T.C.
DICLE UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BADEMIN (Amygdalus communis L.cv. NONPAREIL)
BiYOTEKNOLOJIK YONTEMLERLE /N VITRO KOSULLARDA
MiKROPROPAGASYON YOLLARININ ARASTIRILMASI

Cigdem ISIKALAN

DOKTORA TEZI
(BIiYOLOJi ANABILIM DALI)

DIYARBAKIR - 2003



T.C.

7,201¢
DiIiCLE UNIiVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine
DiYARBAKIR

Bu ¢aligma, jiirimiz tarafindan, Biyoloji Anabilim Dali’nda DOKTORA tezi kabul

edilmigtir.

Jiiri Uyesinin Unvani, _ Ad1 — Soyadi \ \%/

Baskan: Prof. Dr. Davut BASARAN
Uye: Dog.Dr. Hasan Cetin OZEN
Uye:  Dog¢.Dr. Ahmet ONAY..........ocueenneee ol
Uye:  Yrd. Dog. Dr. Sevda KIRBAG

Uye:  Yrd. Dog. Dr. Hatice BUDAK......... At

Yukaridaki bilgilerin dogrulugunu onaylarim.

Imza

P(‘c% Q.: C;ex‘:f\ A\'\TE,LM\_\




TESEKKUR

Bu caligmay1 planlayan ve yon veren, ¢alismalarim siiresince yapici elestirileri ile
aragtirmalarim yiiriitilmesinde ve degerlendirilmesinde biiyiik emegi gegen, danigman hocam,
Sayin Prof. Dr. Davut BASARAN’a tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Deneylerin planlanmasindan, sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesine kadar
biiyiik ilgi ve yardimlarimi gordiigiim sayin hocam Dog¢. Dr. Ahmet ONAY’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez siiresi boyunca her an yanimda olan, laboratuvar ¢aligsmalarinda ve tez yaziminda
yardimcr olan sevgili arkadasim Aras. Gor. Filiz ADIYAMAN’a, ayrica biliyilkk manevi
desteklerini gordiigiim arkadaslarim sayin Yrd. Dr. Siireyya NAMLI ve Yrd. Dr. Aysel
BEKLEYEN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Materyalin temini i¢in yaptigim yolculuklarda bana arkadaglik eden biricik
kardeslerim Ali Ismet ve Hiiseyin ISIKALAN’a, doktora sirasinda kaybettigim ve her an
yanimda hissettigim birickk ANNE ve BABAM’1n acisini birlikte paylastigim ve yasadigim
bu biiyiik aciya ragmen doktora caligmalarima tekrar devam etmemde manevi destek veren
biitiin kardeslerime ayr1 ayr1 sevgilerimi sunarim.

Bu calisma, D.U. Arastrma Fonu tarafindan DUAP-2001-FF-427 nolu proje ile

desteklenmistir.



ii

ICINDEKILER

L GIRIS ettt 1
1.1. Badem Hakkinda Genel Bilgiler............ccccoeiioiiiiiiiniieiieieceeeeeeeee e 1
2. ONCEKI CALISMALAR........ouiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
2.1. Bitki Biyoteknolojisinin Tarihsel GeliSImi.........cccveervieiiiieeriie e 5
2.2. Bitki Biyoteknolojisinde Kullanilan Yontemler...........ccoocceeviiiiiiiiiniiinieniiee, 6
2.2.1. MIKIOGOZAIMA. ....ceuviiiiieiiecit ettt ettt ettt ettt et e et e e eenbeees 6
2.2.2. VIrlisten ATINAITMA. ......coouiiieriieieeiierteeie ettt ettt s esaeennes 12
2.2.3. Sentetik Tohumlardan Bitki Uretimi.............ccooeveveveecrueeeieeeeeceeeeeeseceeeennans 13
2.2.4. Protoplast FUZYONU.......cccooiiiiiiiiiiie et 14
2.2.5. Rekombinant DNA TeKNOIOJiSi......c.ceeureriierieeiiienieeiieenie et esee e eeens 15
2.2.6. Somaklonal Varyasyonlar...........cccceeiieriieriieiienieeiiecie et 15
2.2.7. Bitki Hiicre Kiiltiirleriyle Sekonder Bilesiklerin Uretimi.............c.ccoovuevevevnnene.. 16
2.3. Badem ile 1lgili Baz1 CallSmalar.............ccocoveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
3. MATERYAL VE METOD.....ccioiiiiieeie ettt snaaa s 23
I DY, 1753 7 | OO OSSPSR PPRURPSRRPO 23
3.1.1. Caligmada Kullanilan Eksplant Sekilleri..........ccccoevviviieiieniiiiiinieciieieeeenee. 30
3.2  IMLELOA. ettt et ettt et st e i en 32
3.2.1. Pamuk ve Filtre Kagitlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu...........c.cccoceeeueene. 32
3.2.2. Cam Malzemelerin SteriliZaSyonU............ccceevureriierieesiieniieniieereeniee e 32
3.2.3. Pens ve Bisturilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu............ccoceeevvevieecveenvennnenns 32
3.2.4. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu............ceeveevciveeecveeenineeenveennns 33
3.2.5. Ropikaj ve Kiiltlir Odalarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu............cccceeeueeee. 35
3.2.6. Kullanilan Materyalin SteriliZzasyonu............ccceeeveerierieenieniiieiieeie et 36

3.2.6.1. Nonpareil Badem Cesidinin Olgun Tohumlarinin Cimlenmesi ve Dekontaminasyonu
Uzerine NaOCI’in BtKiSi........covvveveieeveiieereiecieeieeneeaans 36

3.2.6.2. Bademin Uriin Veren Agaglarindan Alman Siirgiin Uglarinin Yiizey Sterilizasyonuna
NaOCT’in Farkli Konsantrasyonlarinin Etkisi..................... 37

3.2.6.3. Uriin Veren Badem Agaclarindan Alinan Siirgiin Uglarinin
Dekontaminasyonu Uzerine NaOCI i¢inde Optimum Bekletilme

STUresinIn AragtirilmMaSL.......ccccvieeeiieeeiieeeieeeere e e e e e e e e e e eaeeeeveeeeeaeeeeenas 38



3.2.6.4. Bademin Uriin Veren Agaglarindan Alman Lateral Tomurcuklarin

Yiizey Sterilizasyonuna NaOCI’in Farkli Konsantrasyonlarinin

3 Q) PSSR 39
3.2.6.5. Nonpareil Badem Cesidinde Cigek Tomurcuklarinin Sterilizasyonu............... 40
3.2.7. EKIM ISIEMLETI. ..o 40
3.2.7.1. Bademin (Amygdalus communis L.cv. Nonpareil) Olgun Tohumlarindan

Itibaren Mikrogogaltma CaliSmalart................cocoeveveeeeueueeercereeeseeeeseeeeeennees 40
3.2.7.1.1. Nonpareil Badem Cesidinin Zigotik Embriyolarindan Itibaren

Mikrogogaltma Caligsmalarinda Sitokininlerin Etkisi...........ccccooevveiieniienennne. 40
3.2.7.1.2. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin

Proliferasyonuna BAP Konsantrasyonlarinin Etkisi.........ccccceviiiiieniinnenne. 41
3.2.7.1.3. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin

Proliferasyonuna Oksin Cesidi ve Oksin Oranlarinin Etkisi...........c..cccoeunee..e. 42
3.2.7.1.4. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin

Proliferasyonuna MS Miktarlarinin EtKisi........cccccecveeeeiiiiiciieciiiecieecieee 42
3.2.7.1.5. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin

Proliferasyonuna Seker Cesidinin EtKiSi.........cccceeviieniiniiieniieiiieieeieee e, 43
3.2.7.1.6. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin

Proliferasyonuna Materyal Seklinin EtKisi.........ccccovveviiiieiiiiiniiieiecieee, 43
3.2.7.1.7. Zigotik Embriyolardan In Vitro Sartlarda Elde Edilen

Stirgiinlerin Mikrogogaltilmast..........c.cevveeriienieeniiinieciecieeee e 43
3.2.7.2. Uriin Veren Badem Agaclarindan Itibaren Organogenesis Calismalari........... 44
3.2.7.2.1. Uriin Veren Badem Agagclarindan Alman Siirgiin Uglarinin

In Vitro Kosullarda Mikrogo@alttlmast.................cceeevevereceruererereneceeeeenenennns 44
3.2.7.2.2. Uriin Veren Badem Agaglarindan Alinan Lateral Tomurcuklarm

In Vitro Kosullarda Mikrogogaltilmast...............cccveveveeeereeeeeeeerenceeeeennens 44
3.2.7.3. Nonpareil Cigek Tomurcuklarindan Kallus Olusturma Calismalart................. 46
3.2.7.4. Koklendirme CaliSmalari..............coovieiieiiiiiiiieiiiee e 46
3.2.7.4.1. Badem Siirgiinlerinin /n Vitro Sartlarda Koklendirilmesine

TAA ve NAA’IN EKIST...ooiiiiiiiiiiiciiee e 46
3.2.7.4.2. Siirgiinlerin /n Vitro Sartlarda Koklendirilmesinde Isigin EtKisi.................. 47
3.2.7.4.3. Siirgiinlerin In Vitro Koklendirilmesinde WPM un EtKisi............ccc.ccveve.... 47
3.2.7.4.4. Siirgiinlerin In Vitro Koklendirilmesinde IAA’in Yiiksek

Konsantrasyonlarinin EtKiSi.........coeoieiiieiiieniiiiieiecieeeecee e 48

il



4. BULGULAR ...ttt ettt sttt sttt sttt saeees 49
4.1. Bademin (Amygdalus communis L.cv Nonpareil) Olgun Tohumlarindan

Itibaren Mikrogogaltma CaliSmalart................cocoevevreeveueeeveceeeeesesenseseenenenees 49
4.1.1. Nonpareil Badem Cesidinin Zigotik Embriyolarindan itibaren

Mikrogogaltma Caligsmalarinda Sitokininlerin Etkisi...........ccceeevveiieniienennne. 49
4.1.2. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin

Proliferasyonuna BAP Konsantrasyonlarinin Etkisi..........ccoccevoiiiiinnnennen. 55
4.1.3. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna

Oksin Cesidi ve Oksin Oranlarinin EtKiSi...........cccooeviiiiiiiiiiieceie e 58
4.1.4. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna

MS Miktarlarinin EtKisi........cooooiiiiiiiiiiiiieeee e 59
4.1.5. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna

Seker Cesidinin EtKiSi......c.eeiiiiiiiiiiiiiiicciececeece e 63
4.1.6. In Vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna

Materyal Seklnin EtKiSi......ccooovuiiiiiiiiiiiecieeee e 63
4.1.7. Zigotik Embriyolardan In Vitro Sartlarda Elde Edilen

Stirgiinlerin Mikrogogaltilmast..........c.ceevueiiiieniieniiiiieciieceeee e 64
4.2. Uriin Veren Nonpareil Badem Agaclarindan itibaren Organogenesis

CalISMAlATT.......eiiiiiiieeee e 67
4.2.1. Uriin Veren Badem Agaglarindan Alinan Siirgiin Uglarmn In Vitro

Kosullarda Mikrogogaltilmast..........c.ceceeeiieniieniieriieeie et 67
4.2.2. Uriin Veren Badem Agaglarindan Alman Lateral Tomurcuklarm /n Vitro

Kosullarda Mikrogogaltilmast............cccvueeeiiieeiiieniieeciie e 70
4.3. Nonpareil Cigek Tomurcuklarindan Kallus Olusturma Calismalari...................... 74
4.4, Koklendirme CaliSmalari...........cccoeieiiiiiiiieiiiie e 76
4.4.1. Badem Siirgiinlerinin /n Vitro Sartlarda Koklendirilmesine

TAA Ve NAA’IN ELKISI...eoiiiiiiieiecieeeeee e 76
4.4.2. Siirgiinlerin /n Vitro Sartlarda Koklendirilmesinde Isigm Etkisi.............c.......... 76
4.4.3. Siirgiinlerin /n Vitro Koklendirilmesinde WPM un EtKisi............ccocoevrvevrnnnen. 77

4.4.4. Siirgiinlerin In Vitro Koklendirilmesinde IAA’in Yiiksek

Konsantrasyonlarinin EtKiSi.......c.cccccvieiiiieiiiiiriiecieeeeeeeeee e 77
4.5. In Vitro Kosullarda Elde Edilen Badem

(Amygdalus communis L.cv Nonpareil) Fidelerinin

Topraga AdaptaSyOnUi..........cccueeeiieriierieeiiieeieeieeseeeteesiteereesseeeaeesseessseenseens 80

v



5. TARTISMA VE SONUG ... voeeoveeeeeeeeeeeeeeeesseeseeseeeseseseeessessessesessessesseesssseesssene 82

6. KAYNAKLAR ... e e e e e e e e s s e e s s e e e e s e e e e s e s e e eseesee e, 86
7. TABLOLARIN LISTEST ..o e ea e e easer s 95
8. RESIMLERIN LISTEST .. .oeoeeeeeeeeeeeeee oot s e e s s e e s s e eeseseneaan 96

9. OZGECMIS. oo e e s s es e 98



Vi

AMAC

Bademin anavatani Anadolu olmasina ragmen, iilkemiz bu meyve tiiriiniin dis
sattminda Onemli bir yere sahip olmamistir. Giiniimiize kadar bademin tohumla generatif
iiretiminden, standart iiriin almak miimkiin olmamistir. Son yillarda yurt disindan getirilen
Texas, Drake ve Nonpareil gibi standart g¢esitlerle kurulan bahgeler sinirhh kalmis ve aynm
bahgelerden alinan badem ¢esitlerinden dahi, bir 6rnek meyve elde edilememistir.

Calismada, bolgemizde yetistiriciliginin yapilmasi uygun olan Nonpareil badem
¢esidinin olgun tohum ve yash dokularini kullanarak mikrogogaltma tekniklerini arastirdik.
Giiniimiizde kullanilan geleneksel ¢ogaltma yontemlerinin aksine, kisa siire i¢inde ¢ok sayida,
standart ¢esitlerin seri bir sekilde iiretilmesini amagladik.

Bu calismadaki amacimiz, yurdumuzun ekonomisine yiiksek katki saglayacak olan
Nonpareil badem ¢esidinin, mevsime bagl kalmaksizin biyoteknolojik ydntemler ile,
boélgemizin iklim sartlarina adaptasyonunu temin etmek ve hizli fidan iiretimini miimkiin

kilmaktir.
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OZET

(Calismada, olgun tohumlardan izole edilen zigotik embriyolar ve {irlin veren
agaclardan alinan farkli dokular kullanilarak, Amygdalus communis L. cv. Nonpareil badem
cesidinin, organogenesis ile cogaltilmasi metodlart gelistirildi. Bunun i¢in, zigotik embriyo ve
meyve veren agaclardan alinan lateral, apikal ve ¢igek tomurcuklarindan itibaren, steril
eksplantlarin iiretimi i¢in, yiizey sterilizasyon metodlari ortaya kondu.

Bdylece, in vitro hizli fide-fidan tiretimini kontrol eden faktdrlerden kiiltiir baslangici,
stirglin proliferasyonu, rizojenez, koklii fidelerin topraga adaptasyonu islemleri arastirildi.

Farkli sitokinin (BAP-kinetin) konsantrasyonlarinda kiiltiire alman zigotik
embriyolarin aksenik ¢imlenmesinin, BAP’1n diisiik konsantrasyonlarinda (0.5 - 1.0 mg 17)
maksimum randiman verdigi tespit edildi.

Hormon igermeyen besi ortaminda ¢imlendirilen zigotik embriyolar, BAP 1n farkli
konsantrasyonlarinda (0.1-0.5— 1.0 ve 2.0 mg I'") kiiltiire alinarak, siirgiin proliferasyonuna
etkisi arastirildi ve 1.0-2.0 mg 1" BAP konsantrasyonlarinda en iyi sonucu verdigi saptandu.

Siirgiin proliferasyonu i¢cin BAP’in yaninda oksin (IAA, NAA) ilavesinin etkisi
arastirtldi ve BAP’in etkisinin degismedigi, hatta oksin ilave edildiginde yeni siirgiin
olusumunda azalma oldugu gozlendi.

Siirgilin proliferasyonuna, MS yogunlugunun etkisi arastirildi. 1/1 MS ortaminin test
edilen diger MS (1/2 - 1/4 ve 2/1) kuvvetlerinden daha iyi sonu¢ verdigi goriildii.

Baslangi¢c materyali olarak kullanilan eksplant seklinin silirglin ¢ogaltilmasina etkisi
arastirildi ve bir nod bulunan eksplantlarin test edilen diger eksplant tiplerinden daha iyi
oldugu gozlendi.

Uriin veren badem agaglarindan alman apikal ve lateral tomurcuklar, 0.5 -1.0 mg 1"
BAP ile desteklenen 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alindi. 1 mg I BAP igeren MS besi
ortaminda kiiltiire alian lateral tomurcuklardan 4 alt kiiltiir sonucunda, baslangi¢c materyal
sayisinin 2-2.5 kat1 oraninda siirgiin elde edildi.

8 mg 1" TIAA ve 1/2 MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin %50’sinin
koklendigi tespit edildi. Koklenen fidelerin in vivo sartlara adaptasyonu saglandi.

Cicek tomurcuklar farkli oksin konsantrasyonlarinin bulundugu MS besi ortamlarinda

kiiltiire alinarak yogun kallusun 2.0 mg "' 2-4 D igeren besi ortaminda gelistigi tespit edildi.
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SUMMARY

In this study, methods were developed for organogenesis of almond, “Amygdalus
communis L. cv. Nonpareil” using tissues of zygotic embryos isolated from mature seeds and
lateral, apical buds of mature trees.

Effective surface sterilization methods were achieved for the production of sterile
explants from zygotic embryo and mature lateral, apical and flowers buds of Amygdalus
communis Lcv. Nonpareil.

The factors for controlling rapid production of plantlets, the culture initiation,
proliferation, rooting and acclimatisation of plantlets derived from seedlings and mature trees
were investigated. The results obtained are described below.

Zygotic embryos were cultured in MS medium containing different concentrations of
cytocinin (BAP, and kinetin). Best results for axenic germination was obtained with low BAP
concentrations (0.5-1.0 mg 1™").

The zygotic embryos germinated on the MS medium without PGR (Plant Growth
Regulator ) were cultured in different BAP concentrations (0.1-0.5-1.0-2.0 mg I™"). The effect
of BAP at different concentration on shoot proliferation was investigated and the
concentrations of 1.0 — 2.0 mg I BAP were found to be the most effective.

Effects of the strength of MS medium on shoot proliferation were examined. The
highest number of proliferated shoots was obtained on the full strength MS medium (1/1)
compared to the others (1/2 — 1/4-2/1).

The effect of explant source used for multiplication was also investigated. Explants
with nod and an leaf gave better proliferation then the other explant types tested.

Apical and lateral buds from mature trees were cultured on MS medium containing
0.5-1.0 mg I BAP, 40 g/l sucrose and 0.7 % agar. A maximum of 2-2.5 fold shoots was
obtained on MS medium with 1 mg I BAP from lateral buds after 4 subculture.

50 % of explants cultured on 1/2 MS medium with 8 mg I"' IAA was rooted. In all the
in vitro rooted shoots were successfully adapted at in vivo condition.

Flower buds were cultured in MS medium containing different auxin concentrations

and the dense callus formation was observed at 2.0 mg 1" 2,4-D.



1. GIRIS
1.1. Badem Hakkinda Genel Bilgiler

Tabiat, insanogluna gereksinimlerini karsilamak iizere ¢esitli bitkiler sunmustur.
Insanoglu zamanla doganin sundugu bu bitkilerden maksimum diizeyde yararlanmanin
yollarin1 aramis ve basarili olmustur. Glinlimiizde, teknolojinin ilerlemesiyle bitkiler
sadece temel besin kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda eczacilik, kozmetik, giyim ve kagit
tiretimi gibi sanayi alanlarinda da kullanilmakta ve gittikce 6n plana ¢ikmaktadir.

Diinyada canli sayisindaki artig, beraberinde gereksinimlerin cesitlenmesine ve
artisina neden olmustur. Bu nedenle insanoglu, teknolojiden faydalanarak birim alandan
daha fazla iiriin almanin yollarin1 aramaya baslamistir. Ayn1 zamanda, tiiketilen temel
besinin yani sira karbonhidrat, vitamin ve minerallerce zengin olan meyve yeme
aligkanlhigin1 kazanilmistir. Ayrica meyve tiiketiminin dengeli beslenmedeki oneminden
dolayi, cesitce zengin ve daha kaliteli meyveler {iiretebilme cabasi icerisinde meyve
bahgeleri kurmak amaciyla, yeni yontemlere bagvurulmustur.

Ulkemiz, dort mevsimin yasandig1 her tiirlii meyve ve sebze yetistirmeye uygun
topraklara sahip olmasi acisindan sanshidir. Modern teknolojiyi yasadigimiz bu dénemde,
standart, kaliteli, verimli meyve iiretebilmek ve iiretilen iirlin ile hem kendi talebimizi
karsilamak, hem de dis piyasaya arz edebilmek, iilke ekonomisine biiylik katki saglayacagi
gibi, yetistiricinin de refaha ¢ikmasini miimkiin kilacaktir. Bélgemizin iklim ve toprak
ozelligi badem yetistiriciligine ¢ok uygundur. Yerli ¢esitlerin yani sira disaridan getirilen
kiltiir cesitleri de kolayca adapte olmuslardir. Gegei ve verim kalitesi yiiksek olan badem
agagclart ile kurulacak bahgeler bolge halkina gelir kaynag: olabilecegi gibi, diinya badem
yetistiriciliginde bulunmamiz gereken yerlerde olmamiz1 saglayacaktir.

Memleketimizde badem yetistiriciligi bugiin bile biiylik Ol¢lide c¢ekirdekle
yetistirmeye dayanmaktadir. Bu nedenle piyasaya arz edilen ¢esitler biiyiik bir zenginlik ve
karigiklik icindedir. Tiirkiye, Avrupa Ekonomik Komisyonunun bir iiyesi olarak, badem
standartlarin1 uygulamay1 kabul etmistir. Tiirkiye’de badem yetistiriciligine elverigli bir
cok alan vardir. Bu durumda yapilacak is, bir yandan yerli ¢esitler igerisinden yetistiricilik
ve piyasa yOniinden en uygun olanlar1 se¢ip bunlar1 asi ile iiretmek suretiyle kaliteli
cesitleri tespit etmek, diger yandan da diinya iizerinde baslica iiretim bolgelerindeki
cesitleri getirerek, bunlarin degisik bolge sartlarina uyma durumlarini denedikten sonra,

uygun goriilenlerinin as1 ile iiretilip yayilmalarini saglamaktir (Ozbek, 1978).



Genel olarak meyve agaclarinin ¢ogaltilmasinda; tohum, ¢elik, asilama, daldirma ve
mikrogogaltma gibi degisik yontem ve yollar kullanilmaktadir. Uygulanan bu yontemlerin
birinin digerlerine gore avantajlar1 yaninda dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Meyve
agaclarii ¢cogaltmada kullanilan yontemler asagidaki sekilde siralanmustir.

Tohum ile ¢ogaltma: Dogal bir yontemdir ve dogada kendiliginden olusur. Kolay,
cabuk ve c¢ok sayida bitkiyi bu yontemle elde etmek miimkiindiir. Ancak, tohumla
yapilacak c¢ogaltmada, tohumlarin kalitsal yapilar1 bircok sorunlar1 beraberinde
getirmektedir. Tohumun yapisi heterozigot oldugu i¢in bundan olusacak yeni bireyler ana
ve babaya benzemezler. Bu nedenle meyve yetistirme tekniginde, tohumla ¢ogaltma yalniz
anac elde etmeye yonelik bir iglemdir.

Celik ile cogaltma: Cok eski yillardan beri bilinen ve uygulanan kolay bir
yontemdir. Celik, herhangi bir bitkiden kesilen koksiiz dal, yaprak, goz, gévde ve kok
parcalarina denir. Bunlarin uygun ¢evre kosullarinda koklendirilerek, yeni bitkilerin elde
edilmesi islemine de ¢elikle cogaltma adi verilir. Bu yontemle olusacak yeni bireyler, ana
bitkinin benzerini olusturacagi i¢in tiizerinde O6nemle durulmasi ve dikkat edilmesi
gerekmektedir. Bu cogaltma sekli ile, baslangicta yapilacak hatalar1 gidermek giic
olabilecegi gibi ekonomik kayiplara da neden olabilir.

As1 ile ¢cogaltma: Bir meyvenin tiir veya c¢esidinden alinan bir géz ya da kalemin
anag lizerine yerlestirilmesine asi, yapilan bu isleme de asilama denir. Asi, ancak iletim
dokusu olusturan ksilem ve floem dokular1 arasinda meristematik 6zellikte ve siirekli doku
halindeki kambiyumu igeren bitkiler arasinda yapilabilmektedir. Asilama sonucu olusacak
yeni bitkide, g6z yada kalem, agacin ta¢ kismin1 anag ise kok tarafin1 olusturur. Bunun
sonucu iki sistem arasinda ortak fakat biri birine bagimli ve zorunlu bir yasam baglamis
olur. Asilamada, anag ve as1 kaleminin uyusmasi ve agilama zamani ¢ok énemlidir.

Daldirma ile ¢ogaltma: Oldukca kolay fakat meyve yetistiriciliginde sinirl olarak
kullanilan bir yontemdir (Yilmaz, 1992).

Mikroc¢ogaltma: Mikrocogaltmadaki amag; kisa siirede ana bitkiye benzeyen ¢ok
sayida saglikli yeni bitkiler elde etmektir.

Bademin ilkbahar ge¢ donlarindan zarar goérmesi yalniz yurdumuzda degil diger
badem iireticisi iilkelerde de biiyiik bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle Amerika,

Rusya, Yugoslavya, Bulgaristan, Yunanistan, italya, Ispanya, Fransa ve Portekiz gibi



diinya badem yetistiriciligi ve dis satiminda 6nemli yeri olan iilkelerde ilkbahar geg
donlarindan zarar gérmeyecek, ge¢ cicek agan gesitlerin lizerinde ¢alisilmaktadir (Kiiden
ve Ark., 1997).

I¢ badem iiretim miktar1 bakimindan 416.670 ton/yil ile ABD. basta gelmekte, bunu
221.000 ton/yil ile Ispanya, 95.000 ton/y1l ile italya, 28.000 ton/yil ile Tiirkiye ve digerleri
izlemektedir (Anonymous, 1984).

Amerika Birlesik Devletlerinde, badem iiretimi tamamen belirli standart cesitlerle
yapilmaktadir. Amerika’da ilk yillarda Ispanya, Italya ve Portekiz’den getirtilen badem
cesitleri yetistirilmistir. Daha sonra bu ¢esitlerin tohumlarindan yetistirilen bireyler i¢inde
yapilan seleksiyonla bazi degerli gesitler elde edilmistir. Ispanya ve Italya’da da badem
yetistiriciligi, tohumla {iretim yaninda se¢ilmis tipler ve melezleme sonucu elde edilen asilt
fidanlar ile yapilmaktadir. Boylece kismi bir standardizasyon saglanmistir. Diger Akdeniz
iilkeleri de standart cesitler lizerinde galismaktadir (Ozbek, 1978; Dokuzoguz, Giilcan,
1979).

Bodur aci bademin (Amygdalus nana L.) Anadolu’da zengin varyasyonlar
gostererek yayilmis olmasi, iilkemizin, bademin gen merkezlerinden biri oldugunu
kanitlamaktadir. Bilindigi gibi badem, soguklama gereksinimi diisiik olan bir meyve
tiirtidiir. Bu bakimdan {ilkemiz, bademin gen merkezlerinden biri olmasimna ragmen,
ilkbahar ge¢ donlarimin hiikiim siirdiigi yerlerde badem agaclarindan verim
alinamamaktadir (Ozbek, 1978; Dokuzoguz, Giilcan, 1979).

Ulkemizde badem yetistiriciligi, ozellikle Giiney-Bati Ege kiyilarinda
yogunlagsmistir. Bu bolgede yetistirilen gesitler yerli ¢esitler olup, bazi ekstrem yillarda,
ilkbahar donlarindan zarar gérmektedir. Bunlar {izerinde yapilan seleksiyon ¢aligmalarinda,
baz1 gec ciceklenen cesitler bulunmustur (Dokuzoguz ve Giilean, 1979). Ornegin, gec
cigeklenen bir badem c¢esidi olan Texas g¢esidinden 1-2 giin kadar ge¢ ¢igeklenen 101-9,
101-13 ve 101-23 (Giilcan-1) gibi tipler saptanmistir (Kaska ve ark., 1992). Ancak
Ispanya, italya, Fransa ve ABD’de yapilan 1slah arastirmalari, hem ¢ok geg ¢igeklenen hem
de yiiksek kaliteli ve verimli olan ayni zamanda asir1 soguklardan zarar gérmeyen
cesitlerin elde edilmesini saglamistir. Ayrica elde edilen gesitlerin bazilarinda yetistiricilik
icin ¢ok onemli bir 6zellik olan, kendine verimlilik saglanmistir. O halde bu cesitlerin
kendi ¢esitlerimizle karsilastirmali olarak GAP bolgesinde denenmesinde, tilkemizin tarim

ekonomisine katkisi agisindan biiyiik yarar1 vardir. Ote yandan, sulanabilir alanlarda



kurulacak modern badem bahgeleri, kisa zamanda yetistiricilere yiiksek gelir

saglayabilecektir (Kiiden ve Ark., 1997).

2. ONCEKI CALISMALAR

Bitki doku kiiltiirii tekniginin gelismesi ile, giiniimiizde hastaliklardan arindirilmis
ve standart hizli fide-fidan tiretimi, yaygin bir sekilde yapilmaktadir. Geleneksel metotlarla
¢imlenmesi ve yetistirilmesi gii¢ olan meyve agaclarini, bitki doku kiiltiirii teknigi ile kisa
stirede ve kolay bir sekilde yetistirmek miimkiin olmustur.

Son 10-15 yil igerisinde hizla gelisen ve c¢ok fazla yararlar saglayan
“Biyoteknoloji” kisaca, biyolojik teknoloji veya teknolojinin biyolojiye uygulanmasi
olarak tanimlanabilir.

Bitkilerdeki ilk biyoteknolojik uygulamalar, bitki hiicrelerinin in vitro iiretilmesi
‘bitki doku veya hiicre kiiltiirleri’ ile baslamistir. Hayvan hiicrelerinden ¢ok ayr1 ve ayni
zamanda ¢ok 6nemli olan nokta, in vitro kosullarda tam bir bitkiyi, o bitkiye ait tek bir
hiicreden tiretmenin miimkiin olabilmesidir. Bitkilerdeki bu 6zellik, organ, doku ve bir
hiicrenin tam bir bitkiyi olusturabilecek yetenek ve genetik bilgilere sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Arda, 1995).

Bitki biyoteknolojisi; bitki organ, doku ve hiicrelerinin steril suni besi ortamlarinda
kiiltiirli, ¢ogaltilmas1 ve bunlarin genetik olarak degistirilmesini kapsar. Bu tekniklerin
bitkilere uygulanmasindaki amag, bitkisel {iretimde bilinen klasik yontemlerle
¢oOziilemeyen veya ¢oziimil ge¢ olan problemlere ¢ozliim getirerek, daha ekonomik, kalite
ve kantite yoniinden daha ytiksek bitkisel iiretimin gerceklestirilmesine yardime1 olmaktir.

Biyoteknolojik yontemler sayesinde, belirli bitki genotiplerinin veya ekonomik
degeri yiiksek olan bitki tiirlerinin ¢ok kisa bir siirede ¢ogaltilmalari, ekonomik degeri
yiiksek olan bazi bitkisel sekonder {iirlinlerin elde edilmesi, yeni bazi karakterlerin daha
kesin bir sekilde kombine edilmesi, biliyiilk populasyonlardan belirli genotiplerin
seleksiyonu ve belirli bir karakterin izole edilmis gen halinde bir genotipe direkt olarak

aktarilmas1 miimkiin olabilmektedir.



2.1. Bitki Biyoteknolojisinin Tarihsel Gelisimi:

Bitki biyoteknolojisinin temelleri, 1838 yilinda Schwann ve Schleiden’in
totipotens teorisi ile atilmistir. Bu teoriye gore, hiicrelerin otonom {initeler olduklar1 ve tek
bir hiicreden itibaren tam tesekkiillii bir canli gelisebilecegi iddia ediliyordu. Bu totipotens
teorisine gore biitiin hiicreler, tiim canliy1 olusturma 6zelliklerini, ¢ekirdeklerindeki genetik
cephaneliklerinde muhafaza etmektedirler.

1902 yilinda Alman bilim adami Haberland, bitki dokularini suni besi
ortamlarinda yetistirmeyi denemis ancak bu deneme basarisizlikla sonug¢lanmistir. Ancak
bitki doku kiiltiirleri anlayis1 ortaya ¢ikmuistir.

1921 yilinda Molliard, bitki embriyolarini suni besi ortamlarinda sinirli 6lciide
gelistirmeyi bagsarmistir.

1925 yilinda Laibach, Linum tiirleri arasindaki melezlemelerden elde edilen
embriyolari, suni besi ortamlarinda yetistirmeyi ve bunlardan melez bitkiler elde etmeyi
basarmustir.

1934 yilinda White, seker, inorganik tuz ve bira mayas: bulunan besi ortaminda
kiiltiire aldig1 domates kok uglarinin aktif bir sekilde gelistigini saptamugtir.

1939 yilinda Nobecourt, siirekli biiylime gosteren organize olmamis doku (kallus)
kiltiirlerini elde etmeyi bagsarmistir.

1946 yilinda Ball, ilk defa siirglin ug¢larin in vitro kiiltiirlinden tam tesekkiillii
lipen (Lupunus) ve latin ¢icegi (Tropaeolum) bitkilerinin  rejenerasyonunu
gergeklestirmistir.

1952 yilinda Morel ve Martin, meristem kiiltiirii yoluyla ilk olarak, viriisten
arindirilmis Dahlia bitkilerini elde etmislerdir.

1953 yilinda Tulecke, japon erigi (Ginko biloba) bitkisinin polenlerini suni besi
ortaminda kiiltiire alarak ilk defa haploid kallus elde etmeyi basarmustir.

1954 yilinda Muir ve ark., ilk defa suni besi ortaminda tek hiicreden tam
tesekkiillii bir bitki elde etmeyi basarmislardir.

1955 yilinda Miller ve ark., hiicre boliinmesini tesvik eden bir hormon olan
kinetini kesfetmislerdir.

1957 yilinda Skoog ve Miller, bitkilerde organ olusumunun sitokinin/oksin oranina
bagl oldugunu saptamislardir.

1958 yilinda Reiner ve Stewart, havuc kallus ve hiicre kiiltiirlerinde somatik

embriyolarin olusumunu saptamiglardir.



1959 yilinda bitki doku kiiltiirleri ile ilgili ilk bilimsel eser Gautheret tarafindan
yayinlanmistir.

1962 yilinda Murashige ve Skoog, glinlimiizde de en fazla kullanilan besi ortami1
olan suni besi ortamini gelistirmislerdir.

1964 yilinda Guha ve Maheshwari, Datura bitkisinden, anter kiiltiiri ile ilk
haploid bitkileri elde etmislerdir.

1969 yilinda Erikson ve Jonassen, Hapopappus gracilis bitkisinin siispansiyon
kiiltiirlerinden ilk defa basarili bir sekilde protoplast izolasyonunu gerceklestirmislerdir.

1971 yilinda Tabeke ve ark., ilk defa bitki protoplastlarindan, bitki
rejenerasyonunu gergeklestirmisler.

1972 yilinda Carlson ve ark., farkl: tiitiin tiirlerinin protoplastlarini birlestirerek ilk
somatik melezlemeyi gergeklestirmislerdir.

1977 yilinda Chilton ve ark., Agrobacterium tumefaciens bakterisinden Ti-
plazmid DNA’sin1 bitkilere aktarmay1 basarmislar.

1978 yilinda Melchers ve ark., domates ve patetes bitkilerinin protoplastlarini
birlestirerek, ilk defa cinsler arasi somatik melezleri elde etmisglerdir.

1982 yilinda Zimmermann, ilk defa elektrik sokundan yararlanarak, protoplast

flizyonunu gerceklestirmistir (Hatipoglu, 1997).

2.2. Bitki Biyoteknolojisinde Kullanilan Yontemler

Protoplast Kiiltiirii Kallus Kiiltiirii Meristem Kiiltiirii
1.Protoplast flizyonu 1.Mikrogogaltma 1.Mikrogogaltma
2.Transformasyon 2.Somaklonal varyasyon 2.Viriisten arindirma

3.Somatik embriyogenes
4.Sentetik tohum
5.Sekonder bilesikler

2.2.1. Mikrogogaltma
Bitki doku kiiltiirii teknigi, daha az zaman, yer ve materyal kullanilarak aym
genetik karakterleri tagiyan milyonlarca bitkinin iretilmesini olanakli kilar. Bu olay

mikroc¢ogaltma olarak bilinir. Bu durumda en ¢ok kullanilan teknik, meristematik



dokularin, icinde apikal dominansiyi engelleyen ve lateral tomurcuklarin gelismesine
olanak saglayan bilesiklerin bulundugu besi ortamina birakilmasidir. Lateral tomurcuklarin
gelismesi ile olusan geng siirgilinler, bu ortamdan alinarak kdk ve govde gelisimini uyaran
ikinci bir kiiltiir ortamina aktarilir.

Mikrogogaltma teknigi, 1970 yilindan sonra orman agaci tiirlerinin {iretiminde
yogun olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikle olusan yeni bitkiler, adventif
tomurcuk ve aksiller tomurcuk kiiltiirlerinden baslatilir. Yeni tomurcuklarin farklilasmasi
ve kalluslagmasi nadiren kullanilir. Mikrogogaltma teknigi elma (Malus), seftali (Persica
vulgaris) ve armutta (Pyrus communis) basarili bir sekilde uygulanmistir (Ozen, H.C.,
Onay, A.,1999).

Coffin ve ark. (1976), Prunus cerasus’un vejetatif dokularindan kallus elde
edildigini bildirmisler. Arastirmacilar, kallus kiiltiiriiniin internodal eksplantlardan (1-2
cm) baglatilabildigini ve 0.2 mg/] kinetin ile, 0.25 mg/l 2.4-D’nin bulundugu modifiye MS
besi ortaminda gelistigini rapor etmislerdir.

D’Amato (1977), in vitro sartlarda vejetatif iiretimde, diger bitki kisimlar1 yerine,
meristemlerin kullaniminin tercih edildigini bildirmistir. Bunun nedeni, diploid bir bitkide
apikal meristemin yeknesak diploid hiicrelere sahip olmasidir. Zira, bitkinin dokularinda
farkli seviyelerde poliploid hiicrelerin bulunmasi nedeni ile bu dokularin kiiltiiriinden elde
edilecek bitkilerin poliploid olabilme ihtimali yiiksektir. Oysa meristem kiiltiirii ile elde
edilen bitkiler, ana bitkinin genetik karakterini aynen tasimaktadirlar.

Zhuan (1980), malta eriginin (Eriobotrya japonica Lindl) zigotik embriyolarin
kullanarak mikrogogaltmay1 basarmis. Tozlasmadan 2 ay sonra zigotik embriyolari, 500
LH+0.2-0.5 NAA+1-3 mg/l BA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alarak karanlikta
gelismeye birakmig. Kiiltiiriin 3. glinii embriyoda yavas yavas hacim artist oldugunu ve
kotiledonlarin agildigini tespit etmis. Kotiledonlardan plumulanin biiyiimeye baslamasiyla
zigotik embriyolar1 1s1kli ortama aktardigini bildirmistir. Isikli ortamda plumula ve
kotiledonlarin hizli bir sekilde biiyiidiigiinii ve siirgiinlerin gelistigini tespit etmistir. 0.2
mg/l NAA-3.0 mg/l BA iceren MS besi ortaminda kiiltiire aldiklar1 zigotik embriyolarin
%70’nin siirgiin olusturdugunu ve %40 oraninda yan siirgiin verdigini rapor etmistir.

Basaran (1980), tarafindan Nicotiana tabacum L.cv.Siirt anter kiiltlirlerinden n ve
2n kromozomlu homozigot diploid fertler elde edilmistir.

Sert ¢ekirdekli meyveler grubuna giren visne (Prunus serotina)’nin in vitro

mikrogogaltilmasi ile ilgili ¢alismalar 1980’lere kadar rapor edilmemistir. Riffaud ve



Cornu (1981) tarafindan visnenin bir c¢esidi olan mazzardin mikrogogaltilmasinin
basarildig1 rapor edilmistir.

Yang ve ark. (1982, 1983), malta erigini (Eriobotrya japonica Lindl) hizli bir
sekilde ¢ogaltmak icin siirglin ucu kiiltiiriinii kullanmiglar. 0.5 mg/l BA +0.1 mg/l NAA
+0.2mg/l GA ve %?2 sakkaroz igeren MS besi ortaminda siirgiin ug¢larini kiiltiire alarak
cogaltmay1 basarmiglar. Kiiltlire aldiklar1 siirglinleri biiylime odasinda 25 °C sicaklikta ve
151ks1z ortamda 20-30 giin beklettikten sonra 1s1kl1 ortama almislar. Daha sonra siirgiinlerin
mikrocogaltilmasinda optimum BA oranini arastirmislar ve 1.5-2.0 mg/l BA’da siirgiin
cogalmasinin en iyi oldugunu tespit etmislerdir.

Ho (1983), malta erignin (Eriobotrya japonica Lindl) 1-7 mm uzunlugundaki geng
embriyolarini, 0.5-2.0 mg/l 2.4-D ve 0.05 —0.2 mg/l BA igeren MS besi ortaminda kiiltiire
aldigin1 bildirmistir. Aragtirmaci, somatik embriyo elde etmek i¢in embriyojenik kallus
olusturmus ve somatik embriyolarin, BA ve diisiik miktarlardaki 2.4-D’li besi ortaminda
bitkicikler olusturdugunu rapor etmistir.

Ho (1983), malta eriginin (Eriobotrya japonica Lindl) 2 mm boyundaki
meristemlerini 0.5-2.0 mg/1 2.4-D ve 0.05-0.2 mg/l BA igeren MS besi ortaminda kiiltiire
aldigin1 ve embriyojenik kallus elde ettigini belirtmis. Daha sonra ayni besi ortamini
kullanarak embriyo elde etmis. Kallustan somatik embriyo olusumunun 2.4-D’nin
miktariyla iligkili oldugunu tespit etmis. 2.4-D’nin diisiikk miktarlar1 embriyo olusumunu
tesvik ederken yliksek miktarinin kallus olusumunu arttirdigini bildirmistir.

Pistacia vera L. ve diger baz1 Pistacia tiirleri ile ilgili yapilan in vitro ¢caligmalarda,
bitki ¢cogaltimi i¢in eksplant olarak 10-12 giinliik fide ve 1-4 yas arasi agaglardan alinan
siirgiin uclart ve nod tomurcuk segmentleri kiiltiiriin baglatilmasi i¢in kullanilan ana
eksplant kaynaklar1 olmustur (Barghchi ve Alderson, 1983; Barghchi,1985a; Barghchi
ve Alderson, 1985; Pontikis, 1984). Nod tomurcuk segmentleri ile siirgiin ucu
kiiltiirlerinin tesisi karsilastirildiginda, siirgiin ucu kiiltiirlerinin apikal dominansi yoniinden
daha gi¢li oldugu gozlenmis, fakat bu fark takip eden alt kiltiirlerde kalkmistir
(Barghchi,1985b; Barghchi ve Alderson, 1985).

Cok sayida siirgiin iiretimi i¢cin BAP’l1 ortam, kinetinli ortama gore daha etkili
bulunmus ve 4 mg/l BAP'm P.vera fide eksplantlarindan siirgiin iiretimi i¢in optimal
oldugu, Barghchi ve Alderson (1983) tarafindan rapor edilmistir. Martinelli (1988) 1-4

yas aras1 Pistacia materyallerini diisiik BAP konsantrasyonlarinda kullanmistir.



Tricoli (1983), Tricoli ve ark. (1985), tarafindan vigsnenin mikrogogaltilmasinin
basarildig1 rapor edilmistir. Arastirmacilar, Jones ve arkadaslarinin elma, kiraz ve erigin
mikrocogaltilmast igin gelistirdikleri besi ortaminin visne i¢in de uygun oldugunu
bildirmislerdir. Bu besi ortami, MS tuzlar ile 0.4 mg/l thiamin HCI, 100 I inositol, 1.0
mg/l BA, 0.1 mg/l GA3, 0.1mg/ IBA ve %2 sakkaroz icermektedir.

Yine aymi arastirmacit vignenin mikrogogaltilmasinda 1/1 MS’in ve biiylime
diizenleyicilerinden BA’nin en iyi sonucu verdigini bildirmistir. 0.75 mg/l BA bulunan
besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiin u¢larinin ¢ogaltilmasinda en iyi sonug¢ alinirken BA
0.50 mg/I’ye disiirildiigiinde, siirgiin olusumunun azaldigini bildirmistir. 1.0 mg/l BA’da
ise tomurcuk c¢ogalmasi artarken siirglin uzamasinin azaldigini rapor etmislerdir (Tricoli
1983). Yenikeyev ve ark. (1984), tozlasmadan 20-30 giin sonra izole ettikleri kiraz erigi
embriyolarini, farkli biiyime diizenleyicilerinin bulundugu MS ortaminda gelistirerek
kokli bitki olusturduklarini bildirmisler. Kinetin, BA ve GA’nin siirgiin gelisimini tegvik
ettigini, IAA’in ise koklenmede kiiltiir besi ortamimna ilave edilmesi gerektigini
bildirmislerdir. Embriyolarin soguklama ve olgunlasma asamalar1 olmaksizin kiiltiirde hizli
bir sekilde gelistigini ve birka¢c ay i¢inde tarlaya aktarilabilir hale geldigini rapor
etmislerdir.

Maynard (1986), orman agaglarinin ¢ogunlukla yabani populasyonlar olduklari
icin kendi dogal ortamlarinda ¢ok az degiserek biiyiidiigiinii ve doku kiiltiirii teknikleri ile
yapilacak cogaltmanin, bunlarin evcillestirilmelerindeki gelisim siireglerini kisaltacagin
bildirmistir.

Hall (1987), in vitro sartlarda elde edilen visne siirgiinlerinin yaprak ve govde
segmentlerinden kallus olusturdugunu rapor etmistir. Kallus olusumunun 10 yada daha
fazla alt kiiltiir sliresince devam ettigini ve ilk alt kiiltiirde yaprak eksplantlarindan olusan
kallusun siirgiin verdigini bildirmigtir. Olusan bu siirgiinlerin koklenme, adaptasyon ve
tarlaya aktarma calismalarinda kullanildig1 ve tarlaya aktarilan bitkilerin morfolojik olarak
stirglin ucundan ve tohumdan olusan bitkilerden farkli olmadigini rapor etmistir.

Ochatt ve Power (1988), Prunus cerasus’un iki farkli cesidinin (CAB4D ve
CABSH) celiklerinden mesofil protoplastlarini izole ederek, %9 manitol ve biiyiime
diizenleyicilerinin bulundugu temel MS besi ortaminda kallus ve zeatin ile bitki
rejenerasyonunu gerceklestirebilmislerdir.

Maynard ve ark. (1991), in vitro ortamda gelistirilen visne siirglinlerinin alt

kiiltiirlinlin 4-6 haftada bir yapilmasi gerektigini, alt kiiltiir geciktiginde ise gelisen
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siirgiinlerin yapraklarinda sararma, siirgiin ucu nekrozu ve besi ortamina fenolik
bilesiklerin salindigini bildirmislerdir.

Basaran ve ark. (1991), Nicotiana rustica gibi otsu bitkilerin pistillerinden
somatik embriyolar elde etmislerdir.

Yiicel ve ark. (1991), Pistacia vera L. bitkisinin nodal ve apikal tomurcuklarindan
itibaren mikrocogaltma caligmalar1 yaparak, in vitro sartlarda siirglinler ve rizogenik
faaliyetler gerceklestirmislerdir.

Yiicel ve ark. (1992), Nicotiana rustica’nin pistillerinden itibaren in vitro sartlarda
MS kiiltiir besi ortaminda IAA etkisi ile n ve 2n kromozomlu bitkiler elde etmislerdir.

Colak (1994), yaptig1 doktora tez ¢alismasinda, 1 mg/l IAA + 2 mg/l kinetin igeren
MS besi ortaminda kiiltiire aldig1 Impatiens walleriana var. Sultanii gévde pargalarindan
mikrocogaltma ile 1 kiiltiir periyodu igerisinde 1260 adet bitki elde ettigini rapor etmistir.

Yine ayni aragtirmaci, 1 mg/l IAA + 2 mg/I kinetin igeren MS ¢6zeltilerinde kiiltiire
aldig1 Nicotiana rustica L. anterlerinden n kromozomlu haploid ve 2n kromozomlu
homozigot diploid fertler elde ettigini ve IAA (3 mg/l) miktarin1 kinetine gore (1 mg/l)
daha fazla igeren MS c¢ozeltilerinde kiiltiire alinan Nicotiana rustica L. govde pargalarinda
yalnizca kallojenik faaliyetlere tanik olundugunu, higbir zaman kolojenez olayina
rastlanmadigini belirtmistir.

Taskin (1995), doktora tezinde, Pistacia vera L.cv. Siirt (Antep fistig1 ) bitkisinin
cesitli doku ve organlarindan in vitro kosullarda doku kiiltiirii teknikleri ile fide elde
edilme imkanlarini aragtirmistir. Yaptig1 calismada, in vitro sartlarda ¢imlendirmis oldugu
tohumdan gelisen fidelerin epikotil, nod ve siirglin ucu bolgelerinden aldig1 explantlart MS
besi ortaminda kiiltiire almis. 2 mg/l BAP iceren MS besi ortaminin siirgiin gelisimi ve
¢ogaltimi i¢in uygun oldugunu belirlemis. Olgunlasmamis embriyolarin 2 mg/l kinetin +
2x10 mg/1 2,4-D igeren MS besi ortaminda bitkiciklere donlistiiglinii belirtmistir.

Pistacia vera L.cv. Siirt’in olgunlasmamis tohumlarindan somatik embriyolar elde
etmek amaciyla, zigotik embriyolar ve kotiledon eksplantlar izole edilerek, sivi ve agarli
MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bunlardan gercek anlamda somatik embriyolar 1.5
mg/l NAA iceren agarli MS ortamlarinda ve kotiledon eksplantlarindan direkt olarak
meydana gelmistir. Somatik embriyolarin daha sonra 1.5 mg/l BAP igeren sivi MS
ortamlarinda ve 1 mg/l GA3 +600 mg/l L-Glutamin igeren agarli MS ortamlarinda

cimlendirilmesi ile bitkiciklere doniismesi saglanmistir.
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Namh (1995), Vitis vinifera L.cv. Cardinal asma varyetesinde, ¢esitli organlarindan
itibaren litrede 2 mg BAP igeren ve 1/2 oraninda sulandirilmis MS besi ortamini
kullanarak mikrogogaltmasini saglamis ve keza ilk kez disi organ ovaryumlarindan in vitro
sartlarda ¢ekirdeksiz liziim elde etmistir.

Onay ve ark. (1995), 200 mg/I hidrolize-kazein ve 114 uM 1-askorbik asit ve BAP
ile desteklenen s1vi MS besi ortaminda kiiltiire aldiklar1 olgunlasmamis Antep fistig1
cekirdeklerinden embriyojenik doku elde etmislerdir. Eksplantlar1 kiiltiire aldiktan 2 hafta
sonra 8.9 uM BAP’l1 stvi MS besi ortaminda direkt olarak yogun embriyojenik kiitlelerin
farklilagtigin1 bildirmislerdir. Farklilasan embriyojenik dokulart 4.4 pM BAP’li besi
ortamina aktararak somatik embriyolar elde etmislerdir. Daha sonra olusan somatik
embriyolar1 biliylime diizenleyicileri olmayan katt MS besi ortaminda kiiltiire alarak
bitkilerin olustugunu rapor etmislerdir.

Taskin (1996), Pistacia vera L.cv. Siirt (Antep fistig1 ) siirglinlerinde rizogenez
faaliyetlerini aragtirmistir. Temel besi ortami olarak modifiye edilmis MS besi ortamina
farkli konsantrasyonlar da IBA, NAA ilave etmis ve kdklenmeye etkilerini aragtirmigtir.

Onay (1996), Antep fistiginin (Pistacia vera L.cv.) yasl agaglarindan, fidelerinden,
olgun meyvelerinden, zigotik embriyolarindan ve gen¢ yaprak eksplantlarindan somatik
embriyogenesis ve organogenesis ¢aligmalari i¢in bir metot gelistirmistir. Cesitli oksin ve
sitokininler kullanarak yasli agaglardan aldigi1 degisik organlardan bitki rejenerasyonunu
basararak, ayrica BAP iceren sivi MS besi ortaminda somatik embriyolar elde ettigini
rapor etmistir.

Isikalan (1997), Vitis vinifera L.cv. Alphonse asma ¢esidinin degisik organlarindan
itibaren mikrogogaltma olanaklarini aragtirmistir. Ayrica, 2 mg/l BAP’li MS besi
ortaminda kiiltiire aldig1 ¢icek durumlarindan itibaren yogun kallus olusumuna tanik olmus
ve ayni besi ortaminda kallustan itibaren siirgiin elde ettigini bildirmistir. Ovaryumlarindan
hormon kokenli meyveler elde etmistir.

Isikalan ve ark. (1998), Vitis vinifera L.cv. Alphonse asma cesidinin lateral
tomurcuklarinin proliferasyon kapasitelerinin, yilin degisik zamanlarina gore in vitro
sartlarda karsilagtirilmasi arastirmalarini yapmiglardir. Bir yillik zaman periyodu i¢inde 2
mg/l BAP’li ve 1/2 oraninda sulandirilmis MS besi ortaminda kiiltiire alinan lateral
tomurcuklardan, kokli fideler elde ederek, en sagliklt ve verimli fideciklerin Kasim ve

Aralik aylari igerisinde kiiltiire alinan materyallerden olustugunu bildirmislerdir.
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Adiyaman (1998), Vitis vinifera L.cv. Perle de Csaba’nin lateral tomurcuklarini,
litrede 2 mg BAP bulunan 1/2 MS besi ortaminda kiiltiire almis. Buna gore, lateral
tomurcuklarin izole edildigi aylara gore, Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda oldukga iyi
gelistigini ve Aralik ayinda kiiltiire aldig1 tomurcuklardan %80°’lik verim elde ettigini rapor
etmistir. Keza, Namli’nin (1995) Cardinal ovaryumlariyla ilgili ¢alismalarini Perle de
Csaba’da gergeklestirmistir.

Namh ve ark (1999), 1/2 oraninda sulandirilmis MS besi ortaminda, Vitis vinifera
L.cv. Cardinal asma ¢esidinin pistillerinden itibaren litrede 2 mg BAP’1n etkisi ile 2 ve 3
karpelli partenokarpik iiziimler olusturduklarini bildirmislerdir.

Onay (2000), 100 mg/l hidrolize kazein, 100 mg/l 1-askorbik asit ve BAP ile
desteklenen sivi MS besi ortaminda kiiltiire aldig1 Pistacia atlantica’min tohumlarindan
embriyojenik doku rejenere ettigini bildirmistir. Embriyojenik dokular1 sivi besi ortaminda
BAP (0.5-4.0 mg/l) ile birkac¢ alt kiiltiir sonrasinda tohumdan direkt olarak somatik
embriyolar elde ettigini bildirmistir. Olgunlasmamis somatik embriyolar1 bitki biiylime
diizenleyicisi olmayan katt MS besi ortaminda ¢imlendirerek fideler elde ettigini rapor
etmistir.

Onay (2000), BAP ile desteklenen MS besi ortaminda, Pistacia vera L.’nin yagh
agaclarindan aldig1 nodal tomurcuklardan itibaren siirgiin ¢ogaltilmasini gergeklestirmistir.
in vitro prolifere ettigi siirgiinlerin, silirglin uglarmi kullanarak, 8.8 uM BA iceren
katilagtirtlmis MS besi ortaminda maksimum siirgiin olusumu elde ettigini bildirmistir.
Mikro siirgiinleri, IBA igeren MS besi ortaminda kdklendirerek topraga adaptasyonlarini
gerceklestirmistir. Daha sonra topraga adaptasyonlarini yaptigi bitkileri seraya aktardigini

rapor etmistir.

2.2.2. Viriisten Arindirma

Viriis enfeksiyonu bir¢cok bitkide verimin azalmasina neden olur. Viris
enfeksiyonuna ugramis olan bitkiler ¢elikleme gibi yontemlerle vejetatif olarak
cogaltilmak istenirse, ¢ogaltilan her bitki ana bitkiden gelen viriisii icerir. Buna karsilik
bitkiler mikrogogaltma yontemi ile ¢ogaltildiginda, hem sterilizasyonun etkisi ile hem de
virilis icermeyen organlardan (kok ve gévde ucu) alinmis dokularin kullanilmasi nedeni ile
olusan yeni bitkide viriis bulunmaz veya yok denecek kadar az bulunur (Ozen ve Onay
1999).

Viirtisten ari bitkilerin elde edilmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir

(Debergh ve ark. 1990, George 1993, Sherwood 1993, Nehra ve Kartha 1994).
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Meristem ucu kiiltiirti, sicaklik uygulamasi (termoterapi), meristem kiiltiirii ile birlikte
sicaklik uygulamasi, kimyasal madde kullanimi1 (kemoterapi), soguk uygulamasi
(krayoterapi),mikro asilama, viriisten ari bitkilerin kallus ve protoplasttan elde edilmesi,
viriisten ari diger bitkilerin kullanilmasi.

Bitki doku kiiltiirlerinde goriilen {i¢ ¢esit kontaminasyondan biri olan akut
kontaminasyonun giderilmesinde yiizeysel sterilizasyonun 6nemi bilinmektedir. Eksplant
icerisinde  gizli bulunan (endojen) mikroorganizmalarin sebep oldugu diger
kontaminasyonlarda ise mikroorganizmalarin belirlenmesi ve giderilmesinin de gii¢ oldugu
bilinmektedir. Iste meristem kiiltiirii teknigi, viriisten ari bitkilerin elde edilmesi amacinin
yani sira dondr bitkinin bakteriyal ve fungal patojenler ile enfekte oldugu durumlarda da
avantaj saglamaktadir. Ciinkii bitkide terminal bolgenin vaskiiler farklilasma bolgesinin {ist
kismi patojenik partikiilleri pek icermez. Bu nedenle, eger viriis ile bulasik olan bir
bitkiden, s6z konusu bu bdlgeden kiiclik bir eksplant alinip in vitro da basarili olarak
gelistirilirse patojensiz bitki elde edilmesi miimkiin olmaktadir (George 1993). Bu nedenle
bir veya birden fazla meristem ucu veya siirgiin ucu kiiltlirii uygulamasindan sonra
stirgiinler mikroorganizmalardan arindirilmis olmaktadir. Mikrogogaltma, hastaliksiz
yapilari ticari amagla iiretmek, diger patojenleri ve virlisleri ise bertaraf etmek igin etkili
bir yoldur. Son 50 yildan bu yana viriis ile enfekte edilmis bitkilerin, viriislerden
arindirilmasinda ve viriissiiz klonlarin ¢ogaltilmasinda meristem kiiltiirleri kullanilmaktadir
(Wang ve Hu 1980, George ve Sherrington 1984).

Boxus ve Druart (1986), silirgiin ucu ve meristemlerin virilissiiz bitki
rejenerasyonunda kullanilmasinin en iyi eksplantlar oldugunu bildirmislerdir. Eksplant
biiylikliigiiniin, virlisleri elimine etmede en onemli faktorlerden biri oldugunu savunan
arastirmacilar, eksplant boyu kiigiildilkce elde edilen sonucun daha iyi oldugunu
saptamiglardir. Bunun yaninda, viriis ¢esidi ile bitki tliriniin viriis eliminasyonunda daha

az 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.

2.2.3. Sentetik Tohumlardan Bitki Uretimi

Sentetik tohum, doku kiiltiirii yontemi ile elde edilen somatik embriyolarin jelatin
kapstiller i¢ine konulmasi ile olusan yapilardir. Ekonomik bitki tiirlerinin daha az masrafla
cogaltilmasini saglayan sentetik tohum teknolojisinde, ayni klondan elde edilen somatik
embriyolarin bir kismu tarlaya ekilirken, geri kalan kismi ise sentetik tohum halinde
bekletilir. Tarla sartlarinda kalitatif ve kantitatif olarak en iyi gelisen bitkicigin koken

aldig1 klonlar ¢ogaltilarak seri liretim yapilabilir.
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Sentetik tohumlarin bitki 1slahindaki faydalar: asagidaki gibi ozetlenebilir:

-Istenilen nitelikte {iriin veren bitkiler hizli fide-fidan iiretimiyle cogaltilir.

-Bitkilerde genetik diizenlilik saglanir.

-Vejetatif yolla ¢ogaltma isleminden daha az masraflidir.

-Aseptik iriin elde edilir.

-Doku kiiltiiri yonteminde, tiipte gelisen bitkilerin tarlaya aktarilmadan once yapilmasi
gereken bazi uyum c¢alismalari, sentetik tohum iiretiminde yoktur.

-Sentetik tohum ile yapilan iglemler normal tohumla yapilan islemler kadar kolaydir.
-Sentetik tohum, uygun ortamlarda uzun siire saklanabilir (Ozen ve Onay 1999).

Onay ve ark (1996), fistigin (Pistacia vera L.) olgunlasmamis meyve kiiltiiriinde
embriyojenik doku pargalar1 elde ederek bunlar1 kalsiyum alginat i¢ine kapsiil seklinde
yerlestirdiklerini bildirmisler. Ayrica olusan somatik embriyolar1 da kalsiyum alginat igine
ayri ayri kapsiilleyerek sentetik tohum elde etmislerdir. Kapsiil halinde paketlenen somatik
embriyo ve embriyojenik dokularin canlilifin1 koruyabilmesi i¢in 4 °C’de 60 giin boyunca
muhafazaya almiglar. Muhafaza ettikleri embriyojenik dokular1 2 ay sonra alt kiiltiire
alarak faaliyete gecme kapasitelerini test etmisler. Sonucta, kapsiillenmis dokularin
canliligin1 devam ettirdigini, bunun yaninda kapsiillenmemis dokularin yeniden faaliyete
gecmedigi gbzlenmistir. Kapsiillenen sentetik tohumlarin %14.5’nin bitki fidelerine

doniistiiglinii rapor etmislerdir.

2.2.4. Protoplast Fiizyonu

Protoplastlar, bitki biyoteknolojisinde (6zellikle gen transferinde) kullanilan temel
baslangi¢ materyalleridir. Herhangi bir bitki hiicresinden elde edilen protoplast boliinme
yetenegine sahiptir. Onlem alinmazsa pargalayici enzimler ile hiicre duvar1 uzaklastirilan
protoplastlar belli bir siire sonra besi ortaminda yeniden hiicre duvari gelistirirler ve
boliinerek kallus olustururlar. Protoplast fiizyonunda iki protoplast direkt olarak etkilesir
ve birbirinin i¢ine girer. Bu birlesme Somatik hibridizasyon olarak da bilinir. Anadan
gelen genetik karakterler yaninda bazi yeni melez karakterler de gelisir. Bu durum genetik
olarak uyusmaz olan tiirler arasinda melez bireylerin gelismesine olanak saglar. Ayrica
protoplast flizyonu, geleneksel iiretimde pahali ve ¢ok zaman isteyen geri ¢aprazlama

yonteminin kolayca yapilmasina olanak saglar (Ozen ve Onay 1999).
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2.2.5. Rekombinant DNA Teknolojisi

DNA’nin rekombinasyonu; bir genomdan alinan DNA pargalarinin diger bir
genomun DNA yapisinin igine sokulmasidir. Bu teknikle somatik hiicrelerin
melezlestirilmesi ve genetik olarak uyusmaz olan tiirler arasindaki melezleme iglemleri
kolaylikla yapilmaktadir. DNA’nin rekombinasyonu ¢ok eskiden beri bilinen bir konudur.
Dogal olarak olusan DNA rekombinasyonu genellikle ayni1 hiicre i¢cinde gerceklesmektedir.
Bundan dolay1 dogal rekombinasyon genetik bilginin degismesi lizerinde ¢ok az etkili olur.

Gelistirilen yeni rekombinant DNA teknolojisi dogal ve sentetik engellerin
ortadan kaldirilmasina yardimer olan bir tekniktir. Genellikle in vitro olarak
gerceklestirilen bu olay farkl tiirlerin DNA’larinin birlesmesine olanak saglar.

Genetik manipulasyonlarla konak¢t DNA’sina aktarilacak genlerin se¢imi de soz
konusudur. Bu sekilde belli teknikler kullanilarak bir genoma yabanci bir gen parcasinin
aktarilmasiyla olusturulan bitkiler transgenik bitki adini alir. Genetik manipulasyonlarla
istenilen genler ve bunlara ait 6zelliklerin diger bitkilere aktarilmasi pazar, manav ve
marketlerde yeni 6zellikler tasiyan sebze ve meyveleri, ¢esitli hastaliklara direngli endiistri
ve tahil bitkilerinin bulunmasina olanak saglayacaktir.

Transgenik bitkileri elde etmek i¢in genetik miihendisligi yontemlerini kullanarak
(rekombinant DNA teknolojisi), bitkilere yeni karakterleri kazandiracak genlerin transfer
edilmesi gerekir. Bu amag i¢in iki temel yontem kullanilmaktadir:
1.Agrobacterium araciligi ile hiicrelere gen transferi

2.Protoplastlara gen transferi (Ozen ve Onay, 1999).

2.2.6. Somaklonal Varyasyonlar

Doku kiiltiirii teknigi ile elde edilen fidelerin biri birine benzer somatik hiicrelerden
klonlandig1 gergegine ragmen, rejenere olan bitkiler, morfolojik ve fizyolojik bakimdan
onemli degisiklikler gosterebilirler. Hiicre kiiltiirlerinde gelisen bitkilerde meydana gelen
genetik degisiklikler somaklonal varyasyonlar olarak tanimlanir. Somaklonal varyasyon,
biribirinden az da olsa degisik karakterler gosteren klonlarin farkli hastaliklara karst direng
gostermeleri agisindan pratik bir degere sahiptir. Bitki 1slahg¢ilarina 6nemli kolayliklar
saglayan bu varyasyonlar bir ¢ok bitki tiirlinde saptanmustir (patates, tiitiin, seker kamisi,
sogan).

Bazi durumlarda, somaklonal varyasyon gdsteren tiirlerin diger bitkilere gore daha

iyi karakterler gosterdikleri saptanmistir. En 6nemli gézlemlerden biri, artan direngliligin
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sonraki jenerasyona aktarilmasidir. Bu durum, doku Kkiiltiirliniin neden oldugu
degisikliklerin kalic1 olabildigini gostermektedir.

Somaklonal varyasyonlar her zaman sabit degildir. Yeni rejenere olan bitkilerde
mevcut karakterler, daha sonraki nesillerde asamali olarak kaybolabilir. Doku kiiltiirii
sirasinda olusan varyasyon, bitki hiicre kiiltiirleri araciligiyla ilag¢ elde etmeyi amaclayan

endiistriyel programlar i¢in kullanilabilir (Ozen ve Onay 1999).

2.2.7. Bitki Hiicre Kiiltiirleriyle Sekonder Bilesiklerin Uretimi

Bitkiler karbonhidrat, yag ve protein gibi primer bilesikler yaninda, genellikle
tatlandirici, farmasotik, kozmetik v.s. oOzellikler gosteren sekonder bilesikleri de
sentezlerler. Bitliler, sekonder bilesikleri ozellikle c¢evre faktorlerine cevap olarak
sentezlenirler. Bir¢ok degerli kimyasal bilesik, gerek farmasdtik ve gerekse endiistriyel
kullanim i¢in, bitki doku kiiltiirleri yoluyla in vitro sartlarda tiretilebilirler.

Bitkilerden elde edilen ilag niteligindeki maddelerden en 6nemlileri; kodein, atropin
ve digoksindir. Bitkilerden elde edilen diger baz1 kimyasal maddeler arasinda tat, koku ve
lezzet verici olanlar 6nemli yer tutarlar. Yasemin (parfiim) Jasminum tiiriinden, dogal bir
insektisit olan piretrin Chrysanthemum cinerariaefolium’dan ve atropin, giizel avrat otu
olan Atropa belladonna’dan elde edilmektedir. Bunlari bitkilerden elde etmek oldukca zor
ve pahalidir. In vitro hiicre kiiltiirleri yapilarak bu maddelerin daha ucuz ve bol olarak
tiretilmesi miimkiindiir. Bitkiler tarafindan sentezlenen ve ekonomik 6neme sahip olan bu
bilesiklerin elde edilmelerinde hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, etkili olarak kullanilan
yontemlerden birisidir (Ozen ve Onay 1999).

Ishiguro ve ark. (1999), Hypericum patulum 'un siispansiyon hiicre kiiltiiriinden iki
yeni ksanton glikosid; patulosid-A ve patulosid-B izole etmislerdir.

Sokmen ve ark. (1999), Doku kiiltiiri yontemi ile cogaltip yetistirdikleri
Hypericum capitatum’un MeOH 0ziitiinlin diisiik oranda HIV-I’e karsi antiretroviral
aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

Kartmg ve ark. (1996), Hypericum perforatum, Hypericum maculatum,
Hypericum tomentosum, Hypericum bithynicum, Hypericum glandulosum ve Hypericum
balearicum’u doku Kkiiltiirii yontemi ile cogaltmislar ve de§isen miktarlarda hiperisin,
psOdohiperisin, flavonoid, monomerik kuersetin tiirevleri ve apigenin tilirevleri izole

etmislerdir.
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2.3. Badem ile ilgili Baza Calismalar

Rosaceae familyasinin bir {iyesi olan bademin (Amygdalus communis cv.
Nonpareil) anavatani orta ve bati Asya’dir. Buradan Cin, Hindistan, iran, Suriye ve
Akdeniz iilkelerine yayilmistir. Ozellikle Ege, Akdeniz ve Anadolu bu bitkinin gen
merkezleridir.

Diinyada badem iiretimi 1.631.844 ton olup, Tiirkiye bu iiretim igerisinde 34.000
ton ile ABD, Ispanya, Italya, Fas, Suriye, Tunus, Pakistan ve Yunanistan’in arkasindan
gelerek 1999 yilinda 9. siraya diismiistiir. DIE Tarim istatistikleri 6zetine gore, Tiirkiye’nin
badem iiretimi 1998 yilinda 36.000 ton olmustur.

Yabanci kokenli olan Nonpareil (el bademi), olduk¢a ince kabuklu olup verimi
yiiksektir. Bir¢ok badem cesidinde oldugu gibi Nonpareil de kendi ile uyusmaz oldugu gibi
karsilikli uyusmazlik durumu da goriiliir ve yabanci tozlasma ister. Bu nedenle iiriin
vermeyen agaclarin yeniden yada en az iki ¢esit ile plantasyonu yapilmaktadir. Bu durum
badem bahgelerinin masrafli ve ge¢ yetismesine neden olmaktadir (Kiiden ve Kiiden
2000).

Prunus cinsi odunsu agaclar, klonal ¢cogaltilmasi gereken ve ekonomik dneme sahip
birgok meyve tiirlii igerir. Bu nedenle Prunus tiirlerinin mikrogogaltilmasindaki basarilt
ilerlemeler, badem i¢in uygun mikrogogaltma tekniklerinin gelismesinde yardimei olur.
Bugiin ¢ogu Prunus tilrleri i¢in virlisten arindirma, mikropropagasyon ve embriyo
kiiltiirleri i¢in baz1 teknikler rapor edilmistir.

Zdruikovskaya ve Rikhter (1972) tarafindan, in vitro laboratuvar teknigi ile
modifiye White besi ortaminda, bir badem embriyosundan iki bitki elde edilmis. 1980’11
yillarda yine White besi ortaminda, Nikitskii cv. nin olgunlagsmamis embriyosundan benzer
sonugclar elde edilmistir.

Mehra ve Mehra (1974), 1/2 modifiye MS besi ortaminda badem eksplantlarindan
alian parcalarla organogenezisi bagsarmislar. Ayrica 2 mg/l NAA ve %10 coco siitii ilave
edilmis modifiye MS besi ortaminin kdklenme ve bitkinin hipokotil kisimlari igin etkili
oldugunu ileri stirmiislerdir.

Badem X seftali hibridi ve badem klonlarindan siirglin ucu kiiltiirleri ile ¢alisan
Kester ve ark. (1977), Tabachnik ve Kester (1977) bademde bazi somatik varyasyonlari
ozellikle Nonpareil c¢esidindeki genetik diizensizlikleri tespit etmek ve izoenzim
caligsmalarinda koklerini kullanmak i¢in siirgiin ucu kiiltiirlinii bir arag olarak kullanmaiglar.

Tabachnik ve Kester (1977) badem ve badem X seftali hibridinin dormant haldeki siirgiin
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tomurcuklarin1 %0.8- %0.7 agar igeren temel besi ortaminda basarili bir sekilde kiiltiire
almislar. Agarin bu miktari, siirgiin u¢larinin besi yeri ile siirekli temasinin saglanmasi igin
kritik dneme sahiptir. Tabachnik ve Kester tarafindan kullanilan temel besi ortami, %2
sakkaroz ve demir igeren KNOP besi ortaminin makro ve mikro besin elementleri ile MS
besi ortaminin organik elementleri seklinde modifiye olmustur.

Tabachnik ve Kester (1977), kiiltiire alinan eksplantlarin gelisebilmesi ve
canliligint devam ettirebilmesi i¢in, bir sitokinin gerekli oldugunu ileri siirmiisler.
Proliferasyon ve ¢ogaltma asamasinda 1 mg/l BA’ nin ¢ok iyi sonu¢ verdigini dnermisler.
Bu konsantrasyonda siirgiin uzamasi inhibe olurken, aksiller (yan ) siirgiin gelisimini tesvik
ettigini, buna karsin BA konsantrasyonunun 0.1 mg/I’ye diisiiriildiigiinde ise, siirgiin
uzamasinin baskin oldugunu ve daha az aksiller siirglin proliferasyonunun olustugunu
rapor etmislerdir. Hibrit klonlar arasinda gozlenen bu farkliliklar (sitokinine farkli cevap
verme) Tabachnik ve Kester’e (1977) gore bitkilerin fizyolojik ihtiyaglarinin
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir.

Tabachnik ve Kester (1977) koklenme calismalar1 i¢in yaptiklar1 deneylerde,
siirli sonuclar elde etmislerdir. Karanlikta, IBA igeren ortamda kiiltiire aldiklar1 10 tlipten
5 tanesinde cok kiigiik kokeiikler elde etmisler. Ikinci bir deneyde, 1s1kta birakilan 1 mg/l
NAA igeren besi ortaminda kiiltiire aldiklar1 5 materyalden 2 tanesinde kok elde etmisler.
Diger bir deneyde ise, uzun siirgiinleri kiiltiire almislar ve oksin icermeyen ortamda kok
gelisiminin ¢ok zor oldugunu ve 10 tiipten bir tanesinde kok olusturabilmislerdir.

Nemeth (1979), 151kl ortamda koklenmeyi basarmis. Seftali X badem hibridinin
stirgiinlerini oksinsiz ortamda kiiltiire almis. Kok olusumu aktivitesi sitokinin bulunan (0.2
mg/l BA ) ortamda meydana gelmis. Kiiltlire alinan siirgiinlerin %50’sinde ve her siirgiinde
3 tane kok olugmustur. Ayrica, oksinleri (IBA, NAA, NOA) kullanarak siirgiinlerde kok
olusumunu hizlandirmistir. Kiiltiire alinan siirglinlerin %71’inde ve her siirgiinde 2 tane
kok elde ederek 1 mg/l IBA’in en iyi sonucu verdigini rapor etmistir.

Hisajima (1982), bademin siirgiin proliferasyonunu basarabilmis ancak bunlarin
koklenme orant ¢ok diisiik olmustur. Badem tohumlarini, 11 mg/l BA igeren modifiye MS
besi ortaminda yetistirmis ve bu kiiltiirlerde olusan siirgiinleri ¢ogaltmak i¢in, 0.2 mg/l BA
ve 0.005 mg/ IBA igeren MS besi ortaminin en iyi sonucu verdigini tespit etmistir.

Rugini ve Verma, (1983), badem ¢eliklerinin kdklenmesi ig¢in yaptiklar
denemelerde basarisiz olmuslar. Kester ve Sartori, (1966), Badem X seftali hibridi
klonlarmin kdklenmesinin ¢ok kolay oldugunu, bu nedenle bu hibridin ana¢ materyali

olarak kullanilmasinin uygun oldugunu bildirmisler. Mc Comb (1982), Seftali X badem
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hibridlerini kullanarak bademin herbisitlere diren¢ kazanacagini1 6ne siirmiistiir. Ancak bu
hibrit klonal materyal olarak ¢ok az bulunur. Bu nedenle hem badem hemde badem X
seftali hibritlerinin doku kiiltiirleri metodlari ile ¢ogaltilmas: gereklidir.

Rugini ve Verma (1982, 1983) yaptiklar1 bir seri ¢alisma ile Tabachnik ve Kester
(1977)’in yaptiklar1 ¢alismadan biraz daha ileri gidebilmisler. /n vitro sartlarda
koklenmeye aldiklar1 stirgiinlerin  %55’nin  koklendigini rapor etmisler. 6 yasindaki
ferragnes kiiltiir varyetesinin aktif haldeki tepe tomurcuklarini, 0.4-0.7 mm boyunda
keserek kiiltiire almiglardir. Kiiltiirden 20 giin sonra 0.5 mg/l BA ve 0.1 mg/l IBA igeren
kiiltiir baglatma besi ortaminda tek bir siirglin gelistigini bildirmigler. Siirgiinlerin
cogaltilmasi 20 giinde bir yapilan alt kiiltiirler ile 6 kat arttig1 rapor edilmistir. Bademin bu
cesidi i¢in proliferasyon ortaminda diisiik sitokinin ve eser miktarda NAA’nin
bulunmasinin gerekli oldugunu tespit etmislerdir.

BA orani azaltilmis NAA bulunmayan benzer besi ortaminda siirgiinlerin uzamasi
saglanmistir. Slirglin uzama besi ortaminda kiiltiire alindiktan 18-20 giin sonra saglikli iy1
gelismis siirgiinler, iki {i¢ yaprak icerecek sekilde 12-20 mm boyunda kesilerek koklenme
deneyinde kullanmiglardir. Kéklenme, modifiye Bourgin ve Nitsch (1967) besi ortaminda
stirglinlerin 14 gilin boyunca karanlikta birakilmasi sureti ile hizlanmistir. Koklerin uzamasi
herhangi bir oksin ilavesi olmayan s1v1 besi ortaminda basaril1 bir sekilde yapilmuistir.

Rugini ve Verma (1983), Mosella ve Morcheix (1979) tarafinda seftalinin
koklenmesi icin quercitrin, rutin, riboflavin kullanarak gelistirilen metodun bademde
koklenmeyi tesvik etmedigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde, bazi citrus ve prunus
tiirlerinde koklenmeyi tesvik etmede Button ve Bornmon (1971) ile Feucht ve Dausend
(1976) tarafindan kullanilan GA3 ve ABA ilavesinin Ferragnes Kkiiltliir varyetesinin
koklenmesini engelledigini bildirmislerdir.

Hartmann ve ark. (1990), bademin (Prunus dulcis Mill) in vitro sartlarda
koklendirilmesinin olduk¢a zor oldugunu ve basarinin smirli oldugunu elde edilen
sonuclarin tatminkar olmadigini rapor etmislerdir.

Beyazoglu ve Dural (1991), Konya ¢evresinde yayilis gosteren bazi Amygdalus L.
(badem) tiirlerinin yag miktarlari1 ve yag asitleri kompozisyonunu incelemislerdir.
Incelenen tiirler Amygdalus communis L., A. Korshinskyi (Hand-Mazz) Bornm., 4.X
balansae Boiss. ve A. orientalis Millerdir. Tohumlardaki yag oranlar1 solvent ekstraksiyon
metodu ile tayin edilmis ve yag asitleri komposizyonu gaz kromatografisiyle tayin
edilmistir. Tiirlerin yag oranlart %43,5-55,2 arasinda bulunmugtur. Tohumlarda tayin

edilmis olan asitler, myristik, palmitik, stearik, oleik ve linoleik asitlerdir.
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Caboni ve Damiano (1994) Iki farkli badem genotipi olan supernova ve M51’in
celiklerini in vitro ortamda kiiltiire alarak karanligin (12 giin ) ve oksinin (IAA, IBA)
koklenmeye etkisi test edilmistir. 2- 2,5 cm uzunlugunda aldiklar siirgiinleri 10 pM TAA,
10 uM IBA +50 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ile katilastirilmig Bourgin ve Nitsch’in besi
ortaminda kiiltiire alinmistir. Sel.M51 kontrol de dahil olmak iizere, IAA ve IBA’in hem
karanlik hem de 1s1ikli ortaminda kok olustururken Supernova gesidinin sadece IBA’in
karanlik ortaminda kok olusturdugunu bildirmisler. Arastirmacilar, c¢eliklerin
koklenmesinde IAA ve IBA’in etkisinin badem genotipine gore degistigini rapor
etmislerdir.

Miguel ve ark. (1996), bademin Boa Casta ¢esidinin gen¢ ve yash materyalinin in
vitro kiltiiri sonucu olusan yapraklarindan adventif siirgiin rejenerasyonunu
gerceklestirmisgler. Adventif siirgiin olusumunda MS besi ortaminin, Quoirin ve ark.
(1977)’nin modifiye ettigi besi ortamindan daha etkili oldugunu tespit etmislerdir. Kiiltiir
baslatilmasinda bitki biiylime diizenleyicisi olarak IBA, TAA ve TDZ’nin ¢esitli
konsantrasyonlarin1 kullanmiglar. TDZ yerine BA kullanildiginda, adventif siirgiin
olusumunun goriilmedigini rapor etmisler. Gen¢ materyallerden alinan yaprak
eksplantlarinin rejenerasyon oraninin (%40.0 - %38.2) yasl materyallerden alinan yaprak
eksplantlarindan daha yiiksek oldugunu tespit etmisler. Yiiksek siirgiin olusumu igin
TDZ’nin yliksek konsantrasyonlarin kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. Siirgiinlerin
iki kez diisik BA konsantrasyonlarinda (1.33 muM) alt kiiltiire alinmasi ile yagh
yapraklarin rejenerasyonu %15°ten %35.3’e kadar yiikseltebilmiglerdir. Bu sonug test
edilen tiim besi ortamlar i¢inde Quoirin ve ark. (1977) Onerdigi besi ortaminda elde
edilmistir.

Giirel ve Giilsen (1998a), Texas ve Nonpareil badem cesitlerinin siirgiin ucu
kiiltiirii ile in vitro vejetatif ¢ogaltim olanaklarini arastirmiglardir. Bu amagla farkl
sakkaroz, agar ve pH diizeylerinin siirglin proliferasyonu, siirglin gelismesi ve biiyiimesine
etkisini incelemislerdir. %5 ve 6 sakkaroz ile pH 5.5 te ilk dikim ve sasirtma asamasinda
en iyi eksplant gelismesini sagladiklarint bildirmislerdir. Diisiik agar dozlarinda siirgiin
verimi ve gelisiminin 1iyi oldugunu ancak bu dozlarda siirgiinlerde camlasma
(vitrifikasyon) meydana geldiginden, bu asama i¢in %0.7 agarin en iyi doz oldugunu tespit
etmislerdir. Cogaltma asamasinda ise en yiiksek siirgiin verimini %3 ve %4 sakkaroz, %0.7
agar ve pH 5.5 diizeylerinde elde edilmistir. Arastirmacilar yiiksek sakkaroz ve agar

dozlarinin, stirgiinlerin dip kisimlarinda kallus olusumunu artirdigini belirlemislerdir.
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Giirel ve Giilsen (1998b), yaptiklar1 baska bir caligmada yine siirgiin ucu kiiltiirii
ile, farkli IBA ve BAP diizeylerini ii¢ farkl kiiltiir agsamasinda (ilk dikim, sasirtma ve
cogaltma) ayr1 ayn test ederek in vitro vejetatif cogaltma olanaklarini arastirmislardir.
Sonugta siirglin gelismesi i¢in hormon igermeyen veya sadece diisiik diizeyde IBA (0.1
mg/l) iceren ortamlarin daha uygun oldugunu belirlemisler. Hem sasirtma hem de ¢ogaltma
asamasinda ise, 0.1 mg/l IBA ile 1.0 mg/l BAP kombinasyonunun siirglin verimi ve
gelismesi bakimidan en 1yi sonuglari verdigini tespit etmisler. Genel olarak, siirgiin
olusumu i¢in her iki asamada da BAP’in gerekli oldugunu fakat yiiksek diizeylerde (2.0
veya 3.0 mg/l BAP) kullanildiginda camlasma (vitrifikasyon) ve siirgiinlerde canliligin
azalmasina yol agan kallus olusumuna neden oldugunu bildirmislerdir.

Ainsley ve ark. (2000), bademin yaprak eksplantlarindan itibaren siirgiin
olusumunu kolaylastiracak bir metod gelistirdiklerini bildirmiglerdir. Bu metod ile
Nonpareil ve Ne Plus Ultra gibi yaygin ticari ¢esitlerin in vitro kosullarda iirettikleri
siirgiinlerin yapraklarin1 kullanmislar. izole ettikleri yapraklar1 cesitli bitki biiyiime
diizenleyicilerinin bulundugu Almehdi ve Parfitt (AP,1986)’in temel besi ortaminda
kiiltiire almislar. Bitki biiylime diizenleyicisi olarak 3 farkli oksini (2,4-D, NAA, IBA) iki
farkli sitokinin (BA, TDZ) ile kombine ederek ve kazein hidrolizatin g¢esitli
konsantrasyonlarin1 kullanarak adventif silirgiin olusumuna etkisini test etmisler. Sonug
olarak, bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisinin genotipe gore degistigini ve Ne Plus Ultra
eksplantlarindan adventif siirgiin olusumuna NAA ve IBA’in, oysa Nonpareil’de ise,
sadece IBA’nin etkili oldugunu tespit etmislerdir. Sitokininler i¢in ise, Ne Plus Ultra’da
TDZ ve BA’nin siirgiin gelisiminde etkili olmadigini, bununla birlikte Nonpareil’de kazein
hidrolizat bulunmayan besi ortaminda TDZ’ nin etkili oldugunu rapor etmislerdir. Kazein
hidrolizat ile birlikte 9.8 muM IBA ve 22.7-6.8 mpM TDZ’nin bulundugu bazal AP besi
ortaminda Ne Plus Ultra’da %44.4 Nonpareil’de ise %5.5 maksimum siirgiin
rejenerasyonunu saglamislardir.

Ainsley ve ark. (2001), 4 badem kiiltivarinin (Ne Plus Ultra, Nonpareil, Carmel ve
Parkinson) olgunlasmamis  kotiledonlarindan itibaren  siirgiin  rejenerasyonunu
gergeklestirmiglerdir. IBA ve TDZ (Thidiazuron)’nin farkli konsantrasyonlarinin ve
kiiltliriin ilk 7 glnii i¢in 15181n bulunup bulunmamasinin siirgiin olusumuna etkisini test
etmislerdir. Kotiledonlardan itibaren en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu 10.0 mpM TDZ
iceren MS besi ortaminda 8 hafta muhafaza edildikten sonra bitki biiylime
diizenleyicilerinin olmadig1 ortamda 4 hafta bekletilmek suretiyle elde ettiklerini rapor

etmiglerdir. 0.5 mpuM IBA’in adventif siirgiin gelisimini onemli Ol¢lide azalttigim
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bildirmisler. Bu optimum kosullarda kotiledonlardan itibaren adventif siirgiin olusum
orani, Ne Plus Ultra’da %80, Nonpareil’de %73.3, Carmel’de %100 ve Parkinson’da
%86.7 oldugu rapor edilmistir.

Ainsley ve ark. (2001), Ne Plus Ultra ve Nonpareil badem c¢esitlerinin siirgiinlerini
bitki biiyiime diizenleyicisi olmayan diisiik 151k yogunlugunda alt kiiltiire almiglardir. Kok
olusturmada en uygun oksin ¢esidi ve oranmini tespit etmek i¢in IBA ve NAA’y1
kullanmiglardir. Her iki ¢esitte de en iyi kdklenme, siirgiinlerin 1.0 mM IBA igeren %0.6
stvi agarda 12 saat muamele edildikten sonra 100.0 muM PG (floroglucinol) igeren
oksinsiz besi ortaminda iki hafta bekletilmek suretiyle elde ettiklerini bildirmislerdir.
Ayrica, eksplantlart kiiltiir baslatilmas1 asamasinda 3 giin boyunca karanlik kosullarda
muhafaza ettikten sonra 1513a maruz birakmislar ve bunun kéklenme i¢in etkili olmadigini
tespit etmigler. Yar1 yartya seyreltilmis MS’in Ne Plus Ultra siirgilinlerinin kdklenmesi igin
en uygun besi ortami oldugunu ve tam giicteki AP besi ortaminin ise Nonpareil’de en iyi
koklenme sonucunu verdigini rapor etmislerdir.

Bu calismada bademin, yukaridaki kayda deger literatiir calismalarin1 g6z 6niinde
bulundurarak, GAP bolgesinin agaclandirilmasinda ve ekonomik degerinin artmasinda
Oonem arz eden Nonpareil ¢esidinin biyoteknolojik kosullarda klonlanmasi arastirmalarini

amag edindik.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

Bu calismada, materyal olarak Amygdalus communis L.cv. Nonpareil badem
¢esidinin olgun tohum ve farkli organlari kullanildi. Materyal, Sanliurfa-Koruklu Tarimsal

Aragtirma istasyonundan temin edildi (Resim1,2).

Resim 1. Sanlurfa-Koruklu Tarmmsal Arastirma Istasyonunda bulunan Amygdalus communis L.cv. Nonpareil

iiretim alaninin goriiniisii.

Bademin sistematikteki yeri asagida verildigi gibidir.
Phylum: Spermatophyta
Subphylum: Angiospermae
Classis: Magnoliogside
Subclass: Rosidae
Ordo: Rosales
Familia: Rosaceae

Amygdalus communis L (Se¢men ve ark. 2000).
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Resim 2. Amygdalus communis L.cv. Nonpareil bitkisinde olgun meyvenin genel goriiniisii.

Bademin Kkiiltiir tarihi

Bademin anavatan1 Orta ve Bati Asya’dir. Buradan doguya dogru Cin ve
Hindistan’a, batiya dogru Kuzey iran, Suriye ve Akdeniz iilkelerine yayilmis ve tamamen
yerlesmistir. Bununla birlikte Anadolu’da bodur aci badem (Amygdalus nana) zengin
varyasyonlar gostererek yetismekte oldugundan, memleketimizi bademin gen
merkezlerinden biri olarak kabul edebiliriz. Bodur aci badem, Anadolu’nun kurak ve
ciplak tepelerini Orten c¢alilar arasinda karakteristik bir meyve tiirii olarak goze
carpmaktadir.

Badem kiiltiirii bundan dort bin yil 6nce Iran, Tiirkiye, Suriye ve Filistin’de
baslamistir. Yunanistan ve kuzey Afrika’ya ne zaman getirildigi kesin olarak bilinmemekle
beraber, buralara muhtemelen prehistorik caglarda gitmistir. Italya’da da ok eski
caglardan beri yetistirilmistir. Boylece badem ilk olarak Akdeniz c¢evresinde yerlesmistir;
badem, sonralar1 ilk kolonistler tarafindan Kuzey Amerika’ya gotiiriilmiis ve bu iilkede
kiltiirii 1840°dan sonra 6zellikle Kaliforniya eyaletinde biiytlik bir gelisme kaydetmistir.

Badem agaci, kuzey yar1 kiirede 30 ile 44, giliney yar kiirede ise 20 ile 40 enlem
dereceleri arasinda yayilmistir. Bu bdlgede yetistiriciligi 600 ile 1000 metreye kadar ¢ikar,
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daha yukar1 enlem dereceleri ve yiiksekliklerde ekonomik olarak yetistirilmesi durur.
Ciinkii bu sartlar disinda ilkbahar ge¢ donlart iiriine zarar verecegi gibi sicaklik toplami da
meyvelerin olgunlagmasi i¢in yetersizdir.

Kiiltir bademleri, Amygdalus communis L. tiirinden ylizyillar boyunca yapilan
seleksiyonlar sonucu meydana gelmistir. Gergekten, yetistiriciler ¢ok eskiden beri
ekecekleri tohumlar1 segerken, yliksek kaliteli meyveler lizerinde titizlikle durmuslar ve
bdylece yabanilige dogru fazla varyasyon gostermeden oldukca iyi, bir 6rnek o6zellikte
meyve veren agaclar elde edebilmiglerdir. Bu durum, kiiltiir badem tiplerinin kalitsal
yapilarinda homozigotluga dogru biiyiik bir gelismeye sebep olmustur. Bununla birlikte
cekirdekten yetistirilen badem agaglarinda, alindig: kiiltiir ¢esidinin yiliksek degerlerini her
zaman ve emin olarak bulmak miimkiin olmamakta ve bu yiizden kiiltiir ¢esitleri as1 ile

iiretilmektedir (Ozbek 1978).

Tiiriin 6nemi
Baharda pembe-beyaz ¢igekler acan badem agaglari, baharin miijdecisidirler. Yesil
renkteki meyvesi ¢agla halindeyken yenir. Olgunlastiktan sonra sertlesen kabugun ici

yenir. Tiirkiye’de ac1 badem ve tath badem olarak ¢esitleri vardir. Tedavide kullanilan

kismi meyvesidir. Tohumlarindan elde edilen badem yaginda, sekerler ve emiilsin vardir.
Eczacilikta pomat hazirlamakta kullanilir. Bademin asagida verildigi gibi bir ¢ok yarari
vardir. Bunlar;

- Bedensel ve zihinsel yorgunlugu giderir.

- Siitle icildiginde mideyi gii¢lendirir.

- Distan lapa ve merhem olarak kullanildiginda agr kesicidir.

- Bobrek, mesane ve idrar yollar iltihaplarma 1yi gelir.

- Bronsit, bogaz agrisi, anjin, bas agris1 ve akciger hastaliklarinda faydalidir.

- Kabizlig1 giderir, miishil etkisi yapar.

- Toz haline getirilmis badem, kozmetikte maske yapiminda kullanilir.

- Aci badem tohumlarindan su buhar distilasyonuyla elde edilen ac1t badem suyu
koku verici ve oksiiriik kesici olarak kullanilir.

Anadolu, bademin anavatani olmasina ragmen, iilkemiz bu meyve tiriiniin dig
satiminda 6nemli bir yere sahip olamamistir. Ulkemizde bademe kirag, susuz kosullarda ve
bu tiir alanlart degerlendirmek amaciyla kullanilmasi gereken bir meyve goziiyle
bakilmistir. Badem i¢in yapilan ugrasilarin biiylik bir bolimi de kirag arazi

agaclandirilmasi seklinde gerceklesmistir. Bu tiir yetistiricilikte bile iilkemiz, diinya badem
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tiretiminde On siralarda yer almistir. Ancak biiyiik cogunlugu tohumdan elde edilmis veya
standart olmayan ¢esitlerle yapilan badem iiretimi dis satimda 6nemli bir rol oynayamamis
ve Tiirkiye badem satin alan bir iilke durumuna diismiistiir.

Ulkemizde endiistriyel anlamda badem yetistiriciligi, ancak modern ydntemler ve
standart bademler ile yapilirsa, dis alimi azaltacagi gibi dig satim olanagr da
saglayabilecektir. Tiirkiye’de badem agacglarina memleketimizin hemen hemen her yerinde
rastlanmaktadir. Ekonomik anlamda yetistiriciligi Canakkale’den baglayarak biitiin Ege
bolgesine uzanmakta ve bu kiyidan igerilere dogru girerek Denizli’de de dnemli bir {iretim
alan1 bulunmaktadir. Akdeniz bolgesi ile Giiney-Dogu Anadolu’da ve bu bodlgenin i¢
Anadolu’ya gegit teskil eden alanlarinda badem yetistiriciligi emniyetli olmakla beraber bir
kisim yerlerinde ilkbahar ge¢ donlarinin zararh etkileri sik sik goriilmektedir. Bu nedenle
ge¢ cicek agan gesitleri tespit edilip yayilmalarini saglamak biiylik 6nem tagimaktadir.

Gerek memleketimizde ve gerek diinyanin badem yetistiriciligine uygun oteki
bolgelerinde badem yetistiriciligini siirlandiran faktor, kis soguklarindan ¢ok, ilkbaharin
ge¢ donlaridir. Cilinkii bademler, mutedil iklim meyve tiirlerinin hepsinden dnce ¢icek acgar
ve ilkbaharin miijdecisidirler. Nonpareil en erkenci ¢esitlerden iki hafta sonra, en gecci
cesitlerden 10 giin kadar dnce cigcek acar. Boylece ¢iceklenme mevsiminin ortasindan
geriye diismekle, ilkbahar ge¢ donlardan nispeten korunmus olur. %60-70 gibi verim
randimanit ile diger badem cesitleri icinde ticari degeri en iyi olanlardandir.

Bademin en 6nemli 6zelligi; taze meyvelere gore daha uzun siire saklanabilmesidir.
Bu nedenle gelismis iilkelerde bir endiistri meyvesi olarak degerlendirilmektedir. Badem
kabuklu veya i¢ badem olarak piyasaya siiriildiigii gibi turfanda ¢agla meyve olarak ¢ok
erken toplandiginda da iyi gelir saglamaktadir. Badem, sahip oldugu yiiksek yag orani
nedeniyle dnemli bir enerji kaynagidir. Bademin genel olarak igerdigi yag miktar1 ve yag
asidi kompozisyonlar1 bilinmekte, ancak bunlar c¢esit ve bu cesitlerin yetistirildigi

ekolojilere gore degisim gostermektedirler.

Bademin pomolojik bakimindan simiflandirilmasi

Bademler, aci1 ve tatli badem olmak {izere baslica iki gruba ayrilir.
Ac1 badem: Bu gruba giren bademlerin igleri ¢ok miktarda siyanidrik asidi ihtiva
ettiginden acidir. Asit siyanidrik insan i¢in zehirli oldugundan bu bademlerin yenilmesi
tehlikelidir. Ancak aci badem, yagi ¢ikarilmak igin kullanilir. Endiistrinin ¢esitli

alanlarinda ¢ok eskiden beri faydalanilan bir ham maddedir.
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Tath badem: Tatli bademde acilig1 veren asit siyanidrik ya hi¢ yok veya az miktarda
bulunur. Tath bademler kabuk kalinligina veya kabugun kirilma durumuna gére dort gruba
ayrilir:

El bademleri (kagit kabuklu bademler): Bu gruptaki bademlerin, tohum sert kabugu kagit
gibi ince olup iki parmak arasinda sikilinca kirilir. Genel olarak, i¢ verimlerinin yiiksek
olusu (%70’e kadar) degerlerini artirir.

Dis bademleri (yumusak kabuklu bademler): Bu bademlerde kabuk birinci gruptakilere
gore biraz daha kalin olmakla beraber sert degildir. Bu nedenle disle kolaylikla
kirilabilmektedir. Randimanlar1 %50’ye varir.

Sert kabuklu bademler: Disle ¢cok zor kirilir. Randimani %40°a kadar diisebilir.

Tas bademleri (¢ok sert kabuklu bademler): Kabuklar1 ¢ok kalin oldugundan i¢ randimani

dusiiktiir. Verim randimani %18-30 kadardir.

Morfolojisi
Badem agaclari, cali veya 10 metreye kadar boylanabilmektedirler. Dikine ve

yayvan biiytirler.

Govde, diizgiin, odunsu, gri-parlak kirmizimtirak kahverengi olup lentiseller iridir.

Dallar; grimsi kahverengi, sik dalgiklidir.

Gdzler, yani meristemler odun ve meyve gozleri olarak gruplandirilirlar.

Yapraklar, uzun-ok bigiminde, parlak koyu yesil renklidir.

Cigekler, Rosaceae diyagramina gore; bes ¢anak, bes ta¢ yapragi, yirmi erkek organi ve bir
disi organi ihtiva eder. Tag¢ yapraklari pembe-kirmizi renkte olup fiizerleri koyu yesil
damarhdir. Badem c¢iceginde, yumurtalik igerisinde iki tane tohum taslagi bulunur.
Genellikle bunlardan yalniz birisi gelistiginden, ¢ekirdegin i¢inde bir tane badem bulunur.
Baz1 gesitlerde ise, iki tohum taslaginin gelismesi sonucu ikiz badem meydana gelir.
Bunlarin ticari degeri yoktur.

Meyve, Badem meyvesi, seftali ve kayis1 gibi bir sert ¢ekirdekli meyvedir. Ancak, olgun
bademin i¢i yendiginden sert kabuklu meyveler grubunda da yer almaktadir.

Bununla birlikte, bademde meyveler heniiz kiiciik iken, yani etli kisim kurumadan ve sert
kabugu teskil eden endokarp tozlasmadan Once cagla olarak yenilmesi miimkiindiir.

Meyveler, kabugu yesil ve tizeri kege tiiylii, etli kismi1 susuz ve kurudur.
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Dollenme biyolojisi

Bademlerde, kromozom sayisti n=8 dir ve tozlanma arilarla olur. Bademler,
genellikle birka¢ cesit disinda kendiyle uyusmaz ve ayrica, cesitler arasinda karsilikli
uyusmazlik durumu da goriilebilir. Bu nedenle badem plantasyonlari en az iki ¢esitle

kurulmalidir.

Ekolojik istekleri

Badem agaci, baska meyve agaclarinin iyi yetisemeyecegi kurak, tash, c¢akilli ve
kirecli topraklarda c¢ok iyi biiyiir. Toprak bakimindan secici degil ancak kumlu-tinl
topraklarda en 1yi sonucu verir. GAP Bdlgesinin toprak yapisi da badem yetistiriciligine
cok uygundur. Badem, topraktaki asir1 nemden ve taban suyunun oynakligindan
hoslanmaz. Besin elementleri noksanligi bulunan topraklarda agaglar iyi gelisemez ve
meyve tutumu diisiik olur. Bu nedenle kumlu, cakilli, kuru topraklar organik maddelerce
desteklenmelidir. Badem kis soguklarina dayanikli bir bitkidir. Toros daglarinda 1050 m
yiiksekliklerde dahi zarar gérmeden yetisir. Ancak badem yetistiriciligini sinirlayan en
onemli faktor ilkbaharin ge¢ donlaridir. Ciinkii badem, birka¢ i1liman iklim meyve
tiirlerinden once ¢igek acar. Bu nedenle, ilkbahar ge¢ donlarinin siirekli goriildiigii yerlerde
bademden kararli iiriin elde etmek miimkiin degildir. Badem agaclari, meyve cesitleri
icerisinde kuraga en ¢ok dayanan tiirlerin basinda gelir. Yaz aylarinda yeterli sicakligin
olmadig1 yerlerde ekonomik bir yetistiricilik yapilamaz. Akdeniz ve Ege bolgesinde zeytin
ve incirin Orta Anadolu’da ahlatin, Giineydogu Anadolu’da antepfistig1r ile meydana
getirdigi kombinasyonlar buna en giizel 6rnektir.

Badem bahgelerinde yapilacak diizenli sulamalar meyve verim ve kalitesini
arttirarak, dis kabugun kavlamasi iizerine olumlu etki yapacaktir. Ancak toplanmadan
hemen 6nce yapilacak sulamalardan kaginmak gerekir. Ozellikle GAP Bélgesinde elde
edilen giizel sonuglardan biri de bademler sulandig1 zaman, meyvelerde kavlama olaymin

yaklasik %80 dolayinda agag lizerinde gergeklesmis olmasidir.

Bahce tesisi ve yillik bakim isleri
Kirag yerlerde badem tohumlar1 dogrudan yerlerine ekilip, yerinde asilanabilecegi

gibi, sulanabilen kosullarda asil1 fidanlarla ilkbahar veya sonbaharda dikim yapilabilir.
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Bademlerde kendi ile ve karsiliklt uyusmazlik goriildiigiinden badem bahgeleri en
az iki ¢esitle kurulur. Bahce, ekonomik 6nemi olan ¢esitten iki sira, tozlayici ¢esitten bir
sira seklinde kurulabildigi gibi ekonomik 6nemi olan ve biribiri ile uyusan iki ¢esit ile
ikiser sira seklinde de dikilebilir. Dikim araliklar1 ¢esitlere, ekolojik kosullara ve
uygulanacak bakim kosullarina baglh olarak degisir. Bu araliklar, 3x3 m, 3x6 m, 5x6 m
veya 6x6 m olabilir. Ozellikle azotlu giibrelerin biiyiime ve verim bakimindan etkili
olduklar1 goriilmiistiir. Dekara 10-25 kilogram saf azot yeterlidir.

Badem agaglar1 genellikle ¢cok fazla budama istemez, ancak diizenli bir sekilde
kuruyan, biribiri igerisine giren dallarin alinmasi ve aga¢ tacinin 1s18in girmesine olanak
saglayacak sekilde aralanmasi yararl olacaktir. Dikim sirasinda agaglara doruk dalli sekil
verilmelidir. 3.yilindan itibaren yillik siirgiinler 40-50 cm’den kisaltilmali, sik dallar testere
ile ¢cikarilmalidir. Agaglar yaslaninca 15-20 yil sonra genglestirme budamasi yapilmasi da

yerinde olacaktir.

Badem agaclarimin ¢ogaltilmasi ve 1slahinda kullanilan geleneksel yontemler

Asi ile cogaltilmasi: GAP Bolgesinde yaz aylarinda sicaklik ¢ok yiiksek (40-50°C)
oldugu i¢in asilama, diger bolgelerde oldugu gibi, Temmuz-Agustos aylar1 yerine,
sicakliklarin nispeten azaldigi Eyliil ayinda yapilmalidir. Eyliil ay1 sonunda anaglarda
kabugun iyi kalkmamasi nedeni ile ‘T’ g6z asisinin yapilma giigliikleri ortaya
cikabilmektedir. Bu nedenle agilama i¢in, kabugun kalkmasii gerektirmeyen yonca goz
asist tercih edilmelidir. Badem yetistiriciliginde toprak kadar kullanilan anacin da 6nemi
biiyliktiir. Bademe anag¢ olarak seftali, erik, badem ve zerdali kullanilabilir. Anag
seciminde cesitlerle uyusma, toprak kosullari, su durumu, topragin kok kanseri ve
nematodla bulagik olup olmamasi rol oynar.
Badem anaci: Bademin en uygun anaci, badem tohumundan yetistirilmis fidandir. Badem
cogiirleri tatli veya ac1 yabani ve kiiltiir ¢esitlerinin tohumlarindan elde edilir. Badem
anacinin ¢esitlerle uyusmasi ¢ok iyidir. Ancak badem anaci kok kanseri ve nematodlara
kars1 duyarhdir.
Hibrit anaci: Badem X seftali melezi olan GF677, badem i¢in en uygun anaclarin basinda
gelir. Agaci kuvvetli biiylitiir, erken meyveye yatirir ve bol verimli agaglar olusturur.
Seftali ¢ogiirti: Bu anag¢ cesidi ancak yagislarin uygun oldugu veya sulanan yerlerdeki

aluviyal veya kumlu-tinli topraklarda uygun olur. Cogunlukla seftali anact bademin
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uyusmasi iyi degildir ve as1 noktasi {izerinde siskinlik olur. Seftalinin hayatta kalma siiresi
8—10 yilla sinirlt oldugu i¢in, ekonomik degildir.

Erik anacglari: Erik, drenaj kosullarinin iyi olmadig1 agirca topraklarda bademe anag olarak
kullanilabilir. Genellikle, erikler badem ile iyi uyusmaz verim diisiik kalir, meyvelerin
bliyiik bir kisminda dis kabugun bademe yapisik kaldig1 goriiliir ve agaclar kisa omiirlii
olur. Ancak bazi erikler nematoda dayaniklidir.

Zerdali anaci: Zerdali, bademin yetistigi yerlere uygun topraklarda yetisir ve nematodlara
dayaniklidir. Bu anag iizerinde bademler, dnce iyi biiyiirse de sonradan kalem ile anag
arasinda uyusmazlik problemi ortaya ¢ikabilir.

Celiklerle cogaltma: Celikle ¢ogaltma vejetatif ¢ogaltmanin diger bir yontemini
olusturur. Celik, herhangi bir bitkiden kesilen koksiiz dal, yaprak, goz, gévde ve kok
parcalarina denir. Bunlarin uygun ¢evre kosullarinda koklendirilerek, yeni bitkilerin elde
edilmesi islemine de c¢elikle ¢ogaltma adi verilir. Bu cogaltma sekli, as1 ile yapilan
cogaltmaya gore daha hizli, basit ve ucuzdur. Alindiklar1 zamana gore ¢elikler yesil,
odunsu ve odun olmak iizere tlige ayrilir. Odun ¢elikleri, bitkiler kis dinlenme dénemine

girdikten bir siire sonra ve ilkbahar gelisme donemi baglamadan 6nce hazirlanabilir.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Eksplant Sekilleri

Yukaridaki agiklamalardan da anlasilacagi gibi Nonpareil badem cesidi ge¢ cicek
actig1, uzun yillar yasadigi, yliksek verim arz ettigi ve iilkemizin jeolojik, jeomorfolojik ve
meteorolojik kosullarina en uygun bir bitki oldugu i¢in aragtirma materyalimiz olmustur.
Biyoteknolojik caligmalarimiza, agsagida belirttigimiz badem eksplantlari ile bagladik.
-Olgun tohum: Materyal olarak Nonpareil badem ¢esidinin olgun tohumlarindan izole

edilen zigotik embriyolar kullanildi (Resim:3,4).

Kabuklu badem: I¢c badem
21¢g 1.4 g agirhiginda
33 mm 25 mm uzunlugunda
19 mm 13 mm eni
12 mm 8 mm kalinliginda

Bir ¢esit el bademi olan Nonpareil’in, randimant %65-70 olup, cift oran1 %20-25

arasindadir.
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Resim 4. Olgun tohumdan izole edilen zigotik embriyolarmin MS besi ortamina ilk ekimi. X 1.559
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-Lateral tomurcuk: Yasli agaclardan (18 yillik) alinan lateral tomurcuklar kullanildi.
Uyku halinde ve agilmak iizere olan tomurcuklar olmak tizere iki sekilde alindi.

-Siirgiin u¢lari: Yash agaclardan (18 yillik) alinan apikal siirglin uglar1 materyal olarak
kullanildi.

-Cicek tomurcuklari: Cicek tomurcuklari, ¢iceklenme doneminden bir hafta Once

(tozlasmadan Once) alinarak kallus olusturma amaci ile kullanilda.

3.2. Metod
Bu calismada Gautheret (1959) ve Basaran (1990) tarafindan izlenen ve Onerilen

teknikler esas alinarak yiiriitiilmiistiir. Buna gore yapilan islemleri soyle siralayabiliriz.

3.2.1. Pamuk ve Filtre Kagitlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Pamuklar 2 kat ambalaj kagidina sarilip, etiivde 180°C’de iki saat siireyle
sterilizasyona tabi tutuldu. Kiiltiir islemleri esnasinda kullanilan pens ve bisturilerin
muhafazas1 ve bitki pargalarinin kesilmesi amaci ile iki ayri1 ebatta kullanilan filtre
kagitlari, iki kat ambalaj kagitlarina sarilarak, etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize

edildi.

3.2.2. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (tiip, petri kutusu, erlen, meziir, balon joje, pipet, beher) sadece
sicak su kullanilarak fir¢a yardimi ile iyice temizlendi. Daha sonra ii¢ defa saf sudan
gecirilerek 180°C’de etiivde bir saat bekletilmek suretiyle kurutuldu. Tamamen kurumus
olan tiliplerin agz1 steril pamuklar ile kapatildi. Daha sonra ambalaj kagitlart ile iki kat
sarilip etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edildi.

Kullanilan magenda GA-7 kiiltiir kaplar1 ise aliiminyum folyo ile sarilarak

121°C’de ve 1 atmosfer basingta 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edildi.

3.2.3. Pens ve Bistiirilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Pens ve bistiiriler, once %96’lik etil alkol ile silinip 10’arli gruplar halinde
aliiminyum folyolara sarilarak, 300°C’lik bir kuru sterilizatorde 30 dakika siire ile sterilize

edildi.
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3.2.4. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Calismalarimizda besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan

Onerilen temel besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullanildi. MS (Murashige ve Skoog)

besi ortaminda kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi, agsagida belirtilmistir:

MS (makro elementler) ana soliisyonu
NH4NO;

KNO3

CaCl,.2H,0

MgS0O4.7H,0

KH,PO4

Distile Su

MS mikro 1 elementler ana soliisyonu
H;BO;

MnS0O,4.4H,0

ZnS04.7H,0

KI

Na,Mo042H,0

Distile su

MS mikro 2 elementler ana soliisyonu
CLISO4 .5H20
COC12.6 H20

Distile su

Komplex kelator ana soliisyonu
FeS0O4.7H20
Na,EDTA

Distile su

Vitamin karisim ana soliisyonu
Nikotinik asit
Glisin

16.5¢g
190 ¢
44¢
37¢g
1.7¢

1000 cc.’ye tamamlanur.

620 mg
2230 mg
860 mg
83 mg
25 mg

1000 cc.’ye tamamlanur.

25 mg
25 mg

100 cc’ye tamamlanir.

278 ¢
200¢g

1000 cc’ye tamamlanir.

50 mg
2.00 mg



Pridoksin HCI

Distile su

B, vitamini ana soliisyonu
Tiamin HCI

Distile su

BAP (6-Benzylaminopurin) ana soliisyonu
BAP
IN HCl

Distile su

NAA (o Naftalenasetik asit) ana soliisyonu
NAA
% 95 lik Etil Alkol

Distile su

IAA (indolasetikasit) ana solusyonu
IAA
% 95 lik Etil Alkol

Distile su

IBA (3-Indolbutirik asit) ana soliisyonu
IBA
% 95 lik Etil Alkol

Distile su

50 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
2-3 ml

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
3-5ml

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
5-10 ml

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg
3-5ml

100 cc’ye tamamlanir.

2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) ana soliisyonu

2,4-D
% 95 lik Etil Alkol

Kinetin ana soliisyonu
Kinetin

Distile su

100 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg

100 cc’ye tamamlanir.

34
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Bu bilesimlerden hazirlanan MS Kkiiltiir besi ortam1 asagida belirtilen bigimde diizenlendi.

Agar 7g

Sakkaroz 30g

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 cc

MS mikroelementler-1 10 cc

MS mikroelementler-2 1 cc

Komplex kelator 10 cc

Vitamin karigimi I cc

B, vitamini ana soliisyonu lcc

Distile su 1000 cc.’ye tamamlandi.

Besi ortamlarinin sterilizasyonu, 1 atmosfer basingta 121°C’de 25 dakika siire ile
otoklavda bekletilmek sureti ile yapildi. Sterilizasyonu yapilan besi ortami, steril kabin

icerisinde magenda GA-7 kiiltlir kaplarina bolistiirtildii (50-60 cc).

3.2.5. Ropikaj ve Kiiltiir Odalarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Ropikaj odasinda, bir ultraviyole lambasi, i¢inde ekim iglemlerinin
gerceklestirildigi steril bir kabin ve kabin igerisinde bunzen beki bulunmaktadir. Ropikaj
odasina girilmeden 24 saat 6nce, kapi, duvar, masa, dolaplar, taban vs. seyreltilmis sodyum
hipoklorit (%53 NaOCl) veya kalsiyum hipoklorit (CaOCl) ile steril edildi. Steril kabinin
i¢ ve dis yiizeyi alkol (%70) ile temizlendi. Oda temizlendikten sonra, ultraviyole lambasi
ekim islemlerinden bir gece Oonce 2-4 saat agik birakilarak sterilizasyon tamamlandi.

Kiiltiir odasinda, 3000-5000 lLix’liikk 151k siddetine sahip fluoresans ampulleri ve
ortam sicakligmin 2512 °C’de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir.
Kiiltiir odast bir zaman ayarlayici yardimi ile 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak

bicimde fotoperiyoda ayarlandi.
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3.2.6. Kullamlan Materyalin Sterilizasyonu
Nonpareil badem ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren organogenesis ¢alismalari
icin sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi gerektigi diislinlilerek asagidaki sterilizasyon

calismalar1 yapildi.

3.2.6.1. Nonpareil Badem Cesidinin Olgun Tohumlarinin Cimlenmesi ve
Dekontaminasyonu Uzerine NaOCP’in Etkisi

Nonpareil badem ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren organogenesis c¢alismalari
icin sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi amaci ile NaOCl’nin etkisi arastirildi. Bu
deneyde, tohumlarin aksenik ¢imlenmesi ve dekontaminasyonuna etkisini tespit etmek i¢in
NaOCl (%53)’in %3 - %5 - %10 - %15 ‘lik konsantrasyonlar1 bir kontrol grubu ile birlikte
test edildi. Olgun tohumlarin yiizey strerilizasyonu asagidaki gibi yapildi.

Sert kabuklar1 g¢ikarilmis tohumlar, musluk suyunda yikandiktan sonra %70’ lik
alkolde 30 sn ¢alkalanarak on sterilizasyonu yapildi. Daha sonra tohumlari, NaOCl’in %3 -
%S5 - %10 - %15’1lik ¢ozeltileri icerisine 30 dakika siire ile birakildi. Yiizey sterilizasyonu
tamamlanan tohumlar, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika calkalanmak {izere NaOCl’den
arindirilldi. Sonra steril kurutma kagitlar1 iizerinde pens ve bistiiri yardimi ile zigotik
embriyolar izole edilerek MS besi ortami iceren magenda GA-7 kiiltiir kaplarinda kiiltiire
alind1.

Tohumlarin ¢imlenmesi ve gelismesi i¢in kullanilan MS besi ortami, 30 g/l
sakkaroz, 7 g/l agar ile desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar ilavesinden dnce, KOH ile, 5.7-
5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril
edildi. Kiiltlirtin 14. giinlinde enfekte olan ve c¢imlenen tohumlarin sayisi yiizde olarak

tespit edildi. Elde edilen veriler Tablo.1’de verilmektedir.

Tablo.1. Nonpareil badem c¢esidinin olgun tohumlarinin ¢imlenmesi ve dekontaminasyonu iizerine

NaOCP in etkisi.

Islemler Enfekte olan Tohum (%) Cimlenen Tohum( %)
%3 NaOCl 30 dakika 60 30
%S NaOCl 30 dakika 50 20
%10 NaOCl 30 dakika 10 60
%15 NaOCl 30 dakika 10 50
Kontrol 100 20

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde her konsantrasyon i¢in toplam 10 eksplantin ortalamasini géstermektedir.
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Kontrol grubundaki zigotik embriyolar 3. giinden itibaren enfekte olmaya basladi ve 7 giin
icerisinde materyallerin hepsinde enfekte tespit edildi. Tablo.1. de goriildigli gibi,
sterilantin konsantrasyon orani yiikseldik¢e enfeksiyon orani diismektedir. Cimlenme,
kontrol grubu dahil olmak {izere biitiin serilerde goriildi. Enfeksiyonun en az ve
¢imlenmenin en fazla oldugu oran %10 NaOCl olarak belirlendi.

Morfolojik gozlemler, eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 3 giin sonra, zigotik embriyolarin
radikula kisminda hacim artis1 (sisme) oldugu goriildii. Kiiltiire alindiktan 5 giin sonra
cimlenmenin baglamasi ile birlikte, gdvde ve sekonder yapraklarin olusumu 10 giinliik
kiiltiir donemi sonrasi oldukga belirginlesti. 14. giinde, ¢imlenen fidelerin gévde uzunlugu

0.5- 1.0 cm arasinda ve biiyiik yaprakli oldugu goriildii.

3.2.6.2. Bademin Uriin Veren Agaclarindan Ahnan Siirgiin Uclarinin Yiizey
Sterilizasyonuna NaOCl’in Farkh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Deneyde siirglin uclarinin yiizey sterilizasyonuna %5-%10 ve %15’lik NaOCl
cozeltilerinin etkisi ayr1 ayn test edildi. Materyal, 1-1.5 cm uzunlugunda kesilip musluk
suyunda 3-5 dakika yikanarak %70’lik alkolde 30 saniye ¢alkalandi. On sterilizasyonu
yapilan materyaller NaOCl’in yukarida belirtilen konsantrasyonlarinda 30 dakika siire ile
bekletilerek ylizey sterilizasyonu tamamlandi. Daha sonra steril distile su ile 5 kez 5’er
dakika calkalanarak NaOCl’den arindirildilar. Steril kurutma kagitlar1 arasinda pens ve
bistliri yardimi ile materyallerin NaOCl’den zarar gérmiis kisimlar1 kesilerek magenda
GA-7 kiiltlir kaplarina ekimi yapildi. Siirgiin uglarinin gelismesi i¢in kullanilan MS besi
ortami 7 g/l agar 30 g/l sakkaroz ve 1 mg I BAP ile desteklendi. Sonuclar asagida
Tablo.2’de verilmektedir.

Tablo.2. Nonpareil badem cesidinin iiriin veren agaclarindan alinan siirgiin uclarmin yiizey

sterilizasyonuna NaOCP’in farkh konsantrasyonlariin etkisi

Islemler Enfekte olan kiiltiir %’si Yasayan Kkiiltiir %’si
Kontrol 100 0
%S5 NaOCl 80 20
%10 NaOCl 40 60
%15 NaOCl 20 0

Rakamlar kiiltiiriin 14.giintinde NaOCl’in her konsantrasyonu i¢in 10 materyalin ortalamasim
gostermektedir.



38

Tablo.2’deki sonucglardan anlasilacagi gibi, kontrol grubunun tamaminin ilk 3-5 giin
icerisinde enfekte olmasi nedeni ile mutlak suretle yiizey sterilizasyonunun gerekli oldugu
tespit edildi. Materyalin sterilizasyonu i¢in kullanilan %5°lik NaOCl’in, yeterli olmadig:
kiiltiirde %80 oraninda enfekte goriilmesi ile belirlendi. %15 NaOCI’te ise, her ne kadar
enfeksiyon orami diisiik goriilse de 2. giinden itibaren dokularin kararmasi ve canliligini
yitirmesinden materyalin sterilizasyonu i¢in bu oranin fazla geldigi tespit edildi.

Uriin veren badem agaglarindan alman siirgiin uglarmin yiizey sterilizasyonu igin

%10 NaOCTl’in optimum oran oldugu saptandi.

3.2.6.3. Uriin Veren Badem Agaclarindan Alman Siirgiin  Uclarinin
Dekontaminasyonu Uzerine NaOCl icinde Optimum Bekletilme Siiresinin
Arastirillmasi

Bir 6nceki deneyde siirgiin uglarinin yiizey sterilizasyonu i¢in NaOCl’in %10’luk
konsantrasyonunun uygun oldugu belirlendi. Bu dogrultuda optimum bekletme siiresini
tespit etmek i¢in siirgiin uglari, %10’luk NaOCI ¢ozeltisi i¢inde 35-40-45-50 dakika siire
ile bekletildi. Materyallerin hazirlanis1 ve kiiltiire alinig1 bir 6nceki deneyde oldugu gibi

yapildi. Deney sonucunda elde edilen veriler asagida Tablo.3.’de verildigi gibidir.

Tablo.3. Uriin veren badem agaclarindan alinan siirgiin uclarinin dekontaminasyonu iizerine NaOCl

icinde optimum bekletilme siiresinin tespiti

Islemler Enfekte olan Kiiltiir %’si Yasayan Kkiiltiir %’si
%10 NaOCl-35 dakika 64 36
%10 NaOCl-40 dakika 36 64
%10 NaOCl-45 dakika 27 73
%10 NaOCl-50 dakika 27 73

Rakamlar kiiltliriin 14.giiniinde her islem i¢in 11 materyalin ortalamasini gostermektedir.

Tablo.3. de alinan sonuglara gore, in vitro sartlarda kiiltiire alinan siirgiin uglarinin
sterilizasyonu i¢in %10’luk NaOCl’de 45-50 dakika bekletilerek yapilabilecegini
gostermektedir. Immersiyon siiresinin 30 dakikadan 45 dakikaya uzatilmasi enfekte
olmayan kiiltiir sayisinda 6nemli derecede azalmaya neden oldu. Bdylece alinan veriler
15181nda, siirgiin uglarinin in vitro kiiltiirtiinde %10’luk NaOCI i¢inde 45 veya 50 dakikalik

bir islem kombinasyonu ile sterilize edilebilecegi tespit edildi.
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3.2.6.4. Bademin Uriin Veren Agaclarindan Ahnan Lateral Tomurcuklarin Yiizey
Sterilizasyonuna NaOCl’in Farkh Konsantrasyonlarinin Etkisi

Calismada, yash agaclardan alinan lateral tomurcuklarin sterilizasyonu ig¢in bir
sterilant olan NaOCl’in etkisi arastirildi. Lateral tomurcuklarin biliylimesi ve
dekontaminasyonuna etkisini saptamak icin NaOCl’in %3 - %5 - %10 ve %15 olan
konsantrasyonlar1 bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.

1.5-2.0 cm uzunlugunda ve 2-3 tane tomurcuk icerecek sekilde kesilen materyaller
musluk suyunda 3-5 dakika yikanip %70’lik alkolde 30 saniye c¢alkalanarak on
sterilizasyonu yapildi. Materyaller, yukarida belirtilen NaOCI c¢ozeltileri igerisinde 30
dakika stire ile bekletilerek ylizey sterilizasyonu tamamlandi. Her seri steril distile su ile 5
kez 5’er dakika ¢alkalanarak steril kurutma kagitlari iizerinde steril pens ve bistiiri yardimi
ile lateral tomurcuklar gévdeden ayrildi. Tomurcuklarin koruyucu ortii tabakasi soyularak
magenda GA-7 kiiltiir kaplarina ekimi yapildi.

Tomurcuklarin biiytimesi ve gelismesi i¢in kullanilan MS besi ortami 40 g/l
sakkaroz, 7 g/l agar ve 1 mg "' BAP ile desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar ilavesinden
once 5.7-5.8’e ayarlanarak 1 atmosfer basingta 121°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril
edildi. Tomurcuklarin biiylimesi morfolojik olarak go6zlenerek rapor edildi. Deney

sonucunda elde edilen veriler Tablo.4. de verilmektedir.

Tablo.4. Bademin iiriin veren agaclarindan alinan lateral tomurcuklarin yiizey sterilizasyonuna

NaOCPrin farkh konsantrasyonlarimn etkisi

islemler Enfekte olan kiiltiir %’si Gelisen kiiltiir %’si
Kontrol 100 0
%3 NaOCl-30 dakika 100 0
%S5 NaOCl-30 dakika 50 50
%10 NaOCl-30 dakika 10 90
%15 NaOCl-30 dakika 10 70

Rakamlar kiiltiiriin 14.gilinlinde her igslem igin 10 materyalin ortalamasini1 gostermektedir.

Tablo.4. deki verilerden anlasilacagi gibi kontrol grubunun tamaminin ilk 3 giin
icerisinde enfekte olmasi ile lateral tomurcuklarin mutlak suretle yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulmasi gerekliligi saptandi. Yiizey sterilizasyonu i¢in kiiltiire alinan materyallerin

%50’sinde enfekte goriilmesi nedeni ile %3 ve %5 NaOCI konsantrasyonlarinin yeterli
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oran olmadig: tespit edildi. %15 NaOCI oram ise, her ne kadar sterilizasyon i¢in yeterli
olsa da gelisen kiiltiir ylizdesinin oranini diisiirdiigii i¢in terk edildi.

Tablo.4’de alinan verilere gore, iirlin veren badem agaclarindan alinan lateral
tomurcuklarin ylizey sterilizasyonu igin, %10 NaOCl’de 30 dakika bekletmenin uygun
oldugu tespit edildi.

3.2.6.5. Nonpareil Badem Cesidinde Cicek Tomurcuklarinin Sterilizasyonu

Cicek tomurcuklari, musluk suyunda 3-5 dakika yikanarak %70’lik alkolde 30
saniye calkalandi. On sterilizasyonu yapilan materyaller, %5’lik NaOCI igerisinde 20
dakika bekletilerek yiizey sterilizasyonu tamamlandi. Daha sonra ¢icek tomurcuklari steril
saf su igerisinde 5 kez 5’er dakika olmak iizere g¢alkanarak NaOCI’ten arindirilarak

sterilizasyon iglemleri tamamlandi.

3.2.7. Ekim Islemleri
3.2.7.1. Bademin (Amygdalus communis L.cv. Nonpareil) Olgun Tohumlarindan
itibaren Mikrocogaltma Calismalar
3.2.7.1.1. Nonpareil Badem Cesidinin Zigotik Embriyolarindan itibaren
Mikrocogaltma Calismalarinda Sitokininlerin Etkisi

Nonpareil badem ¢esidinin tohumlarindan itibaren mikrogogaltma caligmalarinda,
materyal olarak zigotik embriyolar kullanildi. Olgun tohumlardan izole edilen zigotik
embriyolarin mikrogogaltma kapasitesine, sitokininlerin (BAP, kinetin) etkisi aragtirildi.

Bu amagcla, asagida verilen sitokin konsantrasyonlar1 bir kontrol grubu ile birlikte test

edildi.

-0.5-1.0-2.0-4.0mgl" BAP
-0.5-1.0-2.0-4.0mg1" kinetin

-Kontrol (hormon icermeyen MS )

Sert kabuklar1 ¢ikarilmis tohumlar, musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik alkolde 30
sn calkalanarak On sterilizasyona tabi tutuldu. Materyalin sterilizasyonu, Boliim 3.2.6.1 de
rapor edildigi gibi, %10 NaOCI icerisinde 30 dakika bekletilerek yapildi. Yiizey
sterilizasyonu tamamlanan tohumlar, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika ¢alkalanmak

suretiyle NaOCl’den arindirildi. Daha sonra steril kurutma kagitlar1 {izerinde pens ve
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bistiiri yardimu ile zigotik embriyolar izole edilerek, yukaridaki sitokinin konsantrasyonlari
ilave edilmis MS besi ortami bulunan magenda GA-7 kiiltiir kaplarma ekimi yapildi.
Zigotik embriyolarin biiyiimesi ve gelismesi icin MS besi ortami, 30 g/l sakkaroz, 7 g/l
agar ilavesi ile desteklendi. Besi ortam1 pH’s1 agar ilavesinden 6nce 5.7-5.8 olacak sekilde
ayarlanarak 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi.
Embriyolarin biiylimesi ve gelismesinde sitokininlerin (BAP, kinetin) etkisi, kiiltiire
aldiktan sonra morfolojik olarak gdzlendi. 4 haftalik kiiltiir donemi sonrasi olusan siirgiin

sayisl, siirglin boyu, nod sayis1 ve koklenme oran1 yiizde olarak tespit edildi.

3.2.7.1.2. in vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna BAP
Konsantrasyonlarimin Etkisi

Nonpareil badem ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda elde
edilen siirglinlerin  proliferasyonuna BAP oranlarmin  etkisi aragtirildi.  Siirgiin
proliferasyonuna BAP’1n etkisini tespit etmek icin MS besi ortamina, asagida verilen

hormon miktarlari ilave edilerek bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.

-0.1mgl' BAP
-0.5mgl' BAP
-1.0mg1' BAP
2.0mgl' BAP

Bu amacla, tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra 9%70’lik alkolde 30 sn
calkalanarak on sterilizasyona tabi tutuldu. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu %10 NaOCl
icerisinde 30 dakika bekletilerek yapildi. Daha sonra, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika
calkalanmak tizere NaOCI’den arindirildi.

Steril kurutma kagitlar1 iizerinde pens ve bistiiri yardimi ile zigotik embriyolar izole
edilerek, hormon icermeyen MS besi ortamimna ekimi yapildi. Zigotik embriyolarin
biiyiimesi ve gelismesi igin MS besi ortami, 30 g/l sakkaroz, 7 g/l agar ilavesi ile
desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar ilavesinden 6nce 5.7-5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1
atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi.

Kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra, hormonsuz MS besi ortaminda gelisen siirgilinler
1.5-2.0 cm boyunda, 1-2 nod iceren ancak yapraksiz bir sekilde kesilerek, 0.1 - 0.5 - 1.0 -

2.0 mg I"" BAP konsantrasyonlart ile desteklenmis MS besi ortaminda kiiltiire alind1.
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3.2.7.1.3. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna
Oksin Cesidi ve Oksin Oranlarimin Etkisi

In vitro sartlarda elde edilen Nonperil badem siirgiinlerinin proliferasyonuna
oksinlerin etkisini saptamak amac ile 1.0 mg "' BAP sabit tutularak IAA ve NAA’in farkli
konsantrasyonlar1 test edildi. Bu amagla, zigotik embriyolardan itibaren hormonsuz MS
besi ortaminda in vitro sartlarda 2 hafta boyunca yetistirilen siirgiinler, steril kabin
icerisinde steril filtre kagitlar1 arasinda pens ve bistiiri yardimi ile 0.5-1.0 cm uzunlugunda,
1 nod igerecek sekilde kesilerek, asagida belirtilen oksin oranlarinin bulundugu ve 1.0 mg

I BAP ile desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alindi.

-1.0mg 1" BAP+0.1 mgl' IAA -1.0mgl" BAP+0.1 mgl" NAA
-1.0mgl" BAP+0.2mgl" TAA -1.0mgl" BAP+02mgl"' NAA
-1.0mg 1" BAP+0.5mgl"’ TAA -1.0mg!' BAP+0.5mgl’ NAA
3.2.7.1.4. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna MS
Miktarlarmin Etkisi

Bademin zigotik embriyolarindan in vitro sartlarda elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna MS besi ortaminin etkisi arastirildi. Bu amacla besi ortamina, 30 g/l
sakkaroz, 7 g/l agar ve 1.0 mg 1" BAP ilave edilerek, asagida belirtilen MS oranlar

hazirlandi.

-1/4 MS + 1.0mg!l"' BAP
-12 MS + 1.0mgl"' BAP
-1/1 MS + 1.0mgl"' BAP
2/1 MS + 1.0mgl"' BAP

In vitro kosullarda embriyolardan itibaren gelisen Nonpareil badem siirgiinleri,
steril kabin icerisinde, bunzen beki alevi Oniinde steril pens ve bistiiri yardimu ile steril
filtre kagitlar1 arasina alinarak jelozundan arindirildi. Sonra siirgiinler 1,5-2 cm
uzunlugunda ve 5-8 yaprak igerecek sekilde kesilerek, yukarida belirtildigi sekilde

hazirlanan besi ortaminin bulundugu magenda GA-7 kiiltiir kaplarina ekimi yapildi.
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3.2.7.1.5. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna Seker
cesidinin Etkisi

Nonperil badem siirgiinlerinin proliferasyonuna etkisini test etmek i¢in 3 farkli
seker ¢esidi kullanildi. 1/1 MS + 7 g/l agar ile desteklenen besi ortamina asagida belirtilen
seker miktarlar ilave edildi.

-30 g/l sakkaroz

-30 g/l maltoz

-30 g/l dekstroz

Steril kabin icerisinde ve steril filtre kagitlar1 arasinda 1.5 — 2 ¢cm uzunlugunda ve
5-10 yaprak icerecek sekilde kesilen siirgiinler, yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besi

ortaminda kiiltiire alindi. Test edilen her oran i¢in alt1 adet materyal kullanildi.

3.2.7.1.6. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna
Materyal Seklinin Etkisi

Zigotik embriyolardan elde edilen Nonpareil badem siirgiinlerinin mikrogogaltma
calismalarinda, kiiltiire alinan materyal seklinin etkisi arastirildi.
Bu amagla, kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra zigotik embriyolardan gelisen siirgiinler, steril
kabin igerisinde pens ve bistiiri yardimi ile filtre kagitlar1 arasina alinarak jelozundan
arindirildi. Daha sonra siirgiinlerin bir kismi, bir nod, diger bir kism1 ise nod icermeyecek
sekilde yapraklarmdan temizlenerek 0.4-0.5 cm uzunlugunda kesildi ve 1.0 mg "' BAP

iceren MS besi ortaminda kiiltiire alind1.

3.2.7.1.7. Zigotik Embriyolardan in vitro Sartlarda Elde Edilen Siirgiinlerin
Mikrocogaltilmasi

Mikrogogaltma c¢aligmalarinda, baslangic materyali olarak Nonpareil badem
¢esidinin olgun tohumlarindan izole edilen zigotik embriyolar kullanildi. Kiiltiiriin
baslatilmasi i¢in badem tohumlarina, materyalin sterilizasyonu boliimiinde anlatildig1 gibi,
ylizey sterilizasyonu uygulandi.

Mikrogogaltma ¢aligmalari i¢cin MS besi ortamina 30 g/l sakkaroz, 7 g/l agar ve 0.5
~1.0 mg 1" BAP ilave edildi. Besi ortammmin pH’s1 agar ilavesinden 6énce 5.7-5.8°¢
ayarlanarak 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi.

[k ekim sonunda gelisen siirgiinleri cogaltmak amaci ile yukarida belirtilen 0.0-0.5-

1.0 mg 1" BAP igeren MS besi ortamima dort haftalik araliklarla alt kiiltiire alinda.
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3.2.7.2. Uriin Veren Badem Agaclarindan itibaren Organogenesis Calismalar
3.2.7.2.1. Uriin Veren Badem Agaclarindan Alnan Siirgiin Uclarimn in vitro
Kosullarda Mikrocogaltilmasi

Uriin veren Nonpareil badem agaglarindan (18 yasinda) alinan siirgiin ugclari,
mikrogogaltma calismalarinda materyal olarak kullanildi. Materyalin sterilizasyonu,
Boliim 3.2.6.2 ve 3.2.6.3. de anlatildig1 gibi, %10 NaOCI igerisinde 45 dakika bekletilmek
suretiyle yapildi. Yiizey sterilizasyonu tamamlanan siirgiin uclari, 5 kez 5’er dakika steril
saf suda calkalanarak NaOCl’den arindirildi. Daha sonra steril kabin icerisinde steril filtre
kagitlar1 arasinda kurutuldu. Steril kurutma kagitlar1 arasinda pens ve bistiiri yardimi ile
NaOCl’den zarar gérmiis olabilecek kisimlari kesilerek magenda GA-7 kiiltiir kaplarina
stirglin uglariin ekimi yapildi.

Siirgiin ug¢larinin gelismesi i¢in kullanilan MS besi ortami1 7 g/l agar 30 g/l sakkaroz
ve 0.5 - 1.0 mg "' BAP ile desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar ilavesinden 6nce 5.7-5.8
olacak sekilde ayarlanarak 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril
edildi. Siirgiin uglarindan itibaren mikrogogaltma c¢aligmalari, dort haftada bir yapilan alt

kiiltiir islemleri ile yaklagik sekiz ay boyunca devam ettirildi.

3.2.7.2.2. Uriin Veren Badem Agaclarindan Ahnan Lateral Tomurcuklarin in vitro
Kosullarda Mikrocogaltilmasi

Uriin veren Nonpareil badem agaglarindan (18 yasinda) alman lateral tomurcuklar,
mikrogogaltma ¢aligmalarinda materyal olarak kullanildi. 1.5-2.0 cm uzunlugunda ve 2-3
tane tomurcuk igerecek sekilde kesilen materyaller musluk suyunda 3-5 dakika yikanip
%70’1ik alkolde 30 saniye c¢alkalanarak On sterilizasyonu yapildi. Materyallerin
sterilizasyonu, Boliim 3.2.6.4 de belirtildigi gibi %10 NaOCI ¢ozeltisi igerisinde 30 dakika
stire ile bekletilerek tamamlandi. Steril distile su ile 5 kez 5’er dakika c¢alkalanarak steril
kurutma kagitlar1 iizerinde steril pens ve bistiiri yardimi ile lateral tomurcuklar gévdeden
ayrildi. Tomurcuklarin koruyucu oOrtii tabakasi soyularak magenda GA-7 kiiltiir kaplarina
ekimi yapildi (Resim.5.a, b).

Tomurcuklarin biiylimesi ve gelismesi i¢in kullanilan MS besi ortami1 40 g/l
sakkaroz, 7 g/l agar ve 0.5 — 1.0 mg 1" BAP ile desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar
ilavesinden Once 5.7-5.8’e ayarlanarak 1 atmosfer basingta 121°C’de 25 dakika siire ile

otoklavda steril edildi. Tomurcuklarin biiylimesi morfolojik olarak gozlenerek rapor edildi.



Resim 5a. Lateral tomurcuklarin ilk ekim hali. X 1.677
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Resim 5b. Lateral tomurcuklarin ilk ekim hali.
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3.2.7.3 Nonpareil Cicek Tomurcuklarindan Kallus Olusturma Calismalar:

Kallus olusturma g¢alismalarinda materyal olarak kullanilan ¢icek tomurcuklari,
Mart aymnin ilk haftasinda Sanlwurfa - Koruklu Tarimsal Arastirma Merkezinden temin
edildi. Nonpareil badem agacindan, agilmaya yakin ¢igek tomurcuklart alindi. Cigek
tomurcuklarinin sterilizasyonu Boliim 3.2.6.5 de belirtildigi gibi, %5°lik NaOCI igerisinde
20 dakika bekletilmek suretiyle yapildi. Yiizey sterilizasyonu yapilan ¢igek
tomurcuklarinin saplari steril pens ve bistiiri yardimi ile kesilerek steril filtre kagitlar
arasinda kurutulduktan sonra, asagida belirtilen hormon oranlarinin bulundugu 30 g/l
sakkaroz + 7 g/l agar ile desteklenmis MS besi ortaminin bulundugu kiiltiir tiiplerine ekimi
yapildi. Kiiltiirti yapilan tomurcuklar, 25+2 °C’deki biiylime odasinda gelismeye birakildi.

Kallus olusturmak amaci ile yapilan caligmada, bitki biiylime diizenleyicilerinin

orani asagida verildigi gibidir.

-2.0mgl"' 2,4-D -2.0mgl! 2,4-D + I mgl' IAA
-40mgl' 2,4-D -20mgl' 24-D + 1 mgl"' NAA
-6.0mgl" 2,4-D -0.0 Kontrol

Calismada, her oran i¢in 10 adet olmak tizere toplam 60 adet materyal kullanildi.

3.2.7.4. Koklendirme Calismalari
3.2.7.4.1. Badem Siirgiinlerinin in vitro Sartlarda Koklendirilmesine IAA ve NAA’ in
Etkisi

In vitro sartlarda, Nonpareil badem c¢esidinden elde edilen siirgiinlerin
koklendirilme ¢aligmalar1 yapildi. Bu amagla koklenmeye elverisli olan siirgiinler asagida
belirtilen IAA ve NAA’in farkli oranlarinin bulundugu, 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ile

desteklenmis MS besi ortaminda kiiltiire alind.

-0.0 Kontrol -0.0 Kontrol
-0.5mgl! TAA -0.5mgl" NAA
-1.0mg 1" TAA -1.0mgl" NAA
-2.0mgl' TAA -2.0mgl' NAA

MS besi ortaminin pH’s1, agar ilavesinden dnce KOH ile 5.7-5.8’e ayarlanarak 1 atmosfer

basingta 121°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi.
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Besi yerinin sterilizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, steril kabin igerisinde kaplara
(magenda GA-7) bollstiiriildii. Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan arindirilan
stirgiinler 2-2.5 cm uzunlugunda kesilerek ropikajt yapildi. Her test grubu i¢in 10 materyal
olmak tizere ekimi yapilan siirgiinler, sicaklik ayar1 2542 °C olan ve 16 saat aydinlik 8 saat

karanlik fotoperiyoda ayarlanmis kiiltiir odasinda kdklenmeye birakildi.

3.2.7.4.2. Siirgiinlerin in vitro Sartlarda Koklendirilmesinde Isigin Etkisi

Nonpareil badem siirgiinlerinin in vitro koklendirilmesine 15181n etkisi test edildi.
Bu amagla IAA ve NAA’in asagida belirtilen oranlariin ilave edildigi, MS besi ortami
kullanildi. Besi ortaminin hazirlanmasi ve sterilizasyonu bir Onceki koklendirilme

calismasinda oldugu gibi kullanildi.

-0.0 Kontrol -0.0 Kontrol

-05mgl! TIAA -0.5mg ! NAA
-1.0mgl' 1AA -1.0mgl' NAA
-20mgl! IAA -2.0mg 1" NAA

Yukarida belirtilen oksin oranlarin1 igeren besi ortamina ekimi yapilan siirglinlerin
bulundugu kiiltiir besi kaplari, aliiminyum folyolar ile kapatilarak, sicaklik ayar1 25+2 °C
olan kiiltiir odasina koklenmeye birakildi.

10 giin boyunca karanlikta muhafaza edilen kiiltiiriin yarisinin folyolar1 tamamen agilarak
aydinlik ortama birakildi. Diger yarisinin ise sadece besi yeri kapali kalacak sekilde yarim

acild1 ve 17 giin sonra tamamen ag¢ilmak {izere folyolar1 ¢ikarildi.

3.2.7.4.3. Siirgiinlerin in vitro Koklendirilmesinde WPM’un etkisi

Stirgiinlerin koklendirilme ¢alismalarinda, % - 1/2 - 1/1 oraninda seyreltilmis WPM
ve bu oranlarin yani sira 2/1 WPM besi ortami da kullanildi. Besi ortamina hormon olarak
2 mg 1" NAA, karbon kaynagi 30 g/l sakkaroz ve katilagtirma ajani olarak da 7 g/l agar
ilave edilerek hazirlandi. MS besi ortaminin pH’s1, agar ilavesinden once 5.7-5.8’¢
ayarlanarak 1 atmosfer basingta 121°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Steril
filtre kagitlar1 arasinda jelozundan arindirilan siirglinler 2-2.5 cm uzunlugunda kesilerek

besi yerinin bulundugu magenda GA-7 kiiltiir kaplarina répike edildi. Her test grubu igin
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10 materyal olmak iizere, ekimi yapilan siirgiinler sicaklik ayar1 25+2 °C olan ve 16 saat

aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyoda ayarlanmis kiiltiir odasina koklenmeye birakildi.

3.2.7.4.4. Siirgiinlerin in  vitro  Koklendirilmesinde @ IAA’in  Yiiksek
Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu c¢aligmada, Nonpareil siirgiinlerinin koklendirilmesinde, yiiksek IAA oranlarinin
etkisi, bir kontrol grubu ile birlikte ayr1 ayri test edildi. Bunun i¢in, asagida belirtilen IAA
oranlarinin bulundugu, 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ile desteklenen 1/2 oraninda

sulandirilmis MS besi ortami1 kullanildi.

-0.0 Kontrol
- 8.0mgl' TAA
-10.0mg 1" TAA
-120mg 1" TAA

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besi ortaminin pH’s1, agar ilavesinden 6nce KOH ile
5.7-5.8’e ayarlanarak, 1 atmosfer basingta, 121°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril
edildi. Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan arindirilan siirglinler, 2-2.5 cm
uzunlugunda kesilerek besi yerinin bulundugu magenda GA-7 kiltiir kaplarina ropike
edildi. Her test grubu i¢in 8 materyal olmak iizere, ekimi yapilan siirglinler sicaklik ayari
25+2 °C olan ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyoda ayarlanmis kiiltiir odasina

koklenmeye birakildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bademin (Amygdalus communis L.cv. Nonpareil) Olgun Tohumlarindan itibaren
Mikrocogaltma Calismalar:

4.1.1. Nonpareil Badem Cesidinin Zigotik Embriyolarindan itibaren Mikrogogaltma
Cahismalarinda Sitokininlerin Etkisi

Mikrogogaltmada sitokininlerin etkisini test etmek amaci ile kiiltiire alinan zigotik

embriyolarindan, 4 haftalik kiiltiir donemi sonrasinda olusan siirgiin sayisi, siirgiin boyu,
nod sayist ve koklenme orani tespit edildi. Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde
gormek i¢in, biitiin ¢alisma sonuglarinin tanimlayici analizleri yapildi (Sigma Plot 2.0).
Istatistiki dnem gériilen islemler belirlendiginde, ortalama veriler arasindaki farkliliklar,
p:0.05 seviyesinde ¢-festine tabi tutuldu. Deney sonucunda elde edilen veriler Tablo.5 ve
Tablo.6 verilmistir. Eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 3 giin sonra, zigotik embriyolarin
radikula kisminda hacim artis1 (sisme) oldugu goriildii.
Bir haftalik inkiibasyon sonrasinda ¢imlenme oranina bakildiginda, kontrol grubu (hormon
icermeyen) ile birlikte sitokinin konsantrasyonlarinin hemen hemen hepsinde ¢imlenme
oldugu belirlendi. Cimlenmenin baglamasi ile birlikte, 10 giinliik kiiltiir donemi sonrasi
govde ve sekonder yapraklarin olusumu oldukga belirginlesti. Tablo.5’deki veriler, siirgiin
olusumunun kullanilan BAP orani ile degistigini gostermektedir.

Kontrol grubunda 1.3 adet siirgiin olusurken 0.5-1.0 mg I BAP’li ortamda 11-15
adet civarinda siirgiin olusmustur. Buna karsm yiiksek BAP (2.0- 4.0 mg I"") oranlarinda
yeni slirgiin olusumu agisindan énemli bir diislis gériilmiistiir (Resim.6a,b).

Bu gruplar #-testi ile karsilastirildiginda da, onemli istatistiksel farkliliklarin oldugu
goriildii (P<0.05).

Tablo.5 te goriildiigii gibi, BAP oranlar1 ve kontrol grubu ile yapilan denemelerde,
siirgiin ve nod sayist bakimindan en iyi sonuclarin diisiik BAP (0.5-1.0 mg ') oranlarinda

meydana geldigi tespit edildi (Resim.6.c, d).
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Tablo.5. Zigotik embriyolarin in vitro ¢cogaltilmasina BAP konsantrasyonlarinin etkisi.

islem]er Cimlenme orani(%)  Siirgiin boyu (cm) Siirgiin sayis1 Nod sayis1 Koklenme (%)
Kontrol 100 4.1+031a 1.3+£0.15¢c 5.3+0.39a 80
0.5 mg I'' BAP 100 4.1+0.23a 11.0£1.32a 5.7+0.53a 60
1.0 mg I'' BAP 100 4.3 +0.39a 14.7+2.12a 4.3 +0.29 70
2.0 mg I'' BAP 100 3.1+0.10b 6.2+ 0.63b 3.9£0.14cd 40
4.0 mg I'' BAP 60 3.3+£0.33ab 6.8+0.71b 3.1+0.23d 40

Rakamlar kiiltiirlin 28. giiniinde toplam 10 eksplantin ortalamasini gostermektedir.

Kiiltire alinan zigotik embriyolardan gelisen siirgiinlerin  kdklenme oranlarina
bakildiginda, en yliksek koklenmenin %80 ile kontrol (hormonsuz) grubunda oldugu
goriildii. Tablo.5. de goriildiigii gibi, siirglin olusumunun iyi oldugu diisik BAP
oranlarinda koklenme oranimnin da yiiksek oldugu tespit edildi. Buna karsin siirgiin

veriminin daha az oldugu yiiksek BAP oranlarinda kdklenmenin de diisiik oldugu gortildii.

Tablo.6. Zigotik embriyolarin in vitro ¢ogaltilmasina Kinetin konsantrasyonlarinin etkisi.

Islemler Cimlenme orani (%) | Siirgiin boyu (cm) Siirgiin sayis1 Nod sayis1 Koklenme (%)
Kontrol 100 4.1+£031a 1.3+0.15a | 5.3+0.39a 80
0.5 mg I"'Kin 100 42+041a 1.7£049a 5.7+£0.71a 80
1.0 mg I'Kin 100 3.5+0.30a 1.7£0.39a | 4.7+ 0.65a 40
2.0 mg I"'Kin 100 3.7+0.53a 1.8+0.41la  5.6+0.70a 60
4.0 mg I"'Kin 100 42+0.31a 20+0.2% 6.1 £0.67a 40

Rakamlar kiiltiirlin 28. giiniinde toplam 10 eksplantin ortalamasini gostermektedir.

Tablo.6. deki veriler, kinetin ve kontrol grubunda, zigotik embriyolardan gelisen
bitkiciklerde 1-2 yeni siirglin olusumu disinda, apikal biiylimenin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Kullanilan kinetin oranlarmin, siirgiin olusumunda etkili olmadig:
gbzlendi. Kinetin oranlarinda olusan siirgiin sayisi (1.7-2.0 adet), kontrol grubunda olusan
stirgiin sayist (1.3 adet) ile hemen hemen ayni olmustur (Resim.7, 8).

Tablo.6’da goriildiigi gibi kinetin ve kontrol grubu ile yapilan denemelerde,
stirgiin, nod sayist ve kdklenme orani bakimindan sonuglarin degismedigi ve bu gruplar #-
testi ile de karsilastirildiginda, istatistiksel farkliliklarin olmadig goriildii (P>0.05).

Siirgilin gelisimi agisindan sitokinin g¢esitleri (BAP ve kinetin) karsilagtirildiginda, BAP nin
diisiik konsantrasyonlarinda (0.5-1.0 mg 1) zigotik embriyolardan gelisen bitkiciklerde

cok sayida yan siirgiin olustugu ve apikal biiyimenin durdugu tespit edildi. Olusan
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stirgiinlerin boyu kisa, yaprak sayisinin fazla ve yapraklarin ince oldugu gozlendi. Kinetin
ve kontrol grubunda ise, apikal biiylimenin daha hizli devam ettigi, yan siirgiin
olusumunun da durdugu belirlendi. Kinetin konsantrasyonlarinda olusan bitkiciklerin
yapraklar1 genis, koyu-yesil ve az sayida, buna karsin BAP oranlarinda olusan bitkiciklerin
yapraklarimin kiiciik, ince ve ¢cok sayida oldugu belirlendi.

En iyi koklenmenin, kontrol ve kinetinin diisiik konsantrasyonlarinda (%80) oldugu
tespit edildi. Kiiltliire alindiktan 3 hafta sonra zigotik embriyolardan olusan bitkiciklerde
primer koklerin olusmaya baslamasinin ardindan, sekonder koklerin de hizli bir sekilde
gelistigi goriildli. Uzun primer koklerin yani sira ¢ok sayida sekonder kok olusumuna tanik
olundu. BAP oranlarinda koklenmenin daha az ve yavas (say1r ve kok uzunlugu
bakimindan) gelistigi tespit edildi.

Zigotik embriyolarin mikrogogaltilmasinda sitokininlerin etkisini arastirma

calismalarinda, elde edilen verilerin dikkat ¢ekici 6zet sonuglari soyledir.

-En uzun siirgiin boyu................... 0.5 mg 1" kinetin -7 cm

-En fazla siirgiin sayisi................... 1.0 mg " BAP - 28 tane

-En az siirgiin sayisl.........ccccuvnee. kontrol ve kinetin (0.5 - 1.0 -2.0 mg 1)
-En fazla yaprak sayisi................... 0.5-1.0 mg I'' BAP

-Enuzun KOK.......cocoeevviiniiieen 0.5 mg I"" kinetin- kontrol (9 cm)

Yapilan deney sonucunda =zigotik embriyolardan itibaren mikrogogaltma
caligmalarinda en 1yi verilerin diisiik BAP konsantrasyonu igeren kiiltiir besi ortamlarinda

oldugu tespit edildi.
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Resim 6a. 2.0 mg I"' BAP’l1 b. 4.0 mg I'' BAP’Ii MS besi ortaminda kiiltiire alinan zigotik embriyolardan 4
hafta sonra gelisen siirglinlerin gériinisii X 1.423 x 1.542
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Resim 6¢. 0.5 mg 1" BAP’li d. 1.0 mg "' BAP’l1 MS besi ortanunda kiiltiire alinan zigotik embriyolardan 4

hafta sonra geligen siirgiinlerin goriiniisi. X 1.779 x 1.169
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Resim 7. Hormonsuz MS besi ortaminda kiiltiire alinan zigotik embriyolardan 4 hafta sonra gelisen

siirglinlerin goriiniigii. X 1.440

Resim 8. Kinetin igeren MS besi ortaminda kiiltiire alinan zigotik embriyolardan 4 hafta sonra gelisen

stirgiinlerin goriintigii. X 1.474
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4.1.2. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna BAP
Konsantrasyonlarinin Etkisi

Zigotik embriyolardan gelisen siirgiinlerin proliferasyonuna, BAP 1 0.1-0.5-1.0 ve
2.0 mg 1" lik konsantrasyonlari ayr ayr1 test edildi.

Bu amagla zigotik embriyolar, 6ncelikle hormonsuz MS besi ortaminda 2 hafta siire
ile gelismeye birakildi. /n vitro sartlarda gelisen siirgiinler, daha sonra yukarida belirtilen
BAP konsantrasyonlarinda kiiltiire alinarak gelisimleri takip edildi. 4 haftalik kiiltiir
donemi sonrasi olusan siirglin sayisi, slirgiin boyu, nod ve yaprak sayisi tespit edildi.
Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gormek icin, biitlin c¢aligma sonuglarinin
tanimlayic1 analizleri yapildi (Sigma Plot 2.0). Istatistiki 6nem goriilen islemler
belirlendiginde, ortalama veriler arasindaki farkliliklar, P: 0.05 seviyesinde z-testine tabi

tutuldu. Deney sonucunda elde edilen veriler Tablo.7’de verildi.

Tablo.7. Zigotik embriyolardan olusan siirgiinlerin proliferasyonuna BAP konsantrasyonlarinin etkisi.

islemler Siirgiin boyu  Siirgiin sayisi Nod sayis1 Yaprak sayis1
(cm)

0.1 mg I BAP 2.9+0.24a 22+0.35a 3.0+0.52a 132

0.5mg I BAP 3.0 + 0.25ac 32+048b  3.7+0.63ab 18.7

1.0 mg I BAP 3.9+0.27b 5.1+0.62¢ 6.4+ 0.81b 30.0

2.0 mg I'' BAP 3.6+ 0.27bc 5.7+ 1.04c 4.4+ 0.60b 21.7

Rakamlar kiiltiiriin 28. giinlinde toplam 10 eksplantin ortalamasini1 gostermektedir.

Tablo.7°deki veriler 1s18inda, zigotik embriyolardan gelisen siirgiinlerin
proliferasyonu i¢in 1.0 ve 2.0 mg I BAP iceren temel besi ortamin, diger BAP
oranlarina nazaran daha iyi oldugu goriilmektedir (Resim: 9a,b,c,d). 0.1 ve 0.5 mg 1"
BAP’li MS besi ortaminda 2-3 adet siirgiin olusurken, BAP’m 1.0 ve 2.0 mg I"lik
konsantrasyonlarinda 5-6 adet silirgiin olustugu tespit edildi. Gruplar ¢-testi ile
karsilastirildiginda da, 6nemli istatistiksel farkliliklarin oldugu goériildii (P<0.05).

Yapilan deneyler sonucunda zigotik embriyolarin mikrogogaltilmasinda ve siirgiin
proliferasyonunda en iyi sonuglarin 1.0 mg 1" BAP igeren MS besi ortaminda oldugu

goriildil.
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Resim 9 Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra siirgiinlerin proliferasyonuna a. 0.1 mg 1" BAP, b. 0.5 mg 1’ BAP
1 etkisi. X 1.864 x1.796
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Resim 9. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra siirgiinlerin proliferasyonuna ¢. 1.0 mg 1" BAP d. 2.0 mg I

BAP’1n etkisi. X 1.406 x 1.813
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4.1.3. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna Oksin
Cesidi ve Oksin Oranlarimin Etkisi

Onceki deneylerde, zigotik embriyolardan itibaren mikrogogaltma ve siirgiin
proliferasyonunda en iyi sonuglarin 1.0 mg I" BAP iceren MS besi ortaminda elde edildigi
saptandi. Bu sonug degerlendirilerek, siirgiin proliferasyonuna oksinlerin etkisini saptamak
amact ile Tablo.8°de verildigi gibi, 1.0 mg I"" BAP orani sabit tutularak 2 gesit oksinin
farkli konsantrasyonlar test edildi. 0.5-1.0 cm boyundaki siirgiinler, 1 nod ve 2-5 yaprak
icerecek sekilde kesilerek Boliim 3.2.7.1.3. de anlatildig1 gibi kiiltiire alinarak gelisimleri

gozlendi.

Tablo.8. Zigotik embriyolardan olusan siirgiinlerin proliferasyonuna IAA ve NAA’in etkisi

islemler Siirgiin boyu Siirgiin sayisi Nod sayis1 Kallus
0.1 mg I NAA+1.0 mg I'' BAP 0.8 = 0.12abc 1.7+0.36a 1.3+0.37ab Cok az
0.2 mg I NAA+1.0 mg I'' BAP 0.9+0.13c 1.2+ 0.36ab 1.3+0.32b Az
0.5 mg I NAA+1.0 mg I'' BAP 12+022abc ~ 23+046abc  1.8+0.35ab Cok
0.1 mg I IAA+1.0 mg I'' BAP 14+0.33abc = 1.8+026abc  2.5+0.37a Yok
0.2 mg I IAA+1.0 mg I'' BAP 1.3+0.18b 1.4+ 0.24b 1.8+0.37ab Yok
0.5 mg I IAA+1.0 mg I'' BAP 1.5+0.25a 2.8+0.51c 2.0+0.37ab Yok

Rakamlar kiiltiiriin 28.giinlinde toplam 10 eksplantin ortalamasini géstermektedir.

Dért haftalik kiiltiir dsnemi sonunda alinan verilere gore, 1.0 mg 1" BAP ile birlikte
kullanilan degisik konsantrasyonlardaki ITAA’li besi ortamlarinda kiiltiire alinan
materyallerde siirglin olusumu, siirgiin boyu ve nod sayisinda artis goriiliirken, kallus ve
kok olusumuna rastlanmadi. Siirgiin sayismim en fazla, 0.5 mg "' IAA +1.0 mg "' BAP’l1
besi ortaminda oldugu tespit edildi. BAP ile desteklenmis temel besi ortamina ilave edilen
IAA oranlarinda gelisen bitki gruplari #-testi ile karsilastirildiginda, farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P<0.05).

1.0 mg I BAP ile birlikte kullanilan degisik konsantrasyonlardaki NAA’in
bulundugu besi ortamlarinda ise, siirgiin sayisi1 daha az (0-4 adet arasi) ve hatta bazi
materyallerde siirgiin olusumu goriilmedi (0.1 ve 0.2 mg "' NAA).

Siirgiin boyu ve sayisi agisindan 0.5 mg I NAA + 1.0 mg I'' BAP iceren MS besi
ortamlarinin iyi sonug¢ verdigi belirlendi. BAP ile desteklenmis temel besi ortamina ilave
edilen NAA oranlarinda gelisen bitki gruplar z-testi ile karsilagtirildiginda, farklilik
istatistiksel olarak anlamli idi (P<0.05). Aynm1 zamanda bu oranda materyalin taban

kismindan itibaren ¢ok miktarda sarimtrak ve kahverengi kallus olusumu da goriildii.
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Tablo.8’ deki verilerden anlasilacag: gibi, oksin oranlar arasinda 0.5 mg I'' IAA
ve NAA’in siirgilin proliferasyonu i¢in en iyi sonuglart verdigi istatistiksel acidan da tespit
edildi. Gruplar arasinda yapilan #-testinden, siirgiin proliferasyonuna sitokinin yaninda
oksin c¢esidinden ziyade, oksin konsantrasyonunun daha etkili oldugu belirlendi

(Resim:10).

Resim 10. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra siirgiinlerin proliferasyonuna 1.0 mg I" BAP + Oksinlerin etkisi.

X 1.338

4.1.4. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna MS
Miktarlarinin Etkisi

Siirgiin proliferasyonuna, MS yogunlugunun etkisini tespit etmek amaci ile besi
ortaminin hazirlanisi ve ekim islemleri, Boliim.3.2.7.1.4. de anlatildig1 gibi uygulandi.
Siirgiinlerin morfolojik gelisimleri kiiltiir donemi boyunca gozlenerek asagidaki veriler
tespit edildi.

Kiiltiire alindiktan bir hafta sonra, 2/1 MS oraninin, siirgiin proliferasyonu i¢in en

iyi besi ortam1 oldugu goriildii. Bu oranda kiiltiire alinan siirgiinlerde, solma olmadig: gibi
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yeni yaprak ve siirgiin gelisimine de tanik olundu. Yapraklarin canli-yesil ve apikal
biiylimenin, test edilen MS oranlar1 i¢inde en 1yisi oldugu tespit edildi. 1/1 MS oraninda
kiiltiire alinan siirgiinlerde yapraklarin canli-yesil ve solmanin ¢ok az oldugu goriildii.
Siirgiinlerde apikal biiyiimenin yani sira siirgiin gelisiminin de iyi oldugu gozlendi.

1/2 MS oraninda kiiltiire alinan siirgiinlerde az dahi olsa apikal biiylimenin oldugu ve
bunun yani sira yapraklarda solmanin da az miktarda goriildiigii saptandi.

1/4 MS oraninda kiiltiire alinan siirgiinler, gelismedigi gibi yapraklarda solma ve
kahverengilesme oldugu goriildii.

Ik {i¢ hafta igerisinde 2/1 MS besi ortaminda bulunan bitkiciklerde gelisme ¢ok
hizli ilerlerken yapraklarin iri, koyu yesil ve yaprak sayisinin fazla oldugu saptandi. Yirmi
besinci giinden sonra ise yaslt yapraklardan baslamak iizere sararma oldugu goriildii. Bu
oranda kiiltiire alman materyallerin %30’unda ¢ok sayida siirgiin olustugu ve siirgiin
boyunun yaklasik 5.0 cm oldugu saptandi. Kiiltiire alinan diger materyallerde ise, 1.0-2.5
cm civarinda ve daha az sayida siirgiin olustugu tespit edildi (Resim.11).

1/2 MS besi ortaminda kiiltiire alinan materyallerin %50’sinde siirgiin say1s1 fazla
olmasina ragmen, gen¢ ve yasli yapraklarda sararma ile birlikte kuruma oldugu tespit
edildi. 1.5-3.0 cm uzunlugunda olan siirgiinlerin yapraklart morfolojik olarak dogal
ortamda yetisenler ile benzerlik gosterdigi belirlendi (Resim.12).

1/4 MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerde, boy uzunlugu smirli kalip
bitkiciklerin genel goriinlimlerinin test edilen MS serileri arasinda en kétiisii oldugu
belirlendi. Test edilen diger gruplar ile karsilagtirildiginda, yaprak sayisinin daha az ve agik
yesil renkte oldugu tespit edildi (Resim.13).

1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinler morfolojik 6zellikleri ile dogal
ortamlarda yetisen badem siirgiinleri ile paralel bir gelisme gosterirken, yaprak
sararmasinin da en az goriildiigii oran olarak belirlendi.

In vitro kosullarda uzun siire kiiltiirde muhafaza edilmesine ragmen yeni yaprak ve
stirgiin proliferasyonu bakimindan test edilen MS oranlari igerisinde kiiltiire en 1yi cevap

veren ve en ideal oranin 1/1 MS besi ortami oldugu calismalarla tespit edildi (Resim.14).



Resim 11. 2/1 MS besi ortaminin siirgiin proliferasyonuna etkisi. X 0.881

Resim 12. 1/2 MS besi ortaminin siirgiin proliferasyonuna etkisi. X 0.966
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Resim 13. 1/4 MS besi ortaminin siirgiin proliferasyonuna etkisi. X 1.084

Resim 14. 1/1 MS besi ortaminin siirgiin proliferasyonuna etkisi. X 1.593
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4.1.5. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna Seker
Cesidinin EtKisi

Siirgiin proliferasyonuna, seker cesidinin etkisini tespit etmek icin yapilan kiiltiir
calismalarinda, asagidaki veriler elde edilmistir. Ug haftalik kiiltiir donemi sonunda 30 g/l
sakkarozlu besi ortaminda bulunan siirgiinlerin %30’unda yeni siirgiin ve yaprak
olusumunun oldugu tespit edildi. Cok sayida olusan yeni yapraklarin morfolojik olarak,
ince, uzun ve koyu yesil renkte oldugu belirlendi. Ug haftadan sonra geng yapraklardan
baslamak {izere bitkilerde sararma ve kuruma oldugu goriildii. Ayrica bitkiciklerde 0.2 -0.6
cm kadar boy uzamasi tespit edildi.

30 g/l maltoz bulunan besi ortaminda Kkiiltiire alinan siirgiinlerde gelismenin
oldukg¢a yavas, yeni yaprak ve siirglin olusumunun da diger seker ¢esitlerine gore daha az
oldugu tespit edildi. Olusan yeni yapraklarin genis, kisa ve i¢ ice kivrik oldugu ve bu
haliyle morfolojik olarak diger seker c¢esitlerindeki siirgiinlerin yapraklarindan oldukga
farkli oldugu belirlendi. Test edilen seker cesitleri arasinda en iyi siirgiin proliferasyonu ve
gelismesi 30 g/l dektroz bulunan kiiltiir besi ortaminda oldugu tespit edildi. Kiiltiire alinan
stirgiinlerin %60’1nda yeni siirglin ve yaprak olusumu goriildii. Olusan yapraklarin ¢ok
sayida ince ve uzun oldugu belirlendi. Ayrica siirgiinlerde en iyi boy uzamasi (0.4 - 1.0
cm) yine bu ortamda tespit edildi. Ug haftalik kiiltiir déneminden sonra geng yapraklardan

baslamak {izere siirglinlerde sararma oldugu ve alt kiiltiire alinmas1 gerektigi saptandi.

4.1.6. In vitro Sartlarda Elde Edilen Badem Siirgiinlerinin Proliferasyonuna Materyal
Seklinin Etkisi

Proliferasyona materyal seklinin etkisini tespit etmek amaci ile yapilan kiltiir
calismalarinda uygulanan yontem, Bo6liim.3.2.7.1.6.da verildigi gibi yapilarak, kiiltiir
stiresi boyunca siirgiinlerin gelisimi asagida verildigi gibi tespit edildi.

Kiiltiire alinan eksplantlarin gelisimi 4 hafta boyunca gozlendi. Nod icermeyen
(internod) eksplantlarda gelisme belirtisine rastlanmadigi gibi, iist kisimlardan itibaren
hafif bir kararma oldugu tespit edildi. Bir nod igeren eksplantlarin ise, yaprak sayisi az olan
1-3 adet siirgiin olusturdugu goriildii (Resim:15).

Sonug olarak, zigotik embriyolardan olusan siirgiinlerin kisa siirede seri bir sekilde
cogaltilmasi i¢in zigotik embriyodan sonraki baslangi¢ materyalinin nodlu ve yaprakh

(slirgiin) olmasi gerektigi, internod ve nod igeren yapraksiz materyallerin daha az verimli
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oldugu tespit edildi. Boylece hizli fide olusturmada kiiltiire alinan materyal seklinin 6nemli

oldugu belirlendi.

Resim 15. Bir nodlu materyallerin kiiltiire alindiktan 4 hafta sonraki genel goriiniisii. X 1.694

4.1.7. Zigotik Embriyolardan in vitro Sartlarda Elde Edilen Siirgiinlerin
mikrocogaltilmasi

Zigotik embriyolarin mikrogogaltimi i¢in MS besi ortamina 30 g/l sakkaroz, 7 g/l
agar ve 0.5 — 1.0 mg 1" BAP ilave edildi. Ilk ekim isleminden sonra gelisen siirgiinler,
cogaltilma amaci ile yukarida belirtilen MS besi ortamina dort haftalik araliklarla alt
kiiltiire alindi.

4 haftalik kiiltiir donemi sonunda her bir zigotik embriyodan 1.5 - 3.5 ¢cm boyunda
4-5 siirgiinlii ve bir kismu ise koklii olan bitkiler olustugu gozlendi. 1.0 mg 1" BAP igeren
MS besi ortaminda kiiltiire alinan zigotik embriyolarin 0.5 mg I BAP’l1 ortama gére ¢ok

sayida siirgiin olusturdugu tespit edildi (Resim:16).
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Resim 16. 1.alt kiiltiir sonunda 1.0 mg I BAP’Ii MS besi ortaminda gelisen siirgiinlerin genel goriiniisii. X

1.847

0.5— 1.0 mg I"' BAP’l1 ortamda olusan siirgiinler sayilarak herhangi bir igleme tabi
tutulmadan yine ayni besi ortamlarinda 1. alt kiiltiirleri yapildi. Kiiltiire alinan stirgiinler,
16/8 fotoperiyota ayarlanmis kiiltiir odasinda gelismeye birakildi.

Sonug olarak Tablo.9’da verildigi gibi, 1.0 mg I" BAP’li besi ortaminda 1.alt
kiiltiir sonunda toplam 10 tane zigotik embriyodan 147 tane elverisli siirgiin, 0.5 mg 1"
BAP’l1 besi ortaminda ise 110 tane siirglin elde edildi. Olusan bu siirglinlerin 2.alt
kiiltiirleri sonunda 1.0 mg "' BAP’I1 besi ortaminda toplam 750 tane, 0.5 mg 1" BAP’ta ise
326 tane siirgiin elde edildi (Resim:17, 18).

0.5 ve 1.0 mg 1" BAP’in yaninda kontrol (hormonsuz) grubu da test edildi.
Hormonsuz MS besi ortaminda kiiltiire alinan 10 tane zigotik embriyodan 2. alt kiiltiir

sonunda 20 tane siirgiin elde edildi.
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Tablo.9. 0.5 —1.0 mg I'' BAP’Ii MS besi ortaminda Kiiltiire alinan zigotik embriyolardan olusan

siirgiin sayisi

Islemler L. alt kiiltiir sonunda olusan siirgiin = Il. alt kiiltiir sonunda olusan
sayisi (adet) siirgiin sayisi (adet)
Kontrol (hormonsuz) 10 20
0.5 mg/l BAP 110 326
1.0 mg/l BAP 147 750

Yapilan ¢alismalar ile, 1.0 mg "' BAP iceren MS besi ortaminda kiiltiire alman 10
tane zigotik embriyodan kisa bir siire icerisinde (2.5-3 ay) ¢ok sayida siirgiin olusabilecegi

ve 1.0 mg I"' BAP’1n mutlak gerekli oldugu tespit edildi.

Resim 17. 2.alt kiiltiir sonunda 1.0 mg "' BAP’l1 MS besi ortaminda gelisen siirgiinlerin genel goriinisi.

X 1.949
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Resim 18. 2.alt kiiltiir sonunda 0.5 mg "' BAP’li MS besi ortamunda gelisen siirgiinlerin genel goriiniisii.

X 1.322

4.2. Uriin Veren Nonpareil Badem Agaclarindan itibaren Organogenesis Calismalari
4.2.1. Uriin Veren Badem Agaclarindan Alinan Siirgiin Uclarimin in vitro Kosullarda
Mikrocogaltilmasi

Boliim 3.2.7.2.2. de belirtilen sekilde kiiltiire alinan 3-4 adet acilmamis yaprak
taslagi igeren siirglin uclarinda, bir hafta sonra yapraklarda agilma ile birlikte biiylimenin
basladig1 gozlendi. Iki haftalik kiiltiir siiresi sonunda internodlarin uzamasi ile yeni
yaprakeiklarin gelistigi belirlenerek bitkinin genelinde yeni siirgiin olusumunun olmadigi
tespit edildi. Kiiltiire alindiktan ii¢ hafta sonra siirgiinlerde biiylimenin yavasladigi
saptanarak 1.0 mg I BAP’li besi ortamma g¢ogaltma amaci ile alt kiiltiirleri yapildi
(Resim:19a).

Alt kiiltiire alindiktan sonra siirgiinlerin gelisiminin daha hizli oldugu tespit edildi.
Yapraklarin biiylimesi ile birlikte ¢ok sayida yeni yaprak olustugu ve yapraklarin koyu
yesil renkte oldugu goriildii. 11k kiiltiire alindiginda 0.5 - 1.0 cm uzunlugunda olan siirgiin

uclarinin, alt kiiltiire alindiktan sonra yaklasik 1.5 - 2.0 cm uzunluguna eristigi belirlendi.
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Ucgiincii haftadan sonra besi yerine yakin olan ilk yapraklarin hafif sararmaya baslamasi ile
tekrar alt kiiltiire alind1 (Resim:19b).

[k ekim asamasinda, tek siirgiinlii olan materyallerin gelismesi yavas iken 1.0 mg I
"BAP’l1 besi ortamuna alt kiiltiirii yapildiktan sonra biiyiimenin hizlandig1 belirlendi. Alt
kiltlir islemleri sonunda her bir siirglin ucundan 1-5 adet arasi yeni siirglin olustugu ve
siirgiinlerin ¢ok sayida yaprak icerdigi goriildii. Olusan yeni siirgiinler yine 1 mg 1" BAP
iceren MS besi ortaminda mikrogogaltma amaci ile alt kiiltiire alind1.

Siirgiin uglarindan itibaren mikrogogaltma ¢alismalari, dort haftada bir yapilan alt
kiiltiir islemleri ile sekiz ay boyunca devam ettirildi. Yapilan her alt kiiltiirde stirglinlerde
gelisme ve bliylimenin kademeli olarak ileriye gittigi tespit edildi. Dort haftadan fazla siire
ile besi ortaminda muhafaza edilen siirgiinlerde ise, yapraklarin sararmasi ile gelismenin
durdugu belirlendi. Bu veriler 1s18inda siirgiin uglarinin, doért haftada bir mutlaka kiiltiir
besi ortaminin degistirilmesi gerektigi saptandi. 1 mg I" BAP iceren MS besi ortaminda
ilk ekimi yapilan siirglin uclarinin, 3 - 3.5 ay sonra yaprak ve gdvde morfolojisi
bakimindan ana bitkiye benzer siirgiinler olusturdugu belirlendi. Siirgiin uglarmm 1 mg 1"

BAP’l1 ortamda %70-80 oraninda ¢ogaldigi tespit edildi (Resim:19c).

Resim 19 1.0 mg 1" BAP’I1 MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiin uglarinin a.1.alt kiiltiir sonundaki genel

goruintisli



Resim 19 1.0 mg I BAP’li MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiin uglarinin b. 2. alt kiiltiir c. 3. alt kiiltiir

sonundaki genel goriiniisi
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4.2.2. Uriin Veren Badem Agaclarindan Aliman Lateral Tomurcuklarin in vitro
Kosullarda Mikrocogaltilmasi

Lateral tomurcuklar, materyal ve metotta belirtildigi gibi 0.5 - 1.0 mg "' BAP’lh
besi ortaminda kiiltiire alindiktan sonra, ilk on giin i¢erisinde hacimlerinde artis ile birlikte
acilma goriildii (Resim:20a). Hacim artis1 ve acgilma goriilmeyen tomurcuklarin ise
zamanla karardig1 tespit edildi. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra lateral tomurcuklarin 0.5 -
1.0 cm uzunlugunda olan ve 2-4 yaprakl tek siirgiinlii fidecikler olusturdugu belirlendi. 1.0
mg "' BAP igeren besi ortamida kiiltiire alinan lateral tomurcuklarin 0.5 mg 1" BAP’I1
ortama gore daha hizli gelistigi tespit edilerek, gelisen siirgiinler1.0 mg 1" BAP i MS besi
ortamina alt kiiltiire alindi.

Alt kiiltiire alindiktan sonra kii¢iik fidelerde yaklagsik 1.0-1.5 cm kadar boy uzamasi
ile birlikte yaprak sayisimin arttifi ve yapraklarda irilesme oldugu tespit edildi
(Resim:20b,c). 4 haftalik zaman periyodu sonunda her bir materyalin 1-3 adet siirgiin
olusturdugu belirlendi. Olusan yeni siirgiinler ¢ogaltilma amaci ile kendi besi ortamlarinda
alt kiiltlire alind1 (Resim:21).

2. ve 3. alt kiiltiir islemleri sonrasinda, 1.5 - 4.5 cm uzunlugunda, 2-4 noda sahip,
internodlar1 kisa olan ve ¢ok sayida yapragi bulunan siirgiinler olustu. Yeni olusan
yapraklarin koyu yesil ve morfolojik olarak dogal ortamda yetisen badem yapraklarina
benzedigi goriildii.

Sonug olarak, kiiltiirii yapilan lateral tomurcuklardan itibaren 1.0 mg 1" BAP’li MS
besi ortaminda, 4 alt kiiltiirden sonra baglangi¢c materyal sayisi, 2-2.5 katina ¢ikarilarak ¢cok

sayida koklendirmeye elverisli stirgiin elde edildi (Resim:22a,b).
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Resim 20. 1.0 mg I'' BAP’I1 MS besi ortamunda kiiltiire alnan lateral tomurcuklarmn a. 10 giinliik b. 1. alt

kdiltiire alindiktan sonraki genel goriiniisti. X 1.728
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Resim 20. 1.0 mg "' BAP’l1 MS besi ortaminda kiiltiire alman lateral tomurcuklarm c. 1. alt kiiltiirden 4 hafta

sonraki genel goriiniisii. X 1.084

Resim 21. 1.0 mg I'BAP’l1 MS besi ortaminda 2. alt kiiltiire alinan siirgiinlerin genel goriiniisii. X 1.706
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Resim 22. 1.0 mg I"' BAP’l1 MS besi ortaminda kiiltiire alinan lateral tomurcuklarin a. 3. alt kiiltiir b. 4. alt

kdiltiir sonras1 genel goriiniisti. X 1.661, X 1.644
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4.3. Nonpareil Cicek Tomurcuklarindan Kallus Olusturma Calismalar:
Kiiltiire alinan c¢icek tomurcuklarinda meydana gelen morfolojik degisiklikler ve

gelismeler asagida verildigi gibi gézlendi.

Tablo. 10. Nonpareil cicek tomurcuklarindan itibaren kallus olusturma

islemler Kallus (%) Kallusun sekli Organogenesis
Kontrol 0 - 0
20mgl' 24-D 40 Yesil, sert tekstiirlii, homojen 0
40mgl' 24-D 0 - 0
6.0mgl' 24-D 0 - 0
2.0 mg I’ 2,4-D+ 1 mg I'' NAA 30 Agik yesil, sert tekstiirlii, taneli 0
2.0 mg/l 2,4-D+ 1mg/l IAA 10 Agik sar1, yamusak tekstiirlii 0

Rakamlar kiiltiirin 60.giiniinde toplam 10 eksplantin ortalamasini géstermektedir

Kiiltiirin  yedinci giiniinde, test edilen 2.4-D oranlart arasinda 2.0 mg 1'
konsantrasyonunda kiiltiire alinan ¢i¢cek tomurcuklarinin biiyiik cogunlugunda hacim artist
goriilmesine karsm, diger iki oranda (4.0-6.0 mg 1) ise herhangi bir gelisim belirtisi
goriilmedi.

2.0 mg I 2.4-D’ye TAA ve NAA (1.0 mg I"") ilave edilerek hazirlanan besi
ortamlarinda kiiltiire alinan ¢igek tomurcuklarinin gelisimi, diger oranlara gore daha iyiydi.
Materyallerin hemen hemen tamaminda fark edilir bir sekilde hacim artigina tanik olundu.
Kontrol grubunda ise, ¢icek tomurcuklarimin 2 tanesinde kararma goriiliirken ancak 2
tanesinde hacim artis1 oldugu saptandi.

Kiiltiiriin otuzuncu giiniinde ise, kontrol grubundaki tomurcuklarin hemen hepsinde
kararma ile birlikte kallus olusumu da goriilmediginden, kiiltiirden ¢ikarildi.

Cigek tomurcuklar1 kiiltiire alindiktan li¢ ay sonra materyallerin bir kisminda
herhangi bir kallus gelisimi goriilmediginden ve kararmaya gittiginden, kiiltiirden
cikarildilar (6-4 mg "' 2,4-D).

2 mg 1" 2,4-D’li besi ortaminda ise, 4 materyalde yogun kallus olusumuna tanik olundu.
Olusan kallus yesilimsi ve sert tekstiirlitydi. Geriye kalan tomurcuklarin gelismesi sadece

hacim artis1 ile sinirlt kaldi ve karardi.



75

Resim 23. 1.0 mg ' NAA +2.0 mg 1" 2.4-D iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan ¢icek tomurcuklarinda

kallus olusumu

Resim 24. Cicek tomurcuklarindan olusan kallusun ayni besi ortamina alt kiiltiire alindiktan sonraki genel

goriiniimii. X 1.677
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Bunun yaninda 2 mg "' 2,4-D + 1 mg "' TAA iceren besi ortaminda ¢igek tomurcuklari az
miktarda kallus olusturdu. 1 mg I' NAA+2 mg 1" 2,4-D’nin bulundugu besi ortamindaki
cicek tomurcuklarimin 3 tanesinde ¢ok yogun kallus olustu. Agik sar1 ve yesil renkte,
materyali ortecek sekilde yogunlasan kallus sert tekstiirlii ve kiiclik tomurcuklar halindeydi
(Resim:23). Uzun siire kiiltiirde tutulan materyallerin birinci alt kiiltiiri asagida anlatildigi
gibi yapildi.

Cigek tomurcuklarindan elde edilen kalluslarin bir kismi, en yogun kallus
gelisiminin oldugu 1 mg I NAA + 2 mg 1" 2,4-D igeren besi ortamina, diger bir kismi ise
organogenesizi baslatmak amaci ile 2 mg "' BAP iceren MS besi ortamina aktarildi.

Alt kiiltiire alindiktan on bes giin sonra, 2 mg 1" BAP iceren MS besi ortaminda
yeni kallus olusumuna tanik olunmazken, 1 mg "' NAA + 2 mg I"' 2,4-D’li besi ortaminda
ise, yogun kallus olusumu devam etti (Resim:24).

Kiiltiiriin otuzuncu giiniinde ise, 2 mg "' BAP’l1 ortamdaki materyallerin tamaminin
karardig1 ve organogenesis faaliyetine rastlanmadigindan kiiltiirden ¢ikarildi.

Kiiltiiriin otuz besinci giiniinde 1 mg I NAA + 2 mg I"' 2,4-D’li besi ortaminda
gelisen kallusun ikinci alt kiiltiirii yapildi. MS besi ortamina 2 mg "' NAA + 4 mg 1" 2,4-D
ilave edildi. On bes giin sonra kiiltiiriin 1/3’linde, sert tekstiirlii, koyu yesil ve taneli kallus
gelisimine tanik olundu. Kiiltiiriin geri kalaninda ise kallus olusumunun daha az oldugu
goriildii. Uzun siire kiiltlirde muhafaza edilen materyallerden kallus olusumu disinda bitki

rejenerasyonu ve organogenezisi goriilmedi.

4.4. Koklendirme Calismalari
4.4.1. Badem Siirgiinlerinin /n Vitro Sartlarda Koklendirilmesine TAA ve NAA’ in
Etkisi

In vitro sartlarda elde edilen siirgiinler, koklendirilme amaci ile Boliim.3.2.7.4.1.de
belirtildigi gibi hazirlanan MS besi ortaminda kiiltiire alindi.

Kiiltlirtin yirminci giiniinden itibaren siirglinlerin yapraklarinda hafif sararma ve
kahverengilesme goriildii. Bunun yani sira siirglinlerin taban kisminda kahverengi nekroz
benzeri yapilara da tanik olundu. Kiiltiirde 40 glin muhafaza edilen siirgiinlerin hi¢birinde

kok olusumu goriilmedigi gibi, bitkiciklerin yavas yavas sararip kurudugu tespit edildi.

4.4.2. Siirgiinlerin In Vitro Sartlarda Koklendirilmesinde Isigin Etkisi
Koklendirmede 15181n etkisini test etmek i¢in, slirgiinler Boliim.3.2.7.4.2 belirtildigi

gibi hazirlanan MS besi ortamina aktarildi. 10 giin boyunca karanlikta birakilan kiiltiiriin
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yarisinin folyolar1 tamamen agilarak aydinlik ortama birakildi. Diger yarisinin ise sadece
besi yeri kapali kalacak sekilde yarim agildi ve 17 giin sonra tamamen acilmak {izere
folyolar ¢ikarildi.

Siirgiinler, 6nceki deneye gore daha erken sathada sararmaya ve solmaya basladi.
Kontrol grubu da dahil olmak tizere, siirglinler 40 giin boyunca kiiltiir ortaminda muhafaza

edilmesine ragmen kok olusumu goriilmedi.

4.4.3. Siirgiinlerin In Vitro Koklendirilmesinde WPM un etkisi

Farkli yogunlukta hazirlanan WPM besi ortami 2 mg I' NAA ile desteklenerek
stirgiinlerin ekim islemleri yapildi.

Kiiltiirtin onuncu giiniinden itibaren 1/4 oraninda sulandirilmis WPM besi ortamina
koklenmeye birakilan siirgiinlerin sararmaya ve solmaya basladigina tanik olundu. Diger
oranlarda (1/1 - 1/2 — 2/1 WPM ) ise, yeni yaprak olusumunun yani sira sararma yavas ve
cok az miktardaydi. 45 giin boyunca kiiltirde muhafaza edilen siirglinlerin higbirinde

koklenme goriilmedi.

4.4.4. Siirgiinlerin In Vitro Koklendirilmesinde IAA’in Yiiksek konsantrasyonlarinin
Etkisi

Besi ortaminin hazirlanisi ve ekim islemleri materyal ve metot boliimiinde verildigi
gibi uyguland:. Kiiltiiriin besinci giiniinde, 8 mg 1" TAA’ in bulundugu besi ortaminda
koklenmeye birakilan siirglinlerden sadece 1 materyalde kok olusumu belirtisine tanik
olundu. Bu yap1, materyalin taban kisminda beyaz kiigiik bir kabart1 seklindeydi. [AA’in
diger oranlarinda ve kontrol grubunda ise kdklenme belirtisi goriilmedi.

Kiiltiirin on dokuzuncu giiniinde ise, 8 mg I TAA igeren besi ortaminda, 2
materyalde 1-2 adet 0.1 - 0.3 cm uzunlugunda kalin kok olustugu goriildii. IAA’in diger
oranlarinda ise kok olusumu goriilmedigi gibi 12 mg 1" IAA bulunan temel besi ortaminda
bulunan siirgiinlerin sarardig1 tespit edildi. Bunun yaminda, 10 mg 1" TAA bulunan temel
besi ortamindaki siirgilinlerde ise sararmanin daha az oldugu gozlendi.

Kiiltiiriin yirmi sekizinci giiniinde ise, 8 mg I"' TAA bulunan temel besi ortaminda, 6
materyalin morfolojik olarak gelisimine devam ettigine ve yeni yaprak olusumuna tanik
olunurken diger 2 materyalde gelisimin yavasladigi ve sararmanin oldugu goriildii.

10 mg I IAA’te ise, 8 materyalin hi¢ birinde kok goriilmedigi gibi, 4 materyalde gelisim
iyi, diger 4 materyalde ise siirgiinlerin sarardig1 belirlendi. 12 mg 1" IAA’in bulundugu

temel besi ortaminda ise, siirglinlerin gelisimi ve yaprak olusumu ¢ok yavas, sararma diger
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oranlara gore daha fazlaydi. Hormon i¢cermeyen temel besi ortaminda ise, bitkiciklerin
gelisimi iyi ve renkleri canli-yesildi.

Kiiltire alindiktan kirk giin sonra, 8 mg 1" IAA bulunan MS besi ortaminda
koklenmeye birakilan 8 materyalden 4’iinde uzun primer kokiin yani sira ¢ok sayida
sekonder kok olusumuna da tanik olundu. Birinci materyalde 2 cm uzunlugunda kalin
primer kok, ikinci materyalde, 4-6 cm uzunlugunda 3 adet primer kok ile ¢ok sayida
sekonder kok, ticlincli materyalde ise 2 adet kalin primer kok (5-7 cm) ile birlikte sekonder
kokler goriildii. Dordiincii materyalde olusan kok uzunlugu 0.4 cm idi.

Siirgiinlerin genel goriiniimiine bakildiginda, kok olusturmus fideciklerin biiyiimesi
devam ederken, diger stirglinlerin (kok olusturmayan) biiylimesi iyice yavaslayarak
yapraklarinin sarardig1 goriildii.

Kontrol da dahil olmak iizere, IAA’in diger oranlarmda (10-12 mg I'") ise kok
olusumuna rastlanmadi. 10-12 mg 1! TAA iceren koklendirme besi ortamlarinda kiiltiire
alinan stirglinlerde, yapraklar sarardigi gibi, gelismenin de olmadigir goriildii. Hormon
icermeyen besi ortamlarinda bulunan siirgiinlerde ise, yapraklarin rengi canli-yesil ve
biiyiimenin ¢ok az da olsa devam ettigi belirlendi.

Sonug olarak, 8.0 mg I TAA ile desteklenmis 1/2 MS besi ortamuinda in vitro
kosullarda kiiltiire alinan siirglinlerin %50’sinde primer ve sekonder kokler elde edildi
(Resim:25a,b). Test edilen diger IAA oranlarinda ve kontrol grubundaki siirgiinlerde ise

kok olusumu belirlenemedi.
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Resim 25a.b. 8 mg "' IAA ile desteklenmis 1/2 MS besi ortaminda koklendirilen fideler. X 0.864, X 0.830
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4.5. In Vitro Kosullarda Elde Edilen Badem (4mygdalus communis. L.cv. Nonpareil)
Fidelerinin Topraga Adaptasyonu

In vitro ortamda elde edilen koklii fidelerden 6 tanesinin topraga adaptasyonu
asamal1 olarak asagida belirtildigi gibi yapildu.

-In vitro kosullarda kok olusturan fideler kiiltiir kaplarindan ¢ikarilip musluk
suyunda iyice yikanarak jelozdan arindirildi.

-Turbiyer topragin bulundugu saksilar bolca sulandi1 ve koklii fideler, hazirlanan bu
saksilara ekildi. Hava almayacak sekilde saksilarin {izeri plastik torbalar ile kapatildi.

-Saksilara ekimi yapilan fideler, 16/8 fotoperiyoda 25+2 °C’deki kiiltiir odasinda
gelismeye birakildi.

-2.giin saksilarin iizerini Orten plastik torbalarda kiiciik delikler agildi. Bu say1
6.giine kadar asamali olarak artirildi.

-6.giin saksilarin {izerindeki plastik torbalar 5 dakika siire ile komple ¢ikarildi.
Topraga adaptasyonu saglanmak istenen fidelerden, 2 tanesinde enfeksiyon goriildiiglinden
kiiltiir odasindan ¢ikarildi. Geriye kalan fidelerin adaptasyonunda herhangi bir problem
goriilmeyerek, iizerindeki torbalarin ¢ikarilma siiresi 21. gline kadar kademeli olarak
artirild.

-21.giin plastik torbalar tamamen ¢ikarildi ve 4 adet saksi ekvator odasinda
biiylimeye birakildi (Resim:26).

-Ekvator odasinda yaklasik bir ay kadar muhafaza edilen fidelerin 2-4 cm kadar
uzadig1 ve yeni yaprak gelisimi ile topraga adaptasyonu saglanmis oldu.

-Topraga ve dig ortama adapte olan 4 adet bitkinin arazi kosullarma dikimi

yapilarak, gelismesi gézlem altina alind1 (Resim:27).



Resim 27. Topraga adaptasyonu yapilan bir fidenin arazi kosullarina aktarilmis hali.
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5. TARTISMA VE SONUC

(Calismada, juvenil ve yasli dokular kullanilarak, Nonpareil badem ¢esidi i¢in uygun
sterilizasyon ve in vitro ¢gogaltma teknigi gelistirildi.

Viriis ile bulasik iirlin veren agaclardan alinan materyallerin kiiltiire alinmasi igin
oncelikle Boliim. 2.2.2. de anlatilan metodlardan birini veya birka¢in1 uygulamak
gerekmektedir. Odunsu agaclara bu yontemleri uygulamak ve virlizsiis materyal elde
etmek olduke¢a zor ve ¢ok uzun bir zamani almaktadir.

Viriisten ar1 stoklar1 {iretmek i¢in, viriis ile bulasik olmayan tohumlar, kok stoklar
olarak kullanilmaktadir (Babaoglu, Giirel, Ozcan, 2002). Bu goriisten yola cikarak,
tohumdan (zigotik embriyo) seri ve hizli bir sekilde ¢ogaltilan badem siirgilinleri, mikro
asilama caligmalarinda saglikli ana¢ (kok stoklari) olarak kullanmak {izere metod
gelistirilmis olundu.

Nonpareil badem ¢esidinin olgun tohumlarindan izole edilen zigotik embriyolarin
mikrogogaltma caligmalarinda, kiiltiir baglatilmas1 ve proliferasyon asamasinda en iyi
sonug 1.0 mg I"' BAP bulunan besi ortaminda elde edildi. Her iki asamada da en iyi sonucu
1.0 mg I'' BAP verdigi i¢in, yash dokularin mikrogogaltilmasinda bu hormon miktarinin
kullanilmasina referans oldu. Bu bilgiler dogrultusunda yashi dokulardan itibaren bitki
rejenerasyonu icin 1.0 mg I'" BAP kullanildi. Alinan sonuglar benzerlik arz ettiginden,
zigotik embriyolar i¢in kullanilan yontemlerin yash dokular i¢cin de uygulanabilirligi tespit
edildi.

Tabachnick ve Kester (1977), modifiye ettigi MS besi ortaminda badem
eksplantlarinin gelisebilmesi ve canliligini devam ettirebilmesi i¢in bir sitokinin mutlak
gerekli oldugunu, proliferasyon ve ¢ogaltma asamasinda 1.0 mg/l BA’nin ¢ok iyi sonug
verdigini rapor etmistir. Yaptigimiz caligmalarda elde ettigimiz sonuglarda, Tabachnick
ve Kester (1977)’in bildirdigi gibi, olgun tohumdan izole edilen zigotik embriyolarin
Ozellikle kiiltiir baslatilmas1 asamasinda, hormonsuz ortamda elde edilen veriler goz
onlinde bulundurularak, besi ortaminda bir sitokininin mutlak gerekli oldugunu ve
eksplantlarm proliferasyonu i¢in 1.0 mg 1" BAP’n en iyi sonucu verdigini tespit ettik.
Tabachnick ve Kester bu sonuglar1 %2 sakkaroz ile desteklenmis kompleks (KNOP ve
MS’in modifiye sekli) kiiltiir besi ortaminda alirken, calismalarda %3 sakkaroz ile
desteklenmis temel MS besi ortaminda benzer sonuglari elde ettik.

Tabachnick ve Kester (1977), ayni ¢alismada, 1.0 mg/l BA konsantrasyonunda
siirglin uzamasi inhibe olurken yan siirgiin gelisimini tesvik ettigini buna karsin BA

konsantrasyonunun 0.1 mg/1’ye diisiiriildiigiinde ise siirgiin uzamasinin baskin oldugunu ve
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daha az yan siirgiin olusumu oldugunu rapor etmistir. Yaptigimiz ¢calismalar Tabachnick
ve Kester’in bildirmis olduklar1i sonucglar ile paralellik gostermektedir. BAP orani
diisiiriildiigiinde yan siirgiin olusumunun inhibe oldugunu ancak arastirmacilarin bildirdigi
stirglin boyu uzamasinin baskin olmadigini tespit ettik. Ayrica, aragtirmacilarin bildirmis
oldugu siirglin uzamasinin test edilen kinetin konsantrasyonlarinda ve hormon i¢cermeyen
kiiltiir ortamlarinda oldugunu saptadik.

Zdruikouskaya ve Richter (1972), modifeye White besi ortamini kullanarak bir
badem embriyosundan sinirli sayida, oysa bu ¢alisma ile MS besi ortaminda, bir badem
embriyosundan ¢ok sayida bitki elde ettik.

Hisajima (1982) badem tohumlarini, 11 mg/l BA iceren MS besi ortaminda
yetistirmis ve olusan siirgiinleri ¢ogaltmak i¢in 0.2 mg/l BA+0.005 mg/l IBA iceren MS
besi ortaminin en iyi sonucu verdigini bildirmistir. Zhuan (1980), badem gibi sert
cekirdekli olan malta eriginin zigotik embriyolarini kullanarak 0.2 mg/l NAA+ 3.0 mg/l
BA iceren MS besi ortaminda %70 apikal siirgiin ve %40 oraninda yan siirgiin olustugunu
rapor etmistir.

In vitro kosullarda zigotik embriyolardan gelisen siirgiinlerin proliferasyonuna
sitokinin yaninda oksinin (NAA ve TAA) etkisi arastirildi Sonug¢ olarak siirgiinlerin
proliferasyonuna Hisajima (1982)’nin belirttiginin aksine, 1.0 mg I BAP’1n tek basina
kullaniminin siirgiin sayis1 bakimindan daha iyi sonu¢ verdigini, oysa besi ortamina oksin
ilave edildiginde olusan siirgiin sayisinda 6nemli bir azalma oldugunu tespit ettik. Bu
sonuglara gore siirgiin proliferasyonu i¢in BAP’1n tek basina kullaniminin daha ekonomik
ve etkili oldugunu saptadik.

Barghchi ve Alderson (1983) sert cekirdekli meyve grubuna giren Pistacia
vera nin fide eksplantlarindan ¢ok sayida siirgiin tiretimi i¢in BAP’1n kinetinli ortama gore
daha etkili oldugunu ve 4 mg/l BAP’1n siirgiin olusumu i¢in optimum oldugunu rapor
ederken Tricoli ve ark. (1985) da visnenin mikrogogaltilmasinda 1/1 MS’in ve BAP’1n en
iyl sonucu verdigini 0.75 mg/l BA bulunan besi ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin
uclarimin en iyi sonucu verdigini bildirmis, 1 mg/l BA’da ise tomurcuk ¢ogalmasi artarken
stirglin uzamasinin azaldigini rapor etmislerdir. Giirel ve Giilsen (1998b), Nonpareil ve
Texas badem c¢esitlerinin siirgiin ucu kiiltiirii ile ilgili yaptiklar1 ¢caligmada siirgiin gelisimi
icin hormon i¢cermeyen veya sadece diisiik diizeyde IBA igeren ortamlarin daha uygun
oldugunu, cogaltma asamasinda ise 0.1 mg/l IBA ile 1 mg/l BAP kombinasyonu siirgiin

verimi ve gelismesi bakimindan en iyi sonuglari verdigini bildirmislerdir. Ayni
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arastirmacilar gerek kiiltiiriin baglatilmasinda gerekse c¢ogaltma asamasinda siirgiin
olusumu i¢in BAP’1n mutlak gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Nonpareil badem c¢esidinin siirgiin ucu ve lateral tomurcuklarinin in vitro
cogaltilmas: i¢in yapilan kiiltiir baslatilmasi ve proliferasyon asamalarinda, bitki
rejenerasyonu 1 mg "' BAP iceren MS besi ortaminda elde edildi. Yaptigimiz ¢alismalarla
Giirel ve Giilsen’in rapor ettigi gibi kiiltiir baglatma ve proliferasyon asamalarinda BAP’1n
mutlak gerekli oldugu belirlendi.

Rugini ve Verma (1982, 1983), bademin Ferragnes kiiltiir varyetesinin tepe
tomurcuklarint 0.5 mg/l BA +0.1 mg/l IBA igeren kiiltiir baglatma besi ortaminda tek bir
stirgiin gelistigini bildirmiglerdir. Yapilan alt kiiltiirler ile siirgiinlerin 6 kat arttigin1 ve
proliferasyon ortaminda diistik sitokinin ve eser miktarda NAA bulunmasinin gerekli
oldugunu rapor etmislerdir.

Calismada, lateral tomurcuklarin kiiltiir baslatilmasi asamasinda, 1 mg 1" BAP
iceren MS besi ortaminda sadece tek bir silirgiin olusturdugunu ve yapilan alt kiiltiirlerle
slirglin sayisinin 2 - 2.5 katina ¢iktigini tespit ettik.

Maynard ve ark. (1991), visne siirglinlerinin alt kiiltiiriiniin 4-6 haftada bir
yapilmasi gerektigini, alt kiiltiir geciktiginde ise gelisen siirgiinlerin yapraklarinda sararma,
stirgiin ucu nekrozu ve besi ortamina fenolik bilesiklerin salindigini bildirmistir.

Visne gibi sert ¢ekirdekli bir meyve tiirii olan Nonpareil badem c¢esidinin siirgiin
ucu ve lateral tomurcuklarinin in vitro kiiltiir caligmalarinda, mutlak suretle 4 haftada bir
alt kiiltir yapilmas1 gerektigini, alt kiiltiir geciktiginde ise arastiricilarin belirttigi gibi
istenmeyen durumlarin meydana geldigini belirledik.

Hartmann ve ark. (1990), badem siirglinlerinin in vitro sartlarda
koklendirilmesinin olduk¢a zor oldugunu ve basarinin sinirli oldugunu rapor etmislerdir.
Tabachnick ve Kester (1977) bademin in vitro kdklendirilmesi ¢alismalarinda, IBA, NAA
ve oksin igermeyen Kkiiltiir besi ortamlarinda smirli sayida kok elde ettiklerini rapor
etmislerdir.

Kester ve Sartori (1966), badem X seftali hibridi klonlarinin kdklenmesinin kolay
oldugunu bildirmislerdir.

Nemeth (1979), 151kli ortamda badem X seftali hibridi siirgiinlerini koklenme
ortamina almiglar ve kiiltlirlin %71’inde, her siirgiinde 2 tane kok olmak tizere 1 mg/l

IBA’in en iyi sonucu verdigini rapor etmistir.
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Rugini ve verma (1982,1983), bademin Ferragnes kiiltiir varyetesinin siirglinlerini
koklenme amaci ile kiiltiire almiglar ve siirglinlerin %55’inin  kdklendigini rapor
etmislerdir.

Caboni ve Damiano (1994), iki farkli badem genotipinin ¢eliklerini in vitro
ortamda kiiltiire alarak karanligin ve oksinin (IAA, IBA) koklenmeye etkisini arastirmislar.
Sonugta celiklerin koklenmesinde IAA ve IBA’in etkisinin badem genotipine gore
degistigini rapor etmislerdir.

Ainsley ve ark. (2001), in vitro sartlarda Ne Plus Ultra ve Nonpareil badem
cesitlerinin siirglinlerini kdklendirmede en uygun oksin ¢esidi ve oranini tespit etmek igin
IBA ve NAA’i kullanmiglar. Her iki ¢esitte de en iyi koklenmenin 1.0 mM IBA igeren
%0.6 s1v1 agarda 12 saat muamele edildikten sonra 100.0 muM PG igeren oksinsiz besi
ortaminda 2 hafta bekletilmek suretiyle elde ettiklerini bildirmiglerdir. Ayrica tam giigteki
AP (Almehdi ve Parfitt,1986) besi ortamimin Nonpareil’de en iyi koklenme sonucunu
verdigini ve 15181 koklenmeye etkisinin olmadigini rapor etmislerdir.

Calismamizda, Nonpareil badem ¢esidinin in vitro sartlarda koklendirilme
calismalarinda TAA ve NAA’in farkli oranlar1 hem 1s1iklt hem de karanlik ortamda test
edilerek sonug almamadi. Ayrica IAA’in 8.0 - 10.0 - 12.0 mg 1" lik oranlarinin bulundugu
1/2 MS besi ortami kullanildi. Sonug olarak 8.0 mg I TAA ile desteklenmis 1/2 MS besi
ortaminda in vitro kosullarda kiiltiire alinan stirgiinlerin %50°sinde primer ve sekonder kok

olusumu saptandi.
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Resim 14. 1/1 MS besi ortaminin siirgiin proliferasyonuna etkisi.
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	1. GİRİŞ
	Tabiat, insanoğluna gereksinimlerini karşılamak üzere çeşitli bitkiler sunmuştur. İnsanoğlu zamanla doğanın sunduğu bu bitkilerden maksimum düzeyde yararlanmanın yollarını aramış ve başarılı olmuştur. Günümüzde, teknolojinin ilerlemesiyle bitkiler sadece temel besin kaynağı olarak değil, aynı zamanda eczacılık, kozmetik, giyim ve kağıt üretimi gibi sanayi alanlarında da kullanılmakta ve gittikçe ön plana çıkmaktadır.
	Dünyada canlı sayısındaki artış, beraberinde gereksinimlerin çeşitlenmesine ve artışına neden olmuştur. Bu nedenle insanoğlu, teknolojiden faydalanarak birim alandan daha fazla ürün almanın yollarını aramaya başlamıştır. Aynı zamanda, tüketilen temel besinin yanı sıra karbonhidrat, vitamin ve minerallerce zengin olan meyve yeme alışkanlığını kazanılmıştır. Ayrıca meyve tüketiminin dengeli beslenmedeki öneminden dolayı, çeşitçe zengin ve daha kaliteli meyveler üretebilme çabası içerisinde meyve bahçeleri kurmak amacıyla, yeni yöntemlere başvurulmuştur.
	Ülkemiz, dört mevsimin yaşandığı her türlü meyve ve sebze yetiştirmeye uygun topraklara sahip olması açısından şanslıdır. Modern teknolojiyi yaşadığımız bu dönemde, standart, kaliteli, verimli meyve üretebilmek ve üretilen ürün ile hem kendi talebimizi karşılamak, hem de dış piyasaya arz edebilmek, ülke ekonomisine büyük katkı sağlayacağı gibi, yetiştiricinin de refaha çıkmasını mümkün kılacaktır. Bölgemizin iklim ve toprak özelliği badem yetiştiriciliğine çok uygundur. Yerli çeşitlerin yanı sıra dışarıdan getirilen kültür çeşitleri de kolayca adapte olmuşlardır. Geçci ve verim kalitesi yüksek olan badem ağaçları ile kurulacak bahçeler bölge halkına gelir kaynağı olabileceği gibi, dünya badem yetiştiriciliğinde bulunmamız gereken yerlerde olmamızı sağlayacaktır. 
	2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR
	Bitki doku kültürü tekniğinin gelişmesi ile, günümüzde hastalıklardan arındırılmış ve standart hızlı fide-fidan üretimi, yaygın bir şekilde yapılmaktadır. Geleneksel metotlarla çimlenmesi ve yetiştirilmesi güç olan meyve ağaçlarını, bitki doku kültürü tekniği ile kısa sürede ve kolay bir şekilde yetiştirmek mümkün olmuştur.
	Son 10-15 yıl içerisinde hızla gelişen ve çok fazla yararlar sağlayan “Biyoteknoloji” kısaca, biyolojik teknoloji veya teknolojinin biyolojiye uygulanması olarak tanımlanabilir.
	2.1. Bitki Biyoteknolojisinin Tarihsel Gelişimi:
	Bitki biyoteknolojisinin temelleri, 1838 yılında Schwann ve Schleiden’in totipotens teorisi ile atılmıştır. Bu teoriye göre, hücrelerin otonom üniteler oldukları ve tek bir hücreden itibaren tam teşekküllü bir canlı gelişebileceği iddia ediliyordu. Bu totipotens 
	teorisine göre bütün hücreler, tüm canlıyı oluşturma özelliklerini, çekirdeklerindeki genetik cephaneliklerinde muhafaza etmektedirler.
	1902 yılında Alman bilim adamı Haberland, bitki dokularını suni besi ortamlarında yetiştirmeyi denemiş ancak bu deneme başarısızlıkla sonuçlanmıştır. Ancak bitki doku kültürleri anlayışı ortaya çıkmıştır.
	1921 yılında Molliard, bitki embriyolarını suni besi ortamlarında sınırlı ölçüde geliştirmeyi başarmıştır.
	1925 yılında Laibach, Linum türleri arasındaki melezlemelerden elde edilen embriyoları, suni besi ortamlarında yetiştirmeyi ve bunlardan melez bitkiler elde etmeyi başarmıştır.
	1934 yılında White, şeker, inorganik tuz ve bira mayası bulunan besi ortamında kültüre aldığı domates kök uçlarının aktif bir şekilde geliştiğini saptamıştır.
	1939 yılında Nobecourt, sürekli büyüme gösteren organize olmamış doku (kallus) kültürlerini elde etmeyi başarmıştır.
	1946 yılında Ball, ilk defa sürgün uçlarının in vitro kültüründen tam teşekküllü lüpen (Lupunus) ve latin çiçeği (Tropaeolum) bitkilerinin rejenerasyonunu gerçekleştirmiştir.
	1952 yılında Morel ve Martin, meristem kültürü yoluyla ilk olarak, virüsten arındırılmış Dahlia bitkilerini elde etmişlerdir.
	1953 yılında Tulecke, japon eriği (Ginko biloba) bitkisinin polenlerini suni besi ortamında kültüre alarak ilk defa haploid kallus elde etmeyi başarmıştır.
	1954 yılında Muir ve ark., ilk defa suni besi ortamında tek hücreden tam teşekküllü bir bitki elde etmeyi başarmışlardır.
	1955 yılında Miller ve ark., hücre bölünmesini teşvik eden bir hormon olan kinetini keşfetmişlerdir.
	1957 yılında Skoog ve Miller, bitkilerde organ oluşumunun sitokinin/oksin oranına bağlı olduğunu saptamışlardır.
	1958 yılında Reiner ve Stewart, havuç kallus ve hücre kültürlerinde somatik embriyoların oluşumunu saptamışlardır.
	1959 yılında bitki doku kültürleri ile ilgili ilk bilimsel eser Gautheret tarafından yayınlanmıştır.
	1962 yılında Murashige ve Skoog, günümüzde de en fazla kullanılan besi ortamı olan suni besi ortamını geliştirmişlerdir.
	1964 yılında Guha ve Maheshwari, Datura bitkisinden, anter kültürü ile ilk haploid bitkileri elde etmişlerdir.
	1969 yılında Erikson ve Jonassen, Hapopappus gracilis bitkisinin süspansiyon kültürlerinden ilk defa başarılı bir şekilde protoplast izolasyonunu gerçekleştirmişlerdir.
	1971 yılında Tabeke ve ark., ilk defa bitki protoplastlarından, bitki rejenerasyonunu gerçekleştirmişler.
	1972 yılında Carlson ve ark., farklı tütün türlerinin protoplastlarını birleştirerek ilk somatik melezlemeyi gerçekleştirmişlerdir.
	1977 yılında Chilton ve ark., Agrobacterium tumefaciens bakterisinden Ti- plazmid DNA’sını bitkilere aktarmayı başarmışlar.
	1978 yılında Melchers ve ark., domates ve patetes bitkilerinin protoplastlarını birleştirerek, ilk defa cinsler arası somatik melezleri elde etmişlerdir.
	1982 yılında Zimmermann, ilk defa elektrik şokundan yararlanarak, protoplast füzyonunu gerçekleştirmiştir (Hatipoğlu, 1997).
	2.2. Bitki Biyoteknolojisinde Kullanılan Yöntemler
	Rosaceae familyasının bir üyesi olan bademin (Amygdalus communis cv. Nonpareil) anavatanı orta ve batı Asya’dır. Buradan Çin, Hindistan, İran, Suriye ve Akdeniz ülkelerine yayılmıştır. Özellikle Ege, Akdeniz ve Anadolu bu bitkinin gen merkezleridir.
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	AMAÇ
	 Bademin anavatanı Anadolu olmasına rağmen, ülkemiz bu meyve türünün dış satımında önemli bir yere sahip olmamıştır. Günümüze kadar bademin tohumla generatif üretiminden, standart ürün almak mümkün olmamıştır. Son yıllarda yurt dışından getirilen Texas, Drake ve Nonpareil gibi standart çeşitlerle kurulan bahçeler sınırlı kalmış ve aynı bahçelerden alınan badem çeşitlerinden dahi, bir örnek meyve elde edilememiştir.
	Çalışmada, bölgemizde yetiştiriciliğinin yapılması uygun olan Nonpareil badem çeşidinin olgun tohum ve yaşlı dokularını kullanarak mikroçoğaltma tekniklerini araştırdık. Günümüzde kullanılan geleneksel çoğaltma yöntemlerinin aksine, kısa süre içinde çok sayıda, standart çeşitlerin seri bir şekilde üretilmesini amaçladık.
	Bu çalışmadaki amacımız, yurdumuzun ekonomisine yüksek katkı sağlayacak olan Nonpareil badem çeşidinin, mevsime bağlı kalmaksızın biyoteknolojik yöntemler ile, bölgemizin iklim şartlarına adaptasyonunu temin etmek ve hızlı  fidan üretimini mümkün kılmaktır.
	ÖZET
	SUMMARY
	In this study, methods were developed for organogenesis of almond, “Amygdalus communis L. cv. Nonpareil” using tissues of zygotic embryos isolated from mature seeds and lateral, apical buds of mature trees. 
	Effective surface sterilization methods were achieved for the production of sterile explants from zygotic embryo and mature lateral, apical and flowers buds of Amygdalus communis Lcv. Nonpareil. 
	The factors for controlling rapid production of plantlets,  the culture initiation, proliferation, rooting and acclimatisation of plantlets derived from seedlings and mature trees were investigated. The results obtained are described below.
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