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OZET

CEViZ (Juglans regia L.) BITKISININ IN VITRO MiKROCOGALTIMI
UZERINE KULTUR TiPLERININ ETKILERI

DIRLIK, Cem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Aynur GUREL

2021, 63sayfa

Bu ¢alismanin amaci, ceviz (Juglans regia L.) bitkisinde ‘Paradox’ anag ¢esidine
ait nod eksplant kokenli in vitro ¢ogaltim i¢in farkl kiiltiir tiplerinin (yar1 kati, sivi
ve ¢ift-fazli) etkilerinin belirlenmesi ve mikrogogaltim igin gerekli tim
basamaklarin  gergeklestirilerek  etkili  bir mikrogogaltim  protokoliiniin

olusturulmasidir.

Calismanin ilk asamasinda uygun sterilizasyon yontemini belirlemek amaciyla,
Ulu Ceviz firmasindan temin edilen nod eksplantlari, farkli sterilizasyon
yontemlerine maruz birakildiktan sonra DKW (Driver and Kuniyuki, 1984) ve
Rugini (Rugini, 1984) temelli yar1 kat1 besin ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. En
etkili sterilizasyon yontemi olan ST2 yontemiyle, 15 dk deterjanli su ve arkasindan
15 dk akar su altinda bekletilen eksplantlar, kabin igerisine alinarak 5 dk %70 alkol
uygulandiktan sonra 5 dk birka¢ damla Tween 20 ilave edilmis %0,2 HgCl>
icerisinde ¢alkalanmistir. Daha sonra ii¢ defa steril sudan gecirilerek otoklavlanmis
besin ortamlarina transfer edilmislerdir. Bu sterilizasyon islemi, eksplantlarda en az

kararmanin (%4) gozlemlendigi yontem olarak belirlenmistir.

Calismanin  ikinci asamasinda ylizey sterilizasyonu saglanan nod
eksplantlarindan siirgiin indiiksiyonu ve g¢ogaltimini gergeklestirmek amaciyla,
farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin (IBA ve BAP) ve farkli kimyasal bilesiklerin
(adenin hemisiilfat ve kazein hidrolizat) kullanildig1 farkli besin ortamlarinda
(DKW, Rugini, Modifiye Rugini), farkl kiiltiir tiplerinde (yar1 kat1, s1v1, ¢ift-fazli)
kiltiire alinmiglardir. Calismada elde edilen sonuglara gore, birim eksplant bagina
diisen en yiiksek stirgiin sayis1 (1,05 siirgiin/eksplant) yar1 kat1 SP4 (4 mg/L BAP+
0.001 mg/L IBA + 200 mg/L kazein hidrolizat+ 50 mg/L adenin hemisiilfat igeren



viii

DKW) besin ortaminda elde edilmistir. Ayrica birim eksplant basma diisen
ortalama nod sayis1 (7,95 adet/eksplant) ve ortalama siirgiin uzunlugu (1,6 cm)
bakimindan en basarili ortam yar1 kati SP2 (2 mg/L BAP + 0.001 mg/L IBA+ 200
mg/L kazein hidrolizat+ 50 mg/L adenin hemistilfat iceren DKW) olmustur.

Calismanin {iglincii asamasinda ¢ogaltimi gergeklestirilen siirgiin eksplantlarinin
koklendirilmesi amaciyla iki asamali bir in vitro koklendirme islemi
gerceklestirilmistir. Koklendirme ¢alismasinin ilk asamasi olan kok indiiksiyonu
icin; siirglin eksplantlari, farkli siikroz konsantrasyonlarimin (30 ve 40 g/L) ve
FeEDDHA (119 mg/L)’nin denenmesi amaciyla 4 mg/L IBA igeren farkli yar1 kati
besin ortamlarinda (Modifiye MS, 72 Modifiye MS, Modifiye DKW, 2 Modifiye
DKW) 7 giin boyunca karanlik kosullar altinda kiiltiire alinmislardir. Calismadan
elde edilen sonuglara gore en 1yi kok indiiksiyonu; 4 mg/L IBA iceren Modifiye
yart gii¢c MS ortaminda saglanmigtir. Kok indiiksiyonu gerceklestirilen siirgiin
eksplantlar1 daha sonra kok olusumunun ve uzamasinin saglanmasi amaciyla;
jellestirici ajan olarak 2.4 mg/L Gelrite igeren, hormonsuz ve vermikulit ile
karigtirilan (1:1 h/h) farkli besin ortamlarinda (Modifiye DKW, /2 Modifiye DKW)
21 giin boyunca 16 saatlik fotoperiyotta (3500 liiks) kiiltiire alinmigtir. Kok
olusumu i¢in en etkili ortam DKW temelli /4 DFe olarak belirlenmis ve %45,45

koklendirme orani elde edilmistir.

Arastirmamizda, siv1 ve ¢ift-fazli besin ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlar
kararma ve kontaminasyon nedeniyle kaybedilmistir. Siirglin rejenerasyonu ve

koklenme bakimindan yar1 kati besin ortamlart daha basarili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Juglans regia L., ceviz, Paradox, in vitro, kiiltiir tipleri, yar

kat1, s1vi, ¢ift-fazli, mikrogogaltim, nod eksplanti, siirgiin



ABSTRACT
EFFECTS OF CULTURE TYPES ON IN VITRO

MICROPROPAGATION OF WALNUT (Juglans regia L.)

DIRLIK, Cem

MSc in Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aynur GUREL

2021, 63 pages

The aim of this study is to determine the effects of different culture types (semi
solid, liquid, double-phase) and to create an effective micropropagation protocol
performing all the steps required for in vitro reproduction of nodal explant origin in

"Paradox" rootstock cultivar in walnut (Juglans regia L.) plant.

In the first phase of the study, in order to determine the appropriate sterilization
method, nodal explants obtained from Ulu Ceviz company were cultured in DKW
(Driver and Kuniyuki, 1984) and Rugini (Rugini, 1984) based nutrient semi solid
media after exposure to different sterilization methods. With the ST2 method,
which is the most effective sterilization method, explants kept in detergent water
for 15 minutes and then under running water for 15 minutes and then taken into the
cabin and 70% alcohol was applied for 5 minutes, and after, shaked for 5 minutes
with 0.2% HgCl. added a few drops of Tween 20. Later, it was passed through
sterile water three times and transferred to autoclaved nutrient media. This
sterilization method was determined as the method in which the least blackening

(4%) observed in the explants.

In the second stage of the study, different plant growth regulators (IBA and
BAP) and different chemical compounds (adenine hemisulphate and casein
hydrolyzate) were used in different nutrient media (DKW, Rugini, Modified
Rugini) and different culture types (semi solid, liquid, double-phase) in order to

perform shoot induction and production from node explants with surface



sterilization. According to the results obtained in the study, the highest number of
shoot per unit (1.05 shoots / explant) was obtained in semi solid SP4 (4 mg/L BAP
+0.001 mg/L IBA + 200 mg/L casein hydrolyzate + 50 mg/L adenine hemisulphate
containing DKW) in nutrient medium. In addition, the most successful medium in
terms of the the avarege number of nodes per explant (7.95 nodes / explant) and
avarage shoot length (1.6 cm) was semi solid SP2 (DKW with 2 mg/L BAP + 0.001
mg/L IBA + 200 mg/L casein hydrolyzate + 50 mg / L adenine hemisulphate).

In the third stage of the study, a two-step in vitro rooting process was carried out
in order to root of shoot explants produced. For root induction, which is the first
stage of rooting study; shoot explants were cultured in different semi solid nutrient
media containing 4 mg/L IBA (Modified MS, Modified MS, Modified DKW, 5
Modified DKW) to test the effect of different sucrose concentrations (30 and 40 g
/L) and FeEDDHA (119 mg/ L) under dark conditions during the 7 day. According
to the results from the study, the best root induction was provided from half strength
Modified MS medium with 4 mg/L IBA. Shoot explants, which root induction was
performed, later in order to ensure root formation and elongation were cultured in
different nutrient media (Modified DKW, 2 Modified DKW) containing 2.4 mg/L
Gelrite as a gelling agent, without hormones and mixed with vermiculite (1:1 v/v)
for 21 days in a 16-hour photoperiod (3500 lux). The most effective medium for
root formation rate (45.45%) was determined as DKW based % DFe.

In our study, explants that were cultured in liquid and double-phase nutrient
media were lost due to browning and contamination. Semi-solid nutrient media

were found more successful in terms of shoot regeneration and rooting.

Keywords: Juglans regia L., walnut, Paradox, in vitro, culture types, semi solid,

liquid, double-phase, micropropagation, node explants, shoot
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ONSOZ

Ceviz bitkisi kullanim alanlari itibariyle hem Tiirkiye hem de Diinya piyasasinda
degerli meyveden biridir. Ancak c¢ogaltimi asamasinda tohum kullanimi meyve
kalitesini uzun vadede diisiirmekte ve iireticilerin karliligin1 azaltmaktadir. Bahgelere
yeni ekilecek fidanlarin saha performansimni kanitlamis ceviz anaci iizerine asili
fidanlar ile yapilmasi bahg¢edeki agaclar1 standardize ederek iireticilerin karliligini

arttiracak ve bu durum iilkemize katma deger olarak geri donecektir.

Bu amag kapsaminda ¢alismamizda farkl kiiltiir kosullarinda “Paradox” ceviz
anacinin mikrogogaltimi amaglanmistir. Uygulanabilir ve verimli bir mikrogogaltim
prosediirii elde ederek klonal olarak tiretilmis anaglar daha erisilebilir olmasi ve dikim
alanlar1 artmasi tez slirecimde motivasyon kaynagim olmustur. Calismadan elde edilen
sonuclar ile fidan tiretim sektoriinde Bitki doku kiiltiirii laboratuvarinda “Paradox”
ceviz anaclar1 fidan iiretim sektoriinde daha ulasilabilir olacak ve iilkemizdeki ceviz

dikili arazilerde birim alandan alinan verim artacaktir.

Bu tez ¢aligmasinin, yiiriitiilmesine katki saglayan ve yardimei olan EBILTEM
TTO’ ya, ULU CEVIZ Tarim Uriinleri Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi’ne tesekkiirii

borg bilirim.

[ZMIR
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Cem DIRLIK
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1. GIRIS

Ceviz (Juglans regia L.), botanikte Dicotiledoneae sinifi, Juglandales takimu,
Juglandaceae familyas: ve Juglans cinsinde yer alir. Juglans cinsi igerisinde
giiniimiizde 6zellikleri belirlenen 18 tiirden en 6nemlisi ve iistiin meyve kalitesi ile
ceviz denildiginde ilk akla gelen, “Anadolu cevizi”, “Iran cevizi” ve “Ingiliz cevizi”

olarak da adlandirilan J. regia’ dir (Anonim 2019a).

Juglans regia L., bir gida olarak besleyici degeri, yiiksek ahsap kalitesi ve
farmakolojik uygulamalar icin sahip oldugu biyoaktif 6zellikleri ile ticari olarak

Diinya’da ve Tiirkiye’de oldukg¢a 6nemli bir tiirdiir (Yigit ve Ay, 2016).

Diinya genelinde ceviz agaglarinin geleneksel yontemlerle ¢ogaltilmasi uzun
yillardir yogun bir sekilde incelenmektedir. Ancak Juglans regia L.’nin pazar
degerini karsilayabilmek adina kullanilan geleneksel yontemler tam olarak
miikemmellestirilmemistir. Cevizin gen merkezi ve anavatani arasinda yer alan
Tiirkiye, ceviz varligi ile diinyada onemli bir iilke olarak yer almasina ragmen

tiretim ve ihracatta maalesef istenen yerde degildir (Ketenci ve Bayramoglu, 2018).

Vejetatif ¢ogaltma yontemlerinden bir digeri doku kiiltiirii ile cogaltmadir. Doku
kiltiirii, sahip oldugu avantajla istenilen hatlarin yogun sekilde iiretilmesine imkan
saglamaktadir. Bu nedenle c¢esitli bitki tiirlerinde tohum, ¢elik, dallandirma ve
asilama gibi geleneksel cogaltim ydntemine karsi Onemli bir segenek haline
gelmektedir. Ancak meyve tiirleri ve 6zellikler sert kabuklu tiirlerin mikrogogaltimi
otsu bitkilerin mikrogogaltimina gore olduk¢a zordur. Bu nedenle se¢ilmis sert
kabuklu meyve klonlarinin mikrogogaltiminda uygun fizyolojik donem ve eksplant
secimi, kiiltiirlerde tanen ve diger toksik bilesiklerin zararli etkilerinin iistesinden
gelinmesi, kabul edilebilir siirglin ¢ogaltim oraninin saglanmasi, koklii siirgilinlerin

elde edilmesi son derece onemlidir (Babaoglu ve ark., 2002).

Sahip oldugu ceviz varlig1 ve {iirettigi ceviz miktari ile diinya {ilkeleri arasinda
ilk siralarda yer alan iilkemiz; standart cesitlerle bilingli bir ceviz yetistiriciligi
gerceklestiremediginden hem iiretim hem de pazarlamada bir¢ok problemle
karsilasmaktadir ve dolayisiyla mevcut potansiyelinden geregi  gibi
faydalanamamaktadir. Ceviz yetistiriciliginde siirdiiriilebilir bir ydntemin

uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle tarimda siirdiiriilebilir iiretim



icin Onerilen en 6nemli tekniklerden biri olan bitki doku kiiltiirii yontemlerinin
ceviz iiretimi agisindan en uygun alternatif olacagi diisiiniilmektedir. Bitki doku
kiiltlirii ¢alismalarinda, meydana gelen ilerlemeler sayesinde cesitler, tiirler ve
tiirleraras1 melezlemeler sonucu elde edilmis bitkiler ¢ogaltilabilmektedir (Sirin,
2014). Son yillarda bu yontemle J. regia tiiriine ait gesitler cogaltilabilmekte ve
kendi kokleri iizerinde araziye dikilebilmektedir. J. regia ile bugiine kadar
gerceklestirilen ¢alismalarda mikrogogaltim yOnteminin onemli bir potansiyele
sahip oldugu belirtilse de tiire bagli genotip farkliliklari, kararma, kontaminasyon
ve diisiik koklenme oran1 vb. zorluklar J. regia tiirleri i¢in daha hala ¢oziilemeyen

sorunlar olmaya devam etmektedir (Yildirim, 2018).

Klonal anaglarin ¢ogaltilmast daldirma ve ¢elik gibi yontemlerle yapilmakla
beraber, ¢ogaltma esnasinda olusan biyotik ve abiyotik sorunlar kayiplar1 biiytik
boyutlara ulastirabilmektedir. Bunun yani sira iklime bagli olunmasi ve yeterli
miktarda anag bitki bulunmamasi klasik vejetatif cogaltim metotlarinin kullanimini
kisitlayan problemler arasinda bulunmaktadir. Bu amagla doku kiiltiiriiyle cogaltma
yontemi sayesinde mevsimlere bagli kalmaksizin, kisa siirede, kiigiik alanlarda, ¢ok

sayida klon anag elde edilmesi miimkiindiir (Hepaksoy 2004).

Bu tez kapsaminda 6nemli ceviz anaglarindan olan Paradox ¢esidinde tam bitki
rejenerasyonu saglayarak etkili bir mikrogogaltim protokoliiniin olusturulmasi
amaclanmistir. Calismada ceviz tiirlerinin mikrocogaltiminda zorluklar ¢ikaran
kararma ve kontaminasyon problemlerinin 6niine gegmek amaciyla dncelikle farkli
sterilizasyon yoOntemlerinin uygulanmasi hedeflenmistir. En uygun sterilizasyon
yontemi belirlendikten sonra siirgiin indiiksiyonunun saglanmasi ve maksimum
cogaltim katsayinin belirlenmesi adina yar1 kati, s1v1 ve ¢ift faz kiiltiir kosullarinda
denemelerin gergeklestirilmesi esas alinmistir. Elde edilen siirgilinlerin daha sonra
koklendirme ortamlarina transfer edilmeleriyle nod kokenli eksplantlardan saglikli
bitkiciklerin elde edilmesi hedeflenerek, genellikle in vitro kiiltiire karst direngli
oldugu bilenen bu ceviz c¢esidinde uygun bir mikrocogaltim protokoliiniin

olusturulmasi esas alinmistir.



2. LITERATUR BILDIRiSI
2.1. Ceviz ile ilgili Genel Bilgiler

Sistematik olarak ceviz, Magnoliophyta (Manolyagiller, Cicekli Bitkiler)
bolimii, Magnoliopsida (Manolyalar, Cift Cenekliler, Dikotiledon) sinifi,
Juglandales (Cevizgiller) takimi, Juglandaceae (Cevizler) familyas1 ve Juglans
(Ceviz) cinsine dahil edilmektedir. Ceviz 2n=32 kromozoma ve 25 tiire sahip olup,
bunlarin igerisinde en 6nemli ve ilk akla geleni ise Juglans regia L.'dir. Bu tiir,
diinyada “Anadolu cevizi”, “Iran cevizi” ve “Ingiliz cevizi” olarak bilinmekte ve

ozellikle meyvesi i¢in yaygin sekilde yetistirilmektedir (Sen, 2011) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Juglans regia L. Agaci (Anonim1, 2021)



Sert kabuklu bir meyve olan ceviz; yesil kabuk, sert kabuk ve i¢ cevizden
olusmaktadir. Yesil kabuk; kilif ve ¢igek oOrtiisiinden, sert kabuk ise yumurtalik
duvarindan olusmaktadir. i¢ cevizde embriyo bulunmaktadir. Tohum, endosperm
bulundurmamakta ve yedek besinler kotiledonda birikmektedir (Sekil 2.2). Geng
dallar piiriizsiizdiir, ilerleyen yillarda ise govdede catlaklar olusur ve kabuk rengi
gri ve siyahimsi bir renk alir. Ceviz agaci gerekli kosullar saglandiginda 25 m’ye
kadar boylanabilmektedir. Biiyiik yuvarlak ta¢ yapmasina ragmen ta¢ ozelligi

cesitlere gore degisebilmektedir (Yildirim, 2018).

Sekil.2.2.: Juglans regia L. Meyvesi (Anonim2, 2021)

Ceviz, Orta Asya siradaglarinin dogal bitkisi olup; buradan Sincan (Dogu
Tiirkistan)’a, Kazakistan’in bir kismina, Ozbekistan’a, Kirgizistan’mn giineyine,
buradan Nepal daglarina, Tibet’e, Hindistan’in kuzeyine ve Pakistan {izerinden
Afganistan’a, Tacikistan’a, Tiirkmenistan’a, Iran’a, Irak’a, Azerbaycan’in bir
kismina, Ermenistan’a, Giircistan’a, Tiirkiye’nin dogusuna ve giderek Tirkiye nin
tamamina yayilmistir. Ceviz ayn1 zamanda Bulgaristan, eski Yugoslavya, Romanya

ve Yunanistan’in da dogal bitki ortiisii i¢inde yer almaktadir (Sen, 2011).

Ulkemiz ceviz agac1 varlign bakimindan son yillara kadar diinyada énemli bir
ilke olmasma ragmen flretimin tohumdan yetistirilen genotiplerle yapilmasi
nedeniyle beklenen iiretim seviyelerine ulasilamamistir (Yildiz ve Colak 2017).
Ulkemiz ceviz iiretiminde 1970°li yillarda diinyada en éndeyken, 1980°1i yillarda
ikincilige, 1990’11 yillarda tgiinciilige ve 2000°’li yillarda da dordiinciiliige



gerilemis, hatta lirettigimiz ceviz miktar1 tilkemizin ihtiyacini karsilayamaz duruma

gelmistir (Aslansoy 2012).

Ceviz, ozellikle kuru meyve seklinde ¢ok tiikketilmektedir. Ceviz bitkisinin
agac kabugu, meyve kabugu, yesil meyve kabugu ve yaprak aksamlar ilag ve
kozmetik endiistrisinde yaygin olarak, hal1 ve tekstil endiistrisinde ise boyar madde
olarak kullanilmaktadir (Yigit ve ark., 2009). Ceviz agact; ayrica sert ve odunsu
ozelliginden dolay1, kerestecilik sanayisinde de kullanilmaktadir. Kaliteli mobilya
iretiminde ve i¢ mekan dekorasyonunda olduk¢a fazla kullanilan bir ana

malzemedir (Yildirim, 2018).

Ulkemiz diinya ceviz iiretiminde biiyiik paya sahip olmasina ve ceviz varhg
ile diinyada 6nemli bir iilke olarak yer almasina ragmen liretimin ve ihracatin ne
yazik ki istenilen yerde olmadigi ifade edilmistir. Bununla birlikte {ilkemizin yilda

77 bin ton gibi 6nemli miktarda ceviz ithal ettigi kaydedilmistir (TUIK, 2018).

Ulkemizde ceviz iiretiminin niindeki en biiyiik engeller; topragin yiiksek
pH’s1, ceviz antraknoz hastaligi ve i¢ kurdudur. Bu yiizden iilkemizde bu stres

faktorlerine dayanikli materyallerin iiretimi ve plantasyonlarinin yayginlastirilmasi

gerekmektedir (Budak, 2010).).
2.2. Cevizin Ekonomik Degeri

Cevizin (Juglans regia L.), diinyada yetistirilen en eski sert kabuklu meyve
tirlerinden biri oldugu bilinmektedir (Sen, 1986). Juglans cinsi icerisinde genel
anlamda en c¢ok Juglans regia min kiiltlirii ve ticaretinin yapildigi bilinmektedir

(Cam, 2020).

Ceviz, FAO 2016 yili verilerine gore sert kabuklu meyveler icerisinde
diinyada alan olarak %?24’liikk payla {iglincli siray1r almakta olup, liretim miktari
bakimindan ise %34’liikk pay ile ilk siradadir (Ketenci ve Bayramoglu, 2018). Her
y1l diizenli olarak artan Diinya ceviz iiretimi 2.282.264 tona kadar yiikselmistir.
Diinyada énemli ceviz iireticisi iilkeler Cin, Amerika Birlesik Devletleri, iran ve

Tiirkiye’dir. Yaklagik 979.366 ton tiretim ile diinyada birinci sirada yer alan Cin’in



ceviz Uretimi genellikle tohumdan yetismis tiplerden karsilandigr igin,
standardizasyon problemi bulunmaktadir. Halbuki ABD’nde ceviz {iretiminin
tamami standart ¢esitlerle kurulu kapama ceviz bahgelerinden temin edilmektedir

(Aciksoz, 2020) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Tiirkiye son 5 yillik ceviz pazar verileri (bin ton) (TUIK,2020)

2014/15 | 2015/16 | 2016/17 | 2017/18 | 2018/19 | Son

Iki Yillik

Degisim

(%)
Alan (ha) 69.395 71.820 86.853 92.013 111.775 21,5
Verim (kg/aga¢) = 26 25 24 24 22 -8,3

Meyve  Veren | 7.001 7.596 8.171 8.767 9.875 12,6
Agac (bin adet)

Uretim 181 190 195 210 215 2,4
Yurt ici 202 241 248 275 283 2,8
kullanim

Ithalat 34 64 66 77 103 33,6
Ihracat 8 8 8 7 30 328,6

Ceviz dis ticaret verileri kabuklu ve kabuksuz olarak incelendiginde 2019
yilinda Tiirkiye nin kabuklu ceviz ihracat degeri yaklasik 42 bin$, kabuksuz ceviz
ihracat degeri 26,2 milyon$ olarak gerceklesmistir. 2019 yilinda kabuklu ceviz
ithalat degeri yaklasik 106 milyon$, kabuksuz ceviz ithalat degeri 23 milyon$

olarak ger¢eklesmistir.

Tiirkiye kabuklu ceviz ithalatinda %70’lik payla $Sili, Ukrayna ve ABD,
kabuksuz ceviz ithalatinda ise %75’lik payla Ukrayna ve Hindistan 6nemli bir yere
sahiptir. Kabuklu ceviz ihracatinda KKTC, kabuksuz ceviz ihracatinda ise Suudi

Arabistan birinci siradadir (TUIK,2020).



Tiirkiye’de kapama ceviz bahgelerinin tesisinde iklime uygun fidan se¢iminin
yapilmasi, standart ve kaliteli ¢esitlerin {iretimi, uygun fiyat olusumu i¢in mevcut
pazarlama sistemi igerisinde iyilestirmeyi saglayacak diizenlemeler yapilmasi,
ceviz liretiminde ve ticaretinde rekabeti artirict etkisi olacaktir. Cevizin anavatani
olan Tirkiye’de, ceviz iiretiminde biling diizeyinin yliksek olmamasi, asili fidan
temininde ve kapama bahcelerinin kurulmasinda yetersiz olunmasi {iireticilerin
yeterli ve kaliteli meyve elde etmesinde sorunlara neden olmaktadir (TEPGE,

2020).

Bag-bahge iiriinlerinin iiretim, tiiketim ve ticareti yoniinden 6nemli iilkeler
arasinda yer alan Tiirkiye, koklii bir meyvecilik kiiltiiriine sahip olup bir¢ok meyve
tiiriinde oldugu gibi cevizin de yetistirilebildigi uygun ekolojilere sahiptir. Ulkemiz,
cevizin anavatani olmasindan dolayi, hemen hemen her ilinde ceviz yetistiriciligi
yapilmaktadir. Tiirkiye, Diinya ceviz iiretiminde A.B.D., Cin ve Iran'dan sonra
dordiincii sirada gelmektedir (Cizelge 2.2). Ulkemizin 2018 yilinda ceviz iiretimi il
diizeyinde incelendiginde; Kahramanmarag'in 10 515 ton ile ilk sirada yer aldig1
goriilmekte, bu ilimizi 8 828 ton ile Bursa ve 8 537 ton ile Denizli ve 7 863 ton ile

Mersin takip etmektedir (A¢iksoz, 2020).

Cizelge 2.2. Onemli ceviz iireticisi iilkelerin 2013-2017 iiretim miktarlar1 (A¢iksdz, 2020)

Ulke 2013 2014 2015 2016 2017

Cin 1432984 1 580 940 1 683 409 1 785 879 1925 403
ABD 446 334 518 002 547 032 607 814 571 526
Iran 222610 403 158 420 000 405 281 349 192
Tiirkiye 212 140 180 807 190 000 195 000 210 000
Meksika 106 945 125758 122714 141 818 147. 198
Ukrayna 115800 102 740 115 080 107 990 108 660
Diinya 3007 937 3385873 3 589 651 3 747 549 3 829 626




2.3. Ceviz Uretim Teknikleri

2.3.1 Generatif, Tohumla Cogaltma

Ceviz tek evcikli bir bitkidir. Ayn1 agac iizerindeki ¢igekler farkli cinsiyet
ozellikleri tagirlar. Disi ve erkek ciceklerin farkli donemlerde tozlama ve tozlagma
olgunluguna gelmeleri sonucu siirekli yabaci tozlagma olugmaktadir (Ozkan, 1991)

(Sekil 2.3).

Sekil 2.3: Ceviz ¢igeklerinin morfolojileri a) olgunlasmamis erkek b) olgunlagmis erkek c)

olgunlasmamuis disi d) olgunlagmis disi ¢igek (Anonim3, 2021)

Tohumla yapilan ¢ogaltmalarda meydana gelen yavru bitkiler, ana bitkinin
hemen hemen higbir 6zelligini tagimazlar. Bu nedenle cevizlerde tohumla ¢ogaltma,
anag veya ¢Ogiir eldesi ve 1slah ¢calismalari disinda, genetik acilim nedeniyle, tercih

edilen edilen bir ¢ogaltma yontemi degildir (Budak, 2010) (Sekil 2.4).



'S

Sekil 2.4: Yeni ¢imlenmis ceviz tohumu, ¢6giir (Anonim4, 2021)

2.3.2. Vejetatif cogaltma

Genetik acilma nedeniyle tohumla ¢ogaltmanin yapilamadigi ceviz bitkileri
vejetatif yollarla ¢ogaltilirlar. Cevizlerde as1 tutmasinin zor olmasina ragmen
giiniimiizde gegerliligini koruyan c¢ogaltma metodu halen as1 ile ¢ogaltmadir

(Budak, 2010).

2.3.2.1 Asillama

Cevizde fidan elde etme, gesit degistirme ve onarma amaciyla asilama
yapilmaktadir. Cevizde as1 basarisini etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir.
Sicaklik basta olmak iizere ekolojik kosullar, kanama, as1 kalemi kalitesi, anag
kalitesi, anacin gelisme durumu, as1 ustasinin el becerisi, a1 sonrasi bakim kosullari
ve asida kullanilan malzemelerin durumu bunlar arasinda gosterilebilir. Bu
faktorler icerisinde sicaklik, kanama ve asi1 kalemi kalitesi daha 6nemlidir. Cevizde
optimum as1 kaynagmasi ig¢in 25-27°C sicakliga ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun
yaninda asir1 6zsu akintist ile meydana gelen kanama olay1 asi kaynasmasini

olumsuz etkilemektedir. Cevizde cesit degistirme amaciyla yarma, kakma ve kabuk
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alt1 a1 yontemleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte en yaygin kullanilan yontem

kabuk alt1 agisidir (Er ve ark., 2017).

2.3.2.2 Mikrocogaltim

Vejetatif ¢ogaltma yontemlerinden bir digeri bitki doku kiiltiirii ile ¢ogaltim
yontemidir. Doku kiiltiirii, sahip oldugu avantajlarla istenilen hatlarin yogun sekilde
iiretilmesine imkan saglamaktadir. Bu nedenle, ¢esitli bitki tlirlerinde tohum, celik,
dallandirma ve asilama gibi geleneksel c¢ogaltim yontemine karsit 6nemli bir
secenek haline gelmektedir. Ancak meyve tiirleri ve 6zellikle sert kabuklu tiirlerin
mikrocogaltimi, otsu bitkilerin mikrogogaltimina gore olduk¢a zordur. Bu nedenle
secilmis sert kabuklu meyve klonlarinin mikrogogaltiminda uygun fizyolojik
donem ve eksplant sec¢imi, kiiltiirlerde tanen ve diger toksik bilesiklerin zararlt
etkilerinin {stesinden gelinmesi, kabul edilebilir siirgiin c¢ogaltim oraninin

saglanmast, koklii siirglinlerin elde edilmesi son derece dnemlidir (Sirin, 2014).

Bitki doku kiiltlirlinde en Onemli asama sterilizasyon islemidir. Bitki doku
kiiltiirinde  bakteriler en yaygin  kontaminasyon kaynaklaridir. Bu
mikroorganizmalar bitki materyallerinin yiizeyinde olabilecegi gibi iletim
demetlerinde de bulunabilirler. Benzer sekilde funguslar da kiiltiir ortamina bitkisel
materyaller araciligi ile taginabilirler. Yiizey sterilizasyonu iyi yapilmadigi takdirde
bu mikroorganizmalar kiiltiir ortaminda ciddi kontaminasyonlara neden
olmaktadirlar. Bitki doku kiiltiirli ¢alismalarinda, bitkisel materyallerin
yiizeylerinin bakteri, mantar ve benzeri mikroorganizmalardan arindirilabilmesi
icin gerekli olan optimum dezenfektan gesitleri, konsantrasyonlar1 ve uygulama
siireleri farklilik gostermektedir. Bu yiizden, sterilizasyon denemesi sirasinda en
disik ve en yiliksek konsantrasyonda dezenfektan dozunun belirlenmesi,
kullanilacak optimum dezenfektan konsantrasyonunun belirlenmesinde Onemli

parametrelerdir (Kyte ,1987).

Literatiir bilgileri incelendiginde; Fu ve ark. (2003), Carya illinoensis (pikan cevizi)

bitkisinin siirgiin u¢lar1 kullanilarak, en uygun sterilizasyon yonteminin 6nce %70
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etil alkole batirilip ve 15 dakika boyunca %0,2 HgCI2' e (birka¢ damla Tween 20
ilave edilerek) karistirilip ve daha sonra 10 kez steril saf su ile durulanmasiyla elde
edilmistir. Eksplantlar karanlik ortamda ve aktif komiir ilave edilerek, kararma
engellenmistir. Penisilin ve streptomisinin besin ortamina ilave etmenin

kontaminasyon olugsmasini engellendigi bildirilmistir.

Rios Leal ve ark. (2007), olgun ceviz agaglarindan alinan eksplantlarla yapilan
mikrogogaltim denemelerinde i¢sel kontaminasyonun énemli bir problem oldugunu
belirtmislerdir. Buna ek olarak yiizey sterilizasyonu asamasinda dokularda
meydana gelen oksidasyon sonucu kararmanin siirgiin olusumunun biiyiik 6l¢iide
azalmasina neden oldugu ve bu sorunun, dezenfeksiyon islemine daha dayanikli
ancak yar1 odunsulagmis geng slirgiin eksplantlarinin kullanilmasi ile asilabilecek

bir problem oldugunu belirtmislerdir.

Ceviz yetistiriciliginin gelismis oldugu iilkelerde cevizin doku kiiltiirii ile
¢ogaltilmasi konusunda ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve 6nemli bilgi birikimleri
elde edilmistir. Bu calismalarin ¢ogunda kiiltiir ortamina ilave edilecek uygun
gelisme diizenleyici konsantrasyonu iizerinde durulmustur. Bazi arastiricilar
cevizin doku kiiltiiri ile ¢ogaltilmasinda karsilagilan en 6nemli problemlerden
birisinin fenolik maddelerden kaynaklanan kararmanin oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica slirglin olusum orani ve siirglin uzunlugu agisindan genotipler arasinda

onemli farkliliklarin olustugu da bildirilmistir (Sirin, 2014).

Ceviz gibi ekonomik degeri yiiksek olan bir meyve tiirliniin doku kiiltiirii ile
cogaltilmasi konusunda yurt disinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olmasina karsilik,
tilkemizde bu konuda yapilmis yeterli sayida ¢aligma bulunmamaktadir. Yapilmis
olan ¢ok az sayidaki ¢aligmada ise istenen basarinin yakalanamadigi bildirilmistir
(Fidanc1t 2005). Ceviz yetistiriciliginin gelismis oldugu baz1 iilkelerde de
baslangicta basarisiz sonuglar alinmasina ragmen 1srarla ¢aligmalara devam edilmis
ve bugiin cevizin doku kiiltiirii ile cogaltilmas1 konusunda belli bir basar1 seviyesi
yakalanmistir. Benzer sekilde iilkemizde de bu konuda yapilacak farkli
calismalardan elde edilecek sonuclarla pratikte kullanilabilecek bir basar1 diizeyine
ulasilabilir. Tiirkiye’de ceviz bitkisinde doku kiiltiirii ile 1ilgili c¢alismalar,

giinimiizde hiz kazanmakla birlikte, talebi karsilayacak seviyelere heniiz
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ulagamamistir. Yeterli miktarda ana¢ ve fidan iiretimi i¢in mikrogogaltim
caligmalarinin artirillmas1  gerekmektedir. Ceviz bitkisinin hizli, klonal ve
hastaliksiz bir sekilde anag ve fidan iiretiminin saglanmasi i¢in mikrogogaltim son

derece onemlidir (Sirin, 2014; A¢iksoz, 2020).

Ceviz tiirlerinde gerceklestirilen mikrogogaltim c¢alismalarinda hala daha
istenilen oranda bir basar1 elde edilememistir. Bunun temel nedeni ceviz bitkisinin
neredeyse tiim tiirlerinin mikrogogaltima karst diren¢ gOstermesinden
kaynaklanmaktadir. Cevizin mikrogogaltiminda karsilasilan ve hala ¢oziilmeyi
bekleyen bazi smirlamalar mevcuttur. Eksplant kaynakli i¢sel kontaminasyon,
kararma, diisiik cogaltim ve koklendirme oran1 gibi etmenler cevizin mikrogogaltim
basarisini sinirlamaktadir ve bu sinirlamalarin genotipe bagl olarak ortaya ¢iktigi
diigtiniilmektedir. Bu nedenle ceviz tiirlerinde 6zellikle tiire bagli in vitro
caligmalarin daha detayli arastirilmasina ve gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir

(Julian et al., 2020).

2.4. Paradox Ceviz Cesidi ile Ilgili Doku Kiiltiirii Caliymalar

Paradox ceviz anaci (Juglans hindsii x J. regia), J. hindisii ile J. regia’nin
tozlanmasindan elde edilen birinci jenerasyon hibrididir (F1). F1 hibrit ddliiniin
yuksek genetik cesitilik, daha sonraki siirecte anac¢ olarak kullaniminda bitki
performansin etkileyecektir. Bu nedenle ayn1 6zellikleri tasiyan yeterli miktarda
anag tlretilebilmek i¢in iistiin 6zellikli Paradox anaglarinin vejetatif ¢cogaltimina

yonelik metotlarin gelistirilmesi gerekmektedir. (Driver ve Kuniyuki, 1984).

Paradox cevizi (Juglans hindsii x J. regia)’nin apikal ve lateral meristemleri,
bu anacin in vitro ¢ogaltimini ger¢eklestirme durumunu incelemek iizere Driver ve
Kuniyuki tarafindan ele alinmistir. Cevize spesifik bir ortam olan DKW (Driver and
Kuniyuki Wallnut Medium)’nin, 4,5uM benziladenin (BA) ve 5 nM
indolbiitirikasit (IBA) eklenmesiyle optimum ¢oklu siirgiin gelisimini sagladigi ve
cogaltim katsayisinin bese kadar ¢ikabildigi belirtilmistir (Driver and Kuniyuki,
1984).

Yapilan bir caligmada, kok gelisimiyle ilgili kalitatif ve kantitatif gelismeler,

cogalma ve koklenme kabiliyetleri icin secilen ve doku kiiltiiriinde ¢ogaltilan alt1
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klon ceviz agacinda elde edilmistir. Seyreltilmis jellestirilmis ortamin (DKW,
makro elementler 1/4) ve vermikiilitin, 250/200 (h/h) oranlarinda kullanilan
karigimi, 2 haftalik kiiltiirden sonra siirgiinlerin kok uzamasini (iki ile yedi kat) ve
sekonder koklerin gelisimini kuvvetlice tesvik ettigi bildirilmistir. Ayrica,
koklenme oranlarinin arttig1 (%15 ile %50) ve koklenmis eksplant bagina primer
kok sayisinin iki ile alt1 kat daha yiliksek oldugu da ifade edilmistir. Vermikulite
eklenen distile suyun her zaman en zayif koklenmeye neden oldugu gosterilmistir.
Vermikulit, koklerin penetrasyonunu ve havalanmasin1 Gelrite’tan daha fazla
tesvik etmistir ve etkisi perlitinkinden daha iyi bulunmustur. Bu protokol bes hibrit
ceviz klonu i¢in %80-100 koklenme ile sonuclanmistir (Jay-Allemand et al., 1992).

Peixe ve ark., 2015 yilinda yaptiklar1 calismada mikrocogaltilmis Juglans
bitkilerinin aklimatizasyonunda bitki kaybinin %0 ile 80 arasinda degisen
degerlerin literatiirde bulunabildigini, ancak ¢ogu ¢alismada sorunu gérmezden
gelmenin tercih edildigini bildirmislerdir. Bu c¢alismalarinda Juglans hibriti
'"Paradox’ (Juglans regia x Juglans hindsii) lizerine odaklanilarak, in vitro kokli
bitkilerin aklimatizasyonundaki basarisizlik oranlarini en aza indirmek igin yeni
metodolojilerden faydalanmiglardir. In vitro koklenme ve aklimatizasyon verileri
sunmuslardir. Tagylnii kiipleri, turba preslenmis peletler ve Jiffy Preformas® test
edilmistir ve yaygin olarak Juglans mikrogogaltim protokollerinde kullanilan
Phytagel™ ile katilastirilmis DKW besin ¢ozeltisi ve nemlendirilmis geleneksel
vermikiilit ile karsilagtirmalar yapilmistir. Bu yeni yaklagimlar, in vitro koklii
bitkilerin aklimatizasyonuna izin vererek, nakil sonrasi stresi onemli Olciide

azalttig1 bildirilmistir (Peixe et al., 2015).

2.5 Diger Ceviz Genotipleri ile ilgili Yapilan Doku kiiltiirii Calismalari

Ceviz mikrogogaltiminda doku kiiltiirii teknikleri ile ilgili ana sorunlardan
biri diistik ¢ogaltim oranidir. Bu diisiik oranin sebebi rejenere siirgiinlerin yavas
biiylimesi ile ortaya ¢ikan uzun kiiltiir siireleri ve buna bagl kiiltiirde gelisen gizli
kontaminasyon oldugu bildirilmistir. Bu problemin iistesinden gelmek igin, aksiller
stirgiinlerin liretimini arttirdig1 gosterilen ¢ift fazli bir sistemde embriyonik ve geng

materyalden nodal segmentler kiiltiirlenmeye c¢alisilmis ve kiltiir ortaminda
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bakteriyel kontaminasyonu dnlemek i¢in antibiyotik karisimlari eklenmistir. Bu
arastirma ceviz (Juglans regia L.) i¢in mikrogogaltim tekniklerini optimize etmek

amaciyla yiriitiilmiustiir (Revilla et al., 1989).

Fidanci 2005 yilinda gergeklestirdigi arastirmasinda, Sebin ve KR-2 ceviz
cesitlerini in vitro’da kiiltlir olusturma, ¢ogaltma (kardeslenme), koklendirme ve
alistirma safhalarimi kapsayan ¢alismalar yapmustir. Ug farkli eksplant kaynagindan
alman materyal ile ti¢ farkli eksplant tipi kullanilarak (meristem, siirgiin ucu ve
iizerinde bir g6z bulunan nodal segment) li¢ farkli ortamda (MS, WPM, DKW)
kiiltiirler olusturulmustur. Cevizin mikro liretiminde kiiltiir olusturma sathasinda
karsilasilan en 6nemli problemin bulasma ve kararma oldugu belirtilmistir (Fidanci,

2005).

Caboni ve Damiano’nun 2006 yilindaki ¢alismalarinda, yillarca siiren
arastirmalar sonucunda cevizin in vitro koklenmesine yonelik Roma'daki “Istituto
Sperimentale per la Frutticoltura” Departmani tarafindan elde edilen sonuglara
genel bir bakis sunulmustur. Kiiltlir bazal ortami1 ve makro tuz konsantrasyonu,
karanlik muamelesinin uzunlugu, oksinin tipi ve dozu, 10 giinliik koklenme
indiiksiyonundan sonra hormonsuz bir ortama aktarim, koklenme ortaminda agar
bulunmamasi, mikrosiirgiinlerin bazal kisminin lokalize Agrobacterium rhizogenes
ile enfeksiyonu ve yabani tipler degerlendirilen faktorler olarak ele alinmigslardir.
Iyi bir koklenme cevabi elde etmek igin kritik faktorlerin: 10uM IBA ve 10-12
giinliik bir karanlik muamelesi (indiiksiyon fazi1) ile desteklenmis %2 kuvvetli makro
tuz igeren yar1 kati bir DKW ortam1 oldugu bildirilmistir. Mikro siirgiinlerin,
indiiksiyon fazindan sonra hormonsuz bir ortama aktarilmasinin da énemli oldugu

belirtilmistir (Caboni ve Damiano, 2006).

Kara ceviz siirgiin kiiltiirlerinin biiylimesi, besin formiilasyonunda (MS,
DKW, WPM ve 1/2X DKW), sitokinin tipinde (ZEA, BA ve TDZ) ve sitokinin
konsantrasyonunda farklilik gosteren ortamlarda karsilastirilmistir. WPM ve %2 X
DKW ortamlarinda, yiiksek tuzlu ortamdaki (DKW ve MS) %10-40 frekanslara
kiyasla %60-100 frekanslarinda hiperhidriklik gézlenmistir. Ug sitokininin tamami
nodal kesimlerden siirgilin rejenerasyonunu kolaylastirmistir, ancak sekiz haftalik

iki kiltir doneminden sonra hatlarda en hizli uzamalarin (ortalama 70-80 mm
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siirglinler) sadece BA (5-12.5 uM) ve ZEA (5-25 uM) kombinasyonlarinda
gbzlendigi bildirilmistir, ZEA (Zeatin) nin, iki kiiltiir donemi boyunca en az 35 mm
ortalama siirgiin uzunluguna sahip alt1 siirgiin hattinin hepsinde etkili oldugu, ancak
stirgiin hatlarinin ikisi, ortalama <15 mm siirglin boyuyla BA'ya yanit vermedigi
bildirilmistir. Buna karsilik, siirgiin ucu eksplantlar1 kiiltiir ¢ogaltmasi i¢in
kullanildiginda, ZEA’ nin, yalnizca %30-40'lik cogalma frekanslari ile en az etkili
sitokinin oldugu belirtilmistir. Cogaltim oranlarinin TDZ i¢in (0,05-0,1 uM) iki kat
daha biiyiik oldugu (%75-87), fakat yeniden iiretilen siirgiinlerin cogu siskin veya
birlesik morfolojide olduklar1 belirtilmistir. BA (12.5-25 uM) kullanilarak yiiksek
cogaltim oranlarinin (%61-88) da miimkiin oldugu, ancak aksiller siirglinlerin iyi
uzamadigi, ortalama 4-5 hafta sonra ortalama 5-10 mm uzunluguna ulastigi
gosterilmistir. Yiiksek frekansli (>%50) aksiller ¢cogaltim i¢in gerekli sitokinin
tipleri ve konsantrasyonlari, siirgiinlerin morfolojisi ve biliylime potansiyeli
tizerinde olumsuz etkilere sahip oldugundan, nodal celiklerin kullanimina dayali

cogaltim stratejileri 6nerilmektedir (Bosela ve Michler, 2008).

Vahdati ve ark., (2009) doku kiiltiiriiniin basarisinin, kiiltiir ortaminin
kimyasal bilesimine bagli oldugunu ve cevizin mikrogogaltiminin uygun bir kiiltiir
ortammin olmayist ile kismen simrlandirildigini ifade etmislerdir. Ceviz
tohumlarinda bulunanlara benzer oranlarda bulunan minerallerin siirgiin
mikrogogaltimi i¢in optimum bir ortam saglayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bes ceviz
cesidinin ‘Serr’, ‘Pedro’, ‘Lara’, ‘Hartley’ ve ‘Ron de Montignac’ tohumlarinin
mineral bilesimi Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-
OES) ile analiz edilmistir. Buna ek olarak, Cu ve myo-inositoliin siirgiin uzunlugu
ve eksplantlarin  koklenme oran1 iizerindeki etkisi belirlenmistir. Ceviz
tohumlarindaki mineral konsantrasyonlari, Driver ve Kuniyuki Ceviz (DKW)
ortamindan 2 ile 26 kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Tohumlarda belirlenen
minimum mineral konsantrasyonuna dayanarak, x1,5 ve X2 DKW makro ve mikro
besin maddelerini igeren iki yeni ortam formiile edilmistir. X2 DKW ve x 1,5 DKW'
de kiiltiire alinan eksplantlarin yesil renkli yapraklara sahip siirgiinler olusturdugu,
ancak DKW besin ortaminda kiiltiire alinanlara benzer sekilde kallus tirettikleri
rapor edilmistir. x1,5 DKW ortaminda daha iyi bir biiylime go6zlendigini belirten
arastirmacilar, kullandiklar tiim ¢esitlerde ¢ogalma oranlarini farkli bulmuslardir,

maksimum siirglin uzunlugu ve lateral tomurcuklarin sayisinin x1.5 DKW' de
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“Vina” ¢esidinde saglandigini belirtmislerdir. Daha yiiksek Cu ve myo-inositol
konsantrasyonlar1 ile siirglin basina yan tomurcuklarin sayisinin ve siirgiin
uzunlugunun arttirildigr gosterilmistir. ‘Sundland’, ‘Hartley’ ve ‘Vina’ in vitro
koklenme ylizdeleri DKW ortaminda sirasiyla %50, 31 ve 16 olarak tespit
edilmistir, ancak x2 DKW ve x1,5 DKW ortamlarinda (%5-17) diistis gosterdigi
rapor edilmistir. Siirglinler 10x Cu ve besin ortaminda 2x konsantrasyonlarda myo-
inositol iceren ortamlara yerlestirildiklerinde daha iy1 koklenmelerin (%70'e kadar)
elde edildigi belirtilmistir. Arastirmacilar, sonu¢ olarak bazi ceviz cesitlerinin
DKW besin ortamindan daha yiiksek mineral konsantrasyonlu ortamlarda
yetistirilmesi gerektigini ve ceviz eksplantlarinin biiyiime oraninin ve koklenme
oraninin arttirilmasinda daha yiikksek Cu ve myo-inositol seviyelerinin etkili

olabilecegini de belirtmislerdir (Vahdati et al., 2009).

Kepenek ve Kolagasi, 2016 yilindaki ¢aligsmalarinda ceviz (Juglans regia
L.) i¢in aksiller tomurcuklardan siirgiin ¢ogaltimima yonelik bir rejenerasyon
protokolii olusturmay1 amacglamislardir. NGE (Sanchez) ortaminda ¢ogaltim amacl
rejenerasyonu optimize etmek i¢in TDZ (0.0, 1.0, 2.5, 5.0 mg / L), IBA (0.0, 1.0,
2.5, 5.0 mg/L) veya IBA'nmin TDZ ile birlikte farkli konsantrasyonlarini
incelemislerdir. Cogaltim oranmin, TDZ ile birlikte TDZ veya IBA
konsantrasyonunun artmastyla arttig1 bildirilmistir. Dordiincii altkiiltiirde en yiiksek
ortalama ¢ogaltim katsayisinin, 2.5 mg/L TDZ + 2.5 mg/L IBA ile eksplant bagina
5.33 adet siirgiine ulastig1 rapor edilmistir. 5 mg/L IBA ile desteklenen siirgiinlerde
kokli siirgiin sayisinin (%62,71), 2.5 mg/L IBA ile desteklenmis siirgiinlerden
(%45.66) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Stirgiinlerin ortalama sag kalim orant,
2.5mg/L TDZ +2.5 mg/L IBA'da %35.27"ye ulastigi rapor edilmistir. Ceviz in vitro
mikro¢ogaltimin miimkiin oldugu ve en iyi biiylime yiizdesinin 5.0 mg/L TDZ ve
2.5 mg/L IBA ile 2.5 mg/L TDZ'de elde edildigi gosterilmistir (Kepenek ve
Kolagasi, 2016)

Lone ve ark., 2017 yilinda ceviz germplazmasinda mevcut genetik
degiskenligi belgelemek, iistiin niteliklere ve kalite 6zelliklerine sahip seckin ceviz
genotiplerini secmek amaciyla, farkli biiylime diizenleyici kombinasyonlarinin
ceviz (J. regia L.) in vitro kallus kiiltiirii iizerine olan etkilerini MS besin ortami

kullanarak incelemislerdir. Aragtirma kapsaminda veriler, Kesmir vadisinin farkli
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bolgelerinde yetisen 152 ceviz agacindan kaydedilmistir. Calisma ayni zamanda,
iistin  ceviz secimlerinin siirgiin  morfogenezinde farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerine farkli yanitlarin olustugunu gostermistir. Odunsu tiirlerde otsu
bitkilere gore in vitro klonlamanin ¢ok daha zor oldugu belirtilmistir. Eksplantlarin
olgun odunsu tiirlerde in vitro manipiilasyona zayif cevabi, genellikle kararma ve
eksplant nekrozu ile iligkilendirilmistir. 0,3 mg/L Benzilamino piirin ve 0.1 mg/L
indol-3-biitirik asit ilave edilmis Murashige ve Skoog’un bazal ortami, baslangi¢
kiiltiirlerinin olugmasinda, minimum ortam kararmasinda (%80.44), minimum
eksplant kararmasi (% 78.22) ile en iyi yanit1 verdigi rapor edilmistir. Sag kalim
(%23,45) ve kiiltiirlerin biiytimesi (%21,77), BAP (0,3 mg/L) ve IBA (0,1 mg/L)
ile desteklenmis MS ortaminda da maksimum oldugu gosterilmistir (Lone et al.,

2017).

Tuan ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda; Juglans regia’nin yag,
protein ve vitamin bakimindan zengin en 6énemli kabuklu yemis bitkilerinden birisi
oldugunu ve J. regia'min ¢ogaltiminin genotipe ¢ok siki bagli oldugunu
belirtmislerdir. Yavas in vitro biiylimenin diisiik ¢ogaltim oranlarina neden
oldugunu ve geleneksel koklendirme yontemleri kullanildiginda zorluklarla
karsilagildigimi aktarmiglardir. Calismalarinda olgun cevizlerden ayrilan embriyo
eksenlerini siirgiin  kiiltiirlerinin  olusturulmasinda birincil eksplant olarak
kullanmislardir. Ceviz siirglin kiiltiirlerinin gelisimi, besin formiilasyonundaki
(Rugini zeytin ortami ve DKW ortami), 6-benziladenin (BA) (2.2-8.8 uM) ve indol-
3-butirik asit (IBA) (4-20 uM) konsantrasyonlarinda farkliliga sahip kati ve sivi
ortamlarla karsilastirilmistir. 21 giinliik kiiltiir gegisi sirasinda Rugini besin ortami,
DKW besin ortamindan ¢cok daha fazla yas agirlik ve aksiller siirgiin sayis1 verdigini
rapor etmislerdir. J. regia eksplantlar1 i¢in en iyi BA konsantrasyonu 2.2 uM BA
oldugu gosterilmistir. Sonuglar ayrica kati ortamin (7 g/L agar) siirgiin ¢ogaltimi
i¢cin s1v1 ortamdan daha 1yi oldugunu gostermistir. Mikrosiirglinlerin kdklenmesi
icin indiiksiyon ortamindaki optimal IBA konsantrasyonunun, kok ekspresyon
ortamina transfer edilmeden 6nce 5 giin boyunca karanlikta uygulanan 12 uM IBA
oldugu. 21 giin sonra mikrosiirgiinlerin koklenmesinde iki kok ekspresyon ortami
(Ya DKW + Vermikiilit ve %2 MS + Vermikiilit) arasinda anlamli bir fark olmadigi
rapor edilmistir. Koklendirilmis bitkiciklerin kuruma egilimi ve serada yiiksek nem

kaynakli  hastaliklarin ~ ortaya  ¢ikmasi  sebebiyle  mikrosiirgiinlerin
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aklimatizasyonunun zor oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, J. regia
bitkiciklerinin %80'inin serada basariyla koklendirildigi bildirilmistir (Tuan et al.,
2017).

Kara ceviz (Juglans nigra L.) uzun zamandir kerestesiyle, ticari ekime ve
pazarlanabilir 6zellikleri gelistirmek i¢in 6nemli ¢gogaltma c¢abalarina yol agmustir.
Ancak vejetatif ve in vitro kara ceviz ¢ogaltma teknikleri degisken ve oldukca
genotipe bagimlidir. Steven ve Pijut, 2018 yilindaki ¢alismalarinda, bitki biiylime
diizenleyici tipini ve Kkonsantrasyonunu optimize etmenin, basarili bir
mikrocogaltim protokolii gelistirmek i¢in olmazsa olmaz oldugunu bildirmislerdir.
Bir s1vi ortamin yeni kullanimi ile birlikte meta-topolin (MT) eklenmesinin, hizl
bir siirglin ¢ogaltim sisteminin gelistirilmesine yol actigini rapor etmislerdir. Bu
aragtirmanin amaci, Ustlin siyah ceviz genotipleri i¢in tekrarlanabilir ve giivenilir
bir mikrogogaltim protokolii gelistirmek {izerinedir. Arastirmacilar, 8.9 uM
benziladenin, 0.005 uM indol-3-butirik asit (IBA), 200 mg/L kazein hidrolizat, 50
mg/L adenin hemisiilfat, 2 mL/L. PPM ™ ve 4.1 uM MT ile takviye edilmis yar1
katt DKW ortami lizerinde kiiltiirlenmis nodal eksplantlardan in vitro siirgiin
kiiltiirleri olusturmuslardir. Uzun dénem sag kalim ve mikrosiirgiinlerin ¢ogalmasi,
in vitro yetistirilen siirgiinlerin nodal kisimlari, 3L' lik bir polikarbonat Fernbach
tarzi siselerde s1v1 baslatici ortamda, 25 © C'de 16 saatlik bir fotoperiyot altinda (100
rpm) doner bir ¢alkalayici lizerinde kiiltiirlendiginde elde edilmistir. Biiyiitiilmiis
mikrosiirgiinler (5-7 cm uzunlugunda), %0.11 (agirlik / hacim) Phytagel ™ ve 50
uM IBA ile takviye edilmis kaba vermikiilit (2: 1, hacim / hacim) iceren yari
kuvvetli DKW ortamindan olusan bir bulamag-benzeri ortamda 5 hafta siireyle
koklendirilmistir. Koklenmis siirglinler, kiiltiir odas1 ¢evre kosullarina aklimatize
edilebildikleri halde, seraya aktarilan bitkiciklerin hayatta kalamadigi rapor
edilmistir (Stevens ve Pijut, 2018).

Ceviz tiirlerinin mikrogogaltiminda karsilagilan en 6nemli sinirlamalardan
biri de diisiik koklendirme oranidir. Bu sorunun {istesinden gelmek amaciyla
aragtirmacilar ¢esitli yontemler denemislerdir. Scaltsoyiannes ve ark. (1997),
gelisen siirgiinlerin koklendirilmesinin DKW besin ortaminda 40 g/L siikroz ve 4,4

puM IBA kullanarak 6 giin karanlikta bekletmeyle gerceklestigini belirtmislerdir.
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Kamali ve ark. (2001), GF-677 anaglarinin koklendirilmesi ¢aligmalarinda,
0,3 mg/L NAA ile 1,6 mg/LL thiamine igeren besin ortamindan kokler elde
etmisglerdir. 7 giinliik karanlik uygulamasinin kdklenme i¢in olumlu sonug verdigi

de belirtilmistir.

Tetsumura ve ark. (2002), ceviz bitkisinden elde edilen mikro siirgiinleri
koklendirme i¢in, 25 uM IBA igeren DKW ortaminda ve vermikiilit + gelrite
karisitminda 5 giin karanlikta bekletilmesiyle elde edilebilecegini yaptiklari
calismada belirtmislerdir.

Fidanci (2005) yaptigi ¢alismada, Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitlerinde tli¢ farkli
eksplant ile mikrogogaltim ¢aligmasi gerceklestirmistir. Elde ettigi siirgiinlerde en
yiiksek koklenme, kok sayisi, kok uzunlugu ve kok kalinliginin her iki gesitte de 4
mg/L IBA igeren ortamdan elde edildigi belirlenmistir.

Dong ve ark. (2007), ceviz bitkisinden ¢ogaltilan siirgiinlerin koklendirilmesi
icin Y4 oraninda DKW igeren IBA ilave edilmemis vermikiilit ortaminin
kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir. Koéklenme oraninin ise %60.5 diizeyinde

oldugu bildirilmistir.

Amiri ve Gharati (2011) cevizde yaptiklar1 caligmada, besin ortaminda
bulunan makro elementlerin kdklenme iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada 1, 1/2, 1/3, 1/5 oranlarinda DKW besin ortami kullanilmistir. Bu
calismada kok cikist ve gelisiminin, en diisiik makro element igeren ortamda

gerceklestigi bildirilmistir.

Moreno ve ark. (2015) melez ceviz g¢esitlerinde yaptiklar1 calismada
FeEDTA ile FeEDDHA arasidaki farklarin sukrozun kéklenme oranina ve kok
uzunluguna etkilerini arastirmiglardir. FeEDDHA ve 40-60 mg/L siikroz

kullantminin koklenmeyi arttiracagi belirtilmistir.

Kepenek ve Kolagas1 (2016), elde edilen mikro siirgiinlerde en iyi

koklenmenin 5 mg/L IBA igeren besin ortamlarindan elde edildigini bildirmislerdir.
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Zarghami ve Salari (2015) yaptiklar1 koklendirme ¢alismasinda, Chandler

ceviz ¢esidi i¢in 3 mg/L. IBA igceren ortamin en iyi sonucu verdigini bildirmislerdir.

Tuan ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada, farkli melez ceviz gesitlerinde
en iyl kok gelisiminin 12 uM IBA iceren DKW ortamina eklenen vermikiilit +
gelrite kiiltiir kosullarinda gerceklestigini belirtmislerdir.

Yildirim, (2018) gerceklestirdikleri calismada, bazi ceviz ¢esitlerine
(Vlach, Chandler, Yalova-1) ait koltukalti tomurcuklarindan in vitro olarak elde
ettigi siirglinlerle gerceklestirdigi rejenerasyon calismasinda her ii¢ ¢esitte de
gelisim gosteren siirglinleri koklendirme calismasinda kullanmis, ancak sadece
Yalova-1 ¢esidinde koklenmeler gormiistiir. Siirgiinlerin koklendirilmesi igin
modifiye olarak hazirlanmig MS besin ortamina 4 mg/L IBA ilave edilerek

koklendirmeler saglanmaistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Tez materyali olarak ULU CEVIZ Tarim Uriinleri Sanayi ve Ticaret Anonim
Sirketi tarafindan Menemen/Yahgeller bolgesindeki sera ortamindan temin edilen

“Paradox” ceviz anacina ait nod eksplantlar1 kullanilmistir.

3.2. Metot

Calismamizda; eksplantlarimiz farkli kiiltiir tipleri olarak yari kati, sivi ve

cift-fazli sistemlerde kiiltiire alinmiglardir.

3.2.1 Nod eksplantlarinin kiiltiire alinacagi yar1 kati besin ortamlarinin
hazirlanmasi
Calismada, farkli mikrocogaltim asamalarinda kullanilmak tizere DKW
(Driver and Kuniyuki, 1894), Rugini (Rugini, 1984) ve MS (Murashige and Skoog,
1962) besin ortamlar1 tam giicte, yar1 giigte, modifiye sekilde ve farkli dozlarda
bitki biiyiime diizenleyicileri igerecek sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.1, Cizelge
3.2).

Yar1 kat1 besin ortaminin hazirhig i¢in, ilk olarak 6nceden hazirlanan stok
cozeltilerden 1 litre besin ortami i¢in 5 mL pipetle ¢ekilerek besin ortaminin
yapilacag1 behere aktarilmistir. Daha sonra besin ortamina eklenmesi gereken
kimyasallar ve karbon kaynag1 (30 g/L siikroz) tartilarak ilave edilmistir. Son olarak
hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Kat1 bilesikler iyice ¢oziindiikten
sonra seyreltilmis 1IN NaOH (sodyum hidroksit) veya 1N HCI (hidrojen kloriir)
kullanilarak pH 5.8’e ayarlanmigtir. Besin ortami, 3 g/L gelrite ilave edildikten
sonra besin ortami manyetik karigtiricili 1siticida bulanikligi gidene kadar
kaynatilmis ve sicak olarak tiiplere her biri 10 mL igerecek sekilde paylastiriimistir.

Agizlart kapakla kapatilan kiiltiir tiipleri, steril edilmek amaciyla 121°C’de, 105
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kPa basingta 15 dakika siire ile otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan steril besin
ortamlar1 kullanilana kadar kapaklart a¢ilmadan kuru ve serin bir ortamda
saklanmigtir. Yar1 giigteki besin ortamlar1 (2 DKW ve % Rugini) i¢in, 1L besin
ortami hazirlandiktan sonra hacim 2L’ye saf su ile tamamlanmuistir. Jellestirici ajan

miktari ise her 1L°lik ortam i¢in ayn1 birakilmistir (Gelrite 3 g/L).

Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan DKW ve Rugini besin ortamlari igerikleri

Bilesikler DEW_(II_)r_iver and | Modifiye DKW | Rugini (Rugini,

uniyiki, 1984) (MDKW) 1984)

(mg/L) (mg/L) (mg/L)

NHsNOs 1.416,00 708 412,00
HsBOs 4,80 4.8 12,40
CaCl2.2H.0 147,00 74.5 440,00
Ca(NO3)2.4H.0 1.960.00 984 600,00

KNO3 - 1.100,00
KCI - 500,00
CuS04.5H,0 0,25 0.25 0,25

MgS04.7H20 740 335 1.500,00
MnSO4.H20 33,50 33.5 16,90
KH2PO4 259,00 1325 340,00

K2SO4 1.560,00 7795 -
NazMo004.2H,0 0,39 0.39 0,25
ZnS04.7H20 17,00 17 14,30
FeS04.7H,0 33.40 16.9 27,80
NaEDTA 44,70 22.7 37,30
Myo-inositol 1.000,00 100 100,00
Tiamin-HCL 2.0 2.0 0,50
Nikotinik asit 20 1.0 5,0

Pridoksin- HCI ) - 0,50
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Glisin 20 2.0 2,0
Biyotin . - 0,05
Folik asit ] ] 05
Glutamin . - 2.190,00
Siikroz 30.000 30.000-40.000 30.000

Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda kullanilan MS ve modifiye MS besin ortamlarinin igerikleri

MS Besin Ortam . ]
Bilesikler (Murashige & Skoog, Modifiye M5 Besin
1962) (mg/L) Ortam (mg/L)
NHsNO3 1650 1650
MgS04.7H20 370 720
MnSQO4.H20 16,9 16,9
ZnS04.7H20 8,6 17
CuS04.5H:0 0,025 0,025
H3BO3 6,2 6,2
KH2PO4 170 265
Na2Mo00O4.2H20 0,25 0,25
CaCl,.2H.0 440 440
Kl 0,83 0,83
CoCl2.6H20 0,025 0,025
Titriplex® (Na2EDTA) 37,3 37,3
FeSQO4.7H20 27,8 27,8
Nikotinik Asit 0,5 0,5
Pridoksin-HCI 0,5 0,5
Tiamin-HCI 0,1 0,1
Glisin 2 2
myo-inositol 100 100
KNOs 1900 1900
Sukroz 30000 30000-40000
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3.2.2. On Sterilizasyon Asamasi

Sera ortamindan alinan Paradox ceviz anaglarinin taze siirglinlerinden tepe
kisimlarindan bahar ve yaz mevsiminde kesildikten hemen sonra nemli bir ortamda
laboratuvara getirilmistir. Yapraklarindan ayrilan eksplantlar, her par¢ada bir veya
iki nod olacak sekilde kesilmistir. Kesilen eksplantlar, 10 dk siireyle deterjanli su

ile calkalanmigtir. Daha sonra akar su altinda 10 dk bekletilmistir.

3.2.2 Hazirhk asamasi

Kabin i¢ine alinacak olan pens, pecete, fayans, destek gibi materyaller
aliminyum folyo ile sarilip 170°C* de 1 saat boyunca etiivde steril edilmistir.
Durulama amaciyla kullanilan steril sular, 220 cc’lik kavanozlara 200 mL distile
su doldurulup 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dk siireyle otoklavlanarak
hazirlanmistir.

Ticari olarak temin edilen %96’ lik etil alkolden 70 birim etil alkoliin tizerine
26 birim saf su eklenerek %70’ lik etil alkol hazirlanmistir. Laminar hava akisl
kabinin havalandirmas1 agilarak yiizeyi etil alkol sikilarak silinmistir.
Sterilizasyon i¢in kullanilacak olan tiim bitkisel materyal ve ekipmanlar, tizerlerine
%70’lik etil alkol ¢6zeltisi sikildiktan sonra kabin i¢ine almmustir. Kabinde

sterilizasyonu saglamak amaciyla, UV 15181 15 dk siireyle acik birakilmistir.

3.2.3 Sterilizasyon asamasi

Kabinde UV sterilizasyon iglemi bittikten sonra kabinin kapagi agilmis ve
kabin ¢alismasina gecilmistir. Kabinin igindeki ekipmanlar en rahat calisilacak
sekilde diizenlenmistir. %70’lik etil alkol, %0,1’lik civa kloriir (HgCl2) ve 3 adet
steril su iceren cam kavanozlar sirayla dizilmistir. Alev ocagr yakilmis ve
aliiminyum folyoyla sarili ekipmanlar agilmistir. Oncesinde yiizey sterilizasyonu

tamamlanan eksplantlar i¢in sterilizasyon denemeleri (Cizelge 3.3) kurulmustur.
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Birinci sterilizasyon yontemi (ST1) i¢in; nod eksplantlart ilk olarak %70’lik
etil alkol ¢ozeltisinde 1 dk c¢alkalanmuis, etil alkolden cikarildiktan sonra pegete
tizerinde kurutulmustur. Sonra %0,1’lik HgCl> ¢ozeltisinde 5 dk bekletildikten

sonra 3 kere steril su i¢ceren cam kavanozlarda 1’er dk bekletilmistir.

Ikinci sterilizasyon yontemi (ST2) icin; nod eksplantlari ilk olarak %70’lik
etil alkol ¢ozeltisinde 5 dk calkalanmis, etil alkolden ¢ikarildiktan sonra pegete
tizerinde kurutulmustur. Sonra Tween 20 ilave edilmis %0,2°lik HgCl» ¢6zetisinde
5 dk bekletildikten sonra 3 kere steril su igeren cam kavanozlarda 1’er dk

bekletilmistir.

Uciincii sterilizasyon yéntemi (ST3) i¢in; nod eksplantlari ilk olarak %70’lik
etil alkol ¢ozeltisinde 5 dk c¢alkalanmuis, etil alkolden cikarildiktan sonra pegete
tizerinde kurutulmustur. Sonra hazirlanan %20’lik camasir suyu ¢ozeltisinde 3 dk

bekletildikten sonra 3 kere steril su iceren cam kavanozlarda 1’er dk bekletilmistir.

Dordiincii sterilizasyon yontemi (ST4) igin; nod eksplantlart ilk olarak
%70’1ik etil alkol ¢ozeltisinde 1 dk calkalanmus, etil alkolden ¢ikarildiktan sonra
pecete lizerinde kurutulmustur. Sonra %0,1’lik HgCl, ¢ozeltisinde 5 dk
bekletildikten sonra %12’lik ¢amasir suyu ¢ozeltisinde 5 dk ¢alkalanmistir. 3 kere

steril su igeren cam kavanozlarda 1’er dk bekletilmistir.

Bu denemelerin her birinden sonra eksplantlar cam tiiplerdeki besin
ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Besin ortam1 ve sterilizasyon yontemlerinin

olusturdugu deneme deseni Cizelge 3.4’de verilmistir.

Kiiltiirler 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik fotoperiyotta, 24 +2 °C’de ve beyaz
LED aydinlatmal1 3500 liiks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir. 15 giinde bir
gozlem yapilmis ve kararma yiizdesi (%), kontaminasyon yiizdesi (%),
hiperhidrisite yilizdesi (%), nekroz olusum yiizdesi (%), slirgiin olusturan eksplant
yiizdesi (%), siirgiin uzunlugu (cm), nod sayisi (adet) ve cogaltim katsayist ve

koklenme yiizdesi (%) parametreleri belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Sterilizasyon yontemleri

Sterilizasyon Kodu | Sterilizasyon Yontemi

ST1 1 Dk. %70 Etil Alkol +5 Dk. %0.1 Civa Kloriir

5 Dk. %70 Etil Alkol + 5 Dk. %0.2 C1va Kloriir (Tween 20 Ilave
ST2 Edilmis)
ST3 5 Dk. %70 Etil Alkol + 3 Dk. %20 Camasir Suyu

1 Dk. %70 Etil Alkol + 5 DK. %0.1 Civa Kloriir + 5 Dk. %12
ST4 Camasir Suyu

Cizelge 3.4. Sterilizasyon yontemi ve kullanilan ortam kodlar1

Sterilizasyon Kodu Ortam Kodu
ST1 DKW
ST2 DKW
ST3 D1B
ST4 DKW

3.2.5. Siirgiin Indiiksiyon Denemeleri

Sterilizasyon denemelerinde istatistiklerle belirlenmis en basarili sterilizasyon

yonteminin ST2 olduguna karar verilmistir. ST2 yontemiyle sterilizasyonu

gerceklestirilen nod eksplantlar1 kiiltiire alinmaya devam edilmistir. Siirgilin

indiikleme denemeleri i¢in nod eksplantlari, igerikleri Cizelge 3.5’da verilen DKW

ve Rugini temelli besin ortamlari tam ve yari giicte ve ayrica bu ortamlarin modifiye

ve/veya bitki biiylime diizenleyicisi ilave edilmis hallerini igeren cam tiiplerde her

bir tekkerriirde 10 eksplant olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak kiiltlire alinmgtir.




Cizelge 3.5. Besin ortamu icerikleri

Ortam Bazal | Hormon icerigi
kodu ortam (mg/L) Diger kimyasal bilesikler (mg/L)
DKW ()77, /2 e ————
D1B DKW 1BAP | e
D2B DKW 2BAP | e
D4B DKW Y —
200 kazein hidrolizat + 50 adenine
SP DKW | -
hemistilfat
1 BAP + 0,001 200 kazein hidrolizat + 50 adenine
SP1 DKW
IBA hemisiilfat
2 BAP + 0,001 200 kazein hidrolizat + 50 adenine
SP2 DKW
IBA hemisiilfat
4 BAP + 0,001 200 kazein hidrolizat + 50 adenine
SP4 DKW
IBA hemisiilfat
Ru RUGINI | =emeemmmemees | mmmmmmmmeeee-
Rul Rugini 1BAP | 0 e
Ru2 Rugini Y ——
Modifiye 200 kazein hidrolizat + 50 adenine
MRu0,5 o 0,001 IBA
Rugini hemisiilfat
Modifiye 200 kazein hidrolizat + 50 adenine
MRul - 0,001 IBA
Rugini hemisiilfat

3.3. Nod Eksplantlarinin Sivi Besin Ortam Denemeleri

Yari kat1 kiiltiirlerde istatistiki olarak siirgilin ¢cogaltiminda en iyi sonucu veren
SP2 ortami, katilagtirici ajan kullanilmadan siv1 sekilde hazirlanarak 100 mL ve 250
mL’ lik erlenlerde denemeler yapilmistir. Bu denemelerde 2020 yilinin Eyliil-Ekim
aylarinda alinan eksplantlar kullanilmistir. Tesadiif parselleri deneme desenine gore
3 tekerriirlii olarak 100 mL’ lik erlene 15 mL sivi ortam ve 3 nod eksplanti, 250
mL’ lik erlene 25 mL sivi ortam ve 4 nod eksplant yerlestirilmisitir. Kiiltiirler 16

saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 2442 °C’ de ve beyaz LED aydinlatmali

3500 liiks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir
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3.4.Nod Eksplantlarinin Cift-Fazlh Besin Ortaminda Mikrocogaltim

Denemeleri

Yar1 kat1 kiiltiirlerde istatistik olarak en 1yi siirgiin indiikleme sonucunu veren
SP2 kodlu besin ortama ¢ift fazli besin ortaminin yar1 kati kismi, slirgiin uzamasini
tesvik i¢in belirlenen Ru2 kodlu besin ortamu ise ¢ift fazli besin ortaminin s1vi kismi
icin kullanilmigtir. Bu denemelerde 2020 yilinin Eyliil-Ekim aylarinda alinan nod
eksplantlari kullanilmistir. Cam tiiplerde hazirlanan yar1 kat1 SP2 ortaminda kiiltiire
alinan nodal eksplantlarin iizerine yar1 kat1 ortamin yiizeyi kaplayacak kadar (1-2
mL) sivi Ru2 besin ortamindan eklenmistir. Deneme; tesadiif parselleri deneme
desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde kurulmustur.
Kiiltiirler 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta, 24+2 °C’de ve beyaz LED
aydinlatmali 3500 liiks 151k siddetinde muhafaza edilmislerdir.

3.5 In Vitro Koklendirme Denemeleri

Cogaltilan siirgiinler ile koklendirme denemeleri gerceklestirilmistir.
Koklendirme denemeleri i¢in kullanilan ortam ve igerikleri Cizelge 3.6°da
belirtilmistir. Koklendirme denemeleri 2 asamali olarak gerceklestirilmistir. Ilk
asamada kok indiiksiyonunun saglanmast igin farkli besin ortamlarina (Cizelge 3.6)
aktarilan 2-3 cm boyundaki mikrosiirgiinler 7 giinliik siiregte karanlik kosullar
altinda bekletilmistir. Kok indiiksiyonu saglandiktan sonra ise 21 giinliik siirecte
farkli koklendirme ortamlarina (Cizelge 3.7) aktarilmistir. Deneme; tesadif
parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 10 eksplant olacak
sekilde kurulmustur. Kiiltiir kaplar1 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik fotoperiyotta,
2442 -C’ de ve beyaz LED aydinlatmali 3500 liikks 151k siddetinde muhafaza

edilmiglerdir.
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Cizelge 3.6. Kok indiiksiyonu denemelerinde kullanilan besin ortam1 kompozisyonu

Besin Bazal Bitki biiyiime Karbon Katilastiric1 ajan
ortami besin diizenleyicisi ve kaynag ve ve miktari

kodu ortami miktari miktari
1130 MMS 4 mg/L IBA 30 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite
1140 MMS 4 mg/L IBA 40 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite
%130 > MMS | 4 mg/L IBA 30 g/L siikkroz | 2.4 g/L Gelrite
72 30 » MMS | - 30 g/L sikkroz | 2.4 g/L Gelrite
5 140 > MMS | 4 mg/L IBA 40 g/L sikkroz | 2.4 g/L Gelrite
MD304 | MDKW | 4 mg/L IBA 30 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite
MD404 | MDKW | 4 mg/L IBA 40 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite
MDFI | MDKW | 4 mg/L IBA+119 | 30 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite

mg/L FeEDDHA

Cizelge 3.7. Kok gelisimi denemelerinde kullanilan besin ortami kompozisyonu

Besin Bazal Ortam Karbon Katilastiric ajan
ortami besin | kompozisyonunda | kaynag ve ve miktari
kodu ortami | var olan farkhihk miktari

MDFe MDKW | 119 mg/L 30 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite
FeEDDHA

¥ DFe ¥4 DKW | 119 mg/L 30 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite
FeEDDHA

MDV MDKW | 1:1 vermikulit 30 g/L siikroz | 2.4 g/L Gelrite

Ya DV s DKW | 1:1 vermikulit 30g/L siikkroz | 2.4 g/L Gelrite

3.6 Verilerin degerlendirmesi

Proje kapsaminda yapilan in vitro uygulamalar tesadiif parselleri deneme

desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir. Uygulamalardan elde edilen

veriler, Minitab® 19 istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sterilizasyon Denemesinin Sonuclari

Yapilan sterilizasyon denemelerinin gozlem parametrelerine etkileri
incelenmis ve veriler kaydedilmistir. Degerler yiizdelik olarak hesaplanmistir.

(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Kararmaya etkileri acisindan ele alindiklarinda, ST4 yontemi kararma
tizerinde %46.7 ile en basarisiz bulunmustur. ST1 metodunda kiiltiire alinan
eksplantlarda kararma gozlenmemistir. ST1 metodu kararma agisindan diger
yontemlerden daha basarili olarak belirlenmistir. Kararma problemi, nod

eksplantlarindan genellikle ilk bir hafta i¢inde ortaya ¢ikmustir.

Kontaminasyona etkisine gore, en basarili yontem ST1 olarak belirlenmistir.
Kiiltiire alinan eksplantlarda goriilen kontaminasyonlar bakteriyel veya maya
kaynakli olmustur. Genellikle kiiltiire alinma siiresinden 7 ila 15 giin sonra

kontaminasyonlar gézlenmistir (Sekil 4.2)

Hiperhidrisiteye etkisine gore, ST1 ve ST2 yontemleri kullanildiklarinda hi¢
hiperhidrisite sorunuyla karsilasilmamistir ve basarili yontemler olarak kabul
edilmislerdir. En yiiksek hiperhidrisite %33.3 ile ST3 metodunda kaydedilmistir.
Hiperhidrisitenin siirgiinlerde ortaya ¢ikmasi ise eksplantlarin kiiltiire alinmasindan

7. giinden sonraki giinlerde gerceklesmistir.

Nekroz etkisine gore, ST3 %33.3 nekroz olusum yiizdesi ile en basarisiz
sterilizasyon metodu olarak belirlenmistir, ST1 ve ST4 Sterilizasyon metodlarinda
nekroz gozlemlenmemistir ve basarili olarak degerlendirilmislerdir. Nekrozun
stirgiinlerde ortaya c¢ikmasi ise eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 7. glinden

sonraki giinlerde gerceklesmistir.

Bu dort gozlem parametresine gore bakildiginda ST1 daha 1y1 goriinmektedir.
Ancak calismanin ilerleyen asamalarinda kontaminasyon sebebiyle sterilizasyon

asamasinda yiizey aktif madde ihtiyacinin olusmasi sebebiyle Tween20® igeren



31

civa kloriir bazli sterilizasyon metodu olan ST2 ile ¢alismalara devam edilmistir.
Sterilizasyon denemesinden sonraki biitin denemelerde eksplantlar, ST2

yontemiyle steril edilip kiiltiire alinmiglardir.

Cizelge 4.1. Farkli sterilizasyon metodlarinin kararma, kontaminasyon, hiperhidrisite ve nekroz

lizerine etkileri

Sterilizasyon = Kararma = Kontaminasyon  Hiperhidrisite =~ Nekroz

Metodu (%) (%) (%) (%)
ST1 0 13,3 0 0
ST?2 12,5 37,5 0 8,3
ST3 417 37,5 33,3 33,3
ST4 46,7 20 3 0

Sterilizasyon Y ontemlerinin Parametrelere Etkileri (%)
50
45
40
35

30
25
2
1
1
5
0

KARARMA (%) KONTAMINASYON (%)  HIPERHIDRISITE (%) NEKROZ (%)

o v O

EMST1 mST2 mST3 mST4

Sekil 4.1. Farkli sterilizasyon yontemlerinin dort gozlem parametresine (kararma (%),

kontaminasyon (%), hiperhidrisite (%), nekroz (%)) gore degerlendirilmesi
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Sekil 4.2. Ceviz kiiltiiriinde karsilagilan problemlerin 6rnekleri a) kararma b) kontaminasyon c)

hiperhidrisite  d) nekroz

4.2 Besin ortamlariin Kararma Uzerine Etkisi

Cam tiiplerde yaptigimiz denemelerde farkli besin ortamlarinin kararma
tizerine etkisi (Sekil 4.3, Cizelge 4.2) gosterilmistir. Kaydedilen veriler sonucunda
en yiiksek kararma yilizdesi (%72) Ru besin ortaminda gdzlemlenmistir. MRul

besin ortaminda ise kararma gézlenmemistir.

Kararma Yiizdeleri (%)
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Besin ortami

Sekil 4.3. Farkl1 besin ortamlarinin kararma yiizdesine etkisi
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4.3 Besin Ortamlarinin Hiperhidrisite Uzerine Etkisi

Cam tiiplerde yaptigimiz denemelerde farkli besin ortamlarinin hiperhidrisite
tizerine etkisi (Sekil 4.4, Cizelge 4.2) incelenmistir. Kaydedilen veriler sonucunda
en yluksek hiperhidrisite yiizdesi (%33,3) D1B besin ortaminda gozlemlenmistir.
D4B, SP1, SP2, Ru2, MRu0,5 ve MRul besin ortamlarinda ise hiperhidrisite

saptanmamuistir.

Hiperhidrisite Yiizdeleri (%)
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Besin ortami

Sekil 4.4. Farkli besin ortamlarinin hiperhidrisite yiizdesine etkisi

4.4 Ortamlarin Nekroz Uzerine Etkisi

Cam tiiplerde yaptigimiz denemelerde farkli besin ortamlarmin yaprak ve
slirgiin nekrozu tizerine etkisi (Sekil 4.5, Cizelge 4.2) incelenmistir. Kaydedilen
veriler sonucunda; istatiktiki olarak en yiiksek nekroz yiizdesi (%50) Ru besin
ortaminda gézlemlenmistir. Daha sonra sirasiyla %33,3 ile D1B ve %4,17 ile D2B
ortamlar takip etmistir. DKW, D4B, SP, SP1, SP4, Rul, Ru2, MRu0,5 ve MRul

besin ortamlarinda ise nekroz gézlemlenmemistir.
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Nekroz Yiizdeleri (%)
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Besin ortami

Sekil 4.5. Farkli besin ortamlarinin nekroz yiizdelerine etkisi

Cizelge 4.2. Farkli besin ortamlarinin kararma, hiperhidrisite ve nekroz yiizdelerine etkisi

Ortam Kararma Hiperhidrisite  Nekroz
kodu yiizdesi (%) yiizdesi (%) Yiizdesi (%)
DKW 46,7 3 0

D1B 4,17 33,3 33,3
D2B 8,3 12,5 4,17
D4B 5,6 0 0

SP 3,3 3,3 0

SP1 23 0 0

SP2 3 0 0

SP4 14 4,6 0

Ru 72 25 50

Rul 47,3 9,3 0

Ru2 28 0 0
MRu0,5 4,67 0 0
MRul 0 0 0
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4.5 Yar1 Kat1 Besin Ortamlarinda Siirgiin indiikleme Denemeleri Sonuclari

4.5.1. Siirgiin olusturan eksplant sayisi ve yiizdesi

Siirglin indiikleme amaciyla nod eksplantlar1 ¢esitli ortamlarda ve cam
tiiplerde kiiltiire alinmislardir. 13 farkli besin ortaminda elde edilen siirgiin sayilar1
ve stirglin olusturma yiizdeleri Cizelge 4.3 te gosterilmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda besin ortaminin siirgiin sayisi ve siirgiin olusturma ytizdesi tizerine etkisi
onemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5). En basarili besin ortami
1,05 adet/eksplant ve %100 siirgiin olusumu ile SP4 olmustur. Bu parametreye gore
en az basarill besin ortami ise 0,57 adet/eksplant ve %57 Siirgiin olusumu ile Ru

besin ortami1 olmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Cizelge 4.3. Eksplant basina elde edilen ortalama siirgiin sayisi ve siirgiin olusturan eksplant

ylizdesi
Ortam Eksplant basina elde Siirgiin olusturan eksplant
kodu edilen ortalama siirgiin yuzdesi (Ortalama + S.H.)
sayisi (Ortalama = S.H.)
DKW 0,90 +£ 0,07 ab 80,00+ 17,3 abc
D1B 1,00 £ 0,07 ab 93,33+5,77 ab
D2B 0,90+ 0,17 ab 67,00 + 6,93 abc
D4B 1,00+ 0,14 ab 71,00+ 6,93 ahc
SP 0,71+ 0,10 ab 63,30+ 30,6 bc
SP1 0,80+ 0,09 ab 81,00 + 8,66 abc
SP2 0,95+ 0,05 ab 96,67 5,77 ab
SP4 1,05+0,05 a 100,0 £ 0,00 a
Ru 0,57+0,11 b 57,00+ 14,0 c
Rul 0,67+0,13 ab 61,67 +8,08 bc
Ru2 0,76 £0,10 ab 76,00 £ 8,66 abc
MRu0,5 0,90+ 0,07 ab 90,67 + 8,08 abc

MRul 1,00+ 0,07 ab 90,67 + 8,08 abc
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Cizelge 4.4. Farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinan nodal eksplantlarindan elde edilen ortalama

stirgiin sayisinin tek yonlii varyans analizi ile incelenmesi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F 0..“ em
< ; . .| diizeyi

kaynagi derecesi toplamm ortalamasi degeri P

Ortam 12 5,509 0,4591 2,27 0,009*

Hata 260 52,476 0,2018

Genel 272 57,985

*: p<0.05 diizeyinde dnemli, **: p<0.0.1 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.5. Farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinan nodal eksplantlarinin siirgiin olusturma

ylizdesinin tek yonlii varyans analizi ile incelenmesi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F ((l)nz Zmi
kaynagi derecesi toplami ortalamasi degeri lzp)y
Ortam 12 7448 7448 4,16 0,001*
Hata 26 3876 3876

Genel 38 11324

*: p<0.05 diizeyinde 6nemli, **: p<0.0.1 diizeyinde dnemli
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Sekil 4.6. Farkl1 besin ortamlarinin siirgiin sayisi iizerine etkileri




37

Eksplant siirgiin olusturma yiizdesi (%)
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Sekil 4.7. Farkli besin ortamlarinin siirgiin olusturma yiizdesi {izerine etkileri
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o
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Sekil 4.8._ Her bir besin ortamindan elde edilen siirgiin 6rnekleri a) DKW b) D1B c¢) D4B ¢) SP1
d) SP2 ¢) SP4 f) Ru g) Rul g) Ru2 h) mRu0,5 1) mRul
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4.5.2 Eksplant basina elde edilen ortalama nod sayis1 (adet)

Yapilan

varyans analizi sonucunda besin ortaminin nod sayis1 iizerine etkisi

onemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.7). Bu parametreye gore en basarili besin

ortami 7,95 adet/eksplant ile SP2 ortam1 olmustur (Sekil 4.9, Sekil 4.10). En diistik

nod sayis1 (1,57 adet/eksplant) Ru besin ortaminda tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Eksplant basina elde edilen ortalama nod sayis1 ve standart hata

Ortam Eksplant basina elde edilen ortalama nod sayisi
Kodu (Ortalama + S.H.)
DKW 433+0,66 b
D1B 4,67+0,64 Db
D2B 1,62+0,34 ¢
D4B 2,69 £0,44 bc

SP 2,91+0,49 be
SP1 3,95+0,75 bc
SP2 7,95+0,69 a

SP4 3,57+0,50 be
Ru 1,57+0,48 c

Rul 2,76 £0,58 bc
Ru2 3,62+ 0,58 bc
MRu0,5 3,71+ 0,40 bc
MRul 4,10£0,23 bc

Cizelge 4.7. Farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinan nodal eksplantlarindan elde edilen

stirglinlerin ortalama nod sayisinin tek yonlii varyans analizi ile incelenmesi

Varyagyon Serbestl i_k Kareler Kareler F degeri “(")ne.m
kaynag derecesi toplami ortalamasi diizeyi (P)
Ortam 12 651,5 54,288 8,85 0,00*
Hata 260 1594,4 6,132

Genel 272 2245,8

*: p<0.05 diizeyinde dnemli, **: p<0.0.1 diizeyinde 6nemli




Nod sayisi (adet)
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Eksplant bagina elde edilen nod sayisi (adet)

Besin ortami

Sekil 4.9. Farkli besin ortamlarinin nod sayist lizerine etkileri

Sekil 4.10. SP2 ortaminda indiiklenen siirgiin 6rnekleri



4.5.3 Eksplant basina elde edilen ortalama siirgiin uzunlugu (cm)

Yapilan varyans analizi sonucunda besin ortaminin siirgiin uzunlugu iizerine

etkisi onemli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.9). En basarili besin ortami1 1,6 cm ile

SP2 ortami olmustur (Sekil 4.11). Bu parametreye gore en az basarili besin ortami

ise 0,23 cm ile Ru olmustur (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.11).

Cizelge 4.8. Eksplant bagina elde edilen ortalama siirgiin uzunlugu ve standart hata

Ortam
kodu
DKW
D1B
D2B
D4B
SP
SP1
SP2
SP4
Ru
Rul
Ru2
MRu0,5
MRul

Eksplant basina elde edilen ortalama siirgiin
uzunlugu (cm) (Ortalama + S.H.)

1,04 +£0,13
0,68 +0,12
0,43 + 0,08
0,41 £0,06
0,37 + 0,07
0,75+ 0,13

ab
bc
c
c

c
be

1,60+ 0,19 a
0,36 £0,09 c
0,23 +0,10 ¢

0,63 +0,17
1,15+0,20
1,04 £ 0,12
1,20 + 0,09

bc
ab
ab
ab

Cizelge 4.9. Farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinan nodal eksplantlarindan elde edilen ortalama

stirglin uzunlugunun tek yonlii varyans analizi ile incelenmesi

Varyasyon| Serbestlik Kareler Kareler F (?Ilzzml
kaynagi derecesi toplam ortalamasi degeri lEP)y
Ortam 12 42,81 3,5678 10,58 | 0,000*
Hata 260 87,68 0,3372

Genel 272 130,50

*: p<0.05 diizeyinde 6nemli, **: p<0.0.1 diizeyinde 6nemli
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Eksplant basina elde edilen siirgiin uzunlugu (cm)

Surgiin uzunl
oo 0o
ON B O 0 -
04_@
]

Besin ortami

Sekil 4.11. Farkl1 besin ortamlarinin siirgiin uzunlugu iizerine etkileri

4.6 Nodal Eksplantlarin Sivi Kiiltiirde Mikrog¢ogaltim Denemeleri

Sivi besin ortaminda kiiltiire alinan ceviz nodal eksplantlarinin tamami
kararma ve kontaminasyon sebebiyle kaybedilmistir. Kiiltiire alinan 12 erlendeki

eksplantlarin hepsi 2 hafta sonunda kararma ve kontaminasyon sonucu dlmiislerdir
(Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Siv1 kiiltiirde mikrogogaltim denemelerinde kararma sonucu dlen ceviz

eksplant1 6rnekleri
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4.7 Nodal Eksplantlarin Cift-Fazh Kiiltiirlerde Mikrocogaltim Denemeleri

Cift faz seklinde kiiltiire alinan ceviz nodal eksplantlarinin tamami kararma
ve kontaminasyon sebebiyle kaybedilmistir. Kiiltiire alinan 25 tiipteki eksplantlarin
tamami 1 hafta siiresinde kararma ve 2 hafta sonunda kontaminasyon gostererek

Olmislerdir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Cift faz denemelerinde kararma ve kontaminasyon sonucu 6len ceviz eksplanti

ornekleri
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4.8 In Vitro Koklendirme Denemeleri

4.8.1 Koklendirme indiiksiyon denemeleri

Yapilan kok indiiksiyon denemelerinin kdk olusumunun baslamasina
yonelik etkisi incelenmistir. Istatistik analiz yapmaya yetecek giicte veri
olusturulamadigindan yiizde hesaplamalar1 yapilmistir. Bu veriler 1s18inda
koklenmede en etkin indiiksiyon siirecini baslatan besin ortamlar1 2 130, MD304,
MDFI, 1130, 2 140 olarak belirlenmistir. En basarili kok indiiksiyon ortam1 4 mg/L
IBA igeren %2 130 ortami1 (%33,3) olarak belirlenmistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve
Sekil 4.16).

Kok indlksiyon ortamlarinin kdk olusumunun baslamasina
yonelik etki orani (%)

35
C
)
S5 30
ER
2
3 25
°op
X 0
2220
c o
€ x
E’ 5 15
€5
g 5w
o Cc
S
SE°
2o
3 g O
T o
-E %130 MD304 MDFI 1130 % 140 1140 %30 MD404
S Besin ortami

Sekil 4.14. Kok indiiksiyon ortamlarinin kok olusumunun baglamasina yonelik etki oran1 (%)
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Sekil 4.15. MD304 ortaminda gelisen kok indiiksiyonu

Sekil 4.16. 5 130 ortaminda kurulan kok indiiksiyon denemeleri
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4.8.2 Kok gelisimi denemeleri

Kok indiiksiyonu gerceklestirilen siirgiinler Cizelge 3.7°de belirtilen farkl
besin ortami kompozisyonlarinda kok gelistirme adma 21 giinliik siire¢ boyunca,
16 saat aydmnlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta, 24 + 2 °C ’de ve beyaz LED
aydinlatmali 3500 liiks 1s1k siddetinde muhafaza edilmislerdir.

Denemelerde kullanilan besin ortamlarmin ortalama kék uzunlugu (cm) ve
kok sayisi (adet) lizerine etkisi ile ilgili yapilan incelemeler kaydedilmistir. Gozlem
verileri istatistiki agidan farliliklar 6nemsiz ¢ikmustir (Cizelge 4.10, Sekil 4.17 ve
Sekil 4.18, Sekil 4.19). En basarili koklendirme ortaminin % DFe oldugu
belirlenmigtir. Calismadan elde edilen sonuglara gore en basarili koklendirme orani
%45,45 olarak kaydedilmistir. Kullanilan besin ortamlarina gore siirgiin
kaidelerinde %0-77.7 arasinda degisen oranlarda kallus olusumlari meydana
gelmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.20).

Cizelge 4.10. Koklendirme denemelerinde besin ortamlarinin parametrelere etkisi

Koklendirme — Kok En uzun Ortalama  Ortalama  Kallus
ortami olusum kok kok Kok olusum
orant uzunlugu  uzunlugu Sayis1 orant
(%) (cm) (cm) (adet) (%)
MDFe 33,3 1 0,34 1 77,7
Ya DFe 45,45 2,5 1,22 2,4 54,5
MDV 11,1 2 2 1 11,1

Y4 DV 0 0 0 0 0



Kok olusum yizdesi (%)
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m_i - - - .

Sekil 4.17. /4 DFe ortaminda siirgiinden kok gelisimi

Kok olusum yuzdeleri (%)

MDFe % DFe MDV % DV

Besin ortami

Sekil 4.18. Koklendirme ortam igeriklerine gore kdk olusum yiizdeleri (%)
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Koklendirme ortam denemelerine ait ortalama
kok uzunlugu (cm) ve ortalama kok sayisi (adet)

3
2,5

2
1,5

1
- N

o 1R

MDFe % DFe MDV % DV
Besin ortami
M Ortalama kék uzunlugu (cm) M Ortalama Kok Sayisi (adet)

Sekil 4.19. Koklendirme ortam denemelerine ait ortalama kok uzunlugu (cm) ve ortalama kok
sayisi (adet)

Sekil 4.20. MDFe besin ortaminda olusan kallus goriintiisii ve kok yapisi

Icerisinde 119 mg/L FeEDDHA bulunan MDFe besin ortaminda kurulan

kiiltiirlerde gozlenen koklii siirgilinler ise Sekil 4.19° de gdsterilmistir. Kok gelisim

denemeleri igerisinde; % DFe ortami igeren kiiltlir kabinda gelisen siirgiine ait

yaprak ucunda kallus olusumu meydana gelmistir. Adventif kok olusumunun da bu

kallus dokusundan olustugu belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. /4 DFe ortaminda gelisen siirgiine ait yaprak ucunda olusan kallus ve kok goriintiisii

Vermikulit denemelerinin gergeklestirildigi ¢alismalardan elde edilen mikrosiirgiin

ve kok goriintiileri ise Sekil 4.22° de gosterilmistir.

a b

Sekil 4.22. Vermikulit denemeleri sonucu gelisen mikrosiirgiinler a) % DV besin ortaminda olusan

yogun kallus yapisi, b) MDV besin ortaminda gelisen kok yapisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen ilk asama nod eksplantlarinin
ylizey sterilizasyonudur. Ceviz bitkisine ait eksplantlardan i¢sel kontaminasyon
kaynaklarinin elimine edilmesi mikrocogaltim ¢aligmalarinin en Onemli
basamagidir. Ciinkii ceviz cesitleri ile gergeklestirilen mikrogogaltim
caligmalarinda karsilasilan ve daha tam olarak sonucu netlestirilemeyen kararma ve

kontaminasyon probleminin elimine edilmesi gerekmektedir.

Juglans bitkisinin tiim tiirlerinin doku kiiltiiriine kars1 oldukg¢a inat¢1 oldugu
disiiniilmektedir. Bunun nedeni; in vitro kiltiire alinacak olan farkl tiirlerin ve tiir
eksplantlarinin (organ, doku, hiicre) in vitro ortama aligtirllmasinda yasanan
zorluklardan kaynaklanmaktadir. 1980’lerden beridir cevizin mikrogogaltimi ile
ilgili pek cok bilimsel g¢alisma yayinlanmistir, ancak tiire bagh dogru bir
mikrogogaltim protokoliiniin olusturulmasinda hala yeterli bilgi bulunmamaktadir
(Julian et al., 2020).

Ceviz tiirlerinin mikrogogaltim c¢alismalarinda ¢oziilmesi gereken bazi
zorluklar ifade edilmektedir. Eksplantlarda fenolik bilesenin oksidasyonuna baglh
olarak olusan kararma, eksplantlarda bulunan igsel kontaminasyon kaynaklari,
kiiltiir ortamina adaptasyon, koklenme ve topraga transfer ile ilgili zorluklar ceviz

mikrogogaltiminin en 6nemli sorunlaridir (Kepenek ve Kolagasi, 2016).

Fidanci (2005) Sebin ve KR-2 ceviz gesitlerini kullanarak yaptig
arastirmasinda, mikrogogaltimda kiiltiir olusturma sathasinda karsilasilan en
onemli problemin bulagsma ve kararma oldugunu belirtmistir. Calismamizda da
¢ozlilmesi gereken en 6nemli probleminin bulagma ve kararma oldugu diisiiniilmiis
ve bu yonde calismalar yapilmistir. Yapilan farkli sterilizasyon denemelerinde en
ylksek kontaminasyon oranini (37,5) ST2 ve ST3 denemelerinde olurken en diisiik
kontaminasyon oranini (%13,3) ST1 de kaydedilmistir. Benzer sekilde en yiiksek
kararma (%46,7) ST4 de kaydedilirken en diisiik kararma (%0) ST1sterilizasyon

metodunda kaydedilmistir.
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Farkli sterilizasyon protokolleri uygulanarak gerceklestirilen denemeler
sonucunda kararma (%4) ve kontaminasyonun en aza indirildigi sterilizasyon
yontemi ST2 (5 dk %70 etil alkol + 5 dk %0,2 civa kloriir -Tween 20 ilave edilmis)

olarak belirlenmistir.

Dong ve ark. (2007), cevizden alinan ekplantlarin rejenerasyon
denemelerindebasarili bir sekilde sterilizasyon gergeklestirilmesi igin, %70’lik etil
alkolde bir siire bekletilen ekplantlarin ardindan %0,1 HgClI ile sterilizasyon islemi

tamamlanip ardindan steril distile su ile durulandigi bildirilmistir.

Sirin (2014), Kaman 1 ve Kaman 5 ceviz cesitlerinin koltukalti
tomurcuklarinda sterilizasyon protokiilii gelistirmek amaciyla, eksplantlart %70°1lik
etil alkole 1 dakika maruz birakip ardindan %0,2’lik HgClI2 i¢inde 5 dakika boyunca
sterilizasyon islemini  gerceklestirmistir. Cevizde yapilan rejenerasyon
caligmalarinda yogun olarak goriilen kararmay1 6nlemek i¢in 100 mg/L askorbik
asit, 100 mg/L sitrik asit ilave edilerek dnlenmeye ¢alisilmis, ayrica 3, 24 ve 48 saat

araliklarla altkiiltiire alinarak ¢alismaya devam edildigi bildirilmistir.

Revilla ve ark. (1989) yaptiklari aragtirmalarinda, ceviz mikrogogaltiminda
doku kiiltiiri teknikleri ile ilgili ana sorunlardan birinin diisiik ¢ogaltim orani
oldugunu belirtmislerdir. Bu diisiik oranin sebebi rejenere siirgilinlerin yavas
biiylimesi ile ortaya ¢ikan uzun kiiltiir siireleri ve buna bagl kiiltiirde gelisen gizli
kontaminasyon oldugu disiiniilmiistiir. Bu problemin {istesinden gelmek igin,
aksiller siirgiinlerin iiretimini arttirdig1 gosterilen ¢ift fazli bir sistemde embriyonik
ve gen¢ materyalden nodal segmentler kiiltiirlenmeye calisilmistir ve kiiltiir
ortaminda bakteriyel kontaminasyonu Onlemek i¢in antibiyotik karigimlar
eklenmistir (Revilla et al., 1989). Kendi ¢aligmamizda da kontaminasyon ve
kararma problemleri yasanmustir. Cesitli sterilizasyon yontemleri ile bu sorunun
iistesinden gelinmeye calistimistir. Ozellikle HgCl2 varliginda tatmin edici sonuglar

elde edilmistir.

Lone ve ark. (2017) odunsu tiirlerde, otsu bitkilere goére in vitro
klonlamanin ¢ok daha zor oldugunu belirtmislerdir. Eksplantlarin olgun odunsu

tirlerden in vitro manipiilasyona zayif cevabi genellikle kararma ve eksplant
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nekrozu ile iligkilendirilmistir. 0.3 mg/L Benzilamino piirin ve 0.1 mg/L indol-3-
biitirik asit ilave edilmis MS bazal ortami, baslangi¢ kiiltiirlerinin olugsmasinda,
minimum ortam kararmasinda (%80.44), minimum eksplant kararmasi (% 78.22)
ve eksplant basina ortalama minimum kararma skoru (% 9.17) ile en iyi yaniti
verdigi rapor edilmistir (Lone ve ark., 2017). Bitkilerde yeterli miktarda besin
bulunmadiginda nekroz olusabilmektedir. Son derece diisiikk miktardaki fosfor
baslangigta bitkinin yapraklarinin parlak yesil goriinmesine neden olmakta, ancak
yash yapraklar nekrotik hale gelmektedir. Eksikligi nekroza neden olan diger
besinler arasinda potasyum, azot, bor, demir ve nikel bulunmaktadir (Anonim
2019b). Calismamizda, nekroz ve ozellikle kararma orani Rugini ortamlarinda
genel olarak daha yiiksek olarak gézlenmistir. Buna karsin Rugini bazli, kazein
hidrolizat ve adenin hemisiilfat eklenerek olusturulan modifiye Rugini ortamlarinda
kararmanin azaldig1 gozlemlenmistir. Rugini ortaminin MS ve DKW ortamlarina
gore tuz yogunlugunun az olmasi kararma ve nekroza sebep oladugu diisiiniilebilir.
Ortama eklenen kazein hidrolizat ve adenin hemisiiflat eksplantlart bu durumdan

korudugu diisiiniilebilir

Bu bilgiler 1s1ginda ‘Paradox’ ceviz anaci tiiriinde gergeklestirdigimiz
sterilizasyon yonteminin literatiir bilgileri ile uyumlu oldugu ve ceviz tiirlerinde
kararma ve kontaminasyon problemlerinin engellenmesine yardimci olabilecegi
ifade edilebilir.

Yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen nod ekspantlari siirgiin indiiksiyonunun
gerceklestirilmesi adina Cizelge 3.5°da belirtilen ortamlara aktarilmistir. 21 giin
sonunda elde edilen sonuglara gore; birim eksplant bagina diisen en yiiksek siirgiin
say1st (1,05 siirgiin/eksplant) yar1 kat1 SP4 (4 mg/L BAP + 0.001 mg/L IBA + 200
mg/L kazein hidrolizat + 50 mg/L adenin hemisiilfat igeren DKW) besin ortaminda
elde edilmistir. Ayrica birim eksplant basina diisen en yiiksek nod sayist (7,95
adet/eksplant) ve siirgiin uzunlugu (1,6 cm) bakimindan en basarili ortam yar1 kati
SP2 (2 mg/L BAP + 0.001 mg/L IBA + 200 mg/L kazein hidrolizat + 50 mg/L

adenin hemisiilfat iceren DKW) olmustur.

Literatiir bilgileri incelendiginde; Scaltsoyiannes ve ark. (1997) Juglans regia

L.’de yaptiklari rejenerasyon calismasinda en iyi aksiller siirgiinlerin 4,44 uM BAP
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ve 0,005 uM IBA igeren DKW (Driver and Kuniyuki, 1987) besin ortaminda
gerceklestigini bildirmislerdir. Siirglin uzunlugunun en fazla 2,22 uM BAP iceren

kiiltlir ortaminda oldugu belirtilmistir.

Saadat ve ark. (2002) tarafindan Juglans regia L. ¢ogaltilmasi, li¢ farkli besin
ortam1 DKW, MS, WPM ve ii¢ farkli katilagtirici Phytagel, Difco Bacto agar ve
Phytagel'in bir karigimi ve Difco Bacto Agar ile besin ortamlar1 arasindaki
farkliliklar1 incelemislerdir. Calismada, eksplantlarin rejenere olma orani ve
gelisim farkliliklar ele alinmistir. Eksplantlardaki gelismelerin DKW ortaminda,
MS ve WPM ortamlarina gore daha iyi sonug¢ verdigini belirtmislerdir. Phytagel
katilastiricisinin Difto Bacto Agar, Difto Bacto Agar + Phytagel’ den daha iyi sonug

verdigi de ¢alismada ifade edilmistir.

Tetsumura ve ark. (2002) cevizde yaptiklart mikrogogaltim ¢alismasinda, 5
uM BAP ve 0,05 uM IBA ilave edilen DKW besin ortaminda basarili sonuglar elde

etmislerdir.

Fidanc1 (2005) yaptig1 calismada, Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitlerinde ii¢ farkli
eksplant kullanmistir (meristem, siirgiin ucu, nodal segment) ve ii¢ farkli besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Besin ortami olarak; MS, DKW, WPM ortamlarini
kullanmustir. En iyi gelisim DKW bazli 1,0 mg/L BAP ve 0,01 mg/L IBA igeren
besin ortaminda gozlemlenmis ve bu mikrogogaltimlar bu ortam {iizerinden

gerceklestirilmistir

Amiri ve Gharati (2011) yaptiklar1 ¢aligmada, besin ortaminda bulunan
makro elementlerin mikrocogaltim ve koklenme {izerindeki etkilerini
arastirmislardir. Bu ¢alismada 1, 1/2, 1/3, 1/5 oranlarinda DKW besin ortamlari
kullanilmis, siirgiin gelisimi ve cogaltilmasinda makro 15 elementin oranlari

artirllarak gelismelerin de buna bagl olarak arttig1 ifade edilmistir.

Mangal ve ark. (2012), embriyo kiiltiirii yoluyla bitki rejenerasyonu ve elit
genotiplerin ¢ogaltimi i¢in daha yliksek ve daha hizli bir oran elde etmek amaciyla
dollenme sorunlarmin iistesinden gelmek iizere yaptiklar1 bir calismada, cevizde

bitki rejenerasyonu i¢in bir protokol elde etmislerdir. En iyi gelismenin, 3 uM BAP
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ve 5 uM IBA ile takviye edilmis DKW ortaminda %94,66 oraninda oldugu

saptanmistir.

Tuan ve ark. (2016) yaptiklar1 bir arastirmada, farkli melez ceviz ¢esitlerinde
DKW ve Ruguni besin ortamlar1 ve Oxoid agar, Kobe agar, Gelrite gibi katilastirici
maddeler kullanarak denemeler kurmuslardir. Ayrica BAP, besin ortamlarina farkl
konsantrasyonlarda ilave edilmistir. En iyi siirgiin gelisiminin Ruguni besin

ortaminda oldugu ve Kobe agar ile gerceklestirildigi bildirilmistir.

Paradox cevizi (Juglans hindsii x J. regia)’nin apikal ve lateral meristemleri,
bu anacin in vitro ¢ogaltimmi gergeklestirmek amaciyla kiiltiire alinmiglardir.
Cevize spesifik bir besin ortami olan DKW’ye 4,5uM benziladenin (BA) ve 5 uM
indolbiitirikasit (IBA) eklenmesiyle optimum ¢oklu siirgiin gelisiminin saglandigi
belirtilmistir (Driver and Kuniyuki, 1984). Calismamizda, yar1 kati DKW
ortaminda kiiltiire aldigimiz nod eksplantlarindan BAP varliginda siirgiin
olusturmada basarili sonuglar elde edilmistir. Ayrica SP kodunu verdigimiz
ortamlarda 0,001 mg/L IBA ve BAP (1, 2 ve 4 mg/L) kombinasyonlarinda da ¢oklu

stirglin gelisimi saglanmstir.

Mejer-Dinkel ve Wenzlitschke (2015) yaptiklar1 ¢alismalarinda, eksplant
olarak seradaki asilanmis bitkilerden ve 19 yasindaki bir agactan alinan geng
stirglinleri kullanmiglardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra, 6-benzilaminopurin
(BAP) ve indol-3-asetik asit (IBA) ihtiva eden Driver ve Kuniyuki (DKW) ve
Rugini Olive Medium (ROM) besin ortamlarinda bir aksiller tomurcugu olan nodal
segmentler kiiltlire almmistir. Baslangic asamasinda kontaminasyon ve
eksplantlarin kahverengilesmesi ciddi sorunlar olarak belirlenmistir. Eksplantlarin
sag kalim orani ¢ok diisiik bulunmustur. Her iki eksplant tipi icin de ROM temelli
ortam kombinasyonlar1 ve sirasiyla 2 ROM ve 2 DKW ortaminin bir
kombinasyonu tanimlanmistir; boylelikle, standart DKW ortamina kiyasla bir aylik
kiiltiir stiresinde 6nemli 6l¢iide daha yiliksek cogaltim orani (7,59) ve siirgiin kalitesi
(2,1 cm) saglanmistir (Meier-Dinkel and Wenzlitschke, 2015). Yaptigimiz
calismada da Rugini ve DKW ortam1 ve modifikasyonlar1 denenmistir. Tam giicte

denedigimiz DKW, Rugini besin ortamina gore daha yiiksek silirglin sayisi
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vermistir. Bunun tam gili¢ ve yar gii¢ arasindaki icerik farkindan kaynaklandig:

diistiiniilmektedir.

Bosela ve Michler (2008) yaptiklar1 galismalarinda, kara ceviz eksplantlarinin
WPM ve 2 x DKW ortamlarinda, yiiksek tuzlu ortamdaki (DKW ve MS) %10-40
frekanslara kiyasla, %60-100 frekanslarinda hiperhidrisite gozlenmistir. Bizim
calismamizda ise, Rugini ortamlarina gére DKW ortamlarinda daha fazla

hiperhidrisiteye rastlanmistir.

Gruselle ve Boxus (1990) yaptiklar1 arastirmalarinda, J. regia, J. nigra, J.
cinerea ve Paradox anaciyla ¢alismiglardir. Kiiltiir baglatma esnasinda 0.5 mg/L

BAP ilave ettikleri modifiye MS besin ortamini kullanmiglardir.

Steven ve Pijut, 2018 yilindaki ¢aligmalarinda, Juglans nigra L. tiiri
cevizlerin nod eksplantlarin1 2mg/L BAP, 0.001 mg/L IBA, 1 mg/L MT, 200 mg/L
kazein hidrolizat, 50 mg/L adenin hemisiilfat ve 2 mL/L PPM eklenmis DKW bazli
stvi besin ortami igeren 3 litrelik Fernbach tipi siselerde kiiltiire alinarak orbital
calkalayict (100 rpm) fiizerinde tutulmuslardir. Sivi kiiltiir igerisindeki nodlarin
tamaminin siirglin uzamasi gosterdigi, kararmanin olmadigi ve kontaminasyonun
ise %6.9 oldugunu kaydetmislerdir. Bizim ¢alismamizda, sivi ortam denemelerinde
250 mL ve 100 mL hacimli erlenlerde SP2 ortami kullanilarak nod eksplanti
denemeleri kurulmustur ve tiim eksplantlar kararma ve kontaminsyon sonucu

kaybedilmistir. Calismamizda en iyi sonuclar yar1 kat1 ortamlarda alinmistir.

Payghamzadeh ve Kazemitabar (2008) ceviz nod eksplantlar1 ile yaptiklar
calismada; aktif karbon eklenmis bitki biiylime diizenleyici icermeyen yar1 kati
DKW bazal ortamini alt faz olarak kullanirlarken, iist fazda ise 2 mg/L BAP igeren
stvi DKW bazal ortamini tercih etmislerdir. Cift-fazl kiiltiir tipinin; yar1 kat1 ve sivi
kiiltiir tiplerinden daha iyi oldugu belirtilmistir. Calismamizda gift-fazli kiiltiir
tipinde alt fazda, yar1 kati ortamlardan en iyi siirglin rejenerasyonu ve eksplant
basina nod sayist veren SP2 ortami kullanilmus, tist fazda ise sivi MRU2 ortami
kullanilmig ve basarisiz bulunmustur. Bu basarisizligin sebepleri eksplantlarin
sonbahar doneminde alinmasi ve alt fazda aktif karbon kullanilmamasi sonucu artan

kararma olarak gosterilebilir.
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Siirgiin indiiksiyonu ve ¢ogaltim asamalarindan sonra elde edilen 3-5 cm
uzunluguna erigen silirglinler almmarak Cizelge 3.6’da belirtilen koklendirme
ortamlarma aktarilmistir. Koklendirme denemeleri iki asamali olarak
gerceklestirilmistir. Ik asamada kok indiiksiyonu igin besin ortamlarma alman
siirglin eksplantlar1 karanlik kosullarda 7 giin boyunca muhafaza edilmistir. Bu
indiiksiyon asamasinda en basarili ortam (%33) %2130 besin ortami olurken,1140,
230, MD404 kodlu besin ortamlarinda kok indiiksiyonu ya olmamis veya
eksplantlar 6lmiistiir. Daha sonraki asamada ise kok olusumunu gerceklestirmek
amaciyla karanlik kosullardan ¢ikarilan siirgiin eksplantlart farkli  besin
kompozisyonlarini igeren koklendirme ortamlarina transfer edilerek, 21 giinliik
stirecte aydinlik 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta muhafaza edilmistir.
Bu stirenin sonunda Y4 DFe kodlu ortamdaki eksplantlar en basarili sekilde (2,4 cm
kok boyu, 1.22 kok sayisi) koklenmislerdir. Karanlik kosullarda bir siire bekletilen
siirglinlerde kok indiiksiyonu saglandiktan sonra, aydinlik kosullar altinda kok
uzamasinin desteklenmesini i¢eren pek ¢ok literatiir bilgisi bulunmaktadir (Fu et al.

(2003); Caboni and Damiano, (2006); (Tuan et al., (2017); Kamali el al. (2001)).
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6. ONERILER

Ceviz tiirleri geleneksel olarak tohumlarin ¢imlendirilmesi ve elde edilen
¢Ogiirlin iizerine istenen cesit meyvenin asilanmasi ile ¢ogaltilmaktadir. Ceviz
bitkisi yara dokusundan salgiladigi sekonder bilesikler yiiziinden celikle
cogaltilmaya karst direnen bir yapiya sahiptir. Bu durum ceviz klonal

cogaltilmasinin onilindeki en biiylik engellerden biridir.

Tohumdan ¢ogaltilan ceviz fidanlar: ile bahc¢e kuruldugunda, tohum kaynakli
olusan genetik acilimdan dolay1 bahcedeki agaclarda biiylime dengesizlikleri

gozlemlenebilmekte bu durum meyvenin standardizasyonunu engellemektedir.

Bunun o6niine gecebilmek i¢in kurulacak bahgelerde kullanilacak fidanlarin
klonal olarak c¢ogaltilmis anaglar iizerine asilanmis fidanlardan secilmesi
gerekmektedir. Bu noktada talep edilen klonal anag ihtiyacini karsilayabilmek i¢in
ceviz anaglarmin Bitki Doku ve Organ Kiiltiirli laboratuvarlarinda en hizli ve en

uygulanabilir sekilde iiretilmesi gerekmektedir.

Calismamizda piyasada en ¢ok talep goren anag olan “Paradox” ceviz anacinin
calisgmamizin sebebi budur. Bu ceviz anacinin asilama esnasinda diger cesitlerle
doku uyumu {istiinliigii bulunmaktadir. Ileride yapilacak ¢alismalarda “Paradox”
anaci iizerine istenen cesitlerin in vitro asilama yapilarak piyasaya siiriilmesi,
iretilecek fidanlarin “Viriisten Ari” sertifikas1 alabilmesine ve ihracatta yiiksek

katma degerler olusturmasini saglayacaktir.

Caligmalarimizda sera ortaminda tutulan ceviz fidanlarmin 1-2 aylik geng
stirgtinleri kullanilmistir. Buna karsin ceviz bitkilerinden in vitro’da yil boyu ayni
yanit1 alamadigimizi gozlemledik. Bahar aylarinda alinan ceviz eksplantlari siirgiin
olusumuna daha iyi yanit verirken sonbahar aylarinda alinan eksplantlar in vitro
uygulamalara pozitif bir yanit vermemistir. Bu durumu ceviz bitkisinin ¢esidine
bagli olarak ihtiya¢ duydugu “kislama” istegi ile aciklamak miimkiindiir. Kis
mevsimine hazirlik siirecine giren bitkiler, in vitro uygulamalara 4mg/L gibi yiiksek
konsantrasyonda sitokinin uygulanmasi durumlarinda bile yanit vermemektedir.
Ileride yapilacak galismalarda cevizin ¢esidine bagli olarak calismayi bahar ve yaz
aylarinda yapmanin, daha olumlu verilerin elde edilmesinde 6nemli bir rol

oynayacag1 diisiiniilmektedir.
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Verilen bilgiler incelendiginde, siirgiin indiiksiyonu i¢in; 2 mg/L BAP +
0.001 mg/L IBA + 200 mg/L kazein hidrolizat + 50 mg/L adenin hemisiilfat igeren
DKW ortaminin en etkili ortam olarak belirlenmesi literatiir bilgileri ile uyumludur.
Besin ortam1 kompozisyonuna bagli olarak alinan sonuglarin tiire ve ¢eside gore de
degisebilecegi siiphesizdir. Ciinkii ceviz tiirlerinin mikrogogaltiminda genellikle
tire ya da g¢eside Ozgii protokollerin olusturulmast  Onerilmektedir.
Gergeklestirdigimiz bu caligmada, siirgiin indiiksiyonu ig¢in bazal ortam olarak
DKW’nin kullanilmas1 ‘Paradox’ ceviz tiirlerinde olumlu sonuglarin alinmasina

yardimc1 olabilecek niteliktedir.

Koklendirme asamasi in vitro fretilen siirgiinler ig¢in aklimatizasyon
asamasina ve araziye aktarilmasi i¢in Onemli bir asamadir. Calismamizda
koklendirmenin iki asamada yapilmasi materyal kabini azaltirken koklenme
verimini arttirmistir. Koklendirme asamasinda kullanilan 4 mg/L IBA miktar1 bizim
calismamizdaki ¢esidimiz ‘Paradox’ i¢in %45.45°lik bir indiikkleme saglamuistir.
Cevizin diger ¢esitlerinde yapilacak koklendirme denemelerinde bu deger geside
bagh degisiklik gosterebilir. Kok gelisimi asamasinda FeEDDHA kullaniminin
vermikulit kullanimina gore daha basarili oldugu kaydedilmistir. Kok gelisimi
denemelerinde eklenen FeEEDDHA ve seyreltilerek kullanilan besin ortami, sinerjik

etkiler gostererek kok gelisimi iizerinde olumlu etki olusturmustur.
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