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OZET

“GEMLIK” VE “DOMAT” ZEYTIN (OLEA EUROPAEA L.)
CESITLERININ IN VITRO KOSULLARDA REJENERASYON
POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

BAYRAKTAR, Meltem
Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Aynur GUREL

Subat 2013, 193 sayfa

Bu ¢alisma kapsaminda, koklenmesi kolay olan (Gemlik) ve kéklenmesi zor olan
(Domat) iki zeytin (Olea europaea L.) ¢esidinin in vitro kosullarda gesitli bitki biiyiime
duzenleyicileri iceren farkli besin ortamlarinda siirgiin ve kallus rejenerasyon tepkilerinin

belirlenmesi amac¢lanmustir.

Gemlik ¢esidinin seradaki fidanlarina ait nod eksplantlarinda yapilan sterilizasyon
uygulamalarinda, bahgede yetistirilen agaglarin nod eksplantlarina gore daha 1iyi
sterilizasyon yuzdeleri elde edilmistir (aga¢ nod eksplantlari: %93.3 ve fidan nod
eksplantlari: %97.3). Fidanlara ait nod eksplantlarin ¢ogunlugunun (%82.7) uygulanan
sterilizasyon yontemlerinden sonra kararmadiklar1 saptanmustir. Test edilen bes temel
besin ortami (OMyp, WPM, DKW, OM; ve modifiye OM;) arasinda WPM besin ortaminin
seradaki Gemlik fidanlarina ait tek nodlu eksplantlardan siirgiin rejenerasyonu igin en
uygun ortam oldugu belirlenmistir. Gemlik ¢esidinde maksimum siirgiin rejenerasyon
yiizdesi (%93.3) ve eksplant basina maksimum siirgiin sayisi (1.87 adet) 4 mg/l BA iceren
WPM besin ortamindan elde edilmistir. 0.5 mg/l BA iceren WPM besin ortaminda en
diisiik vitrifikasyon yiizdesi %70.6 olarak bulunmustur. In vitro kosullarda Gemlik
stirgunlerinin uzama-gogaltma asamasi i¢gin OM; ortami 5mg/l KNOs ve 2 mg/l ZEA ile

zenginlestirilmistir.

Domat ¢esidinde nod eksplantlar gecici daldirma sistemine dayali RITA®
biyoreaktoriinde kiiltiire alindiklarinda, en diisiik kararma oramt %60, en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu %60 ve eksplant bagina siirgiin sayisi 1.09 adet olarak belirlenmistir. 1 mg/1
NAA+0.5 mg/l BA iceren OM, besin ortaminda petiol eksplantlarindan karanlk

kosullarda %80 oraninda kallus olusumlari elde edilmistir.

Anahtar sozcikler: Olea europaea L., zeytin, rejenerasyon, sirgln, kararma,
vitrifikasyon, kallus, gegici daldirma sistemi, RITA® biyoreaktorii
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ABSTRACT

DETERMINATION OF REGENERATION POTENTIALS OF
“GEMLIK” AND “DOMAT” OLIVE (OLEA EUROPAEA L.)
VARIETIES IN VITRO CONDITIONS

BAYRAKTAR, Meltem

Ph.D. in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL
February 2013, 193pages

In this study, it is aimed determination of the regeneration responds of two olive
varieties, easy-to-root cultivar (Gemlik) and difficult-to-root cultivar (Domat), in different
media involving various plant growth regulators in vitro conditions.

In sterilization applications were made in node explants belonging to greenhouse-
grown plants of Gemlik variety were obtained better sterilization persentages (tree node
explants: 93.3% and sapling node explants: 97.3%) than node explants of field-grown
trees. It is determined that many of node explants (82.7%) belonging to saplings did not
brown after sterilization methods applied. Among five basal media (OM,, WPM, DKW,
OM; and modified OM;) tested, WPM medium was determined to be most suitable for
shoot regeneration from single node explants of greenhouse-grown Gemlik saplings.
Maximum percentage of shoot regeneration (93.33%) and maximum number of shoots
per explant (1.87) in Gemlik variety were obtained from WPM medium supplemented
with 4 mg/l BA. The lowest percentage of vitrification was found as 70.6% in WPM
medium containing 0.5 mg/l BA. For the elongation-proliferation stage of Gemlik shoots
in vitro conditions, OM; was enriched with 5mg/l KNO; and 2 mg/l ZEA.

In Domat variety, when node explants were cultured in RITA® bioreactor based on
temporary immersion system, the lowest browning percentage, the highest shoot
regeneration and the highest number of shoots per explant were determined with
respectively 60%, 60% and 1.09. Callus formation was obtained from petiole explants
cultured on OM,, medium containing 1 mg/l NAA+0.5 mg/l BA in continuous darkness.

Keywords: Olea europaea L., olive, regeneration, shoot, browning, callus,
temporary immersion system, RITA® bioreactor
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1. GIRIS

Akdeniz Bolgesi’nin en eski, en yaygm ve Onemli {irlinlerinden olan
zeytinin (Olea europaea L.) gen merkezi Anadolu’dur ve buradan Akdeniz
kiyilar1 boyunca batiya dogru yayilmistir (Rugini et al., 2005; Giirel vd., 2006).
Son zamanlarda zeytin yetistiriciligi diinya lizerinde yayginlastirilmasina ragmen,
Akdeniz bolgesi, zeytinin asil yetistiriciliginin yapildig1 bolgedir ve diinyadaki
Zeytin agac1 varhigmin %95’ine sahiptir (Rugini et al., 2005). Ispanya ve Italya
zeytinyagi tretiminde en 6nemli paya sahip iilkeler olup, bunlarla birlikte diinya
zeytinyagl Uretiminin  %75’ini  Avrupa Birligi {lkeleri karsilamaktadir.
Gunlimuzde, dlnya Uzerinde zeytin yetistiriciligi yapilan alan yaklasik 9.7 milyon
hektardir (Cerezo et al., 2011).

Tiirkiye, diinya zeytin alan1 varliginin %9’una, agac varliginin %17’sine,
dane zeytin iiretiminin %38’ine, zeytinyagi iiretiminin %35’ine ve sofralik zeytin
uretiminin %14’tine sahiptir (Tunalioglu, 2010). 2010 yili FAO istatistiklerine
gore, yaklasik 20.5 milyon ton olan diinya dane zeytin Gretiminin % 98’ini
Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Suriye, Fas, Portekiz, Fransa ve
Cezayir yapmaktadir. Bu iilkelerin kendi i¢indeki tiretim dagilimlarinin ise; %38
Ispanya, %15 ltalya, %9 Yunanistan, %7 Turkiye, %5 Suriye ve %4 Tunus
seklinde oldugu goriilmektedir. Ulkemiz gerek zeytin agaci varligi, gerekse zeytin
iiretiminde Ispanya, Italya, Yunanistan ve Fas’tan sonra gelmektedir. Turkiye,
zeytin ireticisi iilkeler icerisinde hem zeytin tiretim alan1 (826.199 hektar) hem de
zeytin iiretimi bakimindan (1.415.000 ton) 5. sirada yer almaktadir (FAO
istatistikleri, 2010). Tiirkiye Istatistik Kurumu Baskanhig (TUIK) 2011 yih
verilerine gore, zeytin iiretimi 2010 yilinda 1.415.000 ton iken 2011 yilinda
1.750.000 ton’a ulasarak %23.7 oraninda bir artis gdstermistir (Tiirkiye Istatistik
Kurumu Baskanlig1, 2012a). Ayrica yine TUIK verilerine gére 2012 yilinda zeytin
uretiminde bir dnceki yila gore %4 oraninda bir artis beklenmektedir (Tiirkiye
[statistik Kurumu Baskanlig1, 2012b).



Zeytinyag: ilk iiriindiir ve besinsel degerinden dolay1 zeytinyag: tiiketimi
son yillarda artmigtir. Zeytin ayn1 zamanda Akdeniz Ulkeleri’nde sofralik olarak
da tiiketilmektedir (Rugini et al., 2005). Zeytin iiretiminin biiyiik bir kism1 yag
ekstraksiyonu igin yapilmakla birlikte, yaklasik %7-8’i sadece sofralik zeytin
olarak yetistirilmektedir (Khan et al., 2002; Girel vd., 2006). Zeytinyagi
uretiminden elde edilen prina yagi ve prina gibi yan frilinler ile bunlarin gesitli
kullanim alanlar1 da (yakat, giibre gibi) diisiiniildiigiinde, ana sektorlere ek yan
sektorlerde olusmaktadir (Gurel vd., 2006).

Zeytinin 4000 yildan fazla bir siiredir yetistiriciligi yapilmaktadir ve
tiretiminde tohum, govde celikleri, daldirma veya tohumun ¢imlendirilmesi ile
elde edilen ¢ogiirler tizerine asilama gibi farkli metotlar kullanilmaktadir (Binet et
al., 2007; Rostami and Shahsavar, 2012). Kiiltirel ve ekonomik éneme sahip olan
zeytinin Uretilmesinde as1 ya da yesil celik yontemi tercih edilmektedir. Asi
yontemi kullanildiginda iiretim sureci 4-4.5 yil olmaktadir. Yesil celikle Gretimde
ise bu slre 1-1.5 yila inmektedir. Ancak tiim cesitlerin bu yolla 0Oretilmesi
mimkiin olmadigindan, hizli ve yogun iretim sorunu halen ¢oziimlenmis
sayllmamaktadir. Ayrica, zeytin agaci ve Triinleri bir¢ok hastalik veya
pestisitlerden zarar gorebilmektedir. Bu nedenlerden dolayi, son yillarda hizli,
yogun ve saglikli iretim agisindan doku kiltiri yoéntemlerinin  Uretime

kazandirilmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir (Giirel vd., 2006).

Gunumuzde bitki doku kulturleri; ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde,
hastaliksiz bitki elde edilmesinde ve kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda
rutin olarak uygulanmaktadir. Geleneksel Gretim teknikleri kullanildiginda
karsilagilan bazi zorluklarin iistesinden gelinebilmesi ve zeytinde genetik
iyilestirmelerin  yapilabilmesi ag¢isindan in vitro kultirler oldukca etkili
olmaktadirlar (Gurel vd., 2006; Roussos and Pontikis, 2002). Bu yontemlerin
kullanilmasiyla tiretim igin temiz materyaller saglanmakla birlikte, Uretim igin
gerekli siire kisaltilarak iiretim esnasinda hiz ve yogunluk saglanmaktadir

(Lambardi et al., 2006).



Klonal ¢ogaltimda genotipi korumak esas oldugundan, in vitro Gretimde
apikal ve koltuk meristemlerinin, ya da uygulamas: daha kolay olan ve gelismesi
yine meristemle saglanan siirgiin uglarinin veya nod eksplantlarinin (bogumlu
mikrogeliklerin) kullanilmasi Onemlidir. Ciinkii meristem dokularinin genotip
bakimindan stabil oldugu bilinmektedir (Emiroglu ve Giirel, 2005). D’Amato
(1977)’ya gore bu durum, meristematik hiicrelerin iki esas o6zelligi ile
saglanmaktadir: (a) DNA sentezi-mitoz diizeninin tam kontrol altinda olmasi,
dolayisiyla somatik poliploidiye yol agan ekstra DNA duplikasyonlarinin
olmamast; (b) hiicrelerin ¢ogalma yetenegine zarar veren spontan kromozom
yapist degisikliklerini ve diger genetik bozukluklari, en azindan kismen elimine

eden stirekli hiucre boliinmesinin olmasi.

Bir tek bitkiden vejetatif olarak ¢ogaltilan ve ayni1 genotipi tasiyan bitkiler
grubu bir “klon” olusturmaktadir. Cok kiiciik bitki pargalar1 (eksplantlar)
kullanilarak, laboratuvarda steril kosullarda yapilan vejetatif iiretim “ in vitro
cogaltim” ya da “mikroiiretim” olarak adlandirilmaktadir. Geleneksel yontemlerle
vejetatif iretimi yavas, zor hatta imkansiz olan bazi bitkilerin klonal ¢ogaltim1 in
vitro kiiltiirde saglanabilmektedir. Ayrica, mikroiiretim, mevsime bagli olmadan
kontrollii kosullarda yil boyunca yapilabilmektedir ve g¢ogaltim potansiyelinin
fazlaligi, stok bitkilerin muhataza edilebilmesi, yer ihtiyacinin az olmasi, olumsuz
hava kosullarina, hastalik ve zararlilara kars1 korunma gibi avantajlar1 da vardir.
Ozellikle siis bitkilerinde genis bir uygulama alani olan in vitro gogaltimdan
yararlanilarak, 1slah ¢esit ve hatlarinin, kisa siire i¢inde ticari boyutta klonal

cogaltilmas1 miimkiindiir (Emiroglu ve Giirel, 2005).

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde bitki rejenerasyonunun saglanmasi ve klonal
¢ogaltimm basarilmasi olduk¢a Onemlidir. Zeytin bitkisinde doku kultird ile
tiretim caligmalar1 1980°li yillardan bu yana uygulanmaktadir ve bazi gesitlerde
mikrogogaltim konusunda ilerlemeler kaydedilmesine ragmen bu durum her cesit
icin s0z konusu degildir. Bugiine kadar zeytinde doku kiltlirii ¢alismalarinda
basar1y1 sinirlandiran faktorler; siirgiin cogaltim oraninin genellikle diisiik olmasi
ve c¢eside bagli olmasi, koklenmenin zor elde edilmesi, aklimatizasyon
asamasinda yiiksek oranda bitki kaybmin yasanmasi, fenolik bilesiklerden

kaynaklanan esmerlesme ve kararmalar, sistemik bulasmalar ve ana bitkinin



fizyolojik durumu olmustur. Ancak son yillarda literatiirlerde yer alan basarili
calismalar da mevcuttur. Ozellikle Italya’da gergeklestirilen arastirmalarda doku
kiltiirii ile ilgili metotlarin standardize edildigi ve fidancilik sektoriine aktarildig

bilgileri mevcuttur (Rugini et al., 1999; Girel vd., 2006).

Zeytin bitkisine ait bir¢ok ¢esitte nodal eksplantlar veya somatik embriyolar
yolu ile mikrogogaltim gergeklestirilmesine ragmen, her ¢esidin in vitro kosullara
tepkisi farkli oldugundan her biri i¢in ayr1 ayri liretim protokoliiniin olusturulmasi

gereklidir.

Bu tez kapsaminda, insan beslenmesi ve saglig1 agisindan 6énemli bir iiriin
olan zeytinin koklenmesi nispeten daha kolay gerceklesen “Gemlik” ve
koklenmesi oldukg¢a zor olan “Domat” ¢esitlerinde in vitro kosullar altinda farkli
bitki blylme dizenleyici igeriklerine sahip c¢esitli besin ortamlarinda siirgin

rejenerasyon ve kallus rejenerasyon kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

2.1 Bitkisel Ozellikler

Zeytin bitkisi 29 cinse sahip Oleaceae familyasina dahildir ve 35 tiir i¢eren
Olea cinsi bunlardan birisidir. Olea cinsine ait buttn tdrlerin temel kromozom
sayist 2n=46 (x=23)’dir (Rugini et al., 2005). Olea cinsi, hepsi nispeten gi¢
yetisme sartlarina sahip sahalardan g¢ikan cesitli tiir ve alt tiirleri icermektedir.
Bunlarin ¢ogu calilar veya agaclardir. Yenilebilir meyvesi olan tek tiir, kiiltiir

zeytininin dahil oldugu Olea europaea L.’dir (Shimon, 1998).

Simif : Magnoliopsida
Alt simif . Asteridae
Takim : Scrophulariales
Familya : Oleaceae

Alt familya : Oleideae

Cins : Olea
Tar : Olea europaea L.
Alt tur : Olea europaea L. subsp. oleaster (=O. europea L. subsp.

sylvestris) Olea europaea L. subsp. sativa (=O. europea L. subsp.
europaea) (Mete ve Cetin, 2006)

Zeytin (O. europaea L.) tuza ve kuraga toleranshidir ve fakir topraklarda
dahi yetisebilmektedir. Bu 6zellikleri zeytini ayricalikli kilmakta ve bu yilizden
cok eski zamanlardan beri hem 6nemli bir iirlin olarak yetistirilmekte, hem de

agaclandirma ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Rostami and Shahsavar, 2012).

Zeytincilik, Ulkemizde Cumbhuriyet sonrasinda tarimm en onemli faaliyet
alanlarindan biri haline gelmistir. Atatiirk’iin 1929 yilinda Yalova bdlgesine
yaptig1 bir gezide zeytincilige gereken 6nemin verilmesi konusundaki direktifleri
dogrultusunda 1937 yilinda Bornova Zeytincilik Arastirma Enstitiisii kurulmus ve
zeytincilik konusunda arastirmalara baglanmistir. Diger taraftan zeytin bahgesine
bakmayan ve bakim yaptirmayan ireticilere ceza verilmesine neden olan bir

kanunun (26/01/1939 tarih ve 3573 sayili “Zeytinciligin Islah1 ve Yabanilerinin



Asilattirilmas1 Hakkinda Kanun”) c¢ikarilmasi ile bu o6zellige sahip tek bitki
olmustur. Ulkemizde zeytincilik, yurt disinda egitim gdrmiis uzmanlar tarafindan
yeni, bakimli, saglikli ve verimli bahgeler tesis edilerek gelistirilmeye ¢alisilmig
ve bu konuda 6nemli yol kat edilmistir. Zeytincilige verilen bu 6nem, 1950’li
yillardan itibaren gittikge azalmaya baglamakla birlikte 1961-62 doneminde
Tiirkiye ilk zeytinyagi ihracatin1 yapmustir. 1970°li yillarda verimin diisiik ve
maliyetin yliksek olmasi nedeni ile karlilik olumsuz yonde etkilenmis ve zeytin
yag1 yerine rafinasyon ile elde edilen diger bitkisel yaglarin {iretim ve tiikketimi
tesvik edilmistir. 1980°1i yillar ve sonrasinda zeytinciligi koruma kanununa
ragmen baska tarimsal faaliyet alanlar1 agmak veya kiy1 turizmi ugruna zeytin
alanlan tahrip edilmistir. Sofralik zeytin ve zeytinyagi teknolojisin gelismesi,
bolgeleriyle 6zdeslesen ve markalasan zeytin cesitlerinin zeytin ve zeytinyagi
pazarinin gelismesine destek vermesinden dolay1 iilkemizde 2000°li yillardan bu
yana Ozellikle de sofralik zeytin ve zeytinyagi iiretiminde olduk¢a Onemli
gelismeler kaydedilmistir ve diinyada séz sahibi bir iilke konumuna gelmistir

(Ozkaya vd., 2012).

2.2 Zeytinde Cogaltim Teknikleri

Celikle iiretim oldukca kolay oldugu icin, elde edilen bitkisel materyal ana
bitkinin Ozelliklerini ve genetik materyalini korudugundan ve iiretim i¢in ana
bitkiden bol miktarda materyal elde edilebildiginden en ¢ok tercih edilen tretim
seklidir (Kaya, 2006; Rostami and Shahsavar, 2012). Bu yontemde ana bitkiden
ayrilan yesil dal celikleri hormona batirildiktan sonra, 6zel fiziksel sartlarin
(sicaklik, 151k, nem v.b.) olusturuldugu bir serada koklenmeyi tesvik edici ortam
iceren substratlara dikilmekte ve bu sekilde koklenmeleri saglanmaktadir.
Cesitlere gore celikle liretimde koklenme oranlarinda farkliliklar gozlenmekte ve
ekonomik Oneme sahip bazi zeytin cesitlerimizin (Domat, Memecik, v.b.)
koklenme orani c¢ok diisiik olmaktadir. Kaya (2006), celikle iiretimde Domat
cesidinde %10-15, Memecik cesidinde %30-35, Ayvalik c¢esidinde %60-70,
Gemlik ¢esidinde %80-90 ve Manzanilla ¢esidinde %95-100 oraninda basar elde

edildigini rapor etmistir.



Celikle koklenmesi zor olan ve bu tip dUretimle ekonomik olarak
tiretilemeyen cesitlerden fidan elde edilebilmek icin astyla iiretim yapilmaktadir.
Astyla iiretimde, genellikle yabani ya da kiiltiir ¢esidi zeytin tohumlarindan elde
edilen c¢oOgiirler ana¢ olarak kullanilmaktadir. Zeytin ¢ekirdekleri yapisal
ozellikleri nedeniyle giic ve diisik diizeyde (%]13) cimlenmektedirler. Ayni
zamanda cekirdeklerden elde edilen ¢dgiirler; heterezigot olmalar1 nedeniyle her
biri farkli 6zellik gdstermektedirler (Ozen ve Kaya, 2007). Bundan dolay
kullanilan anacin 6zelliklerinin ne oldugu bilinmemektedir. Bu olumsuz durumu
ortadan kaldirmak icin koklenme orani yiiksek, hastalik ve zararlilara, kurakliga
ve soguga dayanikli oldugu bilinen klonal anag¢larin kullanilmasi1 daha énemlidir.
Ayrica, asili fidan iiretiminde, ¢ogiir olarak kullanilan tohumun hasadindan asili
fidanin satis asamasina kadar yaklasik 5 yila ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu siire
tiretim i¢in olduk¢a uzun, masrafli, ayrica iiretim siiresince kayiplar oldukga

yiiksek olmakta ve asi ile tiretim 6zel is¢ilik gerektirmektedir (Kaya, 2006).

Bahsedilen bu klasik g¢ogaltim yontemleri, zeytin bitkisinin {iretiminde
yetersiz kalmakta ve hatta bazi ¢esitlerde sinirlt bir tiretim s6z konusu olmaktadir.
Bu ylizden zeytinin in vitro ¢ogaltimi ile klasik iiretim tekniklerinde karsilasilan
bazi zorluklarin iistesinden gelinebilmektedir (Rugini, 1995; Rugini et al., 1999;
Garcia-Feérriz et al., 2002).

2.3 Zeytinin Doku Kiiltiirii fle Uretimi

Zeytinde farkli cesitlerde; aksillar tomurcuklarin uyarilmasi (nod kiiltiirii),
organogenez ve somatik embriyogenez yolu ile mikrogogaltim yapilabilmektedir
(Rugini and Gutiérrez-Pesce, 2006).

Olea europaea tlrlerinde in vitro ¢ogaltim verimi genellikle kiiltiir ortamina
(Rugini, 1984; Sghir et al., 2005; Brito and Santos, 2009), genotipe (Zuccherelli
and Zuccherelli, 2002; Giorgio et al., 2006), bitki blyime dlzenleyicilerine
(Peixe et al., 2007) ve karbon kaynagina (Leva et al., 1994; Sghir et al., 2005)
baghdir. Ozellikle rekalsitrant zeytin gesitlerine spesifik besin ortamlari, embriyo
veya geng siirgiinlerden mineral elementlerin analizi ile belirlenmistir (Rugini,

1984: Ali et al., 2009).



Zeytinin olgunlagmis dokularinin in vitro tekniklere gosterdigi rekalsitrant
tepkilerden dolayr bu bitkide olgunlasmis dokulardan in vitro manipilasyon
oldukca zordur ve bu durum biyoteknolojik ilerlemeleri yavaglatmaktadir. Ancak
olgunlagsmamis zigotik embriyolar, kotiledonlar ve olgun embriyolarin radikulalar1
oldugu kadar ¢im bitkilerinin kdkleri gibi farkli embriyo kokenli gen¢ dokular
eksplant olarak kullanilarak somatik embriyolardan bitki rejenerasyonlari
gergeklestirilebilmistir. Fakat somatik embriyolarin iiretimi i¢in  gerekli
protokoller mevcut olmasina ragmen, bir sonraki asama olan embriyolarin bitkiye
doniisiim oranlar1 olduk¢a diisiiktiir ve bu durum biiyiik ¢apli bitki cogaltimi,
krayoprezervasyon veya genetik transformasyon gibi zeytinde g¢esitli
biyoteknolojik ~ uygulamalar  icin ~ somatik  embriyolarin  kullanimin
zorlastirmaktadir (Rugini et al., 2005; Cerezo et al., 2011). Ayrica, embriyolardan
elde edilen eksplantlarin kullanilmasi, 6zellikle se¢ilmis bir ¢esidin veya klonun
cogaltiminda elverisli degildir (Ozden vd., 2010). Picual zeytin ¢esidinde olgun
embriyolarin in vitro ¢imlendirilmesi ile elde edilen radikulalardan (Cerezo et al.,
2011), Manzanillo ¢esidinde olgunlasmamis kotiledon parcalarindan (Leva et al.,
2006), Chemiali of Sfax ve Meski ¢esidinde geng zigotik embriyolardan (Maalej

et al., 2002) somatik embriyogenez yolu ile liretim gerceklestirilmistir.

Cerezo et al. (2011), Picual gesidinde yaptiklar1 ¢alismada somatik
embriyogenez ile etkili bir rejenerasyon sistemi gelistirmislerdir. Olgunlasmis
tohumlardan izole edilen radikulalar, 2.5 uM 6-(dimethylallylamino) purine (2iP)
ve 25 pM indole-3-butyric acid (IBA) eklenmis modifiye OM (Omc) ortaminda 3
hafta kiiltiire alinmis ve daha sonra 2IP icermeyen ve daha diisiik konsantrasyonda
IBA igeren ayni besin ortamina transfer edilerek %25 oraninda embriyogenik
kiiltiirler elde edilmistir. Iki farkli temel ortam; Omc ve olive cyclic
embryogenesis medium (ECO) [Ya OM makroelementleri, ¥ MS mikroelementleri
ve 550 mg/l glutamin ilave edilmis 2 OM vitaminleri] embriyogenik kallus
cogaltimi ve olgunlagsmasi agisindan test edilmisler ve embriyogenik kallusun
biiyiime orani bakimindan her iki ortam ayni bulunmustur. Ancak; embriyolar
ECO besin ortaminda kiiltiire alindiklarinda, olgun embriyolarin rejenerasyonu

oldukga yiiksek olmustur.



Cafias and Benbadis (1988), Tanche ve Picula gesidinde kallustan bitki
rejenerasyonu amaciyla yaptiklari ¢alismada, bu gesitlere ait tohumlardan izole
edilen embriyolarin kotiledonlarini eksplant olarak kullanmigladir. Kotiledon
parcalar1 hiicre boliinmesi ve kallus olusumunu baglatmak amaciyla oncelikle
yilksek seviyede oksin (5 mg/l IBA) ve diisiik seviyede (0.2-0.5 mg/l) 2iP veya
zeatin igeren modifiye OM (Omc) ortaminda kiiltiire alinmiglar, daha sonra
bliylimeyi devam ettirmek ve organ veya siirglin rejenerasyonunu saglamak
amaciyla farkli seviyelerde IBA ve/veya 2iP igeren Omc ortamlarma
aktarilmiglardir. 1 mg/l IBA iceren Omc ortaminda en yliksek kok rejenerasyonu,
4 mg/l 2IP igeren ortamda ise en yiiksek siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir.
Rejenere olan sirginler 1 mg/l IBA veya naftelen asetik asit (NAA) igeren baska
bir modifiye OM ortamina (Omr) aktarilinca tam bitkiye doniismiislerdir.

Aklimatizasyonda %75-80 basar1 elde edilmistir.

Ozgen (1999), Ayvalik ve Gemlik ¢esidini kullanarak yaptig1 ¢alismada
somaklonal varyasyonlardan yaralanmak amaci ile zeytinde kallus olusumu
tizerine farkli bitki biiyiime diizenleyicileri, bunlarin kombinasyonlar1 ve
konsantrasyonlarinin, eksplantlarin, donemin, aydinlik ve karanlik gibi faktorlerin
etkilerini aragtirmistir. Kallus olusumunu en iyi 1.0 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP
iceren OM ortaminda aydinlik kosullarda elde etmistir. Ayvalik cesidi kallus
olusumunda Gemlik c¢esidinden daha iyi bulunmus ve en iyi kallus gelisimi
Aralik-Ocak aylarinda kiiltiire alinan petiol eksplantlarinda gézlenmistir. Siirgln
lizerine yaptig1 denemede ise en iyi siirglin gelisimini Nisan ve Mayis aylarinda
bir yillik Gemlik siirgiinlerinden alinan eksplantlarda, 4 mg/l zeatin iceren besin
ortaminda elde etmistir. In vitro siirgiinlerden alinan yapraklarda en iyi kallus
olusumu 1 mg/l IBA ve 0.5 mg/l BAP iceren ortamda gozlenmis fakat herhangi
bir rejenerasyon elde edilememistir. Internodyumlar ve petiollerde ise birkac
bitkide 4 mg/l zeatin ve 0.5 mg/l IBA iceren ortamda surgiin rejenerasyonlari elde

edilmistir.

Zeytin bitkisinin mikrogogaltimi yiiksek maliyetten dolay1, henliz klasik
tiretim metotlarinin (as1 ve gelik) yerini istenilen diizeyde alamamistir. Zeytinin
biiyiikk ¢apli mikrogogaltimi, her ¢eside Ozgii ayri ayr tretim protokollerinin

optimizasyonunu gerektirmektedir. Zeytinin mikrogogaltimla iiretiminde en kritik
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asama eksplantlarin in vitro kosullara adaptasyonudur. Bu asamada aksillar
tomurcuklarin siirmesini tesvik etmek i¢in oksin/sitokinin sevilerini dengelemek
Onemlidir. Birinci asama basarildiktan sonra, koklenme asamasi c¢ok kritik

degildir (Zuccherelli and Zuccherelli, 2002).

Seyhan ve Ozzambak (1994), Turkiye’de ticari éneme sahip ve koklenmesi
zor olan Mememecik ve Domat c¢esitlerinde yaptiklar1 g¢alismada siirgiin
cogaltimmmi ve BAP’in farkli konsantrasyonlarmin siirgiin ¢ogaltimi iizerine
etkisini arastirmiglardir. 5-10 yillik klon anaglardan farkli zaman periyotlarinda
aliman geng siirglinler iizerindeki toz partikiiller gidinceye kadar akan suyun
altinda yikanmis, akabinde nodal segmentlere ayrilan bitkisel materyal deterjanla
yikandiktan sonra %60°lik etanole batirilmiglardir. %10’luk tween eklenmis
sodyum hipoklorit solisyonundal5 dakika sureyle steril edilen eksplantlar, en son
olarak 4 kez steril saf su ile calkalanmislardir. Kiiltiire alinmadan once
eksplantlar, 3 saat steril saf su igerisinde bekletilmistir. Calismada 3., 4. ve 5.
nodlar eksplant olarak kullanilmis ve steril edildikten sonra 0.5 mg/l BAP igeren
modifiye OM baslangi¢ ortaminda kiiltiire alinmislardir. Kalturler, 7 giin sure ile
karanlikta muhafaza edilmis daha sonra 16 saatlik fotoperiyot kosullarina transfer
edilmislerdir. Kiiltiirden 35-40 giin sonra iyi biiyiime gosteren siirgiinler, farkli
seviyelerde BAP (0.5, 1.0, 2.0 mg/1)’1in 0.05 mg/l NAA ile kombine edildigi OM
stirgiin ¢ogaltim ortamlarina aktarilmislardir. Maksimum siirgiin sayisi; 0.05 mg/I
NAA+1.0 mg/l BAP igeren besin ortaminda, maksimum siirgiin uzunlugu ise 0.5

mg/l BAP iceren besin ortaminda elde edilmistir.

Zuccherelli and Zuccherelli (2002), Akdeniz Bolgesi’nde yetisen 50 énemli
¢esidin iiretimi i¢in mikrogogaltimin kullanilma olasiligin1 arastirmislar ve o
zamana kadar gelistirilen mikrogogaltim prosediirlerini ticari iiretime uygun
olacak sekilde modifiye ederek bu g¢esitlere uygulamislardir. Arastirmacilar
calistiklart gesitleri in vitro kosullara verdikleri tepkilere gore li¢ gruba ayirmistir:
Leccino ve Picholine gibi rekalsitrant ¢esitler, Pendolino ve Frantoio gibi orta
diizeyde zorluga sahip ¢esitler ve Arbequina, Barnea ve Hojiblanca gibi in vitro
kosullarada iiretime olduke¢a yatkin cesitler. Bu ii¢ gruptan kolay ve orta diizeyde
zorluga sahip c¢esitlerin  ticari  boyutta biiylik capli  {iretimlerinin

gergeklestirilebilecegini fakat rekalsitrant tiirler i¢in teknigin optimize edilmesi
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gerektigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde Giorgio et al. (2006), Akdeniz
Bolgesinde yetisen 18 Onemli gesit ig¢in in Vvitro ¢ogaltim asamasindan serada
aklimatizasyon asamasina kadar uygun bir protokol gelistirmeye calismislardir.
Yapilan bu calismada Arbequina, Ascolana, Biancolilla, Canino, Coratina,
Frantoio ve Gentile di Larino gesitlerinin kisa siirede in vitro kalturleri

olusturulmus ve aklimatizasyonlar1 yapilmstir.

Iki zeytin cesidi Kalamon ve Koroneiki in vitro sirgin ve kok
rejenerasyonu agisindan karsilastirtlmiglar. Tek nodlu eksplantlar 100 mg/l myo-
inositol, 2 mg/l glisin, 0.5 mg/l nikotinik asit, 0.5 mg/l pridoksin-HCI, 0.1 mg/I
thiamine-HCI, 0.5 mg/l IBA, 10 mg/l BAP, 30 g/l sukroz ve 6 g/l agar iceren Y2
MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Kok gelisimi igin de Knop makroelementleri
ve Heller mikroelementlerini yar1 veya tam konsantrasyonda iceren, 160 mg/I
putresin, 1 mg/l NAA, 20 g/l sukroz ve 7 g/l agar eklenmis ortamlar kullanilmistir.
iki ¢esidin rejenerasyon kapasitelerinde farkliliklar gdzlenmistir. Kalamon cesidi
siirglin rejenerasyonu ve kok olusmu agisindan Koroneiki ¢esidinden daha zayif

kalmistir (Ozkaya et al., 2003).

Sghir et al. (2005), kolay koklenen ZDH4 ve Lucques, orta dizeyde
koklenme kabiliyetine sahip Haouzia, Dahbia, Amellau ve Salonenque ve zor
koklenen Picholine marocaine ve Picholine du Languedoc ¢esitlerinin
mikrogogaltimi1 {lizerine yaptiklar1 calismada, bu gesitlere ait tek nodlu govde
pargalarin1 %3 sukroz ve 8.8 uM BA veya 8.8 uM BA ve 0.26 NAA veya 13.6
UM zeatin igeren OM ortaminda kiiltire almislar ve bu Kiiltirleri 25/22 °C
giin/gece sicakliginda, 16 saat aydinlik periyotta ve 40 pmol/mzs 151k siddetinde
muhafaza etmiglerdir. Elde edilen sonuglara gore her ¢esidin kullanilan ortamlara
farkli tepkiler verdigi ve mikrogogaltimi en kolay olan ¢esidin Haouzia oldugu
rapor edilmistir. Tim kiiltiirler i¢in en iyi sonuglar zeatin i¢ceren ortamlardan elde
edilmistir. Olusan in vitro surginleri ise koklenme igin 5.37 uM NAA veya 24.6
uM IBA igeren OM ortamina aktarmislar veya iki fazli olarak; once stirgiinleri 5
giin indiiksiyon asamasi i¢in 24.6 uM IBA soliisyonunda karanlikta bekletmigler
ve daha sonra bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen OM ortamina transfer
etmislerdir. En iyi koklenme orani iki fazl kiiltiirde ve Salonenque (%70) ve

Picholine marocaine (%65) ¢esitlerinde gdzlenmistir.
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Arbequina, Picual ve Empeltre kultur varyetelerinin tarlada buyuyen olgun
agaclarindan toplanan ug stirgiinleri 2 yillik zeytin fidanlar tizerine agilanmis ve
bir yil sonra yeni olugsan 10-15 cm biiyiikliigiindeki siirgiinlerden alinan tek nodlu
eksplantlar in vitro kiiltir i¢in baslangi¢ materyali olarak kullanilmistir. Bu
eksplantlar baslangicta 1 mg/l BAP igeren '2 Rugini Olive Medium (ROM)’da
kiiltiire almmus. Ug hafta sonunda siirgiin veren nodlar siirgiin cogaltim1 agisindan
karsilastirma icin, degisik konsantrasyonlarda (1, 2.5, 5 uM) BAP biiyiime
diizenleyicisini tek basina iceren veya BAP ile kombine edilmis 1 uM thidiazuron
(TDZ) igeren modifiye MS (Murashige and Skoog, 1962) ve ROM ortamlarina
aktarilmistir. Test edilen temel besin ortamlarindan en iyi sonuglar ROM’dan elde
edilmistir. BAP’1in tiim konsantrasyonlarinin TDZ ile kombinasyonlari, BAP’1n
tek basina kullanildig1 konsantrasyonlarla karsilagtirildiginda daha iyi sonuglar
vermistir. Siirglinler 45 mm uzunluguna eristiginde ilk 6nce bes giin siire ile %2
sukroz, 3 mg/l AIB ve 2 mg/l AlA igeren steril olmayan bir sollsyon igine
yerlestirilmisler, daha sonra bir substrata transfer edilerek %100 nemde
tutulmuslardir. Bu sekilde dis kosullara aktarilan siirgiinlerin %75°1 25-35 gun
sonra kok olusturmustur (Garcia-Férriz et al., 2002).

Meski ¢esidinde yapilan ¢alismada in vitro’da yetistirilen surglnlerden
alinan tek nodlu eksplantlarda en iyi biiylime orani kiiltiirden 75 giin sonra 1mg/I
zeatin iceren OM ortaminda 11 nodlu yaklasik 17 cm uzunlugunda siirgiinler
olarak gozlenmistir. Koklendirme igin siirglinler 3 g/l aktif karbon iceren besin
ortamina aktarilmadan 6nce, 1 g/l konsantrasyondaki IBA soliisyonuna batirilmis

ve yaklasik %100 koklenme elde edilmistir (Chaari et al., 2002).

Roussos and Pontikis (2002), Koroneiki ¢esidi i¢in uygun mikrogogaltim
prosediirii gelistirmislerdir. Bu ¢esidin 20 yillik agag¢larindan kisin alinan 10-15
cm uzunlugundaki geng siirglinleri eksplant kaynagi olarak kullanmiglardir.
Koroneiki ¢esidinin tek nodlu eksplantlar1 biliylime diizenleyicisi igermeyen
modifiye Driver-Kuniyuki (DKW) ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Bu eksplantlar
ayda bir kez zeatin riboz, 6-(y- y-dimethylallylamino) purin, 6-benzyladenin veya
thidiazuron iceren ortamlarda altkiiltiire alinmiglardir. Zeatin ribozun siirgiin
cogaltiminin uyarilmasinda diger sitokinlerinden {iistiin oldugu belirlenmistir.

Cogaltim asamasinda 2 ay sonra eksplantlar IBA, NAA veya IBA+NAA iceren 1
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ml stvi WPM ortaminda karanlikta kiiltiire alinmislardir. Daha sonra eksplantlar
biiyiime diizenleyicisi icermeyen yiizeyi ince bir perlit tabakasi ile kapli ayn1 kati
ortama transfer edilmislerdir. Iki oksinin 1+1 mg/l seklinde kombinasyonu %76
koklenme saglamistir. 50 mg/l zeytin budak ekstrakti ile oksinin kombinasyonu
sonucunda ise koklenme yaklasik olarak %87 oranina ulasmistir. Aklimatize

edilen surglinlerin %75’1 canli kalabilmistir.

Chondrolia Chalkidikis ¢esidinde yapilan mikrogogaltim ¢alismasinda,
temel besin ortamlarinin (WPM, Quoirin and Lepoivre (QL) ve OM) ve degisik
konsantrasyonda sitokininlerin (BA, zeatin, 2IP) tek basina ya da birbirleri ve
GAgzile kombinasyonlarinin in vitro gogaltim iizerine etkileri arastirilmigtir,. WPM
besin ortami morfolojik olarak daha iyi goriiniimlii mikrostirglinler {iretmistir.
Eksplant basina en fazla siirgiin olusumu (1.68 adet, 3.0 cm uzunlugunda ve 4.2
cogaltim oranina sahip) 20 uM zeatin iceren WPM besin ortamindan elde
edilmistir. Besin ortamina 5-20 uM zeatin ve 1 pM BA eklendiginde, eksplant
basina mikrosiirgiin sayist (1.85) ve cogaltim orani (6.8) artmis fakat siirgiin
uzunlugu azalmistir. Denemede arastirilan yapilan sitokininler arasinda 2iP en az
etkili bulunmustur. Zeatin (20 uM) ve GAz (10 uM) kombinasyonu siirgiin
¢ogaltimimni olumlu yonde etkilemis ve eksplant basina 1.80 adet mikrostrgin, 3.0
cm silirglin uzunlugu ve 7.0 c¢ogaltim oran1 elde edilmistir. Ancak ayni
konsantrasyonda GA3’in 1 uM BA ile kombinasyonu eksplant basina siirgiin
sayisini (0.48) ve ¢ogaltim oranini (2.4) diisiiriirken, slirglin uzunlugunu (2.7) ¢ok
fazla degistirmemistir. Koklenme tizerine IBA, NAA ve putresinin etkisi de
arastirtlmistir. Mikrosiirgiin basina 2.3 adet kok ve %70’lik koklenme orani 12
uM IBA ve 3 uM NAA igeren besin ortaminda elde edilmis ancak siirglin ucu ve
yapraklarda absisyon gozlenmistir. Ayni ortama 30 uM putresin eklenmesi ile
koklenme orant %93 ve mikrosiirgiin basina kok sayist 4’e yiikselmis ve
stirglinlerde higbir yan etki gorilmemistir. Aklimatize edilen siirgiinlerin %90°1

canli kalmistir (Grigoriadou et al., 2002).

Zeytincilik Arastirma Istasyonu ile Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii’niin 2005 yilinda birlikte yiiriittiikleri ¢aligma ile bazi
zeytin gesitlerinin in vitro kosullarda farkli bitki biiyiime diizenleyicileri igeren

kiltiir ortamlarinda gosterdikleri rejenerasyon tepkileri belirlenmistir. Calismada
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celikle tiretimi kolay bir ¢esit olan Gemlik, ¢elikle {iretimi zor olan ve asiyla
tiretilen Domat ¢esidi ve D-36 delice anacina ait tek yillik siirgiinlerin 3, 4, 5 ve
bazen 6. nodlar1 5 mg/l BA ya da 5 mg/l zeatin iceren OM baslangi¢ (Olive
Medium), MSM ve WPM Kkiiltiir ortamlarina aktarilmistir. Arastirmada en fazla
siirglin gelisimi zeatin ilave edilmis OM baslangi¢ ortaminda gozlenmistir.
Gemlik ¢esidinde kiiltiire alinan eksplantlar BA ilave edilen OM baglangic
ortaminda 15 giin i¢inde kallus olusturmus ve olusan kalluslardan her hangi bir
slirgiin rejenerasyonu gozlenmemistir. Zeatin ilave edilen kiltirlerde ise %68.2
oraninda siirgiin olusumu kaydedilmistir. Kiiltiire alinan Gemlik eksplantlarinda
materyalin %17.4’1 kararmig, %6.83°1 ise kallus olusturmustur. Ayrica, siirgiin
cogaltim ortamlarinda %61.7 oraninda basar1 saglanan Gemlik c¢esidine ait
sirgunler 160 mg/l putresin ve 1.5 mg/l NAA igeren OM ortamina
aktarildiklarinda %36.5 oraninda kok olusturmuslardir. Domat c¢esidinde ise
%34.9 kontaminasyon ve %18 kararma gozlenmekle beraber %18.37 oraninda
siirglin olusumu ve %1.37 kallus olusumu goriilmiistir. D-36 c¢esidinde OM
baslangic ortamima aktarilan eksplantlarin = %31.4’0Unde  kontaminasyon,
%14.7’sinde kararma ve %57.47 sinde slirgiin olusumu kaydedilmistir (Giirel vd.,
2006).

Fransiz zeytin ¢esitleri olan Aglandau ve Tanche i¢in maksimum siirgiin
gelisimi (sirasiyla, 3.0 ve 1.4 adet) Y2 konsantrasyonda makro element, 30 g/l
sukroz ve 4 mg/l zeatin iceren modifiye zeytin ortamindan elde edilirken,
koklenme (swrastyla, %80.3 ve %62.7) 4 mg/l IBA iceren modifiye zeytin
ortaminda gerc¢eklesmistir. Laragne ¢esidinde maksimum siirgiin sayis1 (2.0 adet)
15 g/l sukroz ve 0.1 mg/l zeatin igeren WPM besin ortaminda, en iyi koklenme
(%78.0) 1se 1 mg/l IBA+0.75 mg/l NAA igeren WPM ortaminda gdzlenmistir
(Binet et al., 2007).

In vitro kiltir ortamimda mineral formiilasyonun yani sira bilyiime
diizenleyicileri de diger dnemli bilesenlerdir. Rugini (1984)’nin Onciiliikk ettigi
calismadan bu yana, kiiltiire alinan zeytin eksplantlarinda en 1yi siirgiin
gelisiminin zeatin igeren besin ortamlarinda meydana geldigi rapor edilmistir.
Zeatin genellikle besin ortamlarinda ¢eside gore 4.5-45.62 uM arasinda degisen

konsantrasyonlarda kullanilmaktadir. Zeatinin yiiksek maliyetinden dolay1 zeytin
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bitkisinin ticari mikrogogaltimin1 miimkiin kilmak igin, yapilan g¢aligmalarda
zeatine alternatif daha ucuz bitki biiyime diizenleyicisi bulma arayisina
gidilmistir. Zeatine bir alternatif thidiazuron (TDZ) ve BAP’tir. Yine de TDZ
pahal1 bir kimyasaldir ve zeatinin yerine kullaniminin sagladigi ekonomik yararlar
henliz bulunmamaktadir (Peixe et al., 2007). Ekonomik 6neme sahip olan ve zor
koklenen Galega vulgar ¢esidinde etkili bir mikrogogaltim gelistirmek igin,
hindistan cevizi siitii, kinetin ve BAP’in zeatin yerine kullanilabilme
potansiyelleri arastirilmistir (Peixe ve ark., 2007). Haziran ayinda 8 yillik
agaclarin aktif biiyliyen siirglinlerinden almman tek nodlu (2.-5. nod arasi)
eksplantlar 3 adimli bir sterilizasyon prosediirii ile steril edilmislerdir: 3 saat akan
suyun altinda yikama, %1 (w/v) Benomyl soliisyonu ile 50 dakika muamele ve
ardindan 3 defa steril saf su ile yikama, 3 damla Tween 20 eklenmis %0.2 (w/v)
HgCl, ile 10 dakika galkalama ve en son olarak 3 defa steril su ile yikamak.
Sterilizasyondan sonra eksplantlar 2.22 uyM BAP, 2.32 uM Kkinetin ve 2.28 pM
zeatinin ayr1 ayr1 ya da 50 ml/l hindistan cevizi siitii ile kombine edildigi 30 g/1
sukroz ve 7 g/l agar-agar igeren OM ortaminda kiiltiire alinmislardir. Kiiltiirler 24
°C/21°C giin/gece sicakligi uygulanan, 15 saat igiklandirma periyotlu ve 36
umol/mzs 151k siddetli fiziksel kosullarda muhafaza edilmislerdir. Bu ortamlardan
elde edilen siirgiinler 8.87 uM BAP ve 9.12 uM zeatinin tek basia veya 50 ml/I
hindistan cevizi siitii ile kombine edildigi 30 g/l mannitol ve 7 g/l agar-agar iceren
OM besin ortamlarinda altkiiltiire alinmiglardir. Koklendirme igin siirgiinler ya
direkt 4.9 uM IBA ve 2 g/l aktif karbon iceren OM ortamina aktarilmig ya da
stirgiinlerin bazal kisimlar1 10 saniye siiresince 14.700 uM (3 g/l) steril IBA
soliisyonuna batirildiktan sonra biiylime diizenleyicisi icermeyen ve icerisinde 2
g/l aktif karbon bulunan OM ortamina aktarilmiglardir. Kiiltiiriin kurulma asamasi
icin en iyi sonuclar 2.22 uM BAP+50 ml/l hindistan cevizi siti iceren besin
ortamindan elde edilmistir. In vitro gogaltim asamasi i¢in en yiiksek ¢ogaltim
orani (ortalama 3.4 yeni eksplant) 8.87 uM BAP+50 ml/l hindistan cevizi st
iceren ortamda olusmustur. Koklendirme orani en yiiksek (%85) eksplantlarin
bazal kisminin 10 saniye siiresince 3 g/l IBA soliisyonuna batirildigi uygulamadan

elde edilmistir (Peixe et al., 2007).
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Yapilan bir ¢galismada Chondrolia Chalkidikis ¢esidinin in vitro ¢ogaltimi ve
vitrifikasyon {izerine sitokinin ve giberellik asit seviyeleri arasindaki iliski
arastirtlmistir. BA ve GAsayriayr 0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l konsantrasyonlarda
ve sirastyla 0+0, 0.5+0.5, 1.0+1.0, 2.0+2.0 ve 4.0+4.0 mg/l kombinasyonlarinda
OM ortamina eklenmis ve tek nodlu eksplantlar bu ortamlarda kiiltlire alinmstir.
Kiltiirler 22+2°C’de, 90 pumol/m% 1sik siddetinde ve 16 saatlik fotoperiyotta
muhafaza edilmislerdir. Kiiltiirden 8 hafta sonra, en yiiksek cogaltim orani (3.5)
2.0+2.0 mg/l BA+GA; igeren besin ortaminda gozlenmistir. Ancak, tiim hormon
denemelerinde %100 vitrifikasyon gozlenmistir. Bu problemi ortadan kaldirmak
icin eksplantlar ilk once 2 veya 4 giin siire ile 2.0 mg/l BA iceren OM ortaminda
kiltire alinmig, ardindan 0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l GAj igeren besin ortamina
aktarilmislardir. Eksplantlarin baglangigta kisa bir siire i¢cin BA igeren besin
ortamina aktarilmasi, GAz konsantrasyonu ne olursa olsun vitrifikasyon sorununu
azaltmakla birlikte 1.0 mg/l GA; iceren ortamda en fazla ve en uzun sirgtnler

elde edilmistir (Antonopoulou et al., 2006).

Mendoza-de Gyves et al. (2008), Canino, Frantoio, Moraiolo, Rosciola ve
Piantone di Moiano ¢esitlerinin mikrocogaltiminda farklt bir biiylime
diizenleyicisi olan dikegulak’1 kullanarak bu biiylime diizenleyicisinin in vitro’da
apikal dominansiyi azaltma ve akabinde nodlardaki yanal tomurcuklar1 uyarip
stirgiin verme potansiyelini arastirmislardir. Materyal olarak in vitro’da Gretilen
siirgiinler kullanilmustir. ki yaprakli nodal segmentler 4.5 pM zeatin ve farkli
konsantrasyonlarda (0.0, 16.9, 33.8, 66.7, 100.5 and 133.4 uM) dikegulak iceren
OM ortamlarinda kiiltiire alinmislar ve 24+1°C sicaklik, 16 saat aydinlik/8 saat
karanlik fotoperiyotta ve 40 umol/mzs 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.
Dikegulak’a wverdikleri tepkilere gore cesitler iki gruba ayrilmistir. Canino,
Frantoio ve Moraiolo belirli bir miktara kadar siirgiin ¢ogaltimini arttirmistir.
Stirgiin - uzunlugunu azaltmadan en fazla siirglin olusumu 66.7 uM
konsantrasyonda goézlenmistir. En fazla siirgiin (42 adetten fazla) 100.5 puM
konsantrasyonda gerceklesmis, fakat siirgiin uzunlugu azalmistir. Daha yliksek
konsantrasyonda (133.4 uM) sirgin sayisi olduk¢a diigsmiistiir. Dikegulak
kullanim1 Rosciola ve Piantone di Moiano ¢esitlerine etki etmemistir. Kdklenme
asamasinda, Canino, Frantoio ve Moraiolo ¢esitlerine ait 3-6 nodlu surglnler 0.4

mg/l IBA, 160 mg/l putresin, %2 sukroz ve %0.7 agar iceren Bourgin and Nitsch
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(1967) (2 makroelement igeren) ortaminda kiiltiire alinmiglar ve kiiltiirler 5 giin

karanlikta tutulduktan sonra aydinlik ortama alinmislardir.

In vitro kiiltiir ortamlarindaki bir diger 6nemli bilesen enerji kaynagidir ve
sukroz bu amagcla en ¢ok kullanilandir. Leva et al. (1994) zeytin mikrogogaltim
ortaminda sukroz yerine mannitol kullanarak bu konuya onemli bir katkida
bulunmuslardir. Maurino ¢esidinde yaptiklari ¢alismada farkli seviyelerde (17, 34,
68 g/l) sukroz ve mannitoliin siirglin gelisimi lizerindeki etkileri
degerlendirmislerdir. Celiklerden alinan geng siirgiinler (Temmuz ay1) tek nod
icerecek sekilde steril edilmis ve 10 pMol zeatin ve yukaridaki
konsantrasyonlarda sukroz veya mannitol igeren modifiye MS ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. Dort altkiiltiir sonunda biiyiime oranlar1 (cm) ve nod sayilari
belirlenmistir. En fazla biiylime orani (4.6 cm) ve en fazla nod sayis1 (12.3 adet)
34 g/l mannitol iceren ortamda gergeklesmistir. Mannitol kullanimindan
kaynaklanan kiiltiir ortam1 maliyetindeki artig, yliksek ¢ogaltim oranmi ve siirgiin
bliylime kapasitesi ile karsilastirlldiginda g6z ardi edilebilmektedir. Benzer
sekilde Garcia et al. (2002), Manzanillo ¢esidinde yaptiklar1 mikrogogaltim
denemelerinde mannitol kullaniminin siirgiin uzunlugunu arttirdigini ve apikal

dominansinin kirilmasina etki ettigini rapor etmislerdir.

Briccoli Bati et al. (2006), Carolea ve Nocellara Etnea ¢esitlerinde yaptiklari
calismada mikrocogaltimla elde edilen bitkilerin vejetatif ve verim performansini
celikle ve asi ile tiretilen bitkilerle karsilastirmislardir. Tek nod igerecek sekilde
kesilen eksplantlar steril edildikten sonra 20 g/l mannitol ve 2.5 g/l phytagel
igeren OM baglangi¢ ortaminda kiiltiire alinmiglar. Olusan siirgiinler 4 mg/I zeatin
ve 30 g/l mannitol igeren modifiye OM ortaminda (1/2 makro element igeren)
ayda bir altkiiltiire alinarak ¢ogaltilmislardir. Dort yil altkiiltiirden sonra 3-4 nodlu
strgunler 160 mg/l putresin ve 2 mg/l IBA igeren 2 OM ortaminda koklenme igin
kiiltiire alinmiglardir. Koklii bitkiler daha sonra dis kosullara aktarilmistir. Ayni
yastaki asi, celik ve mikrocogaltimla iiretilen bitkiler dikildikten sonra cicek
tomurcugu farklilasma yiizdesi, meyve agirligi, verim, budama materyali ve
govde capt bakimindan karsilastirilmislardir. Dikimden 2 yil sonra ¢igeklenme
bakimindan ¢esitler arasinda oldukga farkliliklar gézlenmistir. Mikrogogaltimdan

gelen bitkiler 2 yildan once meyve verirken asi ile lretilen bitkilerde bu slre
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icerisinde meyve olusumu gergeklesmemistir. Dikimden 8 yil sonra, Nocellara
Etnea cesidinin toplam verimi Carolea cesidinin toplam veriminin neredeyse 2
kat1 kadar bulunmustur. Mikrogogaltimdan gelen bitkilerin verimi, as1 ile iiretilen
Nocellara Etnea ¢esidinin veriminden kismen yiiksek, fakat meyve agirligi onemli
oranda diisliktiir. Mikrogogaltimla iiretilen Carolea ¢esidine ait bitkiler ayni ¢igek
tomurcugu olusum yiizdesi gosterse de, zayif meyve olusumu yiiziinden deneme
yapilan periyot igerisinde toplam verim oldukca diisiik olmustur. Elde edilen
sonuglardan, mikrocogaltim tekniginin, uygulama yapilan c¢esitlerde vejetatif ve

verim Ozelliklerini degistirmedigi ortaya ¢ikmaktadir.

Benzer sekilde Leva et al. (2002), in vitro’da ¢ogaltilan Maurino ¢esidinin
bitkiciklerini tarlaya aktararak biiyiime ve gelisme davraniglarini incelemis ve
celikle tiretilen bitkilerle karsilastirmislardir. Mikrogogaltim ile tiretilen bitkilerin

tarla performansinda herhangi bir farklilik gézlemlememislerdir.

In vitro teknikler tehlike altindaki tiirlerin korunmasi amaci ile de
kullanilabilmektedirler. Zacchini and De Agazio (2004), tehlike altindaki
Nebbiara zeytin ¢esidini  korumak amaci ile in vitro ¢ogaltimini
gerceklestirmislerdir. Tarlada yetisen 50 yilllikk agaglardan aliman 3 cm
uzunlugundaki nodal segmentler sterilizasyondan sonra 36 g/dm® mannitol ve 4.56
UM zeatin igeren 2 MS besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Buradan elde
edilen stirgiinler en iyi 36 g/dm® mannitol, 13.68 pM zeatin, 4.33 M GAj3 ve 0.49
pM IBA iceren OM ortaminda ¢ogaltilmislardir. Siirgiinlerin koklendirilmesi 2
konsantrasyonda makro element, 20 g/dm?® sukroz ve 3.22 uM NAA igeren OM
ortaminda gerceklestirilmis ve kiiltiir baslangicinda siirgiinler 5 giin karanlikta

birakildiktan sonra 16 saatlik fotoperiyoda alinmiglardir.

Aym sekilde Santos et al., (2003), tehlike altindaki Olea europaea ssp.
maderensis’de yaptiklart ¢alismada mikrogogaltim igin uygun prosediirii
belirlemeye calismiglardir. Olea europaea ssp. maderensis’in olgun agaglarindan
toplanan 15-20 cm uzunlugundaki geliklerin yapraklari kesilerek govdeler tek nod
igerecek sekilde kesilmistir. Eksplantlar oncelikle 10 dakika akan suyun altinda
yikanmis sonra %70’lik etil alkole 30 saniye siire ile batirilmislardir. Daha sonra 3

defa %25’lik (v/v) sodyum hipoklorit (NaOCI) solisyonu ile 5 dakika sire ile
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calkalanan eksplantlar 4 defa steril saf su ile yitkanmis ve en son olarak 1 g/l steril
Benlate® (Rhoéne Poulenc, France) soliisyonu ile 10 dakika muamele edilmislerdir.
Steril edilen eksplantlar 0.4 uM IBA ile kombine edilmis 2.2, 4.4 ve 8.8 uM BA
veya sadece 18.2 puM zeatin iceren OM ve DKW ortamlarinda Kkiiltiire
almmisladir. Kiiltiirler 22+1°C’de 16 saatlik fotoperiyotta ve 80 pmol/m?s 11k
siddetinde tutulmuslardir. Iki ay sonunda elde edilen 2-3 cm uzunlugundaki
sirgunler ya 5.4, 26.8 uM konsantrasyonlarda NAA, 4.1, 20.7 uM
konsantrasyonlarda IBA igeren 2 DKW ortamlarinda koklenme igin kiiltiire
alinmis ya da siirgiinlerin bazal kisimlar1 2 veya 24 saat siiresince 2.0 mM IBA
sollisyonuna batirilarak biiylime diizenleyici icermeyen 2 DKW ortamina
aktarilmistir. Siirgiin uzamasi ve ¢ogaltimi i¢in 4.4 uM BA ve 0.4 uM IBA ilave
edilmis DKW ortami en 1yi ortam olarak belirlenirken, 18.2 uM zeatin iceren OM
ortaminda yiiksek dallanma elde edilmistir. Koklenme i¢in 20.7 uM IBA iceren %
DKW ortami1 uygun bulunmustur.

Olea maderensis ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada, yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiya olan Olea maderensis’in germplazm muhafazasini saglamak amaci
ile mikrogogaltim i¢in gerekli en iyi temel ortam bulunmaya calisiimistir.
Denemelerde tarlada yetisen 30 yillik agaclardan kisin alinan siirgiinler
kullanilmistir. Sterilizasyondan sonra 1-2 nodlu eksplantlar 4 farkli besin ortamina
yerlestirilmislerdir: zeytin ortami (OM) ve aymi ortamin FeNaEDTA, MgSO, ve
MnSO, konsantrasyonlarinin sirasiyla 2 (OMG), 4 (OMG4) ve 10 (OMG10)
katina ¢ikarildigi 3 modifiye OM ortami kullanilmis ve bu ortamlarin her birine
%3 (w/v) sukroz %0.7 (w/v) agar ilave edilmistir. Kiiltiirler 22+1°C’de, 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 45 pmol/ m?s 151k siddetinde muhafaza
edilmislerdir. Olusan siirgiinlerin her biri kendi ortaminda alt kiiltiire alinmis ve
ortamlarin hepsine 9.12 pmol/l zeatin eklenmistir. Diger ortamlarda eksiklikten
(OM) veya elementlerin toksisitesinden (OMG4 ve OMG10) yaprak klorozu ya da
nekrozu ve absisyonu gozlenirken, Fe, Mg ve Mn konsantrasyonlarin iki katina
cikarildigt (OMG) besin ortaminda daha canli ve yesil siirglin gelisimleri
saglanmistir. OMG’de gelisen surglnler ayrica en yiiksek uzama-¢ogaltim orani
gostermislerdir. OMG ve OM’de gelisen siirgiinlerde fizyolojik analizler de
gergeklestirilmistir. OMG’de gelisen siirgiinlerde klorofil a ve b igerikleri ile

floresan/isinim degerleri (Fy, Fy) daha yiliksek olarak belirlenmistir. Fotosentez
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icin 6onemli olan Fe, Mg ve Mn konsantrasyonlarinin iki katina ¢ikarilmasi yaprak
canliligin1 ve fotosentezi tesvik etmistir. OMG’de gelisen ortamlarda daha yiiksek
Mg, Fe ve Mn igerigi belirlenmistir. Arazide elde edilen yapraklarla
kiyaslandiginda in vitro da gelisen yapraklarin daha yiiksek protein igerigine sahip
oldugu belirlenmistir. En fazla koklenme (%85) OMG ortaminda gelisen
siirglinlerde elde edilmistir ve bitkiler basarili sekilde aklimatize edilmislerdir

(Brito and Santos, 2009).

Ali et al. (2009), Moraiolo ¢esidi i¢in en iyi mikrogogaltim ortamini
belirlemek amaci ile farkli konsantrasyonlarda zeatin ve BAP iceren WPM ve OM
besin ortamlarim1 karsilastirmiglardir.  Eksplant kaynagi olarak 40 gilinliik
periyotlarla 4 mg/l zeatin, 30 g/l sukroz, 6.5 g/l agar igeren OM besin ortaminda
altkiiltiire alman in vitro siirgiinler kullanilmistir. 10-15 mm uzunlugundaki tek
nodlu eksplantlar 30 g/l sukroz, 6.5 g/l agar ve farkli konsantrasyonlarda zeatin ve
BAP iceren OM ve WPM besin ortaminda kiiltiire alinmustir. Kiiltiirler 25+1°C’de
16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 2000 lux 1s1k siddetinde muhafaza
edilmislerdir. OM ortami1 WPM ortamina goére morfolojik olarak daha iyi ve
biiylik mikrosiirgilinler vermistir ve OM ortami daha etkili bulunmustur. Zeatin (3
mg/l)’in 0.5 mg/l BAP ile kombinasyonu sonucunda 2.25 cm uzunluk ve 1.88 adet
nod sayisina sahip en yiiksek sayida mikrosiirgiin (eksplant basina 0.84 adet) elde

edilmistir.

Oueslati ¢esidinde yapilan bir bagka mikrogogaltim ¢alismasinda, 50 yillik
agaclardan alman tek nodlu eksplantlar steril edildikten sonra OM ortamina
aktarilmiglar ve kiiltiirler 25 + 1°C’de, 16 saat aydinlik/8saat karanlik periyotta 45
umol/mzs 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir. Kiiltiirden 10 hafta sonra olusan
strgunler (3.0-5.0 cm) ayn1 ortamda 2 defa 90 giinliikk periyotlarla altkiiltiire
alinmigladir. Siirgiin ¢ogaltimi {izerine besin ortamlarinin etkisini arastirmak
amaci ile altkiiltiirden elde edilen siirglinler 2 mg/1 glisin, 200 mg/l glutamin ve
100 mg/l myo-inositol ve 0, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l zeatin iceren OM, MS ve yeni
bulunan c¢ogaltma ortami (multiplication medium, MM=1:1 OM ve MS
makroelementlerinin  kombinasyonu, OM mikroelementleri ve vitaminleri)’a
transfer edilmislerdir. En iyi siirgiin gelisimi 1-2 mg/l zeatin iceren MM

ortaminda gozlenmistir. Koklendirme igin siirgiinlerin dip kisimlar1 4-5 saniye
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2000 ppm IBA soliisyonuna batirilmis daha sonra 1 mg/l IBA, 1 mg/l thiamin 30
g/l mannitol igeren %2MS ortamina aktarilmis ve yaklasik %91 oraninda koklenme
elde edilmistir. Aklimatize edilen bitkilerde %88 basar1 elde edilmistir (Chaari-
Rkhis et al., 2011).

Lucchesini and Vitagliano (2002), Frantoio cesidinde yaptiklar1 ¢caligmada
koklendirme agsamasinda degisik mikro g¢evreler olusturarak bunlarin kdklenme
tizerine etkilerini aragtirmislardir. Koklendirme icin 25 g/l mannitol, 0.5 mg/I
NAA ve 160 mg/l putresin i¢eren kumlu ya da agarli besin ortami ve gaz gegirgen
ve gaz gecirmeyen olmak iizere 2 tip kiiltiir kapagi kullanilmis ve kiiltiirler
23+1°C’de 16 aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 100 pmol/m?s 1sik
siddetinde muhafaza edilmislerdir. Kapaktan havalandirma saglanan kiiltiir
kaplarinda her iki ortamda da (agarli ve kumlu) siirglin gelismesi havalandirma
olmayan kiiltiir kabindaki bitkilere gore daha iyi bulunmustur. Agarli ve

havalandirmal1 kiiltiir kaplarinda ise kok gelisimi daha iyi olmustur.

Marin-Zamaro et al. (2002), arbiiskiiler mikoriza (AM)’nin
mikrogogaltimi yapilan farkli zeytin gesitleri (Olea europaea var. oleaster (yabani
zeytin), Arbequina ve Blanqueta c¢esitleri) lizerine etkilerini arastirmislardir.
Aklimatizasyon agamasinin baglangicinda bu gesitler bazt AM funguslari (Glomus
mosseae ve G. intraradices) ile inokiile edilmisler ve daha sonra gelisimleri
gdzlenmistir. Inokiile edilmeyen kontrollerle karsilastirildiginda, yabani zeytin ve
Blanqueta ¢esidinde AM inokiilasyonunun bitki biiylimesini arttirdigi, fakat
Arbequina ¢esidine etki etmedigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar mikorizal
simbiyozisin bitki biiyiimesinde Onemli bir artis sagladigini, ancak bu
mikorizasyon prosesinin basarisinin zeytin c¢esidine, inokulum miktarina ve

substrat giibrelemesine bagli oldugunu gostermistir.

Binet et al. (2007), mikrogogaltimi yapilan Laragne ¢esidinin
mikrobitkiciklerini arbiskuler mikorizal fungus G. mosseae ile inokiile etmisler
ve bitkilerin hayatta kalma oranini1 ve devaminda da bitki biiyiime ve gelismesini

artirdigini rapor etmislerdir.
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Biiylime diizenleyicilerinin yani sira, zeytin eksplantlarinin in  vitro
koklenmesi i¢in ortam aydinlatmasi da 6nemli bir faktordiir. Rugini ve ark. (1988,
1993)’nin yaptiklar1 ¢alismada kiiltiir kaplarinin besin ortamini igeren dis yiizeyi
siyaha boyanarak eksplantlarin bazal kisimlarinda bir karartma saglanmis ve
katilagtirllmis besin ortaminin ylizeyi siyah steril polikarbonat graniilleri ile
kaplanmig, bu sekilde koklendirme oraninda Onemli bir artis saglanmistir.
Rugini’nin bu ilging ama zahmetli tekniginin yerine Mencuccini (2003) daha basit
ve ekonomik bir yontem gelistirmistir. In vivo’da degisik koklenme kabiliyetine
sahip Frantoio (yiksek koklenme, %50), Dolce Agogia (orta derecede koklenme,
%30-50) ve Moraiolo (diislik kdklenme, %30)’nun 3-4 cm uzunlugundaki 3 nodlu
in vitro sdrginleri 5 pM NAA, %2 sukroz ve %0.7 agar iceren MS besin
ortaminda koklendirme i¢in kiiltiire alinmiglardir. Brilliant Black BN (SIGMA
B8384; C.I. 28440) boyast 0, 10, 100 ve 200 mg/l konsantrasyonlarinda
koklendirme ortamina eklenmistir. Diger bir deneme de Rugini et al. (1993)
tarafindan gelistirilen ve yukarida tarif edilen sekilde kurulmus ve kontrol olarak
ele alinmistir. Ayni deneme, farkli zaman periyotlarinda (Ocak, Mayis ve Eyliil)
olusturularak, koklenme ylizdesi, kok sayist ve uzunlugu goézlenmistir. Ocak
aymda yapilan denemelerde karartma gerceklestirilmeyen uygulamada %12-28,
10 mg/l boya eklenen uygulamada %45’den az, 100 ve 200 mg/l boya eklenen
uygulamada Frantoio cesidinde %100, Dolce Agogia ve Moraiolo ¢esitlerinde
%76-88 koklenme elde edilmistir. Mayis ayinda kurulan denemelerde 100 ve 200
mg/l boya eklenen ve kontrol uygulamalarinda, tiim ¢esitlerde %80-100 oraninda
koklenme gerceklesmistir. Eyliil ayinda gergeklestirilen denemelerde ise gerek
karartilmis gerekse de karartilmamis ortamlarda tiim c¢esitlerde en yiiksek

koklenme yiizdesi, kok sayis1 ve kok uzunlugu elde edilmistir.

Rostami and Shahsavar (2012), zeytinin en 6nemli cesitlerinden biri olan
Mission’da yaptiklari ¢alismada, bu ¢esidin mikrogogaltimi i¢in etkili bir prosediir
ortaya koymaya c¢alismislardir. Mission bir Amerikan zeytin ¢esidi olup, soguga,
tuzluluga ve zeytin dal kanseri hastaligina (Pseudomanas syringae pv. savastanoi)
dayaniklidir. Ayrica kdklenmesi zayiftir ve iiretim verimi oldukga distiktiir. Steril
edilen eksplantlar 30 g/l sukroz, 8 g/l agar ve farkli konsantrasyonlarda BA (0,
0.7, 1.4, and 2.1 mg/l) ve giberellik asit (0, 0.7, 1.4, and 2.1 mg/l) iceren ¥2 MS

ortamlarina aktarilmiglardir. Koklendirme igin, gelisen siirgiinler 0, 2.0, 4.0, and
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6.0 mg/l 2 MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Eksplant bagina en fazla siirgiin
sayist 2.08 mg/l GAz ve 2.10 mg/l BA iceren besin ortamindan elde edilmistir.
Besin ortaminda GA3; ve BA konsantrasyonu arttik¢a siirgiinlerin uzunlugu ve
yaprak olusumu artmis ve en uzun eksplantlar (12.5 mm) ve maksimum yaprak
sayis1 (siirglin bagma 1.26 adet) 2.08 mg/l GAz ve 2.10 mg/l BA igeren besin
ortaminda gozlenmistir. En yiiksek koklenme ylizdesi (%93) 6 mg/l IBA igeren

besin ortaminda rapor edilmistir. Aklimatizasyonda %88 basar1 saglanmistir.

Khan et al. (2002), Pantaloon g¢esidinin meristem ucu kiltlirlerinde
kullanmak Uzere sterilizasyon igin gerekli prosediri saptamaya g¢alismiglardir.
Calismada tarlada yetigen 15 yillik Pantaloon ¢esidine ait agaclardan aktif biiylime
asamasinda alinan apikal siirgiinlerin oncelikle yapraklar1 uzaklastirilmis ve 2-3
cm uzunlugundaki siirglinler 2-3 saat siiresince akan suyun altinda yikanmislardir.
Yikanma igleminden sonra eksplantlar 30 dakika 100 mg/l askorbik asit ve 150
mg/l sitrik asit bulunan soliisyonda bekletilmislerdir ve daha sonra farkli
sterilizasyon prosediirleri denenmistir. Birincisinde, stirgiinler 15 dakika boyunca
%100 Chlorox’da bekletildikten sonra 3 defa steril saf su ile durulanmislar. ikinci
olarak, eksplantlar oncelikle %70’lik etanole batirilmis ardindan steril saf sudan
gecirilerek %100 chlorox ile muamele edilmis ve en son olarak 3 defa steril saf su
ile calkalanmislardir. Uciinciisiinde, siirgiinler 3 dakika siire ile 30 damla Tween-
80 cklenmis 677 mg/l HgCl, soliisyonuna batirilmis ardindan steril saf sudan
gecirilerek 15 dakika %50 chlorox ile muamele edilmis ve sonunda 3 defa steril
saf su ile calkalanmiglardir. Dordiincii olarak bir onceki gibi sterilizasyon
uygulanmis farkli olarak Tween-80 eklenmemistir. Steril edilen eksplantlardan
kesilen yaklasik 0.5-0.8 mm boyutlarindaki siirgiin uglart 0.5 mg/l 2
isopentenyladenine (2iP) veya 0.5 mg/l 21P ile birlikte 150 mg/I cefotaxime igeren
OM baslangi¢ ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Calisma sonunda sterilizasyon igin
en uygun metodun 3. yontem oldugu rapor edilmis ve kiiltlire alinan eksplantlarda

hem siirgilin gelisimi hem de kallus olusumu gézlenmistir.

Grigoriadou et al. (2005) tarafindan, in vitro ¢ogaltimi yapilan Chondrolia
Chalkidikis ¢esidinin mikro c¢eliklerinin siv1 kiiltiirlerde ¢ogaltilmasi amaci ile
yeni bir gecici daldirma sistemi (temporary immersion system=TIS) dizayn

edilmistir. Mikro gelikler 20 pmol zeatin, 10 pmol GAs, 0.3 pmol NAA, %2 (w/v)
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sukroz ve %0.5 (w/v) agar iceren WPM besin ortaminda cogaltilmislardir.
Eksplantlar ayn1 besin ortaminda; yeni gelistirilen biyoreaktorde, kat1 ortamda
(kontrol ortami), sivi ortamda baska bir biyoreaktor tipinde (LifeReactor©),
erlenlerde calkalanarak, filtre kagidindan yapilmis kopriilerde tiiplerde
cogaltilarak bu sistemler verim agisindan degerlendirilmistir. Kiiltiirler 23+2
°C’de 16 saatlik fotoperiyotta ve 40 pmol/m?s 1sik siddetinde muhafaza
edilmislerdir. Kiiltiirden 30 giin sonra yeni gelistirilen biyoreaktoérden elde edilen
sonuglar (eksplant basina 1.93 yeni mikrosiirgiin, 0.95 cm siirglin uzunlugu)
kontrol ortam1 (eksplant basina 1.75 yeni mikrosiirgiin, 1.22 cm siirgiin uzunlugu)
ile elde edilen sonugclar ile istatistiki agidan ayni bulunmustur. Ancak tiim sivi
kiltiirlerde hiperhidrisite gozlenmistir. Hiperhidrisiteyi azaltmak igin TIS
biyoreaktorii agarla katilastirilmis besin ortami kiiltiirleri ile kombine edilmistir

fakat bu sistemde siirgiin ¢ogaltimi azalmstir.

Ozden vd. (2010), Edremit yaglik cesidine ait zeytin fidanlarindan aldiklar:
nodal eksplantlar1 farkli miktarlarda (10-30 g/l) degisik karbon kaynaklari
(sukroz, mannitol ve glukoz), bitki blyume dizenleyicileri (20 UM zeatin tek
basina veya 5 veya 10uM zeatin 66 uM dikegulak ile birlikte) ve 50 mg/l
FeEDDHA iceren hem yart katt hem de gecici daldirma biyoreaktorlerindeki
(RITA) sivi Olive Medium besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. RITA
biyoreaktorlerinin daldirma periyodu 16 saatte bir 16 dakika olarak ayarlanmistir.
Elde edilen sonuclara gore, nodal eksplantlardan en fazla siirgiin rejenerasyonu
mannitol, zeatinle birlikte dikegulak igeren sivi besin ortaminda biyoreaktor

sistemlerinde meydana gelmistir.

In vitro ¢ogaltim asamasinda veya koklendirme asamasinda siirgiinlerin
desikasyona ugramasi, yapraklarini dokmesi ve in vitro koklenmenin diistik
olmast nedeni ile Arbequina g¢esidinin in vitro kiiltiiri zordur. Daha canl
sirglinler elde etmek amaci ile bu cesitte mikroasilama yapilmistir. Sera
kosullarinda yetistirilen 12 yillik olgun agacin yeni siirgiinleriden 1.0-1.5 cm
uzunlugunda, apikal ve subapikal tomurcuklara sahip terminal siirgiinii ag1 olarak
kullanilmistir. Sterilizasyondan sonra, bu eksplantin yapraklari tamamen kesilmis
ve bazal kism1 “v” seklinde kesilmistir. Coglir kismi i¢in olgun dokular yerine

gen¢ siirgiinler kullanilmistir. Bunun igin izole edilen embriyolar in vitro



25

kosullarda ¢imlendirilerek nod kiiltiirii ile ¢ogaltilmisladir. Elde edilen stirgiinleri
bazal kisimlari yine 0.5 cm uzunlugunda asinin tam oturtulabilecegi sekilde
kesilmistir. Cogiir kismindan her hangi bir siirglin gelisimini engellemek icin
¢ogiir lizerindeki tomurcuklar dikkatli bir sekilde temizlenmistir. As1 ve ¢ogiiriin
kaynasmasini saglamak i¢in parcalar silikon masa ile tutturulmustur. Bu sekilde
hazirlanan mikroasilar 4.4 pM BA ve 0.05 uM IBA iceren DKW besin ortaminda
kiltiire alimmugtir. Siirgiinler 2-3 nodlu 2 cm uzunluga eristiginde 0.5 uM IBA ve
%2 sukroz igeren ve vitamin ve aminoasit bulunmayan 2 DKW ortaminda kiiltiire
almmig, 1 hafta karanlikta birakildiktan sonra 1sikli ortama alinmiglardir.
Mikroagilama yapilan bitkilerin canli kalma orani1 oldukca yliksek olmustur ve

istenilen canli siirgiinler elde edilebilmistir (Revilla et al., 1996).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Ocak-Haziran 2009 Doneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.1.1 Materyal

Calismada materyal olarak celikle tliretimi kolay bir ¢esit olan Gemlik,
celikle iiretimi zor olan ve asiyla iiretilen Domat c¢esidi kullanilmistir. Bu
donemde gergeklestirilen ¢aligmalar i¢in kullanilan zeytin materyali Zeytincilik
Arastirma Istasyonu’na ait serada kontrollii kosullar altinda tutulan 5 yillik

fidanlardan temin edilmistir (Sekil 3.1). Gemlik ve Domat zeytin ¢esitlerinden tek

yillik siirglinlerin 3, 4, 5 ve bazen 6. nodlar1 kullanilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1 2009 yili Nisan-Mayis aylarinda kurulan denemeler igin kullamilan ve Zeytincilik

Aragtirma Istasyonu’na ait seralarda bulunan fidanlarin gériiniimii
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Sekil 3.2 Eksplant olarak kullamilan tek yillik (a) Domat gesidi siirgiinleri (b) Gemlik ¢esidi

surgunleri

3.1.2 Metot

3.1.2.1 Eksplantlarin sterilizasyonu ve Kkiiltiire alinmasi

Bu donemde alinan materyallerin sterilizasyonu igin daha once Ege
Universitesi Biyomiihendislik Boliimi Bitki Hiicre, Doku ve Organ Kiiltiiri
Laboratuvari’nda zeytinle ilgili yapilan bir ¢aligmadan elde edilen en uygun
prosedir kullanilmistir (Glrel vd., 2006). Farkli olarak materyaller, Askorbik
asit’te 10 dk yerine bir gin bekletilmistir. Seradan alinan tek yillik yeni
stirgunlerin 6ncelikle yapraklari uzaklastirilmis ve geriye kalan govde kismi1 1 nod
icerecek sekilde 1.5-2 cm’lik pargalara ayrilmistir. Elde edilen nodal eksplantlar,
tizerlerindeki biiylik kontaminant partikiillerin giderilmesi ve eksplant tarafindan
salgilanan fenoliklerin uzaklastirilmasi amaciyla 1 saat siireyle akan suyun altinda
bekletilmiglerdir. Daha sonra eksplantlar kaltirde meydana gelebilecek
kararmalar1 onlemek i¢in 100 mg/l Askorbik asit icerisinde 1 gun sireyle
bekletilmislerdir. Ertesi giin daha 6nceden UV ile steril edilmis ve alkolle silinmis
steril kabin icerisinde eksplantlar, énce %70’lik etil alkol icine birka¢ saniye
daldirilmis, daha sonra birkag damla Tween-20 eklenmis %10’luk sodyum
hipoklorit cozeltisi (NaOCI) (Merck-aktif klor igerigi %10 olan) igerisinde 10
dakika g¢alkalanmislardir. En son olarak iizerindeki sterilant maddeler gidinceye

kadar steril saf su ile ¢alkalanmislardir (Sekil 3.3).
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Sterilizasyonu yapilan materyaller, daha 6nceden hazirlanip kiiltiir tliplerine
paylastirilan ortamlarda kiiltiire alinmiglardir (Sekil 3.3). Her bir deneme igin 15
eksplant kullanilmis ve deneme {i¢ tekrarli olarak yapilmistir. Kiiltiirler, 16 saat
aydmlik /8 saat karanlhik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liiks 151k siddetinde

muhafaza edilmislerdir.

Eksplantlarmn kiiltiire alinmasi .

Sekil 3.3 Eksplantlarin sterilizasyonu ve kiiltiire alinmasi
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3.1.2.2 Besin ortamlarimin hazirlanmasi

Bu donemde her iki ¢eside ait sterilizasyonu yapilmis nod eksplantlarinin
kaltarande 0, 1.0, 2.0 mg/l konsantrasyonlarinda Zeatin (ZEA), 6-Benzyladenin
(BA), Kinetin (KiN) iceren OMp (Olive Medium Baslangig) (Rugini, 1984)
ortam1 ve Modifiye DKW (Driver and Kuniyuki, 1984) ortamlar1 kullanilmigtir
(Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2).

Nod kiiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilan yari kati besin ortamlarini
hazirlarken, ilk olarak dnceden yapilmis stok ¢ozeltilerden 1 litre icin gerekli olan
miktarlar alinarak behere aktarilmistir. Ardindan ortama tartilarak konulmasi
gereken bilesikler ve karbon kaynagi (OMy, igin 20 g/l mannitol, DKW ig¢in 30 g/l
sukroz) eklenip, gerekli miktarlarda bitki blytme dlzenleyicileri ilave edilmistir
ve en son olarak hacim destile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Kat1 bilesikler iyice
cozindukten sonra seyreltilmis NaOH (sodyum hidroksit) ve HCI (hidrojen
kloriir) kullanilarak pH=5,8’¢ ayarlanmistir. Besin ortami, 7 g/l Agar Powder
(Alfa Aesar) ilave edildikten sonra devamli karistirilarak berraklasincaya kadar
kaynatilmis ve sicak olarak cam tlplere (23/24x140 mm) her birine 10 ml olacak
sekilde dokiilmiistiir. Agizlar1 kapatilan kiiltir tlpleri, otoklavda 121°C’de, 1 atm
basingta 15 dakika sire ile steril edilmislerdir.

Arastirmada kullanilan diger besin ortamlarinin hazirlanmasinda da ayni
islemler uygulanmistir. Farkli olarak zeatin gibi 1s1 ile bozulan maddeler besin
ortamlarina eklenmek istendiginde, bu maddeler istenilen miktarda ¢ozelti haline
getirilerek filtre sterilizasyonundan geg¢irilmis ve besin ortamlarina eklenmislerdir.
Is1 ile bozulan maddeler ilave edilmeden 6nce diger tiim bilesikler eklenerek besin
ortam1 ve ortamin dokiilecegi kiiltiir tiipleri steril edilmis, ardindan laminer hava
akish kabin igerisinde besin ortamimin sicaklig1 yaklasik 50°C’ye diistiikten sonra
ilave edilmek istenilen maddenin soltsyonu filtreden gecirilerek ortama

eklenmistir.
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Kiiltiir ortamlarindaki bilesiklerin konsantrasyonlari (mg/l)

Bilesikler Modifiye
MS WPM OM, OM;

DKW*
KNO; 1900 - 500 1100 -
K,SO, - 999 - - 1559
NH;NO; 1650 400 100 412 1416
MgSO, - 180.7 - - 361.49
MgSQO,.7H,0 370 - 250 1500 -
CacCl, - 72.2 - - 1125
CacCl,.2H,0 440 - 40 440 -
Ca(NOs), - 386 - - -
Ca(NOs),.2H,0 - - - - 1664.64
Ca(NO,),.4H,0 - - - 600 -
KH,PO, 170 170 50 340 265
MnSO,.H,O - 22.3 - - 33.8
MnS0O,.4H,0 22.3 - 5.6 22.3 -
KCI - - - 500 -
Kl 0.83 - 0.2 0.83 -
H3;BO; 6.2 6.2 15 124 4.8
ZnS0,.7H,0 8.6 8.6 2.1 14.3 18.13
CuS0,.5H,0 0.025 0.25 0.006 0.25 0.25
Na,Mo00,.2H,0 0.25 0.25 0.6 0.25 0.39
CoCl,.6H,0 0.025 - 0.006 0.025 -
FeSO,.7H,0 27.8 27.9 13.9 27.8 27.80
Tritriplex(Na,EDTA) 37.3 37.3 18.4 37.5 41.50
Nikotinik asit 0.5 0.5 0.25 5.0 1.0
Pridoksin-HCI 0.5 0.5 0.25 0.5 0.5
Thiamin-HCI 0.1 1.0 10 0.5 2.0
Biotin - - - 0.05 -
Folik asit - - - 0.5 0.5
Cystine - - - - 10.0°
myo-inasitol 100 100 50 100 100
Glisin 2.0 - 1.0 2.0 2.0
Glutamin - - - 2190 1200"
Sukroz 30000 30000 - - -
Mannitol - - 20000 30000 30000

*Roussos and Pontikis (2002)’in zeytin i¢in modifiye ettigi DKW ortamindaki miktarlari ifade

etmektedir




Cizelge 3.2  Seradaki

Gemlik ve Domat
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cesitlerine  ait

olusturulmasinda kullanilan besin ortamlari

fidanlardan nod kultirlerinin

Bitki blyime

. Kullanilan .

Besin dizenleyicileri

karbon kaynag Kullanilan agar ve miktar1 (g/1)
ortamlari ve miktari
ve miktar1 (g/1)
(mg/l)
1 OM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) -
2 oM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l BA
3 oM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l BA
4 oM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l KiN
5 oM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l KiN
6 oM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l ZEA
7 oM, 20 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l ZEA
8 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) -

9 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l BA
10 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l BA
11 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l KIN
12 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l KIN
13 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l ZEA
14 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l ZEA

3.2 Temmuz-Aralik 2009 Déneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.2.1 Materyal

Materyal olarak sadece serada kontrollii kosullarda yetisen fidanlardan

alinan eksplantlar degil, bahgedeki yetiskin agaglardan alinan eksplantlar da

kullamlmistir ve bu materyaller Zeytincilik Arastirma Istasyonu’ndan temin

edilmistir. Materyal alimi1 ve tekerriirlerin kurulmasi Ekim, Kasim ve Aralik

aylarinda gergeklestirilmistir. Ayrica Ocak-Haziran 2009 doneminde yapilan

denemelerden elde edilen in vitro siirgiinler siirgiin gelistirme ortamini belirlemek

amaciyla eksplant olarak kullanilmislardir.
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3.2.2 Metot

Ocak-Haziran 2009 doneminde yapilan denemelerden elde edilen steril in
vitro surginler altkiiltire alinmistir. Ayrica bu dénemde kurulan kultirlerde
Ozellikle Domat ¢esidinde kontaminasyon problemi ile karsilasildigindan, Gemlik
ve Domat cesitlerine ait hem fidanlar hem de bahgedeki agaglar igin uygun

sterilizasyon yontemlerinin belirlenmesine ¢alisilmigtir.

3.2.2.1 SUrgin gelistirme ortaminin belirlemesi ile ilgili uygulamalar

Ocak-Haziran 2009 déneminde yapilan ¢alismalardan elde edilen in vitro
strgunler, siirgiin gelistirme ortaminin belirlenmesi amaci ile 0, 1.0, 2.0 mg/Il
dozlarinda BA, KIN ve ZEA iceren OM; (Olive Medium-Zeytin Siirgin
Gelistirme Ortami) (Rugini, 1984) ve modifiye DKW (Driver and Kuniyuki,
1984) besin ortamlarinda altkiiltiire alinmigladir. Besin ortamlarinin igerikleri
Cizelge 3.3’de belirtilmistir. Kullanilan temel besin ortamlarinin igerikleri ise
Cizelge 3.1’de verilmistir. Ayrica besin ortamlarinin  hazirhigr  “3.1.2.2”

altbasliginda anlatilmistir.

Yaklagik 0.5 cm uzunlugunda ve 6 yaprakl stirglinler bagli bulunduklar1 ana
dokudan kesilerek yukarida bahsedilen besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir.
Kiiltiirler 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liiks 151k
siddetinde ~muhafaza edilmislerdir. Denemeler, (¢ tekerrurli  olarak
gergeklestirilmis ve her bir tekerriir icin Gemlik ¢esidinde 10 eksplant, Domat

cesidinde ise 5 eksplant kullanilmistir.
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Cizelge 3.3  Siirgiin gelistirme ortaminin belirlenmesi amaciyla kullanilan besin ortamlarinin

icerikleri

Bitki blyime
. Kullanilan karbon .
Besin dizenleyicileri
kaynag ve Kullanilan agar ve miktari (g/l)
ortamlari ve miktari
miktar1 (g/1)
(mg/1)
1 OM; 30 g/l Mannitol 7 o/l Agar Powder (Alfa Aesar) -
2 OM; 30 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l BA
3 OM; 30 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l BA
4 OM; 30 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l KiN
5 OM; 30 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l KiN
6 OM; 30 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l ZEA
7 OM; 30 g/l Mannitol 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l ZEA
8 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) -
9 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l BA
10 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l BA
11 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l KIN
12 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l KIN
13 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 1 mg/l ZEA
14 DKW 30 g/l Sukroz 7 g/l Agar Powder (Alfa Aesar) 2 mg/l ZEA

3.2.2.2 Gemlik ve Domat cesitlerine ait fidan ve agaclardan alinan
eksplantlar icin uygulanan sterilizasyon yontemleri

Serada muhafaza edilen fidanlardan alinan eksplantlar ile bahgede yetisen
agaclardan alman eksplantlara farkli sterilizasyon uygulamalari yapilmistir.
Sterilizasyonun On agamasi; hem seradan alinan materyaller, hem de bahgeden
aliman materyaller i¢in ayn1 yapilmistir. Fidanlardan ve agaglardan alinan tek
yillik yeni siirgiinlerin oncelikle yapraklar1 uzaklastirilmis ve geriye kalan govde
kism1 nod igerecek sekilde 1-2 cm’lik pargalara ayrilmistir. Elde edilen nodal
eksplantlar, Gzerlerindeki blytk kontaminant partikillerin giderilmesi amaciyla 3-
4 damla detarjan damlatilmis suyla 5 dakika calkalanmiglardir. Daha sonra
eksplant tarafindan salgilanan fenoliklerin uzaklastirilmasi i¢in materyaller 1 saat
siireyle akan suyun altinda bekletilmislerdir. Bundan sonraki agamalar fidan ve

agaclar i¢in farkli uygulanmistir.
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3.2.2.2.1 Serada muhafaza edilen fidanlardan alinan Gemlik ve Domat
cesitlerine ait eksplantlar icin uygulanan sterilizasyon

yontemleri

Seradaki Gemlik ve Domat c¢esitlerine ait fidanlardan alinan nodal
eksplantlar 6n sterilizasyon isleminden sonra, kiltlirde meydana gelebilecek
kararmalar1 Onlemek amaciyla 100 mg/l Askorbik asit icerisinde yarim saat
stireyle bekletilmislerdir. Sterilizasyon icin eksplantlar 6nce %70’lik etil alkol
icinde 30 saniye tutulmus ve ardindan birka¢ damla Tween-20 eklenmis %10 ve
%15’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) (Merck, aktif klor igerigi %10 olan)
icerisinde 10 dakika siire ile calkalanmislardir. En son olarak tizerlerindeki
sterilant maddeler gidinceye kadar steril saf su ile galkalanmiglardir. Steril edilen
nodal eksplantlar OMy, ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Her bir deneme igin 25

eksplant kullanilmis ve deneme {i¢ tekrarl olarak yapilmstir.

Domat ¢esidinde fidanlardan alinan nodal eksplantlarda steril eksplant
yiizdesi yukaridaki uygulamalar sonucunda diisiik bulundugu ve kararan ekplant
sayist fazla oldugu igin, seradan alinan eksplantlara baska bir sterilizasyon
uygulamasi yapilmistir. Buna gore, eksplantlar 6n sterilizasyon isleminden
gecirildikten sonra, 3 g/L fungusit (CAPTAN-etkili madde miktar1 %50 Captan)
sollisyonunda 1 giin birakilmis ve ertesi giin steril kabin igerisinde Oncelikle
%70’lik etil alkolde 30 sn bekletilmis ve daha sonra farkli NaOCI soliisyonlarinda
(%10 ve %7,5) ve farkl siireler (7,5 dakika ve 10 dakika) kullanilarak steril
edilmislerdir. En son olarak eksplantlar ii¢ kez steril saf su ile ¢calkalanmiglardir.
Sterilizasyondan sonra, nodal eksplantlar OM, ortaminda kiiltiire alinmiglardir.
Her bir deneme icin 20 eksplant kullanilmis ve deneme g tekrarli olarak

yapilmustir.

Tiim kiiltiirler, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve
4000 luks 1s1k siddetinde muhafaza edilmislerdir.
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3.2.2.2.2 Bahcedeki agaclardan alinan Gemlik ve Domat cesitlerine ait

eksplantlar icin uygulanan sterilizasyon yontemleri

Bahg¢ede bulunan agaglar, dis kosullarla dogrudan temas halinde
olduklarindan her tiirlii kontaminasyona agik konumdadirlar. Bu yiizden agagtan
alinan eksplantlara sterilizasyon, daha farkli ve serada yetisen fidanlara gore daha
agir uygulanmgtir. On sterilizasyon asamas1 daha énce anlatildig1 gibi yapilmustir.

On sterilizasyondan sonra ii¢ farkli sterilizasyon denenmistir (Cizelge 3.4).

1. 1lkinde, nodal eksplantlar steril kabin icerisinde oncelikle %70’lik etil
alkolde 30 saniye bekletilmis, daha sonra %15’lik NaOCI’de 10dk, 15dk

ve 20dk siireler ile ¢alkalanmislardir.

2. Ikincisinde, on sterilizasyondan sonra nodal eksplantlar 1 saat 3g/l
fungusit (CAPTAN) igeren soliisyona maruz birakilmis ve daha sonra,
steril kabin icerisinde once %70’lik etil alkolde 30 saniye bekletilmis,
ardindan %15’lik NaOCl’de 10dk, 15dk ve 20dk sureler ile

calkalanmislardir.

3. Uglincisiinde, 6n sterilizasyondan sonra, eksplantlar 1 giin 3 g/l fungusit
(CAPTAN) igeren soliisyonda tutulmus ve steril kabin igerisinde Once
%70’lik etil alkolde 30 saniye bekletilmis, daha sonra %15’lik NaOCl’de
10dk, 15dk ve 20dk siireler ile ¢alkalanmislardir. Eksplantlar en son olarak
tizerindeki sterilant maddeler uzaklasincaya kadar steril saf su ile

calkalanmiglardir.

Sterilizasyondan sonra nodal eksplantlar, OM;, ortaminda kiiltiire
alinmislardir. Her bir deneme igin 15 eksplant kullanilmis ve deneme {i¢ tekrarl
olarak kurulmustur. Kiiltiirler 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta,

24°C’de ve 4000 liiks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.
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Cizelge 3.4 Bahgedeki agaglardan alinan Gemlik ve Domat gesitlerine ait eksplantlara uygulanan

sterilizasyon yontemleri

Uygulama Fungusit (3 g/l) - NaOCI NaOCI -

on uygulama suresi konsantrasyonu uygulama sureleri
1 - %15 10 dk
2 - %15 15 dk
3 - %15 20 dk
4 1 saat %15 10 dk
5 1 saat %15 15 dk
6 1 saat %15 20 dk
7 1 gin %15 10 dk
8 1 gin %15 15 dk
9 1 gin %15 20 dk

3.3 Ocak-Haziran 2010 Déneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.3.1 Materyal

Temmuz-Aralik 2009 déneminde yapilan ¢aligmalardan elde edilen Gemlik
ve Domat c¢esitlerine ait in vitro sirginler bu dénemde yapilan ¢alismalar igin

materyal olarak kullanilmistir.

3.3.2 Metot

Ocak-Haziran 2009 doneminde elde edilen slrgtnlerin, siirgiin gelistirme
ortamin1 belirlemek amaciyla aktarildiklar: besin ortamlarinda klorozis, nekrozis
ve absisyona ugramalari, bu durumun Dbesin elementi eksikliginden
kaynaklanabilecegini distindiirmiistir. Bu nedenle, Temmuz-Aralik 2009
doneminde yapilan calismalardan elde edilen Gemlik c¢esidine ait in vitro
bitkicikler; 2 mg/l ZEA iceren OMs ortaminda (1. Ortam), Britos ve Santos
(2009)’un kullandig1 konsantrasyonu iki katina ¢ikarilmis Fe, Mg ve Mn ve 2mg/1
ZEA iceren Oms ortaminda (2. Ortam) ve boy artisini tesvik etmek amaci ile
KNOj3; konsantrasyonu arttirtlmis (5 mg/l) OMs ortaminda altkiiltiire alinmiglardir
(3. Ortam). Her bir tekerriir i¢in 10 siirgiin kullanilmis ve denemeler ti¢ tekerriirlii

olarak yapilmistir. Ancak, zeatinli ortamin hazirlanmasi sirasinda ortamda
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meydana gelen kontaminasyondan dolayr c¢ok az materyal elde kalmistir.
Kontaminasyonsuz olan eksplantlarda en iyi gelisim potasyumu arttirilmig Oms
ortaminda gozlenmistir. Geriye kalan mevcut Gemlik siirglinlerinden bir kismi
bagli bulunduklar1 ana dokudan kesilerek sadece siirgiinii igerecek sekilde bir
kismi da kesilmeden bagli bulunduklari ana dokuyu da igerecek sekilde 3.
ortamda kiiltiire alinmiglardir. Denemeler 3 tekerriirlii olarak kurulmus ve her bir

tekerriir i¢cin 10 eksplant kullanilmistir.

Domat ¢esidinde Temmuz-Aralik 2009 doneminde elde edilen, iyi gelisme
goOsteren 18 eksplattan alinan siirgiin uglart (0.7-1.0 cm) bagli bulunduklar1 ana
dokudan kesilerek 3. ortamda kiiltiire alinmiglardir. Denemeler (¢ tekerrirli

olarak yapilmis ve her bir tekerriir i¢in 6 eksplant kullanilmstir.

Tum kiltrler 16 saat aydinlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000
likks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.

3.4 Temmuz-Aralik 2010 Déneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.4.1 Materyal

Bu donemde, zeytin giivesinin serada muhafaza edilen zeytin fidanlarina
zarar vermesinden dolay1, fidanlardan deneme kurulamamistir (Sekil 3.4). Zeytin
fidanlar1 yerine dis kosullarda yetisen olgun agaglardan alinan eksplantlardan
Gemlik ve Domat ¢esitleri i¢in sterilizasyon protokolii olusturulmaya ¢alisilmistir.
Materyaller, Zeytincilik Arastirma Istasyonu’na ait bahceden temin edilmistir.
Materyal alimi ve tekerriirlerin kurulmasi 2010 Kasim ve Aralik aylarinda

gerceklestirilmistir.

3.4.2 Metot

Bahgede bulunan Gemlik ve Domat agaglarindan alinan nodal eksplantlara

asagidaki sterilizasyon uygulamalar: yapilmistir (Cizelge 3.5).

1. Agacglardan alinan tek yillik yeni siirglinler yapraklari kesilmeden akan
suyun altinda yikanmis ve 1 gin 3 g/l fungusit (1.5 g/l CAPTAN-etkili
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madde miktar1 %50 CAPTAN ve 1.5 g/l BENOLEX- etkili madde miktar1
%50 BENOMYL) iceren solliisyonda bekletilmiglerdir. Ertesi gln
yapraklar1 uzaklastirilarak govde kismi nod igerecek sekilde 1-2 cm’lik
pargalara ayrilan eksplantlar 3-4 damla detarjan damlatilmis suyla 5
dakika stireyle ¢alkalanmislardir. Daha sonra akan suyun altinda 1 saat
yikanarak 100 mg/l Askorbik asit iceren sollisyonda yarim saat
bekletilmislerdir. En son, %70’lik etil alkolde 30 saniye calkalanan nodal
eksplantlar, %10’luk NaOCI ile 10dk, 15dk sureler ile steril edilmisler ve
Uzerlerindeki sterilant maddeler uzaklagincaya kadar steril saf su ile

calkalanmislardir.

1. Uygulamayla ayni prosediir izlenmis farkli olarak NaOCl’nin pH’1 7’ye
ayarlanarak sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir (George, 1993).
NaOCI bazik oldugundan hidroklorik asit (HCI) ile pH’1 diistiriilerek 7°ye
ayarlanmistir. Islem, ortaya cikabilecek kimyasal reaksiyondan zarar
gbrmemek icin ceker ocakta yapilmis ve laminer hava akishi kabinde

sterilizasyon sirasinda maske ve eldiven kullanilmaistir.

. Fungusit 6n uygulamas1 yapilmadan eksplantlar, pH’1 7’ye ayarlanmis
%10’luk NaOCI ile 10, 15 dakika steril edilmislerdir. Sterilizasyondan
sonra steril saf su ile eksplantlar durulanarak, steril fungusitli suya (1 mg/I
BENOLEX) aktarilmiglar ve tekrar durulama olmadan kiiltiire

alinmislardir.

. Agaglardan almman tek yillik yeni siirgiinler, fungusitli sollisyonda
bekletilmeden dogrudan yapraklari kesilerek her biri tek nod igeren 1-2
cm’lik parcalara ayrilmiglardir. Nodal eksplantlar bes dakika deterjanli su
ile yikandiktan sonra, 1 saat akan suyun altinda ve ardindan 100 mg/I
Askorbik asit igeren soliisyonda yarim saat bekletilmislerdir. Sterilizasyon
icin, eksplantlar 6ncelikle %70’lik etil alkolde 30 saniye bekletilmis, daha
sonra %10’luk NaOClI ile 15 dk sureyle muamele edilmiglerdir. En son
olarak da eksplantlar steril saf sudan geg¢irilmislerdir. Bu uygulamada
farkli olarak besin ortamlarmma 1, 2, 3 ml/l konsantrasyonlarda Plant

Preservative Mixture (PPM) ilave edilmistir.
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5. Uygulama 4’den farkli olarak eksplantlar 1 gin 3 g/l fungusit (1.5 g/l
CAPTAN ve 1.5 g/l BENOLEX) iceren soliisyonda bekletilmis, daha

sonra ayn1 sterilizasyon yontemi uygulanmustir.

Sterilizasyon isleminden sonra eksplantlar, OMy, ortaminda kiiltiire
alinmiglardir. Farkli olarak uygulama 4 ve 5 de besin ortamlarina 1, 2 veya 3 ml/l
dozlarinda ppm ilave edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda PPM ilave edilen besin
ortamlar1 121°C’de, 1 atm basincta 15 dakika siire ile steril edilmistir. Her bir
deneme igin 15 eksplant kullanilmis ve deneme ii¢ tekrarli olarak kurulmustur.
TUm kalturler 16 saat aydinlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liks
151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.4 Zeytin giivesinin fidanlarda yol agtig1 zararlar



Cizelge 3.5. Bahgedeki agaglardan alinan Gemlik ve Domat gesitlerine ait eksplantlar i¢in uygulanan sterilizasyon yontemleri

Fungusit 6n uygulama siiresi

NaOCI uygulamasi

Fungusit son uygulamasi

ppm uygulamasi

Uygulama %70’lik etil alkol uygulama siiresi

(1.5 g/l CAPTAN + 1.5 g/l BENOLEX) (konsantrasyon ve siire) (mg/l) (ml/)
1 24 saat 30 sn %10- 10 dk - -
2 24 saat 30sn %10-15 dk - -
3 24 saat 30sn pH’1 7’ye ayarlanmis %10-10 dk - -
4 24 saat 30sn pH’1 7’ye ayarlanmis %10-15 dk - -
5 24 saat 30 sn pH’1 7’ye ayarlanmis %10-20 dk - -
6 - 30 sn pH’1 7’ye ayarlanmis %10-10 dk 1 mg/l BENOLEX -
7 - 30 sn pH’1 7’ye ayarlanmis %10-15 dk 1 mg/l BENOLEX -
8 - 30 sn pH’1 7’ye ayarlanmis %10-20 dk 1 mg/l BENOLEX -
9 - 30sn %10-15 dk - 1ml/l
10 - 30sn %10-15 dk - 2ml/l
11 - 30sn %10-15 dk - 3ml/l
12 24 saat 30sn %10-15 dk - 1 mll
13 24 saat 30 sn %10-15 dk - 2 mi/l
14 24 saat 30 sn 9%10-15 dk - 3ml/l

ov



41

3.5 Ocak-Haziran 2011 Doneminde Gergeklestirilen Calismalar
3.5.1 Materyal

Temmuz-Aralik 2010 doneminde zeytin glivesinin sebep oldugu zararlardan
dolay1, fidanlar kullanilamayacak hale gelmistir. Ayrica agaglar i¢in yapilan
sterilizasyon denemelerinde sterilizasyon basarist arttirillmasina ragmen, nodal
eksplantlarin hemen hemen hepsi kararmis ve denemelerin kurulmasi i¢in uygun
materyal saglanamamistir. Bu nedenle, 2011 yili Mart Ay igerisinde Zeytincilik
Arastirma Istasyonu’ndan yeni fidanlar (2 yillik Gemlik fidanlari ve 5 yillik
Domat fidanlar1) temin edilmis ve posetlerde bulunan fidanlar saksilara
aktarilmislardir (Sekil 3.5). Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii’ne ait
serada muhafaza edilen fidanlara her hafta diizenli olarak piiskiirtme seklinde
fungusit (3 g/l BENOLEX) ve 1,5 g/l 20:20:20 NPK glibresi uygulanmustir.
Haziran Ay1 basinda Gemlik ve Domat zeytin ¢esitlerine ait fidanlardaki yeni
siirglinler kiiltiire alinabilecek duruma gelmis, nod ve meristem kiiltiirii

denemeleri kurulmustur (Sekil 3.6).

Sekil 3.5 Zeytincilik Arastirma Istasyonu’ndan temin edilen ve Biyomiihendislik

Bolimi’ne ait serada muhafaza edilen yeni fidanlar
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3.5.2 Metot

3.5.2.1 Serada muhafaza edilen Gemlik ve Domat cesitlerine ait

fidanlardan nod kiltiirlerinin kurulmasi

Bu donemde c¢alismalara yeni alinan fidanlarla devam edileceginden,
oncelikle iki ¢esit i¢cin uygun temel besin ortamlarinin belirlenmesine ¢aligilmistir.
Temel besin ortamlarini karsilastirmak amaciyla; 1) OMy (Zeytin Baslangig
Ortami1) (Rugini, 1984), 2) modifiye DKW (Driver and Kuniyuki, 1984), 3) Oms
(Zeytin Stirglin Gelistirme Ortami1) (Rugini, 1984), 4) WPM (Lloyd ve McCown,
1980) ve 5) modifiye Oms ortami (igerigindeki Fe, Mg ve Mn konsantrasyonlari
iki katina ¢ikarilmis) (Brito ve Santos, 2009) kullanilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 Seradaki Gemlik ve Domat cesitlerine ait fidanlardan nod kiltdrlerinin

olusturulmasinda kullanilan temel besin ortamlari

Kullanilan karbon Kullanilan agar ve miktari
Besin ortamlari
kaynag ve miktari (g/l) (a/l)
1 OMp 20 g/l Mannitol 6.5 g/l Agar (Fluka)
2 DKW 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Agar (Fluka)
3 OM;s 30 g/l Mannitol 6.5 g/l Agar (Fluka)
4 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Agar (Fluka)
5 Modifiye OMs 30 g/l Mannitol 6.5 g/l Agar (Fluka)

Gemlik ve Domat cesitlerinde nod kiiltiirlerini kurmak amaci ile 2011 yilt
Haziran ay1 basinda yeni c¢ikan siirglinlerden (heniiz odunsulagsmamis taze
sirgiinler) alinan 1.5-2 cm uzunlugundaki nodal eksplantlar 6ncelikle %70°lik etil
alkole birkag saniye daldirilmig, daha sonra birka¢ damla Tween-20 eklenmis
%15’lik sodyum hipoklorit (Merck) (aktif klor igerigi %10 olan) icerisinde 10
dakika siireyle calkalanmiglardir. En son olarak Uzerindeki sterilant maddeler
gidinceye kadar steril saf su ile ¢alkalanmiglardir. Nodal eksplantlar
sterilizasyondan sonra Cizelge 3.6’de go0sterilen bes temel besin ortaminda

tiiplerde kiiltiire alinmislardir.
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Her bir deneme icin 15 eksplant kullanilmis ve deneme ii¢ tekrarli olarak
yapilmustir. Kiltrler 16 saat aydinlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve
4000 liiks 1s1k siddetinde muhafaza edilmislerdir.

3.5.2.2 Serada muhafaza edilen Gemlik ve Domat cesitlerine ait

fidanlardan meristem Kkiiltiirlerinin kurulmasi

Gemlik ve Domat ¢esitlerinde meristem kiiltiirleri fidanlara ait yeni ¢ikan
tek yillik strgunler kullanilarak olusturulmus ve 2-3 c¢cm uzunlugundaki siirgiin
uclarinin yapraklar1 uzaklastirilarak sterilizasyon nod kiiltiirlerinde oldugu gibi
yapilmistir. Besin ortam1 olarak 20 g/l mannitol ve 6.5 g/l agar (Fluka) igeren

OMy, ortami1 kullanilmustir.

Meristemlerin izolasyonu ve Kiiltiire alinmasi

Laminer hava akigh kabin igerisine alinan stereo mikroskop tablasina daha
onceden steril edilen petri kab1 yerlestirilmis ve meristem ucu alinacak 2-3 cm
uzunlugundaki steril siirglin uglar1 bu petriye konulmustur. Zeytin strgtntndeki
yapraklar stereo mikroskop altinda distan ige dogru kesilmistir (Sekil 3.6). En son
olarak iki yaprak taslagi igeren meristem (yaklasik 300-350 um boyutlarinda),
keskin ince uglu bisturi yardimiyla dikkatlice kesilmistir. Kesilen meristem ucu

yine ayni alet kullanilarak yar1 katt OMy, ortaminda kiiltiire alinmigtir.

Her bir deneme i¢in 15 eksplant kullanilmis ve deneme ¢ tekrarli olarak
yapilmistir. Kultiirler 16 saat aydilik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve
4000 liiks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.



=
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| Stereo mikroskop altinda meristemin ortaya cikarilma asamalar

| | Kaft kiiltiir

Sekil 3.6 Meristemin stereo mikroskop altinda izolasyonu ve kiiltiire alinmasi (bar=1 cm)

144



45

3.6 Temmuz-Aralik 2011 Déneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.6.1 Materyal

Gemlik ve Domat zeytin c¢esitlerinde yeni fidanlardan alinan tek yillik
stirglinlerin 3, 4, 5 ve 6. nodlar1 kullanilarak nod kiiltiirii denemeleri ve surgin
uclar1 kullanilarak meristem kiiltiirii denemeleri olusturulmustur. Materyal alimi
ve tekerrilirlerin kurulmast 2011 yili Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda

gergeklestirilmistir.

3.6.2 Metot

3.6.2.1 Serada muhafaza edilen Gemlik ve Domat cesitlerine ait

fidanlardan nod Kkiiltiirlerinin kurulmasi

1.5-2 c¢cm uzunlugundaki nodal eksplantlar oncelikle %70’lik etil alkol
icerisine birka¢ saniye daldirilmis, daha sonra birkag damla Tween-20 eklenmis
%15’lik sodyum hipoklorit (Merck) (aktif klor igerigi %10 olan) icerisinde 10
dakika siireyle ¢alkalanmiglardir. Son olarak da eksplantlar {izerindeki sterilant

maddeler gidinceye kadar steril saf su ile ¢alkalanmiglardir.

Sterilizasyonu yapilan materyaller, daha 6nceden hazirlanip kiiltiir tiiplerine
paylastirilan 0, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l konsantrasyonlarinda ZEA, 30 g/l sukroz ve
6.5 g/l Plant agar (Duchefa) iceren WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir
(Cizelge 3.7). Her bir deneme i¢in 15 eksplant kullanilmis ve deneme ii¢ tekrarli
olarak yapilmustir. Kiiltirler 16 saat aydinlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de
ve 4000 liiks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.
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Cizelge 3.7  Seradaki Gemlik ve Domat g¢esitlerine ait fidanlardan nod kultirlerinin

olusturulmasinda kullanilan besin ortamlari

. Kullanmilan karbon Bitki buytme
Besin Kullanilan agar ve miktari L
kaynagi ve miktar: duzenleyicileri ve
ortami (a/l)
(a/l) miktari (mg/l)
1 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) -
2 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 0.5 mg/l ZEA
3 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 1.0 mg/l ZEA
4 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 2.0 mg/l ZEA
5 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 4.0 mg/l ZEA

3.6.2.2 Serada muhafaza edilen Gemlik ve Domat cesitlerine ait

fidanlardan meristem Kkiiltiirlerinin kurulmasi

Gemlik ve Domat ¢esitlerinin her ikisi i¢in hem yar1 kati, hem de sivi OMj
ve WPM besin ortamlarinda meristem kiiltiirii denemeleri yapilmigtir. Materyal
olarak fidanlarin aktif biiyiime zamanlarinda alinan 2 cm uzunlugundaki siirgiin
uclan kullanilmistir. Sterilizasyon nod kiiltiirlerinde uygulandig1 gibi yapilmistir.
Her bir deneme icin 15 eksplant kullanilmis ve deneme ii¢ tekrarli olarak
yapilmustir. Kiltrler 16 saat aydinlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve
4000 liiks 1s1k siddetinde muhafaza edilmislerdir.

3.6.2.3 Domat cesidinde kararma probleminin coéziimiine vonelik

vapilan uygulamalar

Domat ¢esidinde eksplantlarda meydana gelen kararmalari azaltmak

amaciyla nod kultlrlerinde asagida belirtilen uygulamalar yapilmistir:

e Uygulama 1: NaOCI solisyonunun uygulanma siiresinde degisiklik
yapilmistir. %15°lik sodyum hipoklorit (Merck) (aktif klor igerigi %10
olan) soliisyonuyla yapilan sterilizasyonun siiresi 15 dakikadan 10

dakikaya indirilmistir.
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e Uygulama 2: Sterilant madde degistirilerek NaOCI yerine civa klorir
(HgCl,) kullanilmstir. Eksplantlar, %0.1’lik HgCl, soliisyonunda 5 dakika

stire ile steril edilmiglerdir.

e Uygulama 3: Eksplantlar %0.1’lik HgCl, solisyonunda 10 dakika stre ile

steril edilmiglerdir.

e Uygulama 4: Sterilant madde olarak anolit kullanilmistir. Anolit
seyreltilmeden saf olarak 30 dakika siireyle eksplantlara uygulanmis ve

eksplantlar steril saf su ile durulanmadan kiiltiire alinmislardir.

e Uygulama 5: Eksplantlar 60 dakika streyle anolit ile steril edilmis ve

durulanmadan kiiltiire alinmislardir.

e Uygulama 6: %10’luk NaOCI solisyonu ile 15 dakika calkalanan
eksplantlar steril saf su ile durulandiktan sonra yine steril saf suda 3 saat
stire ile bekletilmislerdir. Besin ortamlarina aktarilan eksplantlar 6nce bir
hafta siireyle siirekli karanlikta muhafaza edilmisler ve daha sonra 16 saat
aydmlik/8 saat karanlik fotoperiyoda alinmislardir (Seyhan ve Ozzambak,
1994).

e Uygulama 7: Eksplantlar sterilizasyondan énce 100 mg/l askorbik asitte 2
saat sure ile bekletildikten ve %10’luk NaOCI soliisyonunda 15 dakika
stire ile steril edildikten sonra kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiirler 6ncelikle 7
giin siirekli karanlikta muhafaza edilmis, daha sonra 16 saat aydinlik/8 saat

karanlik fotoperiyoda alinmiglardir.

Steril edilen nodal eksplantlar 30 g/l sukroz, 0.5 mg/l BA ve 6.5 g/l Plant
agar iceren WPM besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Tum denemeler, Uc¢
tekerriirlii  olarak gercgeklestirilmis ve her bir deneme icin 15 eksplant
kullamilmistir. Kiltirler 16 saat aydinlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve
4000 liiks 1s1k siddetinde muhafaza edilmislerdir.
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3.6.2.3 Domat cesidinde kallus Kiiltiiriiniin kurulmasi

Zeatin igeren ortamlarda eksplantlar tamamen kararmalaria ragmen, bazi
eksplantlarin bazal kisimlarinda yesil kallus olusumlar1 gézlenmistir. Bu ylzden,
bu ¢esitte kararma sorununun ¢6ziimiine yonelik ¢alismalar, nod ve meristem
kiltiiri  denemelerine devam edilmesinin yan1 sira, kallus olusturma
potansiyelinden de faydalanilmasina karar verilmistir ve bu amagla, 1 mg/l NAA
ve 0.5 mg/l BA iceren OM, ortaminda kallus kiiltiirleri kurulmustur. Eksplant
olarak yaklasik 2 cm boyunda yapraklar, 1-1.5 ¢cm uzunlugunda internodyumlar
ve petioller kullanilmigtir. Bu eksplantlar 20 ml besin ortami igeren 210 ml
hacimli cam kiiltir kaplarinda kiiltiire alinmiglardir. Her bir deneme igin 15
eksplant kullanilmig ve denemeler ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Kultiirler siirekli karanlik ortamda ve 24 °C sicaklikta muhafaza edilmislerdir.

3.7 Ocak-Haziran 2012 Doneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.7.1 Materyal

Gemlik ve Domat gesitlerinde bu donem yapilan ¢alismalar i¢in serada
kontrollii kosullarda muhafaza edilen fidanlardan alinan eksplantlar materyal

olarak kullanilmistir.

3.7.2 Metot

3.7.2.1 Serada muhafaza edilen Gemlik cesidine ait fidanlardan nod

kiltirlerinin kurulmasi

Gemlik zeytin ¢esidine ait fidanlardan alinan tek yillik siirgiinlerin 1.5-2.0
cm uzunlugunda ve 2 mm kalinhiginda 3, 4, 5 ve 6. nodlart kullanilarak nod
kiltiirii denemeleri olusturulmustur. Materyal alimi ve tekerriirlerin kurulmasi

Haziran-2012 ayinda gerceklestirilmistir.

Sterilizasyon icin eksplantlar, dncelikle %70’lik etil alkol icine 10 saniye

daldirilmis, daha sonra birkag damla Tween-20 eklenmis %0.1°lik HgCl,
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igerisinde 3 dakika siireyle ¢alkalanmiglardir. Son olarak da eksplantlar Gzerindeki

sterilant maddeler gidinceye kadar steril saf su ile ¢alkalanmiglardir.

Sterilizasyonu yapilan bitkisel materyaller, daha 6nceden hazirlanip kiiltiir
tiiplerine paylastirilan ortamlarda kiiltiire alinmislardir. Denemelerde 0, 1.0, 2.0 ve
4.0 mg/l dozlarinda BA, KIN ve GAzigeren WPM besin ortami kullanilmustir. Her
bir deneme icin 15 eksplant kullanilmis ve deneme {i¢ tekerriirlii olarak
kurulmustur. Kiiltiirler 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 4.000 ks
151k siddetinde ve 24°C’de muhafaza edilmislerdir.

3.7.2.2 Domat cesidinde kararma probleminin coziimiine vyonelik

vapilan uygulamalar

Kararmay1 onlemeye yonelik denemeler icin Domat ¢esidine ait fidanlardan
alinan heniiz odunsu dokusu olusmamis tek yillik stirglinlerin 3, 4, 5 ve 6. nodlar1
kullanilmigtir. Materyal alimi1 ve tekerriirlerin kurulmasi Haziran-2012de

gerceklestirilmistir.

Kararma probleminin ¢6zimi icin kurulan denemelerin  hepsinde
eksplantlar Gemlik ¢esidinde uygulanan sterilizasyon yontemi ile steril
edilmislerdir. Besin ortami olarak 0.25 mg/l zeatin, 20 g/l mannitol ve 6.5 g/l agar
igeren ve pH’s1 5.8’e ayarlanmis OM,, kullanilmis ve zeatin filtre sterilizasyonu ile
ortama eklenmistir. Kiiltiir kabi1 olarak tiip kullanilmistir. Denemeler g tekerrtrli
olarak gergeklestirilmis ve her bir tekerriir i¢in 15 eksplant denenmistir. Kiiltiirler,
24°C sicaklik, 16 saat aydmlik/8 saat karanlik fotoperiyot ve 4.000 liiks 151k

siddeti kosullarina sahip kiiltlir odasinda muhafaza edilmislerdir.

Domat ¢esidinde ortaya c¢ikan kararma problemini azaltmak amaciyla
asagida belirtilen denemeler yapilmistir (Romano and Martins-Loucdo, 1992;
Bhatt and Dhar, 2004; Mendoza-de Gyves et al., 2008; Ko et al., 2009; Corduk
and Aki, 2011):

e Uygulama 1: Sterilizasyonu yapilan 1-2 ¢cm uzunlugundaki tek nodlu

eksplantlar, tip icerisinde bulunan 0.25 mg/l zeatin iceren OM;, ortamina
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transfer edilmis ve 1 hafta siire ile +4 °C’de karanlikta muhafaza

edildikten sonra kiiltiir odasina aktarilmislardir.

Uygulama 2: 0.25 mg/l zeatin iceren OM, ortaminin pH’s1 5.0°e
ayarlanmig ve sterilizasyonu yapilan 1-2 cm boyutlarindaki tek nodlu

eksplantlar tiipler i¢erisinde bulunan ortamlara yerlestirilmislerdir.

Uygulama 3: Eksplantlarin sterilizasyonundan sonra durulama igin +4
°C’de steril saf su kullamlmustir. Steril edilen eksplantlar tiipler
icerisindeki besin ortamlarina yerlestirildikten sonra kiiltiir odasinda

tutulmusglardir.

Uygulama 4: 100 mg/l Askorbik asit + 150 mg/I Sitrik asitin pH’s1 5,7’ye
ayarlanip  filtre  sterilizasyonundan  gegirilerek  besin  ortamina

eklenmislerdir.

Uygulama 5: Sterilizasyondan once tek nodlu eksplantlar, 100 mg/l
Askorbik asit + 150 mg/l Sitrik asit iceren ¢oOzeltide 1 saat sure ile,
sterilizasyondan sonra ise steril saf su icerisine filtre sterilizasyonu ile
eklenmis yine ayni konsantrasyonlardaki Askorbik asit + Sitrik asit
cozeltisinde 3 saat siire ile bekletildikten sonra kiiltiir tiiplerine aktarilarak
kiiltiir odasinda muhafaza edilmislerdir. Askorbik asit ve sitrik asit, 1s1 ile

bozulduklari igin filtre ile steril edilerek kullanilmiglardir.

Uygulama 6: Eksplantlar 0.5 g/l polivinilpirolidon (PVP),

Uygulama 7: 1.0 g/l PVP ve

Uygulama 8: 5.0 g/l PVP igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmislardir.
Polivinilpirolidon kullanilarak yapilan denemelerde PVP besin ortamina

filtre sterilizasyonu ile ilave edilmistir.

Uygulama 9: Eksplantlar 0.5 g/l aktif karbon,
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e Uygulama 10: 1.0 g/l aktif karbon ve
e Uygulama 11: 2.0 g/l aktif karbon igeren besin ortamlarinda kiiltiire
alimmiglardir. Aktif karbon, besin ortamina pH olciildiikkten sonra

eklenmistir.

3.7.2.3 Domat cesidinde kallus Kiiltiiriiniin kurulmasi

Temmuz-Aralik 2011 doéneminde 2 cm boyunda yapraklar, 1-1.5 cm
uzunlugunda internodyumlar ve petioller kullanilarak bu eksplantlarin kallus
olusturma potansiyelleri degerlendirilmis ve Kallus i¢in en iyi eksplantin petiol
olduguna karar verilmistir. Bu dénemde Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan
yeni siirgtinlerin petiolleri kallus kiiltiirlerini olugturmak amaci ile eksplant olarak
kullanilmislardir. Eksplantlarin sterilizasyonu nod kiiltiirlerindeki gibi yapilmistir.
Steril edilen eksplantlar 20 ml besin ortami igeren 210 ml hacimli cam kiiltiir
kaplarinda kiiltiire alinmislardir. Besin ortami olarak 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA
iceren OM, ortam1 kullanilmistir. Bu ortamda kallus sayisi arttirilmaya
calisilmigtir. Kiiltiirler siirekli karanlik ortamda ve 16 saat aydinlik/8 saat karanlik

fotoperiyotta, 24°C sicaklikta muhafaza edilmislerdir.

3.7.2.4 Serada muhafaza edilen Gemlik ve Domat cesitlerine ait

fidanlardan meristem Kkiiltiirlerinin kurulmasi

Gemlik ve Domat c¢esitlerinde meristem kiiltiirli i¢in yeni ¢ikan siirgiinler
kullanilmis ve 2-3 cm uzunlugundaki siirgiin uclarinin yapraklari uzaklastirilarak
sterilizasyon nod Kkiiltiirlerinde oldugu gibi yapilmistir. Besin ortami olarak 0.5,
1.0, 2.0 mg/I zeatin igeren sivi ve katt WPM ve OM,, kullanilmistir (Cizelge 3.8).
Kiiltiirler Haziran ayinda kurulmustur. Zeatin besin ortamina filtre sterilizasyonu
ile eklenmistir (Sekil 3.7). Sivi kiiltiirler i¢in tiiplerin igerisine filtre kagidindan
kopriler yapilarak tiipler igerisine yerlestirilmis, hazirlanan sivi ortamlar daha
sonra beher yardimi ile bu tiipler igerisine dokiilmiistir. Yine zeatin filtre
sterilizasyonu ile besin ortamima eklenmistir. Daha once anlatildigi gibi
sterilizasyonu yapilan siirgiinler stereo mikroskop altinda 2 yaprak taslag

icerecek sckilde kesildikten sonra Cizelge 3.8’deki besin ortamlarina



aktarilmiglardir. Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve her bir

tekerriir icin 10 eksplant kullanilmistir. Kiiltiirler, 24°C sicaklik, 16 saat aydinlik/8

saat karanlik fotoperiyot ve 4.000 liikks 151k siddeti kosullarima sahip kiltir

odasinda muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.7 Zeatinin filtre sterilizasyonu ile besin ortamina eklenmesi

Cizelge 3.8 Seradaki Gemlik ve Domat ¢esitlerine ait fidanlardan meristem kuiltirlerinin

olusturulmasinda kullanilan besin ortamlari

Bitki blyime

. Kullanilan karbon B .

Besin Kullanilan agar ve miktari dizenleyicileri

kaynagi ve miktari
ortamlari (/M) ve miktari
(9/h)
(mall)

1 OM, 20 g/l Mannitol 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 0.5 ZEA
2 OM 20 g/I Mannitol 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 1.0 ZEA
3 OM, 20 g/l Mannitol 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 2.0ZEA
4 OM, 20 g/l Mannitol - 0.5 ZEA
5 OM, 20 g/l Mannitol - 1.0 ZEA
6 OM, 20 g/l Mannitol - 2.0 ZEA
7 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar (Duchefa) 0.5ZEA
10 WPM 30 g/l Sukroz - 0.5 ZEA
11 WPM 30 g/l Sukroz - 1.0 ZEA
12 WPM 30 g/l Sukroz - 2.0 ZEA
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3.8 Temmuz-Aralik 2012 Déneminde Gergeklestirilen Calismalar

3.8.1 Materyal

Gemlik zeytin ¢esidine ait fidanlardan heniiz odunsu dokusu olusmamais tek
yillik stirglinlerin 3, 4, 5 ve 6. nodlarn kullanilarak nod kiiltiirii denemeleri
kurulmugtur. Materyal alimi ve tekerriirlerin kurulmasi 2012 Eylil ayinda
gerceklestirilmistir. Ancak Ekim ayi icerisinde Zeytin Giivesinin fidanlara verdigi
zarardan dolay1 geng siirgilinler kullanilamaz hale gelmis ve bu yiizden denemelere
devam edilememistir (Sekil 3.8). Fidanlara budama islemi uygulandiktan sonra, 2
haftada bir 1ml/l konsantrasyonda Decis Insektisit Emilsiyon Konsantresi ile
ilaclama yapilmigtir. Ayrica yeni siirgiin olusumunu tesvik etmek amaci ile yine 2
haftada bir fidanlara 2 ml/l konsantrasyonda Orgamax Nitro II Azotlu (N) sivi

organomineral giibre yapraklara piiskiirtiilerek uygulanmistir.

Sekil 3.8 Zeytin glivesi ve bitkide olusturdugu zarar

3.8.2 Metot

3.8.2.1 Serada muhafaza edilen Gemlik cesidine ait fidanlardan nod

Kiiltiirlerinin kurulmasi

Ocak-Haziran 2012 doneminde Gemlik ¢esidinde kurulan nod kiiltiirii
denemelerinde goriilen kararmalardan dolay1 silirglin rejenerasyonu meydana
gelmemistir. Bu donemde materyal alinirken 6zellikle odunsu dokusu olusmamis

taze siirglinlerin alinmasina dikkat edilmistir. Aksi takdirde Gemlik ¢esidinde
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kararma sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Gemlik ¢esidinde nod kiiltiirleri i¢in 1-2 cm
uzunlugunda ve 1.5-2.0 mm genisliginde nodal eksplantlar, dncelikle %70’lik etil
alkol icine 10 saniye daldirilmis, daha sonra birka¢ damla Tween-20 eklenmis
%0.1’lik Civa klortir igerisinde 3 dakika siireyle calkalanmiglardir. Son olarak da
eksplantlar Uzerindeki sterilant maddeler gidinceye kadar steril saf su ile

calkalanmislardir.

Sterilizasyonu yapilan bitkisel materyaller, daha 6nceden hazirlanip kiiltiir
tiiplerine paylastirilan 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l konsantrasyonlarinda BA, KIN ve
GA; ve ayrica 30 g/l sukroz ve 6.5 g/l Plant agar (Duchefa®, Haarlem, The
Netherlands) igeren WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir (Cizelge 3.9).
GA; ortama filtre sterilizasyonu ile eklenmistir. Her bir deneme icgin 15 eksplant
kullanilmis ve deneme ¢ tekerrirlii olarak kurulmustur. Kiiltlrler 16 saat
aydinlik /8 saat karanlik fotoperiyotta, 4000 liiks 151k siddetinde ve 24°C’de

muhafaza edilmislerdir.

Cizelge 3.9 Seradaki Gemlik cesidine ait fidanlardan nod kiiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilan

besin ortamlar1

St Kullanilan karbon Kullanilan agar Bitki blylme
- kaynagi ve miktari ve miktari diizenleyicileri ve miktar1
9/ (9/1) (mg/l)

1 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 0.5 mg/l BA
2 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 1.0 mg/l BA
3 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 2.0 mg/l BA
4 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 4.0 mg/l BA
5 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 0.5 mg/I KIN
6 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 1.0 mg/l KIN
7 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 2.0 mg/l KIN
8 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 4.0 mg/l KIN
9 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 0.5 mg/l GA;
10 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 1.0 mg/l GA;
11 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 2.0 mg/l GA;
12 WPM 30 g/l Sukroz 6.5 g/l Plant agar 4.0 mg/l GA;
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3.8.2.2 Domat cesidinde kararma probleminin coziimiine yonelik

vapilan uygulamalar

Kararmay1 onlemeye yonelik denemeler i¢in Domat ¢esidine ait fidanlardan
alinan heniiz odunsu dokusu olusmamis tek yillik siirglinlerin 3, 4, 5 ve 6. nodlar1
kullanilmistir. Materyal alimi ve tekerriirlerin kurulmast Temmuz-2012 ayinda
gerceklestirilmistir. Gemlik c¢esidinde karsilasilan Zeytin Giivesi problemi Domat

cesidinde de ortaya ¢ikmistir ve ayn1 uygulamalar Domat ¢esidine de yapilmistir.

Kararma problemi ile ilgili kurulan denemelerin hepsinde Gemlik ¢esidine
uygulanan sterilizasyon prosediirii uygulanmistir. Besin ortami olarak 2.0 mg/l
BA, 20 g/l mannitol ve 6.5 g/l Plant agar iceren OM,, kullanilmigtir. Denemeler ti¢
tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve her bir tekerriir i¢in 15 eksplant Kltre
almmistir. Kultiirler, 24°C sicaklik, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot ve
4000 liiks 151k siddeti kosullarina sahip kiiltiir odasinda muhafaza edilmislerdir.

Domat c¢esidinde ortaya ¢ikan kararma problemini azaltmak amaciyla

asagida belirtilen denemeler yapilmistir:

e Uygulama 1: Sterilizasyonu yapilan 1-2 cm boyunda ve 2-4 mm
genisliginde tek nodlu eksplantlar, tiip igerisinde bulunan ve bakirli
bilesigi (CuS0O4.5H,0) ¢ikarilmis 2.0 mg/l BAP iceren OM, ortamina

transfer edilmistir.

e Uygulama 2: Eksplantlar sterilizasyondan sonra steril saf sudan
gecirilerek steril pecete ile kurulanmislardir. Zeytinyagr 0.20 pm’lik
filtreden gecirilerek eksplantlarin her tarafi kaplanacak sekilde muamele
edilmistir. Ardindan tiipler igerisindeki 2.0 mg/l BAP iceren OMjy

ortaminda kiiltiire alinmislardir (Sekil 3.9).

e Uygulama 3: Sterilizasyondan sonra eksplantlarin durulandig: steril saf
suyun pH’st 7.0’a ayarlanarak otoklavda steril edilmis ve sterilizasyonda
bu su kullanmilmistir. Steril edilen eksplantlar tiipler igerisindeki besin

ortamlarina yerlestirildikten sonra kiiltiir odasinda tutulmuslardir.
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Uygulama 4: Sterilizasyon isleminden sonra eksplantlar 3 yerine 6 defa

steril saf sudan gegirilerek besin ortamina aktarilmislardir.

Uygulama 5: Tek nodlu eksplantlar yerine 2 nod iceren eksplantlar
sterilizasyondan sonra 2.0 mg/l BAP iceren OMy, ortami bulunan kiiltiir

tiiplerine aktarilarak kiiltiir odasinda muhataza edilmislerdir (Sekil 3.10).

Uygulama 6: Eksplantlar 3 nod igerecek sekilde kesilmis ve steril
edildikten sonra kiiltiir tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.10).

Uygulama 7: Eksplantlar besin ortamina yerlestirildikten sonra 4 hafta

stire ile los 1s1kta muhafaza edilmiglerdir.

Uygulama 8: Fidandan kesilen siirgiinlerin yapraklar1 uzaklastirildiktan
sonra nodlarma parcalanmadan  biitin  halinde sterilizasyonlar1
gergeklestirilmis ve sterilizasyondan sonra tek nod igerecek sekilde bisturi

yardimi ile kesilip besin ortamina aktarilmislardir.

Uygulama 9: Gegici daldirma sistemi ile ¢alisan RITA biyoreaktorlerinde
stvi kiiltiirlerde nodal eksplantlar kiiltiire alinmistir. Besin ortami olarak
2.0 mg/l BA, 20 g/l mannitol igeren sivi OMb kullanilmistir. Hazirlanan
sivi ortam her biyoreaktore 200 ml olacak sekilde biyoreaktorlere
dokiilmiis ve Dbiyoreaktorlerin  kapaklar1 hafif gevsek birakilarak
kapatildiktan sonra etraflar1 aliiminyum folyo ile sarilarak otoklavda
121°C’de 1 atm basingta 15 dakika siire ile steril edilmislerdir. iki nod
iceren eksplantlar sterilizasyon isleminden sonra RITA biyoreaktorlerine
transfer edilmislerdir. Biyoreaktorlerin daldirma periyodu 1dakika/l saat

olarak ayarlanmigtir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.9 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢dziimiine yonelik yapilan zeytinyagi uygulamasi

Sekil 3.10 Domat c¢esidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik yapilan uygulamalarda

kullanilan tek, iki ve ¢ nodlu eksplantlar (bar=1cm)



Tek yililk  domat siirgiini Sterilizasyon islemi sonrasmda Eksplantlarm RITA biyoreaktorlerine transferi
eksplantlarin goriiniimii

Bivoreaktor deki eksplantlarda siirgiin baslangici Biyoreaktor sisteminin kurulmas:

Sekil 3.11 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢dziimiine yonelik yapilan uygulamalarda kullanilan RITA bitoreaktorlerinde kiiltiirlerin kurulmasi

89
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3.8.2.3 Serada muhafaza edilen Gemlik ve Domat cesitlerine ait

fidanlardan meristem Kiiltiirlerinin kurulmasi

Meristem kiitiirii denemelerinde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda farkli bitki
bliylime diizenleyicileri iceren degisik besin ortamlar1 kullanilmis fakat
eksplantlarda kararmalar gozlenmistir. Bu donemdeki g¢alismamizda her iki
cesitten izole edilen meristemler dogrudan besin ortamina degil, pamuk, misir ve

tiitlin kallusundan olusturulan nors dokular tizerine transfer edilmislerdir.

3.8.2.3.1 Meristem kiltirlerinde nors doku olarak kullanilan

kalluslarin hazirlanmasi

3.8.2.3.1.1 Pamuk kallusu

Kiiltiir tiiplerine pamuk kalluslart i¢in 1.6 g/l MgCl,, 0.1 mg/l 2,4-D, 0.5
mg/l KIN, 30 g/l glukoz, 6.5 g/l Plant agar, BS vitaminleri ve MS tuzlarini iceren
yar1 kat1 besin ortami hazirlanmistir. E.U. Milhendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimii’nde yiiriitiilen Giintiirkiin Kir’a ait bir ¢alismadan temin edilen pamuk
kalluslar1 yaklasitk 1 cm capinda kitle halinde alinarak bu besin ortaminin
bulundugu kiiltiir tliplerine yerlestirilmis, daha sonra stereo mikroskop altinda
izole edilen 2 yaprak taslag: ile birlikte meristem bu kallus dokulari iizerine
yerlestirilmistir  (Sekil 3.12). Olusturulan meristem kiiltiirleri 16 saat
aydmlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liiks 151k siddetinde

muhafaza edilmislerdir.

3.8.2.3.1.2 Tiutun kallusu

Tiitiin kallusu i¢in Oncelikle tiitlin tohumlar kiiltiire alinmistir. Tohumlar
kiiciik oldugundan filtre kagidindan yapilan paketler i¢ine yerlestirilmis ve bu
sekilde steril edilmislerdir. Sterilizasyon i¢in tohumlari igeren paketler 6ncelikle 2
dakika siire ile %70’lik etil alkolde bekletilmis daha sonra igerisine 3 damla
Tween-20 damlatilmis %15°lik NaOCl soliisyonunda 15 dakika siire ile steril
edilmiglerdir. En son olarak 3 defa steril saf su ile ¢alkalanan tohumlar steril

pecete lizerinde kurutulduktan sonra tiiplere hazirlanmis 2 MS ortaminda kiiltiire



60

alinmiglardir. Yaklagik 1 ay sonra tohumlardan c¢ikan bitkicikler cam kiiltiir
kaplarinda (210 cc hacimli) MS ortaminda alt kiiltiire alinmislardir. Altkiiltiirden
biylyen bitkiciklerin yaprak ve govdeleri 2 mg/l NAA iceren MS besin
ortaminda kiiltiire alinarak kallus elde edilmistir. Nors doku i¢in, olusturulan bu
kallus yiginlarindan yaklagik 1 cm c¢apinda alinarak daha Once kiiltiir tiiplerine
hazirlanan kallus biiylime ortamina yerlestirilmis ve izole edilen meritemler bu
kallus yiginlar1 iizerine transfer edilmislerdir (Sekil 3.12). Kiiltiirler 16 saat
aydmlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liiks 151k siddetinde

muhafaza edilmislerdir.
3.8.2.3.1.3 Musir kallusu

Kallus Kkiiltiiriiniin olusturulmasinda tohumdan elde edilen bitkiciklerin
yaprak, govde ve kokleri kullanilmigtir. Tohumlar 5 dakika siire ile %70’lik etil
alkolde tutulmus, daha sonra igerisine 3 damla Tween-20 damlatilmis %0.1°lik
HgCl; ile 10 dakika calkalanmislardir. Ug defa steril saf sudan gegirilen tohumlar
steril pegete iizerinde kurutulduktan sonra MS ortami hazirlanmis tiiplerde kiiltiire
alinmigladir. Kiiltiirden 1 ay sonra gelisen bitkiciklerin yaprak, kok ve govdeleri
cam kiiltiir kaplarma (210 cc hacimli) hazirlanmis 0.5 mg/1 2,4-D ve 0,1 mg/l KIN
iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. En iyi kallus gelisimi koklerde
gozlenmis ve altkiiltiir ile kalluslar ¢ogaltilmistir. Diger nors doku kiiltiirlerinin
hazirlandigr gibi kiltlir tliplerine misir kallus ortami hazirlanmis ve kallus
kitlelerinden yaklasik 1 cm ¢apinda olacak sekilde alinarak kiiltiir tiiplerine
yerlestirilmis ve {izerlerine izole edilen meristemler yerlestirilmistir (Sekil 3.12).
Misir kalluslar siirekli karanlikta gelistirilmis meristem kiiltiirleri olusturulduktan
sonra 16 saat aydmlik/8saat karanlik fotoperiyotta, 24°C’de ve 4000 liiks 151k

siddetinde muhafaza edilmislerdir.

3.8.2.4 Domat cesidinde kallus Kiiltiiriiniin kurulmasi

Daha Once elde edilen kalluslar bu donemde yine kendi ortaminda altkulture

alinmislardir.
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3.9 Verilerin Degerlendirilmesi

Caligmalar siiresince yapilan uygulamalar tesadiif parselleri deneme deseni
esas alinarak ii¢ tekerriirlii olarak diizenlenmistir. Elde edilen veriler, TARIST
istatistik programi (A¢ikgoz vd., 2004) kullanilarak degerlendirilmistir. Domat
cesidi i¢in yapilan kararma problemine yonelik caligmalar 2 faktorlii (uygulama,
siire), Gemlik ve Domat cesitleri i¢in yapilan diger caligmalar ise kendi iglerinde
sterilizasyon, besin ortami, eksplant kaynagi gibi tek faktorlii olarak

diizenlenmistir.



Tiitiin tohumlarmdan gelisen bitkicikler
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Sekil 3.12 Meristemlerin izolasyonu ve nérs doku tizerinde kiiltiire alinmasi (bar=1 cm)
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4. BULGULAR

4.1 Ocak-Haziran 2009 Doéneminde Gergeklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuclar

4.1.1 Seradaki Gemlik fidanlarindan kurulan nod Kiiltiirlerinden elde

edilen sonuglar

Bu dénemde alinan materyallerin sterilizasyonu i¢in deneme kurulmamis ve
eksplantlar daha once Ege Universitesi Biyomuhendislik Bolumii Bitki Hiicre,
Doku ve Organ Kiiltiirii Laboratuvari’nda zeytinle ilgili yapilan bir ¢alismadan
elde edilen prosedur ile steril edilmislerdir. Eksplantlar 1 saat siireyle akan suyun
altinda bekletildikten sonra, meydana gelebilecek kararmalari 6nlemek amaciyla
100 mg/l Askorbik asit ¢ozeltisi icerisinde 24 saat siireyle bekletilmislerdir. Ertesi
giin nodal eksplantlar, 6nce %70’lik etil alkol i¢ine birka¢ saniye daldirilmis, daha
sonra %10’luk NaOCI solusyonunda 10 dakika steril edilmislerdir. Steril edilen
nodal eksplantlar Cizelge 3.2’de belirtilen besin ortamlarinda  kiiltiire
alinmislardir. Uygulanan bu sterilizasyon yontemine goére Gemlik ¢esidinde 30
gun sonunda kilturden elde edilen steril eksplant sayis1 (adet) ve yizdesi (%) ile

ilgili bilgiler Cizelge 4.1’de gosterilmektedir.

Gemlik ¢esidinde farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinan nodal
eksplantlarda uygulanan sterilizasyon yontemine gore elde edilen sterilizasyon
basaris1 ortalama %28.89-%80.00 arasinda degismektedir (Cizelge 4.1). Yapilan
istatistiki degerlendirmeye gore, elde edilen steril eksplant ylzdesi %5 duzeyinde
onemli bulunmustur (Cizelge 4.2). LSD smiflandirmasina gore steril eksplant
yuzdesinin en fazla (%80) oldugu 5. besin ortami 1. grupta yer alirken, bunu
%66.67-%77.78 steril eksplant ylzdeleri ile 3, 7, 1, 4, 9, 10. besin ortamlar1 takip
etmektedir (Cizelge 4.2).
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Gizelge 4.1 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve ZEA igeren OM, ve DKW
besin ortamlarinda kiiltiire alman nod eksplantlarinda kiiltiire alindiktan 30 gun

sonra steril eksplant sayis1 (adet)* ve yiizdesi (%)**

) Bitki biytime Steril eksplant sayisi Steril eksplant ytzdesi
Besin diizenleyicileri (adet) (%)
ortami I
(mg/l) Ti| T2 |T3| ort. | T1 | T2 | T3 ort.
Kontrol | o | 12| 11 | o | 10.67 | 80.00 | 73.33 | 60.00 | 71.11 ab
1 9 8 7 | 8.00 | 60.00 | 53.33 | 46.67 | 53.33 abcd
BA
2 10 12 | 13 11.67 | 66.67 | 80.00 | 86.67 | 77.78 ab
oM, 1 10 10 | 10 10.00 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 ab
KiN
2 12 13 | 11 12.00 | 80.00 | 86.67 | 73.33 | 80.00 a
1 12 9 2 7.67 | 80.00 | 60.00 | 13.33 | 51.11 bcd
ZEA
2 14 13 6 11.00 | 93.33 | 86.67 | 40.00 | 73.33 ab
il 0 7 9 8 8.00 | 46.67 | 60.00 | 53.33 | 53.33 abcd
1 10 10 | 10 10.00 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 ab
BA
o | 11| 11 | g | 10.00 | 73.33 | 73.33 | 53.33 | 66.67 ab
DKW 1 6 10 | 12| 933 | 40.00 | 66.67 | 80.00 | 62.22 abc
KiN
2 3 8 5 | 433 |20.00 533313332889 d
1 8 10 8 8.67 | 53.33 | 66.67 | 53.33 | 57.78 abc
ZEA
2 9 4 4 5.67 | 60.00 | 26.67 | 26.67 | 37.78 cd

* Eksplant sayisi tekerriir basina 15 adettir.
** Testte kullanilan HKO degeri 270.904; LSD degeri 27.548"dir.



65

Cizelge 4.2 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve ZEA igeren OM; ve DKW
besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinda steril eksplant yiizdesi (%) ile

ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F F T?bl.o F T?bl.o

kaynagi derecesi toplamm | ortalamasi degeri L e
ynag p & (%5) (%1)

Besin ortami 13 8361.341 | 643.180 2.374* 2.103 2.868

Hata 28 7585.304 | 270.904

Genel 41 388.943 | 388.943

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**= 0:0,01 6nemlilik diizeyi

Ocak-Haziran 2009 déneminde seradaki Gemlik fidanlarindan alinan nodal
eksplantlar Cizelge 3.2°de belirtilen besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bu
denemeden elde edilen; siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayis1 (adet) ve
yiizdesi (%), nod eksplantlarinin olusturduklari toplam siirgiin sayis1 (adet), nod
eksplanti basina diisen ortalama siirgiin sayis1 (adet) Cizelge 4.3 ve 4.4’de
gdsterilmistir. Istatistiki analizler sonucunda, siirgiin olusturan nod eksplantlarinin
sayis1 (6 adet) ve yiizdesi (%40), nod eksplantlarinin olusturduklari toplam siirgiin
sayis1 (31 adet), nod eksplant1 basina diisen ortalama siirgiin sayis1 (0.69 adet) en
fazla 2 mg/l ZEA iceren OM, ortaminda gozlenmekle birlikte, besin ortamlari
arasinda bu oOzellikler bakimindan istatistiksel diizeyde bir fark bulunmadigi
gortlmektedir. Ayrica, kullanilan temel besin ortamlar1 agisindan bakildiginda,
incelenen tiim 6zellikler bakimindan OMp, ortaminin DKW ortamina gére daha iyi

sonuclar verdigi gozlenmistir (Sekil 4.1; Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil 4.4).
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Cizelge 4.3. Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve ZEA igeren OM, ve DKW
besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinda kiiltiire alindiktan 30 giin

sonra siirgiin olugturan nod eksplantlarinin sayisi (adet) ve ylizdesi (%)

Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod
Besin Bitki blylme eksplantlarinin sayisi eksplantlarinin yiizdesi
e duzenleyicileri (adet) (%)
(mg/1)
T1L | T2 | T3 | Ort T1 T2 T3 Ort.
Kontrol 0 10 4 0 4.67 | 66.67 | 26.67 | 0.00 31.11
1 9 5 1 5.00 | 60.00 | 33.33 | 6.67 33.33
BA
2 6 5 6 5.67 | 40.00 | 33.33 | 40.00 37.78
OM, 1 6 2 2 3.33 | 40.00 | 13.33 | 13.33 22.22
KIN 2 10 4 3 5.67 | 66.67 | 26.67 | 20.00 37.78
1 10 4 1 5.00 | 66.67 | 26.67 | 6.67 33.33
ZEA
2 12 6 0 6.00 | 80.00 | 40.00 | 0.00 40.00
Kontrol 0 0 0 0 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00
1 9 0 0 3.00 | 60.00 | 0.00 | 0.00 20.00
BA 2 1 0 0 0.33 | 6.67 | 0.00 | 0.00 2.22
DKW 1 0 0 0 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00
KIN 2 2 0 0 0.67 | 13.33 | 0.00 | 0.00 4.44
1 1 0 1 0.67 | 6.67 | 0.00 | 6.67 4.44
ZEA 2 0 0 0 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00




Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)
6.00

006 9.6/ 5.67

005

004

003

Nod sayis1 (adet)

002

001

000

Besin ortamlar

Sekil 4.1 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve ZEA iceren OM, ve DKW besin ortamlarinda kiiltiire alman nod

eksplantlarinda siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)

L9



Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%)
40.00

040

035

030

025

020

Yiizde (%)

015

010

005

000

Besin ortamlari

Sekil 4.2 Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve ZEA igeren OM; ve DKW besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod

eksplantlarinda siirgiin olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%)

89
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Cizelge 4.4 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve ZEA igeren OM; ve DKW
besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinin kiiltiire alindiktan 30 giin sonra

olugturduklari toplam siirgiin sayisi (adet) ve eksplant bagina diigen ortalama siirgiin

sayisi (adet)

o s A Nod eksplant1 bagina diisen
= S:,El(elnk:: yiléir:::—i elusturduldart toplam ortalama siirgiin sayisi (adet)
ortami (mg/l) y siirgiin sayis1 (adet)

T1 | T2 | T3 | Toplam T1 T2 T3 Ort.

Kontrol 0| 21 4 0 25 140 | 0.27 | 0.00 | 0.56

1| 17 6 2 25 113 | 0.40 | 0.13 | 0.56

°A 2 | 11 5 10 26 0.73 | 033 | 0.67 | 0.58

OM, 1| 12 3 3 18 0.80 | 020 | 0.20 | 0.40
KIN 2 | 19 6 3 28 1.27 | 0.40 | 0.20 | 0.62

1| 21 5 1 27 140 | 0.33 | 0.07 | 0.60

ZEA 2 | 2 9 0 31 147 | 0.60 | 0.00 | 0.69

Kontrol 0 0 0 0 0 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00

1| 15 0 0 15 1.00 | 0.00 | 0.00 | 0.33

BA 2 2 0 0 2 0.13 | 0.00 | 0.00 | 0.04

DKW 1 0 0 0 0 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
KIN 2 4 0 0 4 0.27 | 0.00 | 0.00 | 0.09

1 1 0 1 2 0.07 | 0.00 | 0.07 | 0.04

2EA 2 0 0 0 0 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00




Nod eksplantlarinin olusturduklari toplam siirgiin sayisi (adet)

Toplam siirgiin sayis1 (adet)

Besin ortamlari

Sekil 4.3 Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve ZEA iceren OM, ve DKW besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinin
olusturduklari toplam siirgiin sayisi (adet)

0L



Nod eksplant1 basina diisen ortalama siirgiin sayisi (adet)

0.69

001

001

001

000

000

000

Ortalama siirgiin sayisi (adet)

000

000

Besin ortamlar1

Sekil 4.4 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve ZEA iceren OM; ve DKW besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinin

olusturduklar1 eksplant bagina diigen ortalama siirgiin sayis1 (adet)

1.



72

Ocak-Haziran 2009 déneminde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve ZEA
iceren OM, ve DKW ortamlarinda kiiltiire alinan nodal eksplantlarda en iyi
stirgiin gelisimi ZEA igeren besin ortamlarinda gozlenmistir (Sekil 4.5). Bunun
disinda bitki biliyiime diizenleyicisi icermeyen kontrol ortamlarinda eksplantlarin
bazal kisimlarinda kallus olusumlar1 gézlenmezken, bitki blylme dizenleyicisi
ilave edilmis besin ortamlarinda eksplantlarin bazal kisimlarinda yogun bir kallus
olusumu meydana gelmistir. En biiyiik kallus olusumlar1 ise ZEA igeren besin

ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda gézlenmistir ve ayrica bunlardan gelisen

stirgiinlerin yapraklarmin diger ortamdakilere gore daha acgik yesil oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.6).

Sekil 4.5 Gemlik ¢esidinde Ocak-Haziran 2009 doneminde zeatinli ortamlarda kiiltiire alinan

nodal eksplantlardan gelisen siirgiinler
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Sekil 4.6 Gemlik ¢esidinde Ocak-Haziran 2009 doéneminde kiiltiire alinan nodal eksplantlardan
(a) OM,, ortaminda gelisen ve bazal kisminda kallus olusturmayan (b) 2 mg/l KiN (c) 2
mg/l BA (d) ve (e) 2 mg/l zeatin iceren OMj ortamlarinda gelisen ve bazal kisimlarinda

kallus olusturan siirgiinler

4.1.2 Seradaki Domat fidanlarindan kurulan nod kultirlerinden elde
edilen sonuglar

Ocak-Haziran 2009 doneminde seradaki Domat fidanlarindan alinan nodal
eksplantlar Gemlik fidanlarma uygulanan sterilizasyon yontemi ile steril edilip
Cizelge 3.2°de belirtilen besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Uygulanan bu
sterilizasyon yontemine gére Domat ¢esidinde elde edilen steril eksplant sayisi

(adet) ve yuzdesi (%) ile ilgili bilgiler Cizelge 4.5°de gosterilmektedir.

Domat c¢esidinde uygulanan sterilizasyon yontemine gore kullanilan besin
ortamlarindaki steril eksplant oram1 %13.33-%55.56 arasinda, ortalama steril
eksplant sayis1 ise 2.00-8.33 adet arasinda degismektedir (Cizelge 4.5). Istatistiki
degerlendirmeden elde edilen sonuglara gore elde edilen steril eksplant yizdesi
%1 dizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6). Yapilan LSD simiflandirmasina
gore steril eksplant ylzdesinin en fazla (%55.56) oldugu 12. ve 14. besin
ortamlar: 1. grupta yer alirken, bunu %53.33 steril eksplant yiizdesi ile 8. ve 13.
besin ortamlart takip etmektedir (Cizelge 4.6). Sterilizasyon oranlarinin diisiik

olmasindan dolay1 siirgiin rejenerasyonu ile ilgili detayli gézlem yapilamamustir.
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Gizelge 4.5 Domat gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve ZEA igeren OM, ve DKW
besin ortamlarinda kiiltiire aliman nod eksplantlarinda kiiltiire alindiktan 30 giin

sonra steril eksplant sayisi1 (adet)* ve yizdesi (%)**

Besin Bitki bilyuime Steril eksplant sayisi Steril eksplant yuzdesi
diizenleyicileri (adet) (%)
ortami I
(g TL | T2 | T3 |ort | TL | T2 | T8 | or
Kontrol | 0 | 6 | 2 | 3 | 367 | 40.00 | 13.33 | 20.00 | 24.44 abc
1 2 1 3 2.00 | 13.33 | 6.67 | 20.00 | 13.33 c
BA 3.00 | 26.67 | 0.00 | 33.33 | 20.00 b
2 4 0 5 . . . . . c
oM . 6.67 | 26.67 | 33.33 | 73.33 | 44.44 abc
b KiN 1 4 5 11
2 1 6 5 4.00 | 6.67 | 40.00 | 33.33 | 26.67 abc
1 0 6 2 2.67 | 0.00 | 40.00 | 13.33 | 17.78 ¢
ZEA
2 3 5 7 5.00 | 20.00 | 33.33 | 46.67 | 33.33 abc
el 0 5 8 11 | 800 | 33.33 | 53.33 | 73.33 | 53.33 ab
1 ) 5 4 3.67 | 13.33 | 33.33 | 26.67 | 24.44 abc
BA 3.00 | 26.67 | 33.33 | 0.00 | 20.00 b
2 4 5 0 . . . . . c
DKW 1 6 5 6 5.67 | 40.00 | 33.33 | 40.00 | 37.78 abc
KIiN
2 6 12 7 8.33 | 40.00 | 80.00 | 46.67 | 55.56 a
1 9 6 9 8.00 | 60.00 | 40.00 | 60.00 | 53.33 ab
ZEA
2 9 4 1o | 833 | 60.00 | 26.67 | 80.00 | 55.56 a

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.
** Testte kullanilan HKO degeri 228.554; LSD degeri 34.110°dur.
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Gizelge 4.6 Domat gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve ZEA igeren OM, ve DKW
besin ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinda steril eksplant yiizdesi (%) ile

ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Bulunan F T,abl.o F T?bl.o

kaynagi derecesi toplanm ortalamas1 | F degeri o gecetl
ynag P 4 (%5) (%1)

Besin ortami 13 9354.220 719.555 | 3.148** 2.103 2.868

Hata 28 6399.511 228.554

Genel 41 15753.731 | 384.237

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 dnemlilik diizeyi
4.2 Temmuz-Arahk 2009 Doéneminde Gergeklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuclar

4.2.1 Surgun gelistirme ortaminin belirlenmesi ile ilgili uygulamalar

Ocak-Haziran 2009 déneminde yapilan ¢alismalardan elde edilen in vitro
strginler, siirgiin gelistirme ortaminin belirlenmesi amaci ile Cizelge 3.3’de
belirtilen  besin ortamlarinda altkiiltiire alinmigladir.  Eksplantlar, bagh
bulunduklar1 ana dokudan kesilerek yaklasik 0.5 cm uzunlugunda ve 6 yaprakl
tekli surglnler halinde kiiltiire alinmiglardir. Hem Gemlik ¢esidi, hem de Domat
cesidinde 14 farkli ortamda kiiltiire aliman eksplantlarda 3 haftaya kadar bitki
boyunda, siirgiin sayisinda ve yaprak sayist ve biiyiikliiglinde dikkate deger bir
bliylime ger¢eklesmedigi gibi bu donemden sonra; agik yesil yaprakli siirgiinler,
yaprak nekrozisi, yaprak ana damarlarinin koyu yesil diger kisimlar1 agik yesil

olan surglnler ve yaprak absisyonu gozlenmistir (Sekil 4.7).
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(d)

Sekil 4.7 Gemlik ve Domat c¢esitlerinde gbzlenen (a) agik yesil yaprakli sirgln (b) yaprak
nekrozisi (c) yaprak ana damarlarinin koyu yesil diger kisimlarin agik yesil oldugu

surgunler (d) yaprak absisyonu

4.2.2 Seradaki fidanlardan aliman eksplantlara  uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuglar

4221 Gemlik fidanlarindan alinan eksplantlara uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

Gemlik c¢esidine ait serada muhafaza edilen fidanlardan alinan nodal
eksplantlarin %10 ve %]15’lik NaOCl soliisyonlart kullanilarak yapilan
sterilizasyon uygulamalar1 sonucunda, elde edilen sterilizasyon basari yiizdeleri
Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Uygulanan NaOCI konsantrasyonlarma gore
sterilizasyon basaris1 %10’luk NaOCI uygulamasi i¢in %64.00, %15’lik NaOClI

uygulamasi i¢in %97.33 olmustur.
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Cizelge 4.7 Gemlik gesidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCI ile 10

dk sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda elde edilen bulgulara gore steril

eksplant yuzdeleri* (%)**

NaOCl Steril eksplant yuzdesi (%)

konsantrasyonu T1 T2 T3 Ortalama
%10 72.00 60.00 60.00 64.00 b
%15 100 96.00 96.00 97.33 a

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 25 adettir.

** Testte kullanilan HKO degeri 26.667; LSD degeri 19.413 tiir.

Gemlik ¢esidinde %10 ve %15’lik NaOCl ile sterilizasyon sonucunda elde
edilen bulgulara gore steril eksplant yiizdeleri ile ilgili varyans analiz sonuglari
iki  farkli
istatistiksel olarak %21 dlzeyinde etki ettigi gorilmektedir (Cizelge 4.8).

incelendiginde konsantrasyonun sterilizasyon basaris1 {izerine

Sterilizasyon uygulamasinin sonuglarini gruplandirmak amaciyla yapilan LSD
analizi sonuglar1 Cizelge 4.7°de sunulmustur. Istatistiki analizler sonucunda,

%15°lik NaOCl uygulamasi %97.33 basar ile birinci grupta, %10’luk NaOCI

uygulamasi ise %64.00 ile ikinci grupta yer almistir.

Cizelge 4.8  Gemlik gesidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10
dk sterilizasyonu sonucunda elde edilen bulgulara gore steril eksplant ylizdeleri ile

ilgili varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F F Tlabl.o F T?bl.o

kaynagi derecesi | toplanm | ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) (%1)

Ao 1 | 1666.667 | 1666.667 | 62.500** | 7.710 | 21.200

konsantrasyonu

Hata 4 106.667 26.667

Genel 5 1773.333 354.667

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 6nemlilik diizeyi
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Sterilizasyon uygulamalarinin eksplantlarin kararmasi {izerine etkileri de
ayrica incelenmistir. Bu konuya ait veriler Cizelge 4.9’da gosterilmistir. Sodyum
hipoklorit konsantrasyonuna gore en fazla kararma (%17.33) %15’lik NaOCI
uygulanmasinda gozlenmistir. Yapilan istatistiki analize goére NaOCI
konsantrasyonunun kararma Uzerine etkisi %1 dizeyinde 6nemli bulunurken
(Cizelge 4.10), LSD analiz sonuglarina gore %15’lik uygulamadan elde edilen
deger (%17.33) birinci grupta yer almistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 Gemlik gesidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10
dk sterilizasyonu sonucunda 30 gun sonunda eksplantlarda gozlenen kararma
yuzdeleri* (%)**

NaOCI Kararan eksplant ytzdesi (%)
konsantrasyonu T1 T2 T3 Ortalama

%10 8 8 4 6.67 b

%715 16 20 16 1733 a

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 25 adettir.
**Testte kullanilan HKO degeri 5.333; LSD degeri 8.682’dir.
Cizelge 4.10 Gemlik gesidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10

dk sterilizasyonu sonucunda eksplantlarda gozlenen kararma yizdeleri ile ilgili

varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F F T:abI.o F T:abI.o

kaynagi derecesi toplamu | ortalamasi degeri degeri degeri
(%05) (%1)

NEIOI0! 1 170.667 | 170.667 | 32.000%* | 7710 | 21.200

konsantrasyonu

Hata 4 21.333 5.333

Genel 5 192.000 38.400

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 6nemlilik diizeyi
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Gemlik fidanlarindan alinan eksplantlara uygulanan sterilizasyon prosediirii
basarili oldugundan (%10 ve %15’lik NaOCI ile 10dk sterilizasyon) ve bu gesitte
yuksek oranda kararma sorununa yol agmadigindan kiiltiire alinan eksplantlarda
siirgin ¢ikiglart goézlenmistir. Yapilan sterilizasyon uygulamasina gore; siirgiin
olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet), siirgiin olusturan nod eksplantlarinin
yiizdesi (%), nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar: (adet) ve nod
eksplant1 basina diisen siirgiin sayis1 (adet) verileri de ayrica incelenmis ve
bunlara ait bilgiler Cizelge 4.11; Cizelge 4.13 ve Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da
verilmigtir. Tiim incelenen parametreler i¢in en iyi sonuglar %15°lik sodyum
hipoklorit ile steril edilen eksplantlardan elde edilmistir. Siirgiin ¢ikiglar1 2 hafta

icinde ve bilateral stirgln rejenerasyonu seklinde olmustur (Sekil 4.10).

Cizelge 4.11  Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15°lik NaOCl ile
10dk sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda OM, besin ortaminda siirgiin

olusturan nod eksplantlarinin sayis1 (adet)* ve yiizdesi (%)**

NEEE] Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin
al
eksplantlarinin sayisi (adet) ylizdesi (%)
uygulamasi
T1 T2 T3 ort. T1 T2 T3 Ort.
%10 18 18 18 18.00 72.00 72.00 72.00 72.00 b
%15 21 | 22 | 21 21.33 8400 | 8800 | 8400 | g533a

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 25 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 2.667; LSD degeri 6.139’dur

Cizelge 4.12 Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15°’lik NaOCl ile
10dk sterilizasyonu sonucunda 30 gun sonunda OM, besin ortaminda siirgiin

olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%) ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F FdT? bI.o FdT? b[o
kaynagi derecesi toplamn | ortalamasi degeri (g}%g;l (g}(i;l
ot 1 266.667 266.667 |100.000**| 7.710 21.200
konsantrasyonu

Hata 4 10.667 2.667

Genel 5 277.333 55.467

*=01:0,05 onemlilik diizeyi
**=0:0,01 onemlilik diizeyi
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Cizelge 4.13 Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile
10dk sterilizasyonu sonucunda 30 gln sonunda OM, besin ortaminda nod
eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet) ve nod eksplant1 basina
diisen siirgiin say1si (adet)

NEOE Nod eksplantlarindan elde edilen Nod eksplant1 basina diisen
a
toplam siirgiin sayilari (adet) siirgiin sayis1 (adet)
uygulamasi
T1 T2 T3 Toplam T1 T2 T3 Ort.
%10 35 35 36 106 1.94 1.94 2.00 1.96
%15 41 42 41 124 1.95 191 1.95 1.94

Nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin
sayilari (adet)

130 < 124

120

B %10 NaOCI
@ %15 NaOCI

110
100
90

Toplam siirgiin sayis1 (adet)

OM, besin ortamm

Sekil 4.8 Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCI ile 10 dk
sterilizasyonu sonucunda 30 gin sonunda OM, besin ortaminda nod eksplantlarindan

elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet)

Nod eksplant1 basina diisen siirgiin sayisi (adet)
1.96

B%10 NaOCl
B %15 NaOCI

Ortalama siirgiin sayisi
(adet)

OM, besin ortamm

Sekil 4.9 Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10 dk
sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda OM,, besin ortaminda nod eksplantlarindan

elde edilen nod eksplanti bagina diigen siirgiin sayis1 (adet)
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Sekil 4.10 Gemlik fidanlarindan alinan eksplantlardan rejenere olan siirgiinler (bar=1cm)

4222 Domat fidanlarindan alinan eksplantlara  uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan nodal eksplantlara yapilan
sterilizasyon uygulamalarinda NaOCl %10 ve %15’lik konsantrasyonlarda
denenmistir. Yapilan istatistiki analize gore kullanilan farkli  NaOCI
konsantrasyonlarinin  sterilizasyon sonucuna etkileri Onemsiz bulunmustur.
Yuratilen denemelerde konsantrasyona gore sterilizasyon basarist; %10’ luk
konsantrasyonda %37.33 ve %15’lik konsantrasyonda %48.00 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15°lik NaOCl ile 10 dk
sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda elde edilen bulgulara gore steril eksplant

yuzdeleri* (%)

NaOCl Steril eksplant yizdesi (%)
konsantrasyonu T1 T2 T3 Ortalama
%10 40.00 36.00 36.00 37.33
%15 44.00 44.00 56.00 48.00

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 25 adettir.

Sterilizasyon amaci ile uygulanan farkli NaOCI uygulamalarinin Domat
cesidine ait nodal eksplantlarda meydana getirdigi kararmalara ait ylizde degerler
Cizelge 4.15’de verilmistir. Yapilan istatistiki analize gore kullanilan NaOCI
konsantrasyonlarinin kararma iizerine etkileri %1 seviyesinde énemli bulunmustur
(Cizelge 4.16). Buna gore, en fazla kararma oranmi (%60.00) %15’lik NaOCI

soliisyonu ile steril edilen eksplantlarda gozlenmistir (Cizelge 4.15).

izelge 4.15 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10
g P

dk sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda eksplantlarda gozlenen kararma

yuzdeleri* (%)
NaOCI Kararan eksplant yuzdesi (%)
konsantrasyonu T1 T2 T3 Ortalama
%710 44.00 40.00 40.00 4133 b
%15 56.00 60.00 64.00 60.00 a

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 25 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 10.667; LSD degeri 12.278’dir
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Cizelge 4.16  Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15°lik NaOCl ile 10
dk sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda eksplantlarda gozlenen kararma

yuzdeleri ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Bulunan F F T:abI‘o F T?blp

kaynag derecesi toplami | ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) (%1)

NaoCl 1 522.667 | 522.667 | 49.000%* | 7.710 | 21.200

konsantrasyonu

Hata 4 42.667 10.667

Genel 5 565.333 113.067

*=0:0,05 onemlilik diizeyi
**=0:0,01 6nemlilik diizeyi

Domat ¢esidinde %10 ve %15°lik NaOCl ile sterilizasyon uygulamalarindan
istenilen oranda steril eksplant elde edilemediginden, baska bir uygulamada
eksplantlar 24 saat fungusitte bekletilmis daha sonra NaOCl ile sterilizasyona tabi
tutulmuglardir. farkli
konsantrasyonlarda (%7.5 ve %10) ve sirelerde (7.5 dk ve 10 dk) NaOCI

soliisyonu ile steril edilmislerdir. Bu uygulamaya ait sonuclar Cizelge 4.17’de

Eksplantlar fungusit ©6n uygulamasindan sonra,

gosterilmistir.

Domat ¢esidine ait eksplantlar 24 saatlik fungusit 6n muamelesine tabi
tutulduklarinda steril eksplant ylizdesi, fungusit 6n muamelesi yapilmayan
eksplantlara gore oldukg¢a artmistir. Fungusitle muamele edilen eksplantlarda en
yuksek steril eksplant yizdesi, %10’luk NaOCl’de 10 dakika bekletilen
eksplantlarda olmustur (%78.33) (Cizelge 4.17).

Yapilan istatistiki analize gore sterilizasyon bagaris1 iizerine NaOCI
konsantrasyonunun ve uygulama sdresinin etkisi
bulunurken, NaOClI
cikmamistir (Cizelge 4.18).

%1 dizeyinde o6nemli

konsantrasyonu*sire interaksiyonunun etkisi 6nemli
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Cizelge 4.17 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlara uygulanan 24 saat fungusitte
bekletme ve %10 ve %7.5’luk NaOClI ile 7.5 ve 10 dakika muamele sonuglarina

gore 30 giin sonunda elde edilen steril eksplant ylizdeleri *(%)

NaOClI NaOCI uygulama Steril eksplant yuzdesi (%)
konsantrasyonu suresi T1 = T3 ot
7.5 dk 70.00 75.00 70.00 71.66
%10 10 dk 7500 | 80.00 | 80.00 | 78.33
7.5 dk 55.00 50.00 55.00 53.33
%7.5 10 dk 65.00 65.00 60.00 63.33

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 20 adettir.

Cizelge 4.18 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlara uygulanan 24 saat fungusitte
bekletme ve %10 ve %7.5’luk NaOCl ile 7.5 ve 10 dakika muamele sonuglarina

gore 30 giin sonunda elde edilen steril eksplant ylizdeleri ile ilgili varyans analiz

sonuglari

o Serbestlik | Kareler Kareler Bulunan F = T?bl.o 5 T:e\bl.o

Varyasyon kaynagi derecesi | toplamm | ortalamasi degeri degeri | degeri
P 5 (%5) | (%)

LEDC 1 833.333 | 833333 | 100.000%* | 5320 | 11.260
konsantrasyonu
Sure 1 208.333 208.333 25.000** 5.320 11.260
Konsantrasyon*sire 1 8.333 8.333 1.000ns 5.320 11.260
Hata 8 66.667 8.333
Genel 11 1116.667 101.515

ns=not significant (6nemsiz)
*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**= 0:0,01 dnemlilik diizeyi

LSD degerlendirmesinden elde edilen sonuglara gore, siire agisindan 10

dakikalik NaOCl uygulamasindan elde edilen ortalama steril eksplant yiizdesi
%70.83’liik degerle ve konsantrasyon acisindan %10’luk NaOCl uygulamasindan
elde edilen steril eksplant yizdesi %75.00’lik degerle ilk grupta yer almistir
(Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlara uygulanan 24 saat fungusitte
bekletme ve %10 ve %7.5’Iuk NaOCl ile 7.5 ve 10 dakika muamele sonuglarina

gore elde edilen steril eksplant ylzdeleri ile ilgili LSD gruplandirmasi*

Uygulama %7.5 NaOCI %10 NaOCl Ortalama
suresi
TL [T2 [T3 [ort Ti1[T2 [T3 Jort
7.5 dk 55 | 50 | 55 | 5333 | 70| 75 70 71.66 62.50 b
10 dk 65 | 65 | 60 | 6333 | 75 | 80 80 78.33 70.83 a
Ortalama 5833 b 75.00 a

*S(re ve konsantrasyon icin HKO 8.333; LSD 5.592°dir.

Domat ¢esidine uygulanan sterilizasyon denemeleri sonucunda yiiksek
kararma oranlart meydana gelmesine ragmen siirgiin ¢ikislar1 gézlenmistir. Srgin
olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet) ve yiizdesi (%), nod eksplantlarindan
elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet) ve nod eksplanti basina diisen ortalama
stirgiin sayist (adet) ile ilgili veriler Cizelge 4.20; Cizelge 4.21; Cizelge 4.22 ve
Sekil 4.11 ve 4.12°de gosterilmistir. Siirglin olusturan nod eksplanti ytizdesi
(%48) ve cksplant basina ortalama siirgiin sayis1 (0.69 adet) en fazla, fungusit 6n
uygulamasi yapilmadan %210’luk NaOCI solisyonu ile 10dk steril edilen
eksplantlardan elde edilmistir. Sodyum hipoklorit konsantrasyonu %15 diizeyinde
kullanildiginda eksplantlarda daha fazla kararma sorunu ile karsilagildigindan, bu
konsantrasyonda siirgiin rejenerasyonu daha az olmustur. Ayrica Gemlik ¢esidinin
aksine Domat ¢esidinde siirgiin rejenerasyonu daha ge¢ gerceklesmistir (3 hafta)
ve siirgiin ¢ikislart ¢cogunlukla mono lateral olmustur (Sekil 4.13). Fungusit 6n
uygulamasi ile steril edilen nodal eksplantlarinin hepsi kararmistir ve siirgiin

rejenerasyonu gerceklesmemistir.
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Cizelge 4.20 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15°lik NaOCl ile 10 dk

sterilizasyonu sonucunda 30 gun sonunda OM, besin ortaminda siirgiin olusturan

nod eksplantlarinin sayisi (adet)* ve ylzdesi (%)**

— Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod
al
eksplantlarinin sayisi (adet) eksplantlarinin yiizdesi (%)
konsantrasyonu
T1 T2 T3 ort. T1 T2 T3 Ort.
%10 12 12 12 12.00 48.00 | 48.00 | 48.00 | 48.00 a
%15 10 9 10 9.67 40.00 | 36.00 | 40.00 | 38.67 b

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 25 adettir.

*Testte kullanilan HKO degeri 2.667; LSD degeri 6.139°dur.

Cizelge 4.21 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15°lik NaOCl ile 10 dk

sterilizasyonu sonucunda 30 gun sonunda OM, besin ortaminda siirgiin olusturan

nod eksplantlarinin ytizdesi (%) ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F F T?bl.o F T?bl.o

kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) (%1)

MEOEL 1 130.667 130.667 49.000** 7.710 21.200

konsantrasyonu

Hata 4 10.667 2.667

Genel 5 141.333 28.267

*=0:0,05 onemlilik diizeyi
**= 0:0,01 dnemlilik diizeyi

Cizelge 4.22 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10
dk sterilizasyonu sonucunda 30 gun sonunda OM, besin ortaminda nod
eksplantlarindan elde edilen toplam siirglin sayilar1 (adet) ve nod eksplanti bagina
diigen siirglin say1s1 (adet)

Nl Nod eksplantlarindan elde edilen Nod eksplant1 bagina diisen
al
toplam siirgiin sayilari (adet) siirgiin sayisi (adet)
konsantrasyonu
T1 T2 T3 Toplam T1 T2 T3 Ort.
%10 17 17 18 52 0.68 0.68 0.72 | 0.69
%15 15 15 15 45 0.6 0.6 0.6 0.60




87

Nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar: (adet)

52

1 %10 NaOCl
H %15 NaOCl

Toplam siirgiin sayisi (adet)

OMbD besin ortamm

Sekil 4.11 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCI ile 10 dk
sterilizasyonu sonucunda 30 giin sonunda OM, besin ortaminda nod eksplantlarindan

elde edilen toplam siirgiin sayilari (adet)

Nod eksplanti basina diisen siirgiin sayisi (adet)

— 0.69
$ oo Ve
<~ 001 -
2 001 -
= |
g ggi o6 = %10 NaOClI
= N
> [0)
: B %15 NaOCl
< 001 -
5 001 -
001 /

OM, besin ortamm

Sekil 4.12 Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan eksplantlarin %10 ve %15’lik NaOCl ile 10 dk
sterilizasyonu sonucunda 30 gun sonunda OMjy, besin ortaminda nod eksplanti bagina

diigen siirglin say1s1 (adet)
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Sekil 4.13 Domat fidanlarindan alinan eksplantlardan rejenere olan sirgiinler (bar=1cm)

4.2.3 Bahgedeki agaclardan aliman eksplantlara  uygulanan
sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

4.2.3.1 Gemlik cesidine ait agaclardan alinan eksplantlara uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

Arazide yetisen agaclardan alinan eksplantlara farkli siirelerde fungusit 6n
muameleleri (0, 1 saat ve 24 saat) ve NaOCI sterilizasyon uygulamalar1 olmak
lizere 9 degisik deneme yapilmistir. Bu sterilizasyon uygulamalarina ait icerikler
Cizelge 3.4’de sunulmustur. Yapilan uygulamalardan elde edilen sonuclara gore
fungusit 6n muamelesi yapilmayan veya 1 saat siireli fungusit 6n muamelesi
yapilan eksplantlarda sterilizasyon orani olduk¢a diisiik olurken, eksplantlara 24

saat sire ile fungusit 6n uygulamasi yapilmasi steril eksplant yiizdesini oldukga
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arttirmigtir.  Eksplantlarda iiglincii  giiniin sonunda kiif kontaminasyonlari
gozlenmeye baglamistir. Kiiltiire alindiktan 40 giin sonra elde edilen steril

eksplant yuzdeleri Cizelge 4.23’de verilmistir.

Cizelge 4.23 Gemlik ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gére steril eksplant yiizdeleri* (%)

Fungusit NaOCI Steril eksplat yuzdesi (%)
NaOCI
Uygulama on uygulama
) konsantrasyonu . T1 T2 T3 Ort.
muamelesi suresi
1 10 dk 0.00 0.00 0.00 [ 0.00 ¢
2 %15 15 dk 6.66 6.66 6.66 | 6.67 f
3 20 dk 13.33 | 13.33 | 20.00 | 15.55 d
4 10 dk 13.33 | 6.66 | 13.33 | 11.10 e
5 1 saat %15 15 dk 13.33 | 20.00 | 20.00 | 17.77 d
6 20 dk 26.66 | 33.33 | 26.66 | 28.88 ¢
7 10 dk 86.66 | 86.66 | 86.66 | 86.67 b
8 24 saat %15 15 dk 93.33 | 86.66 | 93.33 | 91.10 a
9 20 dk 93.33 | 93.33 | 93.33 | 93.33 a

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 9.156; LSD degeri 2.73 tiir.

Gemlik ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli
sterilizasyon  uygulamalarinin, sterilizasyon basaris1  {izerine etkilerini
degerlendirmek {izere yapilan istatistiki analizlere gore, uygulamalar arasindaki
farklilk %1 seviyede Onemli bulunmustur (Cizelge 4.24). Buna gore,
eksplantlarin 24 saat fungusit 6n muamelesine maruz birakilarak, ardindan
%15’lik NaOCI ile 15 veya 20 dakika slreyle steril edildikleri uygulamalar
sirastyla %91.10 ve %93.33 sterilizasyon oranlari ile ilk grupta yer almistir
(Cizelge 4.24). Fungusit 6n muamesi yapilmadan %15’lik NaOCI ile 10 dakika

steril edilen eksplantlardan temiz materyal elde edilememistir.
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Cizelge 4.24 Gemlik ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gore steril eksplant yuzdeleri (%) ile ilgili

varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Bulunan F F T,abl.o F T,abl.o

kaynagi derecesi toplanm ortalamasi | degeri degeri degeri
(%5) (%1)

Sterilizasyon 8 31971292 | 3996.411 | 436.501** | 2.640 | 4.000

uygulamasi

Hata 15 137.333 9.156

Genel 23 32108.625 1396.027

*=0:0,05 onemlilik diizeyi
**=0:0,01 6nemlilik diizeyi

4.2.3.2 Domat cesidine ait agaclardan alinan eksplantlara uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

Domat ¢esidine ait agaclardan alinan eksplantlara yapilan sterilizasyon
uygulamalarinda eksplantlar 1 saat veya 24 saat sire ile fungusit ile 6n muamele
edilmis veya hi¢ muamele edilmeden %15’lik NaOCI konsantrasyonunda farkli
siirelerde steril edilmislerdir. Yapilan sterilizasyon uygulamalarina karsilik elde
edilen sterilizasyon basar1 yiizdeleri Cizelge 4.25°de gosterilmistir. Sterilizasyon
basaris1 ile ilgili varyans analiz sonuglari incelendiginde uygulanan 9 farkl
sterilizasyon yonteminin sterilizasyon basaris1 iizerine istatistiksel olarak %]l
onem diizeyinde etkisi oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.26). Yurutilen
denemelere gore en iyi sterilizasyon basarisi (%82.22) 24 saat fungusit 6n
muamelesinin ardindan %15’lik NaOCl soliisyonunda 20 dakikalik sterilizasyon

uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.25).
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Cizelge 4.25 Domat ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gore steril eksplant yiizdeleri* (%)

Fungusit NaOCI Steril eksplat yuizdesi (%0)
NaOCI
Uygulama on uygulama
. konsantrasyonu . T1 T2 T3 Ort.

muamelesi suresi
1 10 dk 0.00 0.00 0.00 | 0.00 g
2 - %15 15 dk 13.33 | 13.33 | 6.66 | 11.10 f
3 20 dk 26.66 | 26.66 | 13.33 | 22.21 e
4 10 dk 20.00 | 20.00 | 20.00 | 20.00 e
5 1 saat %15 15 dk 53.33 | 53.33 | 46.66 | 51.10 d
6 20 dk 53.33 | 46.66 | 53.33 | 51.10 d
7 10 dk 60.00 | 60.00 | 60.00 | 60.00 c
8 24 saat %15 15 dk 73.33 | 73.33 | 80.00 | 75.55 b
9 20 dk 80.00 | 80.00 | 86.66 | 82.22 a

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

*Testte kullanilan HKO degeri 17.867; LSD degeri 3.22’dir.

Cizelge 4.26 Domat ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon
denemelerinden elde edilen bulgulara gore steril eksplant yiizdeleri (%) ile ilgili

varyans analiz sonuglari

F Tablo | F Tablo
degeri degeri
(%05) (%1)

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F
kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri

Sterilizasyon

8 14653.625 | 1831.703 | 102.521** 2.640 4.000
uygulamasi
Hata 15 268.000 17.867
Genel 23 14921.625 648.766

*=0:0,05 onemlilik diizeyi
**= 0:0,01 6nemlilik diizeyi

Bu donem yapilan sterilizasyon denemelerinden Gemlik (% 86.66- % 93.33)
ve Domat (% 60.00- % 82.22) gesitlerine ait agaclardan alinan materyallerde 24
saat fungusit 6n muameleli sterilizasyon uygulamalarindan oldukga ytiksek
oranlarda steril materyal elde edilmesine ragmen, bu eksplantlarin hepsinde

kararma gozlenmis ve dolayistyla hig siirgiin elde edilememistir.
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4.3 Ocak-Haziran 2010 Déneminde Gergeklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuclar

Gemlik ve Domat g¢esitlerinde daha 6nce elde edilen in vitro sirgunler
stirglin gelistirme ortaminin belirlenmesi amaciyla 0, 1.0, 2.0 mg/l dozlarinda BA,
KIN ve ZEA iceren OMs ve modifiye DKW ortamlarinda kiiltiire alimusladir.
Ancak stirgiinlerin gelismedigi, yapraklarda klorozis, nekrozis ve absisyonun
meydana geldigi gozlenmistir. Bu durumun besin ortamindaki mineral
elementlerin eksikliklerinden ya da fazlaliklarindan kaynaklandigi diistiniilmiis ve
Temmuz-Aralik 2009 doneminden elde edilen surglnler; 2 mg/l zeatin igeren
OM; ortaminda (1. Ortam), Britos ve Santos (2009)’un kullandig1 konsantrasyonu
iki katina ¢ikarilmis Fe, Mg ve Mn ve 2mg/l zeatin iceren OMs ortaminda (2.
Ortam) ve boy artisini tesvik etmek amaci ile KNO3; konsantrasyonu arttirilmis (5
mg/l) OMs ortaminda kiiltiire alinmiglardir (3. Ortam). Ancak zeatinli ortamin
kabinde dokiilmesi sirasinda meydana gelen bir sorundan dolayr kiiltiirlerde
kontaminasyonla karsilasilmistir. Bu denemeden saglam kalan in vitro strglnlerin
en iyi 3. ortamda gelistigi gozlenmis ve (Sekil 4.14 ve 4.15) Gemlik g¢esidinden
saglam kalan in vitro sirginlerden bir kismi bagl bulunduklari ana dokudan
kesilerek sadece siirgiinii igerecek sekilde bir kismi da kesilmeden baglh
bulunduklar1 ana dokuyu da igerecek sekilde 3. ortamda kiiltiire alinmiglardir. Bu
sekilde iki farkli eksplantin siirgiin gelisimi iizerindeki etkisi aragtirilmistir.
Domat ¢esidinden yeterli sayida siirgiin olmadigindan, mevcut olan 18 siirglin ana
eksplant dokudan ayrilarak sadece siirgiinii igerecek sekilde 3. ortamda kiiltiire
alinmislardir. Bu ortama aktarilan siirgiinlerin, aktarilmadan onceki ve
aktarildiktan 40 giin sonraki boy uzunluk ve yaprak sayis1 farklari ile nekrozis ve

klorozis gosteren siirgiin sayilar1 da ayrica belirlenmistir.

Nodal eksplantlardan elde edilen siirgiinlerin ana dokudan ayrilarak kiiltiire
alinmasi ile ana dokudan ayrilmadan kiiltlire alinmas1 boy uzunlugu bakimindan
istatistiki acidan bir fark yaratmamis, boy uzunluklarinda dikkate deger bir artis

gozlenmemistir (Cizelge 4.27 ve Sekil 4.16).
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Sekil 4.14 Gemlik ¢esidinde bagl bulunduklar1 ana dokudan kesilmeyerek kiiltiire alinan in vitro
stirglinlerin potasyumu  arttiritlmis modifiye OMs ortaminda (3. Ortam) gelisimi
(bar=1cm)

Sekil 4.15 Domat ¢esidinde bagli bulunduklar1 ana dokudan kesilmeyerek kiiltiire alinan in vitro
strgiinlerin potasyumu arttirilmis modifiye OM; ortaminda (3. Ortam) gelisimi
(bar=1cm)
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Cizelge 4.27 Gemlik ¢esidinde ana dokudan ayrilmig ve ana dokudan ayrilmamig in vitro
strgtinlerin 3 no’lu besin ortamina transferinden 40 giin sonraki siirgiin uzunluk

farklar1 (cm)*

o Surgunlerin ortalama boy uzunlugu (cm)
Eksplant tipi Tekerrir _
Ik Son Uzunluk farki
T1 0.79 1.01
Ana dokudan 0.22
T2 0.77 1.36 0.59
ayrilmis :
o T3 0.60 0.86 0.26
stirgiin
Ortalama 0.72 1.08 0.36
T1 0.26 1.14 :
Ana dokudan 088
T2 0.31 1.45 1.14
ayrilmanmis —
siirgin 0.26 0.84 0.58
Ortalama 0.28 1.14 0.87
* Eksplant sayisi tekerriir bagina 10 adettir.
B
~ 0.87
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Ana dokudan Ana dokudan
ayrilmis ayrilmamis
surgln surgln

Sekil 4.16 Gemlik ¢esidinde ana dokudan ayrilmis siirgiin ve ana dokudan ayrilmamis
sirglinlerin 3 no’lu besin ortamina transferinden 40 giin sonraki siirgiin uzunluk

farklar1 (cm)

Slrgunlerde meydana gelen yaprak sayisindaki artis, kullanilan eksplant
tipine bagli olarak yapilan istatistiki analizlere gore %5 seviyesinde onemli
bulunmustur. Buna gore, siirgiin basina ortalama yaprak sayisindaki artis ana
dokudan ayrilmayan siirgiinlerde 4.43 adet, ana dokudan ayrilan siirgiinlerde 1.05
adet olmustur (Cizelge 4.28; Cizelge 4.29). Yapraklarin morfolojik gériiniimleri
incelendiginde ozellikle siirgiin uc¢larina yakin kisimlarda yaprak nekrozlari ve
klorozlari ile karsilagilmis ve yapraklarin ice dogru kivrik oldugu gozlenmistir

(Sekil 4.17).
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Cizelge 4.28 Gemlik ¢esidinde ana dokudan ayrilmig siirgiin ve ana dokudan ayrilmamig
stirgtinlerin 3 no’lu besin ortamina transferinden 40 giin sonraki yaprak sayis1 farki

(adet), yapraklarda nekroz ve kloroz gozlenen siirgiin sayist * (adet)**

Siirgiin basina ortalama
Yapraklarda | Yapraklarda
yaprak sayisi (adet)
Eksplant nekroz kloroz
o Tekerrir Yaprak
tipi . gozlenen gozlenen
Ik Son sayis1
siirgiin sayis1 | siirgiin sayisi
farki
Ana Tl 4.85 5.14 0.29 3.00 -
dokudan T2 3.43 5.00 157 2.00 2.00
ayrilms T3 3.14 4.43 1.29 4.00 -
surgun | Ortalama | 381 4.86 1.05 b 3.00 0.67
Ana Tl 275 6.55 3.80 3.00 1
dokudan T2 2.45 8.80 6.35 3.00 0
ayrilmamis T3 2.55 5.70 3.15 3.00 1
surgn | Ortalama | 7 58 7.02 443 a 3.00 0.67

* Eksplant sayis1 tekerriir bagma 10 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 1.657; LSD degeri 2.918°dir.

Cizelge 4.29 Gemlik ¢esidinde ana dokudan ayrilmig siirgiin ve ana dokudan ayrilmamus
sirginlerin 3 no’lu besin ortamina transferinden 40 giin sonraki yaprak sayisi farki

(adet) ile ilgili varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F F T?bl.o F T?bl.o

kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) (%1)

Eksplant tipi 1 17.170 17.170 10.363* 7.710 21.200

Hata 4 6.627 1.657

Genel 5 23.798 4.760

ns=not significant (6nemsiz)
*= 0:0,05 onemlilik diizeyi

**= :0,01 dnemlilik diizeyi
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Sekil 4.17 Potasyumu arttirilmis 3 no’lu ortamda kiiltiire alinan Gemlik siirgiinlerinde gdzlenen

(a) klorozis (b) yaprak kivrilmalari (bar=1 cm)

Domat ¢esidinde kullanilan siirgiinler ana dokudan ayrilarak 3 no’lu besin
ortaminda kiiltiire alinmig fakat boy uzunlugu ve yaprak sayisi artis1 bakimindan
onemli farkliliklar g6zlenmemistir (Cizelge 4.30 ve Cizelge 4.31). Gemlik gesinde

oldugu gibi nekrozis, klorozis ve yaprak kivrilma durumlarina rastlanmstir.

Cizelge 430 Domat ¢esidinde ana dokudan ayrilmig siirgiinlerin 3 no’lu besin ortamina

transferinden 40 giin sonraki siirgiin uzunluk farklar1 (cm)*

Siirgiinlerin ortalama boy uzunlugu (cm)
Tekerrir
ik Son Uzunluk farki
T1 0.96 1.01 0.05
T2 0.93 1.02 0.09
T3 0.75 0.83 0.08
Ortalama 0.88 0.95 0.07

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 6 adettir.
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Cizelge 4.31 Domat ¢esidinde ana dokudan ayrilmig siirgiinlerin 3. besin ortamina transferinden

40 giin sonraki yaprak sayisi farki (adet), yapraklarda nekroz ve kloroz gdzlenen

stirglin sayis1 (adet)*

Siirgiin basina ortalama yaprak Yapraklarda Yapraklarda
sayisi (adet) nekroz gozlenen | kloroz gozlenen
Tekerrir R ..
) Yaprak sayisi siirgiin sayisi siirgiin sayis1
e s farke (adet) (adet)
Tl 3.50 4.00 0.50 5 -
T2 2.66 3.66 1.00 5 -
T3 3.00 3.16 0.16 5 -
Ortalama | 305 3.61 0.55 5 -

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 6 adettir.

4.4 Temmuz-Arahk 2010 Doneminde Gergceklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuclar

Fidanlarin zeytin glivesinden zarar gérmesinden dolay: fidanlardan eksplant
almamamis ve bahgede bulunan agaglardan materyal alinip sterilizasyon
prosedurl optimize edilmeye calisilmistir. Agaglarda sterilizasyon prosediiriiniin
oturtulmasi ile eksplant alinacak donor bitki sayisinin arttirilmasi ve daha fazla
deneme kurma sansi yakalanmasi hedeflenmistir. Bu amagla Temmuz-Aralik
2009 doneminde bahgede yetisen Gemlik ve Domat ¢esidinde sterilizasyon
prosediiriiniin belirlenmesine yonelik c¢alismalar yapilmistir. Bu denemelerde
yiiksek oranda steril materyal elde edilmesine ragmen kararmalardan dolay:
strgun rejenerasyonu gozlenmemistir. Yiiksek kararma oranlarinin uygulanan agir
sterilizasyon  prosediirlerinden  kaynaklandigi  disiiniildiiglinden  farklhi
sterilizasyon yontemleri gelistirilmeye calisilmistir ve her iki ¢esit i¢cin Cizelge
3.5’de belirtilen 14 uygulama yapilmistir. Bir ay sonra clde edilen veriler

istatistiki agidan degerlendirilmistir.

441 Gemlik cesidine ait agaclardan alinan eksplantlara uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

Bahcede bulunan Gemlik ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara farkli
sterilant maddeler ile farkl: siirelerde 14 sterilizasyon prosediirii uygulanmis ve bu

sterilizasyon uygulamalarina ait igerikler Cizelge 4.32’de sunulmustur. Yapilan
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denemeler istatistiki agidan degerlendirildiginde sterilizasyon uygulamalarinin
sterilizasyon basarisi {izerine etkileri nemli bulunmustur (%1 6nem seviyesinde)

(Cizelge 4.33).

Yapilan sterilizasyon uygulamalar1 degerlendirildiginde Gemlik cesidi icin
en fazla steril eksplant (%66.67); eksplantlarin 24 saat fungusit ile (1.5 g/l
CAPTAN+1.5 g/l BENOLEX) muamele edildikten sonra, %10’luk etil alkolde 15
dakika steril edilip 3 ml/l PPM igeren besin ortamlarina aktarildig: sterilizasyon
uygulamasindan (14. uygulama), en az steril eksplant ise (%6.67); %210’luk
NaOCl’de 15 dakika sterilizasyondan sonra eksplantlarin 1ml/l ppm igeren besin
ortamlarina aktarildigi sterilizasyon uygulamasindan (9. uygulama) elde edilmistir
(Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32 Gemlik ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gére steril eksplant ylizdeleri* (%)**

Steril eksplant ytzdesi (%)
Uygulama
T1 T2 T3 Ortalama
1 13.33 13.33 6.67 11.00 fg
2 20.00 20.00 13.33 17.78 f
3 13.33 13.33 6.67 11.00 fg
4 40.00 40.00 33.33 37.78 de
5 46.67 46.67 40.00 44.44 bed
6 33.33 33.33 33.33 3333 e
7 46.67 40.00 40.00 42.22 cd
8 46.67 46.67 40.00 44.44 bed
9 6.67 6.67 6.67 6.67 ¢
10 46.67 46.67 40.00 44.44 bed
11 46.67 46.67 46.67 46.67 bc
12 13.33 13.33 13.33 13.33 fg
13 53.33 53.33 46.67 51.00 b
14 66.67 66.67 66.67 66.67 a

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 10.308; LSD degeri 7.284tir.
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Cizelge 4.33 Gemlik ¢esidine ait agaglardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gore steril eksplant yuzdeleri (%) ile ilgili

varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Bulunan F F T:abI‘o F T?bl.o

kaynagi derecesi toplanm ortalamasi degeri degeri gecetl
(%5) (%1)

Sterilizasyon 13| 11000975 | 015460 | 88.813** | 2133 | 2929

uygulamasi

Hata 26 268.000 10.308

Genel 39 12168.975 312.025

* =0:0,005 onemlilik diizeyi

** =0:0,001 6nemlilik diizeyi

442 Domat cesidine ait agaclardan alinan eksplantlara uygulanan

sterilizasyon denemelerinden elde edilen sonuclar

Domat ¢esidinde agaclardan alinan eksplantlara uygulanan farkli
sterilizasyon yontemlerinin, sterilizasyon basarisi iizerine etkilerininin incelendigi
calismadan elde edilen veriler Cizelge 4.34’de gosterilmistir. Yapilan istatistiki
analizlere gore uygulamalar arasindaki farklilik %1 seviyede 6nemli bulunmustur
(Cizelge 4.35). Buna gore, eksplantlarin 24 saat fungusit 6n muamelesine maruz
birakilarak, ardindan %10’luk NaOCI ile 15 dakika streyle steril edildikleri ve en
son olarak 3 ml/l PPM igeren besin ortamina aktarildiklar1 uygulama (14.
uygulama) en yiiksek sterilizasyon oranini (%55.56) vererek ilk grupta yer
almigtir (Cizelge 4.34). 24 saat fungusit 6n uygulamasindan sonra pH’1 7’ye
ayarlanmis %10 luk NaOCI ile eksplantlarin 10 veya 15 dakika siire ile steril

edildigi 3. ve 4. uygulamalardan steril eksplant elde edilememistir.

Hem Gemlik, hem de Domat ¢esidi ig¢in 1.-8. sterilizasyon

uygulamalarindan elde edilen steril eksplantlarda kararmalarin oldukga fazla
sekilde 9.-14.

sterilizasyon uygulamalarindan elde edilen steril eksplantlarin ¢ogu 2. hafta

oldugu gozlenmis ve siirgiin ¢ikist goriilmemistir. Ayni
itibariyle hala yesil olmasina ragmen daha sonra kararmalar baslamis ve giderek
saglikli kalan eksplantlarin hepsi kararmistir. Besin ortamia ppm’in eklendigi

uygulamalarda kontaminasyon diger uygulamalara gore daha ge¢ goriilmiistiir.
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Cizelge 4.34 Domat ¢esidine ait agaglardan alman eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gore steril eksplant yiizdeleri* (%)**

Steril eksplant ytzdesi (%)
Uygulama
T1 T2 T3 Ortalama
1 20.00 13.33 13.33 15.56 cd
2 33.33 33.3 40.00 35.56 b
3 0.00 0.00 0.00 0.00 f
4 0.00 0.00 0.00 0.00 f
5 6.67 6.67 6.67 6.67 ef
6 20.00 20.00 20.00 20.00 ¢
7 20.00 20.00 20.00 20.00 ¢
8 33.33 26.67 26.67 28.89 b
9 6.67 6.67 6.67 6.67 ef
10 13.33 13.33 6.67 11.00 de
11 20.00 20.00 20.00 20.00 ¢
12 6.67 6.67 6.67 6.67 ef
13 13.33 13.33 13.33 13.33 cde
14 60.00 53.33 53.33 55.56 a

*Eksplant say1s1 tekerriir bagina 15 adettir.

*Testte kullanilan HKO degeri 9.125; LSD degeri 7.204’tlr

Cizelge 4.35 Domat ¢esidine ait agaclardan alinan eksplantlara uygulanan farkli sterilizasyon

denemelerinden elde edilen bulgulara gore steril eksplant yilzdeleri* (%) ile ilgili

varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Bulunan F F T,abl.o F T?bl.o

kaynagi derecesi toplami ortalamasi degeri geLen gl
(%05) (901)

Sl 2Rl 13 5453200 | 419477 | 45.970%* | 2405 | 3.519

uygulamasi

Hata 16 146.000 9.125

Genel 29 5599.200 193.076

* =0:0,005 Snemlilik diizeyi

** =0:0,001 6nemlilik diizeyi
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45 Ocak-Haziran 2011 Déneminde Gergeklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuclar

4.5.1 Nod kilttrt denemeleri

Gemlik ve Domat c¢esitlerine ait agaglardan alinan eksplantlara yapilan
sterilizasyon denemelerinde steril eksplant ylizdesi artmasina ragmen, simdiye
kadar yapilan tiim denemelerde kararma problemi ile karsilasilmig ve siirgiin
rejenerasyonu gerceklesmemistir. Bu nedenle tekrar fidan temini yoluna gidilmis
ve fidanlardan alinan nodlardan kurulacak denemeler igin dncelikle temel besin
ortamiin belirlenmesi yoluna gidilmistir. Nod kiiltiirleri i¢in Cizelge 3.6’da
belirtilen besin ortamlar1 kullanilmis ve kiiltlirlerden 30 giin sonra elde edilen

sonuglar degerlendirilerek her bir ¢esit i¢in ayr1 ayr1 sunulmustur.

4511 Gemlik cesidine ait fidanlardan kurulan nod Kiiltiirii

denemelerinden elde edilen sonuclar

Nod kiltiirleri i¢in uygun temel besin ortaminin belirlenmesi amaciyla
yapilan denemede 5 farkli besin ortami1 kullanilmis ve kiiltiire alinan eksplantlarda
her ortam igin siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayis1 (adet) ve yizdesi (%) ve
kararan eksplant yizdeleri (%) belirlenmis ve veriler Cizelge 4.36’da
gosterilmistir.  Yapilan istatistiki degerlendirmede, besin ortaminin siirgiin
olusumu tizerine etkisi %1 seviyesinde onemli bulunmustur (Cizelge 4.37). Buna
gore, en fazla siirgiin olusturan eksplant yilizdesi (%97.78) WPM besin ortaminda
kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilmistir (Cizelge 4.36).
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Cizelge 4.36  Gemlik ¢esidinde 5 temel besin ortaminda siirgiin olugturan nod eksplantlarinin

sayisi (adet)* ve yuzdesi (%)**

Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod
Besin ortami eksplantlarinin sayisi (adet) eksplantlarimin yiizdesi (%0)
T1 T2 T3 Ort. Tl T2 T3 Ort.
1 OM, 6 6 7 6.33 | 40.00 40.00 | 46.67 42.22 ¢
2 DKW 2 1 2 1.67 | 13.33 6.67 13.33 11.11d
3 OMq 10 10 12 10.67 | 66.67 66.67 80.00 71.11b

4 WPM 14 15 15 14.67 | 93.33 100 100 97.78 a

Modifiye

oM, 1 1 1 1.00 | 6.67 6.67 6.67 6.67 d

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

** Testte kullanilan HKO degeri 20.200; LSD degeri 11.628"dir.

Cizelge 4.37 Gemlik ¢esidinde 5 temel besin ortaminda siirgiin olusturan nod eksplantlarinin

yuzdesi (%) ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F Fd;l';ebrlf Fd;l';ebrlf
kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri (%5) (%1)
Besin ortami 4 18211.733 | 4552.933 | 225.393** 3.480 5.990
Hata 10 202.000 20.200

Genel 14 18413.733 | 1315.267

*= 0:0,05 dnemlilik diizeyi
**=0:0,01 6nemlilik diizeyi

Denemelerde kullanilan besin ortamlarinin siirgiin rejenerasyonu yaninda
kararma {tizerine de oldukg¢a etkili oldugu goézlenmis ve bu konuda yapilan
incelemeler Cizelge 4.38’de ifade edilmistir. Cizelge 4.38’de de goriildigii gibi
kararan eksplant ytizdelerinin %0.00 ile %82.22 arasinda biiyiikk bir varyasyon
gosterdigi dikkati cekmektedir. Istatistiki hesaplamalara gore; besin ortamlarinin
kararma Uzerine etkisi %1 seviyesinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.39). Veriler
degerlendirildiginde, en fazla kararmaya neden olan besin ortamin (%82.22)
DKW oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu ortami yine tuz igerigi yliksek olan modifiye
OMs ortami (%53.33) takip etmektedir. WPM besin ortaminda hi¢ kararma
gozlenmemistir (Cizelge 4.38) ve bundan sonra Gemlik c¢esidinde yapilacak

calismalarda bu besin ortaminin kullanilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 4.38  Gemlik gesidinde 5 temel besin ortaminda kiiltiire aliman eksplantlarda gézlenen

kararma yuzdeleri* (%)**

Gemlik ¢esidinde
Beo kararan eksplant ytzdeleri (%)
T1 T2 T3 Ortalama
1 33.33 40.00 26.66 3333 ¢
2 80.00 86.67 80.00 82.22 a
3 13.33 20.00 13.33 1555 d
4 0.00 0.00 0.00 0.00 e
5 53.33 53.33 53.33 5333 b

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 21.185; LSD degeri 13.154°tur.

Cizelge 4.39  Gemlik ¢esidinde 5 temel besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda gézlenen

kararma yuzdeleri (%) ile ilgili varyans analiz sonuglart

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Bulunan F F T?bl.o F T?bl.o
kaynagi derecesi toplamm | ortalamasi degeri degeri degeri
(%65) (9%1)
Besin ortami 4 7360.019 1840.005 | 86.853** 4.120 7.850
Hata 7 148.296 21.185
Genel 11 7508.315 682.574

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**=0:0,01 onemlilik diizeyi

4512 Domat cesidine ait fidanlardan kurulan nod Kkiiltiirii

denemelerinden elde edilen sonuclar

Domat ¢esidinde 5 fakli besin ortaminda kiiltiire alinan nodal eksplantlarda
olduk¢a fazla kararma problemi ile karsilasildigindan siirgiin rejenerasyonu
meydana gelmemistir ve kararma yiizdeleri ile ilgili bilgiler Cizelge 4.40’da
verilmigtir. Besin ortamlarinin kararma iizerine etkisi %1 diizeyinde onemli
bulunmustur (Cizelge 4.41). En fazla kararma (%2100) ise ayn1 grupta yer alan
DKW, OM;s ve modifiye OM;s besin ortamlarinda gozlenmistir (Cizelge 4.40).
Domat ¢esidi ile bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda kararmanin en az (%60.00)

gozlendigi OMy ortami kullanilacaktir.
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Cizelge 4.40 Domat ¢esidinde 5 temel besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda gézlenen

kararma yuzdeleri* (%)**

Domat cesidinde
Besin Ortam kararan eksplant yuzdeleri (%)
T1 T2 T3 Ortalama
1 66.66 60.00 53.33 60.00
2 100 100 100 100
3 100 100 100 100
4 73.33 86.67 53.33 71.11
5 100 100 100 100

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 65.170 ; LSD degeri 20.887’dir.

Cizelge 4.41 Domat ¢esidinde 5 temel besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda gozlenen

kararma yuzdeleri ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Bulunan F F T,abl.o F T,abl.o

kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri degeri Gl
(%5) (%1)

Besin ortam 4 4457.224 1114.306 | 17.098** 3.480 5.990

Hata 10 651.704 65.170

Genel 14 5108.927 364.923

*= :0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 6nemlilik diizeyi
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4.5.2 Meristem kultirt denemesinden elde edilen sonuclar

Yar1 kati OMjy, ortaminda kiiltiire alinan meristemlerde her iki ¢esitte de 1
hafta i¢inde kararmalar baslamigs ve 30 giin sonunda eksplantlarin hepsi

karardigindan siirgiin rejenerasyonu gézlenmemistir.

Sekil 4.18 Yar1 kati OM, ortaminda kiiltiire alinan meristemde gézlenen kararma

4.6 Temmuz-Arahk 2011 Déoneminde Gerceklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuglar

4.6.1 Nod kultiirii denemeleri

Gemlik ve Domat ¢esitlerinde nod kiiltlirlerinden siirgiin rejenerasyonunu
saglamak amaci ile bu gesitlere ait fidanlardan alinan nod eksplantlar1 0, 1.0, 2.0
ve 4.0 mg/l dozlarinda zeatin iceren WPM besin ortamlarinda kiiltiire
alinmiglardir. Kurulan nod kiiltiirii denemelerine iliskin 45 giinliik veriler asagida

sunulmustur.

46.1.1 Gemlik cesidine ait fidanlardan kurulan nod Kkiiltiirii

denemelerinden elde edilen sonuclar

Farkl1 konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda olusturulan
nod kiiltlirlerinde; siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayisi1 (adet) ve ylzdesi
(%) (Cizelge 4.42 ve Sekil 4.19; Sekil 4.20), nod eksplantlarindan elde edilen
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toplam siirgiin sayilar1 (adet), eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet) (Cizelge
4.43 ve Sekil 4.21; Sekil 4.22), elde edilen surglnlerin ortalama uzunlugu (cm)
(Cizelge 4.44 ve Sekil 4.23), elde edilen siirgiin basina yaprak sayis1 (adet), elde
edilen sirgiin basina ortalama yaprak uzunlugu (cm) (Cizelge 4.45 ve Sekil 4.24;
Sekil 4.25), surglnlerde gozlenen vitrifikasyon yuzdesi (%) (Cizelge 4.46) gibi

parametreler incelenmistir.

Siirglin  olusturan nod eksplantt yuzdesi bakimindan yapilan istatistiki
incelemede kullanilan zeatin konsantrasyonlarinin bu parametreler Gzerine etkisi
Oonemsiz bulunmustur. Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%93.33) en
fazla 0.5 mg/l ZEA igeren besin ortaminda, en diisiik ise (%71.11) 4.0 mg/l ZEA
iceren besin ortaminda saptanmistir (Cizelge 4.42 ve Sekil 4.19).

Cizelge 4.42 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda

slirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayis1 (adet)* ve ylzdesi (%)

e Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin

esin
eksplantlarinin sayisi (adet) yuzdesi (%)

ortam

T1 T2 T3 Ort. T1 T2 T3 Ort.

1 13 12 13 12.67 86.67 80.00 86.67 84.45

2 15 13 14 14.33 100 86.67 93.33 93.33

3 11 15 13 13.00 100 86.67 86.67

4 9 12 13 11.33 60.00 80.00 86.67 75.56

5 11 11 10 10.67 73.33 73.33 66.67 71.11

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 15 adettir.




107

Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)

016 14.33

014

012

010
008
006
004

Nod eksplantlarinin sayisi (adet)

002

000

0mg/l ZEA 0.5 mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Besin ortamlar

Sekil 4.19 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda

stirglin olugturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)

Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%)

93.33

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 y

0mg/l ZEA 0.5 mg/l ZEA 1.0 mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Ylzde (%)

Besin ortamlar

Sekil 4.20 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda

stirgiin olusturan nod eksplantlarimin yiizdesi (%)

Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin
ortamlarinin nod eksplanti basina diisen siirgiin sayis1 (adet) Uzerine etkileri

istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisi
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(1.78 adet) 0.5 mg/l ZEA igeren besin ortamindan, en diisiik siirglin sayis1 (1.36
adet) ise 4 mg/l ZEA igeren besin ortaminda elde edilmistir. Zeatin icermeyen
kontrol ortami ile 1.0 mg/l ZEA igeren besin ortamlarinda ayni sayida (1.67)
eksplant basina siirgiin sayis1 olusmustur (Cizelge 4.43 ve Sekil 4.22).

Cizelge 4.43 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda
nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet) ve nod eksplanti

basina diisen siirgiin sayisi (adet)

e Nod eksplantlarindan elde edilen Nod eksplanti basina diisen siirgiin

esin
toplam siirgiin sayilar (adet) sayis1 (adet)

ortami

T1 T2 T3 Toplam T1 T2 T3 Ort.

1 25 24 26 75 1.67 1.60 1.73 1.67

2 29 25 26 80 1.93 1.67 1.73 1.78

3 21 29 25 75 1.40 1.93 1.67 1.67

4 17 24 26 67 1.13 1.60 1.73 1.49

5 21 21 19 61 1.40 1.40 1.27 1.36

Nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar: (adet)

0
oY

75 75

Toplam siirgiin sayilar1 (adet)

y

0mg/l ZEA 05 mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Besin ortamlar:

Sekil 4.21 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA i¢ceren WPM besin ortamlarinda nod

eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet)
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Nod eksplant1 basina diisen siirgiin sayisi (adet)

1.78

167 1.67

1.8 -
16 -
1.4 -
1.2 -

1.49

1.50

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 A

Siirgiin sayis1 (Adet)

0 mg/l ZEA 0.5mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 20mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Besin ortamlari

Sekil 4.22 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda nod

eksplant1 basina diisen siirgiin sayisi (adet)

Kullanilan besin ortamlarinin elde edilen siirgiinlerin boylar1 (cm), yaprak
sayis1 (adet) ve yaprak boyu (cm) zerine etkileri 6nemsiz bulunmustur (Cizelge
4.44; Cizelge 4.45 ve Sekil 4.23; Sekil 4.24; Sekil 4.25).

Cizelge 4.44 Gemlik g¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda

nod eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

Elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)
Besin ortamm

T1 T2 T3 Ort.
1 0.136 0.128 0.110 0.12
2 0.173 0.136 0.143 0.15
3 0.121 0.163 0.125 0.14
4 0.142 0.140 0.117 0.13
5 0.150 0.111 0.146 0.14
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Elde Edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

0.16

0.15
0.14 0.14
0.13

0.14 0.12
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

0

0mg/l ZEA 0.5 mg/l ZEA 1.0 mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

Besin ortamlar

Sekil 4.23 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarindan

elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

Cizelge 4.45 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda

elde edilen siirgiin bagina yaprak sayisi (adet) ve ortalama yaprak uzunlugu (cm)

e Elde edilen siirgiin basina yaprak Elde edilen siirgiin basina ortalama
esin
sayisi (adet) yaprak uzunlugu (cm)
ortami
T1 T2 T3 Toplam T1 T2 T3 Ort.
1 3.03 2.29 2.85 2.72 0.41 0.38 0.43 0.41
2 3.07 2.96 3.03 3.02 0.43 0.38 0.41 0.41
3 2.68 3.13 2.17 2.66 0.39 0.43 0.36 0.39
4 2.29 2.40 2.29 2.33 0.37 0.34 0.38 0.36
5 2.86 2.61 2.85 2.77 05 0.41 0.43 0.45
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Elde edilen siirgiin basina yaprak sayisi (adet)

Yaprak sayis1 (adet)

0mg/l ZEA 0.5 mg/l ZEA 1.0 mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Besin ortamlar

Sekil 4.24 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda elde

edilen siirgiin bagina yaprak sayisi (adet)

Elde edilen siirgiin basina ortalama yaprak uzunlugu (cm)
0.45

0mg/l ZEA 0.5mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

0.41
0.45 -

0.4
0.35 -
0.3
0.25 -
0.2
0.15 -
0.1
0.05 -

Yaprak uzunlugu (cm)

STIIIIIT
—

Besin ortamlari

Sekil 4.25 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda elde

edilen siirgiin bagina ortalama yaprak uzunlugu (cm)

Gemlik ¢esidinde nodal eksplantlardan elde edilen stirglinlerin ¢ogunda
vitrifikasyon gozlenmistir ve zeatin konsantrasyonlarmin vitrifikasyon Uzerine

etkisi 6nemsiz bulunmustur. Elde edilen surglinlerde en fazla vitrifikasyon orani
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(%95.24) 4 mg/l ZEA igeren besin ortaminda, en diisiik vitrifikasyon orani ise
(%84.19) bitki buyume dizenleyicisi icermeyen WPM ortaminda gézlenmistir
(Cizelge 4.46 ve Sekil 4.26). Vitrifikasyonun yaninda hemen hemen her
eksplantta petiol bolgelerinin govde kismina bagli bolgelerinde kallus olusumlari
da gozlenmistir (Sekil 4.27).

Cizelge 4.46  Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda

surgunlerde gozlenen vitrifikasyon yiizdesi (%)

Surgunlerde gdzlenen vitrifikasyon ytizdesi (%0)
Besin ortam

T1 T2 T3 Ort.
1 84.62 83.33 84.62 84.19
2 85.71 85.71 86.67 86.03
3 85.71 93.33 76.92 85.32
4 83.33 93.33 86.67 87.78
5 85.71 100 100 95.24

Sirgunlerde gbzlenen vitrifikasyon yiizdesi (%)

95.24
96
87.78
86.03 -
85.32
i l '

0 mg/l ZEA 0.5mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0mg/l ZEA  4.0mg/l ZEA

Yiizde (%)

Besin ortamlar

Sekil 4.26 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda

sirgiinlerde gozlenen vitrifikasyon yilizdesi (%)
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Sekil 4.27 Gemlik ¢esidinde ZEA iceren besin ortamlarinda nodal eksplantlardan rejenere olan
(a) normal siirgiinler (b) vitrifikasyon gosteren siirgiinler (c) kallus olusturan

eksplantlar (bar=1cm)

4.6.1.2 Domat cesidine ait fidanlardan Kkurulan nod Kkiiltiirii

denemelerinden elde edilen sonuclar

Domat ¢esidine ait fidanlardan alinan nod eksplantlar siirglin rejenerasyonu
amaciyla farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda kiiltlire
alinmig ve siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayis1 (adet) ve yizdesi (%)
(Cizelge 4.47), nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet),
eksplant bagina diisen siirgiin sayis1 (adet) (Cizelge 4.48) ve surginlerde gdzlenen
kararma yuzdesi (%) (Cizelge 4.49) gibi parametreler belirlenmistir.

Yapilan istatistiki analize gore siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayisi
(adet) ve yiizdesi (%), eksplant basina olusan siirgiin sayis1 (adet) lizerine besin
ortamlarmin etkisi 6nemsiz bulunmustur. Siirglin olusturan nod eksplantlarinin
yluzdesi (%35.55), en fazla 4 mg/l ZEA eklenen ortamda elde edilmistir (Cizelge
4.47 ve Sekil 4.28 ve 4.29). Ayn sekilde nod eksplantlarinin olusturdugu toplam

stirglin sayilar1 (26) ve eksplant bagina ortalama siirgiin sayist (0.58 adet) en fazla
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4 mg/l zeatin iceren besin ortaminda gozlenmistir (Cizelge 4.48 ve Sekil 4.30;
Sekil 4.31).

Cizelge 4.47 Domat ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda

stirglin olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet) ve ylzdesi (%)*

e Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin | Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin
esin
sayisi (adet) ylzdesi (%)
ortami
T1 T2 T3 Ort. T1 T2 T3 ort.
1 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 3 3 2 2.67 20.00 20.00 13.33 17.78
4 4 5 4 4.33 26.67 33.33 26.67 28.89
5 6 5 5 5.33 40.00 33.33 33.33 35.55

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

Siirgiin olusturan nod eksplantlarimin sayisi (adet)

0.00 0.00
A A

0mg/l ZEA 0.5 mg/l ZEA 1.0 mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

6 5.33
R
D
=
& 5
7
T 4
w
£
=
£ 3
S
=
ER.
(=7
17,]
< 1
=
[=]
z

v

Besin ortamlari

Sekil 4.28 Domat ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda

stirglin olugturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)
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Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%)

40 35.55

35 28.89
30
25
20
15
10

5 0.00 0.00
A A

0mg/l ZEA  05mg/ll ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

17.78

Yiizde (%)

Besin ortamlari

Sekil 4.29 Domat cesidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda

stirgiin olusturan nod eksplantlarmin yiizdesi (%)

Cizelge 4.48 Domat ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda
nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet) ve nod eksplanti

bagima diisen siirgiin sayisi (adet)

Besi Nod eksplantlarindan elde edilen Nod eksplanti basina diisen siirgiin
esin
toplam siirgiin sayilari (adet) sayis1 (adet)
ortam
T1 T2 T3 Toplam T1 T2 T3 Ort.
1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
3 5 5 3 13 0.33 0.33 0.20 0.29
4 6 8 6 20 0.40 0.53 0.40 0,44
5 10 8 8 26 0.67 0.53 0.53 0.58
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Nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet)

30

26

2

° 20
20

13
15
10
0 0
. -_ e

0Omg/l ZEA  05mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Toplam siirgiin sayisi (Adet)
ol

Besin ortamlar

Sekil 4.30 Domat cesidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA i¢ceren WPM besin ortamlarinda nod

eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilari (adet)

Nod eksplant1 basina diisen siirgiin sayisi (adet)

059
U o0

0.6
05 0.44
0.4 0.29
0.3
0.2
0.1 0.00 0.00
0 A A

0mg/l ZEA 0.5 mg/l ZEA 1.0 mg/l ZEA 2.0 mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

Siirgiin sayis1 (adet)

Besin ortamlar

Sekil 4.31 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA iceren WPM besin ortamlarinda nod

eksplanti1 bagina diisen siirgiin sayisi (adet)

Domat ¢esidinde daha once yapilan calismalarda oldugu gibi yapilan bu
denemede de biiyiik bir kararma problemi ile karsilasilmistir. Besin ortamlarinin
kararma tizerine etkisi onemsiz olmakla birlikte kararma orami %95.24’e kadar

cikmustir (Cizelge 4.49 ve Sekil 4.32).
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Cizelge 4.49 Domat ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda

nod eksplantlarinda gézlenen kararma yutzdesi (%)

Nodal eksplantlarda gozlenen kararma ytizdesi (%0)
Besin ortam

T1 T2 T3 Ort.
1 84.62 83.33 84.62 84.19
2 85.71 85.71 86.67 86.03
3 85.71 93.33 76.92 85.32
4 83.33 93.33 86.67 87.78
5 85.71 100 100 95.24

Nod eksplantlarinda gozlenen kararma yiizdesi (%)

96
94
92
90
88
8
8
8
8
78

95.24
87.78
86.03 ar 2
OJ.J

] ' ' ' E

0mg/l ZEA 0.5mg/l ZEA 1.0mg/l ZEA 2.0mg/l ZEA 4.0 mg/l ZEA

N

[e}

S

N

Kararma ylzdesi (%0)

o

Besin ortamlar

Sekil 4.32 Domat ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda ZEA igeren WPM besin ortamlarinda nod

eksplantlarinda gozlenen kararma yiizdesi (%)

4.6.2 Meristem kultart

Gemlik ve Domat ¢esitlerinde hem yar1 kati, hem de sivi OMy ve WPM
besin ortamlarinda meristem kiiltiiri denemeleri kurulmustur. Daha Onceki
meristem kiiltlirii denemesinde oldugu gibi tiim ortamlarda kiiltiire alinan
meristemlerde her iki ¢esitte de 3 giinde kararmalar baslamis ve 30 giin sonunda

eksplantlarin hepsi karardigindan siirglin rejenerasyonu gozlenememistir (Sekil
4.33).
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Sekil 4.33 Si1vi ortamda kiiltiire alinan meristemlerde kararma

4.6.3 Domat c¢esidinde kararma probleminin ¢o6ziimiine yonelik

yapilan uygulamalardan elde edilen sonuclar

Domat ¢esidinde gozlenen yiiksek oranda kararma probleminin ¢éziimii i¢in
farkli denemeler kurulmustur. Denemelerin bir kisminda sterilant madde olarak
kullanilan NaOCI soliisyonunun sterilizasyon siiresi 15 dakikadan 10 dakikaya
indirilmis ve NaOCI soliisyonu yerine HgCls, anolit gibi baska sterilant maddeler
kullanilmigtir. Diger bir denemede sterilizasyondan sonra eksplantlar 3 saat steril
saf suda bekletildikten sonra kiiltiire alinmis ve kurulan deneme 1 hafta karanlikta
muhafaza edildikten sonra 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot kosullarina
cikarilmigtir. Bunun disinda eksplantlar sterilizasyondan énce 100 mg/l askorbik
asitte 2 saat siire ile bekletildikten sonra steril edilmis ve kiiltiire alinan nodlar bir
onceki denemede oldugu gibi 6ncelikle 7 giin siirekli karanlikta muhafaza edilmis,
daha sonra 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyoda alinmislardir. Tim
denemelerde nodal eksplantlar 0.5 mg/l BA iceren besin WPM ortaminda kiiltiire
alimmistir. Uygulamalarin her hafta diizenli olarak gozlemleri yapilmis ve hafta
hafta denemelere ait kararma yiizdeleri ¢ikarilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge
4.50 ve Sekil 4.34’de gosterilmistir.



Cizelge 4.50 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%)*

Kulttr Suresi

Uygulama 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta

71 | T2 | T3 | ort. | T1 ) T3 | ort. | T1 ) T3 | ort. | TI T T3 | ort
1 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 7333 | 80.00 | 80.00 | 77.78 | 80.00 | 80.00 | 80.00 | 80.00 | 86.67 | 86.67 | 80.00 | 244
2 100 | 100 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 100
3 100 | 100 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 100
4 53.33 | 5333 | 53.33 | 5333 | 7333 | 80.00 | 60.67 | 71.33 | 100 | 86.67 | 9333 | 9333 | 100 | 1200 | 100 | 100
5 7333 | 7333 | 6667 | 7111 | 80.00 | 7333 | 7333 | 7555 | 8667 | 100 | 100 | 9556 | 100 | 100 | 100 | 100
6 80.00 | 80.00 | 86.67 | 8222 | 9333 | 8667 | 9333 | 9111 | 100 | 100 | 9333 | 9778 | 100 | 1200 | 100 | 100
7 7333 | 7333 | 7333 | 7333 | 86.67 | 8667 | 7333 | 8222 | 100 | 100 | 86.67 | 9556 | 100 | 100 | 100 | 100

*Tekerriir basina 15 adet nod eksplant1 kullanilmistir.

61T
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Sekil 4.34 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢éziimiine yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma ylzdeleri (%)
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Istatistiki degerlendirmeye gore, uygulama, siire (hafta) ve uygulama*siire
interaksiyonu %1 seviyesinde onemli bulunmustur (Cizelge 4.51). Veriler sire
bakimindan ele alindiklarinda, 3. ve 4. haftada tim uygulamalarda ortalama
kararma orani sirasiyla %94.60 ve %97.78’e kadar c¢ikarak ilk grupta yer
almiglardir (Cizelge 4.52). Uygulamalarin kararma tizerine etkilerine bakildiginda,
en yiiksek degerin sterilant madde olarak HgCly’nin kullanildigi 2. ve 3.
uygulamalardan (%100), en diisiik degerin ise NaOCI uygulama suresinin 15
dakikadan 10 dakikaya indirildigi 1. uygulamadan (%77.23) elde edildigi
goriilmektedir. Ikili interaksiyon agisindan degerlendirildiginde, birinci haftanin
sonuglarina gore eksplantlarin 30 dakika stire ile anolit ile steril edildikleri 4.
denemede en az kararma gozlenirken (%53,33), HgCl, nin farkl: siireleri ile steril
edilen eksplantlarda (2. ve 3. denemeler) kararma yizdesi %100’e kadar
ulasmustir. ikinci hafta sonuglarinda yine anolitin farkl siirelerinin denendigi 4 ve
5. (srastyla %71.33 ve %75.55) uygulumalar ve NaOCI siiresinin azaltildigi 1
uygulama (77.78) en az kararmanmn oldugu uygulamalar olarak gozlenmistir.
Ucgiincii haftada en az kararma oran1 (%80.00) 1. uygulamada gézlenmis ve diger
uygulamalarda bu oran artmistir. Dordiincli haftada 1. deneme hari¢ (%84.45)
diger denemelerin hepsinde kararma orani %100 olmustur (Cizelge 4.50 ve
Cizelge 4.53). Yapilan uygulamalarin hi¢ birinde siirgiin rejenerasyonu

ger¢eklesmemistir.

Cizelge 451 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik yapilan denemelerde 1.,

2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%) ile ilgili varyans analiz sonuglar1

Varyasyon | Serbestlik Kareler Kareler Bulunan F Fd;l'gaebrlio Fdzgebrlio
kaynag derecesi toplamm ortalamasi degeri (%65) (%1)
Uygulama 6 5983.005 997.167 66.113** 2.268 3.154
Sire 3 5042.787 1680.929 111.446** 2.776 4.166
*

gﬁ“'ama 18 3336.014 | 185334 | 12.288** | 1.794 2.395
Hata 56 844,642 15.083

Genel 83 15206.448 183.210

* =0:0,005 onemlilik diizeyi
** =¢:0,001 6nemlilik diizeyi




Cizelge 4.52 Domat gesidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%) ile ilgili LSD gruplandirmasi*

Kultir stresi

Uygulama Haftalarin
1. Hafta Gruplar 2. Hafta Gruplar 3. Hafta Gruplar 4. Hafta Gruplar Gruplar
Ortalamalar
1 66.67 c 77.78 cd 80.00 b 84.45 b 77.23
2 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
3 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
4 53.33 d 71.33 d 93.33 a 100 a 79.50 d
5 71.11 c 75.55 cd 95.56 a 100 a 85.56 c
6 82.22 b 91.11 b 97.78 a 100 a 92.78 b
7 73.33 c 82.22 c 95.56 a 100 a 87.78 c
Uygulamalarin
78.09 Y 85.43 b 94.60 a 97.78 a

ortalamalar

*Uygulamalar icin HKO degeri 15.083; LSD degeri 4.228’dir.

*SUre (hafta) icin HKO degeri 15.083; LSD degeri 3.19dur.

*Uygulama* siire (hafta) interaksiyonu igcin HKO degeri 15.083; LSD degeri 8.456°dr.

4}
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4.6.4 Domat cesidinde kallus kiiltiirii denemesi

Domat ¢esidinde bu donem kurulan nod kiiltiirii denemelerinde 0, 0.5, 1.0,
2.0 ve 4.0 mg/l ZEA igeren WPM ortamlarinda nodlardan siirgiin rejenerasyonu
az olmasma ve eksplantlar tamamen kararmalarina ragmen, bazi eksplantlarin
bazal kisimlarinda besin ortamlari igerisinde yesil kallus olusumlar1 gozlenmistir
(Sekil 4.35). Bu gesitte kararma sorunun ¢oziimiine yonelik ¢aligmalara, nod ve
meristem kiiltiiri denemelerine devam edilmesinin yani sira, ¢esidin kallus
olusturma potansiyelinden de faydalanilmasina karar verilmis ve bu amagla, 1
mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP igeren OMy, ortaminda kallus kiiltiirleri kurulmustur.
Eksplant olarak yaklasitk 2 cm boyunda yapraklar, 1-1.5 cm uzunlugunda
internodyumlar ve petioller kullanilmistir. Bu denemeden elde edilen 30 gunluk

sonuglar Cizelge 4.53 ve Sekil 4.36’da gosterilmistir.

Sekil 4.35 Domat ¢esidinde 4 mg/l ZEA igeren WPM besin ortaminda kararan eksplantin bazal

kisminda gelisen yesil kallus olusumu
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Sekil 4.36 Domat cesidinde kiiltiirden 30 giin sonra 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP iceren OM,

ortaminda (a) internodyum (b) petiol eksplantlarinda gézlenen kallus olusumlari

Cizelge 4.53 Domat ¢esidinde 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP i¢eren OM;, ortaminda kiiltiire alinan

yaprak, petiol ve intenod eksplantlarinin kallus olugturma oranlar1 (%)*

o Kallus olusum oranlar1 (%)
Eksplant tipi
T1 T2 T3 Ortalama
Yaprak 0 0 0 0
internod 40 40 40 40
Petiol 80 80 80 80

*Tekerriir basina 15 adet eksplant kullanilmugtir.

Kallus olusturma orant en fazla ortalama %80 olarak petiollerde
gbzlenmistir. Yaprak eksplantlar1 ise tamamen karardigindan kallus meydana

gelmemistir (Cizelge 4.53).

4.7 Ocak-Haziran 2012 Doneminde Gergeklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuglar

4.7.1 Nod kiltlrd denemeleri

Gemlik ¢esidinde yapilan nod kiiltiirii denemelerinde fidandan alinan yeni
sirglinlerin odunsu dokusu olusmus oldugundan sterilizasyon asamasinda

eksplantlarda hafif kararma meydana gelimistir. Eksplantlar besin ortamlarinda
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kiiltiire alindiktan 1 hafta sonra kararmalar artmis ve 1 ay sonunda tamamen

karardiklarindan siirgiin rejenerasyonu gézlenememistir.

4.7.2 Domat c¢esidinde kararma probleminin c¢oéziimiine yonelik

yapilan uygulamalar

Bu donemde yapilan kararma problemini ¢dzmeye yonelik calismalarda;
kiiltiire alinan eksplantlara +4°C’de 1 hafta soguk uygulamas1 yapilmis, kullanilan
besin ortamimin pH’s1 5.0’a ayarlanarak nodal eksplantlar bu ortamda kultlre
alinmis, eksplantlarm sterilizasyonundan sonra durulama icin +4°C’de steril saf su
kullanilmistir. Bunlarin disinda kararmayi 6nlemek amaciyla askorbik asit ve
sitrik asit, PVP, aktif karbon gibi kararmayi onleyici maddeler kullanilmistir.
Eksplantlar 0.25 mg/l ZEA iceren OMy, ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Yapilan
uygulamalarin her hafta diizenli olarak gézlemleri yapilmis ve elde edilen veriler

Cizelge 4.54 ve Sekil 4.37°de gosterilmistir.



Cizelge 4.54 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢dziimune yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%)*

Kultar Suresi

Uygulama 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta

T1 T2 T3 | ort T1 T2 T3 ort. T1 T2 T3 ort. T1 T2 T3 ort.
1 000 | 667 | 000 | 222 | 0.0 6.67 0.00 29p | 5333 | 46.67 | 40.00 | 46.67 | 80.00 | 93.33 | 86.67 | 86.67
2 33.33 | 3333 | 46.67 | 37.78 | 33.33 | 46.67 | 46.67 | 4222 | 9333 | 7333 | 6667 | 6444 | 100 100 100 100
3 40.00 | 3333 | 5333 | 42.22 | 46.67 | 60.00 | 60.00 | 5556 | 100 100 100 100 100 100 100 100
4 60.00 | 60.00 | 53.33 | 57.78 | 80.00 | 86.67 | 80.00 | 8222 | 100 100 | 86.67 | 9556 | 100 100 100 100
5 60.00 | 66.67 | 60.00 | 62.22 | 66.67 | 73.33 | 73.33 | 71.11 | 8667 | 8000 | 86.67 | 8445 | 9333 | 9333 | 100 | 9555
6 40.00 | 46.67 | 40.00 | 42.22 | 93.33 | 86.67 | 93.33 | 91.11 100 100 100 100 100 100 100 100
7 1333 | 6.67 | 2000 | 13.33 | 46.67 | 46.67 | 53.33 | 4889 | 8667 | 100 100 | 9556 | 93.33 | 100 100 | 97.78
8 20.00 | 26.67 | 26.67 | 24.45 | 53.33 | 4667 | 53.33 | 51.11 | 9333 | 100 100 | 97.78 100 100 100 100
9 20.00 | 13.33 | 20.00 | 17.78 | 66.67 | 60.00 | 66.67 | 64.45 | 86.67 | 86.67 | 93.33 | 88.89 100 100 100 100
10 20.00 | 26.67 | 20.00 | 22.22 | 60.00 | 60.00 | 60.00 | 60.00 | 8000 | 86.67 | 86.67 | 8445 | 9333 | 100 100 | 97.78
11 667 | 1333 | 667 | 889 | 6667 | 60.00 | 66.67 | 6445 | 8667 | 9333 | 9333 | 9111 | 9333 | 100 100 | 97.78

*Tekerriir basina 15 adet nod eksplant1 kullanilmistir.
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Kararma  yuzdeleri; uygulama, sire (hafta),

interaksiyonuna gore diizenlenerek Cizelge 4.55°de sunulmustur. Istatistiki

uygulama*sire

degerlendirmeye gore, uygulama, siire ve uygulama*sire interaksiyonu, %1
seviyesinde Onemli bulunmustur (Cizelge 4.55). Haftalara gore kararma
oranlar1 incelendiginde, tim uygulamalarda 1. haftada %30.10 olan kararma
orani 4. haftada %97.78’e ¢ikmistir. Uygulamalar dikkate alindiginda, en
yiiksek kararma orani %83.89 ile besin ortamina 100 mg/l askorbik asit + 150
mg/l sitrik asitin eklendigi 4. uygulamadan, en diisiik kararma orani ise
(%34.45) eksplantlarin kiiltiire alindiktan sonra 1 hafta stre ile +4 °C’de
karanlikta muhafaza edildikleri 1. uygulamadan elde edilmistir (Cizelge 4.56).
Ikili interaksiyon agisindan degerlendirildiginde, birinci haftanin sonuglarina
gore 1. uygulamada en az kararma gozlenirken (%2.22), askorbik asit ve sitrik
asit kullanilarak yapilan ve ayni grupta yer alan 4. ve 5. uygulamalarda
kararma yuzdeleri sirasiyla %57.78 ve %62.22’ye kadar ulagmistir. 1.
uygulama 2, 3 ve 4. haftada kararmanin en az gozlendigi uygulama olmus, 3.
ve 4. haftada kararma oranlarinda artis gozlenmistir (sirasiyla %46.67 ve
%86.67). 4. hafta sonunda 1. uygulama hari¢ diger uygulamalarda kararma
orant %95.55-%100 oraninda gdzlenmistir. Yapilan uygulamalarin hi¢ birinde

stirgiin rejenerasyonu gerceklesmemistir.

Cizelge 4.55 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢6ziimune yonelik yapilan denemelerde

1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma ylizdeleri (%) ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Bulunan F F T?bl.o F T?bl.o
kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) (%1)
Uygulama 10 22031.235 | 2203.124 99.141** 1.973 2.580
Sure 3 01251.728 | 30417.243 | 1368.776™** 2.723 4.046
;Juﬁge“'ama 30 14758.873 | 491.962 | 22.138** | 1.698 1.750
Hata 88 1955556 | 22222
Genel 131 129997.392 | 992.347

* =0:0,005 onemlilik diizeyi
** =0:0,001 onemlilik diizeyi




Cizelge 4.56 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢oziimine yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%) ile ilgili LSD gruplandirmasi*

Kultdr stiresi

Uygulama Haftalarin
1. Hafta Gruplar 2. Hafta Gruplar 3. Hafta Gruplar 4. Hafta Gruplar Gruplar
Ortalamalar:
1 2.2 f 2.9 g 46.67 e 86.67 b 34.45 f
2 37.78 b 42.22 f 64.44 d 100 a 61.11 e
3 42.22 b 55.56 cde 100 a 100 a 74.45 c
4 57.78 a 82.22 a 95.56 ab 100 a 83.89 a
5 62.22 a 71.11 b 84.45 c 95.55 ab 78.33 bc
6 4222 b 91.11 a 100 a 100 a 83.33 ab
7 13.33 de 48.89 ef 95.56 ab 97.78 a 63.89 de
8 24.45 c 51.11 def 97.78 ab 100 a 68.34 d
9 17.78 cde 64.45 bc 88.89 bc 100 a 67.78 d
10 22.99 cd 60.00 cd 84.45 c 97.78 a 66.11 de
11 8.89 ef 64.45 bc 91.11 abc 97.78 a 65.56 de
U:i::i:::n 30.10 d 57.58 c 86.26 b 97.78 a

*Uygulamalar i¢in HKO degeri 22.222; LSD degeri 5.067°dir.
*Sire (hafta) i¢in HKO degeri 22.222; LSD degeri 3.055°dir.

*Uygulama*sire interaksiyonu icin HKO degeri 22.222; LSD degeri 10.133’tr.

6¢T
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4.7.3 Domat ¢esidinde kallus Kiiltiirii denemesi

Domat ¢esidinde kallus elde etmek i¢in Temmuz-Aralik 2011 déneminde en
1yl kallus olusturdugu gézlenen yaprak petiolleri kullanilmistir. Hem yaprak hem
de gdvde parcalart genellikle 1 hafta iginde kararmaya baslamakta ve 2 hafta
sonunda tamamen kararmaktadirlar. Petiollerin ise uzun siire yesil kaldigi ve
kallus olusturma potansiyellerinin diger eksplantlara gére daha yliksek oldugu
gbzlenmistir. Bu yiizden steril edilen petioller 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren
OMy ortaminda kiiltiire alinarak kallus miktar1 arttirilmaya calisilmistir. Hem
karanlikta hem de aydinlikta kurulan kiiltiirlerde esit miktarda kallus gelisimi
meydana gelmistir. Aydinliktaki kalluslar yesil karanliktaki kalluslar krem renkli
olarak gbzlenmistir (Sekil 4.38).

4.7.4 Meristem kultird denemeleri

Gemlik ve Domat cesitlerinde 0.5, 1.0, 2.0 mg/l ZEA iceren siv1 ve kati
WPM ve OMj, ortamlarinda meristem kiiltlirii denemeleri kurulmustur. Kullanilan
kat1 ve siv1 ortamlar, farkli besin ortamlari ve hormon konsantrasyonlarinin her
hangi bir farklih@ goézlenmemis ve her iki ¢esitte de 1. haftadan itibaren

kararmalar baglamis ve 2. hafta sonunda da hepsi kararmistir.
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Sekil 4.38 Domat ¢esidinde (a) aydinlik kosullarda elde edilen yesil renkli kalluslar (b) karanlik kosullarda elde edilen krem renkli kalluslar
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4.8 Temmuz-Arahk 2012 Doneminde Gergceklestirilen Calismalardan
Elde Edilen Sonuclar

4.8.1 Nod kultlri denemeleri

Gemlik ¢esidinde nodal eksplantlardan siirgiin rejenerasyonunu saglamak
amaci ile bu ¢eside ait fidanlardan alinan eksplantlar 0, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l
dozlarinda BA, KIN ve GAsigeren WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinmislardir.
Ortamlarin igerikleri Cizelge 3.9’da verilmistir. Nod kiiltiirii denemelerine iliskin

45 glinliik veriler asagida sunulmustur.

4.8.1.1 Gemlik cesidine ait fidanlardan kurulan nod kiltiri

denemelerinden elde edilen sonuclar

Farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA3 iceren WPM besin ortamlarinda
kurulan nod kiiltiirlerinde; siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayisi1 (adet) ve
yuzdesi (%) (Cizelge 4.57), nod eksplantlarindan elde edilen toplam surgin
sayilar1 (adet), eksplant basina diisen siirgiin sayis1 (adet) (Cizelge 4.59), elde
edilen sdrginlerin ortalama uzunlugu (cm) (Cizelge 4.61), elde edilen strgin
basina yaprak sayisi (adet), elde edilen siirgiin basina ortalama yaprak uzunlugu
(cm) (Cizelge 4.62), surglnlerde gozlenen vitrifikasyon yuzdesi (%) (Cizelge

4.63) gibi parametreler irdelenmistir.

Siirglin  olusturan nod eksplant1 yiizdesi bakimindan yapilan istatistiki
incelemede kullanilan besin ortamlarinin bu parametre Uzerine etkisi %1
duzeyinde o©Onemli bulunmustur (Cizelge 4.58). Siirgiin olusturan nod
eksplantlarinin yiizdesi (%93.33)nin en fazla gozlendigi 4 mg/l BA igeren besin
ortami1 birinci grupta yer alirken, bunu %84.45 rejenerasyon orani ile 2mg/l BA
veya 4 mg/l KiN igeren besin ortam takip etmektedir. En az siirgiin rejenerasyonu

(%28.89) ise 0.5 mg/l KIN eklemis besin ortaminda gozlenmistir (Cizelge 4.57).
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Gizelge 457  Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA; iceren WPM besin
ortamlarinda siirglin olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)* ve ylzdesi (%)**
- Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod eksplantlarinin
Ortam eksplantlarinin sayis1 (adet) ylzdesi (%)

T1 T2 T3 Ort. T1 T2 T3 Ort.

1 12 12 11 11.67 80.00 80.00 73.33 | 77.78 bc
2 12 12 13 12.33 80.00 80.00 86.67 | 8222 p

3 12 13 13 12.67 80.00 86.67 86.67 | 8445 ab
4 14 14 14 14.00 93.33 93.33 9333 | 9333 a
5 5 4 4 433 33.33 26.67 26.67 | 2889 e
6 7 7 8 7.33 46.67 46.67 53.33 | 4889 d

7 12 10 13 11.67 80.00 66.67 86.67 | 77.78 bc

8 13 13 12 12.67 86.67 86.67 80.00 | 8445 ab
9 7 7 7 7.00 46.67 46.67 46.67 | 4667 d
10 7 6 6 6.33 46.67 40.00 40.00 | 4222 ¢
11 10 11 11 10.67 66.67 73.33 7333 | 7111 ¢
12 7 6 6 6.33 46.67 40.00 40.00 | 4222 ¢

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 15 adettir.

*Testte kullanilan HKO degeri 19.752; LSD degeri 10.150°dir.

Cizelge 4.58 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA; iceren WPM besin

ortamlarinda siirgiin olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%) ile ilgili varyans

analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F F T:abI.o F T?bl.o
kaynagi derecesi toplamn | ortalamasi degeri degeri degeri
(%05) (%1)
el 11 15469.463 | 1406.315 | 71.197** | 2225 | 3.113
ortami
Hata 24 474.059 19.752
Genel 35 15943.522 455.529

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 dnemlilik diizeyi

0
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Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve GAj igeren besin
ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlardan elde edilen toplam siirgiin sayilari
Cizelge 4.59°da gosterilmistir. En fazla siirglin rejenerasyonunun gézlendigi 4
mg/l BA ortami ayni zamanda toplam siirglin sayis1 acisindan da en fazla degeri
(84 adet) vermis ve her iki noddan da (bilateral) siirgiin ¢ikisglari olmustur.
Eksplant basina elde edilen siirgiin sayis1 agisindan degerlendirildiginde, besin
ortamlarmin etkisi %1 seviyesinde énemli bulunmustur (Cizelge 4.60). Eksplant
basina en fazla siirgiin sayisi (1.87 adet) 4 mg/l BA igeren besin ortamindan elde
edilmistir (Cizelge 4.59).

Gizelge 459  Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GAj iceren WPM besin
ortamlarinda nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet)* ve

nod eksplanti bagina diigen siirgiin sayist (adet)**

E— Nod eksplantlarindan elde edilen Nod eksplanti basina diisen siirgiin
Ortam toplam siirgiin sayilari (adet) sayisi (adet)
T1 T2 T3 | Toplam | 71 T2 T3 ort.

! 21 20 20 61 140 | 133 | 133 | 136¢
2 22 22 22 66 147 | 147 | 147 | 1470
. 23 23 23 69 153 | 153 | 153 | 153 b
4 28 28 28 84 1.87 187 | 187 | 187 a
5 8 8 7 23 0.53 053 | 047 | 051g¢
8 12 13 13 38 080 | 087 | 087 |o084e
! 23 21 23 67 153 | 140 | 153 | 149 b
3 23 23 23 69 153 | 153 | 153 | 153 b
J 11 11 11 33 073 | 073 | 073 | 073 ¢
- 10 10 10 30 067 | 067 | 067 | 067t
) 18 18 18 54 1.20 120 | 120 | 120 d
12 8 9 9 26 053 | 060 | 060 | 058 g

* Eksplant sayis1 tekerriir bagina 15 adettir.

**Testte kullanilan HKO degeri 0.001; LSD degeri 0.071°dir.
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Gizelge 4.60 Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA; iceren WPM besin
ortamlarinda nod eksplanti bagina diisen siirgiin sayis1 (adet) ile ilgili varyans

analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik |  Kareler Kareler | Bulunan F FdT? TO FdT? brlo
kaynagi derecesi toplami | ortalamasi degeri gge ! egert
%5) | (%)
Besin ortamm 11 6.912 0.628 642.603** | 2.225 3.113
Hata 24 0.023 0.001
Genel 35 6.935 0.198

*= :0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 6nemlilik diizeyi

Kullanilan besin ortamlarinin elde edilen siirgiinlerin ortalama boylar1 (cm),
yaprak sayis1 (adet) ve yaprak boyu (cm) (zerine etkileri Onemsiz bulunmustur
(Cizelge 4.61; Cizelge 4.62 ve Sekil 4.39; Sekil 4.40; Sekil 4.41). Elde edilen
siirglin basina ortalama uzunluklar 0.13-0.30 cm arasinda degismekle birlikte, en
fazla boy uzunlugu 1 mg/l KiN igeren besin ortaminda, en az boy uzunlugu ise 1

mg/l BA igeren besin ortaminda gozlenmistir.

Elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

Siirgiin uzunlugu (cm)

05 10 20 40 05 10 20 40 05 10 20 40
mg/l. mg/l. mg/l. mg/l. mg/l mg/l mg/l. mg/l mg/l. mg/l. mg/l mg/l
BA BA BA BA KIN KIN KIN KIN GA3 GA3 GA3 GA3

Besin ortamlar

Sekil 4.39 Gemlik ¢esidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KiN ve GAj; iceren WPM besin

ortamlarinda nod eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)
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Gizelge 4.61  Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GAj iceren WPM besin

ortamlarinda nod eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

Elde edilen siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm)

Besin Ortam T1 T2 T3 Ortalama
1 0.13 0.12 0,22 0.16
2 0.12 0.13 0.14 0.13
7 0.26 0.14 0.16 0.19
4 0.17 0.13 0.11 0.14
5 0.18 0.33 0.11 0.21
6 0.29 0.29 0.31 0.30
7 0.27 0.25 0.20 0.24
8 0.36 0.14 0.20 0.23
9 0.12 0.16 0.24 0.17
10 0.12 0.30 0.26 0.23
11 0.13 0.20 0.26 0.20
12 0.15 0.22 0.28 0.22
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Gizelge 4.62  Gemlik gesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GAj iceren WPM besin
ortamlarinda elde edilen siirgiin bagina yaprak sayisi (adet) ve ortalama yaprak

uzunlugu (cm)

. Elde edilen siirgiin basina yaprak sayisi Elde edilen siirgiin basina ortalama
Besin <
o (adet) yaprak uzunlugu (cm)
" 1 T2 T3 Oort. T1 T2 T3 ort.
1 258 213 3.09 2.60 053 0.48 0.62 0.54
2 2.25 2.50 250 2.42 0.26 0.35 0.39 0.33
3 221 231 235 2.29 0.45 0.28 0.39 0.37
4 221 2.29 2.46 2.32 0.46 0.34 0.13 0.31
5 2.20 2.00 2.00 2.017 0.25 0.48 0.70 0.48
6 2.00 214 1.44 1.86 0.41 0.34 0.27 0.34
7 221 235 2.46 2.34 0.55 0.47 0.43 0.48
8 2.38 2.12 233 2.28 0.65 0.37 0.52 0.51
9 2.00 221 257 2.26 0.19 0.32 0.34 0.28
10 2.00 217 2.83 233 0.28 0.45 0.30 0.34
11 255 2.36 3.09 2.67 0.36 0.35 0.38 0.36
12 2.86 238 267 2.64 0.42 0.30 0.89 0.54
Elde edilen siirgiin basina ortalama yaprak sayisi (adet)
3 --""2_6 2.67 264
257 ’ -
z I
2 27
g 15 {7
S
i 1 4
2 | .
g 051
> S
O A e
0.5 1.0 2.0 4.0 0.5 1.0 2.0 4.0 0.5 1.0 2.0 4.0
mg/l. mg/l mg/l. mg/l. mg/l. mg/lt mg/l mg/l. mg/l. mg/l. mg/l mg/l
BA BA BA BA KIN KIN KIN KIN GA3 GA3 GA3 GA3
Besin ortamlari

Sekil 4.40 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA; iceren WPM besin

ortamlarinda elde edilen siirglin bagina yaprak sayisi (adet)
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Elde edilen siirgiin bagina ortalama yaprak uzunlugu (cm)

06 7 054 0.54
0.51
048 0:48
- 05 -
g
)
= 04 - i 0.34 034 03
1 0.33 0.31 ' ;
S 03-
N
=
= 02 -
1
&
S 01 -
0

0.5 1.0 2.0 4.0 0.5 1.0 2.0 4.0 0.5 1.0 2.0 4.0
mg/l. mg/ll mg/l. mg/l. mg/ll mg/ll. mg/ll mg/ll mg/ll mg/l mg/l mg/l
BA BA BA BA KIN KIN KIN KIN GA3 GA3 GA3 GA3

Besin ortamlar

Sekil 4.41 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA; iceren WPM besin

ortamlarinda elde edilen siirgiin basina ortalama yaprak uzunlugu (cm)

Gemlik cesidinde nodal eksplantlardan elde edilen siirgiinlerin hepsinde
vitrifikasyon gozlenmis (Sekil 4.42) ve ortamlara gore vitrifikasyon oranlari
Cizelge 4.63’de gosterilmistir. Yapilan istatistiki analize gore, besin ortamlarinin
vitrifikasyon 0zerine etkisi %1 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.64). Elde edilen
slirglinlerde en fazla vitrifikasyon orani (%100) 4 mg/l BA, 0.5, 1.0 ve 4.0 mg/I
GA; iceren besin ortamlarinda gelisen siirgiinlerde, en diisiik vitrifikasyon orani
ise (%70.59) 0.5 mg/l BA igeren besin ortaminda goézlenmistir (Cizelge 4.63).
Vitrifikasyon olmayan bazi siirgiinlerde morfolojik fakliliklar meydana gelmistir

(Sekil 4.43).



Cizelge 4.63
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ortamlarinda siirgiilerde gozlenen vitrifikasyon yiizdesi (%)*

Gemlik cesidinde farkl1 konsantrasyonlarda BA, KIN ve GA; iceren WPM besin

Besin Ortam Surgunlerde gozlenen vitrifikasyon yizdesi (%)
T1 T2 T3 Ortalama
1 71.43 66.67 73.68 70.59 e
2 80.95 80.95 83.33 81.74 d
3 90.48 90.48 87.50 89.49 bc
4 100 100 100 100 a
5 75.00 75.00 71.43 7381 e
6 81.81 85.71 84.62 84.05 cd
7 83.33 83.33 84.00 83.55 d
8 91.30 91.67 100 9432 b
9 100 100 100 100 a
10 100 100 100 100 a
11 89.47 86.36 92.31 89.38 ¢
12 100 100 100 100 a

*Testte kullanilan HKO degeri 4.861; LSD degeri 5.035’dir.

Gizelge 4.64 Gemlik cesidinde farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve GAj iceren WPM besin

ortamlarinda siirgiilerde gozlenen vitrifikasyon yiizdesi (%) ile ilgili varyans analiz

sonuglari
Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Bulunan F 5 T:abI.o F T:abI.o
kaynag derecesi toplami | ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) | (%)
Besin ortami 11 3573.639 | 324.876 | 66.832** 2.225 3.113
Hata 24 116.667 4.861
Genel 35 3690.306 | 105.437

*=:0,05 onemlilik diizeyi
**= :0,01 dnemlilik diizeyi
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Sekil 4.42 Gemlik ¢esidinde BA, KIN, GAj; igeren besin ortamlarinda vitrifikasyon gozlenen

surgunler

Sekil 4.43 Gemlik cesidinde BA, KiN iceren besin ortamlarinda gelisen siirgiinlerde meydana

gelen morfolojik farkliliklar (bar=1cm)
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4.8.2 Domat cesidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik

yapilan uygulamalar

Temmuz-Aralik 2012 doneminde Domat c¢esidinde gozlenen kararma
sorununun ¢oziimi igin denemelere devam edilmis ve yapilan uygulamalarin her
hafta diizenli olarak gozlemleri yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.65’de
gosterilmistir. Kararma problemi ile ilgili kurulan denemelerde besin ortami
olarak 2.0 mg/l BA, 20 g/l mannitol ve 6.5 g/l Plant agar iceren OM,
kullamlmistir. Kararma yuzdeleri; uygulama, sire (hafta), uygulama*sire
interaksiyonuna gore diizenlenerek Cizelge 4.67°de sunulmustur. Istatistiki
degerlendirmeye gOre, uygulama, sire ve uygulama*siure interaksiyonu, %1
seviyesinde onemli bulunmustur (Cizelge 4.66). Haftalara gore kararma oranlari
incelendiginde, tiim uygulamalarda 1. haftada kararma orami %27.16 iken, 4.
haftada %84.24°¢ c¢ikmistir. Uygulamalar agisindan degerlendirildiginde, en
yiiksek kararma orani (%94.45) eksplantlarin 4 hafta siiresince los 1s1kta muhafaza
edildigi 7. uygulamada, en diisiik kararma oran1 ise (%31.11) eksplantlarin gegici
daldirma sistemine sahip RITA biyoreaktorlerinde kiiltiire alindig1 9. uygulamada
gozlenmistir (Cizelge 4.67). Ikili interaksiyon agisindan bakildiginda, birinci
haftanin sonuglarina gore 7. uygulama hari¢ diger uygulamalarin hepsinde
kararma orant %50’nin altinda olmustur. En diisiik kararma oran1 eksplantlarin
biitliin halinde steril edildikten sonra tek nodlara boliindiigi 8. uygulama ve 9.
uygulamalardan elde edilmistir (Sirastyla %8.89 ve %6.67). ikinci haftada, bakirl
bilesigi (CuSO4.5H20) ¢ikarilmig 2.0 mg/l BAP iceren OM,, ortaminda kultiire
aliman eksplantlarda (1. uygulama) ve zeytinyagi ile kaplanip kiiltiire alinan
eksplantlarda (2.uygulama) kararma oranlarinda ani bir artis meydana gelmis ve
%100 olmustur. Kararmanin en az gozlendigi 8 ve 9. uygulamalarda 2. haftada
kararma orani sirasiyla %26.67 ve %?20.00 iken, iiglincli haftada ise sirasiyla
%44.45 ve %37.78 olarak gdzlenmistir. Dordiincii haftada en az kararma orani
yine 9. uygulamada (%60) gozlenmistir. Eksplantlarin 2 nod (uygulama 5), 3 nod
(6. uygulama) igerecek sekilde kiiltiire alindig1 ya da yapraklar1 uzaklastirildiktan
sonra gdvdenin biitiin halinde steril edildigi ve daha sonra tek nod igerecek sekilde
kiiltiire alindig1 (uygulama 8) uygulamalarda kararma oranlari sirasiyla %71.48,
%66.67 ve %62.22 bulunmustur.



Cizelge 4.65 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%)*

Kultir Suresi

Uygulama 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta

11 | T2 | T3 | ot | T1 T T3 | ort. | TI T T3 | ort. | T1 ) T3 | ort
1 2000 | 2000 | 20.00 | 2000 | 1200 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 100 | 00
2 3333 | 3333 | 40.00 | 3555 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 100 | 1200 | 100 | 100 | 100
3 1333 | 2000 | 1333 | 1555 | 46.67 | 4667 | 5333 | 4889 | 8667 | 80.00 | 86.67 | 8445 | 9333 | 100 | 100 | 97.78
4 2000 | 2000 | 26.67 | 2222 | 53.33 | 60.00 | 5333 | 5555 | 9333 | 100 | 9333 | 9555 | 1200 | 100 | 100 | 100
5 3333 | 3333 | 3333 | 33.33 | 4667 | 4667 | 5333 | 4889 | 66.67 | 7389 | 66.67 | 69.08 | 7389 | 73.89 | 66.67 | 71.48
6 2667 | 26.67 | 20.00 | 24.45 | 46.67 | 46.67 | 40.00 | 4445 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67 | 66.67
7 7333 | 80.00 | 80.00 | 7778 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 1200 | 1200 | 100 | 100 | 1200 | 1200 | 1200 | 100
8 6.67 | 667 | 1333 | 889 | 2667 | 2667 | 26.67 | 2667 | 46.67 | 46.67 | 4000 | 4445 | 60.00 | 60.00 | 66.67 | 62.22
9 6.67 | 667 | 667 | 667 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 3333 | 40.00 | 4000 | 37.78 | 60.00 | 60.00 | 60.00 | 60.00

*Tekerriir basina 15 adet nod eksplant1 kullanilmistir.
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Cizelge 4.66 Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢éziimiine yonelik yapilan denemelerde 1.,

2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%) ile ilgili varyans analiz sonuglar1

Varyasyon | Serbestlik Kareler Kareler Bulunan F F T:abI.o F T:abI.o
kaynag derecesi toplanm ortalamasi degeri degeri degeri
(%5) | (%)
Uygulama 8 44624.614 5578.077 738.565** 2.084 2.788
Sure 3 52703.995 17567.998 | 2326.090** 2.744 4.094
gﬁge“'ama* 24 12760.149 | 532.048 | 70.446** | 1682 | 2.086
Hata 72 543.786 7.553
Genel 107 110641.544 1034.033

* =0:0,005 Snemlilik diizeyi
** =0:0,001 onemlilik diizeyi
Domat ¢esidinde kararma probleminin ¢oziimii i¢in daha 6nceki donemlerde
yapilan g¢aligmalarda surglin rejenerasyonu gozlenmezken uygulama 5, 6, 8 ve
9’dan surgin rejenerasyonu basarilmistir. Siirgiin rejenerasyonuna ait bilgiler
Cizelge 4.68; Cizelge 4.69 ve Sekil 45; Sekil 46; Sekil 47 ve Sekil 48’de
verilmistir. Yapilan uygulamalar istatistiki ac¢idan incelendiginde uygulamalarin
siirglin olusturan nod eksplantlariin ytlizdesi (%) ve eksplant basina elde edilen
slirglin sayilar1 (adet) {izerine etkileri 6nemsiz bulunmustur. Siirgiin rejenerasyon
yuzdesi 9. uygulama icin %60.00, 6. uygulama icin %53.33, 8. uygulama icin
%48.89 ve 5. uygulama igin %42.22 olarak hesaplanmistir. Eksplant basina elde
edilen siirglin sayis1 ise 9. uygulamada 1.09 adet, 6. uygulamada 0.69 adet, 8.
RITA
biyoreaktorlerinde gelisen siirgiinlerin (uygulama 9) hepsinde vitrifikasyon
gozlenirken (Sekil 4.50),

uygulamada 0.93 adet, 5. uygulamada ise 0.58 adet olmustur.

diger uygulamalardan elde edilen siirgiinlerde
vitrifikasyon meydana gelmemistir (Sekil 4.49). 9. uygulamada surglnler 1.
haftadan sonra ¢ikmaya baglarken, diger uygulamalarda siirgiin ¢ikist 2. haftadan

sonra meydana gelmistir.



Cizelge 4.67 Domat gesidinde kararma probleminin ¢6ziimiine yonelik yapilan denemelerde 1., 2., 3. ve 4. haftaya ait kararma yuzdeleri (%) ile ilgili LSD gruplandirmasi*

Kultir stresi

Uygulama Haftalarin
1. Hafta Gruplar 2. Hafta Gruplar 3. Hafta Gruplar 4. Hafta Gruplar Gruplar
Ortalamalar:
1 20.00 cd 100 a 100 a 100 a 80.00 C
2 35.55 b 100 a 100 a 100 a 83.89 b
3 15.55 d 48.89 c 84.45 b 97.78 a 61.67 e
4 22.22 c 55.55 b 95.55 a 100 a 638.33 d
5 33.33 b 48.89 c 69.08 c 71.48 b 55.70 f
6 24.45 c 44.45 c 66.67 c 66.67 be 50.56 g
7 77.78 a 100 a 100 a 100 a 94.45 a
8 8.89 e 26.67 d 44.45 d 62.22 cd 35.56 h
9 6.67 e 20.00 e 37.78 e 60.00 d 31.11 [
Uygulamalarin
27.16 d 60.49 c 77.55 b 84.24 a
ortalamalar:

*Uygulamalar i¢in HKO degeri 7.553; LSD degeri 2.969°dur.
*SUre (hafta) icin HKO degeri 7.553; LSD degeri 1.979’dur.
*Uygulama*sire interaksiyonu i¢in HKO degeri 7.553; LSD degeri 5.937’dir.

14}



146

Cizelge 4.68 Domat ¢esidinde kararmanin ¢éziimiine yonelik yapilan uygulamalarda surgin

olugturan nod eksplantlarinin sayisi (adet) ve yiizdesi (%)*

Siirgiin olusturan nod Siirgiin olusturan nod
Deneme eksplantlarinin sayis1 (adet) eksplantlarinin yiizdesi (%)

T1 T2 T3 Ort. T1 T2 T3 Ort.
1 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 6 6 7 6.33 40.00 40.00 46.67 42.22
6 8 8 8 8.00 53.33 53.33 53.33 53.33
7 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
8 8 7 7 7.33 53.33 46.67 46.67 48.89
9 9 9 9 9.00 60.00 60.00 60.00 60.00

* Eksplant sayisi tekerriir bagina 15 adettir.

SUrglin olusturan nod eksplantlarinin sayisi (adet)
10 9.00
9 8.00
%‘ 8 7.33
T 7 6.33
z 6
g 5
- 4
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Sekil 4.45 Domat c¢esidinde kararmanin ¢6ziimiine yonelik yapilan uygulamalarda sirgin

olugturan nod eksplantlarmin sayis1 (adet)
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Surgun olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%)
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Sekil 4.46 Domat c¢esidinde kararmanin ¢oziimiine yonelik yapilan uygulamalarda surgin

Ylzde (%)

olusturan nod eksplantlarinin yiizdesi (%)

Nod eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet)
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Sekil. 447 Domat c¢esidinde kararmanin ¢o6ziimiine yonelik yapilan uygulamalarda nod

eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilari (adet)
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Nod eksplant1 basina diisen siirgiin sayisi (adet)
12 1.09
1 0.93
2
& 0.8 0.69
= 0.58
3 0.6
3
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Sekil. 4.48 Domat cesidinde kararmanin ¢6ziimiine yonelik yapilan uygulamalarda nod eksplanti

bagina diisen siirgiin sayisi (adet)

Cizelge 4.69 Domat ¢esidinde kararmanin ¢6ziimiine yonelik yapilan uygulamalarda nod
eksplantlarindan elde edilen toplam siirgiin sayilar1 (adet) ve nod eksplanti bagina

diigen siirglin say1s1 (adet)

Nod eksplantlarindan elde edilen Nod eksplanti basina diisen siirgiin sayisi
Deneme toplam siirgiin sayilari (adet) (adet)

T1 T2 T3 Toplam T1 T2 T3 Ort.
1 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
4 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
5 9 9 8 26 0.60 0.60 0.53 0.58
6 1 10 10 31 0.73 0.67 0.67 0.69
7 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
8 14 14 14 42 0.93 0.93 0.93 0.93
9 15 18 16 49 1.00 1.2 1.07 1.09




Sekil 4.49 Domat ¢esidinde kararmanin ¢6ziimiine yonelik yapilan uygulamalarda (a) 8. uygulamadan (b) 5. ve 6. uygulamalardan elde edilen siirgiinler (bar=1 cm)

6v1
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Sekil 4.50 Domat cesidinde kararmanin ¢dziimiine yonelik yapilan uygulamalarda RITA

biyoreaktorlerinde sivi kiiltlrlerde stirglin rejenerasyonu (bar=1 cm)
4.8.3 Domat ¢esidinde kallus Kiiltiirii denemesi

Kallus kiiltiirii denemelerinde petiol eksplantlarindan elde edilen kalluslar 1
mg/l NAA+0.5 mg/l BAP igeren OMj, besin ortamlarinda kiiltiire alinarak kallus
miktar1 arttirilmaya ¢aligilmistir. Kiiltiirler siirekli karanlik ortamda ve 16 saat
aydinhik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 24°C sicaklikta muhafaza edilmislerdir.
Ancak kallus kdltirlerinde altkiiltirde gelisme olduk¢a yavas olmustur (Sekil
4.51).

4.8.4 Meristem kultdrd denemeleri

Bu donemde yapilan meristem kiiltiirii denemelerinde sterilizasyondan sonra
stereo mikroskop altinda iki yaprak taslagi ile birlikte meristemin kendisi izole
edilerek dogrudan besin ortami iizerine degil, nérs doku olarak kullanilan pamuk,
titin ve musir kalluslart iizerine transfer edilmislerdir. Diger kurulan meristem
kaltura denemelerinde elde edilen sonuclar gibi bu uygulamalarda da 30 gin

sonunda tiim eksplantlar kararmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.51 Domat ¢esidindel mg/l NAA+0.5 mg/l BAP igeren OM,, ortaminda altkiiltiiri yapilan
kalluslar

Sekil 4.52 Nors doku olarak kullanilan (a) pamuk kallusu (b) musir kallusu (c) tiitiin kallusu

tizerinde kiiltiire alinan ve kararan zeytin meristemleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Zeytin  bitkisinin  klasik metotlarla  iiretiminde baz1  giigliiklerle
karsilasilmaktadir. Celikle iiretimde zor koklenen ¢esitlerde koklenme orani diisiik
oldugundan istenilen verim elde edilememekte ve bdyle bir durumda kullanilan
metot ekonomik olmamaktadir. Celikle tiretimin etkin olmadigi durumda tercih
edilen as1 ile iliretim metodunda ise iiretim periyodu 4-5 yil gibi uzun bir zamani
kapsamaktadir (Kaya, 2006; Ozen ve Kaya, 2007; Rostami and Shahsavar, 2012).
Klasik metotlarla tretimin zorlanildigi noktada ise doku kulturd yontemleri
¢cozim olarak devreye girebilmekte ve zeytinin in vitro ¢ogaltimi ile klasik iiretim
tekniklerinde karsilasilan bazi zorluklarin iistesinden gelinebilmektedir (Rugini,
1995; Rugini et al., 1999; Garcia-Férriz et al., 2002). Arastirmamizda TUrkiye icin
ekonomik 6neme sahip iki zeytin ¢esidinin, koklenme orani yiiksek olan Gemlik
(%80-90) ve koklenmesi zor gergeklesen Domat (%10-15) ¢esitlerinin, in vitro

kosullarda rejenerasyon kapasitelerinin belirlenmesine ¢alisiimistir.

Gemlik g¢esidinin orijini Bursa’nin Gemlik ilgesi olup, Marmara
Bolgesindeki toplam zeytin agaclarinin yaklasik %80-85’ini olusturmaktadir
(Mete ve Cetin, 2006; Zeytincilik Arastirma Istasyonu Miidiirliigii, 2012). Yiiksek
verimli bir ¢esit olup, erken olgunlasir ve iyi bakildig: taktirde diizenli iiriin verir.
Cesit soguga kars1 kismen dayanikli ve verticillium solgunluguna orta derecede
duyarhdir. Gemlik ¢esidine ait ¢eliklerin koklenme oranlar1 diger ¢esitlere nazaran
daha yiiksek oldugundan, iilkemizde zeytin fidani iretiminde biyik ©6nem
tasimaktadir. Tiirkiye’de tiretilen zeytin fidanlarinin yaklasik %90-95’1 gibi biylk
bir kismmi1 Gemlik ¢esidi olusturdugundan, bu c¢esit olduk¢a genis bir cografi
dagilim gostermektedir (Zeytincilik Arastirma Istasyonu Miidiirliigi, 2012).
Candzer (1991)’e gore gemlik sofralik olarak kullanilan 6nemli bir cesittir ve
meyveleri orta irilikte, parlak, koyu siyah renkli ayrica tat agisindan 0stin
Ozelliklidir. Yag bakimindan zengin oldugu icin meyveleri yaghk olarak da
islenebilmektedir (Kalenderoglu, 2010; Kutlu ve Sen, 2011). Ispanya’ya ait
sofralik olarak bilinen “Manzanilla” ¢esidi ile rekabet edebilecek tek ¢esidimiz
“Gemlik’tir. Gemlik ¢esidi aslinda sofralik siyah zeytin olarak bilinmesine
ragmen yaglik zeytin kategorisinde yer alan Ayvalik cesidinden %6 daha fazla
yag icermektedir (Dogu Akdeniz Zeytin Birligi, 2010).
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Domat ¢esidinin orijini Manisa ilinin Akhisar il¢esidir. Tiirkiye’deki mevcut
zeytin agact miktarinin %1.4’linii olusturmaktadir. Yesil sofralik zeytin olarak
kullanilmakta ve ayrica eti ¢gekirdekten kolay ayrildigindan dolgulu yesil zeytin
olarak da degerlendirilebilmektedir. Domat ¢esidi erken meyveye yatar ve diizenli
tirtin verir. Sulu sartlarda soguga hassas olup zeytin dal kanseri ve kizil kurda
kars1 kismen dayamklidir (Mete ve Cetin, 2006; Zeytincilik Arastirma Istasyonu
Miidiirliigii, 2012). Domat zeytin ¢esidi iilkemizin ekonomik 6neme sahip ¢ok
onemli bir ¢esidi olup, koklenme yilizdesi (%15) disiiktiir. Gelistirilen sisleme
yontemi ile yar1 odunsu yaprakli yesil ¢eliklerle kisa zamanda c¢ok sayida zeytin
fidan1 elde edilebilmesine ragmen domat gibi kdklenme yiizdesi diisiik olan
cesitlerde bu yontemle ekonomik olarak fidan elde edilmesi miimkiin
olamamaktadir. Koklenmesi diisiik olan c¢esitler icin kdklenmeyi uyarict degisik
kimyasal maddeler ve bunlarin biiyiime diizenleyici ile birlikte kombinasyonlari
denenmektedir. Ancak, bu tir c¢alismalarda heniiz istenen sonuglara

ulasilamamustir (Ozen ve Kaya, 2007).

Doku kiiltiirii calismalarinda ilk adim kullanilacak eksplantlar i¢in uygun bir
sterilizasyon prosediiriiniin oturtulmasidir. Tez ¢alismasinin baslangicinda
sterilizasyon i¢in deneme kurulmamis, Giirel vd. (2006)’nin kullandig1
sterilizasyon yontemi kullanilmis ve eksplantlar %10’luk NaOCl soliisyonunda 10
dakika steril edilmislerdir. Sterilizasyonu yapilan nodal eksplantlar 0, 1.0, 2.0
mg/l konsantrasyonlarinda ZEA, BA, KiN iceren OM, ve modifiye DKW besin
ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Ancak yapilan calismada Gemlik ¢esidinde
%28.89-80.00 arasinda, Domat c¢esidinde ise 9%13.33-55.56 arasinda steril
eksplant elde edilmistir. Giirel vd. (2006)’nin gergeklestirdigi calismada steril
eksplant yiizdesi Gemlik ¢esidinde 75.40, Domat ¢esidinde ise %65.10 olarak
bulunmustur. Yapilan tez calismasinda belirtilen arastirma makalesinden farkli
olarak eksplantlar kararmanin 6nlenmesi amaci ile 24 saat 100 mg/l Askorbik asit
coOzeltisinde bekletilmistir. Bu bekletme siiresi steril eksplant elde etme basarisini
etkilemis olabilir. Clinkii glin boyunca kesilmis halde Askorbik asit icerisinde
bekletilen nod eksplantlari steril olmayan suyu dokulari igerisine aldigindan
eksplantlarin  ylizeyi kontaminantlardan arindirilsa bile i¢ dokular bu
kontaminantlar1 icerdiginden kontaminasyon sorunu olugmus olabilir. Ocak-

Haziran 2009 doneminde gergeklestirilen bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
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dogrultusunda ¢alismanin bundan sonraki asamasinda Gemlik ve Domat gesitleri
icin hem serada yetistirilen fidanlardan alinan eksplantlar, hem de bahgede
bulunan agaclardan alinan eksplantlar i¢in sterilizasyon protokoliiniin

oturtulmasina ¢alisilmistir.

Doku kilturt tekniklerinde sterilizasyon yonteminin belirlenmesinde en
Onemli faktorlerden biri kullanilan dondr bitkinin muhafaza edildigi ¢evredir.
Zeytin 1ile ilgili yapilan doku kiiltiirii ¢caligmalarinda genellikle dis kosullarda
bah¢elerde veya dogada yetisen agaclardan alinan materyaller kullanilmistir
(Roussos and Pontikis, 2002; Zacchini and De Agazio, 2004; Rostami and
Shahsavar, 2012 ). Agaglarin donér bitki olarak kullanilmalariin avantaji iiretim
icin bol miktarda materyal alinabilmesidir. Bu avantajindan faydalanmak
amaciyla Zeytincilik Arastirma Istasyonu’na ait bahgelerden Temmuz-Aralik-
2009 doneminde agaglardan materyal alinarak bunlar i¢cin uygun sterilizasyon
protokolil oturtulmaya ¢alisilmistir. Sterilizasyon igin farkli siirelerde (10, 15 ve
20 dk) %15’lik NaOCl uygulandiginda steril eksplant oran1 Gemlik ¢esidinde en
fazla %15.55, Domat ¢esidinde ise %22.21 olmustur. Sterilizasyon basarisini
arttirmak amaci ile yapilan fungusit uygulamalarinda eksplantlar 1 saat ve 24 saat
olarak farkli siirelerde fungusit ile 6n muamele edilmisler ve daha sonra 15’lik
NaOClI ile steril edilmislerdir. Fungusitle yapilan 1 saatlik 6n muamele sadece
NaOCP’nin kullanildig1 sterilizasyon yontemi ile hemen hemen ayni sonuglari
vermistir. Ancak eksplantlarin 24 saat fungusit ile muamele edilmesi sonucu
Gemlik c¢esidinde %93.33, Domat c¢esidinde ise %82.22 oraninda basar1 elde
edilmistir. Elde edilen yiiksek sterilizasyon basarisina ragmen agaglardan alinan

nodal eksplantlarin hepsi kiiltiire alindiktan sonra 2 hafta i¢erisinde kararmistir.

Temmuz-Aralik 2010 doneminde bahgedeki agaglardan materyal alinarak
farkli sterilizasyon yontemleri uygulanmis ve kararma olmadan steril materyal
orani arttirilmaya calisilmistir. Bu donemde alinan eksplantlarda kararmayi
azaltmak i¢in NaOCl'nin konsantrasyonu %10’a indirilmistir. Sterilizasyon
uygulamalar1 bu konsatrasyon lizerinden yapilmistir. Hipoklorit soliisyonlarinin
bakterisidal etkisi hipoklordz asit (HOCI) ve OCI" iyonundan kaynaklanmaktadir.
Hipoklordz asit, OCI" iyonundan daha aktiftir, ¢cunki klorun dezenfektan etkisi

hafif asidik hipoklorit soliisyonlarinda en iyi olmaktadir ve pH degerindeki bir
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artisla hipokloréz asidin OCI iyonuna ddniismesinin bir sonucu olarak bu etki
azalmaktadir. Bundan dolay1, bitki materyalinin en etkili dezenfeksiyonu igin
hipoklorit soltisyonu pH 6-7 degerinde kullanilmalidir (George, 1993; Niedz and
Bausher, 2002). Bu bilgiden hareketle, NaOCl’'nin pH’s1 7.0’a ayarlanarak
fungusitle birlikte farkli uygulamalar yapilmistir. Diger sterilizasyon
uygulamalarinda Bitki Koruyucu Karigimi (Plant Preservative Mixture (PPM™)
kullanmilmistir.  PPM; 1siya karst kararli, bitki doku kiiltiirlerinde besin
ortamlarindaki bakteri ve funguslarin biiyiimesini 6nlemek veya 6ldiirmek amaci
ile kullanilan genis spektrumlu bir biosid/fungusit’tir. PPM’deki aktif bilesenler;
methylisothiazolinone, magnezyum klorit, magnezyum nitrat, sodyum benzoat ve
potasyum sorbat’tir. Bu inorganik tuzlar birlikte, krebs ¢cemberi ve elektron tasima
zincirindeki spesifik temel enzimleri hedef alarak bunlarin yapisini bozarlar.
Besin ortaminda 0.5-2.0 ml/l konsantrasyonlarda kullanilmasi 6nerilmektedir
(Compton and Koch, 2001; Niedz and Bausher, 2002). Calismamizda agaglardan
aliman nodal eksplantlar fungusit 6n uygulamali ya da uygulamasiz NaOCl ile
steril edildikten sonra igerisinde 1, 2 ve 3 ml/l ppm bulunan besin ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. Bu donemde agaglar icin uygulanan tiim sterilizasyon
prosediirleri degerlendirildiginde, eksplantlarin 24 saat fungusitle muamelesinden
sonra %10’luk NaOCI ile 15 dk steril edilerek 3 ml/ PPM igeren besin
ortamlarina aktarildigi uygulamadan Gemlik ¢esidinde %66.67 Domat ¢esidinde
ise %55.56 oraninda steril eksplat elde edilmistir. Ancak yine Temmuz-Aralik-
2009 doneminde gerceklestirilen sterilizasyon uygulamalarinda oldugu gibi

eksplantlar tamamen kararmistir.

Agaclardan alinan eksplantlara yapilan sterilizasyon uygulamalar1 elde
edilen steril materyal oramini arttirsa da Kkiiltiirlerde ciddi oranlarda kararma
sorununa neden oldugundan eksplant kaynagi olarak sadece seradaki fidanlar
kullanilmasina karar verilmistir. Seradaki Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan
eksplantlarin sterilizasyonu i¢in %10 veya %15’lik NaOCI soliisyonu ile 10
dakika sterilizasyon denemeleri yeterli olmustur. Bu denemelere gore %15’lik
NaOCIl konsantrasyonunda %97.33, %10’luk NaOCI konsantrasyonunda ise
%64.00 sterilizasyon basarist elde edilmistir. Sterilizasyon sonucunda kararma
oranlar1 (%15 i¢in %17.33 ve %10 icin %6.67) olduk¢a az gozlendigi gibi OM,

ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda siirglin rejenerasyon orant %15°lik
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uygulamada %385.33’e kadar ¢ikmistir. Eksplant basina elde edilen siirgiin sayisi
1.96 adet bulunmustur. Domat ¢esidinde ise %10 veya %15’lik NaOCl soliisyonu
ile 10 dakika sterilizasyon uygulamalarindan sirasiyla %37.33 ve %48.00
oraninda steril eksplant elde edilmistir. Ancak bu oranlar yeterli goriilmeyip
eksplantlar 24 saat sure ile 3 g/l fungusit (CAPTAN) soliisyonunda bekletildikten
sonra farkli konsantrasyonlardaki (%7.5 ve %10) NaOCI soliisyonlarinda degisik
siirelerde (7.5 dk ve 10 dk) steril edilmislerdir. Bu uygulamalarda en yiiksek
sterilizasyon basaris1 (%78.33) fungusit 6n uygulamasindan sonra %10’luk
NaOCl ile 10 dakika steril edilen eksplantlardan elde edilmistir. Ancak fungusit
kullanim1 eksplantlarda kararma oranim arttirmig ve tiim eksplantlar kararmigtir.
Sadece NaOCl soliisyonunun kullanildigi sterilizasyon denmelerinde kararma
oranlar1 %10’luk NaOCl i¢in %41.33, %15’lik NaOCl i¢in %60 olarak belirlemis
ve strastyla %48 ve %38.67 oranlarinda siirgiin rejenerasyonu ve eksplant bagina

0.69 adet ve 0.60 adet siirgiin elde edilmistir.

Seradaki fidanlar icin uygun sterilizasyon prosediri belirlendikten sonra
Ocak-Haziran 2009 déneminde Zeytincilik Arastirma Istasyonu’ndan 5 yillik
Gemlik fidanlarindan alian nodal eksplantlar farkli konsantrasyonlarda BA, KIN
ve ZEA igeren OM;, ve DKW ortamlarinda kiiltiire alinmiglar ve kullanilan temel
besin ortamlarindan OMp’de nodal eksplantlardan %31.11 oraninda siirgiin
rejenerasyonu gozlenirken, DKW ortaminda hig siirgiin rejenerasyonu meydana
gelmemistir. Bu durum Gemlik c¢esidinde nodal eksplantlardan siirgiin
rejenerasyonu i¢in OM, ortammnin daha uygun oldugunu gostermektedir.
Calismada kullanilan bitki biliylime diizenleyicilerinin = siirgin  olusturma
verimlerine bakildiginda, en fazla siirgiin rejenerasyon orani (%40) 2 mg/l ZEA
iceren OM, ortaminda gozlenmekle birlikte, bunu olduk¢a yakin degerle
(%37,78) 2 mg/l BA veya KIN igeren OM,, ortamlari takip etmistir. Ancak, en iyi
stirglin gelisimi ZEA igeren besin ortamlarinda meydana gelmistir. Ayrica kontrol
ortamlar1 diginda bitki biiylime diizenleyicisi i¢eren tiim besin ortamlarinda
kiiltlire alinan eksplantlarin bazal kisimlarinda kallus olusumu meydana gelmistir.
En biyiik kallus olusumlar1 ise ZEA igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinan
eksplantlarda gozlenmistir ve bu ortamlarda gelisen siirglinlerin yapraklarinin
rengi daha acik yesil olmustur. Benzer durum, Nebbiara (Zacchini and De Agazio,

2004), Olea maderensis (Brito and Santos, 2009) ve Chondrolia Chalkidikis
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(Antonopoulou et al., 2006) cesitlerinde de gozlenmis ve Nebbiara c¢esidinde
13.68 uM ZEA, Olea maderensis’de 9.12 umol/l ZEA ve Chondrolia Chalkidikis
cesidinde ise 0.5 mg/l GAjs iceren besin ortamlarinda gelisen siirgiinlerin bazal
kisimlarinda kallus olusumlar1 meydana gelmistir. Ayrica, BA, TDZ ve KIN gibi
sentetik biiylime diizenleyicilerinin de kisa siirgiin rejenerasyonuna ve siirgtinlerin
bazal kisimlarinda biiyiik kallus olusumlarmma neden olduklart bilinmektedir
(Rugini 1990). Sghir et al. (2005), kolay koklenen ZDH4 ve Lucques, orta
duzeyde koklenme kabiliyetine sahip Haouzia, Dahbia, Amellau ve Salonenque
ve zor koklenen Picholine marocaine ve Picholine du Languedoc cesitlerinin
mikrogogaltimi1 {izerine yaptiklart c¢alismada, en iyi sonuglari ZEA iceren
ortamdan elde ettiklerini fakat ZEA nin mikrogeliklerin bazal kisminda biiyiik bir
kallus kitlesi olusumuna neden oldugunu ve bu durumun c¢ogaltim oranin
olumsuz yonde etkiledigini rapor etmislerdir. ZEA’nin miktarin1 13.8 uM’dan 4.6
uM’a disiirdiiklerinde ise kallus olusumunun 6nemli oranda azaldigini ancak
cogaltim oraninda fazla bir degisiklik olmadigmmi belirtmisleridir. Kallus
olusumunun, siirgliniin iletim dokular1 ile besin ortami arasindaki baglantiy1
kopardigi ve bu ylizden siirgiin kismina besin ve biiylime diizenleyicisi
transferinin engellendigi disiiniilebilir. Bunun sonucu olarak da siirgiinlerin
yapraklarinda acik yesil olusumlar, siirgiin biiylimesinde yavaslama ve buna bagh

olarak siirgiin ¢ogaltim oraninda azalmalar gozlenmis olabilir.

Siirgiin gelistirme ortaminin belirlenmesi amaci ile Gemlik ve Domat
cesitlerine ait nodal eksplantlardan elde edilen siirglinler bagli bulunduklar1 ana
dokudan kesilerek tekli siirgiinler halinde 0, 1.0, 2.0 mg/l konsantrasyonlarinda
BA, KIN ve ZEA iceren OMs ve modifiye DKW besin ortamlarinda altkiiltiire
alinmislardir. Hem Gemlik ¢esidi, hem de Domat ¢esidinde bu ortamlarda siirgiin
gelismesi gozlenmemis ve agik yesil yaprakli siirgiin, yaprak nekrozisi, yaprak
ana damarlarinin koyu yesil diger kisimlarin agik yesil oldugu siirgilinler ve yaprak
absisyonu gibi olusumlar meydana gelmistir. Brito and Santos (2009);
calismalarinda, Olea maderensis siirgiinlerini zeytin siirgiin ~ gelistirme
ortamindaki (OM) Fe, Mg ve Mn konsantrasyonlarint 2 (OMG), 4 (OMG4) ve 10
(OMGI10) katina ¢ikararak 9.12 pmol/l ZEA igeren ortamda kiiltiire almislar ve
kontrol olarak 9.12 pmol/l ZEA igeren OM ortamini kullanmiglardir. Sonug
olarak, Fe, Mg ve Mn konsantrasyonlarinin iki katina ¢ikarildigi ortamdan (OMG)
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daha saglikli ve yesil bitkiler elde edildigini ancak, diger ii¢ ortamda yapraklarda
zamanla kotlilesmeler meydana geldigini ve yaprak damarlari yesil kalirken
damarlar arasindaki dokularda klorozis (agik yesilden sariya dogru renklenme),
daha yasl yapraklarda ise nekrozis gozlendigini ve bu durumun elementlerin
eksikliginden ya da toksisitesinden kaynaklanabilecegini rapor etmiglerdir.
Mevcut c¢alismada da ayni durumlar ile karsilagildigindan, sorunun element
eksikliginden kaynaklandigi diisiiniilerek Gemlik ¢esidinde nodal eksplantlardan
elde edilen in vitro siirgiinlerin bir kismi, bagli bulunduklar1 ana dokudan
kesilerek tekli siirgiin seklinde, bir kismi da kesilmeden bagli bulunduklari ana
dokuyu da icerecek sekilde KNOj konsantrasyonu arttirilmig (5 mg/l) ve 2 mg/I
ZEA iceren OM; ortaminda kiltiire alinmiglardir. Yapilan bu denemeye gore
siirgiinlerin boy uzunluklarinda dikkate deger bir artis gozlenmezken, siirgln
basina ortalama yaprak sayisinda dnemli bir artis gézlenmis ve en fazla say1 (4.43
adet) ana dokudan ayrilmayan siirgiinlerden elde edilmistir. Domat ¢esidinde de
kullanilan siirglinler ana dokudan ayrilarak ayni besin ortaminda kiiltiire alinmig
fakat boy uzunlugu ve yaprak sayisi artisi bakimindan onemli farkliliklar
gozlenmemistir. Ancak bu ortamda da her iki gesitte yapraklarin morfolojik
goriiniimlerinde farkliliklar meydana gelmis ve 6zellikle siirglin uglarina yakin
kisimlarda nekrozlar ve yapraklarda kivrilmalar olusmustur. Bu durumda
kullanilan ortamin Gemlik ¢esidinde yaprak sayisinda ve bitki biiylimesinde etkili
oldugu fakat ayn1 zamanda KNO3; miktarinin toksik etki yarattigi ve bu yiizden

klorozise neden oldugu soylenilebilir.

Temmuz-Aralik 2010 déneminde zeytin giivesinin sebep oldugu zararlardan
dolayi, fidanlar kullanilamayacak hale geldiginden 2011 yili Mart Ay1 igerisinde
Zeytincilik Arastirma Istasyonu’ndan yeni fidanlar (2 yillik Gemlik fidanlar1 ve 5
yillik Domat fidanlar1) temin edilmistir. Alinan yeni fidanlardan nod kiiltiirlerinin
olusturulmasinda kullanilacak temel besin ortamini belirlemek amaciyla her iki
cesitte OMy (Zeytin Baslangic Ortami) (Rugini, 1984), modifiye DKW (Driver
and Kuniyuki, 1984), OMs (Rugini, 1984), WPM (Lloyd ve McCown, 1980) ve
modifiye OMs ortami (igerigindeki Fe, Mg ve Mn konsantrasyonlari iki katina
cikarilmig) (Brito ve Santos, 2009) olmak {izere 5 farkli temel besin ortami
denenmistir. Gemlik ¢esidinde en yiiksek slirglin rejenerasyon orani (%97.78)

WPM ortaminda kiiltiire alinan nodal eksplantlardan elde edilmis ve bu ortami
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%71.11 orani1 ile OM; ortamu takip etmistir. WPM ortaminda Gemlik ¢esidine ait
eksplantlarda hi¢ kararma go0zlenmezken, eksplantlarda en fazla kararma
(%82.22) DKW besin ortaminda gerceklesmistir. Gemlik c¢esidinde 2009-2010
yili denemelerinde kullanilan fidanlardan alinan nodal eksplantlardan OMy
ortaminda %85.33 oraninda siirgiin rejenerasyonu gerceklesirken, kararma orani
%17.33 olmustur. Ayni ortamda, yeni temin edilen fidanlardan alinan nodal
eksplantlarda siirglin rejenerasyonu %42.22 ve kararma %33.33 oraninda
meydana gelmistir. Kiiltiire alinan eksplantin boyutu ve kullanilan nodun bitki
tizerindeki konumu da kararma ve siirgiin gelisimi {lizerine etkili olabilmektedir.
Seyhan ve Ozzambak (1994)’a gbre en iyi siirgiin cogaltimi igin saglikh
dokulardan alinan 2-4 mm govde ¢apindaki 3., 4., 5. ve 6. nodlar se¢ilmelidir.
Gemlik bitkisinde baslangicta Zeytincilik Arastirma Istasyonundan temin edilen 5
yillik fidanlardan alinan 2-4 mm goévde ¢apinda eksplatlardan, daha sonra temin
edilen 2 yillik fidanlardan alinan 1.5-2.0 mm goévde ¢apindaki eksplantlara gore
daha canli ve saglikli siirgiinler elde edilmistir. Ilk kullanilan Gemlik fidanlar1 5
yillik, daha sonra temin edilen fidanlar ise 2 yillik oldugundan, ayni ortamda
gozlenen bu farkli sonuglarin sebebinin kullanilan fidanlarin yast oldugu
diistintilebilir. Ayrica bitkilerin muhafaza edildigi ¢evrenin fizyolojik kosullar1 ya
da bitkinin kendi fizyolojik durumu da sirgin rejenerasyon veriminde etkili

olabilir.

Domat ¢esidinde yapilan temel besin ortamini belirleme denemesinde ise
DKW, OM; ve modifiye OMs ortamlarinda kararma oranlar1 %100’e kadar
cikmistir. OMy ortami ise en az kararmanin (%60) gozlendigi ortamdir. Domat
cesidinde gbzlenen bu biiyiik kararma probleminden dolay1 kullanilan bes temel
besin ortaminda siirglin rejenerasyonu goézlenmemistir. Besin ortamlari
icerisindeki mineral madde icerikleri morfogenezi etkilemektedir. Zeytinin
mikrogogaltiminda basariy1 etkileyen en onemli faktdrlerden birisi besin ortami
kompozisyonudur (Rugini, 1984; Roussos and Pontikis, 2002). Bu nedenle,
calisacagimiz ¢esit icin Oncelikle uygun temel besin ortamimi ve igerigini
belirlemek bu ¢esidin mikrogogaltimi i¢in gerekli protokoliin gelistirilmesi i¢in
onemlidir. Zeytin bitkisinin mikrogogaltimi, bircok genotipte ¢ogunlukla temel
zeytin ortam1 (Olive Medium-OM) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu besin

ortami, zeytin apikal silirglinleri ve zigotik embriyolardaki besin igeriklerinin
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analiz edilmesiyle formiile edilmis ve tiim diinyada zeytin mikrogogaltimi i¢in
yararlt oldugu kanitlanmistir (Brito and Santos, 2009). Ancak, hem fiziksel
Ozellikler, hem de besin istekleri; tiirler ve genotiplere gore degisiklik gostermekte
ve cogaltilmak istenen zeytin ¢esidine gore kullanilan temel besin ortami da
degisebilmektedir. Gemlik ¢esidinde zeytin ic¢in gelistirilen OM yerine WPM
besin ortami in vitro ¢aligmalar i¢in daha uygun bulunmustur. Fransiz zeytin
cesidi olan Aglandau ve Tanche i¢in )2 konsantrasyonda makro element igeren
modifiye zeytin ortaminin, diger bir Fransiz ¢esidi olan Laragne (Binet et al.,
2007) ve Chondrolia Chalkidikis ¢esidi igin WPM temel besin ortamimnin bu
cesitlerin mikrogogaltiminda daha iyi oldugu belirtilmistir.

Calismamizda her iki ¢esit i¢inde eksplant olarak kullanilan materyallerin
Ozellikle odunsu dokusu olusmamis taze siirglinlerden alinmasina dikkat
edilmistir. Aksi takdirde eksplantlarda gozlenen kararma oranlari artmaktadir.
Nitekim Haziran-2012’de Gemlik ¢esidinde odunsu dokusu olusmaya baslamis
nodal eksplantlarm 0, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l dozlarinda BA, KIN ve GA; igeren
WPM besin ortamlarinda kiiltiire alindigi denemede tiim eksplantlarda kararma
meydana gelmistir. Bu tip eksplantlar daha sterilizasyon sirasinda esmerlesmeye
baslamaktadirlar. Ayni kiiltiirler odunsu dokusu olusmamis taze eksplantlardan
kuruldugunda kararma gozlenmemistir. Binet et al. (2007), ii¢ Fransiz zeytin
cesidinin (Aglandau, Tanche ve Laragne) mikrogogaltimi konusunda yaptiklar
calismada eksplant olarak serada yetisen fidanlardan alinan kismen lignifiye

olmus nodal eksplantlar1 kullandiklarini rapor etmislerdir.

Temmuz-Aralik 2011 déneminde Gemlik ve Domat zeytin ¢esitlerinde yeni
fidanlardan alinan tek yillik siirgilinlerin 3, 4, 5 ve 6. nodlar1 kullanilarak 0, 1.0,
2.0 ve 4.0 mg/l konsantrasyonlarinda ZEA, 30 g/l sukroz ve 6.5 g/l Plant agar
(Duchefa) iceren WPM besin ortamlarinda nod kiiltiirleri olusturulmustur. Gemlik
cesidinde nodal eksplantlardan ZEA igeren besin ortamlarinda %71.11-%93.33
arasinda yiiksek oranlarda siirgiin rejenerasyonu meydana gelmekle birlikte, en
yiiksek siirglin rejenerasyon orant 0.5 mg/l ZEA igeren besin ortaminda
gergeklesmistir. Kontrol ortaminda rejenerasyon orant %84.45 olmustur. ZEA
konsantrasyonu arttik¢a rejenerasyon oraninda azalma meydana gelmistir.

Eksplant bagina diisen siirgiin sayisi en fazla (1.78 adet) yine 0.5 mg/l ZEA igeren
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besin ortaminda gozlenmekle birlikte, bunu 1.67 adet ile kontrol ortami ve 1.0
mg/l ZEA igeren besin ortamlar1 takip etmektedir. Elde edilen siirgiinlerin
ortalama boylari, ortalama yaprak sayilar1 ve yaprak boylar1 kullanilan besin
ortamlarina gore onemli farkliliklar olusturmamistir. Bununla birlikte ortalama
stirgiin uzunlugu 0.12-0.15 c¢m arasinda, ortalama yaprak sayisi 2.33-3.02 adet
arasinda degigmektedir ve en yiiksek degerler 0.5 mg/l ZEA igeren besin
ortaminda gelisen siirgiinlerde gézlenmistir. Ortalama yaprak uzunlugu (0.36-0.45
cm) en fazla 4 mg/l ZEA igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ancak tim
ortamlardan gelisen siirgiinlerde yliksek vitrifikasyon (%84.19-%95.24)
gozlenmistir. Domat ¢esidinde ise ayn1 ortamlarda en yiiksek rejenerasyon orani
(%35.55) 4 mg/l ZEA igeren besin ortaminda meydana gelmistir. Ayn1 ortamda
eksplant basina siirgiin sayis1 0.58 adet ile en yiiksek deger olmustur. Kontrol ve
0.5 mg/l ZEA igeren ortamlarda hi¢ siirgiin rejenerasyonu gergeklesmemistir.
Domat ¢esidinde olusturulan nod kiiltiirlerinde karsimiza ¢ikan en biiyiik sorun
kararma problemi olmustur. Kiiltiirlerde %84.19-%95.24 oranlarinda kararma

gbzlenmistir.

Temmuz-Aralik 2012 doneminde Gemlik ¢esidine ait fidanlardan alinan
heniiz odunsu dokusu olusmamis tek yillik siirgiinlerin 1.5-2.0 cm uzunlugunda ve
2 mm kalinhiginda 3, 4, 5 ve 6. nodlart 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l
konsantrasyonlarinda BA, KIN ve GA3 ve ayrica 30 g/l sukroz ve 6.5 g/l Plant
agar iceren WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Gemlik ¢esidinde 4.0
mg/l BA igeren besin ortaminda; siirgiin olusturan nod eksplantlarinin sayis1 ve
ylzdesi (14 adet ve %93,33), nod eksplantindan elde edilen toplam siirgiin sayisi
(84 adet), nod eksplanti basina diisen siirgiin sayis1 (1.87 adet) en fazla
bulunmustur. Ayrica 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l konsantrasyonlarinda BAP igeren diger
besin ortamlarinda da bu degerlere yakin sonuglar elde edilmistir. Benzer sekilde
Mission ¢esidinde yapilan bir calismada besin ortamma BA eklenmesi,
eksplantlarin  ¢ogaltimin1  6nemli oranda arttirmistir.  GA3z’in  tek basina
kullanilmast ise ¢ogaltimda etkili bulunmamistir (Rostami and Shahsavar, 2012).
Kalamon ¢esidinin siirgiin ¢cogaltimi i¢in BA’nin tek basina etkili oldugu rapor
edilmesine ragmen, ‘Chondrolia Chalkidikis’ ¢esidinde zeatin en etkili bitki
bliylime diizenleyicisi olmustur (Grigoriadou et al., 2002). En diisiik siirgiin

olusturan nod eksplantlarinin sayisi ve yiizdesi (4.33 ve %28.89), nod
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eksplantindan elde edilen toplam siirgiin sayist (23 adet), nod eksplanti bagina
diisen siirgiin say1s1 (0.51 adet) 0.5 mg/I KIN igeren besin ortaminda gozlenmistir.
BA ve KIN kullanilan ortamlarda konsantrasyon arttik¢a siirgiin rejenerasyon
oranlarinda da artis yasanmistir. Ortalama siirgiin uzunluklar1 0.13-0.30 cm,
ortalama yaprak sayis1 1.86-2.67 adet ve ortalama yaprak uzunlugu 0.28-0.54 cm
arasinda degismekle birlikte, bu oOzellikler bakimindan en yiiksek degerler
sirastyla 1 mg/l KIN, 2 mg/l GAz ve 0.5 mg/l BA ile 4 mg/l GAs iceren besin

ortamlarinda goézlenmistir.

Baz1  zeytin  ¢esitlerinin = mikrogogaltimi1  basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmesine ragmen bunlarin ticari olarak {iretimi yapilamamaktadir.
Bunun temel sebeplerinden biri aksillar tomurcuklarin uyarilmasi ve akabinde
siirglin gelisiminin saglanmasi icin kullanilan besin ortaminda zeatine ihtiyag
duyulmasidir. Ayrica, zeytin mikrogogaltim1 iizerine yapilan ¢aligmalarda
genellikle karbon kaynagi olarak mannitol kullanilmakta ve siirgiin ¢ogaltimi ve
gelisimi i¢in mannitoliin daha iyi oldugu belirtilmektedir. Zeatin ve mannitoliin
kullanimi mikrogogaltim1 yapilan bitkiciklerin final maliyetini ciddi Olgiide
arttirmaktadir (Antonopoulou et al., 2006; Roussos and Pontikis, 2002). Calisilan
ceside bagli olarak siirgiin rejenerasyon ve ¢ogaltim ortaminda kullanilan zeatin
miktar1 0.5-10 mg/l arasinda degismektedir (Ozden vd., 2010). Ancak zeatin
pahali bir hormon oldugundan zeytinin mikrogogaltiminda zeatin yerine
gecebilecek baska bir sitokininin bulunmasi dnemlidir. Gemlik ¢esidinde yapilan
calismalarimizda 4.0 mg/l BA, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l ZEA konsantrasyonu
kullanilan ortamlardan daha fazla siirgiin rejenerasyonu saglamistir. Ayrica WPM
besin ortaminda mannitol yerine daha diisiik maliyetli sukroz kullanilmaktadir. Bu
durum Gemlik c¢esidinde mikrogogaltim i¢in uygun maliyetli bir prosediiriin

oturtulabilecegini diistindlirmektedir.

Gemlik ¢esidinde Temmuz-Aralik 2012 doneminde yapilan tim
denemelerden elde edilen surginlerde %70.59-%100 arasinda degisen oldukca
yiiksek vitrifikasyon oranlarina rastlanmistir. Kiiltiirlerde gozlenen vitrifikasyon
probleminin kullanilan agardan kaynaklandig1 diistintilmektedir. Ciinkii tez
calismasinin baslangicinda ilk fidanlardan yapilan denemelerden elde edilen

siirglinlerde vitrifikasyon problemi ile karsilasilmamistir ve kullanilan besin
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ortaminda farkli olan sadece katilastirici ajan ¢esididir. Yapraklar ve govdenin
seffaf ve camsi gorlinlimii ile karakterize edilen vitrifikasyon, bir¢ok bitkinin
mikrogogaltim ile iiretiminde ciddi fizyolojik bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Ayrica vitrifikasyon durumu kiiltiirlerin performansini diisiirmekte
ya da mikrogogaltim1 yapilan bitkilerin hayatta kalma oranimi azaltmaktadir.
Vitrifiye olan eksplantlar vitrifiye olmayanlardan daha yiiksek su igerigine
sahiptir ve bu yiizden kuru agirliklar1 daha azdir. Diisiik agar konsantrasyonu,
kullanilan agar ¢esidi, besin ortami, yiiksek sitokinin konsantrasyonu, yiiksek NHy
seviyeleri ve diisiik K seviyeleri (Singha et al., 1990), kiiltiir kab1 igerisindeki
yiilksek nem (Gupta and Prasad, 2010) ve etilen ve karbondioksit gibi gazlarin
birikmesi (Yadav et al., 2003) vitrifikasyona sebep olarak gosterilmektedir . York
ve Vermont Spur Delicious elma ¢esitlerinde (Malus domestica Borkh.) ayni
katilik oranin1 saglayan 1.5 g/l Gelrite vitrifikasyona sebep olurken, 7.0 g/l Difco
Bacto agar vitrifikasyonu tesvik etmemistir (Pasqualetto et al., 1988). Rosa
persica bitkisinde vitrifikasyonu engellemek icin 8 g/l agar, 4 g/l phytagel ve 2 g/l
agar + 3 g/l phytagel denenmis ve agar kullanildiginda vitrifikasyon olusmamaistir
(Jafarkhani Kermani et. al., 2010). Bu ylizden agar ¢esidi degistirildiginde

kalturde vitrifikasyon sorununun engellenebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda ayni besin ortami igerigine sahip besin ortamlarinda farkl
morfolojiye sahip siirgiinlerin elde edilmesi nedeniyle bu rejenerantlarin
somaklonal varyantlar olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak Gemlik ¢esidine ait
fidanlarin ayr1 genotiplere sahip olma olasigindan dolay1r bu konuda daha detayli
arastirmalara ihtiya¢c bulunmaktadir. T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigli'ne baglh Atatiirk Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisti’'niin TAGEM/IY/96/06/05/002 kod no’lu projesinde Gemlik
cesidi hakkinda yapilan bir projede 23 adet Klon tespit edilmis olup, bunlardan
sadece “2 adet” “Klonun “Periyodisite” gostermedigi yani her yil verim verdigi
belirlenmistir (Dogu Akdeniz Zeytin Birligi, 2010). Bu c¢alismadan harcketle
bizim kullandigimiz genotiplerin farkli klonlara ait olabilecegi olasilig1r goz ardi
edilmemelidir. Ayrica, mikrogogaltim ile ilgili calismalarda bitki biiylime
diizenleyicisi kullanildiginda veya biiyiime diizenleyicisinin miktar1 yiiksek
oldugunda elde edilen siirgiinler ya da bitkiciklerde anormal morfolojik gelisimler

gbzlenebilmektedir. Seyhan ve Ozzambak (1994), Domat ve Memecik cesitleri ile
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yaptiklari1 ¢calismada farkli konsantrasyonlarda BAP (0.5, 1.0, 2.0 mg/1) ile birlikte
0.05 mg/l NAA igeren besin ortaminda farkli morfolojiye sahip siirglin gelisimleri
gozlemlemislerdir. En yiiksek siirglin sayis1t 2.0 mg/l BAP igeren ortamda
meydana gelmesine ragmen bu miktardaki BAP konsantrasyonu morfolojik olarak

bozuk siirgiinlerin olusmasina sebep olmustur.

In vivo yetistirilen bitkiler fungal, bakteriyal ve viral hastaliklar ile bulagik
olabilir, zararli bocek ve nematodlardan zarar gorebilirler. S6z konusu bu
mikroorganizmalar (viriis, bakteri ve mantarlar) vegetatif cogaltim yoluyla
tasinmaktadir. Bu nedenle, vegetatif cogaltmada temiz bir baglangi¢ materyalinin
kullanim1 son derece dnemlidir. Temiz materyallerin elde edilmesi amaciyla da
Ozel in vitro kiltiir teknikleri gelistirilmistir ve meristem kiiltliri bu amagla
kullanilan bir tekniktir. Meristematik hiicreleri kullanarak gerceklestirilen doku
kiltiirti, ozellikle virtisten ari bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir bitkinin hiicrelerinde viriis konsantrasyonu hiicreden
hiicreye farklidir ve 6zellikle apikal siirgiin ve kok meristemi hdcrelerinin viris
icermesi ihtimali diisiiktiir. Bu nedenle, meristem Kkiiltiirlerinden viriisten ari
bitkilerin elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Giiniimiizde meristem kiiltiirii viriis
eliminasyonu i¢in rutin olarak uygulanan bir yontemdir. Ayrica, meristem kiiltiirii
teknigi virlisten ari bitkilerin elde edilmesi amacinin yami sira dondr bitkinin
bakteriyal ve fungal patojenler ile enfekte oldugu durumlarda da avantaj
saglamaktadir. Ciinkii bitkide terminal bolgenin vaskiiler farklilasma bdlgesinin
ist kism1 patojenik partikiilleri pek igermez. Bu nedenle, eger bulasik olan bir
bitkiden, s6z konusu bu bolgeden kiigiik bir eksplant alinip in vitro’da basarili
olarak gelistirilirse patojensiz bitki elde edilmesi miimkiin olmaktadir (Biiriin,

2002).

Calismamizda zeytin bitkisine ait iki ¢esidin in vitro kosullara verdigi
tepkileri belirlemek amaci ile sadece nod kiiltiirleri degil ayn1 zamanda meristem
kiiltiiric denemeleri de kurulmustur. Meristem kultirl, meristemin birka¢ yaprak
taslagi ile birlikte ya da sadece kendisinin, binokiiler mikroskop altinda izole
edilerek, uygun bir besin ortamina yerlestirilerek gelistirilmesidir. Bu amacla
meristemin kendisi stereo mikroskop altinda 2 yaprak taslagini da igerecek sekilde

(0.3-0.5 mm) izole edildikten sonra 0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l ZEA igeren yar1 kat1 ve
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sivi OMp ve WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Ancak tiim besin
ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlar 2-3. gilinden baslayarak kararmaya
baslamis ve 30 giin sonunda hepsi kararmistir. Meristemler dogrudan besin
ortamlarina alindiklarinda karardiklarindan nérs doku kullanilmaya karar verilmis
ve olusturulan pamuk, misir ve tiitiin kalluslar1 iizerine izole edilen meristemler
kiiltiire alinmigtir. Ancak bu kiiltlirlerde de besin ortamlarinda oldugu gibi tiim
eksplantlar kararmustir. Zeytin ile ilgili sadece bir adet meristem Kultird
caligmasina rastlanmistir. Khan et al. (2002), Pantaloon ¢esidinin meristem ucu
kalturlerinde kullanmak igin uygun bir sterilizasyon yoOntemi oturtmaya
calismiglar. Yaklasik 0.5-0.8 mm boyutlarindaki siirgiin uglarmi 0.5 mg/l 2
isopentenyladenine (2iP) veya 0.5 mg/l 21P ile birlikte 150 mg/l cefotaxime igeren
OM baslangi¢c ortaminda kiiltiire almiglardir. Caligma sonunda, siirgiinlerin 3
dakika sire ile 30 damla Tween-80 eklenmis 677 mg/l HgCl, solusyonunda
bekletildigi ve ardindan steril saf sudan gecirilerek 15 dakika %50 chlorox ile
muamele edildigi yontemin en uygun sterilizasyon yontemi oldugu rapor
edilmistir. Meristem uclarindan kallus ve siirgiin rejenerasyonu gozlendigi
belirtilmis ancak bu caligmanin sadece meristem kiiltlirleri i¢in sterilizasyon
protokoliinii oturtmak amaciyla yapildig1 ifade edilerek rejenerasyon oranlar
hakkinda bir bilgi verilmemistir. Fenolik bilesikler agisindan zengin olduklari
bilinen olgun hiicrelerin meristem ile birlikte alinmasinin hizli kararmaya ve
akabinde eksplantlarda o6lime yol actigi, ¢ok kiigiik boyutlarda alinan
meristemlerin ise bitkiye doniigme oranlarinin ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadigi ve
bu ylizden aliman meristemin boyutunun Onemli oldugu rapor edilmistir.
Calismamizda 0.3-0.5 mm boyutlarinda eksplantlar kullanilmistir. Boyutlar1 ¢ok
kiiciik oldugundan rejenerasyonun gergeklesmedigi diisiiniilmektedir. Ayrica,
Rugini and Gutierrez-Pesce (2006)’nin ifade ettigi gibi zeytin bitkisinde in vitro
kosullarda biiyiiyen siirgiinlerden meristem almak daha uygun olabilir. In vitro
kosullara aligmis kiiltlirlerde artik kararma riski de azaldigindan bu kiiltiirlerden

alinan meristemlerden siirgiin rejenerasyonu basarilabilir.

Calismalar siiresince Domat ¢esidinde oldukga ciddi kararma problemi ile
karsilasilmistir. Bu nedenle bu ¢esitte ayrica kararma icin ¢esitli uygulamalar
yapilmistir. Yapilan ilk uygulamalarda 6zellikle sterilizasyon sirasinda kullanilan

maddeler Ttizerinde durulmustur. Sterilizasyon icin kullanilan maddeler ve
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uygulanma siireleri kararmayr onemli Olgiide etkileyebilmektedir. Bu amacla
Temmuz-Aralik 2011 doneminde yapilan c¢alismalarda; %15°lik NaOCl
soliisyonunun uygulanma siiresi 15 dakikadan 10 dakikaya indirilmis; NaOCI
yerine HQCl,, anolit gibi farkli sterilant maddeler kullanilmistir. NaOCI
sterilizasyon suresinin indirildigi uygulamada 1. haftada %66.67 olan kararma
orani 4. haftada 84.45°e kadar ¢ikmistir. Sterilant madde olarak NaOCI yerine
%0.1’lik HgCl; soliisyonunun kullanildigi uygulamalarda hem 5 dakikalik hem de
10 dakikalik sterilizasyon siiresinde ilk hafta eksplantlarin tamami kararmistir.
Bagka bir uygulamada sterilant madde olarak Anolit kullanilmistir. Anolit
stiperoksitlenmis (elektronize) su olarak ifade edilmektedir. Tuzlu suya elektrik
akimi (950 mV) uygulanarak elde edilen elektrolize su mikroorganizmalara kars1
genis bir etki spektrumu gostermesinden dolayr dezenfeksiyon islemlerinde
kullanilmaktadir. Elektrodlara voltaj uygulandiginda iyonlar yiiklerine gore
ayrilirlar ve bunun sonucu anot bolgesinde asidik (pH 2.3-4) ¢ozelti (anolit), katot
bolgesinde ise alkali (pH 9-13) ¢ozelti (katolit) olusur. Anolit, igerisindeki
maddelere (hipokloroz asit, hipoklorit iyonlari, erimis halde oksijen, ozon, siiper
oksit radikalleri) bagli olarak giiclii oksidasyon potansiyeli ve yiiksek derece
antimikrobik aktivite gosterir. Bakteri, viriis, fungus ve parazitleri hizli bir sekilde
Oldiirtir. Sporlara etkisi ise yavastir. Toksik bir liriin olusturmamaktadir ve aktif
maddeler kisa omiirlii olduklar1 i¢in durulama gerekmemektedir (Samasti, 2008).
Anolit kullanilarak yapilan uygulamalarda eksplantlar Anolit ¢dzeltisinde 30
dakika veya 60 dakika siireyle steril edilmis ve steril saf su ile durulanmadan
kiiltiire alinmigladir. Bu uygulamalarda 1. haftada kararan eksplant oranlar
strastyla %53.33 ve 71.11 iken 4. haftada hepsi kararmistir. Bir diger uygulamada
eksplantlar sterilizasyondan sonra 3 saat sure ile steril su icerisinde bekletildikten
sonra kiiltlire alinarak bir hafta siireyle siirekli karanlikta muhafaza edilmisler ve
daha sonra 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyoda alinmislardir (Seyhan ve
Ozzambak, 1994). Bu uygulamada 1. haftada %82.22 olan kararma orani 4.
haftada %100’e ¢ikmustir. Seyhan ve Ozzambak (1994) Domat ve Memecik
cesitlerinde yaptiklar1 ¢caligmada sterilizasyondan sonra nodal eksplantlar1 3 saat
steril saf suda beklettiklerini ve bu uygulamanin kararmayi onledigini ifade
etmiglerdir. Ancak yaptigimiz ¢alismada ayni sonuca ulasamadik. Bunun nedeni
kullanilan dondr bitkilerin ya da donor bitkinin igerdigi fenolik madde

miktarlarinin farkli olmasi olabilir.
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Antioksidanlar, yiiksek stokiyometrik etkinlikli, kararli substratlarin
oksidasyonunu inhibe eden elektron vericisidirler. Antioksidanlar, ¢ogunlukla
redoks potansiyelini diisliren indirgeyici ajanlar olarak rol oynarlar ve izole
edilmis bitki dokularinin ya da ekstraktlarinin kararmasini 6nlemede etkindirler.
Askorbik asit ve sitrik asit, bitki doku kiiltiirlerinde en ¢ok kullanilan
antioksidanlardir. Kararma prosesini geciktirmek amaciyla, eksplantlar askorbik
asit ve sitrik asit soliisyonlarinda ¢alkalanabilirler (Sathyanarayana ve Varghese,
2007). Calismamizda eksplantlar sterilizasyondan 6énce 100 mg/l askorbik asitte 2
saat siire ile bekletilmis, sterilizasyondan sonra kiiltiire alinan nodlar 6ncelikle 7
giin siirekli karanlikta muhafaza ettikten sonra 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
fotoperiyoda alinmistir. Bu uygulamada 1. haftada %73.33 olan kararma orani 4.
haftada %100 olmustur. Sterilizasyon Oncesi antioksidan uygulamasi kararma

tizerine etkili olmamustir.

Domat ¢esidinde kararmaya yonelik ¢aligmalara Haziran 2012 DOneminde
devam edilmistir. Yapilan uygulamalarin birinde kiiltiire alinan eksplantlar 1 hafta
sure ile +4°C’de karanlikta muhafaza edildikten sonra kiiltiir odasina
aktarilmiglardir. Uygulamanin ilk 2 haftasinda kararma orani olduke¢a diisiik
(%2.22) olmus fakat 4. haftada 86.67°ye kadar ¢ikmistir. Besin ortaminin
pH’simnin 5.0’a ayarlandig1 uygulamada 1. hafta kararma oran1 %37.78, 4. hafta
%100 olarak belirlenmistir. Baska bir calismada soguk uygulamasi farkli bir
sekilde yapilmis ve eksplantlarin sterilizasyonundan sonra durulama igin +4 °C’de
steril saf su kullanilmstir. Tlk haftada kararma oran1 %42.22, 4. haftada ise %100

bulunmustur.

Antioksidanlar, ayn1 zamanda, besin ortaminin asir1 kararmasini azaltmak
icin de doku kiiltiirli ortamina eklenirler. Ancak askorbik asit, 1s1 ile
bozulmaktadir ve bu yiizden filtre sterilizasyonu yapilarak ortama ilave
edilmelidir ve otoklavlanmamalidir.  Sitrik asit de besin ortamina
eklenebilmektedir, ancak kararmanin Onlenmesinden baska amaglar icin de
kullanilmaktadir ve hem bir tampon, hem de bir besin olarak rol
oynayabilmektedir (Sathyanarayana ve Varghese, 2007). Besin ortamina sitrik asit
ve askorbik asidin her birinden genellikle 100 mg/L ilave edilmektedir. Ayrica,

ortama polivinilpirolidon (PVP) (250-1000 mg/L) eklemek de fenollerin
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oksidasyonunu oOnleyebilmektedir (Chawla, 2002). Kararmanin Onlenmesi igin
yapilan antioksidan denemesinde 100 mg/l Askorbik asit + 150 mg/l Sitrik asit
pH’s1 5,7’ye ayarlanip filtre sterilizasyonundan gecirilerek besin ortamina
eklenmislerdir. Ilk hafta kararma oran1 %57.78 iken 4. haftada eksplantlarin hepsi
kararmistir. Besin ortaminda antioksidan kullanimi da eksplantlarin hayatta
kalmast icin yeterli olmamistir. Bir diger antioksidan denemesinde
sterilizasyondan once tek nodlu eksplantlar, 100 mg/l Askorbik asit + 150 mg/I
Sitrik asit iceren ¢Ozeltide 1 saat sire ile, sterilizasyondan sonra ise steril saf su
icerisine filtre sterilizasyonu ile eklenmis yine ayni konsantrasyonlardaki
Askorbik asit + Sitrik asit ¢ozeltisinde 3 saat sire ile bekletildikten sonra kultir
tiplerine aktarilarak kiiltir odasinda muhafaza edilmislerdir. Sterilizasyon
sonunda uygulanan antioksidanlarin bitkilerin gelisimi iizerine higbir etkisi
bulunmadigt  ancak  eksplantlarin  kararmasini  Onleyebileceg§i  veya
geciktirebilecegi rapor edilmistir (Khan et al., 2002). Rostami and Shahsavar
(2012) Mission ¢esidinde dokuz yillik agaglardan aldiklar1 50 mm uzunlugundaki
govde pargalarim1 yapraklari kesildikten sonra 30 dakika akan suyun altinda
yikamiglardir. Fenolik bilesiklerin sentezlenmesini ve kararmayir dnlemek igin,
eksplantlar 2 saat siire ile suda bekletildikten sonra, 1:1 oraninda askorbik asit:
sitrik asit ¢ozeltisine (0, 50+50, ve 100+100 mg/l) 30 dakika daldirilmisladir.
Surgunlerin dncelikle suda ve daha sonra askorbik asit ve sitrik asit karisiminda
bekletilmesi fenolik madde olusumunu azaltmis ve eksplantlarin nekrozise
ugramasini 6nemli Olgiide Onlemistir. Ancak bagka bir calismada Khan et al.
(2002) tarafindan, sterilizasyon sonunda eksplantlarin askorbik asit ve sitrik asit
ile muamele edilmesinin eksplantlarda kararmayir onlemedigi rapor edilmistir.
Bizim ¢alismamizda eksplantlarin sterilizasyondan 6nce ve sonra antioksidanlarla
muamele edilmesi sonucunda 1. haftada kararma orami %62.22, 4. haftada
%95.55 olmustur. PVP ile yapilan uygulamalarda besin ortamlarina farkli
konsantrasyonlarda (0.5, 1.0 ve 5.0 g/l) eklenerek kararma (zerine etkili olup
olmadig1 arastirilmustir. {1k haftada kararma yiizdeleri siras1 ile %42.22, %13.33
ve %24.45 iken 4. haftada eksplantlarin hepsi kararmistir.
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Aktif karbon, karbonun amorf (bi¢imlenmemis) bir formudur. Amorf
karbon, yliksek yiizey alani ve porsu bir yapidan olugsmaktadir. Onun bu dogal
kimyas1 sayesinde, besin ortamindan birgok organik ve anorganik molekiil kolay
bir sekilde absorblanabilmektedir ve bu durum aktif karbonun kullanildigi besin
ortamini ideal kilmaktadir. Aktif karbon, agardan toksik kontaminantlar1 ve kiltur
sistemleri tarafindan salgilanan sekonder iiriinleri uzaklastirabilmektedir. Boylece,
eksplantlarin kararmasi Onlenebilmektedir. Ozellikle koklendirme ortamlarinda
kullanimi faydali olabilmektedir. Ancak, aktif karbon sadece toksik bilesikleri
degil, ayn1 zamanda besin ortaminda bulunan biiylime diizenleyicileri ve diger
bilesikleri de absorbe edebilmektedir (Sathyanarayana ve Varghese, 2007). Bu
nedenle, besin ortami iginde kullanilan miktarina dikkat edilmelidir. In vitro
bliyliyen kiiltiirlerde bir problem teskil eden fenolik bilesikler i¢in besin ortamina
% 0.2-3.0 (w/v) konsantrasyonlarinda aktif karbon ilave edilmektedir (Chawla,
2002). Calismamizda aktif karbon besin ortamlarina 0.5, 1.0 ve 2.0 g/l
miktarlarinda eklenerek kararmaya etkileri arastirilmistir. Ancak bu uygulamada
da 1. haftada diisiik olan kararma oranlar1 (sirastyla %17.78, 22.22 ve 8.89) 4.

haftada neredeyse eksplantlarin hepsi kararmistir.

Temmuz-Aralik 2012 doneminde yapilan kararma problemini ¢dzmeye
yonelik ¢aligsmalardan birinde oksidasyonu engellemek i¢in eksplantlar zeytinyagi
ile kaplanmis ve bu sekilde kiiltiire alinmustir. ilk haftadaki %35.55 kararma orani
4. haftada %100 olmustur. Baska bir uygulamada sterilizasyondan sonra
eksplantlar pH’s1 7.0’a ayarlanmis steril saf su ile durulanmiglardir. N6tr pH nin
eksplantlara zarar vermeyecegi diisliniilmiis ancak birinci haftada %15.55 olan
kararma orani 4. haftada %97.78’¢ ulasmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
eksplantlarin 3 yerine 6 defa steril saf sudan gecirildigi uygulamada cok etkili
olmamis ve 1. hafta ve 4. hafta kararma oranlari sirastyla %22.22 ve %100 olarak

hesaplanmustir.

Domat c¢esidinde kararmanin ¢6ziimiine yonelik yapilan ve yukarida
bahsedilen uygulamalarin hepsinde yiliksek kararma oranlarindan dolay1 siirgiin
rejenerasyonu meydana gelmemistir. Ancak eksplantlarin tek nod yerine 2 ve 3
nod igerecek sekilde kiiltiire alindigi uygulamalar, fidandan kesilen stirglnlerin

yapraklar1 uzaklastirildiktan sonra nodlarina parcalanmadan biitiin halinde steril
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edildigi ve daha sonra bisturi yardimi ile tek nod icerecek sekilde kesildigi
uygulama ve gegici daldirma sistemi ile ¢alisan RITA biyoreaktorlerinde kultlre
alian eksplantlarda kararma oranlar1 %50 nin lizerinde olmasina ragmen siirgiin

rejenerasyonu gerceklesmistir.

Zeytin guclu in vitro apikal dominansi ile karakterize edilmektedir ve bu
ozellik zeytinin mikrogogaltimini sinirlandirmaktadir (Rugini and Panelli 1993a;
Rugini and Panelli 1993b). Domat ¢esidinde siirgiin rejenerasyonu 2 hafta
sonunda ger¢eklesmektedir. Bu durum dominansinin 2 haftada ancak kirildigini
gostermektedir. Domat ¢esidinde daha bu periyot atlatilmadan 1. haftada kararma
tomurcuklara kadar ilerledigi icin siirglin rejenerasyonu gerceklesmemektedir.
Ancak yapilan uygulamada oldugu gibi eksplant boyutu 2-3 nod igerecek sekilde
bliyiik alindiginda eksplantta baglayan kararma tomurcuga ulasmadan dominansi
kirilmakta ve siirgiin rejenerasyonu gerceklesmektedir diye diisiiniilebilir. iki
nodlu alinan eksplantlarda kararma orani %71.48, rejenerasyon orani %42.22 ve
ekplant bagina siirgiin sayis1 0.58 adet bulunmustur. U¢ nodlu kiiltiire alian
eksplantlarda ise kararma oram1 %66.67, rejenerasyon orant %53.33 ve eksplant
basina siirgiin sayis1 0.69 adet olmustur. Bitkisel materyallerin bltun halinde steril
edilip sterilizasyondan sonra tek nod igerecek sekilde kesilip kiiltiire alindig
uygulamada ise kararma oranmi %62.22, siirglin rejenerasyon orani %48.89 ve

eksplant basina siirgiin sayisi ise 0.93 adet olarak hesaplanmustir.

Kiiltiire alinan eksplantlarin besin ortami soliisyonu ile belirli periyotlarla
islatildigr ve boylece geriye kalan periyotta bitki dokularina hava girisinin
saglandig1 metot gecgici daldirma sistemi olarak tanimlanmaktadir (Afreen, 2006).
Gecici daldirma sistemine gdre calisan RITA® (Récipient & Immersion
Temporaire Automatique) biyoreaktoriiniin hacmi 1 I’dir ve tekrar kullanilabilir
ve otoklavlanabilir bir plastik olan polisiilfondan yapilmistir. Biyoreaktdr 2
bdlmeden olusmaktadir. Biyoreaktoriin iist bolmesine eksplantlar, alt bélmesine
ise sivi besin ortami yerlestirilmektedir. Bu iki bolme, alt bdlmeye basing
uygulandiginda besin ortami1 yukar1 c¢ikacak sekilde birbirine baglanmistir
(Teisson ve Alvard, 1999). RITA® biyoreaktorlerinde yapilan uygulamada
muhtemelen kullanilan sivi kiiltiirden ve ortamin siirekli havalandirilmasindan

dolay1 eksplantlarin kararmalar1 gecikmis ve bu sekilde eksplantlarin dominansi
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periyodunu atlatarak siirgiin rejenerasyonunu sagladigi diisiiniilebilir. RITA®
biyoreaktorlerinde kiiltiire alinan domat eksplantlarinda kararma orani %60.00
olmasina ragmen, %60.00 oraninda bitki rejenerasyonu ve eksplant basia 1.09

adet slirguin elde edilmistir. Ancak tiim siirgiinlerde vitrifikasyon gézlenmistir.
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6. ONERILER

Bahgedeki agaglardan alinan eksplantlara uygulanan sterilizasyon
yontemlerinden elde edilen sonuglar incelendiginde, dis kosullarda yetisen
agaclarin  kontaminasyona sebep olan bakteri, fungus ya da bocek gibi
organizmalara tamamen ag¢ik olduklarindan in vitro calismalarda sterilizasyon
prosediiriiniin oturtulmasinin olduk¢a gii¢ oldugu anlasilmaktadir. Dis kosullarda
bulunan agaglardan alinan bitkisel materyaller i¢cin oldukca agir sterilizasyon
prosediirleri uygulamak gerekmektedir, fakat uygulanan bu agir sterilizasyon
zeytin bitkisinin in vitro ¢ogaltiminda en 6nemli problemlerden biri olan kararma
sorununu da ortaya cikarmaktadir. Ayrica agaglardan alinan materyaller basta
digsal kontaminantlardan arindirilsalar bile mikrogogaltimin ileriki asamalarinda
icsel kontaminasyonla karsilasma riski de olduk¢a yiiksektir. Bu igsel
kontaminasyonlar1 elemine etmek icin besin ortamlarina birkag altkiiltiir boyunca
antibiyotik, fungusit, PPM gibi mikroorganizmalarin gelismesini engelleyici ve
tamamen elemine edici kimyasallarin eklenmesi gerekebilir. Ancak bu maddeler,
sadece mikroorganizmalarin gelismesine etkide bulunmazlar, ayni zamanda
bitkisel materyalin biiylimesini de yavaslatirlar. Bu ise istenmeyen bir durumdur.
Dogada, diger bir ifade ile bahgelerde yetisen agaclardan yilin belirli
donemlerinde, ozellikle de vejetatif biiylimenin aktif oldugu bahar aylarinda
eksplantlar alinmaktadir. Bu donemler disinda alinan materyallerde siirgiinler
dormant halde bulunmalarindan dolayi, in vitro rejenerasyon orani da azalmakta,

hatta hig rejenerasyon gerceklesmemektedir.

Yukarida sozii edilen tim bu riskleri elemine etmek (zere in vitro ¢calismalar
icin kullanilacak olan eksplantlarin 1s1, 151k ve nem gibi faktdrlerin tamamen
kontrol altinda tutuldugu seralarda yetisen fidanlardan alinmasi1 6nemlidir. Ayrica
bu bitkisel materyallerin belirli periyotlarla ya da materyal alinmadan yaklasik 1
hafta-10 giin 6nce yapraktan puskirtme ile fungusit uygulamasi yapilarak in vitro
calismalardaki sterilizasyon basarisinin 6nemli Olgiide arttirilmasina ¢aba sarf
edilebilir. Duzenli periyotlarla yapraktan yapilan puskirtme yolu ile fidanlara
giibre verilerek ve seradaki fiziksel kosullar ayarlanarak fidanlar i¢in istenilen
vejetatif bliylime kosullar1 olusturulabilir ve bu sekilde fidanlardan her donemde

eksplant alma imkani arttirilabilir. Bu yiizden zeytin ile ilgili yapilan in vitro
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calismalarda kullanilacak olan eksplantlarin serada kontrollii kosullar altinda

tutulan fidanlardan alinmasi Onerilebilir.

Gemlik ¢esidine ait fidanlar ile Domat ¢esidine ait fidanlar ayni serada
bulunmalarina ragmen, Gemlik ¢esidinde %15’lik NaOCl ile 10dk sterilizasyon
yeterli olmasma ragmen, Domat ¢esidinde 24 saat fungusit 6n uygulamasi
yapilmasi gerekmistir. Iki ¢esidin aym sterilizasyon uygulamalarima farkl1 tepkiler
vermesinin nedeni fidanlarin serada bulunduklar1 konumdan kaynaklanabilir.
Gemlik fidanlar1 seradaki bankolar {izerinde, Domat fidanlar1 ise yine sera
icerisinde fakat yerde toprak (Uzerinde muhafaza edilmeleri nedeniyle
sterilizasyon uygulamalarina farkli cevaplar vermis olabilirler. Ayrica
caligmamizda, sera kosullar1 ¢ok iyi olmadigindan fidanlarda zeytin giivesi
konusunda sorunlar yasanmistir. Fidanlara uygulanan giibreler yeni siirgiin
tesvikini saglamak agisindan oldukga etkili olmus, ancak olusan bu yeni siirgunler
ayni zamanda zeytin giivesini de cezbetmistir. Bu durumda hem sterilizasyon
sirasinda basarilt olmak, hem de mevcut fidanlar1 zeytin zararlilarindan uzak
tutmak i¢in fidanlarin dis ortamdan tamamen izole olduklar1 ve fiziksel kosullar1
otomatik olarak ayarlanabilen donanimli seralarda muhafaza edilmeleri faydali
olabilir. Ayrica dondr bitki olarak kullanilacak fidanlar seraya alinmadan 6nce
anolit gibi sterilant maddeler ile muamele edilerek bir 6n sterilizasyon isleminin
uygulanmasi1 da onerilebilir. Bunun disinda, ileride ortaya cikabilecek zararh
bulagmalarin1 6nlemek i¢in saglikli olduguna iyice emin olunan fidanlar sera i¢ine

alinmalidir.

Fidanlar ve agaglara ait nod eksplantlarina 24 saat fungusit 6n uygulamasi
sterilizasyon bagarisin1 6nemli Olgiide arttirmistir, fakat tiim uygulamalarda
eksplantlarin  hepsi kararmistir. Fungusit ile 1ilgili yapilan sterilizasyon
uygulamalarinda bitkilerden alinan siirgiinler yapraklarindan arindirildiktan sonra,
govde tek nod icerecek sekilde pargalara ayrilmis ve nod eksplantlart bu sekilde
fungusit soliisyonunda 24 saat siire ile bekletilmistir. Uygulamanin bu sekilde
yapilmis olmasi, kararmayi tetiklemis olabileceginden hareketle, bu uygulamay1
yapmak yerine bitkilerden alinan siirgiinler akan suyun altinda iyice yikandiktan
sonra nod eksplantlarina ayrilmadan ve yapraklar1 kesilmeden dip kisimlar

fungusit iceren soliisyonda olacak sekilde 24 saat bekletilebilirler ve ayrica iist
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kisimlarina piskiirtme ile fungusit sollisyonu da uygulanabilir. Bunun disinda,
yapraklarindan  arindirilan  siirgiinlerin -~ govdeleri, nod  eksplantlarina
parcalanmadan biitiin halinde tamamen fungusit soliisyonuna batirilarak ya da
tizeri nemli kalacak sekilde piiskiirtme yolu ile fungusit soliisyonu uygulanarak
bekletilebilirler. Bagka yapilabilecek bir uygulama ise nod eksplantlarinin
sterilizasyon isleminin ardindan 3 defa steril saf sudan gecirildikten sonra
otoklavda steril edilen fungusit soliisyonu ile muamele edilerek bu sekilde kiiltiire
alinmalar1 olabilir. Ancak bu uygulamanin eksplantlarin siirgin - verme
potansiyellerini engelleyebilecegi hususu dikkate alinmalidir. Kullanilan fungusit
miktarina ve etken maddesine de dikkat edilmelidir. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda
genellikle benomyl igerikli fungusitler kullanilmakla birlikte, 6zellikle zeytin i¢in
kullanilan fungusitler de tercih edilebilir. Ayrica fungusitin bulundugu paketin
tizerinde genellikle hangi bitki tiirleri i¢in hangi miktarlarda kullanilmas1 gerektigi

belirtilmektedir. Yapilan uygulamalarda bu miktarlar da dikkate alinabilir.

Agaclardan alinan nod eksplantlarina NaOCI’nin pH’nin 7.0’a ayarlanarak
yapildig1 sterilizasyon uygulamalarinda ayni zamanda fungusit de kullanildigi i¢in
sterilizasyonda asil etkili olanin fungusit oldugu diistiniilmektedir. Yine
agaclardan alinan nod eksplantlarinin PPM eklenmis besin ortamlarinda kiiltiire
alindig1 uygulamalar Gemlik ¢esidinde etkili olurken, Domat ¢esidi i¢in uygun
bulunmamistir. PMM’in agaglardan alinan eksplantlar yerine fidanlardan alinan
eksplantlara uygulanmasi daha uygun olabilir. Ayrica elde edilen sirglinlerde
ileriki asamalarda altkiiltiirlerde c¢ikabilecek icsel kontaminasyonlara karsi da
kullanilabilir. Ancak daha once de belirtildigi gibi, bitki gelisimini

engelleyebilecegi goz ardi edilmemelidir.

Baslangicta sterilizasyon c¢alismalari sirasinda yogun kontaminasyon
problemi ile veya kiiltiirin ileri asamalarinda i¢sel kontaminasyon ile
karsilagildiginda kontaminasyona sebep olan mikroorganizmanin teshisi yapilarak
sterilizasyon sirasinda bu mikroorganizmaya spesifik olan sterilantlar
kullanilabilir ya da bu maddeler, birkag altkiiltiir boyunca besin ortamina uygun
miktarlarda ilave edilebilirler. Bu sekilde, kiiltiirler kaybedilmeden

mikroorganizmalarin eleminasyonu saglanmaya g¢aligilabilir.
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Domat ¢esidinde gozlenen kararma problemini ¢dzmeye yonelik
caligmalarda fidanlardan aliman nod kiiltiirlerinin sterilizasyonunda sterilant
madde olarak 5 ve 10dk sureler ile HgCI;, kullanilmis ve %100 steril eksplant elde
edilmistir. Ancak bu siireler eksplantlarin hepsinin kararmasina sebep olmustur.
Bu uygulamadan sonra siire azaltilarak 3dk’ya indirilmis, Gemlik ve Domat
cesitlerine ait nod eksplantlar1 %0.1°lik HgCl, ile 3dk siireyle steril edilmiglerdir.
Domat c¢esidinde sterilizasyon sirasinda eksplantlarda kararma meydana
gelmemistir. Civa klorlir Gemlik ¢esidinde hem sterilizasyon sonrasinda, hem de
kiiltiir sirasinda kararmaya neden olmamistir. Civa kloriiriin kullanilan diger
sterilant maddelere gore ¢ok daha etkili oldugu anlagilmistir. Ayrica eksplantlar
HgCl,’e diger sterilant maddelerden farkli olarak 3dk gibi kisa bir slire maruz
birakildiklari i¢in sterilizasyon sirasinda kararma gozlenmemistir. Bu sonuglardan
yola c¢ikarak zeytin bitkisinde sterilizasyon i¢in 9%0.1°lik HgCl, kullanimi
Onerilebilir. Uygulanacak siire ise yapilacak denemelerle belirlenmelidir. Ciinkii
bitkiyi muhafaza ettigimiz kosullara ve ¢eside gore siire degisebilir, ancak 5dk’y1
gecmemesine 6zen gosterilmelidir. HgCl, ¢ok kuvvetli bir sterilant olmasindan
dolayr daha yogun konsantrasyonlar1 eksplantlar1 karartabilir ve ayrica oldukga
toksik oldugu icin kullanimi sirasinda ¢ok dikkat edilmelidir. Toz halinde
bulunmaktadir ve soliisyon mutlaka c¢eker ocakta eldiven, maske takilarak
hazirlanmalidir. Laminer hava akigh kabinde calisirken de yine eldiven ve maske
kullanilmalidir. Ayrica HgCl, konulan beher, sise gibi malzemeler yine eldivenle
akan suyun altinda iyice durulanmalidir. Miimkiinse kullanilan ortamda

havalandirilmalidir.

Sterilizasyon asamasinin baglangicinda eksplantlar kisa bir siire etil alkole
batirilmaktadir. Ancak bu islem zeytin bitkisinde kararmayi arttirabilmektedir. In
vitro kiiltiirlerin  kurulmasinda ilk asama olan sterilizasyon prosediirii
olusturulurken mutlaka baslangigta etil alkol kullanilmayan bir prosediir de
denenmeli ve uygun miktarda steril materyal elde edilebiliyorsa etil alkol
sterilizasyon prosediiriinden ¢ikarilmalidir. Bunun disinda eksplantlar etil alkole
batirildiktan sonra bir defa steril sudan gegirilip daha sonra sterilant madde ile

muamele edilirlerse yine etil alkoliin eksplantlara verdigi zarar azaltilabilir.
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Zeytin ile ilgili doku Kkiiltiirii ¢aligmalarinda genellikle Rugini (1984)
tarafindan zeytin icin gelistirilen besin ortami: ve bunun modifikasyonlar
kullanilmaktadir. Ancak zeytinde her ¢esidin in vitro kosullara tepkisi farkli
oldugundan ¢alismaya baslandiginda ilk 6nce kullanilan ¢esit i¢in en uygun temel
besin ortaminin bulunmasi gerekmektedir. Yapilan calismada Gemlik cesidinde
en iyi temel besin ortaminin WPM oldugu belirlenmistir. Calisacagimiz gesit igin
optimum temel besin ortamini belirlerken bu c¢esidin yetistigi alandaki toprak
analizlerinden veya bitkiden alinan yaprak analizlerinden faydalanabiliriz.
Bitkinin topraktan en fazla kaldirdig1 elementler veya yaprakta bulunan mineral
maddeler ve miktarlar1 belirlenerek besin ortamlari bu sonuglara gére modifiye
edilerek kullanilabilir. Gemlik ¢esidinde ortamda KNO3; miktarinin arttirilmasi

siirglin uzamasini saglamistir.

Meristem Kultirt ¢alismalarinda fidanlarin aktif biiyiime zamaninda oldugu
yeni siirglinler kullanilmigtir. Ancak yapilan tiim uygulamalar sonucunda kararma
meydana gelmistir. Basglangi¢ materyalini dogrudan fidanlardan almak yerine
mimkinse in vitro kosullarda cogaltilmis siirgiinlerden almak daha uygun
olabilir. Altkdltirler ile in vitro kosullara aligtirilan siirglinlerden meristemler
alindiginda kararma Onlenebilir ya da daha az olabilir ve rejenerasyon
saglanabilir. Ayrica in vitro siirgunler, fidanlara gore daha geng olduklarindan ve
hepsi ayni fizyolojik kosullar altinda muhafaza edildiklerinden rejenerasyon elde

etme oran1 yiiksek olabilir.

Calisilacak olan zeytin ¢esidinin vejetatif biliylimenin aktif oldugu
zamanlardan Ornekler alinarak fenolik bilesiklerin en az sentezlendigi donem
secilebilir ve bu donemde bitkisel materyaller kiiltiire alinabilir. Boylece zeytinde
karsilagilan kararma problemi azaltilabilir ve rejenerasyon igin basar1 orani
arttirtlabilir. Ya da farkli mevsimlerde eksplantlar alinarak kiiltiire alinan
eksplantlarda kararma oranlar1 belirlenebilir ve buradan elde edilen sonuglara gore
baslangic materyali olarak kararmanin en az gozlendigi mevsimde alinan

eksplantlar kullanilabilir.
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Yapilan calismalarda Gemlik ¢esidinde hem sterilizasyon asamasinda, hem
de daha sonraki asamalarda odunsu dokusu olugsmaya baslamis veya tam
odunsulagsmis eksplantlarda kararma olay1 daha fazla olmustur. Bu yilizden, bu
cesitle yapilacak olan calismalarda heniiz odunsu dokusu olusmamis olan yeni
siirglinlerden eksplant alinmasi daha uygundur. Domat cesidinde ise eksplant
alirken aksiler tomurcuklara dikkat etmek gerekir. Domat ¢esidine ait tomurcuklar
¢ogu zaman esmer durumda olduklar1 i¢in bu halde alinan tomurcuklarda kararma
cok olmaktadir. Bu nedenle tomurcuklarin yesil oldugu, biiyiimenin aktif oldugu
ve odunsu dokunun heniiz olusmadigi yeni siirgiinlerden eksplant alinmasi

basariyi arttirabilir.

Dis kosullarin (1s1k, sicaklik, nem gibi) degisken olmasindan, bitkilerin
bulunduklar1 konumdan veya hastalik tasimasi gibi sebeplerden dolay1 serada
yetisen ya da bahg¢ede bulunan zeytin bitkilerinin fizyolojik durumlar1 birbirinden
farkli olmaktadir. Bu durum, ¢alismada olusturulan in vitro kultlrlerde fidandan
fidana farkli rejenerasyon oranlarinin veya kararma oranlarinin elde edilmesine
sebep olmustur. Bu nedenle bir 6n deneme ile rejenerasyona en iyi tepki veren ve

daha az kararma gosteren fidanlar segilerek basar1 oran1 arttirilabilir.

Yapilan nod kiiltiirii ¢aligmalarindan fidanlarin fizyolojik durumlarinin yant
sira, yaslarinin da siirgiin rejenerasyonunu etkiledigi gézlenmistir. Calismanin bir
kisminda nod kiiltiirleri icin Zeytincilik Arastirma Istasyonu’na ait seradaki 5
yillik Gemlik fidanlarindan alinan nod eksplantlari, diger bir kisim nod kiiltiirii
caligmalarinda ise 2 yillik Gemlik fidanlarindan alinan nod eksplantlari
kullanilmistir. Bes yillik fidanlardan alinan nod eksplantlarindan gelisen
siirgtinlerin iki yillik fidanlara goére ¢ok daha iyi gelistikleri gozlenmistir. Bu

nedenle kullanilacak olan dondr bitkinin yasina da dikkat edilmelidir.

Gemlik ¢esidinde ikinci grup fidanlardan olusturulmus nod kiiltiirlerinden
gelisen siirglinlerde yogun vitrifikasyon ile karsilagilmistir. Ancak caligmada ilk
donem yapilan nod Kkiiltiiri uygulamalarinda vitrifikasyon gozlenmemistir.
Yapilan bu her iki uygulamada fizyolojik kosullar degismezken, sadece besin
ortaminda kullanilan agar c¢esidi farkli olmustur. Bu nedenle vitrifikasyonun

kullanilan agar tipinden kaynaklanabilecegi diislinlilmiistiir. Zeytin bitkisinde
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yapilan in vitro c¢aligmalarda bu durum g6z Oniinde bulundurulabilir ve
vitrifikasyon sorunu ile karsilasildiginda besin ortami igerikleri detayli ele

alinabilir.

Gemlik ¢esidinde nod kiiltlirlerinden gelisen bazi siirgiinlerin ayni besin
ortami iceriginde rejenere olmalara ragmen farklt morfolojiye sahip olduklari
gozlenmistir. Zeytin bitkisinde yapilan siirgiin rejenerasyonu ¢aligmalarinda bu
durum ile karsilasildiginda kullanilan fidanlarin molekiiler biyolojik analizleri
yapilarak fidanlar arasinda klon farkliliklari olup olmadigi belirlenerek mevcut
durumun kullanilan fidanlardan mi, yoksa in vitro kosullardan m1 kaynaklandigi
belirlenebilir.

Domat ¢esidinde kararmay1 dnlemeye yonelik yapilan uygulamalarda PVP,
askorbik asit, sitrik asit, aktif karbon gibi bilesikler kullanilmig, ancak bunlarin
kararmay1 azaltmadigi gézlenmistir. Yogun fenolik madde igeren bazi bitkiler in
vitro kiiltiirlerde fenoliklerini besin ortamina salgilamaktadir. Yukarida bahsedilen
bilesikler, bu fenolikleri kendilerine baglayarak ya da oksidasyonu engelleyerek
kararmay1 6nlemektedirler. Zeytin bitkisinde kararma ise daha farkl gozlenmistir.
Zeytinde eksplant ortama fenolik salgilamamakta, tersine sadece kendini
karartmaktadir. Bu nedenle bu maddeler etkili olmamis olabilir. Boyle maddeler
yerine kararmanin fizylojik mekanizmasina dogrudan etki ederek kararmayi

engelleyecek kimyasallar ile uygulama yapilmasi onerilebilir.

Domat ¢esidinde kararma once dis dokulardan baslamakta, gdvde dis yiizeyi
ve yanal tomurcuklarin dis yapraklar1 kararmaktadir. iki hafta sonunda siirgiin
vermeyip Kararan bazi eksplantlarin dis kabuklar1 soyuldugunda i¢ dokularin yesil
oldugu ve yanal tomurcuklarin stereomikroskop altinda dis yapraklari kesildiginde
de meristeme yakin kisimlarin yesil oldugu goézlenmistir. Bu durum, zeytinde
bulunan glgli apikal dominansiyi akla getirmektedir. Dominansinin kirilip nod
eksplantindan siirgiin rejenerasyonunun olugmasi Gemlik ¢esidinde 10-14 giinde,
Domat ¢esidinde ise 14-21 glinde meydana gelmektedir. Eksplantlarin kesilmesi
ile birlikte bitki savunma mekanizmasi kararma icin etkinlesebilir. Nod
eksplantlari, siirgiin uclar kesildiginde apikal dominansi baskisindan kurtulurlar,

ancak Domat cesidinde tek nodlu eksplantlar kiiltlire alindiginda dominansi kirilip
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siirglin rejenerasyonu gerceklesene kadar kararmanin bu boélgelere ulasabilecegi
ve siirgiin rejenerasyonunu engelleyebilecegi ifade edilebilir.  Nitekim
caligmamizda 2 ve 3 nodlu olarak kiiltiire alinan eksplantlarda kararma orani
azaltilarak siirgiin rejenerasyonu basarilmistir. Bu nedenle, kararmanin baskin
oldugu ¢esitler icin ¢ok nodlu eksplantlar kiiltiire alinarak siirgiin
rejenerasyonunun saglanmasina caligilabilir. Ayrica koklenmeler iizerinde de
durularak, zeytin i¢in uygun bir klonal ¢ogaltim prosediiriiniin oturtulmasina
yonelik besin ortamlar1 ve kiiltiir kosullarinin detayli ele alindig1 arastirmalara da
biiyiik ihtiya¢ bulunmaktadir. Zeytin bitkisinde in vitro ¢alismalarda rekalsitransi
oldukga 6nemli bir sorundur. Stirgiin elde etmek icin oldukga buytk emekler sarf
edilmektedir. In vitro kosullarda iiretilen zeytin bitkicikleri dis kosullara aktarilip
sonraki asamalar takip edilerek, klasik iiretim metotlar1 ile ¢ogaltilan fidanlar ile

verim ve kalita agisindan gerekli karsilagtirmalarin yapilmasi yerinde olacaktir.
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