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OZET

GF-677 HIBRIT (Prunus amygdalus x P. persica) MEYVE ANACININ
IN VITRO KOSULLARDA KLONAL COGALTIMI UZERINE
ARASTIRMALAR

KABAKCI, Bahar

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Aynur GUREL
Ocak 2013, 63 sayfa

Bu tezde, GF-677 hibrit (Prunus amygdalus x P. persica) meyve anacina ait
slirgiin ucu, koltukalt1 tomurcuk ve nod eksplantlarinin in vitro kosullarda biiyiime

parametreleri farkli besin ortamlarinda incelenmistir.

Oncelikle baslangic besin ortaminda kiiltiire alinan tiim eksplantlarda,
onemli bir kontaminasyon sorunu yaganmamustir. Siirgiin ucu eksplantlarinda hig
kontaminasyon goriilmezken, nod ve koltukaltt tomurcuk eksplantlarinda ise
kontaminasyon yiizdeleri 9%2.2 olarak belirlenmistir. Daha sonra siirgiin ucu,
koltukalt1 tomurcuk ve nod eksplantlari, gelisme gdstermeleri ve siirgiin vermeleri
icin 5 farkli Murashige ve Skoog (1962) (MS) besin ortamina aktarilmiglardir.
Eksplant tipleri bakimindan en diisiik vitrifikasyon yiizdesi ve en yliksek ¢ogalma
katsayis1 nod eksplantlarindan saglanmistir. En diislik vitrifikasyon yiizdesi 3.
altkiiltirde 1 mg/L Benzil Amino Piirin (BAP) + 0.1 g/L aktif karbon igeren 1
no’lu ortam (%5.2) ile 1 mg/L BAP + 0.05 g/L phloroglucinol igeren 2 no’lu
ortamdan (%7.4) elde edilmistir. Cogalma katsayisi (5.5) bakimindan en iyi sonug
ise 3. altkiiltiirde 1 mg/LL BAP + 0.05 g/L phloroglucinol i¢eren 2 no’lu ortamdan

alimmustir.

Koklendirme ortamlarinda ise 9 farkli MS ortami kullanilmis ve canli
stirglin yiizdesi (%), koklenen siirgiin yiizdesi (%), ortalama bitkicik boyu (cm),
bitkicik bagina ortalama kok sayisi (adet) gibi parametreler incelenmistir. Canli
siirgiin yilizdesi bakimindan en iyi sonuglar, 0.5 mg/L Indol Biitirik Asid (IBA) +
0.05 g/L phloroglucinol (7 no’lu ortam) (%86.6) ve 1 mg/L IBA + 0.05 g/L
phloroglucinol igeren (8 no’lu ortam) (%84.4) MS besin ortamlarindan elde
edilmistir. Koklenen siirgiin yiizdesi bakimindan en yiiksek degerler, 0.5 mg/L



vi

IBA + 0.05 g/L phloroglucinol bulunan (7 no’lu ortam) (%86.6) ve 1 mg/L IBA +
0.05 g/L phloroglucinol igeren (8 no’lu ortam) (%84.4) MS besin ortamlarinda
belirlenmistir. En uzun boylu bitkicikler, 1 mg/L IBA + 0.05 g/L phloroglucinol
iceren ortamdan (8 no’lu ortam) (5.8 cm); bitkicik bagina diisen ortalama kok
sayisina (adet) bakildiginda ise en iyi sonuglar, 1 mg/L IBA + 0.05 gr/L
phloroglucinol bulunan (8 no’lu ortam) (10.3 adet) MS besin ortamindan
saglanmigtir. Tim kiiltiirler, floresan 1s181nda 4000 lux aydinlatma altinda, 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 25 + 2°C sicaklikta muhafaza
edilmislerdir.

Aklimatizasyon asamasinda 290 adet bitkiden 170 adeti (%58.62) basarili
bir sekilde dis kosullara alistirilmiglardir.

Anahtar Sozciikler: GF-677, Prunus amygdalus x P. persica, in vitro,

klonal ¢ogaltim, vitrifikasyon, siirgiin olusumu, koklenme.



vii
ABSTRACT

RESEARCHES ON CLONAL PROPAGATION OF GF-677 HYBRID
(Prunus amygdalus x P. persica) FRUIT ROOTSTOCK IN VITRO
CONDITIONS

KABAKCI, Bahar

M.Sc. Thesis in Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL
January 2013, 63 pages

In this thesis, in vitro growth parameters of shoot tips, axillary buds and
node explants of GF-677 hybrid (Prunus amygdalus x P. persica) rootstock were

investigated in different culture media.

Firstly, no serious contamination problem occurred in any explants cultured
in initial media. While no contamination was observed on shoot-tip explants, the
contamination rates on node and axillary buds were determined as 2.2 %. Then the shoot
tips, axillary buds and node explants were transferred to five different Murashige
and Skoog (1962) (MS) media in order for them to develop and forming shoot. In
regard to explant types, the lowest rate of vitrification and the highest propagation
rate was obtained from the node explants. The lowest rate of vitrification was
obtained in the third subculture from Medium 1 (5.2%) containing 1 mg/L of
Benzyl Amino Purine (BAP) + 0.1 g/L of active carbon and from Medium 2
(7.4%) containing 1 mg/L of BAP + 0.05 g/L phloroglucinol. The best result for
propagation rate (5.5) was obtained from the Medium 2 containing 1 mg/L BAP +
0.05 g/L of phloroglucinol in the third subculture.

Nine different MS media were used as rooting medium and such parameters
as rate of living shoots (%), rate of rooting shoots (%), average plantlets length
(cm), number of roots per plantlet (number) were examined. The best results in
terms of rate of living shoots were obtained from MS media which were
containing 0.5 mg/L of Indole Butyric Acid (IBA) + 0.05 g/L phloroglucinol
(Medium 7) (86.6%) and 1 mg/L of IBA + 0.05 g/L of phloroglucinol (Medium 8)

(84.4%). The highest values in terms of rate of rooting shoots were obtained from
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the MS media which were containing 0.5 mg/LL of IBA + 0.05 g/L of
phloroglucinol (Medium 7) (86.6) and 1 mg/L of IBA + 0.05 g/L of
phloroglucinol (Medium 8) (84.4%). The tallest plants were in the Medium 8
containing 1 mg/L of IBA + 0.05 g/L of phloroglucinol (5.8 cm). The best results
in terms of number of roots per plant were obtained from the MS medium that
was containing 1 mg/L of IBA + 0.05 g/L of phloroglucinol (Medium 8) (10.3
roots/plant). All cultures were kept at 25 + 2°C with photo periods of 16 hour light

and 8 hours with illumination by means of fluorescent light of 4000 luxes.

During the acclimatization period, 170 of 290 plants (58.62%) were

successfully acclimated to external conditions.

Keywords: GF-677, Prunus amygdalus x P. persica, in vitro, clonal

propagation, vitrification, shoot formation, rooting.
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1. GIRIS

Diinya seftali (Prunus persica) tiretim miktart 2010 yilinda 20.274.287 ton
olarak gergeklesmistir (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2010a). Tiirkiye’de ise bu deger, 2010 yilinda 534.903 ton olarak belirlenmistir.
Tiirkiye, Diinya’da 6. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1).

Diinya badem (Prunus amygdalus) iiretim miktar1 ise, 2010 yilinda
2.514.022 ton olarak saptanmistir (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2010b). Tiirkiye’de ise bu deger, 2010 yilinda 55.398 tondur ve
Tiirkiye, bu tiir agisindan Diinya’da 8. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.1. Ulkeler bazinda seftali iiretimi (2010)*.

ULKELER URETIM (ton)
Cin 10.718.048
Italya 1.590.660
Ispanya 1.134.750
ABD 1.044.440
Yunanistan 639.400
Tiirkiye 534.903
Iran 500.000
Sili 357.000
Fransa 324.401
Arjantin 318.000

* http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx (Erisim Tarihi 21.06.2012)

Cizelge 1.2. Ulkeler bazinda badem iiretimi (2010)*.

ULKELER URETIM (ton)
ABD 1.413.800
Ispanya 221.000
Iran 158.050
Fas 102.170
Italya 85.500
Suriye 73.100
Tunus 63.000
Tiirkiye 55.398
Cezayir 44.300
Cin 37.900

* http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx (Erisim Tarihi 21.06.2012)




Meyve tiirlerinin yetistiriciliginde anag¢ kullanimi zorunludur (Arici, 2008).
Ulkemizde iiretilen badem fidanlar1 ¢dgiir anaclarina asili olarak iiretilmektedir.
Oysa, ¢0giir anaclarina gore ¢ok iistiin 6zelliklere sahip klon anaglar birgok tilkede
kullanilmaktadir. Ulkemizde kullanmimi heniiz yayginlasmamis olan bu anaglarin
kolay koklenme, kuvvetli gelisme, hastaliklara dayaniklilik gibi bazi iistiin
ozellikleri vardir. Bu bakimdan klonal anaglar, ¢ogiir anaclara gére daha biiyiik

avantajlara sahiptirler (Demirkok, 2006).

Meyveciligin temel unsurlarindan olan ana¢ se¢imi, tiim diinyada
gelismeleri dikkatle takip edilen 6nemli konulardan birini teskil etmektedir.
Ozellikle sik dikime yonelik toprak ve iklim kosullarma uygun anag¢ gelistirme
caligmalar1 yogun bir sekilde yiiriitiilmektedir. Ekonomik acidan iiriinii erken
almak ve birim alandan maksimum iriin elde etmek i¢in klonal anaglar
kullanilmahdir. Melezler c¢ok kuvvetli olup kok sistemleri topraga 1iyi
tutunmaktadir ve yogun yetistiricilik yapilan iilkelerde bu klon anaglar1 gittikce
yayginlagsmaktadir. Klonal ana¢ kullanimu ile, genotipin devamlilii saglanmakta

ve uniform populasyon olusturulmaktadir (Arici, 2008; Ozsu, 2003).

GF-677, Prunus persica (seftali) x Prunus amygdalus (badem) bir hibrit
anacidir. 677 ((Prunus persica) x (Prunus amygdalus)), diger adiyla (Peache
Amnedier), 1965 yilinda Fransa’da INRA-Grand Farad Arastirma Merkezi’nde
Bernhard tarafindan tiretilmistir (Tsipouridis and Thomidis, 2003; Garoosi et al.,
2010). Kalkerli topraklara karsi toleransli bir hibrittir. Doku kiiltiirii tekniklerinin
gelismesi ile Fransa’ da seftali icin baskin ve onemli bir meyve anaci haline
gelmistir (Sepahvand et al., 2012). GF-677’nin toprakta gelisimi iyidir, agir, orta
ve hafif topraklar i¢in uygundur. Kiregli topraklarin yani sira kurakliga toleransls,
demir klorozuna ve Phytopthora, kok kanseri hastaliklarina da dayaniklidir.
Yiiksek kalitede meyve olusumu saglayan kuvvetli bir anagtir. Doku kiiltiirii ve
as1 ile vegetatif olarak ¢ogaltilir. Diger meyve tiirleri gibi meyveye yatma sorunu
olmayip, agaclart hemen ikinci yilda meyve vermeye baslayan seftaliler i¢in kisa
stirede biiyiikk tacli agaglar olugturmasi bakimindan GF-677, bugiin diinyanin
birgok yerinde oldugu gibi Ege, Akdeniz, Marmara ve GAP bolgesi i¢in de uygun
bir anactir. Yeniden dikim icin Onerilebilir ve kuvvetli gelisim gdsteren giiglii bir
hibrittir. Bu hibrit anaci, ayn1 zamanda, erik, badem ve nektarin i¢in de asilamaya
uygunluk gostermektedir (Demirkok, 2006; Marino ve Ventura, 1997
Antonopoulou, 2005; Giir, 2011; Fitotechniki, 2012).



Sert kabuklu meyve tiirlerinin yetistiriciliginde, asilama, c¢eliklerin
koklendirilmesi, kok siirglinleri ve daldirma gibi cesitli vegetatif c¢ogaltim
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler, her zaman seri ve ekonomik bir
cogaltim i¢in yeterli olmamaktadir. Artik giiniimiizde yapilan ¢aligmalar meyve
tirlerinin Uretiminde alternatif bir yontem olarak doku kiiltiirii iizerinde
yogunlagmaya baslamistir. Bu amagla degisik tiirler i¢in, farkli doku kiiltiirti
yontemleri denenmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Kestane Arastirma
Grubu, 2010).

Olduk¢a kuvvetli olan GF-677, kok siirglinleri iiretmemekte ve seftali
pasina, tag tlimoriine, kdk-urlarina karst da direng gostermektedir. Fe eksikligine
kars1 da toleransli bir ana¢ olmasina ragmen, diigiik koklenme yiizdesi nedeni ile
celikle biiyiik 6l¢ekte ¢ogaltimlarinda sikinti yasanmaktadir. Klasik ¢ogaltmayla
kiyaslandiginda, mikrogogaltim yolu ile daha hizli ve daha yiliksek oranda
¢ogaltilabildiklerinden dolay1, bu anacin in vitro mikrogogaltimi, ticari iretimi
hedefleyen amaclarin gerceklestirilmesinde ¢ok Onem tagimaktadir (Marino ve
Ventura, 1997; Molassiotis et al., 2003; Younas et al., 2008).

Bu anacin eseyli ¢ogaltimi, uniform olmayan fidelerin iiretimini ve genetik
acilmalar1 sonuglamaktadir. Bu problemi 6nlemek {izere, eseysiz yontemler tercih
edilmektedir. Ancak, GF-677’nin eseysiz ¢ogaltimi zordur ve mikrogogaltimi
sirasinda  vitrifikasyon, rozetsi slirgiin olusumu, aklimatizasyondan sonra
bliyiimeyen ve dormant halde kalan kokli bitkicikler ve zayif koklenme gibi
sorunlarla karsilagilmaktadir. Ayrica zayif kdklenmenin yaninda, yapraklarin
genisleyen ve istenmeyen biiyiimesi de in vitro kiiltiir siiresi boyunca karsilagilan
baslica ana problemlerdir (Sepahvand et al., 2012).

Doku kiiltiirtinde goriilen vitrifikasyon (camsilagsma) nedenleri; osmozun
bozulmasi, besin ortaminda ¢ok fazla sitokininin olmasi, hiicre duvarinda lignin
eksikligi, yanlis agar kullanimi ve kiiltiiriin yaslanmasidir. C6ziim Onerileri ise;
sicakligr diisiirme, havalandirmayr ve agar miktarii arttirma, sitokinin
azaltilmasi, phloroglucinol ilavesi, agar tipini degistirme ve daha sik transfer

yapilmasidir (Senyay, 2008).

Ulkemizde GF-677 hibrit anacinin, {iretiminin arttirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle mikrogogaltim tekniklerinin klonal anag¢ iiretimi
acisindan 6nemi son derece biiyliktiir. Gerek mikrogogaltim teknikleriyle tiretimin

arttilmasi1 ve gerekse de yukarida sayilan gesitli olumsuzluklarin ¢6ziimlenmesi



amaciyla, calismamizda GF-677 hibrit meyve anacinin klonal ¢ogaltimi agisindan
uygun besin ortamlarmin ve kiiltiir kosullarinin saptanmasina c¢aligilmistir. Bu
calismadan olumlu sonuglar alinmasi durumunda, bu arastirmada kullanilan
yontemlerin iilkemizde bu materyalle yapilacak tretimlere 151k tutmasi

amaclanmstir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

2.1 Bitkisel Ozellikler

GF-677 hibrit anacim1 olusturan, Rosaceae familyasinin Prunus cinsinde
yerini alan Prunus persica (seftali) ve Prunus amygdalus (badem) tiirlerinin
sistematik siniflandirmalar Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2° de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Prunus persica’nin sistematik siniflandirmasi *.

Sistematikteki Yeri

Alem Plantea (Bitkiler)

Boliim Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Simf Magnoliopsida (Iki Cenekliler)
Takim Rosales

Familya Rosaceae (Giilgiller)

Cins Prunus

Alt cins Amygdalus

Tiir Prunus persica

* http://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eeftali (Erisim Tarihi: 13.06.2012)

Cizelge 2.2 Prunus amygdalus’un sistematik siniflandirmasi *.

Sistematikteki Yeri

Alem Plantae (Bitkiler)

Boliim Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Simif Magnoliopsida (Iki Cenekliler)
Takim Rosales

Familya Rosaceae (Giilgiller)

Alt Familya Prunoideae

Cins Prunus

Alt Cins Amygdalus

Tiir Prunus amygdalus

* http://tr.wikipedia.org/wiki/Badem (Erisim Tarihi: 13.06.2012)




GF-677’nin genel ozellikleri (Demirkok, 2006):
Badem x seftali melez anacidir.

Fransa orijinlidir.

Vegetatif yolla ¢cogaltilir (Doku kiiltiirii ve as1 ile).
Erik, badem, nektarin ve seftaliler i¢in agilamaya uygundur.
Patojensiz bitkilerdir.

Arazi kosullarinda bir 6rnek biiyiime saglar.

Yeniden dikim i¢in Onerilir.

Kuvvetli gelisim gosteren giiglii agaclardir.

Toprakta gelisimi iyidir.

Kurakliga toleranst yiiksektir.

Yiiksek verim saglar.

Agir, orta ve hafif topraklar i¢in uygundur.

2.2 GF-677 Uzerine Yapilan Cahsmalar

Emeraude (erkenci) ve Zephyr (gegci), GF 305 (seftali meyve anaci), GF-
677 ve Cadaman® Avimag (hibrit meyve anaglari) iizerine asilanmislardir ve
boliinmiis parseller deneme desenine gore dikilmislerdir. Meyve verimi ve
vejetatif biiyiime yillik olarak incelenmistir. Vejetatif biiyiime hibrit anaglarda
seftali anaclarindan daha iyi bulunmustur. En yiiksek meyve iiretimi Cadaman’da
saptanmistir. Meyve anaglari ile ilgili verim farklili§inda, meyve anaci x cesit

interaksiyonu, Emeraude’de daha iyidir (Bussi et al., 2002).

Yapilan bir bagka calismada GF-677 hibritinin tuzluluk stresine karsi
verdigi yanit degerlendirilmistir. Bu deneme 3 tekerriirlii olarak, tamamen rastgele
kurulmus deneme ¢ergevesinde ve 0, 15, 30, 45, 60 ve 75 mmol/L igeren NaCl’nin
6 konsantrasyonu ele alinmistir. Bu ¢alismada, koklerde ve siirgiinlerde CI-, Na",
K" birikiminde tuzlulugun etkisi ve ayrica bitki boyu, yaprak alani, iist ve alt
govde capi, internod sayisi, klorofil icerigi, kok yas ve kuru agirliklari, koklerin
ve siirgiinlerin K'/Na" oran1 gibi bitki biiyiimesine ait &zellikler
degerlendirilmistir. GF-677 meyve anacinda, tuzluluk siirgiinlerde Na" ve CI-

birikimine neden olmustur. Tiim bitkinin K'/Na" oran1 sadece 75 mmol/L NaCl



konsantrasyonunda onemli Ol¢lide azalmistir. GF-677 meyve anaci, 60 mmol/L
NaCl konsantrasyonuna kadar tuzluluga tolerans gostermistir. Bu calismanin
sonucunda, GF-677'nin yiiksek tuzluluk konsantrasyonlarina karsi daha az
duyarliliga sahip oldugu belirlenmistir. Klorofil igerigi ile kok yas ve kuru
agirliklar1 sadece 75 mmol/L NaCl’nin altindaki uygulamalarda azalmistir ve
internod sayilari, gdvde uzunlugu ve siirgiinlerin yas ve kuru agirliklart énemli

Olciide olmamakla beraber %5 ihtimalde azalmistir (Najafian et al., 2008).

2.3 GF-677’deki Doku Kiiltiirii Calismalar

Bilimsel yayinlarda GF-677 (Prunus amygdalus x P. persica) ile ilgili doku
kiiltiiri ve mikrogogaltim konularinda yeterli sayida ¢aligmalar bulunmaktadir.

(Calismalar cogunlukla kdklenme ve mikrogogaltim {izerine gergeklesmistir.

GF-677 seftali meyve anacinm in vitro slirgiin ¢ogaltiminda farkli BA
konsantrasyonlu (0.3, 0.6, 0.9 mg/l) Murashige & Skoog (1962) ve Anderson
(1984) ortamlarmin etkileri incelenmistir. MS ortaminda siirglin ¢ogalmasi,
uzamasi ve bilyilimesi en iyi iken, AND ortamindaki siirgiinler, klorotik, kii¢iik ve
cams1 bulunmuslardir. 0.6 mg/l konsantrasyonu, 2 cm uzunlugundan daha boylu
siirglinler iiretmistir. BAP’in daha yiiksek seviyesi (0.9 mg/l) ise kallus
olusumunu ve siirgiin apikal nekrozunu tesvik etmistir. En iyi kok sistemi, 3 mg/I
IBA (indolbutirik asid) ekli 2 MS ortaminda geligmistir. IBA’nin daha yiiksek
seviyesi (4.0 mg/l) kallus olusumunu tesvik etmistir ve normal kok gelisimini
inhibe etmistir (Ahmad et al., 2003).

GF-677 seftali meyve anacinin in vitro koklenmesi igin, 3 oksin tipi (IAA,
IBA, NAA) 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/l konsantrasyonlarinda denenmistir. Kok
sayilart ve uzunluklari, oksin tipleri ve konsantrasyonlar1 tarafindan Onemli
derecede (p<0.05) etkilenmistir. En uygun konsantrasyon, her bir oksin i¢in farkl
bulunmustur. En yiiksek kok sayis1 (5 adet) ve 1.5 cm uzunlugundan biiyiik kokler
(4 cm) kallus arafazi olmadan 0.4 mg/l IBA igeren ortamda elde edilmistir.
Bununla birlikte, NAA ve IAA kok biliylimesini olumsuz etkilemistir. Kallus
olusumu NAA tarafindan giiclii bir sekilde uyarilmistir. Bu nedenlerden dolayz,
GF-677 seftali meyve anacinin in vitro koklenmesi igin IBA tercih edilebilir bir
oksin olarak belirlenmistir. Iyi koklenmis bitkicikler seraya basarili bir sekilde
aktarilmistir ve %80 hayatta kalabilme orani ile biiylimiiglerdir (Ahmad et al.,
2004).



Iki karbon kaynagi olan sorbitol ve siikrozun, GF-677 seftali meyve
anacinin in vitro siirgiin ¢ogaltilmasinda ve kdklenmedeki etkileri 15, 30, 45 ve 60
g/l konsantrasyonlar1 ele alinarak karsilagtirnlmigtir. Eksplant basma diisen
stirgiinlerin en yliksek sayisi, kullanilabilir siirglinler ve en yiliksek canli agirliga
sahip olan siirgiinler 30 g/l sorbitolde elde edilmistir. GF-677, in vitro siirgiin
cogaltimi i¢in siikrozun etkili belirgin katkist goriilmemistir. Benzer sekilde, en
iyi kok gelisimi koklenme yiizdesi, koklenmis eksplant bagina diisen kok sayisi ve
1.5 cm uzunlugundan biiyiik kokler 30 g/l sorbitol kullaniminda elde edilmistir.
Sorbitol bundan dolayi, GF-677 seftali meyve anacinin in Vvitro siirgiin
cogaltiminin ve koklenmesinin geligimi igin, siikrozdan daha iyi bir karbon

kaynagi olarak belirlenmistir (Ahmad et al., 2007).

GF-677 seftali meyve anacinin kimyasal bilesiminde ve in vitro
koklenmesinde, karanligin (D) ve radyasyon oOzelliginin (350 — 740 nm) etkisi
calisilmigtir. Stirglin eksplantlari, 4 hafta i¢in floresan lambalar kullanilarak serin
beyaz (kontrol) (W), kirmiz1 (R), mavi (B), yesil (G) ya da sar1 (Y) radyasyona
maruz birakilmiglardir. Eksplantlarin  bazilari, koklenme donemi siiresince
karanlikta tutulmustur ve digerleri sadece ilk 2 veya 4 giin i¢in R, B, G, Y veya D
altinda muhafaza edilmistir ve daha sonra W altina transfer edilmislerdir. W, GF-
677 eksplantlarinin ek kok olusumlar icin en etkili radyasyon kaynagi olarak
belirlenmistir. Stirekli D altinda kalan bitkilerde, kokler inhibe edilmistir ve tim
uygulamalarda R, kdk biiyiimesini azaltmistir. 2 veya 4 giin D’ ye, Y veya B’ ye
maruz kalip W altima alinanlar benzer sekilde W’ nin yaptig1 gibi, ek kok
gelisimine yardim etmislerdir. G, 6nemli 6l¢iide koklerdeki Fe konsantrasyonunu

arttirmigtir (Antonopoulou et al., 2004).

Antonopoulou ve ark. (2007) arastirmalarinda, GF-677 meyve anacinin in
vitro koklenmesinde Fe-EDDHA’nin (%6 Fe) demir tuzlarinin selat formunun
etkisini calismayr amaglamislardir. MS temel ortaminin Fe-EDTA (%12 Fe)
demir tuzu, 3 konsantrasyonda: 93.5, 187.0 ve 280 mg/l (sirasiyla 5.6, 11.2 ve
16.8 mg/l Fe) uygulanan Fe-EDDHA ile degistirilmistir. Fe-EDDHA’nin her
uygulamasi i¢in, 4 konsantrasyonda eklenen (0, 0.1, 1.0 ve 10 mg/l) askorbik
asidin etkisi aragtinnlmigtir. Kiiltiiriin 4 hafta sonrasinda, 280 mg/l Fe-EDDHA
iceren ortamda biiyliyen eksplantlar en iyi koklenme sonucunu vermistir.
Askorbik asit konusunda, koklenmede net bir tesvik edici etki bulunamamigtir
(Antonopoulou et al., 2007).



Myrobolan 29-C, MaxMa 14, MaxMa 60, GF-677 ve GN anaglarinin siirgiin
uclart ve yan siirgiinleri kullanilarak doku kiiltiirii ¢ogaltma olanaklari
aragtirtlmigtir. Eksplantlar 1 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA, 1 mg/l BAP+0.2 mg/Il
NAA, 2 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA, 2 mg/l BAP+0.2 mg/l NAA, 1 mg/l
BAP+0.02 mg/l NAA+0,5 mg/l GAs, 1 mg /l BAP+0.2 NAA+0.5 mg/l GAs, 2
mg/l BAP+0.02 NAA+0.5 mg/l GAs, 2 mg/l BAP+0.2 mg/l NAA+0.5 mg/l GA;
hormonlarini igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Ortamlar arasinda
istatistiksel olarak bir fark gozlenmese de en fazla siirglin olusumu Myrobolan
icin MS+1 mg/l BAP+0.2 mg/l NAA, MaxMa 60 i¢in MS+2 mg/l BAP+0.02 mg/I
NAA, MaxMa 14 i¢in MS+2 mg/l BAP+0.2 mg/l NAA+0.5 mg/l GA;, GF-677
icin MS+1 mg/l BAP+0.02 mg/l NAA, GN i¢in MS+1 mg/l BAP+0.02 mg/Il
NAA+ 0.5 mg/l GAj igeren ortamlarda elde edilmistir (Arict, 2008).

AK-1, AK-2 ve GF-677 badem x seftali melez genotipleri ile Ferragnes
badem, Francoise seftali ve Ninfa kayist ¢esitlerine ait siirgin uglar
kullanilmistir. Alinan siirglin uglarinin canlilik, siirgiin olusturma ve asi tutma
oranlart incelenmistir. Arastirmada MS makro ve mikro besin elementleri,
vitaminleri ve Fe-NaEDTA kompozisyonu kullanilmistir. Siirgiin gelistirme ve
cogaltma asamasinda 1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l GA3 konsantrasyonlari
kullanilmistir. Calismada, canliik oran1  AK-1 genotipinde %50, AK-2
genotipinde %25, GF-677 genotipinde %37.5, Ferragnes %85, Francoise %],
Ninfa %1; kardeslenme sayisi AK-1 genotipinde 3 siirgiin/eksplant, GF-677
genotipinde 2 siirgiin/eksplant, AK-2 genotipinde 8 siirgiin/eksplant, Ferragnes de
3 slirgiin/eksplant; as1 tutma oranlart  AK-1 genotipinde %25.1, AK-2
genotipinde %34.4 ve GF-677 genotipinde %25.0 olarak bulunmustur (Celik,
2008).

In vitro mikro celiklerde Agrobacterium rhizogenes enfeksiyonu, bazi
meyve ¢esitlerinin koklenmesini gelistirmektedir. A. rhizogenes susu ile enfekte
edilen hormon ilaveli ve hormonsuz; 2 hibrit (Citation (erik x seftali), GF-677
(seftali x badem)) meyve anacinin, Pyrus pyraste, erik, elma ve badem
koklenmesi ile ilgili kargilastirilmali bir ¢calisma yapilmistir. 3 yanit alinmustir:
oksinsiz koklenen genotipler; sadece oksinle koklenen genotipler; sadece
enfeksiyondan sonra koklenen genotipler. Biitlin genotipler bakteriyal
enfeksiyondan sonra koklenme gostermislerdir. Ik grupta oksinler kdklenme
yiizdesini arttirmistir. Koklenme yiizdeleri oksin kombinasyonlar1 enfeksiyon ile
azalmaya egilimli iken, enfeksiyonlu ve enfeksiyonsuz hormonsuz ortamda ¢ok

onemli farklar bulunmamustir. ikinci grupta, hormonsuz ortamda enfeksiyon
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koklenmeyi arttirmistir; ek olarak armutlarda oksinler ve enfeksiyon arasinda
sinerjik bir etki olugmustur. 3. Grupta, sadece enfeksiyon koklenmeyi tesvik
etmistir. Enfeksiyondan elde edilen koklerden tesadiifi orneklerin molekiiler
analizleri yapilmistir. RoIB ve vir genlerinin dizi amplifikasyonu PCR kullanilarak
yapilmistir. Transgenik olmayan kokler ve transgenik olarak dogrulanan kokler
sirastyla %67 ve %6.8’dir. Geri kalan %26.2° sinde ise transgenik yap1
dogrulanamamistir. Bazi mikro c¢elikler, hem transforme hem de transforme

olmamis kokler gelistirmislerdir (Damiano and Monticelli, 1998).

Siirglin ucu yontemiyle in vitro klonal mikrogogaltim yapilan bir ¢aligmada
AK-1, AK-2 ve GF-677 badem x seftali melez genotiplerine ait siirgiin uglari
kullanilmigtir. Alinan siirgiin uglarinin canlilik, siirglin olusturma ve koklenme
oranlar1 incelenmistir. Arastirmada MS makro ve mikro besin eclementleri,
vitaminleri ve Fe-NaEDTA kompozisyonu kullanilmigtir. Siirgiin gelistirme ve
cogaltma asamasinda 0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l BAP ve 0.1 mg/l GA;
konsantrasyonlari, koklendirme asamasinda ise 0, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l IBA ve 0.1
mg/l GAj; konsantrasyonlar1 ile biliylime diizenleyici icermeyen kontrol MS
ortamlar1 kullanilmigtir. Calismada, canlilik oran1 AK-2 genotipinde %91.25, AK-
1 genotipinde %88.75 ve GF-677 genotipinde %85; kardeslenme sayis1 ise AK-1
genotipinde 2.43 siirglin/eksplant, GF-677 genotipinde 0.88 siirgiin/eksplant ve
AK-2 genotipinde 0.5 siirgiin/eksplant; koklenme oram1 AK-1 genotipinde
%24.06, GF-677 genotipinde %22.25, AK-2 genotipinde %6.19; mikrosiirgiin
basina diisen kok sayisi AK-1 genotipinde 2.78 kok/mikrosiirgiiny, GF-677
genotipinde 1.95 kok/mikrosiirgiin ve AK-2 genotipinde 0.94 kok/mikrosiirgiin
olarak bulunmustur (Demirkok, 2006).

Antonopoulou ve ark. (2005) tarafindan GF-677 seftali x badem hibrit
klonun in vitro koklenmesinde, riboflavin (B2) vitaminin etkisi ¢aligilmistir.
Riboflavin 5 konsantrasyonda eklenmistir: 0 (kontrol), 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/l.
Kiiltiirde 4 hafta sonra, riboflavin, eksplantlarin koklenmesini tesvik etmemistir
ve koklenme, kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik bulunmustur.
Vitamin B2 nin en yiiksek 2 mg/l konsantrasyonunu igeren koklenme ortamindaki
strgilinlerin yiiksek bir yiizdesi, kloroz ve u¢ nekroz septomlari gostermistir
(Antonopoulou et al., 2005).

GF-677 hibrit meyve anacinin, GNH (Garoosi, Nezami ve Haddad)
ortaminda in vitro siirgiin ¢ogaltiminda bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkileri

incelenmistir. Bu c¢alismada, GF-677 meyve anacimin mikrogogaltimi igin
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uygulanabilir bir protokol saglama kapsaminda, GNH ortaminda bazi bitki
bliylime diizenleyicilerinin ¢ogaltimda ve kok indiiklenmesinde etkilerine
yogunlasilmigtir. Sonuglar, 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA konsantrasyonlarinin en
yiliksek normal koltukalti stirgiinleri {irettigini gostermistir. ZR (Zeatin ribozide)
ekli ortam sadece tek siirglinler liretmistir. En yiiksek koklenme orani (%40°a

kadar), 2 mg/l IBA igeren besin ortamindan elde edilmistir (Garoosi et al., 2010).

Yapilan bir ¢calismada GF-677 hibrit anacinin doku kiiltiirii teknikleri ile
¢ogaltiminin kolaylastirilmas1 amaglanmigtir. Arastirmada kullanilan eksplantlar
Nisan ayinda siirgiin uglarindan alinmigtir ve civa kloriir ile sterilize edilmistir.
Kiiltiir i¢cin en uygun ortam modifiye edilen Knop makroelementleridir. Bu
ortamda, ¢ogaltim icin en iyi sonucu 1 mg/l BA kullanim1 gostermistir; en yiiksek
koklenme orani, 7 giin karanlik periyot altinda 1.6 mg/l thiamine ve 0.3 mg/l
NAA igeren LS ortamima maruz birakilan eksplantlardan elde edilmistir.
Cogaltilmig bitkiler birikim igin Jiffy-7’ye transfer edilmistir ve sonra saksilara
aktarilmigtir (Kamali et al., 2001).

GF-677 hibrit seftali anacinin biiytimesinde ve koklenmesinde paclobutrazol
(N-dimetilaminosuksinamik asit) ve 2-naphtoxyacetic asidin (NAO) etkisi
incelenmistir. Paclobutrazolun ortam sterilizasyonundan once ve sonra ilave
edilmesiyle ortaya g¢ikan etkisinin yani sira, bu maddelerin bitki bagina diisen
ortalama kok sayisina, bitki basina diisen koklerin ortalama uzunluguna ve bitki
boyuna etkisi de degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, paclobutrazol ilaveli,
oksinsiz ortamlarda koklenen bitkilerin, bitki basina diisen en diisiik kok sayisina
sahip olduklarini gostermistir. Paclobutrazol, hem bitki boyunda, hem de koklerin
uzunlugunda 6nemli bir istatistiksel negatif etki gdstermistir. Sonug¢ olarak GF-
677 meyve anacinin koklenmesi i¢in 0.43 uM paclobutrazol + oksin kullanmak
yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Daha ytiksek konsantrasyonlar, 6zellikle bitki
boyunda topraga nakledildikten 14 giin sonra baskilamay1 etkilemistir (Ktizan et
al., 2000).

GF-677 hibrit meyve anacimin in Vitro koklenmesinde etilenin etkisi
incelenmistir. Tiip kapak tipleri (0rnegin; gaz degisimi icin pamuk tikag, hava
gecirmez kauguk baslik ve ethysorb banthi kauguk baglik) ve koklenme kiiltiir
ortamlari, GF-677 meyve anacinin koklenmesinde ve kiiltiir atmosferinin gaz
bilesiminde etkileri agisindan karsilastirilmiglardir. Tipiin igindeki etilen
birikimini hizlandiran kauguk kapak, gii¢lii sekilde kdklenme siiresini azaltmistir

ve bazi durumlarda son kdklenme ylizdesini pamuk tikaca gore yiikseltmistir.
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Ethysorb kiiltiire alinan mikro ¢eliklerdeki, 9 giin i¢cinde daha az koklenme
ylizdesi gosteren siirglinler tarafindan tiretilen etileni emmektedir. Aksine 14 giin
sonra iki uygulama arasinda, koklenmede onemli Ol¢lide fark bulunmamustir.
Karbondioksit konsantrasyonu biitlin uygulamalarda 5 giinden 9 giine kadar
benzer bulunmustur ve koklenme icin etkisiz gorlinmiistiir. Asetilsalisilik asidin
koklenmedeki etkisi belirsizdir. Kok sayisi ve uzunlugu cesitli uygulamalarla
onemli Ol¢lide etkilenmemistir. Bu sonuglar, hava gegirmez kapak kullaniminin
etilen birikimini hizlandirdigint ve GF-677 mikro ¢eliklerin koklenme siiresini
azaltabildigini ispatlamaktadir. Bununla birlikte, kdklenme periyodunun sonuna
dogru serbest gaz degisimi (9-14 giin arasi) yaprak sararmasini Onlemek igin
tavsiye edilebilecegi ifade edilmistir. Bitkiciklerde, ex vitro’ya transfer edildikten
sonra biilylime ve hayatta kalabilme bakimindan, uygulamalar ile arasinda 6nemli

Ol¢iide bir fark bulunmamistir (Marino and Ventura, 1997).

GF-677 meyve anacinin in vitro koklenmesinde organik (Fe-EDTA ve Fe-
EDDHA) ve inorganik (FeCls;) demir maddelerinin etkisi c¢alisilmigtir. Demir
yoklugunda veya FeCl; varliginda daha az koklenme goriilmiisken, tamamen
koklenme (%100) Fe-EDDHA ile beslenen eksplantlarda gdzlenmistir. Buna
karsilik, deney sonunda yiiksek demir igerigi ve son derece diislik klorofil icerigi
gosteren, Fe-EDTA ile beslenen eksplantlarda kok olusumu gozlenmemistir
(Molassiotis et al., 2003).

Calismada, Garnem, GF-677, Cadaman ve Myrobalan 29 klonunun siirgiin
ucu ile in vitro klonal ¢ogaltilmasi ve bu bitkilerin kok-ur nematodlarina (M.
incognita ve M. javanica) dayanikliliginin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla,
GAj’iin sabit 0.05 mg/l ve BAP’nin farkli konsantrasyonlarini (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0
mg/l) igeren MS ve modifiye MS (MST) ortamlar1 mikrogogaltimda
kullanilmigtir. IBA ve Fe-EDDHA kombinasyonlarini igeren MS ve MST
ortamlart siirglinlerin koklendirmesi amaciyla kullanilmigtir. En yiiksek yan
stirglin sayis1 Garnem, GF-677 ve Cadaman anaci1 i¢in 2.0 mg/l BAP iceren MST
ortamindan, Myrobalan 29 klonu i¢in 1.0 mg/l BAP igeren MS ortamindan elde
edilmistir. En iyi koklenme yiizdesi, 1.5 mg/l IBA iceren ortamda GF-677 i¢in
100 mg/l, Garnem i¢in 500 mg/l ve Cadaman anaci i¢in 500 mg/l Fe-EDDHA
ilavesiyle elde edilmistir (Ozbek, 2011).

Ozden’in (2007) yaptig1 ¢alismada, bademe anag olarak kullanilan GF-677
hibrit (P. amygdalus x P. persica) anacinin in Vitro rejenerasyon protokolii
olusturulmustur. Bogum eksplantlari farkli konsantrasyonlarda (0.5-2.0 mg/l) BA
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(benziladenin) iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortaminda kiiltiire
almmiglardir. 1 mg/l BA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinan bogum
eksplantlarinda yiiksek oranda siirgiin olusumu ve kardeslenme saglanmistir. In
vitro siirgiinlerin geng eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda TDZ (thidiazuron)
veya BA iceren MS ya da TDZ ve BA’nin NAA (naftalen asetik asid) ile farkli
konsantrasyonlardaki kombinasyonlarin1 igeren MS besin ortaminda kiiltiire
alimmiglardir. Yaprak eksplantlar1 {i¢ hafta karanlik periyottan sonra 16 saat
fotoperiyoda tabii tutulmuslardir. Ug haftalik karanhik uygulamasi siiresince
yaprak eksplantlarinin kesik yiizeylerinde kallus olusumlari baglamistir. Yaprak
eksplantlar ii¢ hafta araliklarla taze besin ortaminda altkiiltiire alinmiglardir. 1
mg/l BA iceren MS ortaminda kiiltiire alinan in vitro siirgiinlerin dip kisimlarinda
beyaz renkli yogun bir kallus olusumu baglamistir. Siirgiin diplerindeki kallus
dokularindan rejenere olan adventif siirgiinler boylariin uzatilmasi amaciyla 0.0,
0.1 veya 0.5 mg/l BA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Siirgiin
boyunun uzamasi i¢in en etkili kiiltiir ortaminin 0.5 mg/l BA, 30 g/l sukroz ve 5.5
g/l agar igeren MS besin ortami oldugu belirlenmistir. Boylar1 uzayan siirgiinler
koklendirilmek amactyla 0.05-2.0 mg/l IBA igeren 2 MS besin ortaminda kiiltiire
alinmiglardir. 1 mg/l IBA iceren 2 MS besin ortaminda %84.2 oraninda koklenme
elde edilirken, koklii bitkiciklerin %66.4’ii dis kosullara alistirilabilmistir (Ozden,
2007).

Yapilan c¢alismada, myo-inositol ve thiamine vitaminlerinin GF-677 mikro
cogaltiminda etkisi incelenmistir. GF-677° nin genigleyen ve istenilmeyen yaprak
biliytimesi, zayif koklenme ile birlikte in vitro kiiltiir boyunca karsilasilan ana
problemlerdir. Eksplantlarda ve siirgiin bliylimesi donemlerinde MS ortaminda 10
mg/l ve 100 mg/l myo-inositolun etkileri ¢alisilmistir. Thiamine ise LS ortaminda
0, 1.6, 2.8 ve 4 mg/l konsantrasyonlarinda koklenme doneminde kullanilmistir. Bu
deneme, tamamiyla tesadiifi 10 tekerriirli  kurulmustur. 10 mg/l
konsantrasyonundaki  myo-inositol, siirglinlerin  rozetlenmesinin  yaninda
istenmeyen yaprak genisligini de Onleyebilmistir. 1.6 mg/l thiamine
konsantrasyonu da siirgiinlerin koklenmesinde olduk¢a etkili olmustur
(Sepahvand et al., 2012).

Iki Prunus meyve anacinin (GF-677 ve Nemared) in vitro’ da kiiltiir
ortaminin artan KCI konsantrasyonlarina karsi tepkisi incelenmistir. Siirgiinler 8
hafta boyunca in vitro’ da 0, 5, 10, 15, 20, 40 ve 80 mM KCI ilaveli MS
ortaminda biyiitiilmiistiir. KCl konsantrasyonu 0’dan 40 mM arttirildiginda,

eksplant basina diisen siirgiin sayisi, her iki meyve anacinda da 6nemli Slgiide
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etkilenmemistir. Bununla birlikte, Nemared meyve anaci, ortamin ayri KCI
konsantrasyonlarinda GF-677’den daha fazla eksplant basina diisen siirgiin sayisi
olusturmustur. 80 mM KCl’nin ortama dahil edilmesi, her iki meyve anacinda
bliylimede azalmaya yol agmistir. Nemared meyve anacinin dokularindaki
sodyum, Fe, Mn ve Zn konsantrasyonu 6nemli 6l¢iide GF-677 nin degerlerinden

daha yiiksek ¢ikmistir (Sotiropoulos et al., 2006).

Murashige & Skoog (MS) ve Lepoivre (LP) iki kiiltlir ortaminin, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5 mg/l BAP ve 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 mg/l NAA ilaveli konsantrasyonlarinin,
GF-677 meyve anacinda yapraklardan siirgiin rejenerasyonuna etkisi
incelenmistir. %20.88 rejenere olmus siirgiin, 1.90 adet siirgiin sayisi, 2.28 cm
stirglin uzunlugu tireten MS ortaminin yanisira LP ortami, %29.85 rejenere olmus
stirgtin, 3.39 adet siirgiin sayis1 ve 3.43 cm siirglin uzunlugu iireten en 1yi ortam
olarak belirlenmistir. Bundan bagka, LP ortami daha uzun ve saglikli siirgiinler
iretmistir, oysa MS ortaminda biiylime engellenmis ve sar1 siirglinler
gozlenmistir. Ortam ve bitki biiyiime diizenleyicileri arasindaki interaksiyon
konusunda, en iyi etkilesim 2.0 mg/l BAP ve 0.75 mg/l NAA iceren LP ortaminda
%355 rejenere siirglin, 4.28 adet siirgiin sayist ve 4.25 cm siirgiin uzunlugu ile
bulunmustur. MS ortaminda ise sitokininlerin ve oksinlerin = ayni
kombinasyonlarinda % 40 rejenere siirgiinler, 3.20 adet siirgiin sayist ve 3.80 cm
stirglin uzunlugu goézlenmistir. Kéklenmede ise Fe-EDDHA ve Fe-EDTA nin 100,
200 ve 300 mg/l konsantrasyonlarinin etkisi degerlendirilmistir. 200 mg/l Fe-
EDDHA, %95 koklenme yiizdesi, 3.40 adet kok sayist ve 6.88 cm kdk uzunlugu
iireterek stiin selatlama ajan1 oldugunu ispat etmistir. Diger taraftan, 100 mg/1
Fe-EDTA yaklasik %40 koklenme yiizdesi, 1.83 adet kok sayis1 ve 2.57 cm kok
uzunluguna yol agmustir. Giiglii ve daha kiigiik kokler Fe-EDDHA ortaminda
goriiliirken, klorotik ve kiigiik kokler ise Fe-EDTA bulunan ortamda
gozlenmislerdir (Ul Hasan et al., 2010).

Calismada GAs’iin ekzojen uygulamasinin etkisi ve GF-677 rozetsi
bitkiciklerin siirgiin vermesinde hem yapraklarin, hem de petiollerin varlig
incelenmistir. GA3 12.5 ve 50 mg/l uygulama miktarlarinda rozetsi bitkiciklerin
sirglin vermesinde 6nemli Ol¢lide artiglara neden olmuslardir. Yapraksiz ve
petiolsuz rozetsi bitkicikler veya sadece 1 petiyollu olanlar; % yaprak, tiim petiyol
veya tiim petiyol ve yaprakli olanlarla kiyaslandiginda onemli Slgiide daha iyi
stirgiin vermiglerdir. Ek olarak, Mg + Zn + B (iz) ilaveli Murashige & Skoog
ortami bitkiciklerin canli agirligim1 ve su igerigini dnemli Olgiide arttirmistir
(Tsipouridis and Thomidis, 2003).
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Farkli karbon kaynaklarinin, GF-677 meyve anacinin in vitro siirgiin
cogaltim1 ve koklenme fiizerine olan etkileri incelenmistir. Sonuglar, GF-677
meyve anacinin kdklenme durumunda 20 g/l glukozun, 20 g/l sukroza gore daha
uygun bulundugunu, siirgiin ¢ogaltimi ve biiyimesi ile ilgili olarak, siikroz +
glukozun (her biri 15 g/I) en uygun karbon kaynagi kombinasyonu oldugunu

gostermistir (Younas et al., 2008).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

Toros Tarim A.S.’ye ait ana¢ materyal serasinda (Adana kosullarinda)
yetistirilen GF-677 seftali-badem hibrit anaci materyal olarak kullanilmistir.
Eksplant olarak taze siirgiinlere ait 1 cm uzunlugunda siirglin uglar1 (Sekil 3.1),
mikroskop altinda alinan koltukalt1 (aksiller) tomurcuklar (Sekil 3.2 (a),(b)) ve
nodlar (Sekil 3.3) kullanilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan GF-677 siirgiin uglari

(@ (b)

Sekil 3.2. (a) Mikroskop altinda alinan koltukalt: (aksiller) tomurcuk (b) Besin ortamina aktarilan
koltukalt1 tomurcuk
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan GF-677 nod eksplanti

3.2 Metod

Arastirmada, mikrogogaltim i¢in kullanilmak {izere GF-677 bitkilerine ait
siirglin uclari, mikroskop altinda alinan koltukalti (aksiller) tomurcuklar ve nodlar
in vitro kosullarda ¢ogaltilmaya calisilmistir. Tiim eksplantlar, degisik ortam
icerigine sahip MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortamlarinda kiiltiire
alinmiglardir. Besin ortamlarinin hazirlanmasi, bitki eksplantlarinin sterilizasyonu
ve eksplantlarin  kiiltiire  alinmasi, c¢ogaltilmasi,  koklendirilmesi  ve
aklimatizasyondan sonra dis kosullara aktarilmasi ile ilgili yontemler asagida

ayrintili bir sekilde sunulmustur.

3.2.1 Besin ortamlariin hazirlanmasi

Arastirmada Duchefa firmasinin hazir MS besin ortami kullanilmustir.
Vitaminler ve bitki biiylime diizenleyicileri stok halinde hazirlanmis ve besin
ortamina ilave edilmistir. Mineral maddeler, vitaminler, bitki biiylime
diizenleyicileri ve agar/gelrite iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin
ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. MS (1962) besin ortaminin igerdigi maddeler ve miktarlari.

Mikro Elementler MS Besin Ortamindaki Miktarlar (mg/L)
CoCl.6H,0 0.025
CuS0O,4.5H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
H;BO; 6.20
KI 0.83
MnSO,.H,0 16.90
Na,Mo0,4.2H,0 0.25
ZnS0,.7H,0 8.60
Makro Elementler
CaCl, 332.02
KH,PO, 170.00
KNO; 1900.00
MgSO, 180.54
NH;NO; 1650.00
Vitaminler
Glycine 2.00
Myo-Inositol 100.00
Nicotinic Acid 0.50
Pyridoxine HCI 0.50
Thiamine HCI 0.10

Siirglin olusumu, siirgiin gelisimi ve koklendirme ¢alismalart i¢in bitki
bliyiime diizenleyicilerin farkli kombinasyonlarin1 igeren MS ortamlari
denenmistir.

Aragtirmada kullanilan MS baslangi¢ ortamlarinin hazirlanmasi i¢gin Sigma
firmasimin hazir MS besin ortamindan 1 It i¢in gerekli miktar ve biiylime
diizenleyicileri alinarak behere aktarilmistir. Ortama 30 g/L siikroz ilave edilip,
hacim destile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Siikroz iyice eritildikten sonra
seyreltilmis NaOH (sodyum hidroksit) ve HCI (hidrojen kloriir) kullanilarak
ph=5.8"¢ ayarlanmistir. 7 g/L. agar ilave edildikten sonra siirekli karistirilarak
berraklasincaya kadar kaynatilan ortamlar, sicak olarak kapakli deney tiiplerine
10’ar ml olmak iizere dokiilmiistiir. Agizlar1 kapatilan tiipler, otoklavda 121° C’de
15 dakika sterilize edilmislerdir. Arastirmada kullanilan diger besin ortamlarinin

hazirlanmasi sirasinda da ayni islemler uygulanmustir.
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3.2.2 Bitki eksplantlarinin sterilizasyonu ve on islemler

GF-677 bitki 6rnekleri, materyal serasindan temin edilerek sterilizasyondan
once bazi 6n islemler yapilmistir. Bitkilerin yapraklari makasla kesilerek; nod,
koltukalt1 (aksiller) tomurcuk ve siirglin uglar1 hazirlanmistir. Sterilizasyon
uygulamalari icin, bitki eksplantlart beher i¢inde 5 mg/L fungusitli suda (Benlate)
yarim saat bekletilmis ve ardindan eksplantlar steril saf su 2 kez ile
durulanmuslardir. Bu islemin ardindan %70’lik etil alkolde 3 dakika tutulmuslardir
ve yine saf su ile 2 kez calkalanmiglardir. Son olarak %10’luk hypoklorit + 1-2
damla Tween-20 soliisyonu ile 5 dakika steril edildikten sonra saf su ile 3 kez

durulanmislardir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Bitki eksplantlarina uygulanan sterilizasyon yontemi.

Uygulama
Fungusit Uygulamasi 5 mg/L, 30 dakika
Etil Alkol Uygulamasi %70’lik, 3 dakika
Hypoklorit (+ 1-2 damla Tween-20) %10’luk, 5 dakika
Uygulamasi

3.2.3 Bitki eksplantlarinin baslangi¢ ortaminda kiiltiire alinmasi

Bitki eksplant1 olarak; siirgiin ucu, koltukalt1 (aksiller) tomurcuk ve nod
kullanilarak 3 tekerriirlii deneme baslatilmistir. Denemeler, her bir eksplant tipi
i¢in, her tekerriirde 15 eksplant olmak iizere 3 tekerriirlii kurulmustur. Bitki
eksplantlar1 baslangic ortami olarak 7 g/L agar igeren MS besin ortami
kullanilmigtir.  Sterilizasyon prosediirii uygulanan siirglin uglari, koltukalti
tomurcuklar ve nodlar, her bir tiipte bir eksplant bulunacak sekilde, baslangic
ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Siikroz, bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve

vitaminlerin icerikleri Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Eksplant girisinde kullanilan baglangic ortamu.

Ortam MS

0.1 mg/L GA; + 1 mg/L BAP +2

Bitki Bilyiime Diizenleyicileri mg/L Glycine + 0.02 mg/L NAA +
ve Vitaminler 1 mg/L MS Vitamin + 0.1 gr Myo-

inositol + 0.4 mg/L Thiamine-HCl

Siikroz 30 g/L

3.2.4 Siirgiin ucu, koltuklati tomurcuk ve nod eksplantlarinin
sirgiin gelisimi ortamlarinda siirgiinlerin elde edilmesi ve
cogaltilmasi

In vitro kosullarda baslangi¢c ortamina alinan ve altkiiltiirlemeleri yapilan
GF-677 bitki eksplantlarindan elde edilen tek nodlu siirgiin eksplantlari, baslangic
ortaminda ve 1. altkiiltiirde her bir tiipte 1 eksplant olacak sekilde, siirgiin gelisimi
ortamlar1 igeren tiiplere; 2., 3., ve 4. altkiiltiirde ise 8-9 bitkicik olacak sekilde,
stirgiin gelisimi ortamlar1 igeren disposable (tek kullanimlik, plastik kiiltiir kabr)
kaplara aktarilmislardir. Ik 3 altkiiltiirde siirgiin ¢ogalmasinda 3 farkli eksplant
tipi (slirgilin ucu, koltukalt: tomurcuk ve nod) ve 5 farkli MS ortami kullanilmis ve
bliylime parametreleri incelenmistir. Caligmaya 4. altkiiltiirden itibaren daha iyi
sonu¢ veren nod eksplantlariyla devam edilmistir. Vitrifikasyon i¢in ortam
denemeleri kurulmus ve ortam denemelerinde aktif karbon, phloroglucinol ve
agar/gelrite  kullanilmistir.  MS  besin ortamlarinin = siikroz, aktif karbon,
phloroglucinol, agar/gelrite ve bitki biiylime diizenleyicilerinin igerikleri Cizelge

3.4’te verilmistir. Cogaltma ortamlarinda 4 haftada bir altkiiltiirleme yapilmistir.
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Cizelge 3.4. Siirglin gelisimi ve ¢ogalmast igin kullanilan besin ortamlarmin

kompozisyonlari.
Ortam MS 1 MS 2 MS 3 MS 4 MS S
(Baslangic)
0.1 mg/L 0.1 mg/L 0.1 mg/L 0.1 mg/L 0.1 mg/L
GA;+ 1 GA;+ 1 GA; +1 GA; +1 GA; +1
Bitki Bilyiime mg/L BAP + | mg/L BAP + | mg/L BAP + | mg/L BAP + | mg/L BAP +
Diizenlevicileri 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L 2 mg/L
uzenieyietiert Glycine + Glycine + Glycine + Glycine + Glycine +
0.02 mg/L 0.02 mg/L 0.02 mg/L 0.02 mg/L 0.02 mg/L
NAA NAA NAA NAA NAA
0.1 gr/L 0.1 gr/L 0.1 gr/L 0.1 gr/L 0.1 gr/L
Myo-inositol | Myo-inositol

Myo-inositol | Myo-inositol

Myo-inositol
+ 1 mg/L + 1 mg/L + 1 mg/L

+ 1 mg/L + 1 mg/L
Vitaminler MS-vitamin | MS-vitamin | MS-vitamin | MS-vitamin | MS-vitamin
+04mg/L | +04mg/L | +04mg/L | +04mg/L | +0.4mglL
Thiamine- Thiamine- Thiamine- Thiamine- Thiamine-
HCI HCI HCI HCI HCI
Phloroglucinol - 0,05 g/L - - -
Aktif Karbon 0.1 g/L - - 0.1 g/L -
Siikroz 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L
Gelrite - - 2,7 g/L 2,7 g/L -
Agar 8 g/L 8 g/L - - 7g/L
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

3.2.5 Nod eksplantlarinin kok gelisimi ortamlarinda Kkiiltiire
alinmasi

Stirgiin ucu ve koltukalti tomurcuk eksplantlarina gore daha iyi gelisme
gosteren nod eksplantlari, cogaltma ortamlarinda 5 altkiiltiirleme tamamlandiktan
sonra, koklendirme ortamlarina alinmiglardir. K6k gelisimi i¢in 9 farkli besin
ortam kullanilmig ve bilylime parametreleri incelenmistir. Ortamlarda IBA’nin 0.5
mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L konsantrasyonlar1 ile aktif karbon ve phloroglucinol
denenmistir. Kok gelisimi i¢in kullanilan 9 farkli ortamin siikroz, aktif karbon,

phloroglucinol ve bitki biiylime diizenleyicilerinin igerikleri Cizelge 3.5’te
verilmistir.
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Cizelge 3.5. Kok gelisimi i¢in kullanilan besin ortamlarinin kompozisyonlari.

Ortam KMS1 [KMS2 |KMS3 KMS 4 KMS 5 KMS6 |[KMS7 KMS 8 KMS 9
n?.?L 1 mg/L 2mg/L || 0.5mg/L | 1 mg/L 2mg/L || 0.5mg/L | 1 mg/L 2 mg/L
Bitki Biiyiime IBAg+ 1 IBA+1 | IBA+1 | IBA+1 || BA+1 | IBA+1 | IBA+1 | IBA+1 | IBA+1
Diizenleyicileri mo/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Gi GA; GA; GA; GA; GA; GA; GA; GA;
3
R R
Myo- Mgo- 0.l1gr/L | 0.1gr/L | O.1gt/L | 0.1gr/L | 0.1gr/L | 0.1 gr/L || 0.1 gr/L
inositol inoZitol Myo- Myo- Myo- Myo- Myo- Myo- Myo-
+1 1 me/L inositol + || inositol + || inositol + | inositol + | inositol + || inositol + | inositol +
Vitaminl mg/L Thian%in 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
Haminler | rpiamin e-HCI + Thiamine | Thiamine || Thiamine || Thiamine | Thiamine | Thiamine | Thiamine
e-HCl + | me/L -HCl+1 | -HCI+1 | -HCl+1 | -HCl1+1 | -HCI+1 | -HCl+1 | -HCl+ 1
1 mg/L MgS mg/L MS | mg/L MS | mg/L MS | mg/L MS | mg/L MS | mg/L MS | mg/L MS
MS oo Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin
o Vitamin
Vitamin
Phloroglucinol | . - - - - - 0.05 gr/L | 0.05 gr/L | 0.05 gr/L
Aktif Karbon | . - - 0.1gr/L |01gr/L |0.1gr/L |- - -
Siikroz 30gr/L |30 gr/L | 30 gr/L 30 gr/lL 30 gr/L 30 gr/L 30 gr/lL 30 gr/lL 30 gr/L
Agar 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L 8 gr/L
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

3.2.6 Kiiltiir kosullar:

Tim kiiltiirler, floresan 151¢inda 4000 lux aydinlatma altinda, 16 saat

aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 25 + 2°C sicaklikta tutulmuslardir.
3.2.7 Aklimatizasyon ve dis kosullara aktarma

Koklendirme ortaminda, 4 hafta sonra koklenen bitkiciklerin dis ortama
adaptasyonunu saglamak amaciyla, disposable kapaklar1 kademeli olarak agilmis
ve daha sonra tamamen ¢ikarilmistir. Bitkiciklerde biiylime parametreleri
incelenmis ve kok sayimlar1 yapilmistir. Koklenen bitkicikler, agarli ortamlardan
cikarilmis ve kokleri besin ortamindan temizlenerek torfiperlit:kum (1:1:1)

karigimi igeren viollere aktarilmustir.
3.2.8 incelenen Ozellikler

Aragtirmada incelenen biiylime parametreleri siirgiin gelistirme asamasinda;
canlilik oran1 (%), camsilagmis (vitrifikasyonlu) eksplant sayis1 (adet) ve ylizdesi
(%), kallus olusturan eksplant sayis1 (adet) ve yiizdesi (%), ¢ogalma katsayisi;

koklendirme asamasinda ise canli siirgiin sayisi (adet) ve yilizdesi (%), koklenen
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stirglin sayis1 (adet) ve yiizdesi (%), ortalama bitkicik boyu (cm), bitkicik basina

ortalama kok sayis1 (adet) ve koklenme giin sayisidir.
3.2.9 Denemenin kurulmasi ve verilerin degerlendirilmesi

Arastirmamiz, GF-677 meyve anacindan alinan silirgiin ucu, koltukalti
tomurcuk ve nod eksplantlarinin farkl icerikli MS besin ortamlarinda siirgiin ve
kok gelisimlerinin incelendigi denemeler seklinde kurulmustur. Faktor olarak
besin ortamlarinin ve eksplant ¢esidinin ele alindigi denememiz 3 tekerriirlii
olarak tesadiif parselleri deneme desenine gére olusturulmustur. Ozellikle daha iyi
gelisme gosteren nod eksplantlarinin farkli besin ortamlarinda verdikleri tepkiler 3
tekerriirlii tesadiif parselleri deneme desenine gore; eksplant tipi ve farkli besin
ortamlarinin ele alindigr 2 faktorlii ve 3 tekerriirli tesadiif parselleri deneme

desenine gore degerlendirilmislerdir (A¢ikgoz, 2004).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Baslangic Besin Ortaminda Kiiltiire Alinan Siirgiin Ucu,
Koltukalt1 Tomurcuk ve Nod Eksplantlarinda
Kontaminasyon Durumu

Aragtirmada tiim eksplant tiplerinde, 3 tekerriirlii deneme kurulmus ve her
tekerriirde 15 eksplant kullanilmistir. Siirgiin ucu, koltukalti tomurcuk ve nod
eksplantlar1 arasinda kontaminasyon oranlar1 karsilagtirilmistir.  Kullanilan
baslangic ortaminda (Cizelge 3.3) goriilen kontaminasyon yiizdelerinin
ortalamalar1 Cizelge 4.1° de ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Baglangig ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda goézlenen kontamine

eksplant sayisi (adet) ve kontamine eksplant yiizdesi (%).

Kiiltiire Alinan Kontamine Eksplant Sayis1 || Kontamine Eksplant Yiizdesi
Eksplant Sayist (adet) (%)
(adet) ’
Eksplant T1 T2 (T3 Tl T2 T3 Tl T2 T3 Ort.
Tipi
Siirgiin Ucu || 15 15 15 - - - 0 0 0 0
Koltukalt1 |15 15 15 1 - - 6.6 0 0 2.2
Tomurcuk
Nod 15 15 15 1 - - 6.6 0 0 2.2
Toplam eksplant sayisi 135 Toplam kontamine | 2 Toplam 1.4
eksplant sayist kontaminasyon orani
25 2.2 2.2
2 ¥
s+
| - L~ B Ortalama Kontamine
Eksplant Yiizdesi (%)
05 ¥ .
0 L= -~
Siirgiin ucu Koltukalt1 Nod
Tomurcuk

Sekil 4.1. Baslangic ortaminda kiiltire alinan eksplantlarda goézlenen ortalama kontamine

eksplant yiizdesi (%).
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In vitro yapilan calismalarda, bitki eksplantlarinin etkin bir sekilde
sterilizasyonun gerceklesmesi olduk¢a Onem tagimaktadir. Sterilizasyon
yontemleri, ana¢ bitkinin yetistigi ortama ve eksplantin alindigi organa gore
farklilik gostermektedir. Eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyonunda kullanilmakta
olan en yaygin dezenfektanlar; etanol, kalsiyum, sodyum hipoklorit, giimiis nitrat,
hidrojen peroksit ve civa kloriirdiir. Eksplantin tipi ise (bogum, bogum arasi,
tohum, siirgiin ucu vb.) sterilizasyon yontemini dogrudan etkilemektedir (Ozden,
2007).

Arastirmamizda baslangi¢ ortamima alinan eksplantlarda O6nemli bir
kontaminasyon sorunu yaganmamigstir. Koltukalt1 tomurcuk ve nod
eksplantlarinda kontaminasyon yiizdeleri oldukca diistiktiir. Kontamine eksplant
yiizdeleri, gerek koltukalti tomurcuk ve gerekse de nod eksplantlarinda ortalama
%?2.2 olarak belirlenmistir. Siirglin ucu eksplantlarinda kontaminasyon hi¢
gozlenmemistir. Bu nedenle, farkli sterilizasyon yoOntemlerinin ¢alismamizda
kullanilan eksplant tiplerinin yiizeysel sterilizasyonunda uygulanmasina gerek

olmadigi belirlenmistir. Eksplantlarda kararmalar olusmamustir.

4.2 1. ve 2. Altkiiltiire Alinan Siirgiin Ucu, Koltukalti Tomurcuk
ve Nod Eksplantlarinda Goriilen Gelismeler

Sterilizasyondan sonra baslangi¢ ortamina alinan eksplantlarda yaklasik 4
hafta sonra rejenerasyon tepkileri gozlenmis ve eksplantlar 1. altkiiltiire
alimmiglardir. 1. Altkiiltirde de baslangi¢ ortami (Cizelge 3.3) kullanilmis ve
eksplantlarin canlilik oranlarina ve ¢ogalma katsayilarina bakilmistir. Koltukalt
tomurcuk ve nod eksplantlarinda ortalama kontamine eksplant sayisi1 0.33 olarak,
canliligin1 yitiren ortalama eksplant sayisi ise siirgiin ucu eksplantlarinda 2,
koltukalt1 tomurcuk eksplantlarinda 1.6 olmak {izere Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Nod eksplantlarinda canliligini yitiren eksplant gozlenmemistir, siirgiin ucu
eksplantlarinda canlilifin1 yitiren eksplantlarin yiizdesi ortalama %13.3 iken,
koltukalt1 tomurcuk eksplantlarinda ise bu deger %11.06 olarak bulunmustur ve
degerler Sekil 4.4’te gosterilmistir. Cogalma katsayisi; siirgiin ucu eksplantlarinda
ortalama 1.03; koltukalti tomurcuk eksplantlarinda 0.9; nod eksplantlarinda ise
2.3°tlir (Sekil 4.5). Baslangic ortamindan 1. altkiiltiire alinan eksplantlarin

durumlan Cizelge 4.2°de ayrintili olarak verilmistir.

Ahmad et. al’in 2003’te yaptig1 bir ¢alismada, farkli BA (0.3, 0.6, 0.9 mg/L)
Murashige & Skoog (1962) ve Anderson (1984) ortamlarinin etkileri
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incelenmistir. MS ortaminda silirgiin gelisimi uzamasi en iyi iken, AND
ortamindaki stirgiinler klorotik, kii¢iik ve cams1 (vitrifiye) bulunmuslardir. BAP’1n
daha yiiksek seviyesi (0.9 mg/L) ise kallus olusumunu ve siirgiin apikal nekrozunu
tesvik etmistir (Ahmad et al., 2003). Doku kiiltliriinde vitrifikasyon onemli bir
sorun teskil etmektedir. Vitrifikasyon (camsilasma) nedenleri; osmozun
bozulmasi, besin ortaminin ¢ok fazla sitokinin igermesi, hiicre duvarinda lignin
eksikligi, yanhs agar kullanimi ve Kkiiltiirlin yaslanmasidir. Coziim olabilecek
oneriler ise; sicakligi diisiirme, havalandirmayir ve agar miktarini arttirma,
sitokinin azaltilmasi, phloroglucinol ilavesi, agar tipini degistirme ve daha sik

transfer yapilmasi olarak belirlenmistir (Senyay, 2008).

Bu ¢alismada da, eksplantlar 2. altkiiltiire alinirken, siirgiin ucu, koltukalti
tomurcuk ve nod eksplantlarinin ¢ogalma katsayilarinda artig goriiliirken, bazi
eksplantlarda vitrifikasyon gozlenmistir (Sekil 4.2 a ve b). Siirglin ucu
eksplantlarinda cogalma katsayis1 ortalama 3.4 iken, vitrifikasyonlu eksplant
yiizdesi ortalama %15.03; koltukalti tomurcuk eksplantlarinda ¢ogaltma katsayisi
ortalama 2.1 iken, vitrifikasyonlu eksplant ylizdesi ortalama %14.6; nod
eksplantlarinda cogalma katsayis1 ortalama 4.1 iken, vitrifikasyonlu eksplant
ylizdesi ortalama %22.1°dir (Cizelge 4.3); (Sekil 4.7); (Sekil 4.8). Siirgiin ucu
eksplantlarinda kallus olusturan eksplant yiizdesi ortalama %27.8 iken, koltukalti
tomurcuk eksplantlarinda kallus olusturan eksplant yiizdesi ortalama %29.4’tiir ve
nod eksplantlarinda kallus olusumu goézlenmemistir (Cizelge 4.3); (Sekil 4.6);
(Sekil 4.7).

(@) (b)

Sekil 4.2. (a) Nod eksplantlarinda gozlenen vitrifikasyon durumu (b) Koltukaltt tomurcuk

eksplantlarinda gozlenen vitrifikasyon durumu
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Eksplantlar 3. altkiiltiire alinirken 5 farklt MS besin ortami (Cizelge 3.4)
denenmis, eksplantlarm MS besin ortamlarinda gosterdikleri gelismeler
incelenmistir. Cogalmay1 tesvik etmek ve vitrifikasyonu onlemek amaciyla; agar
miktar1 arttirilmig, baslangi¢c ortaminda (MS 5) 7 g/L agar kullanilir iken; MS 1
besin ortaminda 8 g/L agar ve 0.1 g/L aktif karbon, MS 2 besin ortaminda ise 8
g/L agar ve 0.05 g/L phloroglucinol kullanilmigtir. MS 3 besin ortaminda gelrite
(2.7 g/L) denenirken MS 4 besin ortaminda ise gelrite (2.7 g/L) ve 0.1 g/L aktif

karbon denenmistir.

Eksplantlar baslangi¢ ortaminda ve 1. altkiiltiirde cam tiiplere konulmustur.
2. Altkiiltiirden itibaren disposable kaplara transfer edilmislerdir. Cam tiiplerde
kiiltire alindiklarinda, eksplantlarda terlemenin daha az oldugu goézlenmistir.
Disposable kaplarda altkiiltiirleme yapildiginda, kap icerisinde fazla oranda etilen
birikimi gozlenmis ve terleme orani artmistir. Marino ve Ventura’nin 1997°de
(Marino and Ventura, 1997) yaptig1 benzer bir ¢alismada, hava gecirmez kapak
kullaniminin etilen birikimini hizlandirdig1 ve siirgiinlerin koklenme siiresini
azaltabildigi ispatlanmistir. Bununla birlikte, koklenme periyodunun sonuna
dogru serbest gaz degisiminin, yaprak sararmasini Onlemek icin tavsiye
edilebilecegi belirtilmistir. Calismamizda ise kullanim kolaylig1 ve pratikligi

acisindan disposable kaplar tercih edilmistir.
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® Ortalama Kontamine
Eksplant Sayist

¥ Ortalama Canliligini
Yitiren Eksplant Sayisi

Siirgiin Ucu Koltukalt:

Tomurcuk Nod

Sekil 4.3. 1. Altkiiltiirde eksplant tiplerinde gézlenen ortalama kontamine eksplant sayisi ve

ortalama canliligini yitiren eksplant say1si.

14w

12
10

B Ortalama Kontamine
Eksplant Yiizdesi (%)

B Ortalama Canliligini

Yitiren Eksplant Yiizdesi
(%)

= S

Siirgiin Ucu Koltukalt:

Tomurcuk

Nod

Sekil 4.4. 1. Altkiltiirde eksplant tiplerinde gdzlenen ortalama kontamine eksplant yiizdesi

(%) ve ortalama canliligini yitiren eksplant ylizdesi (%).
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1. Altkiiltiirde Ortalama Cogalma Katsayisi
25 2.3
2
1,5
1.03
1 0.9 B Ortalama Cogalma
Katsayis1
0,5
0 .
Siirgiin Ucu Koltukalt: Nod
Tomurcuk

Sekil 4.5. 1. Altkiiltiirde eksplant tiplerinde gézlenen ortalama ¢ogalma katsayilari.

1. Altkiltirde kiiltire alinan siirgin ucu, koltukalti tomurcuk ve nod
eksplantlar1 arasinda yapilan istatistiksel analize gore; canliligini yitiren eksplant
ylizdesi bakimindan eksplant ¢esitleri arasindaki fark O6nemli bulunmazken
(F=0.010); cogalma katsayis1 bakimindan eksplant cesitleri arasindaki fark %]l
seviyesinde Onemli bulunmustur (F=15.686). Cogalma katsayisi bakimindan,
eksplantlarda ortalamalarin karsilagtirllmasi i¢in yapilan LSD testinde nod
eksplantlar1 (2.33) birinci grupta; siirgiin ucu (1.03) ve koltukalti tomurcuk (0.93)
eksplantlar ikinci grupta yer almislardir (HKO=0.117; LSD=1.034);(Cizelge 4.2).
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3 ® Ortalama Vitrifikasyonlu
Eksplant Sayis1

2 1 B Ortalama Kallus Olusturan

1 Eksplant Sayist

O 4

Siirgiin ucu

Koltukalt1
Tomurcuk Nod

Sekil 4.6. 2. Altkiiltiirde eksplant tiplerinde gézlenen ortalama vitrifikasyonlu eksplant sayisi ve

ortalama kallus olusturan eksplant sayisi.

~ 278 24

30}

B Ortalama Vitrifikasyonlu
Eksplant Yiizdesi (%)

B Ortalama Kallus
Olusturan Eksplant
Yiizdesi (%)

Siirgiin ucu
Koltukalt1 Tomurcuk Nod

Sekil 4.7. 2. Altkiiltiirde eksplant tiplerinde gézlenen ortalama vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi
(%) ve ortalama kallus olusturan eksplant yiizdesi (%).
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2. Altkiiltiirde Ortalama Cogalma Katsayisi
45 41

3.4

3,5

2,5 21

B Cogalma Katsayis1

L5

0,5

Siirgiin ucu Koltukalt: Nod
Tomurcuk

Sekil 4.8. 2. Altkiiltiirde eksplant tiplerinde gdzlenen ortalama ¢ogalma katsayilari.

2. Altkiiltiirde kiiltiire aliman stlirgin ucu, koltukalti tomurcuk ve nod
eksplantlar1 arasinda yapilan istatistiksel analize gore; vitrifikasyonlu eksplant
yuzdesi (F=0.589), kallus olusturan eksplant yiizdesi (F=0.007) ve ¢ogalma
katsayist (F=2.394) bakimindan eksplant cesitleri arasindaki farklar 6nemli
bulunmamuistir (Cizelge 4.3).

4.2.1 3., 4. ve 5. Altkiiltiir icin farklh MS besin ortamlarma alinan
Siirgiin ucu, Koltukalti Tomurcuk ve Nod eksplantlarinda

goriilen gelismeler

Eksplantlarin 2. altkiiltiire transferleri yapildiktan yaklasik 4 hafta sonunda,
MS besin ortamlarina bakilmis ve gelismeler not edilmistir. Siirgiin ucu
eksplantlarinda ve koltukaltt tomurcuk eksplantlarinda ¢oklu siirgiin olusturma
oraninin diislik oldugu, vitrifikasyondan dolay1 eksplantlarin ¢ok iyi gelisemedigi

gdzlenmistir.

Siirgiin ucu eksplantlarinda 1 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant
ylizdesi ortalama %37, ¢cogalma katsayisi ortalama 2.5; 2 no’lu besin ortaminda
vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama %22.9, ¢cogalma katsayis1 ortalama 3.4;
3 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama %38.8, cogalma

katsayis1 ortalama 3.1; 4 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi
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ortalama %?33.3, ¢ogalma katsayis1 ortalama 2.7; 5 no’lu besin ortamda (baslangig
ortami1) vitrifikasyonlu eksplant ylizdesi ortalama %25.6, ¢ogalma katsayisi
ortalama 2.5’tir (Cizelge 4.4); (Sekil 4.9); (Sekil 4.10). 1 no’lu besin ortaminda,
eksplantlarda vitrifikasyondan dolay1 sararma gozlenmistir, eksplant yapraklari
uzun ve yesildir. 2 no’lu besin ortaminda, eksplant boylar1 1 no’lu besin ortamina
gore daha uzundur. Eksplant yapraklar ise kisa ve yesildir, fakat vitrifikasyondan
dolayr kivriktir. 3 no’lu besin ortaminda eksplant boylar1 uzundur,
vitrifikasyondan dolay1 eksplant yapraklari sarimsi renktedir ve yapraklarda
kivirciklasma gozlenmistir. 4 no’lu besin ortaminda eksplant yapraklari uzun ve
yesildir, fakat vitrifikasyondan dolay1 yapraklarda kivirciklasma meydana
gelmistir. Eksplant boylar1 kisadir. 5 no’lu besin ortaminda eksplant boylari

uzundur, vitrifikasyondan dolay1 yapraklar sarimsi renkte gézlenmistir.

Koltukalt1 tomurcuk eksplantlarinda 1 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu
eksplant yiizdesi ortalama %10, ¢ogalma katsayisi ortalama 2.5; 2 no’lu besin
ortaminda vitrifikasyonlu eksplant ylizdesi ortalama %28.8, ¢ogalma katsayisi
ortalama 3.3; 3 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama
%64.4, cogalma katsayis1 ortalama 2.1; 4 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu
eksplant yiizdesi ortalama %40, cogalma katsayisi ortalama 2.4; 5 no’lu besin
ortaminda (baslangi¢c ortami) vitrifikasyonlu eksplant ylizdesi ortalama %34.4,
cogalma katsayis1 ortalama 2.7°dir (Cizelge 4.5); (Sekil 4.11); (Sekil 4.12). 1
no’lu besin ortaminda, vitrifikasyon diger ortamlara gore daha az olusmustur.
Eksplant yapraklar1 uzun ve yesildir. 2 no’lu besin ortaminda yapraklar uzun ve
yesil, eksplant boylar1 daha uzundur ve 3 no’lu besin ortaminda eksplantlarda en
yiikksek oranda vitrifikasyon gozlenmistir, vitrifikasyondan dolay1 yapraklar
sarimst renktedir ve kivirciklagmistir. 4 no’lu besin ortaminda vitrifiye olan
eksplant yapraklar1 yine vitrifikasyondan dolayr sararmistir. 5 no’lu besin
ortaminda eksplant boylar1 uzundur, vitrifikasyondan dolayr eksplant

yapraklarinda sararma meydana gelmistir.
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Siirgiinucu Eksplantlarinda Ortalama Vitrifikasyonlu Eksplant
Yiizdesi (%)

45
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30 ~ 25.6
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15 - Eksplant Yiizdesi (%)
10
5 s
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Sekil 4.9. 3. Altkiiltirde siirgiin ucu eksplantlarinda gozlenen ortalama vitrifikasyonlu
eksplant yiizdesi (%).

Siirgiinucu Eksplantlarinda Ortalama Cogalma Katsayisi

3,5

34
3.1
2.7
2.5 2.5

2,5 -

2 -

B Ortalama Cogalma

1,5 - Katsayis1

1 -
0,5 -

0 T T T T T

1 Nolu 2 Nolu 3 Nolu 4 Nolu 5 Nolu
Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam

Sekil 4.10. 3. Altkiiltiirde siirgiin ucu eksplantlarinda gézlenen ortalama ¢ogalma katsayisi.



37

LT €19C)ST| ve 0F 0€ €ee [4 € I S 01 € (TwenQ S13uejSeq) wepQ n,oN ¢
1 Exd x4 e (1}4 0 0€ 0S 4 € I S 01 z wepQ n,OoN ¥

Ic| clve| ¢ | v¥9 09 €ee 001 € € 4 S 6 z wepQ N[, 0N ¢
celee]selre| 88¢ €ee 0T €ee C 4 I 9 01 € wepQ n,0N ¢
stlve|oc|se| o1 0T 01 - I I - S 01 z wepO njOoN |

MO | €Ll | 1L| MO €L Al IL €L Al 1L €L 4 1L LIR[WELIQ) UISog
stkesyey] PUEEo) 0% 1SAPZN (3ope)isifeg (3ope) 1514ES

jue[dsyH N[UOASBIJLOIA

jue[dsyq n[UOASeNYIIIA

wueldsyg ueul)y 2Imny|

Lepue[dsy Yndanwo I, preynyjoyy

‘Is1Aes)ey ewegod

oA (9) 159pznA jue[dsyo npuoAseyLIIA ‘(39pe) ISiAes jue[dsyo NUOASENYINIA UOUS[ZOF epulIejUR[dSd YNOINWO) N[EM[OY SPIVPIY ‘€ °S'{ ISPZL)




38

Koltukalti Tomurcuk Eksplantlarinda Ortalama Vitrifikasyonlu
Eksplant Yiizdesi (%)
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Sekil 4.11. 3. Altkiiltiirde koltukalt1 tomurcuk eksplantlarinda gozlenen ortalama

vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi (%).

Koltukalti Tomurcuk Eksplantlarda Ortalama Cogalma Katsayisi

3,5

33
55 2.7
25 - ’ 2.4
2.1

2 -

1,5 - ¥ Ortalama Cogalma
Katsayisi

1 -
0,5 -

0 - T T T T

1 Nolu 2 Nolu 3 Nolu 4 Nolu 5 Nolu
Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam

Sekil 4.12. 3. Altkiiltiirde koltukalt1 tomurcuk eksplantlarinda gozlenen ortalama g¢ogalma

katsayisi.
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Nod eksplantlarinda ise ¢ogalma katsayisi daha fazla olmasi ile birlikte
vitrifikasyon oraninin da az oldugu goriilmiistiir. Nod eksplantlarinda 1 no’lu
besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama %5.2, c¢ogalma
katsayis1 ortalama 4.9; 2 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi
ortalama %7.4, cogalma katsayisi ortalama 5.5; 3 no’lu besin ortaminda
vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama %46.8, cogalma katsayisi ortalama 3.7,
4 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama %11.1, ¢ogalma
katsayist ortalama 3; 5 no’lu besin ortaminda (baslangi¢c ortami) vitrifikasyonlu
eksplant yiizdesi ortalama %18.5, ¢ogalma katsayisi ortalama 5.5’tir (Cizelge 4.6);
(Sekil 4.13); (Sekil 4.14). 1 No’lu besin ortaminda, eksplant yapraklar1 uzun ve
yesildir, kallus olusumlar1 azdir. 2 No’lu besin ortaminda eksplant yapraklart kisa
ve yesildir, 1 no’lu besin ortamindaki eksplantlara gére boylar1 daha uzundur ve
kallus olusumlar1 fazladir. 3 No’lu besin ortaminda eksplant boylar1 uzundur,
vitrifikasyondan dolay1 yapraklar sarimsi renktedir ve kallus olusumlari fazladir. 4
No’lu besin ortaminda yapraklar uzun ve yesildir, eksplant boylar1 kisa ve kallus
olusumu azdir. 5 No’lu besin ortaminda eksplant boylar1 uzundur,

vitrifikasyondan dolay1 yapraklar sarimsi renktedir ve kallus olusumlari fazladir.

Siirgiin ucu ve koltukalti tomurcuk eksplantlarinin ¢ogalma katsayilari nod
eksplantlarina gore daha diistiktiir ve bu eksplantlarin besin ortamlarindaki
gelisimleri nod eksplantlarina goére daha yavagtir. Caligsmaya 3. altkiiltiirden sonra,
cogalma katsayist daha fazla olan ve fizyolojik goriinlimii daha iyi olan nod
eksplantlar1 ile devam edilmistir. Cogalma katsayisinin fazla, vitrifikasyonlu
eksplant yiizdesinin diisiik oldugu 1 ve 2 no’lu besin ortamlarinda ve baslangig
ortami olan 5 no’lu ortamda nod eksplantlar1 kiiltiire alinmislardir (Cizelge 4.9).
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Nod Eksplantlarinda Ortalama Vitrifikasyonlu Eksplant Yiizdesi (%)
50 46-8
45
40
35
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Ortam Ortam Ortam Ortam  Ortam

Sekil 4.13. 3. Altkiiltiirde nod eksplantlarinda gézlenen ortalama vitrifikasyonlu eksplant
yiizdesi (%).

Nod Eksplantlarinda Ortalama Cogalma Katsayisi

6 575 55

4.9
3.7
4 .
3
3 -
B Ortalama Cogalma

2 Katsayis1

1 .

O T T T T T

1 Nolu 2 Nolu 3 Nolu 4 Nolu 5 Nolu
Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam

Sekil 4.14. 3. Altkiiltiirde nod eksplantlarinda gozlenen ortalama ¢ogalma katsayist.
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Cizelge 4.7. 3. Altkiiltiirde vitrifikasyonlu eksplant yilizdeleri bakimindan ve ¢ogalma

katsayilar1 bakimindan besin ortamlarinin karsilastiriimasi.

Besin Ortamlari Cogalma Katsayilar1 Ortalamalar1* Vitrifikasyon**
1 No'lu Ortam 3.322 AB 22.386 B
2 No'lu Ortam 4.100 A 22.194 B
3 No'lu ortam 2978 B 50.056 A
4 No'lu ortam 2.700 B 36.171 AB
5 No'lu ortam 3.567 AB 29.481 B
*F=4.069; LSD=1.043; HKO=0.647; p<0.01
**F=7.721; LSD=18.059; HKO=145.897 p<0.01

3. Altkiiltirde 5 farkli besin ortaminda kiiltiire alinan siirglin ucu, koltukalti
tomurcuk ve nod eksplantlar1 arasinda yapilan istatistiksel analize gore;
vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi bakimindan besin ortamlar1 arasinda (F=7.721)
%1 seviyesinde fark gozlenirken, eksplantlar (F=2.681) ve besin ortami1 x eksplant
interaksiyonu (F=1.711) arasindaki fark onemli bulunmamistir. Vitrifikasyonlu
eksplant yiizdeleri bakimindan ortalamalarin karsilagtirilmasi i¢in yapilan LSD
testinde 3 (50.05) no’lu ortam birinci grupta; 4 (36.17) no’lu ortam ikinci grupta;
5(29.48) , 1 (22.38) ve 2 (22.19) no’lu ortamlar iiclincli grupta yer almislardir
(HKO=145.897; LSD=18.059); (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.8. 3. Altkiiltirde Cogalma katsayis1 bakimindan eksplant tiplerinde
ortalamalarin karsilastirilmasi.

Eksplant Tipi Cogalma Katsayilar1 Ortalamalari
Stirgiin Ucu 2.867B
Koltukaltt Tomurcuk 2.607 B
Nod 4.527 A

F=25.157; LSD=0.808; HKO=0.647; p<0.01

3. Altkiiltiirde 5 farkli besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu, koltukalt1
tomurcuk ve nod eksplantlar1 arasinda yapilan istatistiksel analize gore; ¢ogalma
katsayist bakimindan besin ortamlar1 arasinda (F=4.069) %]1 seviyesinde fark,

eksplantlar arasinda (F=25.157) %] seviyesinde fark gozlenirken; besin ortami x
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eksplant interaksiyonu (F=1.762) arasindaki fark énemli bulunmamistir. Cogalma
katsayist bakimindan, besin ortamlarinda ortalamalarin karsilastirilmast igin
yapilan LSD testinde 2 (4.10) no’lu ortam birinci grupta; 5 (3,56) ve 1 (3,32)
no’lu ortamlar ikinci grupta; 3 (2.97) ve 4 (2.70) no’lu ortamlar {i¢lincii grupta yer
almiglardir (HKO=0.647; LSD=1.043); (Cizelge 4.7). Cogalma Kkatsayisi
bakimindan, eksplantlarda ortalamalarin karsilastirilmast igin yapilan LSD
testinde nod eksplantlar1 (4.52) birinci grupta; siirgiin ucu (2.86) ve koltukalti
tomurcuk (2.60) eksplantlar1 ikinci grupta yer almislardir (HKO=0.647,
LSD=0.808); (Cizelge 4.8).
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14

12
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Nod Eksplantlarinda Ortalama Vitrifikasyonlu Eksplant Yiizdesi (%)

12.6

B Ortalama Vitrifikasyonlu
Eksplant Yiizdesi (%)
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Sekil 4.15. 4. Altkiiltiirde nod eksplantlarinda gozlenen ortalama vitrifikasyonlu eksplant

yiizdesi (%).

4. Altkiiltiirde 3 farkli besin ortamina alinan eksplantlarin, vitrifikayonlu

eksplant yiizdesi yapilan istatistiksel analize gore Onemli bulunmamigtir
(F=1.547);(Cizelge 4.9).

Nod Eksplantlarinda Ortalama Cogalma Katsayisi

£ £
J.0

4.9

B Ortalama Cogalma
Katsayisi

1 Nolu Ortam 2 Nolu Ortam 5 Nolu Ortam

Sekil 4.16. 4. Altkiiltiirde nod eksplantlarinda gézlenen ortalama ¢ogalma katsayist.

4. Altkiltiirde 3 farkli besin ortamina alinan eksplantlarin, cogalma katsayisi

yapilan istatistiksel analize gore dnemli bulunmamistir (F=1.362);(Cizelge 4.9).
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Nod Eksplantlarinda Ortalama Vitrifikasyonlu Eksplant Yiizdesi (%)
6
53

5 4
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31 ® Ortalama Vitrifikasyonlu

Eksplant Yiizdesi (%)
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1 .
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Sekil 4.17. 5. Altkiiltiirde 2 no’lu besin ortaminda nod eksplantlarinda gdézlenen ortalama

vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi (%).

Nod Eksplantlarinda Ortalama Cogalma Katsayisi

B Ortalama Cogalma
Katsayisi

2 Nolu Ortam

Sekil 4.18. 5. Altkiiltiirde 2 no’lu besin ortaminda nod eksplantlarinda gézlenen ortalama

¢ogalma katsayisi.
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4. Altkiiltiirlemede 1,2 ve 5 no’lu besin ortamlarina alinan eksplantlarda 4
hafta sonra yapilan gozlemler sonucunda farkli gelisimler gozlenmistir. 4.
Altkiltiirde nod eksplantlarinda, 1 no’lu besin ortaminda vitrifikasyonlu eksplant
yiizdesi ortalama %?7.5, ¢ogalma katsayisi ortalama 3.8; 2 no’lu besin ortaminda
vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi ortalama %38.8, ¢ogalma katsayisi ortalama 5.6; 5
no’lu besin ortaminda (baslangic ortami) vitrifikasyonlu eksplant yiizdesi
ortalama %12.6, cogalma katsayisi ortalama 4.9°dur (Cizelge 4.9); (Sekil 4.15);
(Sekil 4.16). 1 no’lu besin ortaminda siirglin yapraklart uzun ve koyu yesil
renktedir, kallus olusumlar1 azdir ve baz1 siirglinlerde kok gelisimleri
gozlenmistir. 2 no’lu besin ortaminda kallus olusumunun fazla olmasi ile birlikte
stirgiin boylart uzun ve yapraklart yesil renkte gozlenmistir. 5 no’lu besin
ortaminda ise, kallus olusumu fazla, siirgiin boylar1 uzun fakat vitrifikasyondan

dolay1 bazilarinda sararma meydana gelmistir.

Siirgiinlerde goriilen gelismeler ve c¢ogalma katsayisinin fazla olmasi
nedeniyle 5. Altkiiltiirde siirgiinler 2 no’lu besin ortamina alinmistir ve 4 hafta
sonra yapilan gozlemler kaydedilmistir. 5. Altkiiltiirde 2 no’lu besin ortaminda
vitrifikasyonlu eksplant ylizdesi ortalama %5.3; ¢ogalma katsayisi ortalama 5’tir
(Cizelge 4.10); (Sekil 4.17); (Sekil 4.18). Bu altkiiltiirde eksplant boylari uzun ve
kallus olusumu fazladir. Vitrifikasyonun diger altkiiltiirlere gore azaldigi

gozlenmistir.

Bu asamadan sonra siirgiinler kok ortamlarina aktarilmislardir.

4.3 In vitro kok gelisimi

Aragtirmada, ¢ogaltma besin ortamlar1 denemelerinden sonra siirgiinler kok
ortamlarina alimmislardir. K6k olusumu icin yapilan denemelerde aktif karbon,
phloroglucinol bulunan ve biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlari bakimindan
farkl1 9 MS ortam1 kullanilmistir (Cizelge 3.5). Siirgiinler, yine 3 tekerriirlii 15’er
eksplant olarak 0,5 mg/l IBA, 1 mg/l IBA, 2 mg/l IBA iceren, aktif karbon ve
phloroglucinol bulunan besin ortamlarina aktarilmistir. 1, 2, 3, 5, 7, 9 no’lu MS
besin ortamlarinda 15 giin sonra ilk kok olusumlar1 gézlenmistir. 4 hafta sonra
eksplantlarin canlilik oranlarina, kdklenen eksplant sayisina, canli eksplantlarda
olusan kok sayilarina ve ortalama bitkicik boyuna bakilarak gézlemler yapilmistir.
9 farkli MS ortaminda, ortamlarda bulunan canli siirgiin sayisi (adet), canli siirgiin
ylizdesi (%), koklenen siirglin sayis1 (adet), koklenen siirglin ylizdesi (%)

belirlenmistir (Cizelge 4.11).
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® Ortalama Canli Siirgiin Sayis1 (adet) ™ Ortalama Koklenen Siirgiin Sayisi (adet)

Sekil 4.19. Koklendirme ortaminda kiiltiire alinan siirglinlerde ortalama canli siirgiin say1s1 (adet),

ortalama koklenen siirgiin sayis1 (adet).

100

71.7 71.7

1Nolu 2Nolu 3Nolu 4Nolu 5Nolu 6Nolu 7Nolu 8Nolu 9 Nolu
Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam

B Ortalama Canli Siirgiin Yiizdesi (%) ™ Ortalama Kdklenen Siirgiin Yiizdesi (%)

Sekil 4.20. Koklendirme ortaminda kiiltiire alinan siirglinlerde ortalama canli siirgiin yilizdesi (%),

ortalama koklenen siirgiin ytizdesi (%).
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Canli siirgiin yilizdesi bakimindan en yiiksek sonuglar 7 no’lu ortamda
%86.6; 8 no’lu ortamda %84.4 ve 9 no’lu ortamda %82.1 olarak gozlenmistir.
Koklenen siirgiin yiizdesi bakimindan ise en yiiksek sonuglar 7 no’lu ortamda
%86.6; 8 no’lu ortamda %84.4 ve 9 no’lu ortamda %79.9 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.11); (Sekil 4.19); (Sekil 4.20).

Ahmad et. al. tarafindan 2004’ te yapilan bir ¢alismada GF-677 meyve
anacinin in vitro koklenmesi i¢in 3 oksin (IAA, IBA, NAA) 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve
1.0 mg/l konsantrasyonlarinda denenmistir. NAA ve IAA kok biiyiimesini
olumsuz etkilerken, bu anacin in vitro koklenmesi igin IBA tercih edilebilir bir
oksin olarak belirlenmistir. Yapilan bir bagka ¢aligmada da koklendirme ortamina
ilave edilen 1.00 mg/L IBA’nin mikro siirgiinlerindeki kdk sayisi lizerine etkisi
istatistiksel acidan diger konsantrasyonlarin etkisiyle karsilastirildiginda 0.05
diizeyinde 6nemli oldugu saptanmistir (Ozden, 2007). Calismamizda da, kdklenen
stirglin yiizdesi bakiminda en iyi sonuglar 0.5 mg/L IBA (7 no’lu ortam) ve 1
mg/L IBA (8 no’lu ortam) kullanilan ortamlardan elde edilmistir. Bitkicik boyu
(cm) ve ortalama bitkicik bagina diisen kok sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar,
1 mg/L IBA kullanilan 8 no’lu ortamdan saglanmistir. Aktif karbonun kullanildig:
4,5 ve 6 no’lu ortamlarda bitki boylarinin daha kisa, koklerin de daha kisa ve az
sayida oldugu belirlenmistir. Phloroglucinol maddesinin kullanildig1 7, 8 ve 9
no’lu ortamlarda ise bitkicik boylarinin daha uzun ve kok sayisinin ise daha fazla
oldugu gozlenirken, phloroglucinol’un aktif karbon gibi baskilayict o6zelligi

goriilmemistir.

Antonopoulou ve ark. (Antonopoulou et al, 2007) yaptiklar1 bir
arastirmada, GF-677 meyve anacinin in vitro koklenmesinde Fe-EDDHA 'nin (%6
Fe) demir tuzlarinin selat formunun etkisini ¢alismislardir ve 280 mg/L. Fe-
EDDHA igeren ortamda biiyliyen eksplantlar en iyi koklenme sonucunu vermistir.
Molassiotis ve ark. (Molassiotis et al., 2003) ise GF-677 meyve anacinin in vitro
koklenmesinde organik (Fe-EDTA ve Fe-EDDHA) ve inorganik (FeCls) demir
maddelerinin etkilerini ¢aligmiglardir. Demir yoklugunda veya FeCls varliginda
daha az koklenme gorilmiisken, tamamen koklenme (%100) Fe-EDDHA ile

beslenen eksplantlarda gdzlenmistir.

Yapilan bir baska ¢alismada, koklenmede Fe-EDDHA ve Fe-EDTA’nin
100, 200 ve 300 mg/L konsantrasyonlarin etkileri degerlendirilmigtir. 200 mg/L
Fe-EDDHA, %95 koklenme yiizdesi saglamis, 3.40 adet kok sayist ve 6.88 cm
kok uzunlugu iiretmistir (Ul Hasan et al., 2010). Calismamizda ise IBA’nin 0.5
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mg/L ve 1 mg/L konsantrasyonlarinda koklenme ytizdeleri sirasi ile 86.6 ve 84.4
gozlenirken; bitkicik basmma diisen ortalama kok sayist IBA’nin 1 mg/L

konsantrasyonunda 10.3 adet olarak belirlenmistir.

Garoosi ve ark. (Garoosi et al., 2010) tarafindan yapilan ¢alismada GF-677
hibrit meyve anacinin, GNH (Garoosi, Nezami ve Haddad) ortaminda in vitro
siirglin ¢ogaltiminda bitki biiylime diizenleyicilerinin etkileri incelenmistir. Bu
calismada, GF-677 meyve anacinin mikrogogaltimi i¢in uygulanabilir bir protokol
saglama kapsaminda, GNH ortaminda bazi bitki biliylime diizenleyicilerinin
cogaltimda ve kok indiiklenmesinde etkilerine yogunlasilmistir. Calisma sonunda
ise en yiiksek koklenme orani (%40°a kadar), 2 mg/l IBA igeren besin ortamindan

elde edilmistir.

Dokuz farkli MS besin ortaminda ortalama bitkicik boylarina bakildiginda,
en uzun bitkicik boyu 8 no’lu ortamda ortalama 5.8 cm olarak gdzlenmistir ve
bunu 5.75 cm ile 7 no’lu ortam izlemistir (Cizelge 4.12). Canli siirgiinlerde
ortalama kok sayisina bakildiginda, en yiiksek deger ortalama 10.3 adet kok sayisi
ile 8 no’lu ortamdan elde edilmistir. Bunu 8.8 (adet) kok sayist degeri ile 9 no’lu
ortam izlemistir (Cizelge 4.12); (Sekil 4.21).

Dokuz farkli koklendirme ortamina alinan siirgiinlerin canli kalma ytizdeleri
istatistiksel olarak %35 Onem diizeyinde etkili bulunmustur (F=3.673).
Ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in yapilan LSD testinde 7 (86.63) ve 8 (84.43)
no’lu ortamlar birinci grupta; 9 (82.16) no’lu ortam ikinci grupta; 3 (77.73) no’lu
ortam Ug¢iinci grupta; 2 (57.73) ve 5 (57.73) no’lu ortam dordiincii grupta; 4
(53.30) no’lu ortam besinci grupta; 1 (48.86) ve 6 (48.83) no’lu ortamlar altinci
grupta yer almiglardir (HKO=209.219; LSD= 24.828); (Cizelge 4.11).

Koklenen siirgiin yiizdesi i¢in yapilan istatistiksel analizde besin
ortamlarinin %1 &nem diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir (F=6.120).
Ortalamalarin karsilastirilmasi igin yapilan LSD testinde 7 (86.63) ve 8 (84.43)
no’lu ortamlar birinci grupta; 9 (79.96) ve 3 (77.73) no’lu ortamlar ikinci grupta; 2
(55.53) no’lu ortam {igiincii grupta; 5 (51.10) ve 1 (48.86) no’lu ortam dordiincii
grupta; 6 (42.16) ve 4 (33.33) no’lu ortamlar besinci grupta yer almislardir
(HKO=197.803; LSD=33.057); (Cizelge 4.11).
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1 Nolu 2 Nolu 3 Nolu 4 Nolu 5 Nolu 6 Nolu 7 Nolu 8 Nolu 9 Nolu
Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam Ortam

B Ortalama Canli Siirgiin Sayisi (adet)
B Ortalama Bitkicik Boyu (cm)
" Bitkicik Basina Ortalama Kok Sayisi (adet)

Sekil 4.21. Koklendirme ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiinlerde ortalama canli siirgiin sayis1

(adet), ortalama bitkicik boyu (cm), bitkicik basina ortalama kok sayisi (adet).

Dokuz farkli koklendirme ortamina alinan siirgiinlerin canli kalma sayilari
istatistiksel olarak %5 Onem diizeyinde etkili bulunmustur (F=3.675).
Ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in yapilan LSD testinde 7 (13.00) ve 8 (12.667)
no’lu ortamlar birinci grupta; 9 no’lu ortam 2. grupta (12.33); 3 no’lu ortam
(11.667) 3. grupta; 2 (8.667) ve 5 (8.667) no’lu ortamlar 4. grupta; 4 (8.00) no’lu
ortam 5. grupta; 1 (7.33) ve 6 (7.33) no’lu ortamlar ise 6. grupta yer almiglardir
(HKO=4.704; LSD=3.723); (Cizelge 4.12).

Ortalama bitki boyu i¢in yapilan istatistiksel analizde besin ortamlarinin %1
onem diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir (F=10.46). Ortalamalarin
karsilastirilmasi i¢in yapilan LSD testinde 8 (5.86) no’lu ortam birinci grupta; 7
(5.75), 2 (5.50), 9 (5.30), 3 (5.23) no’lu ortamlar ikinci grupta; 1 (4.00) no’lu
ortam {igiincii grupta; 5 (3.25), 6 (2.41), 4 (2.16), no’lu ortamlar dordiincii grupta
yer almiglardir (HKO=0.613; LSD=1.840); (Cizelge 4.12).

Canl siirglinlerde ortalama kok sayisi i¢in yapilan istatiksel analizde besin
ortamlarinin %1 ©6nem diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir (F=15.38).
Ortalamalarin karsilastirilmasi i¢in yapilan LSD testinde 8 (10.39) no’lu ortam
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birinci gupta; 9 (8.83), 3 (8.53), 2 (8.06), 7 (8.02), no’lu ortamlar ikinci grupta; 1
(6.50) no’lu ortam {igiincii grupta; 5 (3.96) no’lu ortam dordiincii grupta; 6 (3.33)
ve 4 (2.00) no’lu ortamlar besinci grupta yer almiglardir (HKO=1.61; LSD=2.98);
(Cizelge 4.12).

(a) (b)

Sekil 4.22. (a) 7 no’lu ortamda gelisme gosteren bitkicikler (b) 8 no’lu ortamda gelisme gosteren
bitkicikler

(a) (b)

Sekil 4.23. (a) 7 no’lu ortamda kdklenen bitkiler (b) 8 no’lu ortamda koklenen bitkiler
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4.4 Aklimatizasyon ve dis kosullara aktarma

Koklendirme denemelerinden sonra, elde edilen bitkiciklerin dis ortama
adaptasyonlar1 i¢in O6n alistirma islemi bitkicikler heniiz kiiltiir kab1 i¢erisindeyken
bitki biiyiime odasinda yapilmistir. Bunun i¢in kademeli olarak; 1. giin kiiltiir
kaplarinin kapaklar1 agilarak hafif bir sekilde aralanmis, 2. giin kapaklarin aralii
biraz daha arttirilmig ve 3. giin kapaklar tamamen acilarak ve bu sekilde kiiltiir
kab1 icerisindeki nem orani dereceli olarak distriilmistiir. Bitkicikler agarh
ortamlardan koklerine zarar vermeden ¢ikarilmig, ve iizerindeki agarli besin
ortami kalintilar1 su ile temizlenerek aklimatizasyon i¢in hazirlanmiglardir.
Sonraki asamalarda olusabilecek hastaliklara karsi korunmalar1 amaci ile dis
kosullara aktarilmadan o©nce bitkiciklerin kokleri 1 ppm konsantrasyonunda
hazirlanmis bakirli su ¢ozeltisine (Talicopper-Bakir Siilfat igerikli) batirilmstir.
Bu 6n uygulamadan sonra bitkicikler kisa, orta, uzun seklinde bitki boylarina gore
siniflandirilarak, torf:perlit:kum (1:1:1) karistmi igeren viollere aktarilmiglardir.
290 adet bitkiden 170 adeti (%58.62) basaril1 bir sekilde aklimatize edilmistir.
Ozden, 2007’nin yaptig1 ¢alismada 1 mg IBA iceren » MS besin ortaminda
%84.2 koklenme elde edilirken, koklii bitkiciklerin %66.4’1i dis kosullara
alistirllabilmistir. Ahmad et al., 2004 ‘iin yaptig1 calismada ise iyi koklenmis
bitkicikler seraya basarili bir sekilde aktarilmistir ve %80 hayatta kalabilme ile
biiylimtslerdir.

Sekil 4.24. Bitkilerin, biiylime odalarinda aklimatize durumunda genel goriiniimii.
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5. SONUC

Calismada, GF-677 hibrit meyve anacina ait siirgiin ucu, koltukaltt
tomurcuk ve nod eksplantlar1 5 farkli MS besin ortaminda basarili olarak kiiltiire

alinmiglardir ve herhangi bir kontaminasyon sorunu yasanmamustir.

Altkiltiirlemeler sonunda, eksplant tipleri arasinda karsilastirma
yapildiginda en iyi gelismenin nod eksplantlarinda oldugu goézlenmistir. 3.
Altkiiltiirde, 1 ve 2 no’lu ortamlarda nod eksplantlarinda en diisiik vitrifikasyonlu
eksplant yiizdeleri sirasi ile %5.2, %7.4 ve en yiiksek ¢ogalma katsayilari ise 4.9,
5.5 olarak belirlenmistir. Aktif karbon kullanilan 1 no’lu ortamda vitrifikasyonun
azaldig1 ve bununla birlikte ¢ogalma oraninin da diistiigii goriilmistiir. Ayrica
calismada siirgiin boylarinin daha kisa ve yapraklarin daha koyu yesil olduklari
belirlenmistir.  Phloroglucinol’un  kullanildigt 2 no’lu  besin ortaminda
eksplantlarin ¢oklu siirgiin olusturma oranlarinin tesvik edildigi saptanmuis, siirgiin

boylarinin da daha uzun ve yaprak renginin daha agik yesil oldugu gozlenmistir.

GF-677 hibrit anacinda in vitro kok olusumu i¢in IBA’nin farkh
konsantrasyonlart (0.5,1 ve 2 mg/L) ile aktif karbon ve phloroglucinol
denenmistir. Canli siirgiin ytlizdesi ve koklenen siirgiin yiizdesi bakimindan en iyi
sonuglar 7 (0.5 mg/L IBA) ve 8 (1 mg/L IBA) no’lu ortamlardan elde edilmistir. 7
ve 8 no’lu besin ortamlarinda canli siirgiin ylizdeleri sirasi ile %86,6 ve %84.,4;
koklenen siirgiin yiizdeleri de sirasiyla %86,6 ve %84,4 olarak belirlenmistir.
Bitkicik boyu (cm) ve ortalama bitkicik basina diigen kok sayisi (adet)
bakimindan en yiiksek degerler 8 no’lu ortamdan (1 mg/L IBA) saglanmistir. 8
no’lu besin ortaminda ortalama bitkicik boyu 5.8 cm; bitkicik basma diisen
ortalama kok sayis1 10.3 adet olarak belirlenmistir. Bitkiciklerin kok renklerinde
degisiklik gozlenmemekle birlikte, phloroglucinol igeren ortamlarda, ortam
renginden dolay1 bitkicik kokleri de hafif sarimsi turuncu renkte gozlenmistir.
Bitkicik koklerinde tiiy olusumu gdzlenmemistir. Ik kok c¢ikisi 15. giinde

gorilmiistiir.

Calismada, bitkiler dis kosullara aktarildiklarinda %58.62 oraninda bir

basari ile aklimatize edilmislerdir.

Arastirmamizda; hem silirglin olusumu ve ¢ogalmasi, hem de koklenme
acisindan Onemli bulgular elde edilmistir. GF-677’nin mikrogogaltimi igin

yapilacak aragtirmalarda tez calismasindan elde ettigimiz bulgular énemli bir
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kaynak olarak kullanilabilecek niteliktedir. GF-677 meyve anact mikrogogaltim
prosediiriinii hizlandirmak i¢in, bundan sonra yapilacak ¢alismalarda nod eksplant
tipi secimi biiyilk Onem tasimaktadir. Biliylime diizenleyicilerinin farkli
kombinasyonlari, aktif karbon ve phloroglucinol’un degisik icerikleri ile yeni
denemeler kurularak, vitrifikasyon probleminin azaltilmasi ve c¢ogalma
katsayilarinin  arttirillmas1  saglanmalidir. Ayrica bundan sonra yapilacak
arastirmalarda farkl kiiltiir kosullar1 da denenerek, basarili sonuglarin alinmasina

caba sarfedilmelidir.
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