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Bu aragtirmada Nonpareil ve Texas badem (Prunus amygdalus Batsch)
gesitlerinin in vitro klonal ¢ogaltiminda (micropropagation) kdklenme lizerine
etki eden faktérler aragtirilmigtir. Bu amagla IBA, NAA ve IAA'min farkli
konsantrasyonlarinin koklenme tizerine etkileri esas alinarak MS besin ortaminin
fiziksel yap1 ve kuvvetinin, 6n karartmanmn (10 giin karartmadan sonra 16 saat
aydinhk-8 saat karanhk), aktif komiiriin, mikrogelik uygulamalarinin, oksinli
ortamdan oksinsiz ortama transferin ve _Agrobacterium  rhizogenes
inokiilasyonunun koklenme orani, kok saysy, kok uzunluk diizeyi, kallus diizeyi
ve kuru madde miktarlan {izerine etkileri incelenmistir.

Her iki cesitte de aktif komiir uygulamasi ve A. rhizogenes
inokiilasyonunda; Nonpareil gegidinde kapit kopriilerle desteklenmig sivi besin
ortamlarinda ve Texas cesidinde mikrogelik uygulamalarinda hi¢ koklenme elde
edilememigtir.

10 giin 6n karartma uygulamasi Nonpareil ¢esidinde kéklenme oranini
azaltirken Texas ¢esidinde 6nemli diizeyde artirmugtir.

Ortam kuvvetinin azaltilmasi, tam kuvvetindeki MS ortamina gore her
iki cesitte de koklenme iizerinde dnemli bir farkliik yaratmamgtir.

Nonpareil gesidinde en yiiksek kéklenme oram (%90), tam ve yari
kuvvetinde makroelementleri iceren ortamlarda 0.5 mg/1 IBA’dan ve 1000 ppm
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IBA soliisyonuna 2 dakika daldirma uygulamasindan elde edilmigtir.

Texas gesidinde ise en yiiksek koklenme oram (%80), yar1 kuvvette
makroelementleri i¢eren besin ortaminda 10 giin karartma uygulamas: ile 1.5
mg/l IBA’dan elde edilmistir.

' Kok sayisi, kallus diizeyi ve kuru madde miktarlari yapilan
uygulamalardan farkh diizeylerde etkilenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: In vitro/, mikrggogaltlm, kékﬁnme, Prunus wﬁ;)gdalus
Batsch, badem.
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ABSTRACT
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IN VITRO ROOTING IN VEGETATIVE POPAGATION OF TEXAS AND
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Supervisor: Assoc. Prof.Dr. Yiicel GULSEN
1993, Page: 105
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This study examines the factors which affect in vitro rooting of the
Nonpareil and Texas (Prunus amygdalus Batsch) almond cultivars. For this
purpose different concentrations of IBA, NAA, and IAA were examined together
with each of physical structure and strength of the medium, exposure to
preliminary darkness, adding activated charcoal, microcutting application, transfer
from an auxin-containing medium to an auxin-free medium, and .Agrobacterium
rhizogenes inoculation for their effects on rooting percentage, number of roots,
root lenght, callus size, and amount of dry matter. )

Neither adding activated charcoal to the medium nor inoculation by
Agrobacterium rhizogenes produced any rooting in both varieties.Rooting was also
not observed when the Nonpareil was grown in liquid medium supported by
paper bridges, and in the Texas variety when microcuttings were dipped in an
auxin solution.

Ten days dark period, while decreasing rooting percentage of
Nonpareil, significantly increased rooting percentage of Texas.

Halving the strength of the MS medium did not produce any
significant rooting compared to the full strength MS medium in both varieties.

The highest rooting percentage (90%) in Nonpareil variety was
obtained either by planting the shoots in the media containing full or half
strength macroelements with 0.5 mg/l IBA or by planting them in an auxin free
medium after dipping in a 1000 ppm IBA solution for two minutes.



The highest rooting percentage (80%) in Texas variety was obtained
when a 1.5 mg/l IBA containing medium with half-strength macroelements was
used in combination with a ten day dark period.

The number of roots, the size of the callus, and the amount of dry
matter were affected to different degrees depending upon the treatment nsed.

KEY WORDS: In vitro, micropropagation, rooting, Prunus amygdalus, Batsch,
almond
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1. GIRIS

Karadeniz kiyr bolgesi ile ¢ok yiiksek yaylalar diginda, {ilkemizin
hemen her yerinde badem yetigtirilmektedir. Uzun yillardan beri tohumla
cogaltildigindan geligme, verim ve kalite gibi 6zellikler yoniinden ¢ok farkli tipler
olusturmugtur. Bu nedenle standart gesitlerle kurulmug bahgelerin sayisi yok
denecek kadar azdir.

Ulkemizde genig firetim alanlari olmasmna kargmm, 1991 yili
istatistiklerine gore, 41.117.500 adet badem agaci bulunmakta ve 48.000 ton
badem iiretimi yapilmaktadir (Anonymous 1991a). Dig iilkelerin yine aym yildaki
tiretimleri dikkate alindiginda, ABD diinya badem iiretimindeki %27.3’liik pay1
ile ilk siray1 almakta ve onu 9%20.4 ile Ispanya, %10.3 ile italya izlemektedir.
Tiirkiye ise %3.5lik liretim pay1 ile badem iiretici iilkeler arasinda yedinci sirada
yer almaktadir (Anonymous 1991b).

Bademin, o6zellikle Avrupa {ilkelerinde gida endiistrisinde genis
kullanim alani bulunmas: bademe olan talebin siirekli kalmasini saglamaktadir.
Fiyatlann her yil artmasina karsin diinya pazarlarinda yiiksek talep potansiyeline
sahip olan bademin, iilkemizdeki {retiminin standart cesitler kullamlarak
artinlmasi ihracat gelirlerimiz yoniinden biiyiik yararlar saglayacaktir.

Seleksiyon ve adaptasyon ¢aligmalari ile diger tiretici iilkelerle rekabet
edebilecegimiz gegitlerin segilmesi ve bu gesitlerin vegetatif olarak gogaltilmasi,
¢esit standardizasyonu saglayacaktir. Buglin ABID’de iiretim tamamiyle belirli
standart gegitlerle yapilmaktadir. Nitekim Kaliforniya’da iiretimin dortte tgiinii
Nonpareil ve Texas cesitleri olugturmaktadir. Bu iki ¢esit iilkemizde Orta
Anadolu kosullarinda yapilan adaptasyon denemesinde de iyi sonug vermigtir,
Alinan sonuglarm kisa siirede tireticiye ulagtinlmasinda, bademin vegetatif
gogaltiminda zorluklarla kargilagiimaktadir. Kéklenmesi zor olan bu meyve tiirii
vegetatif olarak daha ¢ok ag ile g¢ofaltilmaktadir. Agi ile gogaltunda ise
kullanilan anaglarin iiretimi tohumla yapildigindan bir 6rneklik

saglanamamaktadir. Bu durum cegitlerin agiya gerek kalmadan kendi kokleri
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lizerinde yetistirilmesini yada anag¢ 6zelligi olan esit ve tiplerin daha hizli
vegetatif ¢ogaltim yontemleri ile ¢ogaltiimasim zorunlu hale getirmektedir.

Son yillarda Prunus cinsine giren kdklenmesi zor tiirlerin vegetatif
¢ogaltiminda doku killtiirleri tekniginin iiretim potansiyelinden
yatarlamlmaktadir. Ancak bademin in vitro iiretimi iizerinde yapilan ¢aligmalar
olduk¢a azdir ve bu g¢aligmalarda da koklendirme asamasinda zorluklarla
kargilagitmaktadir (Mehra ve Mehra 1974, Tabachnik ve Kester 1977, Rugini ve
Verma 1983, Rugini vd. 1988).

Onceki yillarda béliimiimiizde yapilan bir yiiksek lisans tezinde,
iilkemizde adaptasyon denemeleri yapilip iiretilmesi 6nerilen Nonpareil ve Texas
badem gegsitlerinin in vitro ¢ogaltiminda, kisa siirede ¢ok sayida siirgiin olugumu
i¢in en uygun seker, agar ve pH diizeyleri ile BAP X IBA kombinasyonlari
aragtirilmug ve bagarili sonuglar alinmigtir (Karvar ve Giilsen 1990). Koéklendirme
agamasinda kalan ilk ¢aligmanin devamu niteliginde olan bu ¢alismada, Nonpareil
ve Texas badem cesitlerinin in vitro klonal ¢opaltiminda (mikropropagation)

koklenme iizerine etki eden faktdrler aragtinlmgtir.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

In vitro ¢ogaltmada, kéklenme agamasindaki basar kiiltiire alinan
bitkinin genetik yapis, otsu ya da odunsu olugu, kéklendirme ortaminin kimyasal
ve fiziksel yapisi, bilyiimeyi diizenleyiciler ve dozlar1 ve kiiltlir kogullar1 gibi
faktorlere baghdir. Bu faktorler in vitro koklendirmede, Ozellikle koklenme
yetenegi az olan odunsu bitkilerde daha ¢ok 6nem tagimaktadir.

Bademde doku kiiltiirii galigmalarinin ve 6zellikle koklendirme ile
ilgili literatiir verilerinin az olmasindan dolay: bagka tiirlerin (odunsu) in vitro
koklenmesi iizerinde yapilan arastirmalarla ilgili litaratiir verileri de
incelenmigtir.  Bitkilerin koklendirilmelerinde genel olarak oksinlerden
yararlamiimaktadir. Doku kiiltiirii galigmalarinda, IBA, NAA ve IAA koklenmenin
uyarilmasinda en ¢ok kullanilan oksinlerdir. Bitkiye, koklendirme ortamina ve
kiiltiir kosullarina bagli olarak bir oksin digerinden daha iyi sonug
verebilmektedir. Bununla birlikte koklendirme ortarmnda oksine gerek duymayan

otsu bitkilerin yaminda sitokinine ya da GAje gerek duyan tlirler de

bulunmaktadir.
Sitokinin, gibberellin ve oksinlerin kéklenme iizerine etkileri

Mehra vd. (1978) yaptiklann g¢aligmalarda ¢am siirgiinlerinin
koklendirilmesinde 0.1 mg/1 BAP ve 0.1 mg/l NAA’nin her ikisine birden gerek
duyuldugunu belirtmiglerdir (George ve Sherrington 1984).

Nemaguard seftali anacimn in vitro kéklendirme agamasinda, agarla
katilagtirilmis modifiye MS besin ortamina ilave edilen vitaminlerin, farklhi
dozlarda BA ve NAA’nin kéklenme iizerine etkileri incelenmigtir. BA igeren
besin ortamlarinda koklenme oram azalmig ve en yiiksek koklenme oram 0.1
mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. Bu ¢aliymada riboflavinin
koklenmeyi engelledigi de saptanmigtir (Miller vd. 1982).'

Pozegaca erik ¢egidinde yapilan in vitro koklendirme caliymalarinda
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en yiiksek koklenme oranlan (%50-100) 2.0 mg/1 IBA ve 0.1 mg/1 GA; iceren
agarla katilagtinlmg MS besin ortamindan elde edilmistir (Ruzic 1984). Aym
gesit lizerinde yapilan bir bagka ¢aligmada, koklendirme agamasinda yine agarla
katilagtiriirug MS besin ortam kullanilmig ve en yiiksek kéklenme oram (%90.0)
1.0 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde edilmigtir. Bunu 0.5 mg/l NAA
(%80) ve 2.0 mg/1 IBA (%75) konsantrasyonlart izlemistir. Bu ¢aligmada koklii
bitkiciklerin dig kosullara adaptasyonu agamasinda %92.5’i hayatta kalmustir
(Ruzic ve Cerovic 1986).

Antonavka 313 elma anacinda, agarla katilagtinlmig modifiye MS
besin ortamu kullanilarak yapilan in vitro kdklendirme c¢aligmalarinda, besin
ortamuina 0.25 mM IBA ilave edildigi zaman 2.haftamin sonunda bu ortamdaki
siirgiinlerin hepsinde kéklenme goriilmiigtiir (Travers vd.1986).

M26 ve M9 elma anaglarinda yapilan ¢abgmalarda in vitro
koklendirme agamasinda agarla katilagtirilmig LS (Linsmaier Skoog) besin ortam
kullamlmig ve 4.0 mM IBA ilave edilen besin ortamindaki M26 siirgiinlerinin
hepsi koklenmistir. M9 anacinda ise en yiiksek koklenme oram (%80) 12.0 mM
IBA iceren besin ortamindan elde edilmigtir (Alverez vd.1989).

Jonagold ve Golden Delicious elma gesitlerinde yapilan ¢aligmalarda
in vitro koklendirme agamasinda, agarla katilagtirilmig modifiye MS besin ortam
kullanilarak, IBA'nin farkli konsantrasyonlarinin (1.0, 1.5 ve 2.0 mg/1) kéklenme
izerine etkileri incelenmigtir. En yiiksek kéklenme orani,2.0 mg/l IBA iceren
besin ortamindan elde edilmistir (Petrovic 1991).

Hedelfinger ve Sam kiraz cesitlerinin, in vitro koklendirme
caligmalarinda, agarla katilagtinlmg, modifiye MS besin ortam kullanilarak IBA,
NAA ve IAA’nin kéklenme iizerine etkileri incelenmig ve kdklenme iizerine en
etkili oksinin IBA oldugu goriilmiistiir. Normal olarak zor koklendigi belirtilen
kiraz gegitlerinde, bu ¢aligmada ortalama %90 oraninda koklenme elde edilmistir.
Sam cegidi biitiin IBA konsantrasyonlarinda (0.5, 0.75, 1.0 mg/l) yiiksek oranda
koklenirken, Hedelfingen ¢esidinde 1.0 mg/1 IBA en yﬁksek kdklenme oramm
{%95) vermistir (Paul ve Feucht 1985).

Schattenmorelle vigne gesidinde, agarla katilagtirlmig MS besin
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‘ortamina IBA, NAA ve IAA ilave edilerek yapilan in vitro kéklendirme
denemelerinde, bu oksinlerin ve farkli konsantrasyonlarinin kéklenme oram ve
koék kalitesi iizerine etkileri incelenmigtir. 1.0 mg/l1 IBA ve NAA igeren besin
ortamlarinda koklenme orani en yiiksek olmugtur. NAA koklenmeyi
hizlandirirken kallus olusumunu artirmugtir. Buna kargin IBA igeren ortamda
daha az kallus olugumu goriilmily fakat koklenme lmzi daha yavag olmustur.
Morfolojik olarak en iyi kék olusumu ise IAA igeren besin ortaminda
goriilmiigtiir (Poniedzialek vd.1987a).

Paradox ceviz (Juglans hindisii x J.regia) anacimn mikro c¢ogaltim
caligmalarinda koklenme asamasinda IBA ve NAA’min (0.-50 mM) koklenme
lizerine etkileri, agarla katilagtirilmig WPM (Wody Plant Medium) besin ortamui
kullamilarak incelenmigtir. Sonug¢ olarak, 30 mM IBA’dan daha az olan
konsantrasyonlarda koéklenme goriilmemiy ve 30 mM IBA’dan fazla olan
konsantrasyonlarda ise asir1 kallus olusumu tegvik edilmigtir. En iyi koklenme
(%70 oraninda) 30 mM IBA iceren besin ortamindan elde edilmis ve koklii
bitkiciklerin dig kosullara adaptasyon ¢aligmalari bagartli olmugtur. 3 mM NAA
iceren besin ortaminda ise %80 oraninda kdklenme elde edilmesine kargin kékli
bitkiciklerin dig kogullara adaptasyonu saglanamamis ve yapilan mikroskobik
incelemeler sonucunda, olusan kokler ile siirgiin arasinda iletim borularinda

eksiklik oldugu goériilmiistiir (Driver vd.1984).

Ortam kuvvetinin koklenme iizerine etkileri

Koklendirme ortaminin kimyasal yapisinin koklenme {izerinde olduk¢a
Onemli bir etkiye sahip oldugunu gosteren pek ¢ok c¢aligma yapilmugtir. Bu
caligmalarda mikrosiirgiinler, ya siirgiin ¢ogaltiminda kullanilan kuvvetli besin
ortamlarindan (MS gibi) daha az kuvvettte, (Knop, White gibi) ya da siirgiin
cogaltiminda kullanilan besin ortamunin kuvvetinin azaltildigi (1/2, 1/4 vb.)
koklendirme ortamlarina transfer edilmiglerdir (George ve Sherrington 1984).

McComb ve Benett (1982), mikrostirgiinlerin koklendirilmesinde 1/4

MS makroelementlerini iceren besin ortamumin, tam (1/1) kuvvette besin
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ortamina gére daha iyi sonug verdigini, fakat kalsiyum kloriir (CaCl,) miktarimn
yan (1/2) dizeyinde tutulmasi gerektigini belirtmektedirler (George ve
Sherrington 1984). Tripathi (1971) koklenme igin nispeten yiiksek kalsiyum (Ca)
ve azota gerek oldugunu ve Stoiner (1971) ise kalsiyumun bitki dokusundan besin
ortamina oksin akigint onledigini belirtmiglerdir (Nemeth 1986). Buna karsin
besin ortaminda kalsiyum miktarinin artinlmasinn, kiraz, erik ve ayvada
koklenmede etkili olmadift da belirtilmektedir (Nemeth 1986).

Skirvin vd.’ne (1980) gore Stanley erik gesidinde mikrosiirgiinlerin
koklenmesi, 1/2-1/8 MS ve 1/2-1/8 White besin ortamlarinda, tam kuvvetteki
besin ortamlarina gére daha kolay ve daha hizli olmug ve koklenme asamasinda,
ortam kuvvetinin azaltilmasi, bitkiciklerin dig kosullara adaptasyonunda da
kolaylik saglamugtir (Druart ve Gruselle 1986).

8 Ayn seftali ¢esidinde yapilan in vitro koklendirme ¢alismalarinda,
agarla katilagtirilmuig 1/2 MS besin ortaminda kéklenmenin daha iyi oldugu
gozlenmigtir. Aym besin ortaminda oksin olarak NAA, IBA ve IAA’ya gore
koklenmede daha iyi sonug vermistir (Hammerschlag ve Bauchan 1986).

Embriyo kiiltiiri ile elde edilen geftali ve erik mikrosiirgiinlerinin
koklendirilmesinde agarla katilagtirilmig yan kuvvette (1/2) makro ve
mikroelementlerini igeren MS besin ortami daha etkili olmus ve en yiiksek
koklenme oranlari bu besin ortaminda 2.5-5.0 mM IBA’dan elde edilmistir
(Mante 1990).

Somling kiraz1 ve Viktor vignesinde yapilan ¢aligmalarinda, MS temel
besin ortamindaki N ve K igeriklerinin 1/4 oraminda azaltilmasi, sadece
makroelementleri 1/2 oramnda azaltilmiy besin ortamna gore koklenme
lizerinde daha etkili olmugtur. Bu igerikteki agarla katilagtirilmmg besin ortamina
2.0 mg/1 IBA ilave edildigi zaman Sémling cesidinde %87, Viktor cesidinde ise
%43 oranlarinda koklenme elde edilmigtir (Kithne 1988).

Myrobalan  (Prunus  cerasifera), Marianna  (P.cerasifera  x
P.munsonianna) ve Brumpton (P.domestica) anaglarinda yapilan in vitro
koklendirme ¢aligmalarinda, agarla katilagtinlmig 1/2 MS besin ortamu
kullamlmugtir. En yiiksek koklenme oranlari, Brompton ve Myrobalan’da 0.5 mg/1
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NAA igeren, Marianna’da ise 0.5 mg/l IBA igeren besin ortamlarindan elde
edilmigtir. Her ii¢ anacin koklii bitkicikleri dig kosullara aligtinldiktan sonra
bahgeye dikilmigler ve o yil kayist ve geftali ile agtlanmiglardir (Nedelcheva 1986).
d’Agen erik gesidi ve 707 erik klonunda in vitro koklendirme
agamasinda agarla katilagtirilmig ve sadece makro ve mikroelementleri 1/2
oraninda azaltilmg MS besin ortam: kullanildifinda ve ortama 0.8 mg/1 IBA
ilave edildiginde siirgiinlerin hepsinde koklenme goriilmiistiir(Bassi 1984).

Bir bagka erik cesidi olan Santa Rosa’da yapilan benzer ¢aligmada
agarla katilagtirilmig 1/2 MS makro ve mikroelementlerini i¢eren besin ortami
kullanilmg ve en yiiksek koklenme oranlarn (%80-100), 0.2-0.5 mg/1 IBA veya 0.2
mg/l NAA igeren besin ortamlarindan elde edilmigtir. Kéklenmis bitkiciklerin dig
kosullara adaptasyonu da baganli olmugtur (Marino 1984).

Gala, Royal Gala, Jonagold elma cesitlerinde yapilan in vitro
koklendirme ¢aligmalarinda, agarla katilagtinlmig 1/2 MS besin ortamu
kullanilarak sadece NH,NO;’in farkli kuvvetlerinin (1/1, 1/2, 1/4, 0) koklenme
lizerine etkileri incelenmigtir. Besin ortarmina oksin olarak 2.0 mg/1 IBA ilave
edilmistir. 1/4 kuvvetinde NH,NO; iceren MS besin ortaminda, Gala ve Royal
Gala cesitlerinde koklenme orani (%88 ve 80) ve kok sayisi (5.4 ve 4.2) artarken,
Jonagold gesidinde azaltmugtir. Jonagold gesidinde ise en yiiksek koklenme orani
(%92) ve kok sayst (3.3), NH,NO, igermeyen besin ortamindan elde edilmigtir.
Buna kargin besin ortaminda NH,NO;'in bulunmamas her {i¢ gegitte de siirglin
kalitesini diigiirmiigtiir. Aym c¢aligmada, besin ortamma NHNO;mm ilave
edilmedigi ortamlarda, KNO;1in farkli kuvvetlerinin (1/1, 1/2, 0) koklenme
lizerine etkileri de incelenmistir. Her ii¢ ¢esit igin de en yiiksek kdklenme oram
(Gala ve Royal Gala’da %100, Jonagold’da ise %96) ve kok sayilar1 (Gala’da 8.5,
Royal Gala’da 6.7, Jonagold’da ise 5.7), NH,NO;1n bulunmadig ve tam (1/1)
kuvvette KNO, igeren besin ortamindan elde edilmigtir (Sriskandarajah vd.1990).

Ug elma klonu ((Pi-A-16,8a), (Pi-A-17,4b), (Pi-Au-9-1b)) iizerinde
yapilan mikrogogaltim ¢caligmalannda koklenme agamasinda, agarla katilastinlmug
1/2 ve 1/4 MS makroelementlerini i¢ceren besin ortamm kullamiimgtir. Kéklenme
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{izerine 1/2 MS makroelementlerini i¢eren besin ortam her ii¢ klon igin de daha
etkili olmug ve en yiiksek kdklenme oranlar1 (%78-83) bu besin oksin ortamina

3.0 mg/1 IBA ilave edildigi zaman elde edilmigtir (Kiihne 1988).
Siv1 besin ortamimin kdklenme iizerine etkileri

Siv1 besin ortami kéklenme ve kok geligmesi bakimindan olumlu bir
etki gosterirken bazi Prunus tiirlerinde oldugu gibi vitrifikasyona da neden
olmaktadur.

Yiev ve Liav’a (1977) goére agarla katilagtirilmig besin ortaminda
yetersiz havalanma nedeni ile olugan koklerde sagak kok olugumu
engellenebilmektedir. Bu nedenle filtre kagitlan ile desteklenmig sivi besin
ortaminda, kdk olugumunun ve olusan koklerin biiyiimesi ile birlikte sagak kok
olusumunun da arttif1 belirtilmektedir (George ve Sherrington 1984).

Seftali igin anag olarak kullamlan Lovel ve Nemaguard’da yapilan
koklendirme ¢aligmalarinda, KNO, ve(NH,),SO, miktarlar1 yar1 kuvvetinde (1/2)
azaltilan AP(Almehdi ve Parfitt) siv1 besin ortami kullamimugtir. En yiiksek
koklenme orani (%70) 9.0 mg/1 IBA igeren ortamdan elde edilmis ancak olugan
koklerin gelismesi zayif olmug ve k6klii bitkiciklerin dig kosullara adaptasyonunda
bagari saglanamamustir. Buna kargin yine ayni besin ortamnda kontrolde %20
oraminda koklenme elde edilmis. ve kokli bitkiciklerin dig kosullara
adaptasyonunda %100 bagar1 saglanmugtir (Almehdi ve Parfitt 1986).

Pikan (Carya illioinensis) iizerinde yapilan ¢ahgmalarda da kéklenme
agsamasinda sivi besin ortamu kullamlmigtir. Mikrosiirgiinler 1.0, 3.0 ve 10.0 mg/1
IBA igeren 1.0 ml ssi WPM besin ortamna yerlestirildikten sonra kiiltiirlerin
yansi 6. ve diger yarist da 10. giinden sonra filtre kagitlar ile desteklenmig oksin
icermeyen WPM ortamina transfer edilmiglerdir. Denemenin sonunda en yiiksek
koklenme oram (%93), 1.0 ve 3.0 mg/1 IBA igeren ortamlardan 6. ve 10. giinde

oksinsiz ortama transfer edilen kiiltiirlerden elde edilmistir (Hansen 1984).
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Aktif komiiriin koklenme iizerine etkisi

Kéklenme agamasinda, bésin ortamuna belirli dozlarda aktif komiir
ilave edildigi zaman farkl tiirlerde siirgiinlerin daha hizli kok olusturduklar ve
kok olusumundan sonra da kok biiyiimesinin saglandip belirtiimektedir. Bu etki,
aktif komiiriin besin ortamum karartmasi ve oksin veya inhibitér maddeleri
absorbe etmesinden kaynaklanmaktadir (George ve Sherrington 1984).

Yiiksek dozlarda ilave edilen aktif komiir bazen kdklenme
bakimindan engelleyici de olabilmektedir. Nemeth (basilmamug tez) ayva ve erik
mikrosiirgiinlerini 500 mg/1 aktif kémiir ilaveli modifiye Quoirin-Lepoivre besin
ortaminda kiiltiire aldiginda, aktif kémiiriin, koklenme oramnt ve kék sayisim
azalttiginy; Rosati vd.(1990) ve Snir (1983) aktif komiiriin kiraz ve erik
mikrosiirgiinlerinin sararmasina neden oldugunu; Weatherland vd.’de (1979) aktif
komiiriin besin ortamindaki toksik maddeleri absorbe ettigini belirtmektedirler
(Nemeth 1986).

May Fair nectarin gesidi ve yaribodur seftali seleksiyonu olan IF
7010200 E’de yapilan koklendirme ¢aligmalarinda agarla katilagtirilmuig 1/2 MS
makroelementlerini iceren besin ortamina ilave edilen 3.0 g/l aktif kdmiiriin
koklenme iizerine etkileri incelenmigtir. Sonugta aktif komiir, degisik
uygulamalarin (farkli oksin konsantrasyonlarinda, 1 hafta On karartma
uygulamasinda ve farklt sicaklik uygulamalarinda) yapildigi denemelerde
koklenmeyi her iki gesitte de engellemistir (Antonelli ve Chiariotti 1988).

Kapuli armut gegidinde yapilan ¢aliymada, 1.0-5.0 mg/l IBA igeren
agarla katilagtinlmug farkli ierikteki besin ortamina 50 mg/1 aktif kdmiir ilave
edilmis ve aktif komiiriin kéklenme oramm 6nemli diizeyde diigiirdiigi, fakat
nitelikli siirgiin oramm artirdig1 saptanmugtir. Aktif komiirsiiz ortamda en fazla
koklenme oram (%74.7), 3.0 mg/1 IBA’dan elde edilirken aktif komiirlii ortamda
ise en fazla koklenme oram 2.0 mg/1 IBA’dan elde edilmigtir (Dradi ve Biondi
1991).

Kestane (Casteneasativa Mill.) mikrosiirgiinlerinin koklendirilmesinde
agarla katilagtinlmig 1/2 MS besin ortamina % 0.5 aktif komiir ilave edilmigtir.
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Aktif komiirlii besin ortaminda %10-50 oranlan arasinda kdklenme elde edilmis
ve olugan kokler iyi geligmis, kok sayisi 1 ile 2 arasinda olmugtur. Aktif komiir

icermeyen besin ortaminda ise kéklenme olmamigtir (Mullins 1987).

On karartma uygulamalarimin koklenme iizerine etkileri

Yapilan bir¢ok ¢aligmalarda koklenmesi zor olan Prunus, Malus ve
Cydonia gibi cinslerin in vitro koklendirme asamasinda kiiltﬁrleri. karanlikta
tutmanin faydali oldugu goriilmiistiir (Druart ve Gruselle 1986).

' Standardi vd.(1978), Prunus cinsine giren farkli tiirlerin
koklendirilmesinde, kiiltiirleri ilk 5 giin karanlikta tuttukdan sonra normal
aydinlik kogula ¢tkartilmasi ile koklenme oraninin arttigini ve bunun igigin
niteligine bagl oldugunu belitmektedirler. Druart vd.(1982) ise elmada, farkli g1k
rejimlerini siirgiin uzama ve koklenme agamalarinda deneyerek, karanlik
rejiminin koklenme hizi ve kok sayisint artirdigim gozlemlemiglerdir (Nemeth
1986). Pierik (1972) 1g1gin kok olusumunu engelleyen bilesikleri artirdigim
(George ve Sherrington 1984), Boxus ve Quoirin (1974) ise 1s15in koklenmede
inhibitér oldugunu belirtmektedirler (Nemeth 1986).

Erik ve Seftali anaci olan St. Julien A (Prunus insitita) mikrosiirgiinleri
koklenme dncesi siirgiin boylarinin uzatilmast igin 12.5 mg/1 GA, iceren agarla
katilagtirilmug, modifiye 1/2 MS besin ortamuna dikilmiglerdir. Daha sonra bu
mikrosiirgiinler GA; i¢ermeyen aym igerikteki besin ortamina transfer edilerek
karartma uygulamasimn koklenme {izerine etkileri oksinlerle birlikte
incelenmigtir. Karartma yapilmayan normal kiiltiir kogullarinda(16 saat aydinhk-8
saat karanlik) tutulan kiiltiirlerde 151810 kdklenmeyi engelledigi goriilmiis ve en
iyi koklenme karartma yapilan kiiltiirlerde ve 4.0 mg/l IBA igeren besih
ortamindan elde edilmistir. Mikrosiirgiinlere koklenme 6ncesi uygulanan GA, ise
sirglin  ucu kurumalarina ve mikrosiirgiinlerin  sararmasina  neden
olmugtur(Reeves vd.1985).

Nektarin ¢egidi olan May Fair ve yari bodur geftali seleksiyonu olan
IF 7010200E’nin in vitro kéklenme agamasinda agarla katilagtinimig 1/2 MS-
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makroelementlerini igeren besin ortamui kullanilarak farkli sicakliklarda (22°C ve
5°C) kiiltiirleri 1 hafta karanlikta tutmanin, oksinlerle birlikte kdklenme iizerine
etkileri incelenmigtir. 1 Hafta karanlik kogulda tutulan kiiltiirler sonra normal
aydinlatmali kosullara (16 saat aydinlik-8 saat karanlik) gikartilmuslardir. ilk
olarak IBA’min farkh dozlarim (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mg/l) igeren besin
ortamindaki kiiltiirler 22°C’'de 1 hafta karanlik kogulda tutulmuglardir.
Denemenin sonunda May Fair ¢esidinde en yliksek kéklenme orami (%65), 0.5
ve 1.0 mg/1 IBA igeren besin ortamlarindan elde edilirken, IF 7010200E’de higbir
ortamda kdklenme elde edilememistir. Sonra sadece May Fair mikrosiirgiinieri
IAA (05, 1.0, 2.5, 5.0 ve 7.0 mg/1), IBA(0.1, 0.5, 1.0 mg/l) ve NAA (0.01, 0.05,
0.1 ve 0.5 mg/1) igeren besin ortamlarina dikilip, 5°C’de (normal kiiltiir kogullari
gece 15°C, giindiiz 25°C), 1 hafta karanlik kosulda inkiibe edilmislerdir. Bu
kosullarda May Fair ¢egidinde biitiin ortamlarda kdklenme goriilmiig fakat bu kez
en yiiksek koklenme oranlari (%85 ve iistli) 0.5 mg/l NAA veya 2.5 mg/l IAA
iceren besin ortamlarindan elde edilmigtir. Kiltiirlerin soguklatilmasi ile
koklenmenin daha kolay ve daha iyi oldugu goriilmiis ve sicaklik, oksin ve
konsantrasyonlarina bagl olarak koéklenmede etkili olmustur (Antonelli ve
Chiariotti 1988).

Seftalide (P.persica L.) mikrogogaltim ¢aligmalarinda, normal aydinlik
kogulun, (16 saat aydinlik-8 saat karanlik ve 1gik giddeti 60 uE m2s?),
koklendirme ortaminin karartilmasimin (kiiltiir kabinin dig1 ortam yiizeyine kadar
siyaha boyanmug ve kiiltiir kabinin igindeki ortamin  yiizeyi steril polycarbonate
tozlan ile kaplanmug) kéklenme iizerine etkileri incelenmigtir. Denemelerde 1/2
BN (Bourgin ve Nitsch) makroelementlerini ve 1.5 mg/l IBA igeren agarla
katilagtirilmig besin ortamu kullanilmugtir. Bu ¢aligmanmin sonunda geftalide
koklenme igin karanlk uygulamasinin gerekli olmadig: gﬁrﬁlmﬁ§ ve en yiiksek
koklenme orami normal aydinlik kosulda inkiibe edilen kiiltiirlerden elde
edilmistir (Rugini vd.1988).

Iki erik gesidi olan Maissner Honigpflaume ve Czar, erik 1slah klonu
((Pi-P-21,3(R)), Soémling vigne ¢esidi ve Viktor kiraz gesidi lizerinde yapilan in

vitro kéklendirme denemelerinde g1k faktériiniin koklenme iizerine etkisini
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incelemek amaci ile kiiltiirlerin yarisi normal (16 saat aydinlik-8saat karanlik ve
1700-2500 liix 151k siddetinde) aydinlatmali kogulda kiiltiire alinmiglardir. Diger
yarisi ise 6nce 8 giin karanhkta tutulmug sonra normal aydinlatma koguluna
¢itkartilmiglardir.Denemelerde  agarla  katilastirdmig  {i¢  farkli  ortam
denenmigtir(1/2 MS-makroelementleri + 2.0 mg/l IBA + 0.1mg/l GA,; 1/2 MS-
makroelementleri + 0.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l GA;; MS (1/4N + 1/4K) +2.0
mg/1 IBA).Denemelerin sonunda her iki erik ¢esidinde 8 giin karanlik kogulda
birakma etkili olmug ve en yiiksek koklenme oranlari birinci ortamdan elde
edilmistir. Maissner Honigpflaume normal aydinlatmada %16, karanlik kosulda
%63; Czar ¢esidi ise normal aydinlatmada %32, karanlik kosulda %63
oranlarinda kdklenme vermigtir.Kiraz ve visnede de karanhk kogul kéklenme
lizerinde etkili olmug ve en iyi koklenme karanhk kogul ile birlikte {iglincii
ortamda goriilmiigtiir. Vignede normal aydinlikta %40, karanlik kosulda 9043;
Kirazda ise normal aydinlikta %87, karanlikta %100 oranlarinda kdklenme elde
edilmistir. Bu deneme serisi iginde erik islah klonu istisna olugturmus, 151k siddeti
ve besin ortamt bakimindan 6zel ihtiya¢ gdstermemig ve her {i¢ besin ortaminda
da normal aydinlik ve karanlik kogullarda %90'1n iistiinde kéklenme gériilmiistiir
(Kiihne vd.1988).

Myrobolan erik ¢esidinde yapilan mikrogogaltim ¢alismalarinda
koklendirme agamasinda 2.5, 5.0, 10.0 mg/1 IAA veya bunlarla birlikte 0.1 mg/I
GA,; iceren agarla katilagtiilmiy MS besin ortamlann kullanilmugtir,
Mikrosiirgiinler bu besin ortamlarina dikildikten sonra iki gruba ayrilmnglardir.
1.Grup normal aydinlatmali kogsulda tutulmug (16 saat aydinlik-8 saat karanlik),
2.grup 2 hafta karanlik kosuldan sonra normal aydinlatmali kogula
¢tkartilmiglardir. Denemenin sonunda 2.5 mg/l IAA ve 0.1 mg/l GA, veya 5.0
mg/l IAA igeren besin ortamlarindaki kiiltiirlerde karanlik kosulda 95100
oraninda koklenme goOriilmiigtiir. Normal aydinlatmali kosulda bulunan
kiiltiirlerde ise biitiin ortamlarda koklenme oranlan ¢ok diisiik olmugtur
(Hammerschlag 1982). ,

Quetsch’e (P. domestica) erik ¢esidinde koklenme agamasinda 2.0
mg/1 IBA igeren agarla katilagtirilmag MS besin ortamu kullanilarak karanlik
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kosulun koklenme iizerine etkilerini incelemistir. Kiiltiirler 7, 9 ve 12 giin
karanlikta inkiibe edildikten sonra 16 saat aydinlik-8saat karanlk periyoduna
gegirilmiglerdir. 7 ve 9 giin karanlik kosulda tutulan kiiltiirlerin hepsinde kok
olusumu goriilmiigtiir. Karanlik kogul kok sayisinda da artiga neden olmustur
(Druart ve Gruselle 1986).

Bir bagka erik ¢esidi olan Pixy’de (P.insitita) yapilan ¢aligmalarda, ilk
7 giin karanlik kosulda inkiibe edildikten sonra 16 saat aydinlik-8 saat karanlik
periyoduna g¢ikartilan kiiltiirlerin hepsinde koklenme go6riilmiigtiir. Karanlik
uygulamasi kék sayisini artirirken kok uzunluklarim azaltmigtir (Druart ve
Gruselle 1986).

S1 Ayva klonunda (Cydonia oblonga Mill.) yapilan ¢aligmada ise
agarla katilagtinlmus WPM besin ortamu kullamlmig ve kiiltirler ilk 5 giin

karanlik kosulda tutulduklari zaman koklenme goriilmiigtiir (Orlikowska 1989).

Mikrocelik uygulamalan

Mikrogeliklerin, belirli siirelerde oksin soliisyonu i¢ine daldirilip sonra
oksinsiz besin ortamina dikilmesi koklenme {izerinde etkili olabilmektedir.
Ornegin; Abbot ve Whitely (1976), elma mikrogeliklerini 0.1 mg/1 -10.0 mg/1
IBA, NAA veya IAA igeren besin ortamlarinda kiiltiire aldiklarinda kéklenme
elde edememiglerdir. Buna karsin elma mikrogeliklerini, 15 dakika 1.0 mg/1 IBA
soliisyonuna daldirdiktan sonra agarla katilagtirilmig veya filtre kagitlan ile
desteklenmis sivi besin ortamlarinda kiiltiire aldiklarinda ise koklenme elde
etmiglerdir (George ve Sherrington 1984).

Abate Fetel, Guyot, Precoce Morettini armut gegitlerinde yapilan
caligmalar - da kéklenme agamasinda, mikrogelikler 0.0S, 0.5, 2.5 ve 5.0 mM IBA
soliisyonlarina birer dakika daldirildiktan sonra agarla katihgtirilmig, oksin
igérmeyen modifiye MS besin ortamina dikilmiglerdir. En yiiksek koklenme
oranlan Abate Fetel ve Guyot gesitlerinde 5.0 mM IBA’da (%83 ve 75), Precoce
Morettini ¢egidinde ise 0.5 mM IBA’da (%70) goriilmiistiir (Rodriguez ve Diaz-
Sala 1991).
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Cesitli armut anaglaninda (Pyrus amygdaliformis, P.callaryana ve
P.betulaefolia), armut gesitlerinde (P.communis L. cvs. Seckel ve Anjou) ve
Quince A’da (Cydonia oblanga L.) yapilan bir seri koklendirme ¢aligmalarinda
mikrogelik uygulamalar da yapilmugtir. Mikrogelikler,10 mM IBA soliisyonuna
15 dakika daldirildiktan sonra agarla katilagtirilmig ve NH,NO; ve KNO; mik-
tarlart yari kuvvetinde (1/2) azaltilmig oksinsiz MS besin ortamina dikilmiglerdir.
Mikrogelik uygulamasindan bir ay sonra armutlarda %70 ile 97,Quince A’da ise
%17 oraninda koklenme elde edilmistir (Dolcet-Sanjuan ve Machteld 1990).

Qugnoe ve Chernomorskoe Letneey elma ¢esitlerinde, mikrosiirgiinler,
100 mg/l IAA veya IBA soliisyonlarina 6 saat daldirildiktan sonra agarla
katilagtirilmig oksinsiz 1/2 MS makro ve mikroelementlerini igeren besin
ortamina dikilmiglerdir. Kiiltiirler ilk 7 giin karanlikta inkiibe edildikten sonra 16
saat aydinlik -8 saat karanlik periyoduna ¢ikartilmiglardir. Denemenin sonunda
kiiltiirlerin %60’ 1nda koklenme elde edilmigtir (Kataeva ve Butenko 1987).

Findikta (Corylus avellana L.) embriyo Kkiiltiirii ile veya yagh
agaglardan aliman yan tomurcuklardan elde edilen mikrogeliklerin
koéklendirilmesi ¢aligmalarinda agarla katilagtirilmig 1/2 K(h) besin ortam
kullamilmugtir. Koklendirilecek mikrogelikler 1.5 g/1 IBA soliisyonuna 10 dakika
daldinildiktan sonra oksin icermeyen besin ortamina dikilmislerdir. 20 Giin sonra
embriyo kiiltiird ile elde edilen mikrogeliklerde %75, yasgh agaclardan alinan yan
tomurcuklardan elde edilen mikrogeliklerde ise %50 oraminda koklenme
goriilmigtiir. Kokli bitkiciklerin dig kosullara adaptasyon caligmasinda ise
bitkiciklerin %85’i normal gelismesine devam etmistir (Perez vd.1987).

Cevizde yapilan ¢aligmada ise koklenme agamasinda mikrogelikler
15’er dakika NAA (0.5-10.0 mM) ve IBA (0.1-10.0 mM) soliisyonlarina
daldinldiktan sonra vermikulitle desteklenmiy WPM swv1 besin ortamuna
dikilmiglerdir. En yiiksek koklenme oram (%30) 10.0 mM IBA soliisyonuna
daldinlan mikrosiirgiinlerden elde edilmigtir. NAA’da ise sadece 0.5 mM
soliisyonunda koklenme goriilmiig ve kéklenme oramt %30’dan daha az olmugtur
(Heile -Sodhold vd.1986).

Kestane hibritleri olan (Castanea sativa x Castanea crenefa) T13 ve
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413’de yapilan in vitro koklendirme g¢aligmalarinda mikrogelik uygulamalan
yapilmugtir. Caligmada iki ayri besin ortami kullanilmugtir. Birinci ortam NO;
miktar1 1/4 kuvvetinde azaltilmig 1/2 kuvvetinde MS ortamy, ikinci ortam ise 1/2
kuvvetinde L (Lepoivre 1977) ortamidir. T13 ve 413 mikrogelikleri 1.0 g/l IBA
soliisyonuna 2 dakika daldirildiktan sonra agarla katilastinlmig ve oksin
icermeyen bu ortamlara dikilmiglerdir. Birinci ortamda T13 %40 ve 413 % 73,
ikinci ortamda ise T13 %27 ve 413 %47 oranlarinda koklenme gdstermistir.
Ayrica 413 mikrogelikleri daha diisiik (0.5 mg/1) IBA soliisyonuna 15 dakika
daldirildiktan sonra birinci ortama dikilmigler ve koklenme orani bu kez %65
olmustur (Vieitez ve Vieitez 1983).

Mullins (1987), kestanelerde (Castanea sativa Mill.) yaptig1 in vitro
koéklendirme ¢aligmalarinda mikrogelik uygulamalari yapmgtir. Mikrogelikleri 1.0
mg/1 IBA soliisyonuna 2 dakika daldirdiktan sonra agarla katilagtiriimuig 920.5
aktif komiir iceren oksinsiz 1/2 MS besin ortamina dikmistir. Bu durumda
kiiltiirlerde %90 oramnda koklenme elde edilmig ve ortalama kdk sayisi 5
olmustur. Ancak koklenmig bitkiciklerin dig bk0§u11ara adaptasyonunda bagar

saglanamamugtir.

Yaralamamn koklenme iizerine etkileri

Gerek geleneksel ¢elikle kdklendirme ve gerekse in vitro koklendirme
galigmalarinda ¢elik veya mikrogeliklerin bazal kisminda yapilan yaralama
koklenme oramim, hizimi ve 'kék' sayisint artirabilmektedir.

Black Tartarian, Bing, Royal Ann vigne ¢esitlerinde, mikrosiirgiinlerin
bazal kismina yapilan yaralamanin koklenme iizerine etkileri incelenmistir.
Denemede agarla katilagtirilmis, 1.0 mg/1 IBA veya 0.5 mg/l NAA igeren makro
ve mikroelementleri 1/2 oraminda azaltilmig MS besin ortami kullanilmugtir.
Yaralama yapilan ve yaralama yapilmayan mikrosiirgiinler bu besin ortamina
dikilmislerdir. Sonug olarak yaralama yapilan mikrosiirgiinlerde koklenme oram
ve kok sayist yaralama yapilmayanlara gére daha fazla olmugtur. Yaralama
yapildiginda Black Tartarian gesidinde 0.5 mg/1 NAA’da %90, 1.0 mg/1 IBA’da



16

%87, yaralama yapilmadipy durumlarda ise sirasiyla %80 ve %62 oranlarinda
koklenme elde edilmigtir. Yaralama uygulamas: yapilan Bing ve Royal Ann
cesitlerinde ise kéklenme oranlart 0.5 mg/l NAA veya 1.0 mg/1 IBA’da %100’e
ulagmigtir (Snir 1982).

Kanino kayisi ¢egidinde yapilan koklendirme c¢aligmalarinda da
mikrosiirgiinlerin bazal kismuna yaralama yapilmig ve yaralama ile koklenme
orani artmugtir. Mikrosiirgiinlerin bazal kisminda S mm yaralama yapilarak agarla
katilagtirtlmig, 0.5 mg/l NAA igeren 1/2 MS besin ortamina dikilmislerdir. Bir

- hafta sonra koklenme baglamig ve iki hafta sonra da %70-90 oranlarinda

koklenme elde edilmigtir (Snir 1984).

Oksinli ortamdan oksinsiz besin ortamina transferin koklenme iizerine

etkileri

Bazi mikrogogaltim ¢aligmalarinda, kéklendime ortaminda bulunan
oksinlerin koklenmeyi uyarmasi etkisi yaninda, kék ve siirgiin gelismesini
engelleyici etkileride gozlenmektedir. Bu nedenle kdk olugumundan sonra
mikrosiirgiinlerin oksin icermeyen besin ortamina transferleri Onerilmektedir
(George ve Sherrington 1984).

Feucht ve Dausend’de (1982), Prunuslarda kék olugumu igin Once
yiiksek dozda oksin sonrada diigiik dozda oksin igeren besin ortamina transferi
onermektedirler (Kithne vd.1988).

Schattenmorelle vigne mikrosiirgiinlerinin kdklendirilmesinde agarla
katilagtiriimig MS besin ortamu kullamilarak besin ortamina 2.0 veya 5.0 mg/1
IAA ilave edilmigtir. Mikrosiirgiinler bu besin ortamlarina dikildikten {i¢ giin
sonra oksin igermeyen besin ortammina transfer edildiklerinde koklenme oram ve
kok uzunluklar artmigtir (Poniedzialek 1987b).

Sumadinka (P.cerasus L.) visne ¢esidinde yapilan mikrogogaltim
caliymasinda, mikrosiirglinler ilk 10 gin i¢in 1.0 mg/l IBA igeren agarla
katilagtirnlmug MS besin ortamina dikilmigler sonra da oksinsiz besin ortamina
transfer edilmiglerdir. Denemenin sonunda bu uygulama ile %88 oraninda
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koklenme elde edilmis ve koklenmig bitkiciklerin dig kosullara aligtirilmasi
agsamasinda da bitkilerin 92901 hayatta kalabilmigtir (Cerovic ve Ruzic 1987).

Springcrest ve Suncrest geftali ¢esitlerinde mikrosiirgiinler agarla
katilagtinlmug 0.15 mg/l NAA igeren 1/2 MS besin ortamina dikildikten 3 giin
sonra oksinsiz besin ortamina transfer edilmislerdir. Transferden 3 hafta sonra
kiiltiirlerin hepsinde koklenme goriilmiig ve koklii bitkiciklerin dig kog ullara
adaptasyonu da basanli olmustur (Ognjanov ve Vujanic-Varga 1991).

Abete Fetel, Guyot, Prece Morettini mikrosiirgiinleri koéklenme
asamasinda, IBA veya NAA igeren (5, 10 ve 30 mM) agarla katilagtiriimig
modifiye MS besin ortamina dikilmislerdir. Kiiltiirler 10 giin karanlikta inkiibe
edildikten sonra 16 saat aydinlik-8 saat karanlik giin uzunluu periyoduna
gtkartilmalan ile birlikte ayn: zamanda agarla katilagtirilmig oksinsiz 1/2 MS
besin ortamina transfer edilmiglerdir. Denemenin sonunda en yiiksek koklenme
oranlari Abete Fetel icin S mM IBA’dan (%65), Guyot i¢in 10 mM IBA veya
NAA’dan (%S50), Precace Morettini igin ise S mM IBA’dan elde edilmigtir.
Karanlik uygulamast kék olusumunda etkili olmugtur. Kéklenmede oksin ve
konsantrasyonlart arasinda biiyiik bir farkliik gorilmemis ancak IBA kok
olusumunu kallus olugturmadan tegvik etmistir (Rodriguez ve Diaz-Sala 1991).

Cesitli armut anaglaninda (Pyrus amygdaliformis, P.calleryana,
P.betilaefolia), armut cesitlerinde (P.communis L.cvs. Seckel ve Anjou) ve Quince
A’da (Cydonia oblanga L.) yapilan ¢aligmalarda koklenme asamasinda agarla
katilagtirilmig ve NH,NO; ve KNO; miktarlar yar1 kuvvetinde (1/2) azaltilmig
MS besin ortamu kullanilmugtir. Armutlarda en yiiksek kdklenme orani (%80-97)
10 mM veya 32 mM IBA igeren, Quince A’da ise en yiiksek kdklenme oram
(9097) S mM NAA igeren besin ortamina dikilen mikrosiirgiinlerin bir hafta

sonra oksinsiz besin ortamina transfer edilmesi ile elde edilmistir (Dolcet-

Sanjuan vd.1990).
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Bakteri _inokiilasyonu

Dikotiledon bitkilerin pek ¢opunda sagak kok hastalifina neden
oldugu bilinen virulent Agrobacterium rhizogenes bakterisi bir ¢ok tiiriin (zeytin,
elma, badem, antep fistigt vb.) in vitro koklenme agamasinda koklenmenin
uyarilmasi igin kullanilmaktadir. Bu amagla virillent olan A. rhizogenes,
mikrosiirgiinlerin kesim yiizeyine, yaralama yapilarak ve yaralama yapilmadan,
ya bakteri koloni inokiilasyonu ya da mikrosiirgiinlerin bakteri hiicre
siispansiyonuna daldirilmas: seklinde uygulanmaktadir. Moore vd. (1979), White
ve Nester'e (1980) gore A.rhizogenes inokiile edilen bitki igin viriilent ise
plazmid (Ri)’nin koklenmeyi uyaran bir pargas: inokiile edilen bitkiye gecer
(Patena vd.1988). T-DNA olarak da isimlendirilen bu parga, White vd.’e (1985)
gore bitki genomuna eklenir ve bitki ile biitiinlesir (Patena vd.1988). Petit vd.’ne
(1983) gorede A.rhizogenes’in bitki dokularina gecisi opine olarak isimlendirilen
yeni bilesiklerin iiretimi ile karakterize edilir (Patena vd.1988). Bu bilegikler
bitkinin genomuna eklenen plazmid DNA’mn drettigi enzimler tarafindan
sentezlenir. Bu bilegiklerin (opines) meydana gelmesi transformasyon
olusumunun kuvvetli delili olarak kabul edilir. Ne bakteri ne de bitki dokulan
transferden once opine iiretemezler (Patena vd.1988).

Yaklagik 4 yil in vitro kogullarda muhafaza edilmis Golden Delicious
elmasinin ¢ok zor koéklenen alt kiiltiirlerinde koklenmenin uyariimas: igin
A.rhizogenes’in 4 hatt1 (R 1000, 178xA4T, A4 ve 232) denenmigtir. K6k olugumu
ise sadece iki bakteri hattinda (A4 ve 232) elde edilmistir. K6k olusumunda
koloni inokiilasyonunun, siispansiyon kiiltiirlerinden daha etkili oldugu
goriilmiigtiir (Patena vd.1988).

Zeytin (Maraiolo ve Dolce Agogia) mikrosiirgiinlerinin in vitro
kdklendirilmesinde A.rhizogenes’in NCPPB 1855 hatt1
kullanilmigtir.Mikrosiirgiinlerin kesim yiizeyine yaralama yapilarak bakteri koloni
inokiilasyonu yapilmig ve bu mikrosiirgiinler agarla katilagtinlmig oksinsiz 1/2 MS
besin ortamina dikilmiglerdir. Denemenin sonunda kiiltiirlerin yaklagik %545’ inde

koklenme elde edilmigtir (Ruguni 1992).
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Bademde yapilan koklendirme calismalan

Bademde doku kiiltiirii ¢alismalarina 197Q°li yillarda baglanilmigtir.
Bademde bugiine kadar yapilan doku kiiltiirii galiymalarindan elimizde bulunan
litaratiir verileri incelenerek koklendirme ile ilgili bilgiler agagida 6zetlenmistir.

Bademin kallus kiiltiirleri ile ¢ogaltilmasi konusunda, kok, hipokotil,
govde kisimlart ve siirgiin uglari ve yaprak pargalar1 farkli ortamlarda kiiltiire
alindifinda kallus olugumu ve bu kalluslardan organogenesis saglanmustir. Olugan
kalluslar, 5 ppm NAA ve 1.0 g/l cazein hidrolizat iceren MS besin ortamina
alindiklar1 zaman yaprak pargalarindan, gévde kistmlarindan, siirgiin uglarindan,
embriyodan, hipokotilden ve kotiledonlardan elde edilen kalluslarda farkli
oranlarda (%10-78) kok farklilagmasi goriiliirken, k6k kisimlarindan elde edilen
kalluslarda kék farklilagmas: goriilmemistir. En fazla kok farklilagmas: (%78
oraninda) kotiledonlardan elde edilen kalluslarda goriilmiigtiir. Olugan kokler
kalin, beyazims1 veya yesilimsi renkte ve sacak koklerden yoksun olmugtur
(Mehra ve Mehra 1974).

Seftali badem  hibriti olan 0607'de yapilan mikrogogaltim
galigmalarinda, koklenme asamasinda az miktarda koklenme elde edilmistir.
Agarla katilagtinlmig ve IBA’'min bulundugu MS besin ortaminda 10 tiipten
2’sinde kok olugumu goriiliirken, NAA’nin (1.0 mg/1) bulundugu besin ortaminda
ise 5 tiipten 2’sinde kéklenme elde edilmigtir.Diger taraftan mikrosiirgiinler,
oksinsiz vermikulitle desteklenmig sivi besin ortamina dikildiginde 10 tiipten
I'inde koklenme goriilmiiy ve olugan kokiin gelismesi kuvvetli olmugtur
(Tbachnik ve Kester 1977).

Fascionello, Tuono ve M55 badem ¢esitlerinde yapilan koklendirme
caligmalarinda, agarla katilagtinlmig ve makroelementleri yar1 kuvvette (1/2)
azaltilmg BN (Bourgin ve Nitsch) ortamina 1.0 mg/l NAA ilave edilerek, normal
‘aydinlak (16 saat aydinlik-8 saat karanlik), 10 giin 6n karanlhktan sonra normal
aydinhk kogullara gikartmamin ve koklenme ortaminin karartiimasimin (kiltiir
kabinin digt ortam yiizeyine kadar siyaha boyanmug ve kiiltiir kabimin igindeki

besin ortaminin yiizeyi steril polycarbonaté tozlar: ile kaplanmig) kéklenme
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{izerine etkileri incelenmigtir. En yiiksek koklenme oranlan besin ortaminin
karartiimast ile elde edilmis ve Fascionnello gesidinde %85, M55 gesidinde %72
ve Tuono ¢esidinde ise %54 oranlarinda koklenme goriilmistiir. Besin ortaminin
karartilmasi ile kok sayisi yiiksek (2.3-3.4) ve siirgiin gelisimi de iyi olmustur. 10
Giin karanlik uygulamasinda ise Fascionello gesidinde %83, M55 ¢esidinde %40
ve Tuono ¢esidinde ise %24 oranlarinda kéklenme elde edilmis ve kék sayilart
da (1.1-2.6) ortam karartmas: yapilan uygulamaya gore diigiik olmugtur. Aynt
zamanda 10 giin 6n karanlik uygulamasi yapilan kiltiirlerde yaprak sararmalari
ve yaprak dokiilmeleri goériilmiigtiir. Normal aydinhk kosulda inkiibe edilen
kiiltiirlerde ise Tuono ve M55 cesitlerinde hi¢ koklenme elde edilemezken
Fascionello gesidinde %68 oraninda kéklenme goriilmiigtiir (Rugini vd.1988).

Farragnes badem cesidinde yapilan mikrogogaltim g¢aligmalarinda
koklenme a§arﬁa51nda, mikrosiirgiinler 1.0 mg/l NAA, IBA veya IAA igeren
agarla katiigtirilmig ve makroelementleri yart kuvvetinde (1/2) azaltiimig BN
besin ortamina dikildikten 14 giin sonra oksinsiz ve vermikulitle desteklenmig
siv1 besin ortamina transfer edilmislerdir. Kiiltiirler sivt besin ortamina transfer
edilmeden 6nce 14 giin karanlikta inkiibe edilmigler ve siv1 besin ortamina
transferle birlikte 16 saat aydinlik-8 saat karanlik periyot koguluna ¢ikartilmgtir.
Denemenin sonunda NAA’nin bulundugu ortamdan %54, IBA’nin bulundugu
ortamdan ise %36 oraninda koklenme elde edilirken IAA’dan ise hi¢ kdklenme
gbriilmemigtir. Sivi besin ortami kok gelismesinde etkili olmugtur. Ayni galigmada
ayrica, mikrosiirgiinler ilk 4 giin i¢in 1.0 mg/l1 NAA igeren agarla katilastirilmg
aym icerikteki besin ortamina dikilmigler sonra 0.7 mg/l IAA igeren agarla
katiligtinimig besin ortamumi transfer edilmiglerdir. Bu uygulamada da kiiltiirler
14 giin karanlikta inkiibe edilmiglerdir. Denemenin sonunda %37 oraninda
koklenme elde edilmis ve kok geligmesi zayif olmugtur (Rugini ve Verma 1983).
Ay gesit iizerinde yapilan bir bagka ¢aligmada ise 1.0 mg/l NAA igeren agarla
katilagtirilmig BN besin ortaminda siirekli karanlik kogulda %70 oramnda
kéklenme elde edilmistir (Rugini 1984).

Tuono badem ¢esidinde koklenmenin uyarilmas: ig¢in yapilan bir

calisgmada da mikrosiirgiinlerin bazal kismina Agrobacterium rhizogenes
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inokiilasyonu yapilmig ve bu mikrostirgiinler agarla katiligtiriimig oksinsiz besin
ortamina dikilmiglerdir. Denemenin sonunda %50 oramnda koklenme
gorilmistiir (Rugini 1984).

Bir bagka ¢alismada da Fascionello badem ¢egidinde kdklenmenin
tagvik edilmesi i¢in mikrosiirgiinlerin bazal kismina A.rhizogenes NCPPB 1955
hatt1 inokiile edilmistir. Bakteri inokiile edilen mikrosiirgiinler putrasin igeren
agarla katilagtirilmig 1/2 MS besin ortamina dikilmiglerdir. Besin ortamina ilave
edilen putrasin inokiile edilen bakterilerin geligmesini artirmigtir. Denemenin
sonunda %20 oraninda koklenme elde edilmig ve koklii bitkicikler saksilara
sagirtildiginda, dig kogullara adaptasyonu ise %090 oraninda bagarih olmustur.
Saksilara sagirtilmug bitkilerde 6 ay sonra yapilan incelemelerde, oksinli ortamda
koklendirilip saksilara sagirtilan bitkilerdeki kok gelisimine goére, bakteri
inokiilasyonu yapilarak koklendirilmig ve saksilara sagirtilmug bitkilerdeki kok

gelisiminin daha iyi oldugu saptanmistir (Rugini 1992).
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma 199192 yillan arasinda Ankara Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’nde yiiriitilmistiir.

3.1. Materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolimii Aragtirma ve Uygulama  Bahge sinde
yetistirilmekte olan Prunus amygdalus Batsch. tiiriine ait Nonpareil ve Texas
badem gesitleri kullamimustir. Bu gesitlerden ilkbaharda alinan siirgiin uglari
kiiltiire alinmug ve siirglin ¢ogaltma asamasinda (proliferasyon) yapilan alt
kiiltiirlerden elde edilen 1.0-1.5 cm uzunlugundaki mikrosiirgiinlerle koklendirme

denemeleri kurulmustur.

3.2. Metod
3.2.1. Besin Qrtamlarmm hazirlanmasit

Aragtirmada, MS (Murashige ve Skoog 1962) besin ortami -esas
alinmugtir.Ancak mikrosiirgiinlerin elde edilmesi igin yapilan siirgiin ucu
kiiltiirlerinde ve mikrosiirgiinlerin koklendirilmesi igin kurulan denemelede MS
besin ortaminin fiziksel yapisi ve ortam kuvveti amag dogrultusunda ilgili yerlerde
belirtildigi gibi degistirilmistir.

MS besin ortamlarinin hazirlanmasinda %100saf kimyasal maddelerle
hazirlanan stok ¢ozeltilerden yararlamilmugtir, Siirgiin ucu kiiltiirlerinde ve
koklendirme denemelerinde hazirlanan besin ortamlarnnn pH’s1 agar (Merc) ve
sakkaroz (Merc) katilmadan 6nce 1 N sodyum hidroksit (NaOH) ve 1 N
hidroklorik asit (HCI) ile 5.5’ e ayarlanmug, ortam kaynamaya baglamadan 6nce

agar ve sakkaroz eklenmistir. Bu gekilde hazirlanan besin ortamlary, tiiplere 10°ar
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ml, erlanmayerlere ise 100’er ml konularak agizlar1 aliiminyum folye veya cam
kapaklarla kapatilmg ve 121 °C’de 10 (tiipler igin) veya 15 (erlanmayerler igin)

dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir.
3.2.1.1. Siirgiin ucu kiiltiirleri i¢in besin ortamlarinin hazirlanmasi

Siirgiin ucu kiiltiirlerinde, agarla katiigtinlmig tam kuvvetinde MS
makro ve mikroelementleri ile vitaminlerini igeren besin ortamlan kullanilmigtir.
Bu ortamlarda ilk dikim (establisment),sagirtma (transfer) ve g¢ogaltma
(proliferasyon veya multiplication) agamalarinda Karvar ve Giilsen (1990)
tarafindan daha 6nce saptanan en uygun sakkaroz, agar, 6ksin (IBA) ve stokinin
(BAP) konsantrasyonlan ile pH diizeyleri esas alinmgtir (Cizelge 3.1). Her iig
asamada da besin ortamlarina 0.1 mg/l GA, ilava edilmigtir.

Kiiltiir kabi olarak ilk dikim agamasinda 16.0 x 1.5 cm boyutlarinda

cam deney tiipleri, sasirtma agsamalarinda ise 250 ml'lik erlanmayerler

kullamlmugtir.

Cizelge 3.1. Siirgiin ucu kiiltiirlerinde ilk dikim, sagirtma ve ¢ogaltma
agamalannda kullanilan sakkaroz, agar, IBA, BAP konsantrasyonlar:
ve pH diizeyleri (Karvar ve Giilgsen 1990)

Sakkaroz | Agar IBA BAP
Kiiltiir Asamalar (%) (%) (mg/1) (mg/1) pH
Ik dikim 6.0 0.5 0.1 1.0 55
Sasirtma 6.0 0.7 0.1 1.0 5.5
Cogaltma 3.0 0.7 0.1 1.0 5.5
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3.2.1.2. Koklendirme denemeleri igin besin ortamlarinin hazirlanmasi

Koklendirmede etkili olabilecek faktorler dikkate alinarak kurulan
denemelerde farkl fiziksel yapida ve kuvvette MS besin ortamlan kullamlmigtir.
Besin ortamlarinda yapilan degigiklikler asapida verilen koklendirme
denemelerinde ayri ayn belirtilmigtir. Koklendirme denemelerinin hepsinde besin
ortamlarina sitokinin (BAP) ilave edilmemis ve besin ortamlarinin
hazirlanmasinda, ¢ogaltma agamasinda (proliferasyon veya multiplication)
kullanilan sakkaroz, agar (siv1 besin ortamlar: hari¢) miktarlari ile pH diizeyleri
esas alinmistir. Ayrica ilgili yerlerde belirtilmedikce koklendirme ortamlarina 0.1

mg/1 GA, ilave edilmigtir.
3.2.2. Kiiltiir kogullar

Siirgiin ¢ogaltma ve kdklendirme agamalarinda kiiltiirler, sicakligi 25
+ 1 °C, aydinlatma siiresi 16 saat ve 1gik siddeti 2200 liix olan tek bir kiiltiir
gelistirme odasinda yetistirilmiglerdir. Dikim iglemlerinden sonra kiiltiir
kaplarimin agiz kisimlan alimiinyum folye veya cam'kapaklar ile kapatildiktan
sonra geffaf folye ile sanldif: igin kiiltiir gelistirme odasinda nem kontrolii

yapilmamugtir.
3.2.3. Siirgiin ucu kiiltiirlerinin kurulmas:
3.23.1. Siirgiin uc¢lanmn dezenfeksiyonu

Nonpareil ve Texas gesitlerinden ilkbaharda, siirgiinlerin aktif gelisme
doneminde 10-15 c¢m uzunlugundaki siirgiinlerin 4-6 cm’lik ug kisimlar kesilip
alinmig ve laboratuvarda mikroorganizma yogunlugunu azaltmak igin 6nce ¢gesme
suyu ile yikanmuglardir. Sonra saf su ile yikanan siirglin uglan 1.0-1.5 cm
uzunlugunda kesilerek, laminar hava akigh steril kabinde, igerisinde 1-2 damla
Tween 20 bulunan 100 ml'lik (25 siirgiin ucu igin) %20’lik sodyum hipoklorit
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(%10’luk ticari soliisyon) iginde 10 dakika siire ile dezenfekte edilmiglerdir.
Sonra 4 kez Ser dakika steril saf su ile calkalanarak dezenfektandan
arindirilmigtir (Karvar ve Giilgen 1990).

Dezenfekte edilmig siirgiin uglari, laminar hava akigli kabin igine
yerlestirilen binokiiler-dissection mikroskop altinda steril filtre kagitlan iizerinde
agilarak, 4-5 yaprak taslagi iceren yaklagik 2-4 mm biiyiikliigiindeki siirgiin uglarn
kesilerek alinmugtir. Bu sekilde hazirlanan explentler, igerisinde 10 ml steril besin
ortami bulunan 16.0 x 1.5 cm boyutlarindaki cam deney tiiplerine dikilmiglerdir.

Dikim iglemlerinden sonra aliiminyum folye ile kapatilan kiiltiir
kaplarimn (tiip ve erlanmayer) agiz kisimlar geffaf folye ile sarilmig ve kiiltiirler
ik ve sicaklign  kontrol edilen kiiltir gelistirme odasinda geligmeye

birakilmuglardir.
3.2.3.2. Mikrosiirgiinlerin gogaltilmasi

[k dikim asamasinda dikimi yapilan explentler 3 hafta sonra
enfeksiyon ve explent gelismesi yoniinden kontrol edilerek enfeksiyonlu, 6lmiig
ve asin kallus olugturmug explentleri igeren kiiltlirler aynlmustir. Saglhikli ve iyi
gelisen kiiltiirlerdeki explentler, kesim yiizeyinde olugan kalluslarin temizlenmesi
i¢in, kesim yiizeyinde yaklagik 1 mm kaliniginda kesimler yapilarak, igerisinde
100 ml steril sasirtma ortamu bulunan 250 ml'lik erlanmayerlere S’er adet
dikilmislerdir.

Sasirtma ortamina transfer edilen siirglin veya siirgiin demetleri 3
hafta sonra gelisme yoniinden kontrol edilerek sararan explentler ayrilmig ve
saplikli gelisen ve proliferasyon gosteren siirgiinler, kesim yiizeyinde olugan
kalluslar ve alt kisimda bulunan sararmig yagh yapraklar temizlendikten sonra 2
veya 3’lii siirglin demetleri halinde pargalanarak i¢erisinde 100 ml steril gogaltma
ortamu bulunan 250 ml’lik erlanmayerlere 5’er adet dikilmiglerdir.

Kéklendirme denemelerinde kullanilacak materyalin saglanmas: igin,
cogaltma ortaminda T’er ayhk araliklarla alt kiiltiirler yapilmustir. ilk yil
Nonpareil, ikinci yil Texas ¢esidinde 5. alt kiiltirlerden elde edilen
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mikrosiirgiinlerle koklendirme denemeleri kurulmugtur.
3.2.4. Koklendirme denemelerinin kurulmast

Koklendirme denemelerinde IBA, NAA ve IAA’nin farkll
konsantrasyonlarinin kéklenme iizerine etkileri esas alinmugtir. Ayrica MS besin
ortamunin fiziksel yapisi ve kuvvetinin, 6n karartmamn (10 giin karartmadan
sonra 16 saat aydinhk-8 saat karanlik), aktif komiiriin, —mikrogelik
uygulamalarimin, yaralamanin, oksinli ortamdan oksinsiz ortama transferin ve
Agrobacterium  rhizogenes  inokiilasyonunun  koéklenme  izerine  etkileri

incelenmistir. Bu amagla agagidaki denemeler kurulmustur.

3.24.1. Agarla katilagtinlmg ve kafit kopriilerle desteklenmis sivi
TMS besin ortamlarinda oksin uygulamalan

Caligmalarimiza ilk olarak bu deneme ile baglanilmug ve Nonpareil
cesidinin mikrosiirgiinleri ile kurulmugtur. Sv1 ve agarla katilagtirilmig MS besin
ortamlarinda 0.0, 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/1 IBA, NAA veya IAA’min koklenme iizerine
etkileri incelenmistir. Besin ortamina ilave edilecek oksin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde litaratiir verileri (Tabachnik ve Kester 1977, Rugini ve Verma
1983, Rugini 1984, Rugini vd.1988) dikkate alinmustir.

Sivibesin ortamlannda kagit kopriilerin hazirlanmasinda 9 cm gapinda
filtre kagitlan kullamlmugtir. Filtre kagitlarina, 2.5 cm ¢apinda olan cam deney
tiiplerinin igine girecek gekilde koni gekli verilmistir. Tiiplerin igerisine 10’ar ml
siv1 besin ortam konulduktan sonra hazirlanmug filtre kagitlar besin ortamu ile
temas etmiyecek sekilde tiiplerin igerisine yerlestirilerek, tiiplerin agiz kisimlari
cam kapaklarla kapatilmig ve otoklavda sterilize edilmistir. Dikimden 6nce kagit
kopriiler, alt ucu tiipiin tabamna temas edinceye kadar pensetle itilmig ve bu
durumda filtre kagitlan ile besin ortami arasinda bir miktar hava boslugu
kalmistir. Mikrosiirgiinler filtre kagidinin iistiinde olugan gukurluga dik duracak
sekilde yerlestirilerek dikilmiglerdir (Sekil 3.1).
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Bu deneme 5. alt kiiltiirlerden elde edilen mikrosiirgiinlerle 2
tekerriirlii olarak kurulmugy ve her bir deneysel iinitede 10 tiip
bulundurulmugtur.Kiiltiir kabt olarak 16.0 x 2.5 cm boyutlarinda cam deney

tipleri kullanilmugtir.

Sekil 3.1. Kagit koprii ve perlitle desteklenmig siv1 besin ortamalari.

3.2.4.2. Agarla katilagtinlmg ve perlitle desteklenmig sivi
TMS, YMS, TM ve YM besin ortamlarinda oksin uygulamalar

Ilk yil Nonpareil gesidinde agarla katlagtinlmig ve perlitle
desteklenmig sivi TMS (1/1 MS makroelementleri, mikroelementleri ve
vitaminleri), YMS (1/2 MS makroelementleri, mikroelementleri ve vitaminleri),
T™ (1/1 MS makroelementleri) ve YM (1/2 MS makroelementleri) besin
ortamlarinda 0.0, 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/1 IBA, NAA ve IAA’nin koklenme {izerine
etkileri incelenmigtir.

Perlitle desteklenmig siv1 besin ortaminda orta incelikte (0.2-0.8 mm)
perlit (Munsuz vd.1982) kullamlmugtir. Tiiplerin igerisine konulacak perlit
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miktarim belirlemek igin 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 ve 4.0 g perlit tartilarak 16.0 x 2.5 cm
boyutlarindaki cam tiiplere doldurulup iizerine 10 ml su ilave edilmistir. Tiiplerin
agiz kisimlar cam kapaklarla kapatildiktan sonra seffaf folye ile sarilarak 1 giin
bekletilmistir. 1. Giinlin sonunda perlitli ortamlara mikrosiirgiinler dikilmigler ve
L5 ve 2.0 g perlit konulan tiiplerde, ortamda fazla suyun olmasindan dolay:
perlitin, mikrosiirgiinler igin yeterli destek saglayamadigi, 3.0 ve 4.0 g perlit
konulan tiiplerde ise dikim isleminin zor ve tiipiin alt kismunda su miktarimn
olmadig1 goriilmiistiir. 2.5 g perlit konulan tiipe ise hem dikimin kolay oldugu
hem de tiipiin alt kisminda 2-3 mm yiiksekliginde su bulundugu goriilerek, 10 ml
besin ortamu i¢in en uygun perlit miktarinin 2.5 g olduguna karar verilmistir
(Sekil 3.1).

Bu denemeler 6. alt kiiltiirlerden elde edilen mikrosiirgiinlerle 2
tekerriirlii olarak kurulmug ve her bir deneysel iinitede S tiip bulundurulmugtur.
Kiiltiir kabi olarak 16.0 x 2.5 cm boyutlarinda cam deney tiipleri kullamlmugtur.

Ikinci yil Texas cesidinde agarla katilagtiilmug TM ve YM besin
ortamlar kullanilmig ve besin ortamuina 0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 mg/1 IBA ve NAA

ilave edilmistir.

3.2.4.3. Agarla katihgtinlmg TMS, TM ve YM besin ortamlarinda aktif
komiir, 6n karartma ve oksin uygulamalan

Ik y11l Nonpareil, ikinci yil Texas ¢esidi ile kurulan bu denemelerde
50 mg/1 aktif kémiir (Merc) iceren ve aktif komiir igermeyen besin ortamlari
kullamlarak, 10 giinlik 6n karatma uygulamasimn kéklenme iizerine etkileri
incelenmigtir. Kiiltiirler, sicakligi 25 + 1 °C, aydinlatma siiresi 16 saat ve 151k
siddeti 2200 liix olan kiiltiir geligtirme odasina yerlestirilerek 2 gruba ayrilmustir.
1. Grup, siirekli olarak 16 saat aydinlik-8 saat karanlik kosulda inkiibe edilmistir.
2. Grup kiiltiirler ilk 10 giin siyah polietilen torbalar i¢ine almmarak karanlikta
tutulmus, sonra tekrar aydinlik-karanlik kosula gegirilmistir.

Bu denemede, Nonpareil gesidinde, 0.0, 0.1, 0.5, 1.0 mg/1 IBA, NAA
veya IAA igeren agarla katilagtinlmig TMS besin ortamu kullamilmigtir. Texas
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¢esidinde ise agarla katilagtinlmig TM ve YM besin ortamu kullanularak, besin
ortamlarina 0.0, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/l konsantrasyonlarinda sadece IBA ilave
edilmigtir.

Bu deneme Nonpareil ¢esidinde S., Texas ¢esidinde ise 6. alt kiiltiir
mikrosiirgiinleri ile 2 tekerriirlii olarak kurulmustur. Ancak Nonpareil ¢esidinde
her bir deneysel iinitede 10, Texas gesidinde ise S tiip bulundurulmugtur. Her iki

¢esitte kiiltiir kabi olarak 16.0 x 1.5 cm boyutlarinda cam deney tiipleri

kullamimugtir.
3.2.4.4. Mikrogelik uygulamalan

Bu deneme ilk y1l Nonpareil ¢esidinde, ikinci yil Texas ¢esidinde
ylritiilmiigtiir.

Mikrogelik uygulamalarinda kullanilan IBA soliisyonlan steril olgii
balonlary, 5 ve 10 ml'lik steril pipet ve 6lcii silindiri, steril saf su ve absolii etil
alkol (999.5) kullamlarak laminar hava akigh steril kabin igerisinde
hazirlanmigtir. Hazirlanan IBA soliisyonlarinda hacmin yansim etil alkol diger
yarisini ise steril saf su olugturmustur.

Nonpareil gesidinde mikrogelikler 0, 1000, 2000 ve 3000 ppm IBA
soliisyonlarina 1’er ve 2’ser dakika, ayrica 3000 ppm IBA soliisyonuna, yaralama
yapilarak ve yaralama yapilmadan S saniye daldirilip agarla katilastirilmig oksin
ve GA; icermeyen TMS besin ortamina dikilmiglerdir. Yaralama yapilan
mikrogelikler, kesim yiizeyinden gévdeye dogru bistiiri ucuyla 2-3 mm kesim
yapilarak hazirlanmuglardir.

Ikinci yil Texas gesidinde mikrogelikler 0,1000 ve 2000 ppm IBA
soliisyonlarina 1’er ve 2’ser dakika daldirilarak oksin ve GA; icermeyen agarla
katilagtirilmig ve perlitle desteklenmi§ (2.5 g/tiip) stvi TMS besin ortamlarina
dikilmiglerdir. Ayrica bu gesitte sadece agarla katilagtirilmug oksinsiz MS besin
ortamu kullanilarak mikrogeliklere 5 saniye siire ile uygulahan 0, 250, 500, 4000

ve 8000 ppm IBA’min koklenme iizerine etkileri denenmigtir. Besin ortamina GA,

ilave edilmemigtir.
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Mikrogelik denemeleri her iki gesitte de S. alt kiiltiirlerden elde edilen
mikrogeliklerle iki tekerriirlii olarak kurulmus ve Nonpareil ¢esidinde her bir
deneysel {initede 10, Texas gesidinde ise 7 tiip bulundurulmugtur. Kiiltiir kabt
olarak Nonpareil ¢esidinde 16.0 x 1.5 cm, Texas gesidinde ise 16.0 x 2.5 c¢cm

boyutlarinda cam tiipler kullanilmigtir.
3.24.5. Oksinli ortamdan oksinsiz besin ortamina transfer uygulamasi

Nonpareil ¢esidinde yapilan bu denemede oksinli ortamdan oksinsiz
besin ortamina transfer uygulamasimin kok gelismesi {izerine etkileri
incelenmigtir. Bu amagla mikrosiirgiinler, 1.0 mg/l IBA iceren agarla
katilagtirdlmig TMS besin ortamunda kiiltiire alinmugtir. Kiiltiirler {i¢ gruba
ayrilmug ve birinci grup kiiltiirler 4. giinde, ikinci grup kiiltiirler 8. giinde oksinsiz
agarla katilagtirilmig besin ortamina transfer edilmiglerdir. Ugiingii grup kiiltiirler
ise kontrol olarak siirekli oksinli ortamda birakilmiglardir.

Bu deneme, Nomnpareil ¢esidinde 7. alt kiiltiirlerden elde edilen
mikrosiirgiinlerle kurulmug ve her bir uygulama 2 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiig
ve her bir deneysel iinitede 10 tiip bulundurulmusgtur. Kiiltiir kab: olarak 16.0 x

1.5 cm boyutlarinda cam deney tiipleri kullanilmugtir.
3.2.4.6. Agrobacterium rhizogenes inokiilasyonu

Bakteri inokiilasyonunun yapildifi denemelerde, bakteri olarak
litaratiirlerde (Rugini 1984, Rugini 1992, Patena vd.1988) koklenmeyi tegvik ettigi
belirtilen Agrobacterium rhizogenes’in yabani hatti (A4) kullanilmgtir.

Bakteri uygulamalart Nonpareil ve Texas ¢esitlerinde
mikrosiirgiinlerin bazal kisminda 2-3 mm yaralama yapilarak ve yaralama
yapilmadan bakteri koloni ve bakteri siispansiyonu olmak iizere iki sekilde
uygulanmugtir. Bakteri koloni inokiilasyonu, agar yiizeyinde gelisen bakterilerin
bistiiri ucuyla alimip yaralama yapilmayan mikrosiirgiinlerin kesim ylizeyine,

yaralama yapilan siirgiinlerin ise hem kesim yiizeyine ve hem de yaralama yapilan
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yerlere siiriilmesi seklinde yapilmigtir. Bakteri siispansiyonu uygulamasinda ise
mikrosiirgiinler (yaralama yapilan ve yapilmayan) hiicre siispansiyon kiiltiiriine
(10® hiicre soliisyonu) 5 saniye daldirilmglardir. Her iki uygulamalardan sonra
mikrosiirgiinler agarla katilagtinlmug oksin ve GA; igermeyen tam kuvvetli TMS
besin ortamina dikilmiglerdir.

Bu deneme her iki ¢esitte de ikinci yil 5. alt kiiltiirlerden elde edilen
mikrosiirgiinlerle 2 tekerriirlii olarak kurulmug ve herbir deneysel iinitede 5 tiip
bulundurulmugtur. Kiiltiir kabr olarak 16.0 x 2.5 cm boyutlarinda cam tiipler

kullanilmgtir.
3.25. Yapilan gozlemler ve degerlendirme parametreleri

Kéklendirme denemelerinin kurulmasindan hemen sonra her giin
kiiltiirler kontrol edilerek koklenme baglangicr kaydedilmigtir. Koklenme
baglangici goriilen kiiltiirlerde 2’ser giinliik araliklarla denemenin sonuna kadar
gozlemler yapilmigtir. Denemelere koklenme hizlarina gére 30-35 giin siire
taninmig ve koklenme ile ilgili degerlendirmeler, asagidaki parametreler esas

alinarak yapilmistir.
3.2.5.1. Koklenme baslangict

Dikimi izleyen giinlerde her bir uygulamaya ait kiiltiirlerde her giin
gozlemler yapilarak ilk kok olusumlari izlenmis ve koklenen kiiltiir sayilar
belirlenmistir. K6klenme baglangici goriildiikten sonra 2’ser giin ara ile kontroller
yapilarak, koklenme hizi k6klenen kiiltiir oranlar (%) ile saptanmugtir.

Kagit kdpriiler ve perlitle desteklenen sivi besin ortamlarinda kesim

yiizeyleri goriilmedigi i¢in koklenme baglangiglan izlenememistir.
325.2. Koklenme oram

Koklendirme denemelerinin sonunda, kdklenen siirgiinler sayilmig ve



32

koklendirmeye alinan siirgiin sayilarina gore yiizde (%) olarak degerlendirilmistir.

3.2.53. Kok sayisi

Koklendirme denemelerinin sonunda, koklenen siirgiinlerde kokler
sayilmig ve koklenen bitki sayisina boliinerek ortalama kok sayilar saptanmigtir

(kok sayis1 / koklenen siirgiin).
3.2.5.4. Kok uzunluk diizeyi

Koklii siirgiinlerde kokler, k6k uzunluklan dikkate alinarak incelenmig

ve 5 ayri grup halinde rakamsal olarak degerlendirilmigtir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kok uzunluk diizeyinin belirlenmesinde kullamlan kék uzunluklari

Kok gelisme diizeyi K6k uzunluklari (cm)
1.Cok kisa <05

2.Kisa 0.6 - 1.0

3.0rta 1.1-2.0

4.Uzun 2.1-3.0

5.Cok uzun > 3.0

3.2.5.5. Koklerde kuru madde miktar

Herbir koklii siirgiinden kesilen koklerin, 6nce darast alinan
aliiminyum folye iizerinde hassas terazide tartilarak yag agirliklan belirlenmig ve
sonra bunlarin Kacar’a (1972) gére sicaklips 70°C’ye ayarlanmusg bir etiivde agirhik
sabit kalana kadar tutulmasi (12 saat) ve tartilmasi ile kuru afirliklart
saptanmugtir. Elde edilem degerlerle de koklerin ortalama (toplam kuru madde
/ koklenen siirgiin) yiizde (%) kuru madde miktarlan hesaplanmugtir.
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3.2.5.6. Kallus olugum diizeyi

Siirgiinlerin kesim yiizeyinde olusan kalluslar kallus ¢ap:i dikkate
alinarak incelenmig ve kallus olusjumu 5 ayn grup halinde rakamsal olarak

degerlendirilmigtir. (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.2).

Cizelge 3.3. Kallus olusum diizeyinin belirlenmesinde kallus ¢aplan

Kallus olusum diizeyi Kallus ¢ap1 (mm)
0.Yok 0

1.Az 1-2

2.0rta 21-4

3.Cok 41-6

4.Cok fazla > 6

Sekil 3.2. Kallus olusum diizeyleri.
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3.2.5.7. Verilerin degerlendirilmesi

Denemeler "Tesadiif parselleri” deneme desenine gore 2 tekerriirli
olarak kurulmug ve herbir deneysel {initede herbir deneme igin ilgili yerlede
belirtilen sayida tiip bulundurulmugtur. Deneme sonuglari, koklenme baglangict,
koklenme orani, kok sayisi, kok uzunluk diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde
miktarlari bakimindan incelenmistir. Uygulamalar arasinda koklenme orani,kok
sayisi, kok uzunluk diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde miktarlari bakimindan
farklilik bulunup bulunmadigi varyans analizi yapilarak %S5 hata simirlar iginde
F testi ile belirlenmistir. Ortaya ¢ikan énemli farklilklar Duncan testi ile %5
hata sinur1 esas alinarak saptanmig ve farkli gruplar ¢izelgelerde harfler yardimu
ile belirtilmigtir.

Nonpareil ¢esidinde mikrogelik uygulamalarininyapildigi kdklendirme
denemelerinin diginda, diger denemelerde kontrollerde koklenme elde
edilememistir. Bu nedenle kontroller varyans analizine katulmamig ve
uygulamalar kendi aralarinda kargiagtirtlmugtir.

Koklenme oranlarinda ag, kok sayilarinda ise karakok
transformasyonu yapilmig ve varyans analizlerinde transformasyon degerleri

kullanimsstir.
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4. SONUCLAR

Baglangigta biitiin kéklendirme denemelerinin Nonpareil ve Texas
cesidinde paralel olarak yiiriitiilmesi digiiniilmiigsede, Texas gesidinde 3. alt
kiiltiirlerden  itibaren bakteriyel enfeksiyon ¢ikmast nedeni ile bu
gerceklestirilememis ve koklendirme denemeleri ilk yil sadece Nonpareil
¢esidinde kurulabilmigtir.

Nonpareil ¢esidinde yapilan ilk yil koklendirme denemelerinden elde
edilen sonuglar dogrultusunda ikinci yil hem Texas ve hem de Nonpareil
gesitlerinde yeni koklendirme denemelerinin kurulmast amaglanmugtir. Bu amagla
1992 yili ilkbahar gelisme déneminde her iki gesitte de siirglin ucu kiiltiirleri
kurulmug fakat bu kez Nonpareil ¢esidinde ¢ogaltma agamasinda agiri
vitrifikasyon ortaya ¢ikmustir. Vitrifikasyonu énleyici ydntemler (agar diizeyinin
artirilmasi, inkiibasyon sicakliginin diigiiriilmesi vb.) denenmigse de denemeler
icin yeterli sayida siirgiin elde edilememistir. Bu nedenle 2. yil bakteri
inokiilasyonu diginda koklendirme denemeleri sadece Texsas g¢esidinde
yapilabilmisgtir,

Denemelere baglamadan once, tez gerekgesinde belirtildigi gibi
koklendirme ortamlarinin ve koklendirme uygulamalarimn siirgiin gelismesi
iizerine etkilerinin; siirgiin rengi, yaprak sayisi, siirgiin boyu, yaprak gelisme
diizeyi, siirgiinlerin yag ve kuru agirliklan bakimindan ayri ayn incelenmesi
diigliniilmiigtiir. Ancak yapilan denemelerde koéklendirme ortamina alinan
mikrosiirgiinlerde yukarida belirtilen parametrelerin incelenmesine olanak
saglayacak diizeyde bir gelisme olmamugtir. Ayrica mikrosiirgiinlerin pek ¢ogunda
yapraklarda sararmalarla birlikte yaprak dékiilmeleri ve yaprak koltuklarinda
beyaz kallus olugumlar: gozlenmigtir. Bu nedenle sadece koklenme ile ilgili
parametreler incelenebilmig, siirgiin rengi ve geligmesi ise gozlemsel olarak

degerlendirilmigtir.
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4.1. Nonpareil Cesidinde Agarla Katilagtinlmug ve Kagit
Kopriilerle Desteklenmig Sivi TMS Besin Ortamlarinda IBA, NAA ve
IAA’min Koklenme Uzerine Etkileri

Kagit kopriilerle desteklenmis sivi besin ortaminda hicbir oksin
konsantrasyonunda kéklenme elde edilememis ve birinci hafta iginde kiiltiirlerin
hepsinde sararma baglamig ve sonraki giinlerde yaprak koltuklarinda kallus
olusumu ile birlikte yaprak dokiilmeleri, mikrosiirgiinlerin kagit kopriiyle temas
eden bazal kisimlarinda da beyaz veya kahverengi kallus olugsumlar: goriilmiigtiir.

Agarla katilagtirilmig besin ortaminda IBA, NAA ve IAA’nin
koklenme lizerine etkileri farkli olmustur.

Koklenme baglangici en ge¢ NAA uygulamalarinda goriilmiigtiir
(Cizelge 4.1). En erken koklenme ise 13. giinde 0.1, 0.5 mg/1 IBA ve 1.0 mg/]
IAA (%S5’er) konsantrasyonlarinda baglamistir (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilrmg TMS besin ortaminda
IBA, NAA ve IAA’'min koklenme baglangict ve hizi iizerine etkileri

(%)
IBA (mg/1) NAA (mg/l) TAA (mg/1)
Dikimden
sonraki 01 (05| 10|[01]05]|10]| 01 [ 05 | 10
giin sayisi
13 s{s|o]o]| o] o 0 0 5
15 10|10 15| 0| 100 0 5 5
17 1010|155 |10]S5 0 10 | 10
19 20/ 10 | 25 ] S | 20| 10| O 10 | 10
21 20|10 [ 30| S |2 ] 10| 0 10 | 15
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Istatistiksel degerlendirme sonucunda kéklenme oram, kok sayisi, kék
uzunluk ve kallus diizeyleri bakimindan oksin konsantrasyonlar1 arasindaki
farklihk ve ayrica oksin x konsantrasyon interaksiyonu %95 diizeyde Onemli
bulunmugtur. Oksinlerden en erken kéklenmé baglangict gosteren IBA, NAA ve
IAA’ya gore koklenme oranini 6nemli diizeyde artirmugtir, NAA ve IAA’nin
etkileri farklt bulunmamugtir.

Koklenme baglangicinda en etkili oksin olan IBA, Koklenme oram
bakimindan da en etkili olmugtur. En yiiksek koklenme %30 oraninda 1.0 mg/I
IBA’dan elde edilirken, bunu %20 koéklenme oram ile 0.1 mg/l IBA ve 0.5 mg/|
NAA izlemis ve bunlar arasindaki farklilik 6nemli bulunmami§t1r (Cizelge 4.2 ve
Sekil 4.1). 0.1 mg/l IAA’da ise hig¢ kdklenme elde edilememistir.

Kok sayist iizerine oksinler farkli bir etki yapmamustir. En etkili
konsantrasyon 1.0 mg/l olmug ancak 0.5mg/! ile aralarindaki farklilik 6nemli
bulunmamigtir. En fazla kék sayisi (4.0) en erken kéklenme baglangici ve en
yiiksek kéklenme orani (% 30) elde edilen 1.0 mg/1 IBA’dan ve en ge¢ kéklenme
baglangici goriilen ve koklenme oram (%10) diisiik olan 1.0 mg/l NAA’dan elde
edilmigtir. En az kék sayist (1.0) ise 0.1 mg/l NAA’da goriilmiistiir (Cizelge 4.2
ve Sekil 4.1).

Kok vzunluk diizeyi bakimindan oksinler arasindaki farkhlik 6nemli
bulunmamugtir. En etkili konsantrasyon 0.5 mg/l ve sonra 1.0 mg/l olmug ve
aralarindaki farkliik Onemli bulunmamustir. Her ne  kadar en etkili
konsantrasyon 0.5 mg/] olmus ise de en fazla kék uzunluk diizeyi (2.3) 0.1 mg/1
IBA’dan elde edilmigtir. IBA, NAA ve IAA'nin 0.5 mg/! konsantrasyonlarinda
ise kok uzunluk diizeyleri 2.0 olmugtur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2).

Kallus diizeyi bakimindan oksinler arasindaki farkliik Onemli
goriilmemigse de, IBA ve NAA’da kallus diizeyi JAA’ya gore yiiksek olmugtur.
Her ii¢ oksinde de konsantrasyonun artmast ile kallus diizeyleri de artmigtir. En
fazla kallus diizeyi (3.6) 1.0 mg/1 IBA ve en az kallus diizeyi (1.0) ise 0.1 mg/]
IBA ve IAA’dan elde edilmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilmug TMS besin ortaminda
IBA,NAA ve IAA'nin kdklenme orani (%) ve kok sayisi lizerine

etkileri

Koéklenme oram (oksin x konsantrasyon)

Oksin
Konst (me/1) IBA NAA IAA Konst. ort.
0.1 20 5 0 8.33
a be C c
0.5 10 20 10 13.33
ab a ab ab
1.0 30 10 15 18.33
a ab ab a
Oksin ort. 20 11.67 8.33
a b b
Kok sayist
Oksin
Konst (mg/l) 115\ NAA IAA Konst. Ort.
0.1 2.0 1.0 0 1.0
abc be C b
0.5 3.0 2.0 2.5 2.5
ab abc ab a
1.0 4.0 4.0 2.0 3.33
a a abc ab
Oksin ort. 3.0 2.33 1.5
a a b
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Duncan testine gore, P<0.05

Sekil 4.1. Nonpareil ¢egidinde agarla katilagtirilmig TMS besin ortaminda IBA,
NAA ve IAA’mn kékienme orant (%) ve kok sayis: lizerine etkileri.
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Cizelge 4.3. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilmig TMS besin ortaminda IBA,
NAA ve IAA’nin kok uzunluk ve kallus diizeyi lizerine etkileri

Kok uzunluk diizeyi

Oksin
Konst (mg/1) IBA NAA IAA Konst. ort.
0.1 2.3. 1.0 0 1.1
a ab b b
0.5 2.0 2.0 2.0 2.0
a a a a
1.0 1.2 1.5 1.3 1.33
ab ab ab ab
Oksin ort. 1.83 1.5 1.1
a a a
Kallus diizeyi
Oksin
Konst (mg/1) IBA NAA IAA Konst. ort.
0.1 1.0 2.0 1.0 1.33
® abc c b
05 2.5 2.7 1.5 2.23
, abc abc be ab
1.0 3.6 3.0 2.0 2.87
a ab abc a
Oksin ort. 237 2.57 1.5
a a a
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Duncan testine gére, P<0.05

Sekil 4.2. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtinlomig TMS besin ortamunda IBA,
' NAA ve JAA’min kék uzunluk ve kallus diizeyi iizerine etkileri.
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42. Nonpareil Cegidinde Agarla Katilagtirilmig ve Perlitle Desteklenmis Sivi
TMS ve YMS Besin Ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’mn Koklenme Uzerine

Etkileri

[k koklendirme denemesinde kullamlan kagit képriilerle desteklenmig
sivi besin ortaminda kéklenme elde edilememig ve kiiltiirlerde birinci hafta i¢inde
sararma ve daha sonraki giinlerde yaprak koltuklarinda kallus olusumlan ile
birlikte yaprak dokiimleri goriilmiigtiir. Bu nedenle bu denemede sivi besin
ortaminda destek materyali olarak perlit kullanilmugtir.

Koklenme iizerine agarla katilagtirilmig besin ortamlari, perlitle
desteklenmig sivi besin ortamlarina gore daha etkili olmustur. Perlitle
desteklenmig gerek TMS gerekse YMS ortamlarinda, agarla katilagtirilmig besin
ortamlarina gore kéklenme oranlari (%0-20), kok sayilari (0.5-3.0), kok uzunluk
diizeyleri (0.5-1.5), kuru madde miktarlari (0-5.2) ¢ok diigiik ve kallus diizeyleri
ise (0.5-4.0) yiiksek olmustur (Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5).

Perlitle desteklenmig siv1 besin ortamlarinda mikrosiirgiinlerin kesim
yiizeyleri goriilemedigi i¢in koklenme baglangiglan belirlenememistir.

Kéklenme oranlari bakimindan her iki ortam kuvvetinde de en etkili
oksin NAA olmug ve en yitksek koklenme %20 oraninda TMS ortaminda 0.5 ve
1.0 mg/l NAA ve 1.0 mg/l IAA’da goriilmiistiir (Sekil 4.3). Her iki ortam
kuvvetinde de IBA’dan kdklenme elde edilememistir.

En fazla kok sayis1 (3.0) TMS ortaminda yine 1.0 mg/1 IAA’dan, en
fazla k6k uzunluk diizeyi (1.5) TMS ortaminda 1.0 mg/l1 IAA ve YMS ortaminda
0.1 mg/l NAA’dan elde edilmistir (Sekil 4.3, 4.4).

Kallus diizeyi bakimindan TMS ortamu kallus diizeyini artirarak
olumsuz etki yapmugtir. Her iki ortam kuvvetinde de en fazla kallus diizeyi (2.5-
4.0) NAA’da goriilmiig ve oksin konsantrasyonlarinin artmasi ile kallus diizeyleri
de artmugtir (Sekil 4.4).

Kuru madde iniktan, koklenen bitkilerde kok sayist ve k6k uzunluk
diizeylerinin diigiik olmasindan dolay1 ¢ok az (0-5.2) olmustur.

Agarla katilagtirilmig TMS ve YMS besin ortamlarinda oksinlerin
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koklenme lizerine etkileri farkll olmugtur.

Her iki kuvvetteki ortamda da kdklenme baslangiglan iizerine NAA
en etkili oksin olmustur. En erken kdklenme baglangiglart her iki ortam
kuvvetinde de 9. giinde baslamig ancak koklenme baslangiglan iizerine TMS
ortami daha etkili olmugtur. 9. Glinde kdklenme baglangiglar1 TMS ortaminda
IBA ve IAA’un 0.5 (%50 ve 10) ve 1.0 mg/1 (%10 ve 10), YMS ortaminda ise
NAA’nmn 0.1 ve 0.5 mg/1 (%30 ve 20) konsantrasyonlarinda goriilmistiir (Cizelge
44)

Istatistiksel degerlendirme sonucunda koklenme oram ve kok sayisi
bakimindan oksinler, konsantrasyonlar ve ortam kuvvetleri; kok uzunluk diizeyi
bakimindan ortam kuvvetleri; kallus diizeyi bakimindan oksinler ve
konsantrasyonlar; kuru madde bakimindanda oksinler ve ortam kuvvetleri
arasindaki farkliliklar %5 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bunlarin yaminda
faktorlerin interaksiyonlan incelendiginde, kéklenme oranmi, kék sayisi, kallus
diizeyi ve kuru madde bakimindan oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti ve
konsantrasyon x ortam kuvveti, kdklenme orani, kok sayisy, kok uzunluk diizeyi
ve kuru madde bakimindan oksin x ortam kuvveti, koklenme orani, k6k uzunluk
diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde bakimindan oksin x konsantrasyon
interaksiyonlar1 da %5 diizeyinde 6nemli bulunmugtur.

Koklenme oram, kék sayisi, kuru madde ve kék uzunluk diizeyi
bakimindan TMS ortamu daha etkili olmugtur. Kallus diizeyi bakimindan ise
ortam kuvvetleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmamugtir.

Koklenme oram iizerinde en etkili oksin NAA ve en etkili
konsantrasyon 0.5 mg/l olmustur. En yiiksek koklenme oram: (%90) ise TMS
ortaminda 0.5 mg/1 IBA’dan elde edilmistir. Bunu %80 oraninda kéklenme ile
TMS ortaminda 1.0 mg/1 IBA ve 0.1 mg/I NAA, YMS ortaminda 0.5 mg/l NAA
konsantrasyonlar: izlemis ve aralarindaki farklilik 6nemli bulunmamigtir. YMS
ortaminda 0.1, 0.5, 1.0 mg/1 IBA ve IAA’da ve TMS ortaminda 0.1 mg/1 IAA’da

koklenme elde edilememigtir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.3).
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Cizelge 4.5. Nonpareil ¢egidinde agarla katilagtirilmig TMS ve YMS besin
otamlarinda IBA, NAA ve IAA’min kéklenme orani (%) ve kok sayisi
lizerine etkileri

Koklenme orani (oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti)

Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
TMS | YMS | TMS | YMS | TMS | YMS | Konst.Ort.
0.1 10 0 80 50 0 0 23.33
de e ab abc e e c
0.5 90 0 50 80 40 0 43.33
a e abc ab ‘be e a
1.0 80 0 50 20 20 0 28.33
ab e abc cd. cd e b
Oksin 30 55 10
ortalama b a c
O.K. ™S YMS
Ortalama 46.67 16.67
a b
Kok sayist (oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti)
Oksin
Konst.
(mg/) IBA NAA IAA .
T™S | YMS TMS YMS | TMS | YMS | Konst.Ort,
0.1 05 | o 3.03 2.0 0 0 0.92
1 j e h i j ¢
0.5 4.3 0 2.67 4.74 2.25 0 2.33
c j f b g j b
1.0 6.4 0 3.92 3.0 3.0 0 272
a j d e e j a
Oksin 1.87 3.23 0.88
ortalama b a c
oK. TMS YMS
Ortalama 2.90 1.08
a b
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Duncan testine gore, P<0.05

Sekil 4.3. Nonpareil gesidinde agarla (A) katilagtirilmug ve perlitle P)
desteklenmis TMS ve YMS besin ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’mn
koéklenme oram (%) ve kok saysi tizerine etkileri.
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Kok sayisi bakimindan da koklenme oraninda oldugu gibi en etkili
oksin NAA olmustur. En etkili konsantrasyon ise 1.0 mg/l olmug ve en fazla kék
sayist (6.4) TMS ortaminda 1.0 mg/l IBA’dan elde edilmistir. En yiiksek
koklenme orani (%90) elde edilen, TMS ortamindaki 0.5 mg/1 IBA’da ise kok
sayis1 4.3 olmustur. En az kok sayist da (0.5) TMS ortaminda 0.1 mg/1 IBA’dan
elde edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.3).

' Kok uzunluk diizeyi bakimindan oksinler ve konsantrasyonlar
arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmasa da en fazla kék uzunluk diizeyi (3.75)
en yiiksek koklenme oram (990) elde edilen, TMS ortaminda IBA’da
goriilmiistir. En az kok uzunluk diizeyleri (1.0) ise TMS ortaminda 1.0 mg/l
NAA ve YMS ortaminda 0.5 ve 1.0 mg/l NAA konsantrasyonlarindan elde
edilmistir (Clzelge 4.6 ve Sekil 4.4)

Kallus diizeyini NAA, IBA ve IAA’ya gore artirarak kallus diizeyi
bakimindan olumsuz etki yapmugtir. Konsantrasyonlar arasindaki farklilik 6nemli
bulunmug ve en fazla kallus diizeyi 1.0 mg/! ve en az kallus diizeyi ise 0.1 mg/I
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. En fazla kallus diizeyi (2.4) YMS ortaminda
0.1 mg/l NAA’'dan elde edilmig ve bunu TMS ortaminda 1.0 mg/1 IBA ve NAA
(2.1) ve 0.5 mg/l NAA (1.8) konsantrasyonlari izlemig ve aralarindaki farklilik
onemli bulunmamugtir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.4)

‘ En yiiksek kéklenme orani (%90) ve en fazla kék uzunluk diizeyi (3.8)
elde edilen TMS ortaminda 0.5 mg/l IBA’da ise kallus diizeyi (0.2) en disiik

olmustur.
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Cizelge 4.6. Nonpareil ¢egidinde agarla katilagtirilmig TMS ve YMS besin
ortamlarinda IBA, NAA ve IAA'nin kék uzunluk diizeyi {izerine

etkileri
Oksin
Konst.
B I
(mg/1) IBA NAA AA
T™MS | YMS T™S YMS | TMS | YMS | Konst.Ort.
0.1 25 0 2.8 2.75 0 0 1.34
ab c ab ab c c a
0.5 38 0 1.7 1.10 3.75 0 1.73
a c be bc a c a
1.0 3.0 0 1.0 1.0 3.0 1) 1.33
ab c be be ab c a
Oksin 1.55 1.73 1.13
ortalama a a
O.K. TMS YMS
Ortalama 2.39 0.54
a b
Oksin x konsantrasyon
Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
0.1 1.25 2.78 0
abc a c
0.5 1.9 1.40 1.88
ab be ab
1.0 1.5 1.0 1.5
abc be abc
Oksin x ortam kuvvett
Oksin
Ortam
Kuyveti IBA NAA IAA
T™S 3.1 1.83 2.25
a b ab
YMS 0 1.62 0
C b C
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Cizelge 4.7. Nonpareil ¢egidinde agarla katilagtinimig TMS ve YMS besin
ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’min kallus diizeyi ve kuru madde (%)
{izerine etkileri

Kallus diizeyi (oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti)

Oksin
Konst.
D
(mg/1) IBA NDA , IAA
TMS | YMS | TMS | YMS | TMS | YMS | Konst.Ort.
0.1 0.2 0.4 1.2 1.0 0.7 0.7 0.7
g fg cde def | efg efg c
0.5 0.2 0.4 1.8 24 0.4 0.8 1.0
g fg abc a fg efg b
1.0 2.1 0.6 2.1 1.6 0.6 0.7 1.28
ab efg ab bed efg efg a
Oksin 0.65 1.69 0.65
ortalama b a b
OX. T™MS YMS
Ortalama 1.04 0.96
a a
Kuru madde (oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti)
Oksin
Konst.
N
(mg/1) IBA AA TIAA
TMS | YMS | TMS | YMS | TMS | YMS | Konst.Ort.
0.1 4.2 0 11.2 8.3 0 0 3.95
de e ab bed e e a
0.5 10.7 0 8.15 53 9.4 0 5.59
abc e bed cde abed e a
1.0 14.3 0 3.9 4.95 11.7 0 5.81
a e de de ab e a
Oksin 4.87 6.96 3.52
ortalama ab a b
oK. TMS YMS
Ortalama 8.17 2.06
a b
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Duncan testine gére, P<0.05
Sekil 4.4. Nonpareil ¢esidinde agarla (A) katilagtirilmug ve perlitle (P)

desteklenmig TMS ve YMS besin ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’hm
koék uzunluk ve kallus diizeyi iizerine etkileri.
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Kuru madde (%)

Konsantrasyon {mg/1)

Duncan testine gore, P<0.05

Sekil 4.5. Nonpareil ¢esidinde agarla (A) katilastirnlmug ve perlitle (P)
desteklenmis TMS ve YMS besin ortamlarinda IBA, NAA ve JAA nin
kuru madde (%) iizerine etkileri.



52

Kuru madde bakimindan konsantrasyonlar arasinda farklilk énemli
bulunmaz iken, kuru madde {izerinde NAA ve IBA, [AA’ya gore daha etkili
olmustur. En fazla kuru madde TMS ortaminda 1.0 mg/l IBA’dan en az kuru

madde ise yine TMS ortamindan 1.0 mg/l NAA’dan elde edilmistir (Cizelge 4.7
ve Sekil 4.5).

4 3. Nonpareil Cegidinde Agarla Katilagtinlmug ve Perlitle Desteklenmig Stvi TM
ve YM Besin Ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’mn Koklenme Uzerine

Etkileri

Agarla katilagtirilmg ve perlitle desteklenmig sivi MS besin ortamin
da sadece makro elementlerin yan kuvvetde azaltilmasiun oksinlerle birlikte
koklenme iizerine etkilerinin incelendigi bu denemede, agarla katilagtirilmig
besin ortarrilarmda, biitiin oksin konsantrasyonlarinda koklenme goriiliirken,
perlitle desteklenmig sivi besin ortamlarindan, TM ortaminda sadece 0.5 ve 1.0
mg/1 IBA ve 0.1 mg/l NAA’da, YM ortaminda ise 0.1, 0.5, 1.0 mg/l IBA ve 1.0
mg/l IAA’da koklenme goriilmiis ve perlitle desteklenmis sivi besin ortamlarinda
kok sayisi, kok uzunluk diizeyi ve kuru madde, agarla katilagtirilmig ortamlara
gore ¢ok diisiik olurken kallus diizeyi ise daha fazla olmustur.

Perlitle desteklenmig sivi besin ortamlarinda mikrosiirgiinlerin bazal
kisimlarn goriilmedigi icin koklenme baglangiclar belirlenememigtir. Koklenme
orani iizerine YM besin ortaminin daha etkili oldugu goériilmiig ve en yiiksek
kéklenme orani (%60) YM ortaminda 1.0 mg/1 IBA’dan elde edilmig, bunu aym
ortam kuvvetinde %30 koklenme oranlari ile 0.5 ve 0.1 mg/]1 IBA ve NAA, %20
koklenme oranlari ile 1.0 mg/l IAA ve TM ortaminda 1.0 mg/l IBA, %10
kéklenme oranlari ile TM ortaminda 0.5 mg/l IBA ve 0.1 mg/l NAA
konsantrasyonlar izlemistir (Sekil 4.6).

En fazla kok sayisi (3.5), %60 oraninda kéklenme goriilen YM besin
ortaminda 1.0 mg/l IBA’dan elde edilmi§ ancak kék uzunluk diizeyi (1.0) ¢ok
zayif olmustur. Diger koklenme gériilen oksin konsantrasyonlarinda ise kok

sayillan 0.1-2.5, kék uzunluk diizeyleri ise 0.5-1.75 arasinda olmugtur (Sekil 4.6,
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4.7).

En fazla kuru madde (6.4), %30 oraminda kéklenme oram elde edilen
YM ortamindan elde edilmis ve koklenme goriilen diger oksin
konsantrasyonlarinda kuru madde 0-5.9 arasinda olmugtur (Sekil 4.8).

Genelde kallus diizeyi, TM ortaminda, YM ortamuna gore daha
yiiksek olmug ve her iki ortam kuvvetinde de en yiiksek kallus diizeyleri
NAA'dan elde edilmistir. En az kallus diizeyi (0.9) ise YM ortaminda 0.1 mg/1
IAA’dan elde edilmig ve diger oksin konsantrasyonlarinda 1.2-2.4 diizeylerinde
kallus goriilmiigtiir.

Agarla katilagtirilmigs TM ve YM ortamlaninda oksinlerin kéklenme
lizerine etkileri farkli olmustur.

Kéklenme baglangict lizerine NAA ve IBA, IAA’dan daha etkili olmug
ve her iki ortam kuvvetinde de en erken koklenme baslangiglari 9. giinde
goriilmiigtiir. 9. giinde koktenme baglangiglart TM ortaminda 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/!
IBA (%10,30 ve 30) ve NAA’da (%30’ar), YM ortamunda ise 0.5 ve 1.0 mg/l IBA
(%010 ve 20) ve 0.1 ve 0.5 mg/l NAA’da (%10’ar) goriilmiistiir. En ge¢ kdklenme
baglangic1 ise 17. glinde, YM ortaminda 1.0 mg/l NAA’dan elde edilmigtir
(Cizelge 4.8).

Istatistiksel degerlendirme sonucunda koklenme orani, kok sayisi, kok
uvzunluk diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde bakimindan oksinler ve
- konsantrasyonlar, kok sayist ve kallus diizeyi bakimindan da ortam kuvvetleri
arasindaki farklihklar %S5 diizeyinde 6nemli bulunmugtur. Bunlarin yaninda
faktorlerin interaksiyonu incelendiginde, kéklenme oram, kék sayist, kok uzunluk
diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde bakimindan oksin x konsantrasyon,
koklenme oramt ve kallus diizeyi bakimindan okSin x ortam kuvveti,
konsantrasyon x ortam kuvveti, kok uzunluk ve kallus diizeyleri bakimindan oksin
x konsantrasyon x ortam kuvveti interaksiyonlan da %S5 diizeyde Onemli
bulunmustur.

Ortam kuvveti kéklenme orani, kék uzunluk diizeyi ve kuru madde

lizerinde onemli farklihk yaratmaz iken TM ortamu kok sayisim artirarak ve
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kallus diizeyini de diigiirerek onemli farklihik yapmgtir.

Koklenme orani iizerinde oksin olarak IBA ve NAA, konsantrasyon
olarak da 1.0 ve 0.5 mg/l 6nemli etki gostermistir. En fazla koklenme oramt
(9%90) YM ortaminda 0.5 mg/l IBA’dan elde edilmigtir. Bunu %80 koklenme
oranlari ile TM ve YM ortamlarinda 1.0 mg/l IBA konsantrasyonu izlemistir. En
diisiik koklenme orani (9620) ise YM ortaminda 0.1 mg/l IAA’da goriilmiistir
(Crzelge 4.9 ve Sekil 4.6).

Kok sayist tizerinde de koklenme oraninda oldugu gibi IBA ve NAA
etkili olmugtur. En etkili konsantrasyon ise 0.5 mg/! olmustur. En fazla kok sayisi
(7.75) T™M ortaminda 0.5 mg/l IBA’dan elde edilmigtir. En yiiksek kdklenme
orant (9690) goriilen YM ortaminda 0.5 mg/1 IBA’da ise kék sayisi 4.25 dlmU§tur.
Kok sayist en az YM ortaminda 1.0 mg/l NAA’dan elde edilmistir (Cizelge 4.10
ve Sekil 4.6).

Kok uzunluk diizeyi bakimindan en etkili oksinler IAA ve IBA, en
etkili konsantrasyon ise 0.1 mg/l olmustur. En fazla kék uzunluk diizeyi (3.5),
YM ortaminda 0.1 mg/1 IBA’da goriilmiis ve bunu 3.0 diizeyle TM ortaminda 0.1
mg/l IBA ve 1AA2.83 diizeyle de TM ve YM ortamlarinda 0.1 mg/l NAA
konsantrasyonlari izlemigtir. En az kok uzunluk diizeyleri (1.0) ise TM ortamuinda
1.0 mg/l IBA, YM ortaminda 0.5 ve 1.0 mg/l NAA ve 0.1 mg/l IAA

konsantrasyonlarinda gériilmiistiir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.7).
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Cizelge 4.9. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtiriimug TM ve YM besin
ortamlarinda IBA, NAA ve JAA'nin kdklenme orani (%) iizerine

etkileri
QOksin
Konst,
BA
(mg/1) I NAA IAA
™ YM ™ YM ™ YM | Konst.Ort.
0.1 30 30 60 40 40 20 36.67
ef ef bed def def f b
0.5 40 90 50 60 30 40 51.67
def a cde bed ef def a
1.0 80 80 70 30 60 30 58.33
ab ab be ef bed ef a
Oksin 58.33 51.67 36.67
ortalama a a b
OXK. ™ YM
Ortalama 51.11 46.67
a a
Oksin x konsantrasyon
Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
0.1 30 50 30
e cd e
0.5 65 55 35
ab be de
1.0 80 50 45
a cd cd




57

Cizelge 4.9'un devami

Oksin x ortam kuvveti

Oksin
ortam kuvveti IBA NAA IAA
™ 50 60 43.33
be ab cd
YM 66.67 43.33 30
a cd d
Konsantrasyon x ortam kuvveti
Oksin
ortam kuvveti IBA NAA IAA
™ 43.33 40 70
b be a
YM 30 63.33 46.67
c a b

YM ortamuinda daha fazla diizeyde kallus goriilmiistiir. NAA kallus
diizeyini artirarak olumsuz etki yapmus ve en az kallus diizeyleri IAA’da
goriilmiigtiir. Konsantrasyonlardan 1.0 mg/1 de kallus diizeyleri yiiksek, 0.1 ve 0.5
mg/'de ise diigiik olmugtur. En fazla kallus diizeyi (1.9) YM ortaminda 1.0 mg/1
IBA’dan en az kallus diizeyi ise (0.1) TM ortaminda 0.1 mg/l IBA’dan elde
edilmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.7)

Kuru madde miktarlari iizerine IBA ve IAA daha etkili olmustur. En
fazla kuru madde TM ortamuinda 0.1 mg/l NAA’dan elde edilmigtir. YM
ortaminda 1.0 mg/1 NAA’da ise kuru madde elde edilememigtir (Cizelge 4.12 ve
Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. Nonpareil ¢esidinde agarla (A) katilagtirilmug ve perlitle (P)
desteklenmis TM ve YM besin ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’nin
kdklenme orani (%) ve kok sayisi iizerine etkileri. :
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Cizelge 4.10. Nonpareil ¢esidinde agarla katilastiriimig TM ve YM besin
ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’nin kik sayisi iizerine etkileri

Oksin '
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
™ YM ™ YM ™ YM | Konst.Ort.
0.1 3.5 225 4.0 4.5 1.75 25 3.08
bede de bed abc de cde b
0.5 7.75 425 5.42 3.16 4.25 3.25 4.68
a abed ab bede abed bede a
1.0 4.88 5.13 3.7 1.5 3.33 2.5 3.51
abc ab bede e bede cde b
Oksin 4.63 3.71 2.93
ortalama a a b
O.K. ™ YM
Ortalama 429 3.23
a b
Oksin x konsantrasyon
Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
0.1 2.88 4.25 1.0
cde abc e
0.5 6 429 3.75
a abc bed
1.0 5.0 2.6 2.92
ab de cde
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Cizelge 4.11. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilmig TM ve YM besin
ortamlarinda IBA, NAA ve IAA'nin kék uzunluk ve kallus diizeyi
lizerine etkileri

K6k uzunluk diizeyi (Oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti)

Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
™ YM ™ M ™ YM | Konst.Ort.
0.1 3.0 35 2.83 2.83 3.0 1.0 2.69
ab a abc abc ab e a
0.5 2.0 1.58 1.4 1.0 | 225 2.75 1.83
abed cde de e abed abc b
1.0 1.25de | 1.25 1.0 1.0 225 225 1.55
de e e abed | abed b
Oksin 2.1 1.68 2.3
ort. ab b a
O.K. ™ YM
Ort. 2.11 191
a a
Kallus diizeyi (oksin x konsantrasyon x ortam kuvveti)
Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
™ YM ™ YM ™ YM | Konst.Ort.
0.1 0.1 0.7 0.6 0.9 0.6 1.0 0.65
h defg | efgh | cdef | efgh cde b
0.5 0.4 1.2 | 09 0.9 0.3 1.25 0.83
fgh bed cdef | cdef gh bed b
1.0 1.3 1.9 1.7 1.6 1.0 0.4 1.32
be a ab ab cde fgh a
Oksin 0.94 1.1 0.76
ortalama ab a b
oK ™ YM
Ortalama 0.77 1.1
b a




[4,}

&

S N

w
A

N
.y

Kok uzunluk diizeyi (0-5)

y——————i—.»,
> 5T
- > U
<

o

01 05 10 01 05 10 01 05 10
IBA NAA IAA

Konsantrasyon {mg/l)

F-N
S
el

2oty
’A

N o

¥ " ‘

3 SIS ‘ s

o— IS N \

P SRt NN N

Q } o § S \ \

=P8 Hi | YL

5 - 1n1

2 LT PYELVY

3 A=
14 it ; iy P T
. “// I_% // M

11 A YM

0 A TM

01 05 10 01 05 10 01 05 10
IBA NAA TIAA

Konsantrasyon (mg/I)
Duncan testine gore, P<0.05

Sekil 4.7. Nonpareil gesidinde agarla (A) katilagtmlmig ve perlitle .(P)
desteklenmis TM ve YM besin ortamlarinda IBA, NAA ve IAAnin
kok uzunluk ve kallus diizeyi iizerine etkileri.
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Sekil 4.8. Nonpareil ¢esidinde agarla (A) katilastinlmig ve perlitle (P)
desteklenmis TM ve YM besin ortamlarinda IBA, NAA ve IAA’nin
kuru madde (%) lizerine etkileri.
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Cizelge 4.12. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilmig TM ve YM besin
ortamlarinda, IBA, IAA'nin kuru madde (%) iizerine etkileri

Oksin
Konst.
IBA N
(mg/1) AA IAA
™ YM ™ YM ™ YM | Konst.Ort.
0.1 128 | 147 | 150 | 144 | 88 | 47 11.73
ab a a a bed de a
0.5 11.9 9.7 7.8 5.9 12.6 13.2 10.17
abce abed bed cd ab ab a
1.0 9.6 9.9 6.3 0.0 10.2 11.5 7.92
abed abced cd e abced abc b
Oksin 11.44 824 10.07 '
ortalama a b ab
O.K. ™ ™
Ortalama 10.5 9.33
a a
Oksin x konsantrasyon
Oksin
Konsant.
(mg/1) IBA NAA IAA
0.1 13.75 14.7 6.45
ab a cd
0.5 10.8 6.85 129
ab cd ab
1.0 5.75 3.15 10.85
be d ab

4 4. Nonpareil Cegidinde Agarla Katillagtirilmg TMS Besin Ortammnda, Aktif
Komiir, On Karartma ve Oksin Uygulamalan

IBA, NAA ve IAA (0.0, 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/1) ile birlikte 50 mg/1 aktif

komiir iceren ve aktif komiir icermeyen besin ortamlarnnda, 10 giinlik 6n
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karartma uygulamasinin koklenme iizerine etkilerinin incelendigi bu denemede
besin ortamina ilave edilen aktif komiir biitin durumlarda koéklenmeyi
engellerken aktif kémiir icermeyen besin ortamlarinda, 6n karartma uygulamasi
ve normal aydinlik kogullarda kdklenme goriilmiigtiir.

Koklenme baglangici iizerine normal aydinlik (siirekli 16 saat aydinhk-
8 saat karanlik periyot) ve karanlk (10 giin 6n karartmadan sonra normal
aydinlik) kosullarda IBA ve NAA daha etkili olmugtur. IAA’da ise koklenme
baglangiglar: her iki kogulda da gecikmistir.

Karanlik kogulda kdklenme, normal aydinlik kogula gore bir giin 6nce
baglamgtir. En erken koklenme baglangiclari, karanlik kosulda 8. giinde 0.5 mg/1
IBA (9%25) ve NAA’da (%10), normal aydinlik kogullarda ise 9. giinde 0.5 ve 1.0
mg/l IBA (%S5 ve 25) ve 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/l NAA’da (%5, 15 ve 5) gériilmiigtiir
(Cizelge 4.13). En ge¢ koklenme baglangiclan ise 16. giinde normal aydinlik
kosulda 0.1 mg/1 IBA ve IAA’da (%5’er) ve karanlik kosulda 1.0 mg/l NAA’da
(%S5) goriilmiiy ve bunlarin toplam koklenme oranlart da diigiik olmustur.

Karanlik kogul, IBA iceren ortamlarda kdklenmeyi hizlandirmugtir.
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[statistiksel degerlendirme sonucunda kéklenme orani, kok sayisi, kok
uzunluk diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde miktarlari bakimindan oksinler ve
konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar; koklenme orani ve kok uzunluk diizeyleri
bakimindan da normal aydinlik ve karanlik kosul arasindaki farkliliklar 95
diizeyinde 6nemli bulunmugtur. Bunlarin yaminda faktérlerin interaksiyonlar
incelendiginde koklenme orani, kok sayisy, kallus diizeyi ve kuru madde
miktarlar1 bakimindan oksin x konsantrasyon, kéklenme orani bakimindan oksin
x aydinlatma kogulu, kdklenme orani ve kallus diizeyi bakimindan konsantrasyon
x aydinlatma kosulu, kdklenme orani, kallus diizeyi ve kuru madde miktarlar
bakimindan oksin x konsantrasyon x aydinlatma kosulu interaksiyonlar: da %5
diizeyde 6nemli bulunmugtur.

Normal aydinlik kosul, IBA ve 0.5 mg/]l konsantrasyon koklenme
orani iizerinde daha etkili olmug ve en yiiksek koklenme oram (%90) normal
aydinhk kosulda 1.0 mg/l IBA’dan elde edilmistir. Bunu yine ayni kosulda 0.5
mg/1 IBA ve NAA (%85’er) ve 0.1 mg/l NAA (%80) konsantrasyonlar: izlemig
ve aralarindaki farkhlik 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.9). En
diigiik koklenme oranlart (%10’ar) 0.1 mg/l IBA ve IAA’dan elde edilmistir.

Kok sayisi, kok uzunluk diizeyi, kallus diizeyi ve kuru madde

miktarlari bakimindan normal aydinlik kosul ve karanlik kogul arasindaki farklilik

6nemli bulunmamugtir.
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Cizelge 4.14. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilmig TMS besin ortaminda, 10
giin 6n karartma (K) ve aydinlik-karanlik periyodun (A) oksinlerle
birlikte kbklenme oram (%) iizerine etkileri

oksin x konsantrasyon x aydinlatma kosulu

Oksin
Konst.
B
(mg/1) IBA NAA IAA
A K A K A | K Konst.Ort.
0.1 10 50 80 30 10 55 39.16
1 cde ab efgh 1 cd b
0.5 85 70 85 25 50 20 55.83
ab bc ab fgh1 | cde ghi a
1.0 90 55 30 15 35 40 44.16
a cd efgh ht defg def c
Oksin 60 44.16 35.0
ortalama a b c
A K
Kosul Ort. 52.78 40
a b

Kok sayisi lizerine en etkili oksin koklenme oraninda oldugu gibi IBA
ve etkili konsantrasyonlari ise 1.0 ve 0.5 mg/1 olmugtur. En fazla kok sayist (6.32)
normal aydinlik kosulda %90 oraninda koklenme goriilen 1.0 mg/1 IBA’dan elde
edilmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.9)

Kok uzunluk diizeyi bakimindan, koklenme oram ve kok sayisinda
oldugu gibi yine en etkili oksin IBA olmustur. En etkili konsantrasyon ise 0.1
mg/l olmug ve genelde oksin konsantrasyonlarimin artmasi ile kok uzunluk
diizeyleri her iki kogulda azalmigtir. En fazla kok uzunluk diizeyi (2.83) karanhik
kosulda 0.1 mgl IBA’dan elde edilirken en az kok uzunluk diizeyleri 1.0 mg/1
NAA ve normal aydinlik kosulda 1.0 mg/1 [AA’da goriilmiistiir. (Cizelge 4.16 ve
Sekil 4.10)

Kallus diizeyi bakimindan her i{i¢ oksin arasindaki farklibk 6nemli
bulunmug ve kallus IBA’da en fazla IAA’da ise en az diizeyde goriilmiistiir. En
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fazla kallus diizeyi (2.85) karanhk kogulda 1.0 mg/l IBA’dan 1.0 mg/l IAA’da
goriilmiigtiir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.10).

Cizelge 4.15. Nonpareil gesidinde agarla katilagtirilmig TMS besin ortaminda 10
giin 6n karartma (K), ve aydinlik-karanlik periyodun (A) oksinlerle
birlikte kok sayisi iizerine etkileri

Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
A K A K A K Konst.Ort.
0.1 210 2.88 3.69 263 1.0 4.7 283
efgh bedefg bedef cdefgh h de b
0.5 523 50 3.6 45 2.8 175 381
ab abc bedefg abed bedefg fgh a
10 6.32 3.54 25 25 463 4.0 392
a bedefg defgh defgh abed abede a
Oksin 418 324 3.15
ortalama a b b
A K
Kosgul ort. 354 3.50
a a
Oksin x konsantrasyon
Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
0.1 249 3.15 2.85
cd bc d
0.5 5.12 4.05 227
a ab cd
1.0 4,93 2.5 4.31
a c ab
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Cizelge 4.16. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtiriimig TMS besin ortaminda 10

giin 6n karartma (K) ve aydinlik-karanlik periyodun (A) oksinlerle
birlikte kok uzunluk diizeyine etkileri

Oksin
Konst.
(mg/1) NAA IAA
A K A K A K Konst.Ort.
0.1 2.0 2.83 2.1 1.5 1.5 2.62 2.09
abed a abc cd cd ab a
0.5 1.84 2.15 1.0 1.0 1.74 1.5 1.54
abed | abc d d bed | cd b
1.0 1.5 | 129 10 | 10 1.0 1.5 122
cd cd d d d cd b
Oksin 194 1.27 1.64
ortalama b b
A K
Kosul ort. 1.52 1.71
a a
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Sekil 4.9. Nonpareil ¢esidinde agarla katilastiriimig TMS besin ortaminda 6n
karartma (K) ve aydinlik-karanlik (A) kosullarda oksin
uygulamalarinin koklenme oram (%) ve kék sayisi iizerine etkileri.
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Kuru madde bakimindan en etkili oksin IBA ve en etkili
konsantrasyon 0.1 mg/l olmustur. En fazla kuru madde miktar1 (13.53), Kok
uzunluk diizeyi en yiiksek (2.83) ve Kallus diizeyi diisiik olan (0.85) karanlik
kosulda 0.1 mg/l IBA’dan elde edilmigtir (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.11). Normal
aydinlik kogulda 0.1 mg/l IAA’dan ise kuru madde elde edilememistir.

Cizelge 4.17. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtirilmig TMS besin ortaminda 10
giin 6n karartma (K) ve aydinlik-karanlik periyodun (A) oksinlerle
birlikte kallus diizeyine etkileri

oksin x konsantrasyon x kosul

Oksin
Konst.
' B
(mg/1) IBA NAA IAA
A K A K A K Konst.Ort.
0.1 1.65 | 0.85 0.95 1.25 12 0.9 1.14
cde f f def def f b
0.5 2.3 1.75 1.9 0.9 1.0 0.7 1.43
ab bed be f f f a
1.0 2.0 2.85 1.1 1.15 0.75 1.15 1.5
bc a ef def f def a
Oksin 1.9 1.21 0.95
ortalama a b c
A K
Kosul ort. 1.43 1.28
a a
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CA1 0.5 1.0 0.1 0.5 1.0 0.1 0.5 1.0
IBA NAA | IAA

Konsantrasyon (mg/l).
Duncan testine gére, P<0.05
Sekil 4.10. Nonpareil ¢esidinde agarla katilagtinlmig TMS besin ortaminda 6n

karartma (K) ve aydinlik-karanlik (A) kosullarda oksin
uygulamalarimin kok uzunluk ve kullus diizeyi iizerine etkileri.
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Cizelge 4.18 Nonpareil gesidinde agarla katilagtiriimig TMS besin ortaminda 10

giin 6n karartma (K) ve aydinlik-karanlik periyodun (A) oksinlerle
birlikte kuru madde (%) iizerine etkileri

Oksin
Konst.
(mg/1) IBA NAA IAA
A K A K A K Konst.Ort.
0.1 9.3 13.53 | 105 6.8 0 8.3 8.08
abcd a abc | bedef g abcde a
0.5 7.83 10.2 3.7 4.5 8.38 47 6.55
bede abc efg defg | abede | defg ab
1.0 12.08 7.45 29 2.2 45 5.1 5.71
ab bedef | efg fg fg cdefg b
Oksin 10.07 5.1 5.17
ortalama b b
A K
Kosul ortl 6.58 6.98.
a a
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Sekil 4.11. Nonpareil ¢esidinde agérla katilagtinlmig TMS besin ortaminda 6n

karartma (K) ve aydinlik-karanlik  (A) kosullarda oksin
uygulamalarimn kuru madde (%) iizerine etkileri.
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4.5. Nonpareil Cesidinde Mikrogelik uygulamalarimin Kéklenme Uzerine Etkileri

Koklenme baglangicl lizerine, 1000 ppm IBA’ya 1 dakika daldirma
uygulamasi en etkili olmug ve en erken koklenme baglangic1 (%15>) 5. giinde
bu uygulamada goriilmiigtiir. En ge¢ koklenme baglangici ise 13. giinde 3000 ppm
IBA’ya S saniye (%25) ve kontrolde 1 dakika daldirma (%210) uygulamasinda
gorilmiigtiir (Cizelge 4.19).

3000 ppm IBA’ya yaralama yapilarak ve yaraiama yapilmadan 5 saniye
daldirma uygulamalarindan elde edilen sonuglar varyans analizi ile
degerlendirilmemistir. 3000 ppm IBA’ya yaralama yapilarak 5 saniye daldirma
uygulamasinda %50 ve yaralama yapilmadan 5 saniye daldirma uygulamasinda
ise 953 oranlarinda kdklenme elde edilmigtir (Sekil 4.12).

Yaralama uygulamas: kok sayisimin (5.2) yamindan kallus diizeyinide
(3.6) artirmugtir (Sekil 13).

istatistiksel degerlendirme sonucunda kéklenme orani, kok sayist, kék
uzunluk diizeyi ve kallus diizeyleri bakimindan IBA konsantrasyonlart arasindaki
farklilik %S5 diizeyde 6énemli bulunmugtur.

Koklenme orant bakimindan en etkili konsantrasyon 1000 ppm
olmugtur. Uygulama siireleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmamugtir. ‘En
yiiksek kéklenmé orant (%90) 1000 ppm IBA’ya 2 dakika daldirma
uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.12).
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Kok Sayisi bakimindan kontrol diginda diger IBA konsantrasyonlari
arasinda farklibk onemli bulunmamigtir. En az (1.0) kok sayist kontrolde 1
dakika uygulamasindan en fazla kok sayist ise 1000 ppm IBA’ya 1 dakika (6.0)
uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.12).

Kontrolde koklenme oranlart ve kék sayilar, diigiik olmasina kargin
kok uzunluk diizeyi yiiksek olmustur. En fazla kok uzunluk diizeyi (4.5) kontrolde
2 dakika uygulamasindan elde edilirken bunu 1000 ppm’e 1 ve 2 dakika (3.0 ve
2.62), kontrolde 1 dakika (2.0) uygulamalan izlemis ve aralarindaki farklilik
onemli bulunmamugtir. 2000 ve 3000 ppm IBA konsantrasyonlarinda ise kok
uzunluk diizeyleri (1.0-1.44) diisiik olmustur (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.13)

Kallus diizeyi bakimindan 2000 ve 3000 ppm IBA kallus diizeyini
artirarak (3.0-3.2) olumsuz etki yapmugtir. Kontrolde ise kallus gdrilmemigtir

(Cizelge 4.21 ve Sekil 4.13).
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Cizelge 4.20. Nonpareil ¢esidinde mikrogelik uygulamalarnin kéklenme orani
(%), kok sayisi ve kok uzunluk diizeyi lizerine etkileri

Kéklenme orani

Uygulama IBA ppm
surest 0 1000 2000 3000 Uyg.ort.
1 dak. 10 85 65 45 S51.25
d ab abc be a
2 dak. 20 90 45 60 53.75
cd a be abc a
Konst. ort 15 87.5 55 52.5
a b b
Kok sayist
Uygulama . IBA ppm
. 0 1000 2000 3000 Uyg. ort.
1 dak. 1.0 6.0 4.6 3.2 4.18
C a ab abc a
2 dak. 2.5 3.86 4.6 5.1 4.01
be ab ab ab a
Konst. ort. 1.75 4.93 4.6 4,15
b a a a

Kok uzunluk diizeyi

Uygulama IBA ppm
strest 0 1000 2000 3000 Uyg. ort.
1 dak. 20 | 30 12 1.1 183
ab ab b b a
2 dak. 45 262 | 10 144 2.39
a ab b b a
Konst. ort. 3.25 2.81 1.1 1.27
a ab b b
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Kuru madde bakimndan IBA konsantrasyonlan ve uygulama siireleri
arasindaki farkhilik 6nemli bulunmasa da kuru madde miktarlan 1000 ppm IBA
ve kontrolde daha fazla olmugtur. En fazla kuru madde (15.3) en fazla kok
uzunluk diizeyi goriilen (4.5) kontrolde 2 dakika uygulamasindan elde edilmistir.
Bunu 1000 ppm’e 1 (13.6) ve 2 dakika (12.2) daldirma uygulamalar: izlemisgtir.
En az kuru madde (2.9) 3000 ppm’e 1 dakika daldirma uygulamasindan elde
edilmistir (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.14).

3000 ppm IBA’da siirgiinlerde "deformasyonlar” ve siirgiin gévdesinde
agir1 kallus olugumu goriilmiigtiir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Nonpareil ¢egidinde 3000 ppm IBA uygulamalarinda kallus olusumu.
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Cizelge 4.21. Nonpareil ¢egidinde mikrogelik uygulamalarimn kallus diizeyi ve
: kuru madde (%) lizerine etkileri

Kallus diizeyi

‘Uygulama | IBA ppm

surest 0 1000 2000 3000 Uyg. ort.

1 dak. 0 0.8 - 3.0 3.1 1.73
d cd ab ab a

2 dak. 1] 1.9 3.0 ‘ 32 2.03
d bc ab a a

1 Konst. ort. 0 1.35 3.00 - 3.15

c b a a

Kuru madde (%)

Uygulama IBA ppm
o 0 1000 2000 3000 Uyg. ort.
1 dak. 7.35 12.2 8.8 2.9 7.81
ab ab ab b a
2 dak. 15.3 13.6 477 4.9 9.63
a ab ab ab a
Konst. ort. 1133 12.9 6.75 3.9
’ a a a a
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Sekil 4.12. Nonpareil ¢esidinde mikrogelik uygulamalarinin kéklenme orant (%)
ve kok sayis1 iizerine etkileri.
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Sekil 4.13. Nonpareil ¢esidinde mikrogelik uygulamalarinin kék uzunluk ve kallus
diizeyi iizerine etkileri.
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Kuru madde (%)
o]

, T . "2 dakika
0 & ' 4 - 1 dakika
0 1000 2000 3000

Konsantrasyon (ppm)

Duncan testine gore, P<0.05

Sekil 4.14. Nonpareil gesidinde mikrogelik uygulamalarinin kuru madde (%)
tizerine etkileri.
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4.6. Nomnpareil Cesidinde Oksinli Ortamdan Oksinsiz Ortama Transferin

Koklenme Uzerine Etkileri

Nonpareil Cegidinde yapilan denemelerde olugan koklerin uzunluk
diizeylerinin yetersiz oldugu goriilmiigtiir. Bu durumun, mikrosiirgiinlerin siirekli
oksinli ortamda tutulmasindan kaynaklandig1 diisiiniilerek ve literatiir verileride
(Rugini ve Verma 1983, George ve Sherrihgton 1984, Ognjanov ve Uuganic-
Varga 1989, Poniedzialek vd. 1987b, Cerovic ve Ruzic 1987, Kiithne vd. 1988)
dikkate alinarak, bu denemede Nonpareil ¢egidinde oksinli ortamdan oksinsiz
ortama transfer uygulamasinin kok gelismesine etkileri incelenmistir.

Istatistiksel degerlendirme sonunda, kék uzunluk diizeyi, kallus diizeyi
ve kuru madde miktarlann bakimindan oksinsiz ortama transfer uygulamas: ile
stirekli oksinli ortamda tutulan kiiltiirleri arasindaki farkhihk %5 diizeyde 6nemli
buiunmugur. .-

Koklenme siirekli oksinli ortamda bulunan kiiltiirde 9. giinde (%20),
8. giinde oksinsiz ortama transfer edilen kiiltiirierde ise 10. giinde (9%:20) basglamig
ve koklenme oranlari her iki uygulamada da %20’de kalmsur. 4. giinde oksinsiz
ortama transfer edilen kiiltiirlerde ise koklenme goriillememigtir.

K6k sayisi bakimindan siirekli oksinli ortam ile 8. giinde oksinsiz
ortama transfer uygulamasi arasinda farkhilik goriilmemis ve kok sayilar sirasiyla
2.7 ve 2.2 olmustur.

Kok uzunluk diizeyi 8. giinde oksinsiz ortama transfer uygulamasinda
3.5, siirekli oksinli ortamda ise 1.2 olmug ve aradaki fark 6nemli bulunmustur.

Kallus diizeyi siirekli oksinli ortamda, 8. giinde oksinsiz ortama
transfer uygulamasina gore daha yiiksek ve sirasiyla kallus diizeyleri 1.7 ve 0.6
olmusgtur.

Kuru madde miktary, 8. giinde oksinsiz ortama transfer uygulamasinda
12.5 ve siirekli oksinli ortamda 9.7 olmug ve aradaki farklihk o6nemli

bulunmustur.
Sonug olarak oksinli ortamdan 8. giinde oksinsiz ortama transfer



85

uygulamas: ile kék uzunluk diizeyi, kuru madde miktan, siirekli oksinli ortama
gore artarken kallus diizeyi azalmigtir.

4.7. Texas Cegidinde Mikrogelik Uygulamalarinin Koklenme Uzerine Etkileri

Ikinci yil Texas cesidinde koklendirme denemelerine mikrogelik
uygulamalar1 ile baglanlmigtir., Bu nedenle yapilan ilk mikrogelik
uygulamalannda, agarla katilagtinlmig sivi besin ortamimn yaminda, sivi besin
ortarmmn, Texas ¢esidinde kdklenme iizerine etkilerini gormek amaciyla perlitle
(2.5 g/tiip) desteklenmis sivi besin ortarm da kullamlmstir,

Ik yiI Nonpareil ¢esidinde kdklenme iizerinde 3000 ppm IBA’nm,
1000 ve 2000 ppm’e gore daha etkisiz oldugu ve 3000 ppm’de mikrogeliklerin
govdelerinde agim kallus olusumu goriildiigiinden Texas ¢esidinde sadece 0, 1000
ve 2000 ppm IBA'ya 1 ve 2 dakika daldirma uygulamas: yapilmugtir. Ancak gerek
agarla katilagtinlmig gerekse perlitle desteklenmis siv1 besin ortamlarnda higbir
uygulamada koklenme elde edilememistir. Perlitle desteklenmis sivi besin
ortamlarinda birinci hafta icinde kiiltiirlerin hepsinde sararma baglamig ve bu
nedenle Texas gesidinde sivi besin ortam: bundan sonraki koéklendirme
denemelerinde kullanmilmamustir.

Ikinci mikrocelik uygulamalarinda ise birinci mikrogelik
uygulamalarinda kullamilan IBA konsantrasyonlarimin (1000 ve 2000 ppm) alt
(250 ve 500 ppm) ve iist (4000 ve 8000 ppm) konsantrasyonlar: 5 saniye daldirma
vapilarak denenmis ancak hicbir konsantrasyondan koklenme elde edilememistir.

4.8. Texas Cegidinde Agarla katilaghnilmmg TM ve YM Besin Ortamlarinda IBA
ve NAA'min Kokienme Uzerine Etkileri

En erken kéklenme baglangici 11. giinde TM (%7.2) ve YM (%14.3)
ortamlarimda 1.0 mg/1 IBA’da goriilmiigtiir. Bunlan 13. giinde TM ortaminda 0.5
ve 1.5 mg/1 IBA (%7.2) ve YM ortamunda 1.5 mg/1 IBA (%7.2) konsantrasynlari

izlemistir.
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Bu denemede sadece yukandabelirtilen konsantrasyonlarda kéklenme
goriilmiis ve elde edilen sonuclar varyans analizi ile degerlendirilmemigtir.

En yiiksek koklenme orani {%35.7) YM ortaminda 1.5 mg/1 IBA’dan
elde edilmistir. Bunun %14.3 kéklenme oranlan ile her iki ortam kuvvetinde de
1.0 mg/1 IBA ve %7.2 koklenme oranlan ile TM ortaminda 0.5 ve 1.5 mg/l IBA
konsantrasyonlan izlemistir.

Kok sayis;, TM ortaminda 1.0 ve 1.5 mg/l IBA da 5.5 ve 5.0 ve
digerleinde 3.5-1.0 arasinda olmugtur Kok uzunlk diizeyleri (0.5-1.5), kuru madde
miktarlar (0-9.6) ve kallus diizeyleri (0-0.6) diisiik olmustur.

4.9. Texas cegidinde Agarla Katilagtimirmg TM ve YM Besin ortamlannda, Aktif
kémiir, On Karartma ve IBA Uygulamalanimm Koklenme Uzerine Etkileri

Bir 6nceki koklendirme denemesinde her iki ortam kuvvetinde..de
NAA’da koklenme elde edilmediginden dolayr bu denemede kullamiimamgtir.

IBA’min 1.0, 1.5, 2.0 mg/1 konsantrasyonlan ile birlikte 50 mg/} aktif
komiir iceren ve icermeyen TM (1/1,MS-Makroelementleri) ve YM (1/2 MS
makroelementleri) besin ortamlaninda normal aydinbk kogul (siirekli 16 saat
aydinlik-8 saat karanhk periyot) ve karanlik kogulun (10 giin 6n karartmadan
sonra normal aydinhk kosul) koéklenme iizerine etkilerinin incelendigi bu
denemede besin ortamina ilave edilen aktif komiir biitiin durumlarda koklenmeyi
engellerken aktif komiir icermeyen besin ortamlarinda karanlik ve normal
aydinhk kosullarda kdklenme goriilmiigtiir.

Koklenme baglangici iizerinde karanlik kogul, normal aydinhk kogula
gore daha etkili olmug ve karanhik kosulda en erken kéklenme baglangiclan 12.
giinde TM ortamunda 1.5 ve 2.0 mg/1 IBA’da (%20 ve 10), YM ortamnda ise 1.0
ve 1.5 mg/1 IBA (%10 ve 20) konsantrasyonlarinda goriilmiigtiir. Normal aydinhik
kosulda ise koklenme karanhk kogula gére bir giin gecikme ile baglanng ve en
erken koklenme baglangiclan 13. ginde TM ortaminda 2.0 mg/! IBA {9620) ve
© ¥YM ortamunda ise 1.0 ve 1.5 mg/l IB4 {%10°ar) konsantrasyonlarinda
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goriilmiigtiir (Cizelge 4.22).

En ge¢ koklenme baglangiclar normal aydinlik kogulda TM ortaminda

1.0 ve 1.5 mg/l IBA (%20’ser) ve YM ortamunda 2.0 mg/l IBA’da (%20)'
- gOriilmiig ve toplam koklenme oranlarn %20°de kalmigtir.

Istatistiksel degerlendirme sonucunda kallus diizeyi ve kuru madde
bakimindan IBA konsantrasyonlari, koklenme orani ve kok sayis1 bakimindan da
normal aydinlik ve karanlik kosullar arasindaki farklhibk %S5 diizeyde Onemli
bulunmugtur. Bunlarm yaminda faktorlerin interaksiyonlan incelendiginde kok
uzunluk diizeyi bakimindan konsantrasyon x ortam kuvveti ve konsantrasyon x
aydinlatma kosgulu, kuru madde bakimindan yine konsantrasyon x aydinlatma
koéulu arasindaki interaksiyonlar da %5 diizeyde nemli bulunmustur.

Kdoklenme orami iizerinde karanlik kosul 6nemli diizeyde etkili olmus
ve en yliksek koklenme oram (%80) YM ortaminda IBA’nmin 1.5 mg/l
konsantrasyonundan elde edilmigtir. Bunu %60 koéklenme oranlan ile YM
ortaminda 1.0 mg/l ve TM ortaminda 1.5 mg/l IBA konsantrasyonlan takip
etmigtir. En diisiik kdklenme %20 oranlarinda normal aydinlik kosulda TM
ortaminda 1.0 ve 1.5 mg/l, YM ortaminda 1.0 ve 2.0 mg/l, karanlik kogulda TM
ortammda 1.0 mg/l IBA konsantrasyonlarindan elde edilmistir (Cizelge 23 ve

Sekil 4.16).
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Cizelge 4.23. Texas ¢egidinde agarla katilagtirnilmig TM ve YM besin ortamlarinda
10 giin 6n karartma (K) ve aydinlik-karanlik periyodu (A) ile IBA
konsantrasyonlarinin kdklenme orani (%) ve kok sayisi iizerine
etkileri

Kdklenme oram

IBA
(mg/1) 1.0 1.5 2.0
™ YM ™ YM ™ YM Kosul
ort.
A 20 20 20 30 30 20 2333
b b b ab ab b b
K 20 60 60 80 40 30 48.33
b ab ab a ab ab a
Konst. 30 47.5 30
ort. a a a
O.X. ™ YM
Ort. 31.66 40.0
a a
Kok sayisi
IBA
(mg/1) 1.0 1.5 2.0 _
™ YM ™ YM ™ YM Kosul
ort.
A 25 2.0 0.5 1.25 2.75 3.0 2.0
bc bc c be abc abc b
K 1.0 3.0 3.83 433 6.5 1.75 34
b abc ab ab a be a
Konst 2.13 248 3.5
ort. a a a
O.K. ™ YM
ort. 2.85 2.56
a a
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mlarinda

Texas ¢esidinde agarla katilagtirilmig TM ve YM besin orta

6n karartma (K) ve aydinlik-

Sekil 4.16.

karanlik periyodu (A) ile IBA

konsantrasyonlarimn  koklenme oram (%) ve kok saysi iizerine

etkileri.
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Kok sayis1 bakimindan ortam kuvvetleri ve IBA konsantrasyonlar
arasindaki farklilik 6nemli bulunmaz iken karanlik kogul kok sayisi iizerinde daha
etkili olmugtur. En fazla kék sayist (6.5) TM ortaminda IBA’mn 2.0 mg/l
konsantrasyonundan elde edilmig ve bunu yine karanlik kosulda YM ve TM
ortamlarinda 1.5 mg/l1 (4.33 ve 3.83), YM ortaminda 1.0 mg/l (3.0), normal
aydinik kosulda YM ve TM ortamlarinda 2.0 mg/l (3.0 ve 2.75) IBA
konsantrasyonlan iglemig ve aralarindaki farklilik 6nemli bulunmamugtir (Cizelge
4.23 ve Sekil 4.16). En az kok sayis: (0.5) ise normal aydinlik kogulda TM
ortamminda 1.5 mg/l IBA’dan elde edilmistir.

Kok uzunluk diizeyi iizerinde IBA konsantrasyonlari, ortam kuvvetleri
ve aydinlatma kogullar1 arasindaki farkliik onemli bulunmamasi, ancak
aydinlatma kosulu x konsantrasyon ve konsantrasyon x ortam kuvveti
interaksiyonu énemli bulunmustur. En fazla kék uzunluk diizeyi (2.37), karanlik
kosulda en yiiksek koklenme oram (%80) elde edilen YM ortaminda IBA’nin 1.5
mg/1 konsantrasyonundan elde edilmistir. En az kék uzunluk diizeyi (0.5) ise
normal aydinlik kosulda TM ortaminda 1.5 mg/l IBA’da goriilmiistiir (Cizelge
4.24 ve Sekil 4.17).

Kallus diizeyi iizerinde ortam kuvvetleri ve normal aydinlik ve
karanlik kogullar 6nemli diizeyde farklilik yapmamustir. En fazla kallus diizeyleri
(1.5 ve 1.7), 2.0 mg/1 ve en az kallus diizeyleri (0.2 ve 0.4) 1.0 mg/1 IBA’dan elde
edilmis ve IBA konsantrasyonlar: arasindaki farklilik 6nemli olmustur (Cizelge
425 ve Sekil 4.17). Genelde her iki ortam kuvvetinde de IBA
konsantrasyonlarimn artmasiyla kallus diizeyleri de artmgtir.

Kuru madde bakimindan, normal aydinlik ve karanlik kosul ve ortam
kuvvetleri arasindaki farkhilik 6nemli bulunmamigtir. Kuru madde iizerine en

etkili konsantrasyon 2.0 mg/1 IBA olmustur (Cizelge 4.26 ve Sekil 4;18).
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Cizelge 4.24. Texas cesidinde agarla katilagtinllmis TM ve YM besin
ortamlarinda 10 giin 6n karartma (K) ve aydilik-karanlik periyodu
(A) ile IBA konsantrasyonlarinin kék uzunluk diizeyi iizerine etkileri

IBA
(mg/1) 1.0 1.5 2.0
™ YM ™ YM ™ YM Kogul
ort.
A 1.0 1.5 0.5 2.0 2.0 1.5 1.42
be abc c ab ab abc a
K 1.5 1.17 1.67 2.37 1.17 1.0 1.48
abc be ab a be bc a
Konst. 1.29 1.64 1.42
Ort. a a a
O.K. ™ YM
ort. 1.31 1.59
a a
Konsantrasyon x Aydinlatma kogulu
Kosul 1.0 1.5 2.0
A 1.25 1.25 1.75
b b b
K 1.34 2.02 1.09
ab a b
Konsantrasyon x ortam kuvveti
ortam kuvveti 1.0 1.5 2.0
™ 1.25 1.09 1.59
b b ab
YM 1.34 2.19 1.25
ab a b
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Cizelge 4.25. Texas cesidinde agarla katilagtiriiomg TM ve YM besin ortamlarinda

10 giin 6n karartma (K) ve aydinlik-karanlik periyodu (A) ile IBA
konsantrasyonlarimin kallus diizeyi {izerine etkileri

Kallus diizeyi
IBA
(mg/1) 1.0 15 2.0
™ YM ™ YM ™ YM Kosul
ort.
A 04 0.2 14 02 1.7 1.5 0.90
be c ab [ a ab a
K 02 0.4 1.5 1.2 1.7 1.7 1.11
c be ab abc a a a
Konst. 03 1.08 1.65
ort. c b a
O.X. ™ YM
ort. 1.15 0.87
a a

Sekil 4.16. Texas ¢esidinde agarla katilagtirilmig YM besin ortaminda 10 giin 6n

karartma uygulamasinda 2.0, 1.0 ve 1.5 mg/] IBA
konsantrasyonlarinda kok uzunluk diizeyleri (1, 2 ve 3).
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Sekil 4.17. Texas ¢esidinde agarla katilagtiniimg TM ve YM besin ortamlarinda
on karartma (K) ve aydinhk-karanhk periyodu (A) ile IBA
konsantrasyonlarinm kok uzunluk ve kallus diizeyi izerine etkileri.



95

Cizelge 4.26. Texas gegidinde agarla katilagtirilmig TM ve YM besin ortamlarinda

10 giin 6n karartma (K), aydinlik-karanlik periyodu (A) ile IBA

konsantrasyonlarimn kuru madde (%) tizerine etkileri

Kuru madde
IBA
(mg/1) 1.0 1.5 2.0
™ YM ™ YM ™ YM Kogul
ort.
A 2.8 6.7 0 10.2 14.4 14.5 8.10
be abc c ab a a a
K 7.7 7.2 11.2 123 10.5 8.2 9.52
ab abc a a ab ab a
Konst. 6.1 843 11.90
ort. b ab a
OK. ™ YM i
ort. 7.77 9.85
a a
Konsantrasyon x kogul
Kosul ort. 1.0 1.5 2.0
A 4.75 5.1 14.45
c c a
K 7.45 11.75 9.35
be ab abc
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Sekil 4.18. Texas cegidinde agarla katilagtinlmg TM ve YM besin ortamlarinda

o6n karartma (K) ve aydinhk-karanlik periyodu (A) ile IBA
konsantrasyonlarmn kura madde (%) iizerine etkileri.
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4.10. Nonpareil ve Texas Cegitlerinde Agrobacterium, hizogenes inokulasyonunun

Koklenme Uzerine Etkileri

Her iki ¢esitte de mikro siirgiinlerin basal kismina inokiile edilen A.
rhizogenese kéklenmeyi tesvik etmemistir. Inokiile edilen bakteri basal kisma

yakin ortamda gelisme gostermistir.
Bu denemede oksinli ortamlarda kurulan denemelerdeki kiiltiirlere

gbre mikrosiirgiinlerde gelisme goriilmiigtiir.
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5. TARTISMA

Bu aragtirmada, diinya badem iiretiminin biiyiik bir kismini karsilayan
ve lilkemizde yapilan adaptasyon galigmalarmda da iyi sonuglar veren Nonpareil
ve Texas badem cesitlerinin in vitro klonal ¢opaltiminda kéklenme iizerine etki
eden faktbrler aragtinlmmgtir. Bu amagcla IBANAA ve IAA’min farkh
konsantrasyonlarimin kéklenme iizerine etkileri esas alinarak, MS besin ortamimn
fiziksel yapisi ve kuvvetinin, 6n karartmanin (10 giin karartmadan sonra 16 saat
aydinlik-8 saat karanlik), aktif koémiiriin, mikrogelik uygulamalarinin, oksinli
ortamdan oksinsiz ortama transferin ve .Agrobacterium  rhizogenes
inokiilasyonunun koklenme baglangicina, koklenme oramina, kok sayisina, kok
vzunluk diizeyine, kallus diizeyine ve kuru madde miktarlarina etkileri
incelenmigtir. ‘

Nonpareil ¢esidinde en iyi kéklenme IBA ve NAA uygulamalarindan
elde edilirken, Texas cesidinde sadece IBA uygulamalar: etkili olmugtur. Bu
durumun Rugini ve Verma (1983) ve Rugini’nin (1984) Feragness badem
cesidinde yapmug oldugu koklendirme deneme sonuglari ile uyum icerisindedir.

Nonpareil ve Texas cesitlerinde 16 saat aydinlik-8 saat karanlik
inkiibasyon kogullarinda ortam kuvvetinin azaltiimasi kéklenmeyi olumsuz y6nde
etkilemigtir. Ancak Texas ¢esidinde 10 giin &n karartma yapilan uygulamalarda
YM ortamy, koklenme oram ve kok sayisimt TM ortamina gore daha da
arttirnmigtir. Hammerschlag ve Bauchan’in (1986) seftalide, Mante’nin (1990)
seftali ve erikte Bassi’'nin (1984) erikte yaptiklan ¢aligmalarda ortam kuvvetinin
azaltilmasimin kgklenme iizerine daha etkili oldugunu belirtmektedirler. Ortam
kuvvetinin koklenme lizerine etkisinin gesitlere gore degistigi ve farkli sonuglarin
almmasinda kiiltiir kogullarimin etkili oldugu goriilmiigtiir.

Nonpareil ¢esidinde kagit koprillerle desteklenmis sivi  besin
ortaminda kéklenme elde edilememistir. Buna kargin perlitle desteklenmig sivi
besin ortaminda azda olsa koklenme goriilmiig ancak k6k uzunluklar ¢ok yetersiz

olmugtur. Texsas ¢esidinde ise Perlitle desteklenmis sivi besin ortaminda
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koklenme elde edilememistir. Rugini ve Verma (1983) Feragness ¢esidinde
yaptiklar1 ¢aligmalarda 14 giin agarli ortamda koklenme uyarildiktan sonra
bitkileri, kok uzunlugunmu artirmak icin vermikulitle desteklenmig svi besin
ortanuna transfer etmigler ve svi besin ortammin kok geligmesini artirdifim
belirtmiglerdir.

Koklendirme ortamma ilave edilen aktif komiir her iki cegitte de
koklenmeyi engellemistir. Bu durum Antonelli ve Chiariotti'nin (1988)
bildirdikleri sonuglarla uyum igerisindedir. Costandin vd.(1977) ve Weatherhead
vd.(1978) aktif komiiriin ortamdaki oksinleri absorbe ettiginden dolay1
koklenmede olumsuz etki yapmuig olabilecegini belirtmektedirler (Antonelli ve
Chiariotti 1988).

10 Giin karartma uygulamasi, Nonpareil ¢esidinde olumsuz etki
yaparken, Texas ¢esidinde koklenme oram ve kok sayisim artirarak daha etkili
olmugtur. Nonpareil cesidinde goériilen bu durum Rugini ve Verma (1983) ve
Rugini’nin (1984) elde ettigi sonuglarla bagdagmamaktadir. Buna kargin Rugini
vd.(1988), ii¢ ayr1 badem cesidinde yaptiklari calismada 10 giin karartma
uygulamasinin cesitlerin  koklenmesi  iizerinde farkli etki yaptigim
belirtmektedirler.

Nonpareil ¢esidinde yapilan mikrogelik uygulamalar1 koklenmede
etkili olmug ve elde ettigimiz sonuglar Rodriguez ve Diaz-Sala’min (1991), Dolcet-
Sanjuan ve Machteld’in (1990) elde ettigi sonuglarla benzerlik gostermistir.
Ancak Texas ¢esidinde mikrogelik uygulamalarinda koklenme elde edilememistir.
Bu durumun gesit farkhligindan veya denemelerin aym yilda yapilmamasindan
kaynaklanmg olabilecegi diigliniilebilir.

Denemelerin degerlendirilmesinde yapilan varyans analizlerinin pek
copunda 2’li veya 3’lii interaksiyonlarin énemli olmasi, uygulanan oksinlerin,
konsantrasyonlarnin, besin ortamimn fiziksel ve kimyasal yapisinin ve kiiltiir
kosullarimin bademin in vitro koklenmesinde 6nemli diizeyde etkilesmelere neden
oldupunu gostermistir.

Bu aragtirmada MS besin ortami esas alinarak, koklenme iizerine

etkili olabilecek pekgok faktdr degigik uygulamalarla aragtinlmg ve ileride
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yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacak sonuglar elde edilmigtir. Bu denemelerde
oldukga yiiksek koklenme oram ve kék sayisi elde edilmesine kargin siirgiin ve
kok geligmesi yetersiz olmugtur. Bundan sonraki caligmalarda, kok ve siirgiin
gelismesi iizerine etkili olabilecek besin ortamlarinin ve inkiibasyon kogullarinin
denenerek, bu gesitlerin vegetatif ¢ogaltiminda uygulamaya aktarilacak sonuglar
alinabilecektir.

Koklenmede en iyi sonuglar IBA ve NAA’mn 0.5 ve 1.0 mg/l
konsantrasyonlarindan elde edilmistir. Ancak NAA, mikrosiirgiinlerin bazal
kisminda istenilmeyen kallus olusumuna sebep olmugtur. Elde edilen bu sonuglar
Antonelli ve Chiariotti’nin (1988) bulgularn ile uyum ic¢indedir. Rugini ve Verma
(1983) Ferragnes badem cesidinde IBA ve NAA’mn 1.0 mg/1 konsantrasyonunu,
Rugini (1984) ise aym: gesitte 1.0 mg/l NAA’y1 6nermektedirler.Bu durumun gesit
farkliligindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Bizim yaptigimz ¢alismada da aym
besin ortamlarinda Texas cesidinde, Nonpareil ¢esidinden farkli sonuglar elde
edilmis ve Texas ¢egidinde koklenme iizerinde en ektili oksin konsantrasyonunun
1.5 mg/1 IBA oldugu goriilmiistiir.

Birgok aragtirici (Hammerschlag ve Bauchan 1986, Mante 1990, Bassi
1984, Kiihne 1988) ortam kuvvetinin azaltilmasimin koéklenme iizerinde daha
etkili oldupunu belirtirken, bizim ¢ahgmamizda Nonpareil ¢esidinde tam kuvvette
MS ortami, Texas ¢esidinde ise MS besin ortaminin makroelement iceriklerinin
yar1 kuvvette (1/2) azaltilmasimin sadece 10 giin karartma uygulamasinda etkili
oldugu goriilmigtiir. Farkli bulgular elde edilmesinin gesit, kiiltiir kogullart ve
besin ortaminin kimyasal yapisinin farkhiligindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Sivi besin ortaminda her iki gesitte de koklenme elde edilememistir.
Elde edilen bu sonug bir ¢ok gesitte elde edilen sonuglarla bagdasmamaktadir.
Bizdeki durumun ¢esit ve sivi besin ortaminda kullanilan destek materyalinin
farkhiigindan kaynaklandigi diigtiniilmektedir.

Denemelerimiz sonucunda kéklenme iizerinde, oksin, konsantrasyon,
besin ortami ve 151k istekleri bakimindan ¢esitler arasinda farkliliklarin oldugu
goriilmiistiir. '
Yiiksek koklenme oranlar elde edilenuygulamalarin, ileride yapilacak



101

olan cahgmalarda depisik besin ortamlarinda ve kiiltiir kogullarinda (sicaklik, 6n
karartmanin artirilmas: veya azaltilmasi vb.) denenmesi ile siirgiin ve kok kalitesi
artinldiginda elde edilen sonuglanin uygulamaya aktarilmasiyla badem

cesitlerinin hizh vegetatif cogaltim saglanabilecektir.
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1990 yilinda buradan mezun oldum. 1990 yihnda aym anabilim dalinda Dog. Dr.
Yiicel Giiljen damsmanhginda Yiiksek Lisans epitimine bagladim. 10.06.1993
tarihinde Yiiksek Lisans tez savunmasi smavina girdim ve mezun oldum. $u anda

herbangi bir yerde ¢aligmamaktayim.
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