen bu diisiisiin en 6nemli nedenlerden biri de pek cok

bolgede ve yerde yasanan ilkbahar ge¢ donlaridir.
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TUIK (2018) verilerine gore Tiirkiye’deki findik iiretimi yapilan
bolgelerde {iiretim miktarlarina bakildiginda iiretimin %47 lik kismi Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde, %24 lik kismi Bati Kardeniz, %29 lik kismi ise Dogu
Marmara Bolgesi’nde gergeklesmektedir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. Tiirkiye’de findik iiretiminin bolgeler aras1 dagilimi (TUIK, 2018)

Findik Uretim Miktar (TR)

B Dogu Karadeniz Bolgesi m Bati Karadeniz Bolgesi

B Dogu Marmara Bolgesi

TUIK (2018) verilerine gore iilkemizde findik iiretim miktar1 agisindan
Ordu ilk sirada yer alirken, bunu Samsun, Giresun, Sakarya, Diizce, Trabzon ve

Zonguldak illeri takip etmistir (Cizelge 1.5).
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Cizelge 1.5. 2018 yili iller diizeyinde Tiirkiye findik iiretimi (TUIK, 2018)

Toplam
Toplam Uretim
Uretim Alan Miktari
Miktari | Uretim Alani| igindeki icindeki
Sira iller (ton) (da) Payi (%) Payi (%)
1| Ordu 213572 2270923 32.14 31.64
2 | Samsun 96240 936182 13.25 14.26
3 | Giresun 93339 1171020 16.57 13.83
4 | Sakarya 88840 730838 10.34 13.16
5 | Duzce 74350 631440 8.94 11.01
6 | Trabzon 41594 655524 9.28 6.16
7 | Zonguldak 30932 238342 3.37 4.58
8 | Kocaeli 11898 79808 1.13 1.76
- | Diger iller 24235 352593 4.99 3.59
Toplam 675000 7066670 100 100

Tiirkiye’de tretilen findigin %80-85’inin dig satimi yapilirken, %15-20
kadar i¢ piyasada tiiketilmektedir. Findik ticaretinin 6nemli kismini findik ihracati
olusturmaktadir (TMO, 2018). Onemli bir ihrag {iriinii olan findikta kaliteyi verimi
artirmak ¢ogu arastirmanin  konusu olmustur. Ulkemizde yer alan mevcut
popiilasyon ig¢inden {istiin niteliklere sahip olan findik gesitlerinin secilmesi igin
detayll arastirmalar yapmak biiyilk onem arz etmektedir (islam ve Ozgiiven;
Bostan ve ark., 2008; Karadeniz ve ark., 2009; Bozkurt, 2010).

Bitki doku kiiltiirii ile steril kosullarda ve kontrollii iklim kosullarinda ¢ok
hizl1 ve kisa siirede hastaliktan ari bitkiler {iretilebilmektedir. Ayrica bitki doku
kiiltiiri yontemi ile gogaltilan bitkilerde genetik agilim s6z konusu degildir. Doku
kiiltiiriine kiyasla diger iiretim teknikleri ¢ogaltimda daha az bitki elde edilmesi,
hastalik ile bulasik olma riskinin yiiksek olmasi ve {iretimin ¢ok uzun siirmesi gibi
olumsuzluklar s6z konusudur. Bitki doku kiiltiirii yonteminde kontrollii iklim

8
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kosullarinda ve steril besiyerlerde g¢ogaltildigindan hastaliklardan ari bitkilerin
meydana gelmektedir (Hatipoglu, 1995).

Cogaltilmasi planlanan eksplant ¢esidine gore bitki doku kiiltiiriinde farkli
yontemler gelistirilmistir. Cogaltilacak bitkinin tiirline gore eksplantlarin bitkinin
hangi kismindan alindig: (siirgiin ucu, yaprak, ¢igek, tomurcuk, kdk tohum, yumru
sogan vb.) ve hangi formda liretilecegi, bitkinin gelisim asamalarina gore embriyo
kdiltiird, siirgiin ucu kiiltiirii gibi farkli sekilde isimlendirilir (Kocagaliskan, 2002).

Bitki doku Kkiiltiiri sathalar1 su sekilde siralanmaktadir; giris-hazirlik,
siirgiin rejenerasyonu, koklendirme ve aklimitizasyon, topraga alistirmadir.
Bitkinin in vitro kosullarda klonal g¢ogaltimmin saglanmasi igin uygun bitki
materyallerinin secilip, uygun sterilizasyon yontemi kullanilarak uygun besin
ortamima ihtiya¢ duyulmaktadir. Uygun sterilizasyon yontemi yapildiktan sonra
uygun ortamlarda eksplantlarin kallus olusumu saglanip, bu kalluslardan
rejenerasyonun uyarilmasi gergeklestirilir. Bu rejenerasyondan olusan siirgiinlerde
cogaltim ve uzama saglanir (Pierik, 1997).

Diinyada ve iilkemizde ¢ok 6nemli bir yeri olan findigin bitki doku kiiltiirii
yontemi ile cogaltilmasi birgok {ilkenin arastirma konusu olmasina ragmen
Tirkiye’de findig1 in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi i¢in yapilan arastirmalar ¢ok
azdir. Findikta da diger bitkiler gibi iiretim miktarinin azalmasina neden olan
hastaliklar ve zararlilar vardir. Bu hastalik ve zararlilardan ari fidan iiretimi ile
modern tarim tekniklerine gecilebilecegi gibi findik iiretim miktar1 ve kalitesinin
artirilmasina da katki saglanabilir.

Findik agaglarinda verim diisiikliigline neden olan Elma Mozaik Viriisi
(ApMV) iilkemizde yaygin olarak goriilmektedir. Bu viriisiin en 6nemli belirtisi
mozaik belirtileridir. Enfekteli bitkilerde meydana gelen simptomlar, viriis irkina
gore degisebilmekle birlikte, bazen enfeksiyon gerceklesmesine ragmen findik
yapraklarinda simptom olugmayabilmektedir (Arli S6kmen ve ark., 2004). Elma
mozaik virlisii, damar aralarinda bantlagmaya, yapraklarda mozaik lekelere,
klorotik halkali lekelere neden olmaktadir. Bu viriis ile bulagik olan bitkilerde Mn,

Zn, Fe ve Mg gibi element eksikliginden veya yaprak bitlerininin de neden oldugu
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renk degisimleri ve mozaik belirtileri olmasit nedeniyle bu simptomlarla g¢ok
karigtirilir,

Tohumla veya polen ile tasinabilen Elma Mozaik Virlisiiniin vektorii
bilinmemektedir (Arambaru ve Rovira, 2000). Yaz aylarinda enfekte olan bitkilerin
takip eden ilkbaharinda gosterebildigi bildirilmistir. Elma fidaninda da Nisan ve
Mayis ayinda bu etmen ile enfekte olduktan sonra bir ka¢ hafta i¢cinde simptom
gosterdigi goriilmiistiir (Nemeth 1986; Sevik, 2009).

Tiirkiye’de findik yetistiriciliginde kullanilan en yaygin ¢ogaltma yontemi
dip siirgiinleri ile cogaltmadir (Islam 2018). Diger yandan bu ¢ogaltma ydntemi tek
bir bireyden kontrollii olarak yapilmadigindan elde edilen fidanlar {iniform olmayip
fidanlarin genetik varyabilitesi de s6zkonusu olabilmektedir. Nitekim bu yaygin
cogaltma yonteminden dolay: Tiirk findik cesitlerinin tek bir klon olmayip klonlar
toplulugu oldugu ve varyabilitenin sdézkonusu oldugu da ifade edilmektedir (Islam,
2003). Bu bakimdan doku kiiltiirii ile ¢gogaltmanin avantajlarindan biri de tek klon
kullanildiginda bu varyabilitenin Oniine gegilebilecek ve yeni dikilen bahgeler
tiniform olacaktir.

Ulkemiz igin ekonomik rolii bilyiik olan findik iiretimi Tiirkiye de
geleneksel yontemler ile devam etmektedir. Ulkemizde ve diinyada findigin kitlesel
tretiminde bitki doku kiiltiirli ile ¢ogaltim teknigi ¢cok az bagvurulan bir teknik
olmustur. Elma mozaik viriisii (ApMv) findikta bitki biiyiimesinin geciktiren,
kaliteyi etkileyen ve verimi azaltan 6nemli bir hastalik etmenidir. Bu nedenle viriis
igermeyen ¢ogaltim materyallerinin iiretimi ve yeni meyve bahgelerinin kurulmasi
viriis hastaliklariin etkin kontrolii i¢in temel sartlardir.

Bu tez ¢alismasinda, Tirkiye igin ticari degeri yliksek Fosa, Tombul ve
Cakildak findik cesitlerinden alinan nodal segmentlerin eksplant olarak kullanarak
farkli biiyiime diizenleyiciler ile kitlesel iiretim olanaklarinin arastiriimasi
amaclanmigtir. Ayrica ¢ogaltilacak Fosa, Tombul ve Cakildak findik ¢esitlerine ait
baslangi materyallerinin Elma Mozaik Virlisiinden arilik durumlart serolojik
yontemlerden ELISA viriis testi ile belirlenmesi ve viriis ile bulagik oldugu
belirlenen findiklara in vitro kosullarda termoterapi uygulamasi yapilarak viriisten

aridirilma diizeyleri saptanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Findigin Generatif Cogaltilmasi ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Eseyli ¢ogaltimda disi gamet ile erkek gametin birlesmesi sonucunda
meydana gelen zigotun gelisimini tamamladiktan sonra yeni bir bitkinin olugmasini
saglayan iiretim materyaline tohum denir. Tohumun olusmasi i¢in tozlanma ve
dollenme gergeklesmelidir. Findikta tohum ile ¢ogaltim, {izerine as1 yapilacak ve
kok sistemini olusturacak anaclarin elde edilmesi i¢in kullanilir. Findigin ticari
iiretiminde tohum ile ¢ogaltim tercih eilen bir yontem degildir. Ayrica tohum ile
cogaltimda bitkiler heteroizgotik yapida oldugu icin bu bitki tiirlerinde genetik
acilim meydana gelir. Bu yiizden ana bitkinin 6zelliklerini tasiyan bitki elde
edilmemektedir. Findikta ¢cogaltim materyali olarak daha giiclii, derin kok iireten
ayni zamanda dik ve kalin goévde olusturan Corylus colurna tiiriine ait tohumlar

kullanilmaktadir (Islam, 2018).

2.2. Findigin Vejatatif Cogaltimla ilgili Yapilan Calismalar

Findigin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan diger bir yontem de vejatatif olarak
cogaltma yontemidir. Vejatatif ¢ogaltimda bitkinin genetik yapisinda degisiklik
olmadan ana bitkinin biitiin 6zelliklerini tasiyan yeni bitkiler elde edilir. Celik,
daldirma, asilama ve bitki doku kiiltlirii gibi vejatatif yontemlerle ¢ogaltilan ve
kokeni tek bir bitkiden cogaltilan bitki topluluklarma klon denir. Bu bitki
topluluklarinda kalitsal olarak farklilik bulunmaz (islam, 2018). Daldirma, as1 ve
celik ile ¢ogaltim teknikleri kullanilmakla birlikte, diinyada yaygin olarak tepe
daldirma teknigi kullanilmaktadir (Wu, 2013; Islam, 2018). Tiirkiye’de findik

¢ogaltim i¢in yaygin olarak kullanilan yontem ise dip siirgiinii ile ¢ogaltimdir.
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2.2.1. Findigin Daldirma Teknigiyle Cogaltilmasi ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Daldirma ile findik ¢ogaltimi ticari olarak Amerika, Italya ve Fransa gibi
iilkelerde kullanilmaktadir. Adi daldirma ve tepe daldirmasi findikta kullanilan
daldirma yontemlerindendir (Barut, 2012).

Aci ve Beyhan (2017), yaptiklar1 ¢aligmada 2013 ile 2015 yillar arasinda
Tombul, Palaz, Fosa, Cavcava, Uzunmusa, Kalinkara, Incekara ve Sivri findik
¢esitlerinin tepe daldirmasi yontemi ile ¢ogaltim performanslarini belirlemistir.
2013-2014 yillar1 arasinda kontrol, tomurcuk koparma, kabuk alma ve bogma
uygulamalar1 yapilirken, 2014-2015 yillar1 arasinda kontrol, kabuk alma+bogma ve
IBA+bogma uygulanmistir. Fidan gelisimi ve koklenme 6zellikleri incelendiginde
Tombul, Palaz, Fosa ve Kalinkara findik ¢esitlerinde en yiiksek sonuglar elde
eildigi bildirilmistir. Basit daldirma yontemi, koklii ana bitkinin yatay olarak sig bir
acida biikiilmesini ve siirgiinlerin yeni siirgiinler olarak gelismesini icerir (Erdogen,
2005). Koklii bitki yere yakin kesilir. Ana bitkiden yeni filizler ortaya ¢ikar. Yeni
stirgiinlerin koklenmesi i¢in Indol butrik acit (IBA) uygulanir. Siirglinler kok

olusturur, koklii bitkiler kesilerek, meyve bahgesine dikilir (Achim, 2000).

2.2.2. Findigin Dip Siirgiinii Teknigiyle Cogaltilmas1 ile Ilgili Yapilan
Cahismalar

Vejatatif olarak kolay bir ¢ogaltim teknigi olan dip siirgiinii yontemi ile
findik fidanlarn yetistirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada bahge tesis ederken
kullanilan findik fidanlarinin tamamini (%100) dip siirgiinlerinden elde edildigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada dip siirglinleririni bol {iriin veren ocaklardan bol koklii
ve saglikl fidanlardan aldiklar1 goriilmiistiir (Islam, 2001).

Arikan (1963), en kolay findik fidami iiretme yontemi olan dip siirgiini
(pi¢) oldugunu ve bu dip siirglinlerinin siirmemis olmasi1 gerektigini bildirmistir.
Bu siirgilinler 1-2 yasinda ocaklarin ¢evresinde siirmiis fiskinlardan, bol kokli ve

saglikli bitkilerden olusmasi gerektigini bildirmistir.
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Ocaklarin iginden elde edilen fidanlarin zayif kok durumlari, ¢apr ve
boyunun yetersiz olusu ayrica hastalik ve zararli testi yapilmamis olmasi bu

¢ogaltim yonteminin dezevantajlaridir (Islam, 2018).

2.2.3. Findigin Asi ile Cogaltilmasiyla flgili Yapilan Calismalar

Findigin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan diger bir vejatatif yontem asilamadir.
Asilama i¢in genellikle koklenmis Corylus colurna ‘nin tohumlar1 lizerine agilama
yapilir (Korac, 1997). Findik icin en ¢ok kullanilan kalem asilar dilcikli as1 ve
yarma asisidir (Lagerstedt, 1970; Bassil ve ark. 1991; Ercisli, 2000).

Korac ve Todorovic (1997), 4 farkli findik ¢esidini Tonda Gentile,
Romana, Rome, Ennis ve Contorta’y1 Tiirk findiklarina (Corylus colurna L.)
agilamis ve asilama basarisinin en yiiksek Tonda Gentile Romana ve Ennis
cesitlerinde oldugunu, Concorta’nin ise daha diisiik uyusma gdsterdigini
bildirmislerdir.

Wyzgolik ve Piskornik (2001), kalem asis1 kullanarak Warsaw Red findik
cesidini Corylus colurna anacina asilamig ve kallus olusumunun basarili bir sekilde
oldugunu, fenolojik bilesiklerin ise azaldigim1 gdzlemlemisleridir. Caligma
sonucunda, fenolojik bilesiklerin kallus olusumunu ve asi basarisini olumsuz
etkiledigini bildirmislerdir.

Cerevic ve Todorovic (2009), 6 farkli findik c¢esidini Tonda gentile
Romana, Istarski dugi, Halls Giant, Cosford, Redleaf Lambert ve Contorta’y1 Tiirk
findik ¢esidi (Corylus colurna L.) lizerine agilamig ve 2006-2008 yillar1 arasinda
stirekli test edilmis ve gozlemlerini yapmiglardir. Asilama basarisinin en yiiksek
Tonda gentile Romana oldugu, Concorta’nin ise en diisiik uyusma basarisina sahip
oldugu bildirilmistir.

Miletic ve Rakicevic (2009),Corylus colurna L.anacina 5 farkli findik
cesidi Rimski, Istarski, Dugi, Tonda Gentile Romana ve Kosford asilanmis ve bu
cesitlerin pomolojik ve fizyolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Meyve agirliklarinin

en ylksek Istarski ve Dugi icin 3.429 oldugu, en diisiik agirligin ise Rimski i¢in
13



2. ONCEKI CALISMALAR Merve ELCICEK

2.05 g oldugunu bildirmiglerdir. Meyve agirliklarinin ise 0.98 g ile 1.55 g arasinda
oldugunu bildirmislerdir.

Tous ve Romero (2009), Ispanya’nin Tarragona sehrinde yetisen Negret
findik ¢esidini 4 farkli Dundee, Nweberg, Tonda Bianca ve IRTA-MB-69 klonal
anaglara agilamis ve Negret IRTA-N-9 klonukontrol olarak kullanilarak
karsilagtirma yapilmis ve arastiricilar Dundee ve MB-69 anaglarinda en iyi vejatatif
gelisimin ve verimin oldugunu bildirmislerdir.

Rahemi ve Taghevi (2016), yaptiklar ¢alismada findigin hizli ¢ogaltimi ve
erken meyveye yatmasi i¢in agilama yontemini kullanmigtir. Caligmalarinda ast
olarak yarma asiy1 kullanmiglardir. Fakat findiktaki kallus olusumunun ¢ok yavas
oldugunu ayrica yarma asis1 parafinli ve parafinsiz olarak test etmisler ve ayni

arastiricilar parafinli aginin daha basarili oldugunu bildirmislerdir.

2.2.4. Findigin Celikle Cogaltilmasu ile flgili Yapilan Calismalar

Celikle cogaltma diisiik maliyet ve kolay uygulanmasi nedeniyle yaygin
olarak kullanilir (Hartmann ve Kester, 1968). Yar1 odun celikleri Haziran
ortasindan Temmuz ortasina kadar alinir. Celiklerde kdklenmeyi uyarmak igin
oksinler kullanilir (Hartmann ve Kester, 1968; Erdogan ve Smith, 2005). IBA
yaygin olarak kullanilan bir kdklendirme hormonudur ve etkili konsantrasyonu
cesitler arasinda degismektedir (Lagerstedt, 1981; Santelices ve Palfner, 2010).
1000-3000 ppm'den IBA konsantrasyonlar1 kullanilarak bazi gesitler ile % 100'e
kadar koklenme elde edilmistir. Odun celikleri Aralik, Subat ve Mart aylarinda
alimir (Kantarct ve Ayfer, 1992). Cristofori ve dig. (2010) 'Tonda Gentile
Romana'min yeni olusmus kesme ve bir yillik odun pargalarmin IBA (1000 ppm) ve
putresin (1600 ppm) ile muamelesinin, kesimlerin Eyliil ayinda toplanmasina
ragmen %80 basar1 oran1 gosterdigini tespit etmistir. Hem odun hem yar1 odun
celiklerinde, yiiksek IBA konsantrasyonu, koklenme sirasinda terminal ve lateral

stirglin olusumuna neden olmustur (Bassil, 1991).
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Ercisli ve Read (2001), 18 farkli melez findik (C. americana x C. avellana)
genotipinde g¢elikle cogaltiminda IBA’nin ve toplama zamaninin koklenme
izerindeki etkisini arastirmislardir. Yumusak odunsu ¢eliklere 0, 750, 1.500 ve
3.000ppm IBA uygulanmis, yar1 odunsu celiklere ise 1.000, 2.000 ve 4.000 ppm
IBA uygulanmigtir. IBA muamelesi yapilan celikler %50 perlit ve %50 vermikdilit
igeren plastik tepsilere eklenip daha sonra seraya taginmislardir. Dikimden 2 hafta
sonra koklenmeleri degerlendirilmistir. Koklenme yiizdesi, kok sayisi, kalluslu
celiklerin yiizdesini belirlemiglerdir. Calisma sonucunda yumusak odun g¢eliklerin
koklenmesi i¢in en uygun IBA dozunun 1500 ppm oldugu belirlenmistir. Yari
odunsu celiklerin i¢gin en yiiksek koklenmeyi 2000 ppm IBA dozunda elde
etmislerdir.

Bassil ve Proebsting (1991), Ennis ve Casina findik c¢esitlerini 1987 ve
1988 yillarinda Haziran ve Temmuz aylarinda yari odunsu c¢elikleme ile
cogaltmislardir. Govde ¢eliginin koklenmesi igin Agrobacterium inokulasyonu ile
IBA uygulamasii karsilagtirilmiglardir. Ancak IBA muamelesi tomurcuk
dokiilmesine neden olmustur. Casina’nin Ennis’e gore daha iyi koklendigi
bildirilmistir. Agrobacterium inokiilasyonlu geliklerin kuvvetli kok sistemine sahip
oldugu bildirilmistir.

Kantarci ve Ayfer (1994), IBA nin farkli dozlarimi (0, 1000, 3000 ve 5000
ppm) kullanarak Tombul, Palaz ve Silivri findik ¢esitlerini ¢elikle cogaltip
koklenme yiizdesi ve derecesi, kallus olusturma yiizdesi ve derecesi, kok sayisi,
kdk uzunlugu ve koklerin agirligini incelemiglerdir. Odun ¢eliklerin en iyi Subat ve
Martta alindigi, IBA dozunun ise en iyi 5.000 ppm oldugunu belirtmiglerdir. Odun
celikler i¢in iki aymn koklenme i¢in yeterli olmadigini rapor etmislerdir. En yiiksek
koklenme yiizdesinin Palaz’da (%95) en diisik koklenme yiizdesinin ise
Tombul’da (%40) oldugunu gézlemlemislerdir.

Ughini ve Roversi (2005), findigin ¢elikle ¢ogaltilmasinda koéklenmeyi
saglamak i¢in bir arastirma yapmigslardir. 1 yillikk Tonda Gentile dele Langhe
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stirgiinlerinden ug ¢eligi ve dip ¢eligi alinmig 2.500 ppm IBA ile muamele edilmis
ve en iyi kdklenmenin ug ¢eliginde oldugu gozlenmistir.

Cecilia ve Valentini (2011), 4 farkl italyan findik ¢esidi Tonda di Giffoni,
Tonda Gentile delle Langhe, Daria ve Tonda Romana’y1 yar1 odunlasmis gelikli
dretimi yapilmis ve koklenmesi i¢cin IBA ve putrescine uygulayip, kdklenme
izerine etkisine bakmiglardir. Yar1 odunlagmig siirgiinler temmuzda toplanmistir.
Siirgilinlerin apikal ve bazal kisimlarindaki gelikler 1000 mg/L IBA, 1000 mg/L
IBA ile 1.600 mg/L putrescine, 1.500 mg/L IBA ve 2.000 mg/L IBA ile muamele
edilmis ve koklenmeleri karsilagtirilmistir. Kallus olusumu ve kok sayilari
kaydedilmistir. Hormonal dozajlar, genotip ve g¢elik cap1 koklenme kabiliyetini
etkilemektedir. Tonda di Giffoni ve Tonda Gentile delle Langhe’nin 1000 mg/L
IBA, 1000 mg/L IBA ile 1.600 mg/L putrescine ve 1.500 mg/L IBA uygulamasi
koklenmeyi artirdigini bildirmislerdir. Tonda Romana da ise koklenmenin zayif
oldugu bildirilmistir.

Revord (2014), Corylus americana x C. avellana melez findigin vejatatif
cogaltimin1 c¢elikle yapmis ve yiiksek, diisiik dozlu IBA’nin kdklenme iizerine
etkisine bakmistir. Diisiik dozlu IBA’nin tek basmma veya AgNO; ile birlikte
kullaniminda kéklenmenin oldugunu bildirmistir. Calismalarinin sonucunda melez
findigin ¢elikle {iretimi saglanmis ve diigiikk dozlu IBA’nin AgNO; ile kullanimi
koklenmeyi sagladigr ancak, AgNO; uygulamasinin ¢eliklerde koklenmeyi 6nemli
sekilde etkilemedigini rapor etmistir.

Islam ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar calismada Tiirk findig1 olarak bilinen
Corylus colurna’nin odun c¢eliklerine 1000 ppm, 2000 ppm, 4000 ppm ve 8000
ppm IBA ¢ozeltisi ile muammele edilmistir. Bu ¢elikler 1sitma ve mistlemem
bulunan ortama dikilmistir. 90 giin sonra bu c¢eliklerin canli olmayan ¢elik sayisi,
canli celik sayisi, kdklenen celik sayisi, kallus olugturmus ¢elik sayisi, kok sayist
ve kok uzunluklart belirlenmistir. IBA’nin 4000 ppm dozunda en yiiksek c¢elik
orani ve koklenen celik sayisi elde edilmistir. En yiiksek kok sayist ise 8000 ppm

uygulamasinda elde edilmistir. En yiiksek koklenme yiizdesi 4000 ppm IBA
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uygulamasinda elde edilmistir. Bu aragtirma sonucunda Corylus colurna odun

celiklerinin koklenmesi i¢in 4000 ve 8000 ppm IBA dozu 6nerilmektedir.

2.2.5. Findigim Doku Kiiltiirii Yontemiyle Cogaltinn ile 1ilgili Yapilan
Cahismalar

Tohumdan elde edilen findiklarin ¢gogalmasi, ortaya ¢ikan popiilasyonlarin
genetik cesitliliginden dolay1 ¢ok tercih edilmemektedir. Bu bitkilerden ileride
vejetatif yayilma miimkiindiir, ancak bu durum ¢ok zaman gerektiren bir siiregtir
(Srimathi, 1995). Secilmis ve istenen genotiplerin mikro-g¢ogaltilmasi, ¢ok sayida
bitkicik tiretimi i¢in dnemlidir. Mikro ¢ogaltim, genetik olarak hastaliktan ari bir
bitki tiirtiniin kisa siirede hizli bir sekilde tiretilmesidir. Mikro ¢ogalim igin apikal
meristem, nodal segment, siirgiin ve aksiller tomurcuk eksplant olarak kullanilir.

Ekonomik agidan 6nemli odunsu bitkilerin kitlesel iiretimi biiyiik 6nem arz
etmektedir. Odunsu bitki tiirlerinin mikrogogaltilmasi, otsu bitkilerden ¢ok daha
zordur (Thorpe ve Harry, 1990). Son 20 yilda, meyve agaglari ve orman
agaclarimin mikro cogaltimiyla ilgili ¢alismalar yapilmis ve onemli ilerlemeler
kaydedilmistir (Debergh ve Zimmerman, 1990). Agag¢ tiirlerinin mikro
¢ogaltiminda etkin protokoliin olusturulmasi i¢in birgok zorlukla karsilasilmistir.
Odunsu bitkilerin  kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmasindaki zorluklarin yaninda
koklenme ve adaptasyon agamasinda da 6nemli zorluklarla karsilasilmistir. Bugiine
kadar kapsamli aragtirmalar yapilmasina ragmen, findigin mikro ¢ogaltimimin zor
ve kitlesel liretimde optimizasyon gerektirdigi bildirilmistir. Baz1 aragtirmacilar, in
vitro kiiltiir ortaminin etkin bi¢imde saglanmasi i¢in bilylime diizenleyicileri
kullanmis ve findik mikro ¢ogaltimini optimize etmeye ¢alismislardir.

Yu ve Reed (1995), Barcelona, Gasaway, Willamette, Dundee, ve
Newbergfindik cesitlerinin in vitro kosularda ¢ogaltilmasi {izerinde bir galigma
yapmuglardir. 22.2 uM BA, 0.04 uM IAA ortamina ve 200 mg Sequestrene 138 Fe
takviyesi yapilmis DKW ortaminda eksplantlarin rejenerasyonunu arastirmislardir.

DKW ortamina 4.9 uM IBA’nin eklenmesi ile kdklenme saglanmistir. Caligmalari
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sonucunda Dundee i¢in Mart aymda alinan eksplantlarin Temmuz ayinda
alinanlara gore daha yiiksek bir biiyiime performansi gosterdiklerini bildirmislerdir.

Al Kai (1984), Corylus avellana L.nin doku kiiltiiri yontemi ile
¢ogaltilmasini aragtirmistir.  Yaptigt c¢aligmada aksiler tomurcuklardan siirgiin
olusmasini saglamak i¢in 0.01 mg/l NAA, 0.1 mg/l GA; ve 5 mg/l BAP ile
zenginlestirilmis MS ortamlarinin siirglin olusumu {izerindeki etkisini arastirmistir.
Siirglinlerde sarilik oldugu bildirilmistir. 200 mg/l Sequestrene Fe kullanarak
bitkide herhangi bir modifikasyon olmadan siirgiinlerin yesil rengini korudugunu
bildirmistir.

Diaz-Sala ve ark. (1990), Corylus avellana L findiginda, TAA ve GA3
varliginda ve yoklugunda farkli BA konsantrasyonlarmin siirgiin olusumu ve
uzunlugu tizerindeki etkisini karsilastirmislardir. Tonda Gentile delle Langhe, yari
BA (5§ mg /L) + IAA (0.01 mg/L) + GA; (0.1 mg /L) 'nin bulundugu ortamda daha
uzun siirgiinlerin elde edildigini bulmuslardir.

Nas ve Read (2001), Amerika findiklar1 (Corylus americana Marsh.) ile
Avrupa findiklarinin (C. avellana L.) melezlenmesiyle elde edilen olgun melez
findiklarimi (E-295- S, G-029-N ve S-182-C) in vitro kosullarda gogaltilmasi i¢in
bir ¢calisma yapmislardir. Melez findiklarindan alinan eksplantlar 39 g/L sakkaroz
sekeri, 4 mg/LL BA, 0.01 mg/L IBA ve B5 Gamborg vitaminlerini iceren WPM
besin ortamina eklenmiglerdir ve bu ortamda 2 hafta bekletilmistir. 2 hafta sonra
eksplantlar 30 g/L sakkaroz, 5 mg/L BA, 0.01 mg/L iceren WPM besin ortamina
aktarilmigtir. Aragtiricilar demirin eksplantlarin gelisimindeki etkisini belirlemek
icin 138 Fe (Seq 138) ve 330 Fe (Seq 330) gibi farkli demirler kullanmiglardir.
Ayrica WPM, DKW, MS ve NN ortamlar1 kullanilmis siirglin uzunlugu ve siirgiin
sayisina gore en iyi besin ortamlari belirlenmistir. Calisma sonucunda Seq. 138
demir kaynaginda siirgiinlerin koyu yesil rengi ile ¢ok saglikli oldugu bildirilmistir.
Ancak Seq 330 demir kaynagini i¢eren ortamlarda yetisen siirgiinlerin ¢ok kisa
oldugu, yapraklarinda ise camlasmalar oldugu goézlenmistir. Arastiricilar, WPM

ortaminda kiiltiirlenen eksplantlarda siirgiin gelisiminin oldugunu bildirmislerdir.
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Nas (2003), verime yatmis melez findik Corylus avellana dan alinan
bitkilerden dormant ¢elikler almis ve bunlan siirme ¢ozeltisine koyup celiklerin
stirmelerini saglamistir. Sirme sonucu olusan taze siirglinlerden alinan gozler 6.7
uM-15.5 uM N-6 Benziladenin (BA) ile poliaminler (0.2 mM putresin, 0.2 mM
spermidine ve 0.05 mM spermin) ile zenginlestirilmis MS ve DKW ortamina
eklenmigtir. Poliaminlerle zenginlestirilmis ortamlarin BA’l1 ortamlara gore siirgiin
uzunlugunun ve eksplant basina diisen kardes sayisinin daha fazla oldugunu
bildirmistir.

Damiano ve ark. (2005), findigin in vitro kiiltiirdeki baslica zorluklarindan
birinin inokiilasyondan sonra siirgiinlerde nekroz oldugunu bildirmislerdir. Mayis-
Eyliil aylan arasinda toplanan eksplantlarin % 95'in de kontaminasyon ve nekroz
goriilmiigtiir. Doku nekrozu ile iligkili ana nedenler sterilizasyon sirasinda farkh
kimyasallarin kullanimi ve kiiltiir ortamindaki uygun besinlerin eksikliginden
kaynaklandigini bildirmislerdir. Na-mertiolat ve Na-hipokloritin kombinasyonunun
daha etkili oldugu ve eksplantin% 60'min sterilize edildigi, %95'inin de her iki
sterilize edici ajanin tek tek kullanmildigi durumlarda kontaminasyon ve nekroz
oldugu bildirilmistir. Arastirma sonuglarina gore inokiilasyon ortaminin igerigi
kiiltiiriin olusum asamalarim etkiledigini bildirmisleridir. Ayrica ince dallarin
soguk depolanmasinin kontaminasyonu biiylik 6l¢iide azaltabildigini ve morfojenik
kapasiteyi artirabildigini bildirmiglerdir. Koklerin in vitro kosullarda 9.8 uM
IBA’nin ekledigi ortamlarda uyarildigini bildirmiglerdir.

Read ve Nas (2007), Corylus avellana ‘nin Kuzey Amerika tiirleri olan C.
cornuta and C. americana’nin melezlenmesiyle elde edilen sert kis kosullarma
kars1 dayanikli ve hastaliklara direngli olan melez findiklarin mikro ¢ogaltimi ile
ilgili bir ¢alisma yiiriitmistiirlerdir. Melez findiklarin mikro ¢ogaltimi i¢in MS,
WPM ve NRM gibi farkli besin ortamlarini kullanmis ve siirgiin gelisimini en iyi
NRM ortaminda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Bacchetta ve Aramini (2008), Italyan findik cesitlerini doku kiiltiirii

yontemiyle c¢ogaltmaya calismustir. Oncelikli olarak Tonda Romana, Tonda
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Giffoni, Avellana Speciale, Mortarella, Napoletanedda ve Ghirara gesitleri eksplant
olarak kullanilmigtir. Sterilizasyon isleminde Na- mertiolate ve Na-hipoklorit
kullalnmig ve bunlar karsilagtirmistir. Sonug olarak sterilizasyon islemi i¢in Na-
mertiolate'in  kullaniminin, sodyum hipokloritten daha etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Kiiltir ortaminda 1.0 mg/l Zeatin ve 1.5 mg/l 6-
Bezylamminopurine (BA) kullanmig ve bunlarin siirgiin olusumundaki etkileri
karsilagirilmistir. Sitokinlerin siirgiin olusumundaki etkileri ¢esitler arasi1 farklilik
gostermistir. Tonda Romana, Avellana Speciale ve Mortarella’nin Zeatinli ortamda
stirglin gelisiminin fazla oldugu, Ghirara, Tonda Giffoni ve Napoletanedda’nin ise
BA’l1 ortamda kardes sayisinin daha fazla oldugu rapor edilmistir.

Gao ve ark. (2008), Corylus heterophylla x C. avellana melezi olan 5
genotipin in vitro kosularda ¢ogaltilmasini amaglamigtir. Eksplant olarak aksiler
tomurcuklar kullanilmigr. Ornek alma zamaninin en iyi Mayis ay1 ortasi oldugunu
bildirmislerdir. Kiiltiir ortami1 igin DKW besin ortami kullanilmistir. Farklilagsma
icin en iyi ortammn 1.5 mg/L thidiazuron (TDZ) ve 0.01 mg/L IBA ile
zenginlestirilmis DKW ortami oldugunu bildirmislerdir. En iyi kdklenmenin (%90)
ise 0.1mg/L. NAA ile zenginlestirilmis 2 MS besin ortami oldugu belirtilmistir.

Caboni ve ark. (2009), ‘Montebello’ ve ‘Tonda Romana’nin siirgiin
uclarinin bir giin boyunca 80 mg/l IBA’ya batirip, agarli ortama aktarmis ve bu
uygulama sonucunda kdklenmenin olugsmaya basladigini gozlemistir. Bu uygulama
sonucunda Montebello’'nun %100, Tonda Romana’nin ise %80 koklendigi
bildirilmisgtir.

Kosenko ve Boyko (2009), Corylus colurna L'nmn in vitro kosullarda
cogaltimu ile ilgili bir calisma yapmuslardir. 2-3 cm boyundaki siirgiinler % 0.1 lik
HgCl, ile sterilizasyonu yapildiktan sonra MS ortamina aktarmislardir. Farkli
kombinasyonlu sitokininler ve oksinler ile zenginlestirilmis 14 farkli MS ortami
denemesi yapmuislardir. En iyi siirgiin gelisiminin 30 g/L sakkaroz sekeri i¢eren 1.0
mg/L GA3, 0.75 mg/L BAP, 0.5 mg/L thiamine HCIL, 0.5 mg/L pyridoxine HCIL, 0.5

mg/L ascorbic acid, 1.0 mg/L nicotinic acid, 1.0 mg/L GA;, glycine, 100 mg/L
20



2. ONCEKI CALISMALAR Merve ELCICEK

myo-inositol ile zenginlestirilmis 2 MS ortaminda oldugunu bildirmislerdir. En iyi
koklenmenin 30 g/L. sakkaroz igeren 0,8 mg/L IBA,1 mg/LGA;, 0.1 mg/L. BAP,
1.0 mg/L thiamine HCI, 0.5 mg/L pyridoxine HCI, 1.0 mg/L ascorbic acid, 0.5
mg/L nicotinic acid, 1.0 mg/L adenine sulfate dihydrate, 1.0 mg/L glycine, 100
mg/L myo-inositol ile zenginlestirilmis 2 MS ortaminda elde etmislerdir.

Thomson ve Deering (2011), yiiriittiikleri c¢alismada Daviana findik
¢esidinin in vitro kosulada farkli dozlardaki BAP, Kinetin, Zeatin ve IPA
sitokinleriyle zenginlestirilmis Knoxfield ortaminda g¢ogaltimini yapmislardir. 4
farkli sitokinin siirgiin olusumu {izerindeki etkileri karsilastirmislardir. Findik i¢in
en iyi sitokinin 5 mg/L dozundaki BAP oldugu bildirilmis en az siirgiin
olusumunun ise Kinetin igeren ortamda oldugu rapor edilmistir.

Hand ve Maki (2014), yiiriittiikleri ¢alismada findigin mikro ¢ogaltimi igin
gerekli olan besinlerin optimizasyonu i¢in denemeler kurmuslardir. Corylus
avellana L’nin mikro ¢ogaltimi icin DKW besin ortaminda NH4NO;, Ca(NO;),,
MgS0O,, KH,PO,4, K,SO4, bor, bakir, mangan, ¢inko ve molibdene bagli olarak
farkli ortam igerikleri olusturmuslardir. Ca(NOs),’1n findikta kardesleme {izerinde
etkili oldugu bildirilmistir. Calisma sonucunda findik mikro ¢ogaltimi i¢in yiiksek
dozda NH4NO;, Ca(NO;),, MgSO,, KH,PO,, bor, bakir, mangan, ¢inko ve
molibden i¢eren yeni ortamlarin olusturulmasinin gerekliligini belirtmiglerdir.

Sandoval Prando ve Chiavazza (2014), Avrupa ic¢in Onemli olan C.
avellana’nin in vitro kosullarda cogaltilmasi i¢in bir ¢alisma ylriitmiislerdir.
Findikta mikro g¢ogaltilmasi icin bircok protokoliin gelistirildigi ancak, zayif
proliferasyonun ve diigiik verim sebebiyle, etkili protokol heniiz bulunamamustir.
Aragtirmacilar, GA; ve sitokinlere ek olarak Hindistan cevizi suyunun findik
proliferasyonu ve gelisimi iizerindeki etkisine bakmislar ve 1-2 nodlu 10 cmlik
sirglinleri eksplant olarak kullanmiglardir. Kiiltiir ortami olarak DKW
kullanilmistir. 2 mg/L BAP, 0.01 mg/L 1AA, 0.5 mg/L GA; ve % 20 lik hindistan
cevizi suyu ile zenginlestirilmis DKW ortamindaki bitkilerde siirgiin olusumunun

ve siirgiin uzunlugunun arttig1 bildirilmistir.
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Gentile ve Frattarelli (2016), Corylus colurna L. findik tiirlinde mikro
¢ogaltma denemeleri yapmiglardir. Eksplant olarak aksiler tomurcuklar
kullanilmigtir. 4.1 ve 8.2 uM Meta-topolin sitokinin siirgiin ¢ogaltiminda,
koklenmede ve adaptasyon asamasindaki etkisini BA ile Kkarsilastirarak
bakmiglardir. 8.2 uM MT ve BA’nin, fotosentez pigment igerigine ve katalaz ve
peroksidaz antioksidant enzim aktiviteleri iizerindeki etkisi incelenmistir. En fazla
stirgiin olusumunun ve en iyi koklenmenin 8.2 uM mT igeren ortamda oldugu
bildirilmistir. Yine en yiiksek klorofil igeriginin 8.2 uM mT uygulanan bitkilerde
oldugu gozlenmistir.

Pincelli-Souza ve Tillmann (2018), Corylus americana x C. avellana melez
olan findiklarin in vitro kosullarda doku kiiltiirii yontemi ile gogaltilmasi iizerine
bir arastirma yiirlitmiislerdir. Aksiler tomurcuklu siirglinler Mayis ortasinda
toplanmistir. Eksplantlarin sterilizasyonu sodyum hipokloritle yapilmis ardindan
etanole batirllmigtir.  Ayrica eksplantlar methylchloroisothiazolinone ve
methylisothiazolinone iceren PPM fungusitinde bekletilmis ve durulamasi
yapilmistir. PPM Kkiiltiir ortamlarina eklenmis ve ortamda ve eksplantlarda ¢ok az
kontaminasyon gozlenmistir.

Sgueglia ve ark. (2018), yaptiklar1 calismada Carrello, Panottara,
Minnulara ve Ghirarar’nin Italyan findik cesitlerinin doku kiiltiirii yontemi ile
¢ogaltilmasi {izerine bir ¢alisma yiritmiislerdir. Yirittiikleri bu ¢aligmada koltuk
tomurcuklar eksplant olarak kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonu igin %1 sodyum
hipoklorit ile 40 dakika devaminda %0,1 soydum mertihiolate ile 40 dakika
muammele edilmistir. Ghirara ve Minnulara findik ¢esitlerinde en fazla
kardeslemeyi 6.6 uM BAP igeren DKW ortaminda elde edildigi bildirilmistir.
Carrello ve Panottara findik ¢esitlerinin ise en fazla siirgiin sayisina 8.2 uM MT
iceren DKW ortaminda elde edildigi bildirilmistir.

Merdani ve ark. (2020), yaptiklar1 ¢alismada ticari degeri yliksek olan
Gercheh, Gerdooyi ve Pashmineh findik cesitlerini doku kiiltiirii yontemi ile

cogaltilmas1 iizerine bir caligma yiiriitmiislerdir. Eksplant olarak yan ve tepe
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tomurcugu kullanilmistir ve kiiltlir ortami olarak NRM ortam1 (Nas ve Read, 2004)
secilmigtir. Siirglin gelisimi i¢in 4 farkli dozdaki BAP (0.50, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/1)
ve 0.25 mg/l dozundaki Kinetin ve Kinetin igermeyen ortamlar kullanilmistir.
Bitkinin siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, eksplant basina diisen yaprak sayist ve
gelisme kalitesi incelenmistir. Koklenme asamasinda farkli dozlarda IBA ve NAA
iceren 6 farkli deneme ortami kullanilmis bitkiler kok olusumu igin Oncelikle
karanlikta bekletilmis ardindan 16 saat 1s1kl1 8 saat karanlik ortamda bekletilmistir.
Bitkiciklerin kok sayisi, kallus olusumu ve geligim kalitesi incelenmistir. Gercheh
findik ¢esidinde en iyi siirgiin gelisimi 0.5 mg/l BAP ve 0.25 mg/l Kinetin iceren
ortamda en iyi koklenmenin ise 1.0 mg/l IBA ve 1.0 mg/l NAA igeren ortamlardan
elde edildigi belirtilmistir. Gerdooyi findik ¢esidinde ise 4.00 mg/l BAP ve 0.25
mg/l Kinetin igeren ortamda en fazla kardes sayisinin elde edildigi, en iyi
koklenmenin de 0.5 mg/l IBA ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamda oldugu
belirtilmigtir. Pashmineh findik ¢esidinin en iyi siirgiin gelisimi ise 0.5 mg/l BAP
ortaminda elde edilmistir.

Kaplan (2020), Cakildak findik gesidinin bitki doku kiiltiirii yontemi ile
cogaltilmasi i¢in bir ¢aligma ylriitmiisiir. Eksplant materyeli olarak Cakildak findik
cesidine ait siirgiin uclan kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonu bitkilerin bir kismi
icin %70 lik etil alkolde 10 saniye bekletilmis bir kismina ise etil alkol
uygulanmamistir. Bu bitkilere farkli dozlarda sodyum hipoklorit (%0, %5, %10 ve
%15) soliisyonunda farkli siirelerde (10, 15 ve 20 dakika) bekletilerek ekplantlerin
canlilig1 belirlenmistir. Siirgiin tesviki amaciyla farkli dozlarda (1, 2, 3, 4, 5 mg/L )
BA iceren MS ve DKW ortamlant kullanilmigtir. Ayrica siirgiin gelisimini
saglamak i¢in de DKW ( 5 mg/L BA+ 100 UL IBA+50 pul GAjz) ve MS (1 mg/L
BA+ 100 ul IBA+50 ul GA3, 1 mg/L BA+ 100 ul IBA+50 ul GA; + 0.05 138 Fe-
EDDHA) kombinasyonlar1 test edilmistir. Calisma sonucunda Cakildak findik
¢esidi i¢in en iyi siirgiin gelisiminin 1 mg/L BA+100 ul IBA+50 pl GA; ortaminda

elde edilmistir.
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2.3. Elisa Viriis Testleri ile Ilgili Yapilan Calismalar

Findik agaclarin1 enfekte edebilen ve enfeksiyon sonucunda, konukgu
bitkilerde oOnemli miktarlarda verim diislikligii ortaya ¢ikarabilen, viral
etmenlerden birisi de Elma Mozaik Virusii (Apple Mosaic Virus, ApMV)’diir.
Viral hastalik etmeni olarak 19 uncu yiizyilin baglarinda ilk belirlenmesini takiben
bugiin elma yetistiriciligi yapilan bir¢ok iilkede tespit edilmistir (Howell, 1991).
ApMV’nin ilk kez ABD’de 1928 yilinda White tarafinda giillerde ve 1933 yilinda
da Bradford ve Joley tarafindan elmada tanimlandig: bildirilmistir. ApMV elmada
ilk olarak Granny Smith ¢esidinde belirlenmis ve bu ¢esitle birlikte yayilmistir
(Anonim 2002).

Elma mozaik viriisii, yurdumuzda yumusak cekirdekli meyve iiretim
alanlari, sert ¢ekirdekli meyve iiretim alanlar1 ve yag giilii liretim alanlarinda, s
olusturan, viral etmenlerden biridir (Ulubas ve Ertunc, 2003; Caglayan ve ark.,
2003; Glmiis ve ark., 2008; Yardimci ve Culal, 2009). Elma mozaik viriisi
Bromoviridae familyasindan [Ilarvirus cinsindendir. ApMV llarvirus cinsi,
serolojik karakterlerine gore 3 alt gruba ayrilmistir. ApMV, llarvirus cinsinin alt
grup 3’iinde yer almaktadir (Brunt, 1996). ApMV partikiilleri tek sarmal RNA
igerir, yuvarlaktir ve yaklasik 25-29 nm ¢apinda izometrik partikiile sahiptir. Viriis
partikiiliiiginde bir adet subgenomik mRNA tespit edilmis olup, bu dizilimin &rtii
proteini geninden sorumlu oldugu belirlenmistir (Brunt, 1996). ApMV partikiilleri
%16 niikleik asit ve %84 proteinden olugsmaktadir. Virtis, {i¢ ayr1 genomik (RNA 1,
RNA 2 ve RNA 3) ve bir subgenomik RNA (RNA 4)’ya sahiptir. [larvirusler igin 2
Ozellik geneldir; birincisi viral RNA’lar ile biiyiikliigi orantili, niikleoprotein
partikiilleri olusturulur ikincisi ise konukg¢u hiicrelerde viral genom aktivasyonunun
baglatilmasi i¢in CP’nin gerekli olmasidir (Bol, 1971; Smith, 1981). Bu o6zellikler
llarviriisleri Bromoviridae familyasinda farkli kilmaktadir.

Viriis as1 ile tagiabilen ancak, mekanik olarak zor tasinabilen bir viriis
olmakla birlikte bu virlisiin tohum ve vektorlerle tasindigina iliskin bir kayit

bulunmamaktadir (Zeki 1991). ApMV’nin enfekteli ve saglikli bitkiler arasinda
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dogal tasinma yollarmin bilinmedigi ifade edilmektedir (Brunt, 1996). Ulkemizde
etmenin varlig1 kiraz (Giimiis, 2008), elma (Caglayan, 2003; Akbas ve Ilhan 2005,
Dursunoglu ve Ertung 2008) konukgularinda tespit edilmistir. ApMV’nin en
onemli belirtisi yapraklarda yesilin farkli tonlarinda meydana gelen ve mozaik adi
verilen belirtilerdir. ApMv’nin yapraktaki neden oldugu belirtiler daha ziyade
ilkbahar ve yaz baslarinda daha belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Findikta Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) ve Tulare apple mosaic
virus (TAMV) gibi bazi viriisler enfeksiyon yapabilmesine ragmen, en yaygin
goriilen viriis etmeni ApMV’ dir. Belirtiler hastaligin ilk dénemlerinde yaprak
bitlerinin beslenme zararindan kaynaklanan mozaik belirtisi ya da iz element
eksikliginden kaynaklanan (6zellikle Mn, Zn, Fe ve Mg) ve yaprakta meydana
gelen klorotik renk degisiklikleri ile karistirilabilecegi belirtilmistir. Inkiibasyon
periyodu, enfeksiyonun meydana geldigi mevsime baglidir. Yaz aylarinda olusan
enfeksiyon sonucu bitkilerin sadece takip eden ilkbaharda simptom gosterebilecegi
ayrica, gen¢ elma fidanlarinin ve bazi ticari gesitlerin ise Nisan ve Mayis aylarinda
enfeksiyonu takip eden birka¢ hafta igerisinde simptom gosterebilecegini
bildirmistir (Nemeth 1986). ApMV, findik yapraklarinda ¢ogunlukla sar1 renkte
olmak {izere ¢esitli desenlerde belirtiler olusturabilmektedir. Bunun yaninda bazen
enfekteli bitkide enfeksiyon, latent olarak kalabilmektedir. Findik, ApMV ile
enfekteli olmasina ragmen, bazen hicbir belirti géstermemektedir. Findikta ApMV
enfeksiyonuna bagli olarak, i¢ci bos meyve olusumu meyvelerde ¢iiriiklik ve
lekelenme  goriilmemekte, yapraklarda sadece renk degisikligi ortaya
¢ikmamaktadir. Ancak virlis meyve sayisini azaltarak dolayli olarak verim kaybina
neden olabilmektedir (Sevik 2009).

Bu virlisle kimyasal miicadele yontemi olmadigindan virlis etmenin
saptanmasi ¢ok Onemlidir. Bunun igin ise Ornegin hangi dokudan ve hangi
fizyolojik donemden alinacagi olduk¢a dnemlidir. Teshis yontemlerinden biri olan

ELISA test ile bitkinin viriisten arilik durumu belirlenebilir.
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Bauman (1972), yaptig1 ¢alismada baz1 viriis hastaliklar1 dogrudan meyve
de zarar yapmasina ragmen, bazilari agacin gelismesine, verimine ve meyve
kalitesine zarar verdigini belirmislerdir. ApMV agacin biiyiimesini %50,
gelismesini %20 geriletmekte ve meyve verimini de %30 oraninda diisiirmektedir
ApMV belirtileri, elma ¢esidi, virlis irk1 ve viriilensi, ¢evre sartlarina gore yildan
yila degismektedir. ApMV’nin elmada tipik simptomlari, yapraklarda sarimsi-
beyaz renklenmeler, halkali lekeler ve damar bantlagmasi seklindedir. Kuvvetli
glines 1s1ginda yapraklarda nekrozlar olusmakta ve erken dokiilme ortaya
¢ikmaktadir. Hastalik belirtileri genellikle yazin erken donemde goriilmekte olup,
sicakligin yilikselmesiyle maskelenebilmektedir.

Sevik (2009), yaptig1 ¢alismada findik {iretimini tehdit eden unsurlardan
olan ve yaygin olarak goriilen Elma mozayik viriisii (Apple mosaic viriis;, ApMV)
niin yayitlhmimi ele almigtir. Ayrica, derlemesinde Elma mozayik viriisii (Apple
mosaic virus, ApMV)’ niin morfolojik 6zellikleri, dogal konukgulari, simptonlart,
tasinma durumlari, cografi dagilim ve kontrol yontemlerine deginmis ve bulasik
olan findiklarda verimin diistiigiinii bildirmislerdir.

Akbas ve Degirmenci (2010), belirli findik cesitlerinde Elma mozayik
virtisti (ApMV)’niin belirlenmesi i¢in RT-PCR teknigini ve ELISA teknigini
kullanmiglardir. Arastiricilar bu amagla Bartin, Diizce ve Zonguldak sehirlerindeki
farkli findik cesitlerinden yaprak &rnegi almiglardir. Orneklerin 150 tanesini RT-
PCR teknigiyle viriisiin bulagikligi belirlenirken, toplanan 150 tane &rnegin 24
tanesinde ELISA testide yapilmistir.

Sevik (2015), findik i¢in tehlikeli olan Elma mozayik viriisii (Apple mosaic
viriis;, ApMV) ‘niin belirlenmesi ve yayilmasini konu alan bir ¢alisma yiiriitmiistiir.
Calismasinda 2011-2012 yillar1 arasinda ApMV’in  Giresun ilinde yetisen
findiklarda goriilmesini ve yayilmasini incelemistir. Patojenin simptomlarini
gosteren ve gostermeyen 229 tane findik yaprak Ornegi toplamistir. Arastiric,
ELISA viriis testi ile patojenin varligini belirlemistir. Elisa viriis testi sonuglarina

gore 229 ornekten 19 tanesinin ApMYV ile bulasik oldugu bildirilmistir.
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Cieslinska ve Vlasevich (2016), igerisinde findiginda bulundugu Rosaceae
ailesinden 65 tane bitki tilirline bulasabilen Elma mozayik viriisii (Apple mosaic
virtis; ApMV)’nilin Polonya’da yetisen findik gesitlerinde viriis ile bulagikligimi
belirlemek i¢in bir g¢alisma yiiriitmistir. Aymi arastiricilar, 125 tane findik
orneginin 13 tanesinin ELISA testi sonucunda hastalikla bulasik oldugunu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu aragtimada bitkisel materyal olarak Beta Fidan Doku Kiiltiirii Islah Arge
Ziraat Tarim Sulama Hayvancilik Gida Turizm Insaat Sanayi ve Ticaret Limited
Sirketi’nin kontrollii findik seralarinda yetistirilen Tombul, Fosa ve Cakildak findik
cesitlerine ait nodal segment eksplant kaynagi kullanilmistir. Bu gesitler Findik
Arastirma Enstitilisii’nden temin edilmistir.

Fosa yaygin olarak Trabzon ve Akgakoca yorelerinde yetistirilmektedir. Bu
cesit geg yapraklanan ve ilkbahar ge¢ donlarindan fazla etkilenmezler. Bu ¢esit %
67 oraninda yag icermektedir (Ayfer ve ark., 1986; Demir, 2004).

Cakildak findik cesidi yiiksek adaptasyon yetenegine sahiptir. Yiiksek
soguklama istegi (750-1050 saat) olan Cakildak ge¢ olgunlasan bir findik ¢esididir.
Cesit %56,7-58,7 oraninda yag ve %17,72-18,75 oraninda proteine sahiptir (Turan,
2016). Bu gesidin meyveleri diger cesitlere kiyasla daha acik renkli ve tabla kismi
daha genistir (Demir, 2004).

Diinyanin en kaliteli findik ¢esidi olarak bilinen Tombul’un meyvelerri
yuvarlak ve beyazlagsma orani ¢ok yiiksektir. Olduk¢a verimli bir ¢esit olan
Tombul, %69-72 oraninda yaga sahiptir. Ilkbahar ge¢ donlarina hassastir (Ayfer ve
ark., 1986; Demir, 2004).

Doku kiiltiirii ile ilgili ortam denemeleri Beta Fidan Doku Kiiltiirii Islah Arge
Ziraat Tarim Sulama Hayvancilik Gida Turizm Insaat Sanayi Ve Ticaret Limited
Sirketi’ne ait arastirma ve kitlesel iiretimin yapildig1 doku kiiltiirii laboratuvar ile
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesine ait bitki doku kiiltiirii laboratuvarinda
yapilmistir. Doku kiiltiirii yontemi ile elde edilen bitkiler yine ayn1 firmada yer alan

tam otomasyonlu alistirma seralarina aktarilmaistir.
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Sekil 3.1 Fosa findik ¢esitlerinin meyvelerinin goriintiileri

Sekil 3.2. Cakildak findik ¢esitlerinin meyvelerinin goriintiileri
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Sekil 3.3. Tombul findik ¢esitlerinin meyvelerinin goriintiiler

Cizelge 3.1. Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerinin 6zellikleri

OZELLIKLER FOSA CAKILDAK TOMBUL
Kabuk Genigligi (mm) 17,87 17,8 17
Kabuk Kalinhgi (mm) 1,2 1,2 1,1

1 Kg Kabuklu Adeti
475-550 580 - 610 670 - 730

Randiman (%)

50-53 52 - 54 50 - 52

Yag Orani (%)

67 58 - 63 69 -72
Ciceklenme Orta Geg Orta
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3.2. Metod
3.2.1. Materyallerin Alinmasi ve Yiizey sterilizasyonu

Fosa, Tombul ve Cakildak findik ¢esitlerinden 1-2 aylik siirgiinlerinden
2018 yili Mayis ayinda alinan nodal segmentler baslangic materyali olarak
kullanilmistir. Yesil yapraklar temizlenerek iizerinde koltuk tomurcuklart bulunan
eksplantlarin her biri 2-3 cm boyunda kesilip yiizey sterilizasyonu islemlerine tabi
tutulmustur. Eksplantlar 60 dakika musluk suyunda bekletilmis, daha sonra
antibakteriyel sabun ile temizlenip, musluk suyu ile 3 kez durulanmistir. Durulanan
stirgiinler % 70’lik alkolde 5 saniye bekletilmis, ardindan ticari olarak satilan
kivamli ¢amasir suyunun (Domestos, %37 lik sodyum hipoklorit) saf su ile
seyreltilip %5, %10 ve %20 lik sodyum hipoklorit (1:20, 1:10, 1:5; v:v) ¢ozeltileri
ile 10 dakika muamele edilip 3 kez steril saf suda durulama islemi yapilmistir.
Sodyum hipoklorit uygulamalarindan elde edilen dezenfeksiyon basaris1 (%) olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.4. Eksplant olarak kullanilan nodal segmentler
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Sekil 3.6. Nodal segmentlerin giris ortamina alinma asamalari

Tilim bu islemlerden sonra eksplantlar bistiiri ve pens kullanarak her biri 1

cm olacak sekilde kesilerek kiiltiir ortamina dikilmigtir.

3.2.2. Besin Ortaminin i¢erigi ve Hazirlanmasi

Baslangi¢ ortamu thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCI ve myo-inositol
vitaminleri ve 4 mg/l 2-isopentenyladenine (2-1P) sitokinini iceren MS temel besin
ortami, 30 g/l sakkaroz, 7.0 g/l agar ve pH 5.7 olacak sekilde hazirlanmistir.

Hazirlanan ortamlar 100°C’ ye kadar karistiricilt 1sitict da kaynatilip cam deney
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tiplerine her birinde yaklasik 10 ml olacak sekilde paylastirilarak otoklavda
121°C’de 20 dakika steril edilmistir.

Cizelge 3.2. MS Besin Ortam Igerigi

MIKROELEMENTLER mg/L
Ki 0.83
H3BO; 6.2
MnSO,7H,0 22.3
ZnSOy, 8.6
NaMoO, 0.25
CuSO, 0.025
CoCl, 0.025
MAKROELEMENTLER mg/L
CaCl, 333,02
KH,PO, 170.00
MgS0O,7H,0 370
NH;NO; 1650.000
KNO; 1900
VITAMINLER mg/L
Myo-Inositol 100.00
Nicotinic acid( free acid) 0.500
Pyridoxine HCI 0.500
Thiamine hydrochloride 0.100

Cam tiiplerdeki besin ortamlarina, her tiipte bir eksplant olacak sekilde
(100 tiip) dikim yapilmistir. Dikimden sonra tiipler kontrollii kosullarin saglandigi
bitki biiylitme odasina yerlestirilmistir. Biiyiitme odasinin sicakligi 24+1° C, 151k

kosullar1 ise 16/8 (aydinlik/karanlik) saat fotoperiyottur.
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3.2.3. Farkh Sitokinin Kaynaklarimn Kardeslenme Uzerine Etkisinin
Belirlenmesine Yonelik Uygulamalar

Denemede thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCl ve myo-inositol
vitaminlerini igeren DKW temel besin ortamina GA; 0.05 mg/L dozu sabit tutulup
IBA (0, 0.01,0.1 ve0.2 mg/L),) BAP (0,1,2, 3, 4 ve 5 mg/L) ve Meta-topolin
(0,1,2,3, 4 ve 5 mg/L) gibi farkl bitki biiylimeyi diizenleyicilerin (0, 1, 2, 3, 4 ve 5
mg/L) dozlariin kardeslenme {izerine etkisi karsilagtirilmistir. Ortamlarda Karbon
(C) kaynagi olarak 30 g/L sakkaroz kullanilmigtir. Denemeler 5 tekerriirlii olup ve
her ¢esit i¢in tekerriirde 20’ser bitki kullanilmigtir. Biiyiitme odalarinda 16 saat
151k, 8 saat karanlik, 24+1 °C kosullar1 saglanmistir. Deneme sonuglarina gore 48

farkli ortamda ortalama bitki basina kardes sayis1 (OBBKS) belirlenmistir.

Cizelge 3.3. DKW Besin Ortam Icerigi

MIKROELEMENTLER mg/L
CuS0,5H,0 0.25
FeNaEDTA 44.63
H3BO; 4.80
MnSO,4.H,0 33.80
NaMoQO,.2 0.39
H,O
ZnS0,.7H,0 17.00

MAKROELEMENTLER mg/L
CaCl, 112.5
Ca(NO3)2.2H,0 1664.64
KH,PO, 265.00
K;SO, 1559.00
MgSO, 361.49
NH4NO; 1416.00
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Cizelge 3.4. DKW besin ortaminda sitokinin kaynagi olarak BAP ve oksin kaynag1
olarak IBA’nin kullanildig1 kombinasyonlar

Ortam No BAP (mg/L) IBA (mg/L) GA; (mg/L)
1 0 0 0.05
2 0 0.01 0.05
3 0 0.1 0.05
4 0 0.2 0.05
5 1 0 0.05
6 1 0.01 0.05
7 1 0.1 0.05
8 1 0.2 0.05
9 2 0 0.05
10 2 0.01 0.05
11 2 0.1 0.05
12 2 0.2 0.05
13 3 0 0.05
14 3 0.01 0.05
15 3 0.1 0.05
16 3 0.2 0.05
17 4 0 0.05
18 4 0.01 0.05
19 4 0.1 0.05
20 4 0.2 0.05
21 5 0 0.05
22 5 0.01 0.05
23 5 0.1 0.05
24 5 0.2 0.05
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Cizelge 3.5. DKW besin ortaminda sitokinin kaynagi olarak MT ve oksin kaynag1
olarak IBA’nin kullanildig1 kombinasyonlar

Ortam No MT (mg/L) IBA (mg/L) GA; (mg/L)
1 0 0 0.05
2 0 0.01 0.05
3 0 0.1 0.05
4 0 0.2 0.05
5 1 0 0.05
6 1 0.01 0.05
7 1 0.1 0.05
8 1 0.2 0.05
9 2 0 0.05
10 2 0.01 0.05
11 2 0.1 0.05
12 2 0.2 0.05
13 3 0 0.05
14 3 0.01 0.05
15 3 0.1 0.05
16 3 0.2 0.05
17 4 0 0.05
18 4 0.01 0.05
19 4 0.1 0.05
20 4 0.2 0.05
21 5 0 0.05
22 5 0.01 0.05
23 5 0.1 0.05
24 5 0.2 0.05
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3.2.4. Farkhi Oksin Kaynaklarimin Koklenme Uzerine Etkisinin Belirlenmesine
Yonelik Uygulamalar

Koklenme denemesinde thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCI ve myo-
inositol vitaminlerini igeren, MS temel besin ortamia 200 mg/L Sequestrene Fe
138, IBA (0, 1, 2 ve 3 mg/L) ve NAA (0.01, 0.1, 1 ve 2 mg/L) nin farkli doz ve
kombinasyonlardan olusan 16 farkli ortamda kok sayist ve kdk uzunluguna
bakilarak en iyi koklenme ortami belirlenmistir. Ortamlarda 30 g/L sakkaroz
kullanilmistir. Kok denemeleri her cesit icin 5 tekerriirlii olarak yapilmis ve her

tekerriirde 20’ser adet bitkicik kullanilmuistir.

Sekil 3.7. Doku kiiltiirii yontemi ile findigin ¢ogaltim agamalari
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3.3. Findikta ApMV Kkars1 arilik durumlarinin Serolojik ve Molekiiler
Yontemlerle Belirlenmesi
3.3.1. Serolojik Testlemeler

DAS-ELISA yontemi Clark ve Adams (1977)’e gore yiiriitiiliip ve Bioreba
firmasindan temin edilen kit kullanilmistir. Findik ¢esitlerinin dokularinda (~ 200
tip/hat) ApMV’nin varligin1 belirlemek i¢in bir serolojik tani yontemi olan ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) kullanilmistir. Poliklonal ve monoklonal
antibadiler kullanilarak hem etmenin hem de mevcut 1wkin belirlenmesi
saglanmustir.

Doku Kkiiltiiriinde cogaltilmadan 6nce findiklarin geng¢ yapraklar alinip
etiketlenmis polietilen torbalar igerisinde buz kabma konmustur.  ELISA
yonteminde; ticari olarak temin edilen ApMV’ye spesifik ELISA kitleri, ¢ozeltiler,
96 kuyulu ELISA tabaklari, otomatik pipetler ve pipet uglar saf su ile 405 nm
dalga boyunda absorbans degerlerine sahip ELISA okuyucusu kullanilmistir. DAS-
ELISA yontemi ile pozitif bulunan 6rnekler molekiiler olarakta spesifik primerler

ile testlenmistir.

3.3.2. Molekiiler Testlemeler

RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan test materyallerinden CTAB (Foissac ve
ark., 2001) ve ticari firmaya ait Total RNA ekstraksiyon kiti (Norgen/Qiagen) ile
total RNA ekstraksiyonu yapilmigtir. Kit ile yapilan ekstraksiyon sonucunda total
RNA’lar Real Time PCR ¢aligmalarinda kullanilmak {izere -80°C’de muhafaza
edilmistir. CTAB igin ise; sivi azot ile ezilmis 100 mg bitki dokusuna 1 ml buffer
(6 M guanidine thiocyanate, 0.2 M sodium acetate, 25 mM EDTA, 1 M potassium
acetate, % 2.5PVP-40 ve %1 mercaptoethanol, %0.05 spermidine) ilave edilerek
karistiritlmigtir. Bu karisimdan 500 ml alinarak 100 ml %10 sodium lauryl sarcosyl
solusyonu ile karigtirilmistir. Bu karisim 70°C de 10 dakika karistirilarak inkube
edildikten sonra 5 dakika buzda bekletilmistir. Sonra 14.000 rpm de 10 dakika

santrifiij edilmistir. 300 pl supernatant yeni bir tiipe taransfer edildikten sonra
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tizerine 150 ul ethanol, 25 pl silicon di oksit ve 300 pul 6 M sodium iodide ilave
edilmistir. Karigim oda sicakliginda 10 dakika karistirilarak bekletildikten sonra
6000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir. Sonra supernatant atilip ve pellet 500 pl
washing buffer (10 mM Tris-HCI containing 0.05 mM EDTA, 50 mM NaCl ve
%50 ethanol) igerisinde ¢ozdiirilmistiir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra
pellet 150 pul RNase free su igerisinde ¢ozdiiriilmiigtiir. Sonra 70°C de 4 dakika
bekletilip 14.000 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra supernatant yeni
bir tiipe alinarak - 20°C de saklanmustir. Elde edilen total RNA lar ApMV ’ye
spesifik primerler kullanilip RT-PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilmigtir. Klasik PCR
caligmalarinda Cizelge 1’de verilen primer dizileri Thermo Scientific Verso 1*step
RT-PCR Hot Start Kit (Thermo Scientific, Cat. No: AB-1455/B) kullanilarak kit
protokoliinde belirtildigi sekilde, 0,2 ml’lik steril PCR tiiplerine ddH20 7.75ul, 2X
1-Step PCR Hot Start MM 12.5pul, Forward Primer (10uM) 0.5ul, Reverse Primer
(10uM) 0.5pl, Verso Enzim Mix 0.5pl ve RNA 2pul eklenerek toplamda 25 pl
hacimde PCR mixi hazirlanmistir. Ayrica bir tiipe de 2 pl RNase-Free su ilave
edilerek negatif kontrol olarak analize dahil edilmistir. Ayn islem pozitif kontrol
icin de gergeklestirilmigtir. Daha sonra, 50°C’de 15dk (cDNA sentezi), 95°C’de 15
dk (Verso Enzim Inaktivasyonu), 40 déngii (95°C’de 20 sn, 60°C’de 30 sn,
72°C’de 1 dk), 72°C’de 5 dk (Son Uzama) kosullarinda ve PCR doéngiilerinde

analize tabi tutulmustur (Hassan ve ark., 2006).
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Cizelge 3.6. ApMV ’nin 1-step RT-PCR ile tesbitinde kullanilan primerler dizileri

ApMV

. Sekans Dizilimi (5'-3") Cogaltilan bolge
Primerler
ApMV Fw CGTAGAGGAGGACAGCTTGG 450 b
ApMV Rev CCGGTGGTAACTCACTCGTT P

3.4. Jel Eleketroforezi ile PCR Sonuclarimin Degerlendirilmesi

PCR drlinleri %1.5 luk agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiillip analizi
yapilmistir. 1,5 g Agaroz, 150 ml 1X Tris Asetat EDTA (TAE) tampon ¢ozeltisi
icerisine eklenmis ve mikro dalga firinda ¢oziindiiriilmistiir.3 ul Etidyum bromiir
(0.5 png/ml) ¢ozeltinin lizerine eklenmis ve tarak yerlestirilmis jel tepsisinin iizerine
dokiilmistiir. Agarozun polimerize olmasi i¢in 20 dk bekletilmistir. Poimerize olan
jelden taraklar yavasca cikartilimg ve agazor jel tepsisi elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 1X TAE tampon ¢ozeltisi jelin tistiinii tamamen kapatacak sekilde
tankin igerisine dokiilmistiir. 100 bp lik DNA ladder ve PCR iiriinleri yiikleme
boyast ile jel cukurlarma yiiklenmistir. Ornekler 140 volt ile 40 dakika
yiirtitilmistir. Yirime bittikten sonra jel UV 1518 altinda goriintiilenmistir.
Ayrica RT-PCR sonucu elde edilen PCR iiriinleri Qiexcel Kapiler Jel Elektroforezi
ile bantlar belirlenmistir. Gorilintiileme sonucunda yaklagik 450 bp lik bant veren

ornekler Elma mozaik viriisii ile bulasik oldugu belirlenmistir.

3.5. Sekanslama ve BLAST Analizi
Elde edilen pozitif dérnekler sekanslama yapilmak iizere Makrogen-italya
firmasia gonderilmistir. BLAST-NCBI veritabani kullanilarak bu dizilerin analizi

yapilmistir.

41



3. MATERYAL VE METOT Merve ELCICEK

3.6. Filogenetik Analiz
Elde edilen DNA sekanslart MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) programi kullanilarak En Yiiksek Ihtimal, Maximum Likelihood metodu

ile simiflandirilmstir.

3.7. Elma Mozaik Viriisiiniin Arindirilmasi
3.7.1. Termoterapi Uygulamasi

Serolojik ve molekiiler yontemler sonucunda Elma mozaik viriisii ile
bulasik oldugu belirlenen findiklarin yiizey sterilizasyonu yapilarak Fosa, Cakildak
ve Tombul fikilarina ait nodal segmentler tiiplerde kiiltiire alinmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan nodal segmentlerin besin ortami igeren tiiplere (4 mg/l 2-
isopentenyladenine (2-IP), MS, 30 g/l sakkaroz, 7.0 g/l agar ve pH 5.8) dikilmistir.
Materyaller iklim dolabinda 24 °C sicaklik ve fotoperiyot (16-h 151k/8-h karanlik)
kosullarinda tutulmustur. Bu tek tomurcuklu segmenlerde siirgiin gelisimi 3-4 hafta
icinde saglandiktan sonra Ornekler alt kiiltiir yapilmis ve bu islemden iki hafta
sonra termoterapi uygulamasina baglanmstir. Secilen her ¢esit i¢cin 10 adet in vitro
stirgiin kullanilmistir. Siirgiinler iklim dolabinda 16-h 151k/8-h karanlik fotoperiyot,
40 pmol'm *s™" 151k siddeti kosullarinda, 25°C ile baslayan ve her giin bir derece
artiritlip giindiiz 36°C - gece 32°C sicaklikta 28-32 hafta siiresince bekletilmigtir
(Zhao vd 2018). Termo terapiye maruz birakilan 6rnekler haftalik olarak serolojik

ve molekiiler yontem olan DAS-ELISA ve PCR ile testlenmigtir.

3.8. Istatistiksel Analizler

Denemelerden elde edilen veriler JMP (15 versiyonu) istatistik paket
programinda tesadiif parselleri deneme desenine kullanilarak analizleri yapilmis ve
bu verilerin ortalamalar1 Student’s testi ile karsilastirilmistir. Yiizdelik degerlere

ac1 transformasyonu uygulanarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Denemelerde yer alan Fosa, Cakildak ve Tombul findik g¢esitlerinin in vitro
kosullarda ¢ogaltimi ile ilgili ylizey sterilizasyon uygulamalar1 ile farkh
kombinasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri i¢eren ortamlarin eksplant bagina
diisen ortalama siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu, kardes sayisi ve koklenme

iizerindeki etkisi belirlenmistir.

4.1. Yiizey Sterilizasyon Uygulamalarmin Etkisi

Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerinin in vitro kosullarda
cogaltiminda fungal ve bakteriyel hastalik etmenleri ile bulasik olmasi doku
kiiltiirii yonteminin giris asamasi olan sterilizasyon uygulamalarinin belirlenmesi
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu amagla bu tezde Fosa, Cakildak ve Tombul’un
findik fidanlarinin 1-2 aylik 2018 Mayis ayinda aliman bogumlarina farkh
konsantrasyonlarda (%0, %5, %10 ve %20) NaOCIl (sodyum hipoklorit) ile 10
dakika muamele edilmistir. Yilizey sterilizasyonu i¢in farkli dozlardaki NaOCI
uygulamalar1 sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4.1 de verilmistir. So6z
konusu Cizelge incelendiginde farkli dozlardaki NaOCI’nin yasayan kiiltiirler
arasinda istatistiksel olarak Onemli farklar oldugu belirlenmistir. Yiizey
sterilizasyonunda NaOCl’nin kullanilmadig1 uygulamalarda fungal ve bakteriyel
sebeplerden Oliimler oldugu, NaOClI’nin sterilizant olarak kullanildiginda ise bu
Olimlerin azaldig1r saptanmigtir. Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerinde
farkli dozlardaki soydum hipoklorit uygulamalarindan %5 lik sodyum hipokloritin
kullanildig1 sterilizasyon protokoliinde Fosa findik ¢esidinde canliligin %17,5,
Cakildak findik ¢esidinde canliligin %37,5 ve Tombul findik c¢esidinde ise
canliligim  %10,5 oldugu gorilmistir. %20 lik NaOCl’'min 10 dakikalik
uygulamasinda ise Fosa ve Cakildak findik ¢esitlerinde canliligin ¢ok yiiksek
oldugu goriilmektedir. %20 lik NaOCI’nin 10 dakikalik muamelesinde Fosa findik
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¢esidindeki canliligin %90,5, Cakildak findik ¢esidinde %96 ve Tombul findik
¢esidinde %87 oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Fosa, Cakildak ve Tombul’a uygulanan farkli dozlardaki NaOCl’nin
canliliga etkisi

Cesit Uygulama Canlilik(%)
0.0d
%0 NaOCl
(0)*
17 5c**
%5 NaOCl
oo Na (24.72)*
Fosa 52.5b**
s %10 NaOCl
(46.43)*
90.5a**
%20 NaOCl F
(72.04)"
LSD %5 0,0681
1,54
%0 NaOCl
° (7.03)*
%5 NaOCl Nl
0
7.7y
Cakildak (:73%*1
%10 NaOCl
(62.7)"
96a**
%20 NaOCl
pcuNa (78.46)*
LSD %5 0.06625
0.0d**
%0 NaOCl
0)*
10.5¢*
%5 NaOCl ¢
(18.9)*
Tombul %10 NaOCl >10™
a
° (45.5)*
87a*
%20 NaOCl
il (68.8)*
LSD %5 0,066
Prob>f 0.0001

**Ayni sutindaki farkli harflere sahip degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamhdir.
*Acl transformasyonu uygulanmus degerlerdir.
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Sgeglia ve arkadaslarinin (2018) yapmis oldugu c¢alismada Carrello,
Ghirara, Minnulara ve Panittara olan 4 farkli Italyan findik cesidine farkli
sterilizasyon yontemleri uygulanmis ve bitkilerin gelisimine etkisi incelenmigtir.
Yaptiklar1 ¢alismada dallari ticari olarak satilan Lysoform sabununa batirip 2 saat
musluk suyu ile duruladiktan sonra kontaminasyonu engellemek i¢in dallar1 %70
lik etil alkol de bir dakika bekletmis ve %1 lik sodum hipokloirtte ve %0.1 lik
sodyum methiolate ile 35 dakika ve 40 dakika olmak {izere farkli siirelerde bu
uygulamalar yapilmistir. Minnulara (%26,7) ve Ghirara (9%20) cesitleri i¢in en
yiiksek canliligi 40 dakikalik %1 sodyum hipoklorit ve %0.1 sodyum metiolat
uygulamasinda elde edildigi bildirilmistir. Carrello (%33) ve Panottara (%46,7)
cesitleri i¢in ise en yiiksek canlilig1 35 dakikalik uygulamada oldugu belirtilmistir.

Bacchetta ve arkadasglarinin (2008) yapmis oldugu calismada 6 farkli
Italyan findik cesitlerinden Tonda Romana, Tonda Giffoni, Avellana Speciake,
Mortarella, Napoletanedda ve Ghirara ¢ogaltimi i¢in siirgiinleri 1 saat musluk suyu
ile yikamiglardir. Antibakteriyel sabun ile yikayip ve su ile 3 kez durulamiglardir.
Daha sonra %70 lik alkolde 5 sn bekletmiglerdir. Bitkinin alt tabanina Na
Merthiolate (CgHgHgNaO2S Carlo Erba) ile 10 dakika muamele yapilmistir. 10
dakika sonra 5 sn steril su ile 3 kez durulanmistir. %20 lik sodyum hipoklorit ile 10
dk muamele edilmistir. Kontaminasyonun %20-30 oraninda oldugu bildirilmistir.

Damiano ve arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 ¢caligmada “Montebello” ve
“Tonda Gentile Romana” Italyan findik cesitlerinin mikrogogaltimi icin Mayistan
Eyliile kadar gozler alinmigtir. Bu gozlerin sterilizasyonu i¢in gozler 1 dk %70 lik
etil alkolde bekletilmis ve steril su ile durulanmigtir. Devaminda ise bir kismini
9%0.08 lik NaOCl ile 30 dakika muamele etmis, bir kismina %0.05 lik Na
mertiolate ile 30 dk muamele etmis bir kismina ise ilk 6nce 20 dk %0.08 lik
NaOCl uygulamis ve devaminda %0.05 lik Na mertiolate ile 20 dakika muamele
etmislerdir. Bu uygulamalardan sonra tiim gozler 3 kez steril saf su ile
durulanmigtir. Calisma sonucunda kontaminasyonun ve nekrozun en az NaOCIl ve

Na mertiolate m birlikte uygulandig1 sterilizasyon uygulamasinda elde edildigi
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bildirilmigtir. Diger sterilizasyon uygulamalarinin %95 oraninda oldugu
gdzlenmistir.

Silvestri ve arkadaslarinin (2019) yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada
aragtirmacilar eksplant olarak nodal segment kullanmiglaridir. Sterilizasyona
baglamadan Once dallarin apekslerini kesmis ve bu nodal segmenleri 1 saat 250
mg/L askorbik asit, 250 mg/L sitrik asit, 5 mg/L GA; ve %0.1 PPM igeren
soliisyonda bekletmistir. Devaminda ylizey sterilizasyonu i¢in bu siirgiinlere %20
lik ¢amasir suyu ile 30 dakika muamele edilmis ve hemen saf su ile 2 kez

durulamiglaridir. Ayrica kiiltiir besiyerine 2.5 mg/L CuSO45H,O ekleyerek

bakteriyel kontaminasyonu dnemli miktarda azaltiklar1 bildirilmistir.

» \ & ‘
Sekil 4.1. Fosa, Cakildak ve Tombul findik g¢esitlerine %5 lik sodyum hipoklorit
uygulamasi
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Eo s B
Sekil 4.2. Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerine %10 lik sodyum hipoklorit
uygulamast

<
-
-

Sekil 4.3. Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerine %20 lik sodyum hipoklorit
uygulamast
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Siirgilin gelisimi gdz oniinde bulunduruldugunda sodyum hipokloritin en iyi
dozu Fosa, Cakildak ve Tombul findiklar1 igin %20 lik oldugu saptanmistir. En
fazla kontaminasyonun (%80) ise %5 lik NaOCIl de oldugu goriilmiistiir. %20 lik
NaOCl dozunun ise kontaminasyonu onledigi goriilmiistiir. Bu tezde elde edilen
sonuglar ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan sterilizasyon uygulamalarinin sonuglart

kiyaslandiginda sonuglarin benzer oldugu goriilmektedir.

4.2. Farkh Konsantrasyonlardaki Sitokinin ve Oksin Kombinasyonlarmin
Eksplant Basina Diisen Ortalama Kardes Sayisina Etkisi

Bitkilerin kitlesel iiretimi igin bitki doku kiiltiirii yontemiyle c¢ogaltim
biiylik 6onem arz etmektedir. Bu kitlesel iiretimi saglamak ic¢in eksplant basina
diisen kardes sayisinin oldukca fazla olmasi gerekmektedir. Bu kardes sayisini
artirmak i¢in bitki bilyiime diizenleyicisi olan sitokinin ve oksin grubu bilesikler
kullanilir. Uygun dozlardaki sitokinin ve oksinin birlikte kullanildig
kombinasyonlar genelikle bitki gelisiminde olumlu sonuglar vermektedir. Biiylime
diizenleyicilerden biri olan GA; siirgiin olusumunu ve gelisiminin hizlandirdig
bir¢ok arastirma sonucunda bilinmektedir.

Bu tezde de GAj;’lin sabit dozunda BAP ve MT olarak farkli sitokinin
kaynaklari, oksin kaynagi olarak IBA ile farkli dozlardaki kombinasyonlari
kullanilmis ve denemeler sonucunda elde edilen bulgular ve istatistiksel analizleri

yapilarak asagida verilmistir.

4.2.1. Farkhh Dozlarda BAP ve IBA Kombinasyonlar1t Uygulamalarinin
Eksplant Basina Diisen Ortalama Kardes Sayisina Etkisi

Denemede thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCl ve myo-inositol
vitaminlerini iceren DKW teme besin ortamina 0.05 mg/L GAj; dozu sabit tutulup
farkli dozlardaki BAP (0, 1, 2, 3, 4, ve 5 mg/l) ve IBA(0, 0.02, 0.1 ve 0.2 mg/L)
kombinasyonlarinin explant basina ortalama kardes sayis1 iizerine etkisi

karsilastirilmistir. Denemeler 5 tekerriirlii olarak yapilmis ve her tekerriirde 20’ser
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bitki kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore her findik ¢esidi igin ortalama bitki
bagina kardes sayisi (OBBKS) belirlenerek en iyi kardesleme ortami belirlenmistir.
21 giinden sonra bu deneme DKW ortamlarinda 0 mg/L BAP ve 0 mg/L IBA
kombinasyonlarini igeren ortamlarda 3 findik c¢esidinde de hig bitki gelisimi
olmadigr goézlenmistir diger ortamlarda ise bitki gelisiminin oldukg¢a iyi oldugu
gbzlenmistir.

Cizelge 4.2 Fosa findik ¢esidinde farkli konstantrasyonlardaki BAP ve
IBA’nin kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basina ortalama kardes sayisi
verilmistir. Cizelge 4.2 incelendiginde Fosa findik ¢esidinin BAP ve IBA
kombinasyonlarin1 igeren ortamlarda elde edilen kardes olusum sayisinin
birbirinden farkli oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak (p <0.05) énemli oldugu
goriilmektedir. Nitekim bu Cizelge incelendiginde BAP’mn ve IBA’nin O mg/l
oldugu kombinasyonlarda yeni kardesin olugsmadigi, eksplant basina diisen kardes
sayisinin en fazla 4 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA hormonlarini iceren besin

ortamlarinda elde edildigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Fosa findik ¢esidinde farkli konstantrasyonlardaki BAP ve IBA’nin
kombinasyonlarindan elde edilen eksplant bagina ortalama kardes

sayisl
OBBKS (Kardes Sayisi )
BAP (mg/L) IBA(mg/L) Adet
0 0.0m
0,01 0.0m
0 0,1 0.0m
0,2 0.0m
0 0,05Im
0,01 0,4jm
1 0,1 0,63gk
0,2 0,8gk
0 0,85gj
0,01 1,1eg
p 0,1 0,75gk
0,2 0,9fi
0 1,04fh
0,01 1,35df
° 0,1 1,55¢ce
0,2 1,58ce
0 1,8bd
4 0,01 2bc
0,1 2,5a
0,2 2,2ab
0 0,55hk
0,01 0,5ul
° 0,1 0,4jm
0,2 0,35km
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,505

50



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve ELCICEK

Cizelge 4.3 incelendiginde Cakildak findik ¢esidinde explant basina olusan
kardes sayist en fazla 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’nin oldugu ortamda elde
edildigi goriilmektedir. 0 mg/L BAP ve 0 mg/L IBA’nin kombinasyonlarinda ise

kardes olusumu gézlenmemistir.

Cizelge 4.3. Cakildak’mm farkli konstantrasyonlardaki BAP ve IBA’nin
kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basina ortalama kardes

sayist
BAP (mg/L) IBA(mg/L) OBBKS (Kardes Sayisi) Adet
0 0.0j
X 0,01 0.0j
0,1 0.0j
0,2 0.0j
0 0.0j
0,01 0.0j
{ 0,1 0.22ijj
0,2 0.3hj
0 0.45fj
0,01 0,65ei
2 0,1 0,7eh
0,2 1.05ce
0 0.9df
0,01 0.85dg
3 0,1 0.98de
0,2 1.08ce
0 1.26bd
0,01 1.63ab
N 0,1 1.5bc
0,2 2.0a
0 0.2ij
5 0,01 0.5fi
0,1 0.4gj
0,2 0.3hj
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,471
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Cizelge 4.4 de Tombul findik ¢esidinin farkli konsantrasyonlardaki BAP ve
IBA kombinasyonlarindan elde edilen eksplant bagina olusan ortalama kardes
sayist verilmistir. S6z konusu Cizelge incelendiginde Tombul findik ¢esidinde
findik eksplant basina en yiiksek kardes sayisi 4 mg/LL BAP ve 0.2 mg/L IBA

iceren ortamda elde edilmistir. BAP’1 igermeyen ortamlarda kardeslenme yoktur.

Cizelge 4.4. Tombul findik ¢esidinde farkli konstantrasyonlardaki BAP ve IBA’nin
kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basina ortalama kardes

sayis1
BAP (mg/L) IBA(mg/L) OBBKS (Kardes Sayisi ) Adet

0 0.0j

0,01 0.0j

0 0,1 0.0j
0,2 0.0j

0 0.0j

0,01 0.2ij
1 0,1 0.35hj
0,2 0.55gi
0 0.75fh
0,01 0.82fh
2 0,1 0.95fg
0,2 1.0eg

0 1.6d

0,01 1.5de

3 0,1 2.2c
0,2 1.6d

0 3.1b

0,01 3b
4 0,1 3.5ab
0,2 4.0a

0 1.2df

0,01 1.2d

5 0,1 1.1df
0,2 0.8fh
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,531
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Thomson ve Deering’in (2011) yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada Daviana
findik c¢esidi i¢in farkli konsantrasyonlarda BAP, kinetin, zeatin ve IPA sitokininleri
iceren farkli ortamlarda siirgiin gelisimi incelenmistir. Calisma sonunda eksplant
basina olusan en fazla kardes sayisinin (3.5) ve en uzun siirgiiniin (28.6 mm) 5 mg/L
BAP igeren ortamda elde edildigi bildirilmistir.

Mardani ve arkadaglariin (2020) yapmis olduklar ¢alisgamada 3 farkli ticari
¢esit olan Gercheh, Gerdooyi ve Pashmineh’in mikro ¢ogaltimi i¢in Kinetin (0.25
mg/L) ile BAP’1n 4 farkli dozunu (0,50, 1.00, 2.00 ve 4.00 mg/L iceren ortamlardaki
siirglin gelisimi incelemis ve uygun ortami belirlemiglerdir. Gercheh (1.92) ve
Gerdooyi (2.45) findik ¢esidinde en iyi siirgiin gelisimin 4 mg/L BAP ve 0.25 mg/L
kinetin i¢eren ortamda elde edildigi bildirilmistir.

Bu 3 findik ¢esidi i¢in farkli dozlardaki BAP ve IBA’y1 igeren ortamalar
arasinda eksplant basina olusan kardes sayisina bakildiginda en fazla siirgiin sayisinin 4
mg/IL BAP iceren ortamlarda elde edildigi goriilmektedir. Elde edilen sonuglar
gosteriyor ki literatiirdeki c¢aligmalarda kullanilan 4 mg/L. BAP igeren besi yeri Fosa,
Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerinde ayni sonucu vermistir. Yine 4 mg/l BAP ve
0.1 mg/l IBA’y1 igeren ortamda eksplant basina elde edilen kardes sayisina
bakildiginda 4 mg/l BAP ve 0.2 mg/l igeren ortamda elde edilen kardes sayisi arasinda
cok biliylik farkin olmadigi goézlenmistir. Yiiksek dozdaki (5 mg/L) BAP igeren
ortamlardaki findik siirgiinlerinin 2. Alt kiiltiirden sonra bitkilerde camlagma ve bitki
gelisimin kotii oldugu bu ylizden geriye doniik 6liimler oldugu goriilmiistiir.

Literatiirdeki uygulamadan farkli olarak siirgiin gelisim performansini artirmak
icin 4 mg/L BAP ile 0,1 mg/L IBA kullanilarak Fosa findik ¢esidinde, 4 mg/L BAP
ile 0,2 mg/L IBA igeren besi yerleri kullanilarak Cakildak ve Tombulda basaril
sonuglar elde edilmistir.

Sekil 4.4 de verilen resimlerde sirasiyla Fosa, Cakildak ve Tombul ¢esidine ait
yeni olusan siirgiinler goriilmektedir. 4 mg/L BAP ve 0.1 mg/L IBA iceren ortama
konulan Fosa c¢esidine ait siirgiinden eksplant basina 2 yeni siirgiin olustugu
goriilmektedir. Cakildak ¢esidine ait siirgiin ise 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA igeren
ortamda eksplant bagina 2 siirglin olusturdugu goriilmektedir. Sekil 4.4’tin son
resminde Tombul findik ¢esidine ait siirgiin, 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’nin

bulundgu ortamda eksplan basina 4 siirgiin olusturdugu goriilmektedir.
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’

Sekil 4.4. Slras1l 4 mg /L BAP ve 0.1 mg/L IBA igeren ortamdaki Fosa, 4 mg/L
BAP ve 0.2 mg/L IBA dozlarini igeren ortamdaki Cakildak ve Tombul
bitkilerinin gelisimleri

4.2.2. Farkh Dozlarda Metatopolin ve IBA Kombinasyonlar1 Uygulamalarinin
Eksplant Basina Diisen Ortalama Kardes Sayisina Etkisi

Denemede DKW besin ortaminda 0.05 mg/L GA; igeren ve vitamin olarak
tiamin, nikotinik asit, pyridoxine HCl ve myo-inositol sitokinin ve oksin kaynag1
olarak farkli dozlardaki MT (0, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/L) ve IBA (0, 0.02, 0.1 ve 0.2
mg/L) igeren ortamlarda eksplant bagina ortalama kards sayisi karsilagtirilmustir.
Denemeler 5 tekerriirlii olup her tekerriirde 20’ser bitki kullanmilmistir. Elde edilen
sonuglara gore her findik ¢esidi i¢in ortalama bitki basina kardes sayis1i (OBBKS)
belirlenerek en iyi kardesleme ortamibelirlenmistir. 21 giinden sonra bu DKW
deneme ortamlarinda elde edilen sonuglara gore 3 findik ¢esidi i¢in 0 mg/L MT ve
0 mg/L IBA igeren ortamlarda eksplant bagina olusan siirgiin sayisinin 0 oldugu
goriilmektedir.

Cizelge 4.5 incelediginda Fosa findik ¢esidinin sitokinin kaynagi olarak
MT ve oksin kaynagi olarak IBA nin farkli dozlarin eksplant basina olusan kardes
sayis1 birbirinden farkli oldugu goriilmektedir. Istatistiksel olarak (p <0.05) bu
farkin ¢ok oOnemli oldugu gorilmektedir. S6z konusu cizelge incelendiginde

eksplant baina olusan siirgiin sayisinin en az MT ve IBA’y1 icermeyen ortamda
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oldugu goriilmiistiir. Eksplant basina olusan siirgiin sayisinin en fazla 2 mg/LL MT
ve 0.2 mg/L IBA kombinasyonunu igeren besin ortaminda elde edilidigi

goriilmiigtiir.

Cizelge 4.5. Fosa’min farkli konstantrasyonlardaki MT ve IBA’nm
kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basina ortalama kardes

sayist
MT (mg/L;] IBA(mg/L) OBBKS (Kardes Sayisi)Adet
0 0.0n
0,01 0.0n
0 0,1 0.0n
0,2 0.0n
0 0.85il
0,01 1.4qi
! 0,1 1.6th
0,2 2.1ef
0 2.75cd
0,01 3.2bc
2 0,1 3.5ab
0,2 4.0a
0 1.36gj
0,01 1.55fh
3 0,1 1.58fh
0,2 1.04hk
0 1.8eg
4 0,01 2.05ef
0,1 2.3de
0,2 1.05hk
0 0.3In
5 0,01 0.8jl
0,1 0.6km
0,2 0.2mn
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,56
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Cakildak findik ¢esidinin MT ve IBA’nm farkli dozlarindaki eksplant
basima olusan kardes sayisi Cizlge 4.6’da verilmistir. S6z konusu ¢izelge
incelendiginde Cakildak findik c¢esidinde farkli konstantrasyonlardaki MT ve
IBA’nin kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basina ortalama kardes sayisi
en fazla siirgliniin ise 3 mg/L. MT ve 0.2 mg/L IBA iceren ortamda elde edilidgi

goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Cakildak findik ¢esidinde farkli konstantrasyonlardaki MT ve IBA’nin
kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basmna ortalama kardes

sayis1
MT (mg/L) IBA(mg/L) OBBKS (Kardes Sayisi ) Adet
0 0.0l
0,01 0.0l
0 0,1 0.0l
0,2 0.0l
0 0.6hk
0,01 0.75gj
1 0,1 0.85f
0,2 1.15eg
0 1.15eg
0,01 1.3cf
2 0,1 1.52be
0,2 1.5be
0 1.65bd
0,01 1.7bc
3 0,1 1.95ab
0,2 2.2a
0 0.95fi
0,01 1.0fh
4 0,1 1.2dg
0,2 1.25cf
0 0.6hk
0,01 0.5ik
5 0,1 0.2kl
0,2 0.4jl
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,455

56



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve ELCICEK

Cizelge 4.7°de Tombul findik g¢esidinin MT ve IBA’nin farkli dozlardaki
eksplant basma olusan siirgiin sayilar1 verilmistir. S0z konusu ¢izelge
incelendiginde Tombul findik ¢esidinin de eksplant basmma MT ve IBA’y1
igermeyen ortamlarda yeni kardesler olusmadigi goriilmektedir. Eksplant bagina en
fazla kardes sayist 2 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA igeren ortamda oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Tombul findik ¢esidinde farkli konsantrasyonlardaki MT ve IBA’nin
kombinasyonlarindan elde edilen eksplant basina ortalama kardes

sayis1
MT (mg/L) IBA(mg/L) OBBKS (Kardes Sayisi) Adet

0 0.0k

0,01 0.0k

0,1 0.0k

0 0,2 0.0k
0 2.35dg
0,01 2.55cf
0,1 2.85be
1 0,2 3.05bd

0 3.3ac

0,01 3.5ab

0,1 3.6ab

2 0,2 4.0a

0 2.3dg

0,01 2.6cf
0,1 2.45df

3 0,2 2.2eg

0 1.65gi

0,01 1.85fh
0,1 2.15eg

4 0,2 1.6gi

0 1.2hj

0,01 0.8j

0,1 1.0ij

5 0,2 0.8j
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.7738
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Gentile ve arkadaglarmin (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada 4.1. uM ve
8.2 uM dozlarindaki MT ve Bap’m Corylus colurna’L.’nin siirgiin gelisimi
tizerindeki etkisini incelemiglerdir. Calisma sonucunda eksplant basina olusan
siirgiin sayisinin (3.8) en fazla 8.2 uM MT igeren ortamda elde ettiklerini ve bu
ortamdaki siirgiin kalitesinin diger ortamlardan daha iyi oldugu bildirmislerdir.

Sgueglia ve arkadaglarmin (2018) yapmis oldugu ¢alismada farkli
dozlardaki 6.6 uM BAP ve 8.2 uM MT nin 4 farkli findik ¢esidindeki kardeslenme
oranina bakilmis ve c¢alismalar sonucunda Carello findik cesidinde kardeslenme
orant (3.2) 8.2 uM MT igeren ortamda daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Bu c¢alismada ise Sekil 4.5 de goriildiigii gibi igerisinde 2 mg/L MT ve 0.2
mg/L IBA bulunan ortamlarda Fosa findik c¢esidinde eksplant basina 4 kardesin
olustugu, Tombul findik cesidinde ise eksplant basina 4 siirgiin olustugu
goriilmektedir. Cakildak cesidinde ise, 3 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA igeren
ortamda eksplant basina 2 siirgiin elde edilmistir. Literatiirdeki uygulamadan farkh
olarak siirglin gelisim performansini artirmak i¢in 2 mg/L MT ile 0,2 mg/L IBA
kullanilarak Fosa ve Tombul findik ¢esitlerinde basarili sonuglar elde edilmistir. 4
ve 5 mg/L gibi yiiksek dozlardaki MT nin kardeslenme iizerinde olumsuz etkisi
oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu yiiksek dozlardaki MT’lerin camlagmaya neden

oldugu ve geriye doniik 6liimler oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.5. Sirasiyla 2 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA igeren ortamdaki Fosa ve Tombul
findik gesitlerine ait siirgiinler ve 3 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA igeren
ortamdaki Cakildak findik ¢esidine ait siirgiinler

4.3. Farkhh Konsantrasyonlardaki Sitokinin ve Oksin Kombinasyonlarimin
Eksplant Basina Diisen Ortalama Siirgiin Uzunluguna Etkisi

Farkli Dozlarda BAP ve IBA Kombinasyonlari Uygulamalarinin Eksplant
Bagina Diisen Ortalama Siirglin Uzunluguna Etkisi

Fosa, Cakildak ve Tombul findik cesitlerinde BAP ve IBA’nin farkli
dozlar1 kullanilarak yapilan ortam denemelerinde siirgiin uzunlugu belirlenmistir.
24 farkli ortamda elde edilen siirgiin uzunluklar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli
farklar oldugu goriilmiistiir.

Fosa findik cesidinde farkli dozlardaki BAP ve IBA’nin bulundugu
ortamlarda elde edilen siirgiin uzunluklar1 Cizelge 4.8 de verilmistir. Bahsi gecen
cizelge incelendiginde siirgiin uzunlugu 0 mg/L BAP ve 0 mg/L IBA’y1 iceren
ortamlardaki bitkilerde uzamanin olmadig1 goriilmektedir. Fosa findik ¢esidi i¢in
en uzun siirglini (8,8 cm) 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamda
elde edildigi goriilmektedir. S6z konusu ¢izelge incelendiginde yiiksek dozdaki, 5

mg/L BAP uygulamasinin siirglin uzunluguna olumsuz etkisi olfugu goriilmektedir.

59



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve ELCICEK

Cizelge 4.8. Fosa’nin farkli dozlardaki BAP ve IBA’nin kombinasyonlarim igeren
kardeslenme ortamlarindan elde edilen siirgiin uzunlugu
Surgin Uzunlugu

BAP (mg/L) IBA(mg/L) (cm)

0 0.0m

0,01 0.0m

0 0,1 0.0m
0,2 0.0m

0 1.080l

0,01 1.240l

1 0,1 1.40l
0,2 1.280l

0 1.6hl

0,01 1.5il
2 0,1 1.84hk
0,2 2.04gi

0 2.0gj

0,01 2.3gh
3 0,1 4 34ef
0,2 4.7e

0 6.4d

0,01 7.2c

4 0,1 7.96b
0,2 8.8a

0 2.79

0,01 4.8e

5 0,1 3.8f
0,2 4.6e
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,734
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Cizelge 4.9 da Cakildak findik ¢esidi i¢in farkli dozlardaki BAP ve
IBA’nin bulundugu ortamlarda elde edilen siirgiin uzunluklari verilmistir. Cizelge
incelendigin 0 mg/L BAP ve 0 mg/L IBA’nin bulugu ortamlarda siirgiin uzunlugu
olmadig goriilmektedir. En uzun siirgiin uzunlugunu (5,54 c¢m) ise 4 mg/L BAP ve

0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamlarda elde edildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.9. Cakildak’in farkli dozlardaki BAP ve IBA’nin kombinasyonlarimi

iceren kardeslenme ortamlarindan elde edilen siirgiin uzunlugu
Sirglin Uzunlugu

BAP (mg/L) IBA(mg/L) (om)

0 0.0m

0,01 0.0m

0 0,1 0.0m
0,2 0.0m
0 0.35lm

0,01 0.8kl

1 0,1 1.2jk
0,2 1.2jk

0 1.6ij

9 0,01 1.5ij
0,1 2.0hi

0,2 1.6ij

0 3.3ef

3 0,01 3.6de
0,1 3.8ce

0,2 4cf
0 4.25bc

0,01 4.6b

4 0,1 5.24a
0,2 5.54a

0 2.5gh

5 0,01 2.5gh
0,1 3.0fg

0,2 3.0fg

Prob>f 0.0001
LSD%5 0,551
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Tombul findik ¢esidi i¢in farkli dozlardaki BAP ve IBA’y1 igeren ortamlarda
elde edilen siirgiin uzunlugu Cizelge 4.10°da verilmistir. S6z konusu ¢izelge
incelendiginde 0 mg/L BAP ve 0 mg/L IBA nin bulundugu ortamlarda siirgiin
uzamasinin diger ortamlara kiyasla en az oldugu goriilmektedir. En uzun siirgiin
uzunlugunun (4.8 cm) ise 3 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA iceren ortamlarda elde
edildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Tombul’un farkli dozlardaki BAP ve IBA’nin kombinasyonlarini
iceren kardeslenme ortamlarindan elde edilen siirgiin uzunlugu

BAP (mg/L) IBA(mg/L) Sdrgin Uzunlugu (cm)

0 0.00

0,01 0.00

0 0,1 0.00
0,2 0.00
0 0.15n0

0,01 0.45m

1 0,1 0.4mn
0,2 0.9

0 1.5k

9 0,01 1.85j
0,1 1.94j

0,2 2.0jj

0 3.8c

3 0,01 4.0c
0,1 4.35b

0,2 4.8a
0 2.96df

4 0,01 3.0df
0,1 3.1de

0,2 3.2d

0 2.25hi

5 0,01 2.0ef
0,1 2.74fg

0,2 2.5gh

Prob>f 0.0001
LSD%5 0,297
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Sekil 4.6°da goriildiigii gibi Fosa findik ¢esidinin 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L
IBA igeren ortamdaki siirgiin uzunlugunun 8.5 cm oldugu goriilmektedir. Cakildak
findik c¢esidine ait siirgiiniin de 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’nin oldugu
ortamdaki boyunun 5,7 cm oldugu goriilmektedir. S6z konusu sekil incelendginde
Tombul findik ¢esidinin ise 3 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamda

stirglin uzunlugunun 4.8 cm oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Sirasiyla 4 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’y1 igeren ortamlardaki Fosa ve
Cakildak, 3 mg/L BAP ve 0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamdan elde
edilen Tombul findik ¢esitlerine ait siirglinler
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4.3.1. Farkhh Dozlarda Meta topolin ve IBA Kombinasyonlari
Uygulamalarimin Eksplant Bagina Diisen Ortalama Siirgiin Uzunluguna Etkisi

Eksplant basina elde edilen kardes sayisinin yaninda Fosa, Cakildak ve
Tombul findik ¢esidi i¢in siirgiin uzunluklarina da bakilmistir. MT ve IBA’nin
farkli dozlardaki kombinasyonlarini iceren 24 farkli ortam denemesi kurulmustur.
21 giin sonucunda elde edilen siirgiinlerin uzunlugu 6l¢iilmiistiir.

Cizelge 4.11 de Fosa findik c¢esidinin MT ve IBA’nin farkh
kombinasyonlarinu igeren ortam denemelerinden elde edilen siirgiin uzunlugu
verilmistir. Fosa findik ¢esidi i¢in 0 mg/L MT ve 0 mg/L IBA’nin
kombinasyonunun bulundugu ortamda elde edilen siirgiinlerdeki uzamanin
olmadigr goriilmektedir. S6z konusu c¢izelge incelendiginde en uzun siirgiin
uzunlugunu (7.3 cm) 2 mg/L MT ve 0.1 mg/L IBA’y1 igeren ortamda elde edildigi
goriilmektedir. Yiiksek dozlardaki 4 mg/L ve 5 mg/L MT’nin bulundugu
ortamlarda ise siirgiin uzunlugunun c¢ok az oldugu ve camlagsmadan kaynakl
bitkide geriye doniik 6liimler oldugu goriilmiistiir. Ayrica yiiksek doz MT nin Fosa

findiklar tizerinde olumsuz etkisi oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.11. Fosa’nin farkli dozlardaki MT ve IBA’nin kombinasyonlarini igeren
kardeslenme ortaminda elde edilen siirgiin uzunlugu
Surgin Uzunlugu

MT (mg/L) IBA(mg/L) (cm)

0 0.0m

0,01 0.0m

0 0,1 0.0m
0,2 0.0m

0 1.7kl

0,01 2.7q

1 0,1 3.05fh
0,2 3.3eg

0 4.7c

0,01 5.6b

2 0,1 7.3a
0,2 7.0a

0 3.6ef

0,01 4ce

3 0,1 3.9de
0,2 4.6cd
0 2.25ik

0,01 2.69j
4 0,1 2.75gj
0,2 1.44]

0 2.15jl
0,01 2.82gj
5 0,1 2.48hj
0,2 2.9fi
Prob>f 0.0001
LSD%5 0,743
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Cizelge 4.12 de Cakildak findik ¢esidi i¢in farkli konstantrasyonlardaki
MT ve IBA’nin kombinasyonlarin oldugu 24 deneme ortamindan elde edilen
siirgiin uzunlugu belirlenmstir. S6z konusu ¢izelge incelendiginde igerisinde
sitokinin kaynagi olarak MT ve oksin kaynagi olarakta IBA’nin bulunmadigi
ortamlarda siirgliniin yok denecek kadar az uzadigi goriilmektedir. Yine 6zellikle
MT’nin olmadigi IBA’nmn ise bulundugu ortamlardan elde edilen siirgiinler
incelendginde onlarinda siirgiin uzunlugunun diger ortamlarda elde edilen siirgiin
uzunluklarina kiyasla ¢ok kisa oldugu goriilmektedir. Cizelge invelendiginde
Cakildak findik ¢esidi i¢in en uzun siirgiin uzunlugunun (9.7 cm) ise 3 mg/L MT

ve 0.2 mg/L IBA kombinasyonunu i¢eren ortamda elde ediligi goiirlmektedir.
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Cizelge 4.12. Cakildak’in farkli dozlardaki MT ve IBA’nin kombinasyonlarim
igeren kardeslenme ortamindan elde edilen siirgiin uzunlugu

MT (mg/L) IBA(mg/L)
0
0,01
0 0,1
0,2
0
0,01
1 0,1
0,2
0
0,01
2
0,1
0,2
0
0,01
3
0,1
0,2
0
0,01
4
0,1
0,2
0
0,01
5
0,1
0,2
Prob>f
LSD%5

Sirgin Uzunlugu
(cm)

0.0l
0.0l
0.0l
0.0l
1.0k
2.6ij
2.96ij
3.2hj
4.0fg
3.8gh
4.64ef
6.0d
6.32d
7.6¢
8.8b
9.7a
4.25fg
4.6ef
5.2r
2.5j
2.5j
2.6j
3.0ij
3.25hi

0.0001

0,704

Cizelge 4.13 de Tombul findik ¢esidine ait farkli dozlarki MT ve IBA

kombinasyonlarinin bulundugu ortamlarda elde edilen

siirgiin  uzunluklari

verilmistir. S6z konusu ¢izelge incelendiginde MT’nin ve IBA’nin bulunmadig:

ortamlarda siirgiin uzamasinin diger ortamlara kiyasla en az oldugu goriilmiistiir.

En uzun siirgiin uzunlugunun ise 2 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA kombinasyonunu
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bulunduran ortam elde ediligi goriilmiistiir. Yiiksek dozdaki (4 ve 5 mg/L) MT’nin
bulundugu ortamlarda camlagmalar oldugu ve bitki biiylimesinin olmadig

goriilmiigtiir.

Cizelge 4.13. Tombul findik c¢esidinde farkli dozlardaki MT ve IBA’nin
kombinasyonlarini i¢eren kardeslenme ortamlarindan elde edilen
siirgiin uzunlugu

Sirgin Uzunlugu

MT (mg/L) IBA(mg/L) (cm)
0 0.0k
0,01 0.0k
0 0,1 0.0k
0,2 0.0k
0 0.45jk
0,01 0.7
1 0,1 0.4jk
0,2 1.0j
0 3.5ef
0,01 4.35cd
2 0,1 5.55b
0,2 6.8a
0 3.95a
0,01 4.2cd
3 0,1 4.68c
0,2 4.83c
0 3.2fg
0,01 2.95fh
4 0,1 3.26eg
0,2 3.14fh
0 2.25i
0,01 2.6gi
5 0,1 2.74qi
0,2 2.5hi
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.697
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Sekil 4.7 incelendiginde Fosa findik ¢esidine ait siirgiiniin 2 mg/LL MT ve
0.1 mg/L IBA’nin kombinasyonlarini i¢eren ortamda siirgiin uzunlugunun 7 cm
ulagtig1 goriilmektedir. Cakildak findik ¢esidine ait siirgiin boyunun ise 3 mg/L MT
ve 0.2 mg/L IBA kombinasyonuna ait ortamda 9.5 cm oldugu goriilmektedir.
Tombul findik ¢esidinin de 2 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA kombinasyonunu i¢eren

ortamda bitki uzunlugunun 6.5 cm oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.7. Sirasiyla 2 mg/L MT ve 0.1 mg/L IBA ortamindan elde edilen Fosa, 3
mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA dozlarin1 igeren Cakildak ve 2 mg/L MT ve
0.2 mg/L IBA ortamindan elde edilen Tombul findik cesitlerine ait
stirglinler

4.4. Farkh Oksin Kaynaklarimin Koklenme Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi
4.4.1. Farkh Dozlardaki IBA ve NAA Uygulamalarimin Eksplant Basina
Diisen Ortalama Kok Sayisina EtKisi

Koklenme denemesinde thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCI ve myo-
inositol vitaminlerini igeren, MS temel besin ortamima 200 mg/L Sequestrene Fe
138, IBA (0, 1, 2 ve 3 mg/L) ve NAA (0.01, 0.1, 1 ve 2 mg/L) nin farkli doz ve

kombinasyonlardan olusan 16 farkli ortam kullanilarak elde edilen ortalama bitki
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basmma kok sayisi ve kok uzunlugu degerleri incelenmistir. Kok deneme
ortamlarinda 21 giin bekletilen siirgiinlerin olusturdugu kok sayilar incelenmistir.
Cizelge 4.14 de Fosa findik ¢esidine ait siirglinlerin farkli dozlardaki IBA
ve NAA kombinasyonlarini igeen 16 farkli ortam denemesinden elde edilen kok
sayilar1 verilmistir. S6z konusu tablo incelendiginde IBA ve NAA’nin
kullanilmadig1 ortamlarda kéklenme olmadigi goriilmiistiir. En fazla kok sayisinin
ise 2 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA’nin bulundugu kok ortamindan elde edildigi

cizelgede goriilmektedir.

Cizelge 4.14. Fosa findik ¢esidinin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini igeren kdklenme ortamindan elde edilen kok

sayisi
IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kok Sayisi
0 0.0f
0.01 0.0f
5 1 0.0f
2 0.0f
0 0.0f
0.01 0.40df
’ 1 1.2bc
2 0.20ef
0 1.2bc
0.01 1.4b
5 1 2.2a
2 0.2ef
0 0.6de
0.01 0.8cd
3 1 0.80ed
2 0.40df
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.597
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Cizelge 4.15 de Cakildak findik ¢esidine ait kok ortamlardindan elde edilen
kok sayilart verilmistir. S6z konusu ¢izelge incelendginde Cakildak findik
¢esidinin ise 16 farkli kok deneme ortamlarindan elde edilen kok sayilarina
bakildigin istatistiksel olarak onemli farklar oldugu goriillmektedir. Bahsi gegen
cizelge incelendginde oksin kaynagi olarak IBA’nin bulunmadigi kok ortamlarinda
koklenme olmadig goriilmektedir. Kok sayisi ise en fazla 2 mg/L IBA ve 1 mg/L
NAA iceren ortamda elde edilmistir.

Cizelge 4.15. Cakildak findik ¢esidin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini igeren kdklenme ortamindan elde edilen kok

sayist
IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kok Sayisi
0 0.0d
0.01 0.0d
0 1 0.0d
2 0.0d
0 0.40cd
0.01 0.6cd
1 1 0.80bc
2 0.40cd
0 1.4b
0.01 1.0bc
2 1 2.2a
2 0.4cd
0 0.6cd
0.01 0.8bc
3 1 0.6cd
2 0.4cd
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.628

71



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve ELCICEK

Tombul findik ¢esidinin farkli dozlardaki IBA ve NAA kombinasyonlarini
iceren 16 farkli kok ortam denemelerinden elde edilen kdk sayisi Cizelge 4.16 de
verilmigtir.  S6z konusu incelendiginde igerisinde IBA ve NAA oksinlerini
icermeyen ortamlarda kok olusumu goriilmemistir. En fazla kok olusumunun ise 2

mg/L IBA ve 1 mg/L NAA igeren ortamda elde edildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.16. Tombul findik c¢esidinin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombnasyonlarini iceren koklenme ortamindan elde edilen kok

say1s1

IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kok Sayisi

0 0.0d

0.01 0.0d

0 1 0.0d

2 0.0d

0 0.6bd

0.01 0.6bd

1 1 0.8ac

2 0.4bd

0 1.0ab

0.01 0.8ac

2 1 1.4a

2 0.8ac

0 0.6bd

0.01 1.4a

3 1 0.6bd

2 0.2cd

Prob>f 0.0001

LSD%5 0.623
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4.4.2. Farkh Dozlardaki IBA ve NAA Uygulamalarimin Eksplant Basina
Diisen Ortalama Kok Uzunluguna Etkisi

Cizelge 4.17 de Fosa findik gesidine ait farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarint igeren kok ortam denemelerinde kdk uzunluklarindan elde
edilen sonuglara bakildiginda istatistiksel olarak ©6nemli farklar oldugu
gorilmektedir. S6z konusu ¢izelge incelendiginde IBA ve NAA icermeyen kok
ortamlarinda kok olusmadig1 goriilmektedir. En uzun kok uzunluguna ise 2 mg/L
IBA ve 1 mg/L NAA kombinasyonunu iceren kok ortaminda elde edilidgi

goriilmektedir.

Cizelge 4.17. Fosa findik ¢esidinin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini i¢eren ortamlarda elde edilen kok uzunlugu

IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kok Uzunlugu (mm)
0 0.0e
0.01 0.0e
0 1 0.0e
2 0.0e
0 0.0e
0.01 1.6de
1 1 5.0bd
2 6.0e
0 5.6bd
0.01 8.6b
2 1 14.0a
2 2.0ce
0 5.0bd
0.01 6.0bc
3 1 5.6bd
2 2.6ce
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.4228
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Cakildak findik ¢esidine ait bitkilerin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini igeren ortamlarda elde edilen kok uzunluklar1 Cizelge 4.18 de
verilmistir. Cizelge 4.18 incelendiginde Cakildak findik ¢esidine ait bitkilerde IBA
ve NAA’nm bulunmadigi ortam denemelerinde koklenme olmadigi goriillmektedir.
En uzun kok uzunlugunun ise 2 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA iceren ortamda elde

edilidgi s6z konusu ¢izelgede goriilmektedir.

Cizelge 4.18. Cakildak findik ¢esidinin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini i¢eren ortamlarda elde edilen kok uzunlugu

IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kok Uzunlugu (mm)
0 0.0d
0.01 0.0d
0 1 0.0d
2 0.0d
0 2.0cd
0.01 4.0ad
1 1 5.0ac
2 1.6¢cd
0 6.6ab
0.01 5.6ac
2 1 7.6a
2 4.0ad
0 4.0ad
0.01 6.0ac
3 1 3.6ad
2 3.0bd
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.443
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Tombul findik ¢esidine ait farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini igeren ortamlardan elde edilen kdk uzunluklart Cizelge 4.19°da
verilmistir. S6z konusu ¢izelge incelendiginde IBA ve NAA oksinlerini igermeyen
ortamlarda kok olusumu goériilmemistir. En uzun kok uzunlugunun ise 2 mg/L IBA
ve 1 mg/L NAA iceren kok ortaminda ve 3 mg/L IBA ve 0.01 mg/L NAA igeren

ortamlarda elde edildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.19. Tombul findik c¢esidinin farkli dozlardaki IBA ve NAA
kombinasyonlarini i¢eren ortamlarda elde edilen kok uzunlugu

IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kok Uzunlugu (mm)
0 0.0e
0 0.01 0.0e
1 0.0e
2 0.0e
0 3.6be
1 0.01 4.0ae
1 5.0ad
2 1.6de
0 7.6ab
2 0.01 5.6ad
1 8.0a
2 6.0ac
0 4.0ae
3 0.01 8.0a
1 3.6be
2 2.0ce
Prob>f 0.0001
LSD%5 0.4253
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FOSA CAKILDAK | TOMBUL
Sekil 4.8. Fosa, Cakildak ve Tombul findiklarinin 2 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA
iceren kok ortamindan elde edilen kokleri

Sekil 4.9. Adaptasyon seralarinda biiyiitiilen Fosa, Cakildak ve Tombul findiklarina
ait fotograflar

76



4. BULGULAR VE TARTISMA Merve ELCICEK

Sekil 4.10. In vitro kosullarda gogaltilan Fosa findigin tam otomsyonlu seralara
biiytitiilmesi

Damiano ve arkadaslarinin (2005) Montebello ve Tonda Gendile Romana
findik c¢esitlerinin in  vitro kosullarda kitlesel tretimi ig¢in bir c¢aligma
yiiriitmiislerdir. Bu bitkilerin kdklenmesi i¢in farkli dozlarda (2.4, 4.9 ve 9.8 uM)
IAA, IBA ve NAA gibi farkli oksin kaynaklar1 kullanilmig ve en iyi koklenme
ortami belirlenmistir. iki ¢esit icin de koklenmenin en fazla oldugu ortamim 9.8 uM
IBA’nin bulundugu ortam oldugu bildirilmistir.

Bacchetta ve arkadaslarinin (2008) yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada
6 farkli Italyan findik cesitlerinden Tonda Romana, Tonda Giffoni, Avellena
Speciale, Mortarella, Napoletenedda ve Ghirara da in vitro kosullarda kéklenmeyi
saglamak icin 2 farkli koklenme denemesi yapmislardir. ilk kék denemesinde
stirgiinlerin bazal kisimlarmi 1 mg/L IBA’ ya batirip siirgiinlerin uglarini 20 saniye
bekletmislerdir. Daha sonra siirgiinleri hormon bulunmayan HM besi ortamina
ekmisler ve 20 giin bu ortam igerisinde bekletmislerdir. Diger kok denemesinde ise
2 mg/L IBA nin bulundugu HM ortamina konmus ve pH, 5.7 ye ayarlamiglardir.
Calisma sonunda siirgiin uglarmin IBA’ya batirildigi kok denemelerinde higbir
findik ¢esidinde kdklenme olmadigi bildiirlmistir. 2 mg/L IBA’nin bulundugu kok

ortaminda ise Tonda Romana siirglinlerin %30 nun koklendgi, Tonda Giffoni
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stirglinlerinin %20, Mortarella ve Ghirana ¢esitlerine ait siirglinlerin ise bu kok
ortaminda %10 koklendigi Napoletanedda ve Avellana Speciale siirgiinlerinde ise
kok olugmadig bildirilmistir.

Ellena ve arkadaglarinin (2014) yapmis oldular1 ¢alismada Tonda Romana
cesidini in vitro kosullarda koklenmesi ic¢in 4 farkli koklenme denemesi
kurmuslardir. Mikro siirglinlerin in vitro kosularda koklenmesi icin farkli
dozlardaki (0, 0,25, 0.5 ve 1mg/L) IBA igeren 4 farkli kok denemesi yapilmis ve bu
ortamda 25 giin bitkiler koklemesi i¢in bekletilmistir. En yiiksek koklenmenin
(%60) 1 mg/L IBA iceren kok ortaminda oldugu goriilmiistiir.

Jyoti (2013) yapmis oldugu tez calismasinda Geneva ve HF-16 ¢esitlerinin
koklenmesi igin yari-kati besiyeri, sivi besiyeri ve TIS ile kok denemeleri
kurulmustur. Her deneme i¢in %2 siikroz,460 uM FeEDDHA igeren ve igermeyen
DKW temel besin ortamina farkli dozlardaki IBA (0, 5, 10 ve 15 uM) igeren kok
denemeleri kurulmustur. Yar kati ortam denemelerinde polimerizasyon igin 2.2
g/l gelrite kullanmilmistir.  Denemeler sonucunda FeEDDHA’y1 igeren ve
icermeyen ortamlardaki koklenmeler inelendiginde iki ortam arasinda farklilik
olmadig1 goriilmiistiir. Denemeler sonucunda IBA’nin 10 uM iizeri dozlarinda
koklenme {izerinde olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir. HF-16 ¢esidi i¢in 10 uM
IBA’nin 3 farkli kok ortaminda da en iyi sonucu verildigi goriilmiistiir. Geneva
cesidi icin ise 2.5 uM IBA’nin bulundugu ve FeEDDHA igermeyen yar1 kati
besiyerde en iyi koklenme elde edilidgi belirtilmistir.

Sgueglia ve arkadalsarinin (2018) yapmis olduklari ¢aligmada Carello ve
Panottara icin 20 g/L siikroz ve 5.6 g/l agar bulunan 1/2 MS temel besi ortamina
9.8 uM ve 17.6 uM IBA igeren iki farkli deneme ortaminda 7 giin bekletmistir. 7
giin sonra bitkileri hormonsuz ve 1:1 oraninda vermikulit-agar bulunan MS besin
ortaminda 30 giin bekletmislerdir. Eksplantlerin kok sayilar1 ve koklenme
ylizelikleri incelendiginde iki gesit icin de 17,6 uM IBA igeren kok ortamlarda

koklenmenin en fazla oldugu goriilmiistiir.
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Bu tez calismasnin kdk denemelerinde elde edilen bulgularin yapilan
caligmalar sonucunda elde edilen bulgularla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. 2
mg /L IBA ve 1 mg/L NAA nin findikta kdklenmeyi uyardigi goriilmiistiir. Fakat
yiksek dozlardaki NAA’nin IBA ile kullanimda bitkilerin kéklenme {izerinde
olumsuz etkisi oldugu bundan kaynakli oliimler ve tepe yanikliklart da oldugu

goriilmiigtiir.

4.5. Findikta ApMV Kkars1 arilik durumlarmmin Serolojik ve Molekiiler
Yontemlerle Elde Edilen Sonuclar

Beta Fidanin findik serasinda bulunan ve doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmasi
planlanan Fosa, Cakildak ve Tombul findik gesitlerinden yaprak 6rnekleri alinarak
Elma mozaik virlis ile bulasiklik durumu serolojik ve molekiiler testlemeler ile

belirlenmistir.

4.5.1. DAS-ELISA Test Sonuclari

Sekil 4.11-a da verilen findik serasinda 6 saksi Fosa, Cakildak ve Tombul
findik c¢esitlerinden alinan yapraklarin ELISA yontemi ile testlenmesi sonucunda
Fosa findik ¢esidinin 3,4 ve 6. saksilarinin, Elma mozaik viriisii ile bulagik oldugu
belirlenmistir. Cakildak findik ¢esidinin bulundugu 6 saksidan 1.saksinin bu viriis
ile bulasik oldugu belirlenmistir. Yine séz konusu foto incelendginde Tombul
findik ¢esidinde ise tiim findiklarin bu viriisten ari oldugu belirlenmistir (Sekil
4.11-a). Sekil 4.11-b de ise Elma mozaik viriisii ile bulasik oldugu belirlenen
bitkilere in vitro kosullarda termoterapi uygulanmis ve bu termoterapinin 15.
giiniinde bitkiler tekrar DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir. S6z konusu sekil
incelenediginde Fosa ve Cakildak findiklarinin hala viriis ile bulasik oldugu
goriilmektedir. Termoterapinin 45.glinlinde, bitkiler DAS-ELISA yontemi ile
testlemistir. Test sonucunda Fosa-4 ve Cakildak-1’in virlisden arindirildigi
belirlenmistir (Sekil 4.11-c). Termoterapinin 90. giiniinde ise tekrar pozitif oldugu
belirlenen bitkiler DAS-ELISA ile testlenmis ve bu bitkilerin hepsinin viriisten
arindirildigi belirlenmistir (Sekil 4.11-d).
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Sekil 4.11. Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerinin DAS-ELISA sonucunda
elde edilen renk degisimleri

4.5.2. RT-PCR Sonugclari

Termoterapi uygulamalardan sonra Fosa, Cakildak ve Tombul findik
cesitlerine ait sirgiinlerin Elma mozaik viriisii ile bulasik olup ve olmadiklarimi
belirlemek i¢in RT-PCR kurulmusgtur. PCR sonucunda termoterapi uygulamasinin
45. giiniinde Fosanin 4. Saksisindan alinan bitkilerin ve Cakildak’in 1 saksisindan
alinan bitkilerin virlisden armdirildigi Sekil 4.12 de goriilmektedir. S6z konusu
sekil incelendginde Fosanin 3 ve 6. Saksisindan alinan bitkilerden yapilan PCR
sonucunda 450 bp bant olusturdugu yani bu bitkilerin hala viriis ile enfekte oldugu

goriilmektedir.
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M F3 F3T F4 FAT F6 F6T C1 C1T PK

Sekil 4.12. Termoterapi uygulamasinin 45.giintindeki 6rneklere ait PCR {iriinlerinin
jel goriintiisii

Termoterapi uygulamasinin 60.giiniinde alinan yaprak oOrneklerinden
yapilan PCR firlinlerinin %2 lik agar jelde yiiriitiip UV altinda elde edilen goriintii
Sekil 4.13 de verilmistir. S6z konusu sekil incelendiginde hala Fosa-3 ve Fosa-6

nin viris ile bulasik oldugu goriilmektedir.
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M F3 F4 F6 PK NK

Sekil 4.13. Termoterapi uygulamasinin 60. giiniinde orneklere ait PCR iiriinlerinin
jel goriintiisii

Sekil 4.14 de termoterapi uygulamasinin 75.glinlinde bitkilerden alinan
yaprak ornekleri ile bir dnceki uygulamada Elma mozaik virlisiinden arindirilmis
ve ¢cogaltim agamasinda olan bitkilerden alinan 6rnekler ile PCR kurulmus ve PCR
sonucunda elde edilen friinler QAexcel jel elektroforezi ile ylriitiilmiistiir.
Yiiriitme sonucunda elma mozaik viriisiinden arinidirilip ¢ogaltima alina 6rneklerin
viriisten ari oldugu bir kez daha kanitlanmistir. Fosa-3 ve Fosa-6 bitkilerinin viriis

ile bulasik oldugu goriilmektedir.
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F4-1A  F4-2A  FA-3A  F4-4A  G1-1A C1-2A  Gl1-3A  Gl-4A  F3 F6 PK SMm

Sekil 4.14. Termoterapinin 75.gliniinde yapilan PCR {rlinlerinin kapiler jel
elektroforezi ile yiiriitiilmesi

Termoterapi uygulamasinin 90.giiniinde daha dnceden viriisten aridirilan
ve hala viriis ile bulasik olup termoterapi uygulmasina devam edilen tiim
findiklardan o6rnek alinip RT-PCR kurulmustur. Sekil 4.15 de verilen PCR
sonucunda Fosa-3, Fosa-4, Fosa-6 ve Cakildak-1 bitkilerinin viriisten arindirildig:

kesin olarak belirlenmistir.

Sekil 4.15. Termoterapinin 90 giiniinde yapilan PCR {irlinlerinin kapiler jel
elektroforezi ile yiiriitilmesi
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Cizelge 4.20. DAS-ELISA ve RT-PCR sonucunda Fosa, Cakildak ve Tombul
findiklarinin Elma mozaik viriisii ile bulasiklik durumlari
Cesit Ornek ApMv ApMv ApMv ApMv

(0.Ay) (15.giin) (45.giin) (90.giin)
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
Fosa Saksi + + + -
. Saksi + + - -
. Saksi - - - -
. Saksi + + + -
. Saksi + + - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
. Saksi - - - -
Saksi - - - -
. Saksi - - - -

Cakild
ak

Tomb

ul

o O A WN 2 OUOR WM O A ®N 2

Ayrica termoterapi uygulanan bitkilerde tepe yaniklig1 ve bitkilerde yanma
oldugu goriilmiistiir. Bu bitkiler 10 giin araliklarla yeni ortama aktarilmis ve tepe
yanikliklart kesilip atilmistir.

Paprstein ve arkadaglarimin (2008) yapmis olduklari ¢calismada ladred ve
Sapion elma g¢esitlerinden, elma klorotik yaprak viriisii (ACLSV), elma govde
yivleme virisiisiini (ASGV) ve elma govde cukurlagsma viriisiinde (ASPV)
arindirmak i¢in in vitro kosullarda termoterapi uygulamasi yapmuslardir. Baglagig

agsamasinda virlisin varligin1 belirlemek i¢in ELISA ve RT-PCR testlemeleri
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yapilip bitkilerin bu vriislerle bulasik oldugu belirlenmistir. Viriis ile bulasik
bitkiler 1.5 mg/L BAP’mn bulundugu MS temel besin ortamina alinmistir. Bu
stirgiinlere 39°C sicaklik uygulamasinin 6 ve 10. giiniinde apikal meristemin de
bulundugu kisim almip yeni ortama aktarilmigtir ve normal kosullarda
biiyiitiilmiistiir. /n vitro kosullarda ¢ogaltilan bitkilerden yaprak ornekleri alinarak
RT-PCR kurulmustur. Idared ¢esidinini % 62.5 nun viriisten airidirildig, Sampion
¢esidinin ise %44.4’nin bu viriislerden arindirildig: belirlenmistir.

Paprstein ve arkadaglarinin (2009) yapmis olduklar1 ¢aligmada elma govde
cukurlagsma viriisii, (ASPV) ile bulasik olan Alexander Lucas ve Elektra ayva
cesitlerine termoterapi uygulayarak in vitro kosullarda arindirma islemi
yapmislardir. Bu c¢alismada termoterapi uygulamadan oOnce bitkiler, ASPV
acisindan DAS-ELISA ve RT-PCR ile testlenmis ve iki ayva ¢esidinin de viriis ile
bulagik oldugu belirlenmistir. Bu ¢esitler 1.5 mg/L iceren MS temel besin ortamina
almmis ve 39°C lik termoterapi uygulamasi yapilmistir. Termo treapinin 5 ve 10.
giiniinde 1-2 mm lik apikal kisim keilmis ve 1.5 mg/L BAP bulundugu MS temel
besin ortaminda ve normal kosullarda ¢ogaltima alinmistir. Cogaltimin 6. Ayinda
siirglinlerden yaprak ornekleri almip RT-PCR yapilmistir. Caligma sonucunda
Elekta ¢esidinin %67 oraninda arindirildigi, Alexander Lucas ¢esidinin ise %17

oraninda arindirildigi belirtilmistir.

4.6. Filogenetik Analiz

Elma mozaik viriisii ile bulasik olup pozitif kontrol olarak kulanilan
ornekler ELISA ve PCR yontemi ile bulasikligi kontrol edilmistir. Ayrica Elma
mozaik virlisii ile bulasik oldugu saptanan Orneklerin kismi sekanslamasi
yapilmistir. Bu sekanslar NCBI Gen bankasinda kayith diger sekanslarla
karsilagtiritlip filogenetik analizi yapilarak filogenetik aga¢ ¢izilmistir. Elma
mozaik virlisii ile bulagik olan 12 farkli findik ¢esidinin kayith sekanslarla
benzerlik yiizdelikleri verilmigtir. 1 nolu izolat Aci findik ¢esidinden elde edilen

izolattir. 2 nolu izolat Fosa findik ¢esidinden 3 nolu izolat Cakildak findik
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¢esidinden, 4 nolu izolat Kara findik ¢esidinden, 5 nolu izolat Allahverdi findik
¢esidinden, 6 nolu izolat Okay 28 findik ¢esidinden, 7 nolu izolat C.colurna-2
yabani findik ¢esidinden, 8 nolu izolat C. colurna-1 yabani findik g¢esidinden, 9
nolu izolat C. colurna-4 yabani findik ¢esidinden, 10 nolu izolat C.colurna-3
yabani findik ¢esidinden, 11 nolu izolat Fosa findik ¢esidinden, 12 nolu izolat ise

Tombul findik ¢esidinden elde edilmistir.

o9
62 11

AF548367 1

76

Sekil 4.16. Findik 6rneklerinden elde edilen ApMv izolatlarinin gen bankasindaki
kayith izolat ile karsilagtirilmasi sonucu ¢izilen filogenetik agac
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez calismast 2018-2020 yillarinda Beta Fidanin doku kiiltiirii
laboratuvarinda ve tam otomasyonlu seralarinda yapilmigtir. Molekiiler analizlerde
yine ayn1 firmanin molekiiler analiz laboratuvarinda gergeklestiririlmistir.

Bu tez ¢aligsmasinda findikta 6nemli kayiplara neden olan ApMv viriisiiniin
varligi DAS-ELISA serolojik ve RT-PCR molekiiler testleri ile belirlenmistir.
Testlemeler sonucunda ApMv ile bulasik olmayan bitkiler direk doku kiiltiiri
yontemi ile cogaltilirken, virlis ile bulasik bireylerde ise in vitro kosullarda
termoterapi  uygulanarak bu bireylerde viriisten arindirma ¢alismalari
gerceklesmistir.

Bu tez calismasinin baglangicinda Beta Fidan’in findik seralarainda
bulunan Fosa, Cakildak ve Tombula’a ait 6 saksidan alinan yaprak érnekleri DAS-
ELISA yontemi ile ElIma mozaik viriisii ile bulasiklik durumlari belirlenmistir.

Arastirma sonucunda Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitlerine ait en iyi
sterilizasyon uygulamasinin siirgiinlerin ¢ogunun yasadigi (%87-96) 10 dakika siire
ile %20 NaOCIl dozu oldugu tespit edilmistir.

Fosa ve Tombul i¢in eksplant basina olusan siirgiin sayisi en fazla 2 mg/L
MT ve 0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamdna Cakildak eksplant bagima olusan
siirglin sayist en fazla 3 mg/LL MT ve 0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamlardan
elde edilmistir. En uzun siirgiin uzunlugu ise Fosa i¢in 4 mg/L BAP ve 0.1 mg/L
IBA’nin bulundugu ortamda elde edilirken, Cakildak i¢in en uzun siirgiin uzunlugu
3 mg/L MT ve 0.2 mg/L IBA’nin bulundugu ortamda ve Tombul da ise 2 mg/L MT
ve 0.2 mg/L IBA ortaminda elde edilmistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda findikta
BAP sitokininin kardeslenmeye, MT sitokininin siirgiin uzunlugu ve kardeslenme
iizerinde etkisi oldugu belirlenmistir. Ayrica MT’nin yiiksek dozlarinin olumsuz
etkisi oldugu bitkilerde geriye doniik oliimler gézlenmistir.

Farkli koklenme ortamlarinda Fosa, Cakildak ve Tombul findik ¢esitleri

icin en fazla kok sayis1 2 mg/L IBA ve 1 mg/L NAA igeren ortamlardan elde
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edilmistir. Kok uzunlugunda ise en iyi degerler Fosa, Cakildak ve Tombul igin 2
mg/L IBA ve 1 mg/L NAA igeren ortamda elde edilmistir.

Fundik ¢esitlerinde koklenme ortamlarindan elde edilen verilere gore
IBA’nin kullanilmadig: sadece NAA oldugu kdklenme ortamlarinda kdk olusumu
olmadigr gorilmistiir. Ayrica kdklendirme asamasinda yiiksek dozdaki NAA’nin
koklenme iizerinde olumsuz etkisi oldugu ve kdklendirmeyi azaltigi goriilmiistiir.
Sonraki arastirmalar i¢in bu deneme ortamlarinin yaninda farkl: siirelerde karanlik
ve aydinlikta bekletip koklenme durumlarinin belirlenmesi onerilir.

Elma mozaik viriisii ile bulasik oldugu belirlenen findiklara in vitro
kosullarda termoterapi uygulamasi yapilmistir. Tiip igerisinde buluna siirglinler 16
1sikta 8 saat ise karanlikta bekletilmistir. Sadece karanlikta bekletilen bitkilerin
yanip 0ldiigii goriilmiistiir. RT-PCR sonucunda termoterapi uygulamasinin 45.
giiniinde bitkilerin ApMv den arinmaya baslandig1 saptanmistir. Termotrapinin 90.
giiniinden sonra bitkilerde 6liimler oldugu bu ylizden termoterapinin 45. giinden
sonra bitki gelisimi iizerinde olumsuz etkisi oldugu ifade edilebilir. Ayrica viriisten
arindirilan bitikilerin doku kiiltlirii yontemi ile ¢ogaltim asamasindaki bitkilerin
gelisiminin oldukg¢a yavas oldugu goriilmiistiir. Bundan sonraki aragtirmalarda bitki
gelisimini hizlandirmak i¢in in vitro kosullarda viriis veya viroid arindirmak igin
mikro as1 dnerilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar1 Fosa, Cakildak ve Tombul findik
cesitlerinin ¢ogaltimi igin bitki doku kiiltiirii yOnteminin uygulanabilirligini
gostermistir. Ayrica Elma mozaik viriisii ile bulasik olan findiklarin in vitro
kosullarda termoterapi ile armndirilip doku kiiltiirii ortaminda g¢ogaltilabilidigi de

gorilmiistiir.
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