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GF-677 HIBRIT (Prunus amygdalus x P. persica) ANACININ IN VITRO REJENERASYONU
ve MIKRO COGALTIMI

Ashi Neslihan OZDEN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Bekir Erol AK
Yil: 2007, Sayfa: S0

Bu calismada, bademe anag¢ olarak kullanilan GF-677 hibrit (P. amygdalus x P. persica)
anacinin in  vitro rejenerasyon protokolii olusturulmustur. Bogum eksplantlari  farkli
konsantrasyonlarda (0.5-2.0 mg/l) BA (benziladenin) iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin
ortaminda kiiltiire alinmiglardir. 1 mg/l BA iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinan bogum
eksplantlarinda yiiksek oranda siirgiin olusumu ve kardeslenme saglanmustir. /n vitro siirgiinlerin geng
yapraklar1 alinarak, farkli konsantrasyonlarda TDZ (thidiazuron) veya BA iceren MS ya da TDZ ve
BA’nin NAA (naftalen asetik asid) ile farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlarini igeren MS besin
ortaminda kiiltiire almmislardir. Yaprak eksplantlar1 iic hafta karanlik periyottan sonra 16 saat
fotoperiyoda tabii tutulmustur. Ug haftalik karanlik uygulamas: siiresince yaprak eksplantlarinin kesik
yiizeylerinde kallus olusumu baglamistir. Yaprak eksplantlari ii¢ hafta araliklarla taze besin ortaminda
altkiiltire almmustir. 1 mg/l BA iceren MS ortaminda kiiltiire alinan in vitro siirglinlerin dip
kisimlarinda beyaz renkli yogun bir kallus olusumu baslamistir. Siirglin diplerindeki kallus
dokularindan rejenere olan adventif siirgiinler boylarinin uzatilmasi amaciyla 0.0, 0.1 veya 0.5 mg/1
BA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alimmistir. Siirgiin boyunun uzamasi icin en etkili kiiltiir
ortaminin 0.5 mg/l BA, 30 g/l sukroz ve 5.5 g/l agar iceren MS besin ortami oldugu belirlenmistir.
Boylar1 uzayan siirgiinler koklendirilmek amaciyla 0.05-2.0 mg/l IBA igeren > MS besin ortaminda
kiiltiire alinmustir. 1 mg/l IBA igeren %2 MS besin ortaminda %84.2 oraninda koklenme elde edilirken,
kokli bitkiciklerin %66.4’1 dis kosullara alistirtlabilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: GF-677, anag, rejenerasyon, in vitro, BA
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IN VITRO REGENERATION and MICROPROPAGATION of GF-677 HYBRID (Prunus
amygdalus X P. persica) ROOTSTOCK
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Supervisor: Prof. Dr. Bekir Erol AK
Year: 2007, Page: 50

In this research a complete regeneration protocol was developed for GF-677, an important
rootstock for almond. Nodal sections were cultured on MS (Murashige and Skoog, 1962) medium
supplemented with various concentrations (0.5-2.0 mg/l) of BA (benzyladenin). The highest rate of
adventitious shoot initiation and multiplication was recorded at concentration of 1 mg/l BA. The
young expanding leaves were excised from in vitro shoots and cultured on MS medium supplemented
with TDZ (thidiazuron) or BA alone, or in combination with NAA (naphthalene acetic acid) for 3
weeks in the dark and then transferred to a 16/8 hour of (light/dark) photoperiod. Callus formation
occurred on the leaf explants within 3 weeks in the dark. The explants were subcultured the same
medium at 3-week intervals. After 4 subcultures any regeneration had been observed on the leaf
explants. Callus formed at the bases of shoots on MS medium supplemented with 1 mg/l BA and the
adventitious shoots differentiated from these calli. Regenerated shoots from callus were scored,
excised, and transferred to elongation medium supplemented with 0.0, 0.1, or 0.5 mg/l BA. MS
medium supplemented with 0.5 mg/l BA, 30 g/l sucrose, and 5.5 g/l agar provided the best shoot
elongation. Elongated shoots of GF-677 were cultured on > MS medium supplemented with 0.05-2.0
mg/l IBA for rooting. On %2 MS medium containing 1.0 mg/l IBA, a maximum rooting efficiency of
up to 84.2% was obtained. Rooted plantlets were successfully acclimatized and transferred to potting
mix with 66.4% survival.

KEY WORDS: GF-677, rootstock, regeneration, in vitro, BA
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Cogaltim1” adli ¢alismamda bana arastirma imkani veren ve her asamada destegini esirgemeyen
danigmanim Saym Prof. Dr. Bekir Erol Ak’a tesekkiir ederim. Caligmam boyunca daima yanimda
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sevgili annem, Bedriye Kaymaz, ve babam, Mustafa Kaymaz’a tesekkiirii bir bor¢ biliyorum. Yiiksek
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bir gii¢ olan sevgili ogullarim Onur ve Ozgiir Ozden’e de tesekkiir ederim.
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Laboratuvari’nin kurulmasinda biiyiik katkilart bulunan Saym Prof. Dr. M. Atilla Giir’e, yine
laboratuvarin kurulus asamasinda katkilarin1 esirgemeyen Saym Prof. Dr. M. Ali Cullu’ya
tesekkiirlerimi sunmak istiyorum. Tez ¢alisma ortamimin olusturulmasinda ¢ok biiyiik emekleri olan
Yrd. Dog. Dr. Mustafa Ozden’ e, Yrd. Dog.Dr. Murat Dikilitas’a, Ars. Gor. Ufuk Demirel ve Ars.
Gor. Mehmet Karakus’a tesekkiir ederim.

Caligmamin projelendirilmesi agamasinda Oneri ve uyarilari ile bana yardimct olan Yrd. Dog.
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temininde yardime1 olan Frutas Fidanciliga da tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Meyve tiirlerinin cogunlugu yabanci1 tozlandiklarindan yeni
generasyonlarindaki acilim nedeniyle, klonal ¢ogaltim i¢in vegetatif olarak asi ile
cogaltilirlar. As1 uygulamalar1 ana¢ kullanmay1 gerektirmektedir. Meyve
yetistiriciliginde ¢ogiir (generatif) ve klon (vegetatif) anaglar kullanilmaktadir. Klon
anaclar ¢Ogiir anaglara gore lstiin Ozelliklere sahiptir. Klon anaglar ayn1 kalitsal
yaptya sahip olduklar1 i¢in birérnek bireyler meydana getirirler. Bu anaglar {izerine
asil1 gesitlere ait agaclarin biiyiime kuvvetleri, soguga, kuraga, hastalik ve zararlilara
karst dayanimlar1 aynidir. Yetistirilecek ¢esitlere uygun klon anaglar secildigi
takdirde agaclarin verime daha erken yatmasi saglanabilir ayrica meyve verim ve
kalitesi artirilabilir. Anac¢larin bodurlastirici etkisi sayesinde kiiltiirel islemler daha

kolay yapilabilir (Agaoglu ve ark., 1995).

Badem x seftali melezi olan GF-677, 1940’1 yillarin ortalarinda Fransa’da
kesfedilmistir, son yillarda seftali ve bademe anag¢ olarak siklikla kullanilmaktadir.
Glineydogu Anadolu Bdlgesi icin badem anaci olarak on plana ¢ikmaktadir.
Sulanabilir taban arazilerde kapama badem bahgeleri olusturmak i¢in son derece
uygun bir anagtir. COglir anaclara nazaran daha biiyiik ta¢ yapar, kuvvetli biiyiir.
Agir, orta ve hafif biinyeli topraklara adaptasyonu iyidir. % 12-13 kireg ihtiva eden
topraklarda dahi yetistirilebilir. Bu topraklarda goriilen kloroza dayaniklilig1 fazladir.
Kuru, kiregli ve bilhassa yamag araziler i¢in uygun bir anagtir. Bu anaca asili ¢esitler
kisa zamanda verime yatar. Verticillum, Phypthora vb. toprak kokenli hastaliklara
dayanimi iyidir. GF-677 anacinin ¢ogaltilmasinda en uygun yontem yesil ¢celik ve

bitki doku kiiltiirleridir (Rom ve Carlson, 1987; Giir, 2003).

Goniilsen (1987) doku kiiltiirlerini, diger vegetatif liretim yontemlerinden farkl
olarak bitkinin ¢esitli kisimlarindan alinan eksplantlarin sterilize edildikten sonra
steril, yapay besin ortaminda kiiltiire alinmas1 olarak tanimlamistir. Doku kiiltiirleri

ile mikro c¢ogalimin celikle c¢ogaltmaya gore bir cok tistiin ozelligi vardir.
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Bu o6zelliklerin en 6nemlileri; doku kiiltiirii ile ¢ogaltimda c¢ok kisa siirede
gereksinim duyulan miktarda ana¢ elde etme olanagi vardir. Ustiin genetik
ozelliklere sahip fakat virlis ile bulagik materyalden viriisten ari anag¢ elde edilmesi
miimkiindiir. Doku kiiltiirii teknikleri mikro ¢ogaltim disinda 1slah ¢alismarinda da
uygulama alani bulmaktadir. Embriyo kurtarma teknigi, haploid bitki eldesi, somatik
melezleme, germplazm muhafazasi, gen transferi gibi yontemler doku kiiltiiriiniin
bitki 1slahindaki uygulamalarina 6rnek olarak verilebilir (Babaoglu ve ark., 2002).
Ayrica gesitli bitkisel metabolitlerin elde edilmesi ve bitki materyalinin uzun siireli

muhafaza edilmesine de olanak saglar (Goniilsen, 1987).

Bir¢ok odunsu meyve tiiriiniin genetik olarak gelistirilebilmesi i¢in gerekli olan
oncelikli kosul, ilgili meyve tiir veya ¢esidinin rejenerasyon sisteminin tamamlanmis
olmasidir (Litz ve Gray, 1992). Giiniimiize kadar bademde oldugu gibi bir¢ok
odunsu meyve tiir ve ¢esidinin rejenerasyon sistemi tizerinde arastirmalar yapilmigtir
(Miguel ve ark., 1996). Ancak bu arastirmada kullanilacak olan GF-677 melez
anacinin in vitro rejenerasyonu iizerinde yeterli ¢alismanin yapilmamis olmasi, bu
anacin genetiksel olarak iistiin 6zellikler tasimasi ve genel olarak tilkemizin iklim ve
toprak kosullarina uygun bir anag¢ olmasi calismanin 6nemini bir kez daha

artirmaktadir.

Yiiriitiilen bu arastirmada, lilkemiz genelinde ve 6zellikle kirecli Gilineydogu
Anadolu Bolgesi'nin topraklarina iyi adapte olmus GF-677 hibrit anacinin in vitro
kosullarda yaprak ve kallus eksplantlarinin rejenerasyon kapasiteleri arastirilmas,
farkli eksplantlardan adventif siirgiin elde edilmesi iizerine degisik bitki biiylime
diizenleyicilerinin ve konsantrasyonlarinin etkileri arastirilmistir. Boylece GF-677
hibrit anacinin in vitro rejenerasyonu igin etkin bir protokol gelistirilmistir. Ozellikle
GF-677 hibrit anacinin genetik transformasyonu icin gerekli olan ilk asama
sonuglandirilarak bu anacla 1ilgili olarak gelecekte yapilacak biyoteknolojik

arastirmalar icin referans olarak basvurulabilecek bilimsel bir calisma yiiriitiilmiistiir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Escalettes ve Dosba (1993), yaptiklar1 ¢alismada Prunus tiirlerinden yiiksek
oranda adventif silirglin rejenerasyonu elde etmislerdir. Prunus tlrlerinin in vitro
rejenerasyon uygulamalarma gosterdikleri tepkiler farkli olmustur. ‘H.152° kayist
klonuna yapilan uygulamada Quoirin (Quorin ve ark., 1977) makro elementleri
kullanilmig, ayrica ‘H.146° kayist ve ‘P.1869’ hibrit erik klonunun rejenerasyon
calismasinda 2 MS (Murashige ve Skoog, 1962) kiiltiir ortami kullanilmasi
rejenerasyonu tesvik etmistir. Adventif silirglin olusumuna en etkili faktér TDZ
(thidiazuron)’nin tek basina veya naftalen asetik asit (NAA) ile kombinasyonlari ile
yapilan uygulamalar olmus, optimum konsantrasyonlar genotipe bagli olarak
degismistir. Besin ortamina giimiis nitrat (AgNOs) eklenmesi rejenerasyonu %10-40
oraninda artirmistir. Yine besin ortamina AgNOs; eklenmesiyle, P. Marianna, P.

domestica ve P. insititia tiirlerine ait erik klonlarinin da rejenerasyonu saglanmstir.

Rugini ve ark. (1993), koklenmesi gii¢ olan meyve tiirlerinin (badem, elma,
kayisi, kestane, ¢in armut anaci, jojoba, zeytin, armut ve ceviz) mikro siirgiinlerine in
vitro kosullarda putresin uygulamasinin ve koklenme ortamimin karartilmasinin
koklenme tizerine etkilerini arastirmiglardir. Putresin, besin ortamina silirgiin
cogaltim1 asamasinda ve koklendirme siiresince eklenmistir. Siirgiin ¢ogaltimi
sirasinda her tiir i¢in kullanilan besin ortami1 ve bitki biliyiime diizenleyicilerinin orani
farkli olmustur. Calismada Ferraduel badem ¢esidi kullanilmistir. Badem
stirglinlerinin ¢ogaltilmasi asamasinda 3.5 uM benzil adenin (BA) ve 0.08 uM NAA
ile desteklenen DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984) besin ortami kullanilmistir.
Aragtirmada kullanilan tiim tiirler i¢in kdklendirme ortami olarak 5 uM NAA igeren
> Bourgin ve Nitsch (Bourgin ve Nitsch, 1967) besin ortami kullanilmistir. Oksin
icermeyen koklenme ortamina putresin eklense dahi siirglinlerde kok olusmamustir.
Koklendirme ortamima 1 mM putresin ilave edilmesi elma ve zeytinde koklenmeyi

artirirken; cevizde koklenme oranini azaltmis; armut, badem, jojoba ve kayisida
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koklenme oranini etkilememistir. Badem, ceviz ve kestane siirgiinlerinin kéklenmesi

icin, besin ortaminin karartilmasi gerektigi belirtilmistir.

Giirel ve Giilsen (1998a), Texas ve Nonpareil badem (4dmygdalus communis
L.) cgesitlerinin siirgiin ucu kiltlirii ile in vitro vejetatif ¢ogaltma olanaklarin
arastirmislardir.  Ilk  dikim, sasirtma ve c¢ogaltma asamalarinda  farkh
konsantrasyonlarda (0.0-0.5 mg/l) indol-3-butirik asit (IBA) ve (0.0-3.0 mg/l) 6-
benzil amino piirin (BAP)’ 1n etkileri arastirilmistir. Hormon igermeyen veya diisiik
diizeyde IBA (0.1 mg/l) iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinan esplantlarin boyu
daha ¢ok uzamistir. BAP’1n siirgiin olusumu icin mutlak gerekli oldugu ortaya
konmustur ancak yiiksek konsantrasyonlar (2-3 mg/l) siirglinlerin canliliginin
azalmasina ve camlagsmaya (hiperhidrisity) sebep olmustur. Arastirmada kullanilan
iki ¢esidin siirgin gelisiminin 1.0 mg/l BA ve 0.1 mg/l IBA igeren MS besin

ortaminda en iyi oldugu belirtilmistir.

Texas ve Nonpareil badem (Amygdalus communis L.) ¢esitlerinin siirgiin ucu
kiiltiiri ile in vitro vejetatif cogaltma olanaklar1 Giirel ve Giilsen (1998b), tarafindan
arastirilmistir. Bu amagla ilk dikim, sasirtma ve ¢cogaltma asamalarinda farkli sukroz,
agar ve pH diizeylerinin siirgiin kardeslenmesi, siirgiin gelismesi ve biiylimesi
lizerine etkileri incelenmistir. Aragtirma sonucunda genel olarak ¢ogaltmanin degisik
asamalarinda % 5-6 sukroz, % 0.7 agar ve 5.5 pH’in en uygun diizeyler oldugu
belirlenmis olup, yiiksek sukroz ve agar dozlarmin siirgiinlerin dip kisimlarinda

kallus olusumunu artirdig1 gozlenmistir.

Hammatt ve Grant (1998)’1in yaptigi calismada, P. serotina (‘Seedling A’,
‘PBS’, ‘2322°, ‘2339°, ‘Pavia E’), P. avium (‘F12/1°, ‘Charger’, ‘1908”) ve P. avium
x P. sargentii (‘Hybrid 1°, ‘Hybrid 2’) hibrit tiirlerinin yaprak eksplantlarindan
siirglin rejenerasyonuna etkili faktorler arastirllmigtir. Calismada WPM (Lloyd ve
McCown, 1981), DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984), MS (Murashige ve Skoog,
1962) temel besin ortamlari, bitki biiyiime diizenleyicilerden BA, TDZ, NAA, IBA
(indolbutirik asit) ve GAj (giberellik asit)’in farkli konsantrasyonlar1 ile

desteklenmistir. P. serotina’ya ait genotiplerin, WPM besin ortaminda DKW besin
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ortamina nazaran daha rejeneratif olduklari gézlenmistir. P. serotina’nin yaprak
eksplantlarinda, genotiplere gore farklilik gostermekle birlikte %8-78 oraninda
rejenerasyon elde edilmistir. TDZ (4.4 pM) ve 0.54 pM NAA igeren WPM besin
ortaminda 2322 cesidinin yaprak eksplantlarindan %78 siirgiin rejenerasyonu elde
edilirken, 2339 c¢esidinin yaprak eksplantlarindan %8 siirglin rejenerasyonu elde
edilmistir. Besin ortamina eklenen TDZ’nin rejenerasyon oranina etkisinin BA’ya
gore daha olumlu oldugu tespit edilmistir. Arastirma, P. serotina yaprak

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu elde edilen ilk ¢aligmadir.

Kamali ve ark. (1999) tarafindan GF-677 (Prunus amygdalus x P. persica)
hibrit anacinin mikro ¢ogaltimi iizerine bir arastirma yiiriitiilmiistiir. Bu amagla Nisan
ayinda hibrit anacin apical ve lateral tomurcuklar tasiyan stirgiinleri alinip, 6 dakika,
% 0.1’lik civa kloriir (HgCly) icerisinde sterilize edildikten sonra, lateral ve apical
tomurcuklar MS, Knob (Knob, 1865) ve LS (Linsmaier ve Skoog, 1965) temel besin
ortamlar1 lizerine transfer edilmislerdir. Bu ortamlara c¢esitli konsantrasyonlarda
NAA ( 0.0, 0.1, 0.2, 0.3 mg/l ) ve BA (0.0, 0.1, 0.4, 0.7, 1.0, 2.0 mg/l) eklenerek
sirgiin ¢ogaltimi  ve koklendirme ic¢in en wuygun hormon kombinasyonu
belirlenmistir. Siirgiin ¢ogaltim1 i¢in en uygun ortam Knob besin ortamina 1 mg/l BA
ilave edildiginde elde edilmistir. Koklenme i¢in en uygun ortam LS besin ortamina
0.3 mg/l NAA ve 1.6 mg/l thiamin eklenerek bulunmus ve en iyi koklenme kiiltiire

alinan eksplantlarin 7 giin karanlikta tutuldugu ortamda elde edilmis.

Muna ve ark. (1999)’nin yaptig1 calismada ‘Maxma-14’ kiraz anacinin in vitro
cogaltimi icin etkili bir protokol ortaya konmaya c¢alisilmistir. Eksplant kaynagi
olarak 7-8 yash agaglarin silirglin uglart ve aksillar tomurcuklarinin kullanildig:
calismada, bitkisel materyalin yiizeysel sterilizasyonu civa kloriir (HgCly) ile
yapilmustir. Siirglin cogaltimina etkilerinin arastirilmasi amaciyla MS besin ortamina
2 sitokinin (BA veya kinetin), 3 oksin (IBA, NAA veya indol-3-asetik asit (IAA)) ile
farkli konsantrasyon ve kombinasyonlar1 eklenmistir. Arastirma sonuglarina gore
4.44 uM BA ve 0.49 uM IBA igeren MS besin ortaminin siirgiin ¢cogaltmak amaciyla
en uygun ortam oldugu belirtilmistir. Siirglinleri koklendirmek amaciyla besin

ortamina 0.5 veya 2.45 uM NAA veya IBA igeren MS yada 2 MS kullanilmistir.
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2.45 uM IBA igeren MS besin ortaminda en yiiksek kdklenme orani (%95) elde
edilmistir. Koklendirme ortamina kinetin ilavesinin kok ve siirgiin uzunlugunu
arttirdigr  belirlenmistir. Kokler olustuktan sonra siirgiinlerin kisa siire iginde
saksilara aktarilmasi, dis kosullara alistirmada kolaylik saglamistir. Sivi kdklendirme
ortaminda koklendirilen siirgiinlerin kok gelisimi daha iyi oldugundan bitkiciklerin

canlilik oran1 yiiksek olmustur.

Ainsley ve ark. (2000), Nonpareil ve Ne Plus Ultra badem ¢esitlerinden alinan
yaprak eksplantlarindan rejenerasyon saglamak icin bir metod gelistirmislerdir.
Aragtirmada kullanilan eksplantlar, in vitro siirgiinlerden alinmistir. AP (Almehdi ve
Parfitt, 1986) besin ortamina ilave edilen 3 farkli oksin ( 2,4-Diklorofenoksi asetik
asit (2,4-D), NAA, IBA), 2 farkl sitokinin (BA, TDZ) ve kazain hidrolizat (CH)
kombinasyonlarinin  siirgiin  olusumuna etkileri arastirilmistir.  Eksplantlarin
uygulamalara olan tepkisi genotipe gore degismis olup, test edilen 3 adet oksinden
NAA ve IBA, ‘Ne Plus Ultra’ yaprak eksplantlarinda adventif siirglin olusumunu
tesvik etmistir. ‘Nonpareil’ ¢esidinde ise sadece IBA etkili olmustur. Temel besin
ortaminda CH olmadigr durumda, TDZ yalniz basina Nonpareil ¢esidinin yaprak
eksplantlarindan siirgiin gelisimine etkili oldugu halde, ‘Ne Plus Ultra’ ¢esidinin
yaprak eksplantlarindan siirgiin gelisimi i¢in ortama BA eklenmesi gerekmistir.
Kiiltiir ortamina % 0.1 (w/v) CH eklenmesi her iki ¢esitte de kallus olusumunu tesvik
etmis ve silirgiin rejenerasyonunu arttirmistir. AP besin ortamina 0.1 (% w/v) CH, 9.8
uM IBA ve 22.7 uM TDZ ilave edildiginde Ne Plus Ultra ¢esidinde rejenerasyon
orant % 44.4 olmustur. Yine AP besin ortamina 0.1 (% w/v) CH, 9.8 uM IBA ve
(4.5, 6.8 veya 9.1 uM) TDZ ilave edildiginde ‘Nonpareil’ ¢esidinde maksimum

rejenerasyon orant %5.5 olmustur.

Jain ve Babbar (2000), Knob’s besin ortaminda ¢imlendirilen Syzygium cuminii
Skeels tohumlarindan elde edilen 7-8 cm boyundaki bitkiciklerin epikotillerindeki
bogumlardan siirgiin ¢ogaltimi tizerine ¢alismislardir. Bu amagla MS besin ortamina,
farkl1 konsantrasyonlarda BA, kinetin (Kn), izopentil adenin (2-ip), indol-3-asetik
asit (IAA), NAA veya 2,4-D (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg/l) bitki biiyiime

diizenleyicileri ilave edilmistir. Kn ve 2-ip’in degisik konsantrasyonlar: siirgiin
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gelisimini bir miktar uyarsa dahi siirglin uzamasini engellemistir. Siirgiin ¢ogaltimina
etkilerinin arastirilmasi amaciyla ortama eklenen oksinler (2,4-D, 1AA, NAA)
eksplantlarda siirgiin olusumu yerine koklenmeyi uyarmistir. Siirgiin olusumu ve
elde edilen siirgiinlerin uzamasiin saglanmasi i¢in en uygun kiiltlir ortami1 1 mg/1
BA igeren MS besin ortami olarak tespit edilmistir. 1.0 mg/l IAA igeren Knob’s
besin ortamina aktarilan siirgiinlerin %100’inde koklenme saglanmistir. Koklenen

bitkiciklerin %76’sinin dis kosullara alistirilmasi basari ile tamamlanmastir.

Perez-Tornero ve ark. (2000)’nin Helena kayis1 c¢esidinde yiirittiikleri
calismada 4.4-22.0 uM BAP’1n 0.5-2.7 uM NAA ile, 2.3-13.5 uM TDZ’nin 0.5-5.4
uM NAA ile kombinasyonlarinin yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna
etkileri arastirilmigtir. Ayrica yapragin yasi, besin ortamina yerlestirilme sekli,
kiiltiirin baglangicinda uygulanan karanlik periyodun siiresi, kiiltlir esnasindaki 11k
yogunlugu, jel yapict maddeler gibi faktdrlerin silirgiin rejenerasyon oranina etkileri
tizerinde durulmustur. Geng yapraklarin eksplant olarak kullanildigr kiiltiirlerde,
yapragin alt yiizlinlin besin ortamina temas edecek sekilde kiiltiire alinmasi
rejenerasyon oraninit yiikseltmistir. En yliksek rejenerasyon orani (%24.3) 9.0 uM
TDZ ve 2.7 uM NAA iceren QL (Quoirin ve Lepoivre, 1977 )besin ortaminda elde
edilmistir. Besin ortammin agar ile katilastirilmasi, kiiltiiriin baslangicinda
eksplantlarin 2-3 hafta karanlikta kiiltiire alinmasi siirgiin rejenerasyonunu tesvik
etmigtir. Kiiltlir esnasindaki 151k yogunlugu siirgiin rejenerasyon oranini etkilememis

fakat eksplantlardan fenolik madde salgisini etkilemistir.

Ainsley ve ark. (2001a)’nin yapmis olduklar1 calismada, Ne Plus Ultra,
Nonpareil, Carmel ve Parkinson ¢esitlerinin olgunlasmamis meyvelerinin
kotiledonlarindan rejenerasyon yollar arastirilmistir. Bu amagla dogal yolla tozlanan
agacglardan, c¢iceklenmeden 100-115 gilin sonra kii¢iik meyveler toplanmustir.
Kotiledonlarin embriyoya yakin olan ucu kesilmistir. Ayrica embriyoya ait olan
dokularin  hepsi kesilip atilmistir. Calismada TDZ’nin ve IBA’nmin farkh
konsantrasyonlar1 ve kiiltiiriin ilk 7 gilin karanlikta tutulmasinin rejenerasyona olan
etkileri aragtirilmistir. Siirgiin rejenerasyonu, eksplantlarin 8 hafta boyunca, 10.0 pM

TDZ igeren MS besin ortaminda tutulup daha sonra bitki biiyiime diizenleyici (BDD)
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maddeleri icermeyen ortama transfer edilerek burada 4 hafta tutulmasi sonucunda
ylksek olmustur. Kotiledonlardan aliman eksplantlarin 7 giin karanhkta kiiltiire
alinmalar1 rejenerasyonu tesvik etmistir. Besin ortamina 0.5 pM IBA ilave edilmesi
adventif siirglin gelisimini azaltmistir. Belirlenen optimum kiiltlir sartlarinda ‘Ne
Plus Ultra’, ‘Nonpareil’, ‘Carmel’ ve ‘Parkinson’ ¢esitlerinden elde edilen adventif

slirglin rejenerasyonu sirastyla %80.0, %73.3, %100.0, %86.7 olmustur.

Ainsley ve ark. (2001b)’nin yiiriittigii ¢calismada Nonpareil ve Ne Plus Ultra
badem c¢esitlerine ait mikro siirgiinlerin in vitro sartlarda koklendirilmesi ile ilgili
etkili bir protokol elde edilmeye cahsilmistir. Koklendirme ortamimin
karartilmasinin, besin ortamina PG (phloroglucinol) eklenmesinin, ayrica IBA ve
NAA’nm farkli konsantrasyonlarinin koklendirmeye olan etkisi arastirilmistir. Mikro
cogaltilan siirgiinlerden Ne Plus Ultra ¢esidine ait olanlar BBD igermeyen MS besin
ortaminda, Nonpareil ¢esidine ait olanlar ise BBD icermeyen AP (Almehdi and
Parfitt, 1986) besin ortaminda 4°C’de, diisiik 151k yogunlugunda, 4 hafta kiiltiire
alimmustir. 4 hafta sonunda siirgiinler koklendirme amaciyla IBA ve NAA (0, 2.5, 5.0
veya 10.0 puM)’'nin farkli konsantrasyonlarini igeren 2 MS besin ortamina
aktarilmistir. Mikro stirgiinler, 1.0 uM IBA iceren su-agar (% 0.6 w/v) icerisinde 12
saat bekletildikten sonra, oksin icermeyen fakat 100.0 uM PG iceren ortamda 2 hafta
kiiltiire alinmas1 koklenmeyi tesvik etmistir. Ne Plus Ultra ¢esidinin siirgiinlerinin
koklendirilmesinde 2 MS besin ortami, Nonpareil ¢esidinin siirgiinlerinin
koklendirilmesinde AP besin ortami daha etkili olmustur. Her ikisi i¢in de koklenme

orani %60 olarak belirlenmistir.

Gentile ve ark. (2002)’nin P16C15, Babygold 6, 842 Standard, San Giorgio ve
Yumyeong seftali cesitleri {izerinde yiriitmiis olduklar1 c¢alismada, yaprak
eksplantlarindan adventif siirgiin olusturma olanaklar1 arastirilmistir. Arastirmada
kullanilan ¢esitlere ait siirgiin uclart BA ve NAA iceren, MS mikro elementleri ve LP
(Quorin ve Lepoivre, 1977) makro elementlerinden olusturulan besin ortaminda 21
giin karanlhkta tutulduktan sonra oksin igermeyen besin ortamina aktarilmistir. Ug
haftalik bitkiciklerin iistten 4 yapragi alinarak ana damara dik kesikler yapilmis ve

list ylizii besin ortamina temas edecek sekilde kiiltiire alinmistir. Yaprak
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eksplantlarina da 21 giin karanlik uygulamasi yapilmis ve bu siire i¢inde eksplantlar
tizerinde kallus olusumu go6zlenmistir. Daha sonra yaprak eksplantlart oksin
icermeyen besin ortamina transfer edilip, aydinlik kosullarda tutulunca kallus
lizerinde adventif silirgin olusumu gozlenmis ve kalluslarin birka¢ ay siirgiin
olusturma yetenegini korudugu belirtilmistir. P16C15, Babygold 6, 842 Standard,
San Giorgio ve Yumyeong ¢esitlerindeki rejenerasyon orani sirasiyla %17, %13,

%13, %17 ve %23 olmustur.

Tang ve ark. (2002)’nin, yaptigr calismada Prunus avium L. (‘Burlat’,
‘Hedelfinger’, ‘Napoleon’ ve ‘Schneiders’) ve P. cerasus L. (‘Beutal Spacher
Rexelle’ ve ‘Morellenfeuer’) tiirlerine ait toplam 6 c¢esidin yaprak eksplantlari
rejenerasyon i¢in kullanilmistir. Rejenerasyon elde etmek amaciyla 1-2 mg/l BAP
veya TDZ, 0.5-1.0 mg/l NAA veya IBA igeren, MS, DKW, QL (Quoirin ve
Lepoivre, 1977) ve WPM besin ortamlar1 kullanilmistir. Uzerinde kesikler
yapildiktan sonra alt yiizii besin ortamina degecek sekilde petrilere yerlestirilen
yaprak eksplantlarinda 14 giin i¢inde rejenerasyonun bagladigi gézlenmistir. BAP (2
mg/l) ve 0.5-1.0 mg/l NAA iceren WPM besin ortaminda ‘Early Burlat’ disindaki
tim cesitlerde rejenerasyon elde edilmistir. Calismada BAP’in TDZ’ye oranla
rejenerasyonu daha cok tesvik ettigi belirtilmistir. Bu ¢alismanin, P. cerasus tiirliniin

yaprak eksplantlarindan rejenerasyon saglanan ilk calisma oldugu belirtilmistir.

Channuntapipat ve ark. (2003)’nin yaptiklari ¢alismanin sonucunda, Nonpareil
15-1 ve Ne Plus Ultra gesitleri ile mikro asilanmis badem x seftali hibrit anaglar1 elde
edilmistir. Oncelikle her genotipin siirgiin uclarindan alman eksplantlarla in vitro
siirglin ¢ogaltimi saglanmistir. En uygun siirglin ¢ogaltma ortami her genotip igin
farkli bulunmustur. ‘Nonpareil’ i¢in 0.049 uM IBA, 3 uM BAP iceren AP, ‘Ne Plus
Ultra’ i¢in 0.049 uM IBA, 5 uM BAP iceren MS, hibrit anag i¢in 10 pM BAP iceren
MS besin ortami en uygun siirgiin ¢ogaltma ortamlar1 olarak tespit edilmistir.
Anactan elde edilen 20 mm boyundaki siirgiinler 2.4 uM IBA igeren 2 MS
koklendirme ortamina aktarildiginda siirgiinlerin % 88’1 koklenmistir. Cesitlerden

elde edilen siirglinler 15 mm uzunluga eristiklerinde in vitro anaglar tiizerine
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mikroasilama yapilmistir. Asili  bitkiciklerin canlilik oranmmin %92 oldugu

belirtilmistir.

Jain ve Babbar (2003)’1n Syzygium cuminii Skeels erik cesidi ile yiirlittigi
calismada, 30 yash agaglarin yillik siirgiinlerinden alinan bogum eksplantlari
kullanilarak siirglin gelisimi iizerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi
arastirilmistir. Doku kiiltiirii uygulamalarinda rutin olarak kullanilan sterilizasyon
islemlerine ek olarak bitkisel materyalin ylizey sterilizasyonu sirasinda %0.2 (w/v)
bavistin (fungusit) ve bakteriyel bulasikligi Onlemek amaciyla %0.02 (w/v)
ampicillin uygulanmistir.  Ayrica eksplant kararmasi sorununun giderilmesine
yonelik olarak antioksidantlar ile farkli uygulamalar yapilmistir. Siirglin gelisimini
saglamak amaciyla MS temel besin ortamina degisik konsantrasyon ve
kombinasyonlarda BA ve kinetin (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l) ilave edilmistir.
CH ve glutamin icermeyen besin ortaminda kiiltiire alinan tomurcuklarin kabarmis
olmasina ragmen siirgiin gelisimi saglanamamigstir. Besin ortamina CH (1.5 g/l) veya
glutamin (200 mg/l) ilave edildiginde siirglin gelisimi elde edilebilmistir. Ayrica
besin ortaminin 2 veya 4 mg/l polyvinylpyrrolidone (PVP) icermesi de siirgiin
gelisimini tegvik etmistir. 1 mg/l IBA igeren Knob’s besin ortaminda kiiltiire alinan
63 adet mikro siirgiiniin %60°1 koklenmis, 33 adet kokli bitkicikten %751 dis

kosullarda canliligin1 devam ettirebilmistir.

Lapins ve Sweetheart kiraz c¢esitlerinin yapraklarindan in vitro kosullarinda
adventif siirgiin gelisimi iizerine Bhagwat ve Lane (2004) arastirma yiiriitmislerdir.
Bu calismada besin ortamlarindan WPM kullanilmis ve bu ortam TDZ, NAA ve BA
gibi fito-hormonlarla desteklenmistir. Bitki rejerasyonunun, kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicilerin tiiriine ve konsantrasyonlarina, eksplant kaynagina, eksplantin ortam
tizerindeki durumuna (abaxial, adaxial) bagli oldugu belirlenmistir. Biitiin bir
yapragin orta damarma dik ac1 yapacak sekilde esit araliklarla yaprak iizerinde
kesikler olusturularak, yapragin alt yiizeyinin TDZ’nin (2.27 ve 4.54 uM) NAA (0.27
uM) ile kombinasyonu ilave edilmis besin ortamina temas edecek sekilde petrilere

yerlestirilmesi ile en yiiksek siirgiin rejenerasyon orani elde edilmistir.

10



2. ONCEKIi CALISMALAR Ashi Neslihan OZDEN

Osterc ve ark. (2004), Prunus cinsine ait 3 tiirden aldiklar1 eksplantlarin yiizey
temizligini farkli iki ydntemle yaparak, uygulanan sterilizasyon yontemlerinin
kiiltiirin 1ileri asamalarmi nasil etkiledigini arastirmislardir. Birinci yontemde P.
avium ve Gisela 5 gesitlerinin tomurcuklar1 %70’lik ethanol i¢inde 30 sn. tutulduktan
sonra, 20 g/l DICA (dikloroisosiyanurik asit) i¢cinde 20 dakika bekletilip 3 kez steril
su ile yikanmustir. Ikinci yontemde Prunus subhirtella var. autumnalis cesidinin
tomurcuklar1 16.6 g/l DICA i¢inde 15 dakika sterilize edildikten sonra 3 kez steril su
ile yikanmustir. Ug tiirde de kiiltiir baslangici, siirgiin uzatma ve kéklendirme igin
kullanilan besin ortamlar1 ayni1 oldugu halde eksplantlarin biiyiime ve gelismeleri
farklilik gostermistir. Kiiltiirlerdeki kontaminasyon oranlarmin da farkli oldugu
vurgulanmistir. DICA’nin diisiik konsantrasyonda kisa siire ile uygulanmasi yeterli
sterilizasyonu saglarken, bitki materyalinin canliligini etkilememistir. % 70’lik
etanol uygulamasinin ardindan 20 g/l DICA ile sterilize edilen bitkisel materyalin
canlilig1 azalmis bunun yaninda kontaminasyona da rastlanmistir. Ikinci ydntemin
uygulandigr eksplantlarin  gelisiminin  hizli, koklenme ve dis kosullara

adaptasyonunun iyi oldugu belirtilmistir.

Vasar (2004) yaptigi c¢alismada mikroelementleri ve vitaminleri tam,
makroelementleri  yartya indirilmis MS besin ortamma 0.00-0.25 mM
konsantrasyonlarda ilave edilen 4 farkli antioksidant (glutathione (GSH),
dithiothreitol (DTT), propylgallate (PrGl), ascorbic acid (AscA))’in Kristiina kiraz
¢esidinin mikro siirgiinlerinin kéklenmesine ve bitkiciklerin dis kosullara alismasina
etkilerini arastirmistir. Besin ortamimna antioksidant ilave edilmesi in vitro
koklenmeyi tesvik etmistir. Uygulanan antioksidantlardan koklenmeyi en ¢ok artiran
DTT olmustur. 0.25 mM DTT igeren besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerde
koklenme orant %49’dan %76’ya c¢ikmus, siirgiin basina diisen kok sayisi da
artmistir. Antioksidantlarin bitkiciklerin aklimatizasyonu iizerine etkisi de farkl
olmustur. Besin ortamma ilave edilen 0.25 mM DTT veya AscA’nin,

aklimatizasyondan sonra canli bitkicik sayisini 1.6-2.1 kat artirdig1 belirtilmistir.

Fotopoulos ve Sotiropoulos (2004), PR 204/84 seftali anacinda yiirittiikleri

calismada mikro siirgiinlerin koklendirilmesinde degisik karbon kaynaklarinin ve
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kiiltlir kaplar1 kapatma yontemlerinin koklenmeye olan etkileri aragtirilmistir. Karbon
kaynagi olarak sukroz ve glukozun koklenmeye olan etkileri karsilastirilmistir.
Kiiltiir kaplarin1 kapatmak icin steril pamuk, plastik kapak, parafilm ve aliiminyum
folyo kullanilarak bunlarin koklenmeye etkisi olup olmadigi belirlenmistir. 5 pM
IBA igeren MS besin ortamina 88 uM sukroz yada 88 puM glukoz ilave edildiginde
koklenme orani %100 olmustur. Bu uygulama kok sayisi, kok uzunlugu, kokiin kuru
ve yas agirligin da arttirmistir. Karbon kaynagi icermeyen besin ortaminda
koklenme orani1 %80 iken, besin ortamindaki karbon kaynagi 88 uM’ii gectiginde
koklenme orani diigsmiistiir. Kiiltiir kaplarini kapatma yontemleri kdklenme oranini,
kok sayisini ve uzunlugunu, kok kuru ve yas agirligini etkilemistir. Altiminyum folyo
ile kapatilan kiiltiir kaplarindaki siirgiinlerde koklenme orani %100 olurken, siirgiin
basina kok sayisi parafilm veya plastik kapakla kapatilan kaplarda belirgin sekilde
artmistir. Steril pamuk ile kapatilan kiiltiir kaplarindaki besin ortaminin 19. giinde

kurumaya basladig1 belirtilmistir.

Prunus cinsine ait yetigkin anaglardan alinan eksplantlardan rejenerasyon
saglamak giictliir. Transformasyondaki en Onemli engel rejenerasyondaki bu
zorluktur. Pascual ve Marin (2005), ticari degeri olan, Prunus cinsine ait 3 ¢esidin
(‘Marianna 2624°, ‘Myrobalan 605 AD’, ‘Adafuel’) yaprak eksplantlarindan
rejenerasyon elde etme yontemlerini arastirmiglardir. Besin ortamina ilave edilen
BAP ve NAA, 2,4-D’ye kiyasla rejenerasyonu daha c¢ok tesvik etmistir. Fakat
yapraklarm, 1.7 uM 2,4-D igeren s1ivi MS besin ortaminda, 90 dakika bekletildikten
sonra, 3 uM tiamin, 2.6 uM NAA, 3.5 uM BAP, 20 mg/1 sukroz, 0.5 ml/1 PPM (Plant
Preservative Mixture) igeren, 2 QL besin ortamina aktarilmasi, genotiplere gore
degismekle birlikte rejenerasyonu tesvik etmistir, Adafuel c¢esidinde kdoklenmeyi
uyarmigtir.  Yaprak kinmin rejenerasyon kabiliyetinin yiiksek oldugu sonucuna
varilirken, ayni siirgiin lizerindeki gen¢ yapraklarla yash yapraklar arasinda

rejenerasyon kabiliyeti agisindan fark olmadigi belirtilmistir.
Andreu ve Marin (2005), Prunus cinsine ait tiirlerin anaglarindan olan

‘Adesoto 101’ (P. imsititia)’)min farkli eksplant kaynaklarinin farkli kiltiir

ortamlarinda rejenerasyon olanaklarimni arastirmiglardir. Mikrogogaltim ve celikle
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cogaltilarak elde edilen bitkilerden alinan eksplantlar farkli besin ortamlarinda (MS,
WPM ve QL) kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda mikrogogaltim ile elde edilen
bitkilerden alinan eksplantlarin daha iyi sonu¢ verdigi goriilmistiir. Kiiltlir besin
ortaminin kompozisyonu ¢ogaltim oranini etkilemistir. 9 alt kiiltiirden sonra QL
besin ortaminda elde edilen siirgiin sayisinin MS ve WPM besin ortamlarina kiyasla

fark edilir sekilde diisiik oldugu belirlenmistir.

Matt ve Jehle (2005), ekonomik degere sahip bes kiraz ¢esidinin (‘Schneiders’,
‘Sweetheart’, ‘Starking Hardy Giant’, ‘Kordia’ ve ‘Regina’) yaprak ve bogum arasi
eksplantlarindan in vitro’da adventif silirgiin elde edilmesine yonelik g¢alismalar
ylriitmiigler ve bu amagla farkli besin ortamlar1 (MS, WPM, QL, DKW), farkh
karbon kaynaklari, degisik fito-hormonlarin konsantrasyon ve kombinaslarinin
etkilesimi, karanlik uygulamasi ve etilen inhibitorii olarak kullanilan glimis
thiosiilfatin etkileri degerlendirilmistir. Bu c¢esitlerle yapilan caligmada karanlik
uygulamasina tabi tutulan eksplantlardan diisiik veya sifira yakin diizeyde
rejenerasyon orani elde edilmistir. Rejenerasyon {iizerine en etkili fito-hormon
kombinasyonunun TDZ+IBA oldugu, ortama giimiis thiosiilfat eklemenin
rejenerasyon iizerine olumlu bir etkisinin olmadigi, rejenerasyon orani {izerine
bitkinin genetiksel 6zelliginin ve eksplant kaynaginin etkisinin 6nemli oldugu
vurgulanmistir. Yaprak eksplantlarinin %11°1 ve bogum arast ekplantlarinin %50’
sinden adventif siirglin elde edilmistir. Sonug¢ olarak arastirmada kullanilan kiraz
cesitlerinden in vitro siirgiin rejenerasyonu i¢in eksplant kaynagi olarak bogum arasi

eksplant1 6nerilmektedir.

Antonopoulou ve ark. (2005)’nin yaptig1 calismada, 1 mg/l IBA iceren MS
besin ortamina 0, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/l riboflavin (B;) ilave edilerek ‘GF-677’
badem x seftali mikro siirgiinlerinin koklenmesine olan etkisi arastirtlmistir. Kiiltiir
baslangicindan itibaren 4 hafta sonunda yapilan gozlemlerde riboflavin
konsantrasyonunun artirtlmasiyla  siirglinlerde  koklenme oranmin  distiigi
belirlenmistir. Riboflavin igermeyen MS besin ortaminda kiiltiire alinan kontrol

grubundaki mikro siirglinlerde koklenme orani %100 olurken, 2.0 mg/l riboflavin
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ilave edilen ortamdaki siirgiinlerde hi¢ koklenme goriilmemis, yapraklarda kloroz ve

stirgiin ucglarinda da nekrozlar goriilmiistiir.

Fotopoulos ve Sotiropoulos (2005), yar1 kurak, kurak, kirecli, yorgun ve
verimsiz topraklarda GF-677’ye alternatif olarak kullanilan seftali x badem melezi
PR204/84 anacindan elde edilen mikro siirgiinlerin koklendirilmesine IBA
konsantrasyonlarinin, farklit MS diizeylerinin (MS veya 2 MS) ve farkli periyotlarda
karanlik uygulamasinin etkilerini aragtirmislardir. 0, 1, 2.5, 5 ve 10 uM IBA ile
desteklenen MS ve /2 MS besin ortamlarinda kiiltiire alinan bitkiciklerin yaris1 12
giin karanlik uygulamasindan sonra aydinlik ortama aktarilmis, diger yaris1 karanlik
uygulamasina tabi tutulmadan aydinlik ortamda kiiltiire alinarak kdklenme oranlari
belirlenmistir. En yiiksek koklenme orani 2.5 pM IBA ile desteklenmis /2 MS besin

ortaminda kiiltlire alinan mikro siirgiinlerde elde edilmistir.

Pruski ve ark. (2005)’min Prunus fruticosa ve P. tomentosa tiirleri ile
yiiriittiikleri ve bu iki tiir iizerinde yapilan, yayinlanmis ilk ¢alisma oldugu belirtilen
arastirmada; BA (4.44 veya 8.88 uM)’nin NAA (0.54 uM) ve IBA (0.49 uM) ile
kombinasyonlarinin 10 yillik agaglardan alinan bogum eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonuna olan etkileri ile oksin uygulamalarinin ex vitro’da kdklenmeye olan
etkilerinin belirlenmesine g¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar genotipe bagli olarak
degisiklik gostermistir. P. tomentosa tiirlinde en yiiksek rozet olusumu (%96), 0.54
uM NAA ile 8.88 uM BA igeren MSMO (Murashige and Skoog Minimal Organic
Media) (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortaminda elde edilirken; P. fruticosa
tiriinde en yiiksek rozet olusumu (%100), 0.49 uM IBA ile 8.88 uM BA igeren
MSMO besin ortaminda elde edilmistir. Ayrica BA (0.00, 2.22, 4.44, 8.87, 22.19
uM) ve TDZ (0.0, 0.45, 0.91, 1.82 uM)’nin siirgiin kardeslenmesine etkileri
arastirilmistir. 8.88-15.15 uM BA ile desteklenmis MSMO besin ortami siirgiin
kardeslenmesini tesvik etmistir. 0.91 pM TDZ ilave edilen besin ortaminda kaliteli
stirglinler elde edilmistir. Koklendirme ¢aligsmalari, 15-25 mm boyundaki siirgiinlerin
1:1 oraninda peatmoss, perlit karisimi iceren koklendirme kaplarina aktarilmasindan

sonra ex vitro’da ylriitilmiistiir. 9.80/2.69 uM IBA/NAA uygulanan bitkiciklerde
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%79, 9%0.057/0.067 IBA/NAA iceren ticari koklendirme tozu uygulanan

bitkiciklerde %73 koklenme orani elde edilmistir.

Epinosa ve ark. (2006)’nin, mobilyacilik sektdriinde ekonomik degere sahip bir
tir olan Prunus serotina’ya ait 3 genotip ile yiirittikleri calismada, yaprak
eksplantlarindan rejenerasyon elde etme yollar1 arastirilmistir. Genotip A, D ve F
diye adlandirilan cesitlerin bogum eksplantlari, mikrogogaltim amaciyla, 4.44 uM
BA, 0.49 uM IBA ve 0.29 uM GAj; igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir.
Elde edilen mikro siirgiinlerden alinan yaprak eksplantlart TDZ (0, 2.27, 4.54 ve 6.81
uM) ile NAA (0, 0.54, 1.07 ve 5.37 uM)’nin farkli kombinasyonlari, ayrica BA (0,
4.44, 8.88 ve 13.32 uM) ile NAA (0, 0.54, 1.07 ve 5.37 puM)’nin farkh
kombinasyonlar1 ile desteklenmis WPM besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaprak
eksplantlari iizerinde kesikler olusturulduktan sonra besin ortamina eksplantlarin iist
ylzleri degecek sekilde kiiltiire alinan materyallerin yaris1 5 hafta diger yaris1 3 hafta
karanlikta bekletildikten sonra 16 saat fotoperiyoda tabi tutulmustur. Besin ortamina
6.81 uM TDZ ve 1.07 uM NAA ilave edildiginde en yiiksek rejenerasyon orani (%
38.3) elde edilmistir. Besin ortamina 2.27 uM TDZ ve 0.54 uM NAA ilave edilerek 3
hafta karanlik ortamda kiiltiire alindiginda yaprak basina elde edilen siirgiin sayisi
artmistir (5.05 £ 1.14). 2.5 uM IBA igeren koklendirme ortaminda, 7 giin karanlikta
kiiltiire alinan mikro siirglinlerde %27 koklenme elde edilmistir. Koklenen

bitkiciklerin % 86’s1 dis kosullara alistirilabilmistir.

Durkovic  (2006)’in  yaptigr  calismada, farkli  konsantrasyon ve
kombinasyonlardaki BBD’lerin Prunus avium’un olgun agaglarindan alinan bogum

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna etkileri arastirilmistir. 6 gr/dm’

agar ile
katilagtirilmis WPM besin ortamina farkli konsantrasyonlarda BAP, BAP ve NAA
kombinasyonlari, BAP ve IBA kombinasyonlari, TDZ, TDZ ve BAP
kombinasyonlari ilave edilerek organogenesise etkileri belirlenmistir. Besin ortamina
0.5 mg/dm’ BAP ve 0.05 mg/dm’ TDZ kombinasyonunun ilave edilmesi siirgiin
kardeslenmesini tesvik etmistir. BAP 1n IBA ve NAA ile kombinasyonlar1 ya da tek

basina uygulanmasi siirgiin kardeslenmesinde onemli bir degisiklik yaratmamistir.

Besin ortamina ilave edilen diisiik konsantrasyondaki BAP (0.2 ve 0.4 mg/dm’ ) ile
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IBA (0.01 mg/dm’) veya NAA (0.01 mg/dm’) kombinasyonlar: siirgiin uzamasini
uyarmistir. Koklendirme ortami IBA veya IBA ile 2,4-D kombinasyonunu iceren 2
WPM’den olugmustur. En yiiksek kdklenme orani (%73.3) 0.3 rng/dm3 IBA igeren

koklenme ortaminda elde edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma, 2006-2007 yillarinda, Harran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce

Bitkileri Boliimii’nde yiiriitilmiistiir.

3.1. Materyal

Baslangic materyali olarak, Frutas fidanciliktan temin edilerek, Mart ayinda
Ziraat Fakiiltesi Eyyiibiye Yerkeskesine dikilen, 5 adet, 2 yasl ve sertifikali GF-677
anaclarinin yesil siirgiinlerindeki bogumlar kullanilmistir. Vejetasyon doneminin
baslamasiyla birlikte su stresini onlemek ve saglikli bir siirgiin gelisimi saglamak

amaciyla anaglara gerektigi zaman gerekli miktarda su verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki materyalinin (eksplant) yiizeysel sterilizasyonu

Yesil siirgiinlerin, yapraklar1 ¢ikarildiktan sonra {izerinde bir tomurcuk
bulunduracak sekilde 20 mm’lik yesil ¢elikler seklinde kesilmistir. Bu yesil ¢elikler
su kaybina ugramamalar1 i¢in; i¢cinde su bulunan bir kapla laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvarda musluk suyu altinda 30 dakika (dk.) tutulan celikler, %70’lik etil alkol
icinde 1 dakika tutulduktan sonra steril saf su ile durulanmistir. Daha sonra, bitkisel
materyalin yiizeysel sterilizasyonu i¢in en uygun sodyum hipoklorit (NaOCI)
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile yesil ¢elikler bir-iki damla Tween 20 ig¢eren
%S5, 8 ve 10’luk ticari camasir suyu (%0.525 NaOCl) igerisinde 15 dakika ylizey
temizligine tabii tutulduktan sonra 5’er dk. 3 kez steril distile su ile yikanarak yiizey
sterilizasyonu tamamlanmistir. Daha sonra sterilizasyonu tamamlanmis eksplantlar 1
mg/l BA, 30 g/l sukroz ve 5.5 g/l agar igeren, pH’s1 5.6’ya 1 N NaOH veya HCl ile
ayarlanmig MS kiiltiir ortamina transfer edilmislerdir. Kiiltiir baglangicindan 3 hafta

sonra,  kiiltir = ortamindaki  enfekte  olan, saghkli ve  canliligim
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kaybetmis eksplant oranlar1 % olarak belirlenmistir.

3.2.2. Besin ortami, alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Calismada kullanilan test tiipler, petriler, pensler, bistiiriler ve fayanslar
aliiminyum folyoya sarilarak 121°C’de, 1 atm. basin¢ altinda, 20 dk. siire ile
otoklavda sterilize edilmistir. Calisma siiresince kullanilan pens ve bistiiriler %96’lik
etil alkole batirildiktan sonra mavi aleve tutularak sik sik sterilize edilmistir.
Calismaya baslamadan en az 15 dk. Once steril kabin calistirildiktan sonra igi
%70’1ik etil alkol ile temizlenmis buna ek olarak 15 dk. siire ile UV lambas1 agik
tutulmak suretiyle kabinin sterilizasyonu tamamlandiktan sonra kabinde ¢alismaya
baslamlmustir. Hazirlanan besin ortamlart 121°C’de, 1 atm. basing altinda, 20 dk.

stire ile otoklavda sterilize edilmistir.

3.2.3. Kiiltiir sartlan

Bu calismada kullanilan iklim kabininin 151k yogunlugu 2 500-3 000 liks’e
ayarlanmis olup, 16 saat (16 saat aydinlik/8 saat karanlik) fotoperiyot uygulanacak
sekilde programlanmistir. Ortam sicakligi 24+1°C’°de tutulmustur. Iklim odast 2 500-
10 000 liks 151k siddetine sahip olup, zaman ayarlayict ile 16 saat fotoperiyot
uygulamasi gerceklestirilmistir. Tklim odasinin sicaklig1 klima ile, nemi nemlendirici

ile saglanmistir.
3.2.4. Bogum eksplantlarinin baslangi¢ ortaminda kiiltiire alinmasi
Yiizeysel sterilizasyonu tamamlanan yesil c¢elikler {izerinde bulunan
tomurcuklar, odun dokusundan ayrildiktan sonra, 30 veya 60 ml baslangi¢ kiiltiir

ortamu1 iceren petri kutularina ya da kiiltiir kaplarina dikilmistir. Petri kutularina 5’er

adet, kiiltiir kaplarina 6-8’er adet bogum yerlestirilmistir (Sekil 3.1).
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— ____
Sekil 3.1. A; Baslangig kiiltiir ortami i¢eren petri kutusu, B; baslangig kiiltiir ortami iceren kiiltiir kab1

Bogum eksplantlari, baslangi¢ kiiltiir ortaminda rejenerasyon denemelerinde
kullanilabilecek sekil ve sayida yaprak ve siirgiin elde edilinceye kadar 3’er haftalik
araliklarla altkiiltiire alinmistir. Siirgiin cogaltiminin saglanmasi i¢in, yeni elde edilen
stirgiin kiimecikleri bireysel siirglinler seklinde ayrilarak kardeslenme sayilari
belirlenmis ve taze kiiltlir ortami {lizerine transfer edilmistir. Baglangi¢ kiiltiir ortami1
olarak kullanilan, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg/l benziladenin (BA), 30 g/l sukroz, 5.5 g/l
agar, mineral ve vitaminleri iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) kiiltiir ortaminin
pH’s1, otoklavlanmadan hemen o6nce 5.6’ya 1 N HCI veya 1 N NaOH ile
ayarlanmustir. Daha sonra hazirlanan kiiltir ortami 121°C de 20 dk. sterilize

edilmistir.
3.2.5. Siirgiin rejenerasyonu icin yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasi

GF-677 anacinin yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu igin, baslangi¢
kiltiiriinde elde edilen 3 haftalik in vitro siirgiinlerinin ugtan itibaren geng yapraklari
hasat edilerek steril saf su icerisine konulmustur. Daha sonra her yapragin orta
damarina dik olacak sekilde esit araliklarla kesikler olusturulmustur. Kesikli
yapraklarin {ist yiizi kiiltlir ortaminin iizerine tamamen temas edecek sekilde 9 cm
capindaki petri kutulara yerlestirildikten sonra etrafi parafilm ile sarilmistir. Her petri
kutuya 5 yaprak aktarilmistir. Karanlik bir ortam elde etmek i¢in petri kutular
aliminyum folyo ile sarilmistir. Yaprak eksplantlari, 3 hafta sonunda altkiiltiire
alindiktan sonra, 151k yogunlugu 2 500-3 000 liiks olan ve 16 saat fotoperiyot

uygulanan iklim kabininde kiiltiire alinmaya devam edilmistir.
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Arastirmada yaprak eksplantlarindan kallus olusumu ve kalluslardan da
adventif siirgiin olusumlar1 {izerine, 1-fenil-3-(1,2,3,-thiadiazol-5-yl) urea (TDZ-
thidiazuron) (0.1, 0.2, 0.4 mg/l) ve BA (0.1, 0.2, 0.4 mg/l)’nin yalniz kendi
konsantrasyonlart veya NAA (naftalinasetikasit) (0.1, 0.2 mg/l) ile
kombinasyonundan olusan bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkileri arastirilmistir.
Siirgilin rejenerasyonu i¢in kullanilan kiiltiir ortami1, mineral ve vitaminleri igeren MS
(Murashige ve Skoog, 1962), farkli konsantrasyon ve kombinasyonda TDZ, BA ve
NAA, 30 g/l sukroz ve 5.0 g/l agar (Duchefa plant agar)’dan olugsmustur. Kiiltiir
ortamimin pH’1, sterilizasyondan once 5.6’ya 1 N HCl veya 1 N NaOH ile
ayarlanmistir. Hazirlanan kiiltiir ortami daha sonra 121°C de 20 dk. sterilize

edilmistir.

3.2.6. Kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu

In vitro’da kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu saglamak amaci ile, siirgiin
cogaltma ortaminda elde edilen siirgiin kiimecikleri bireysel siirglinler seklinde
ayrilarak her birinde 15 ml, 1.0 mg/l BA, 30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar iceren MS besin
ortami1 bulunan test tiipleri i¢ine transfer edilmistir. Besin ortammin pH’1
otoklavlanmadan 6nce 5.6’ya 1 N HCI veya NaOH ile ayarlanmistir. Test tiiplerinin
kapag1 parafilm ile sarilarak kiiltiire almmustir. iki kez altkiiltiire alinan eksplantlarda

kardeslenme sayilar1 belirlenmistir.

3.2.7. Mikro siirgiinlerin boylarinin uzatilmasi

Kallus dokusundan elde edilen mikro siirgiinler boylarinin uzamasi ve
govdelerinin kalinlagsmas1 amaciyla, her birinde 60 ml, 0.0, 0.1, 0.5 mg/l BA igeren
MS besin ortami bulunan kiiltiir kaplarina aktarilmigtir. Siirglin uzatma besin
ortamlarinin igerigi, BBD konsantrasyonlar1 diginda baglangic ortami ile ayni
hazirlanmistir. Siirglin uzatma besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerin boyu 3

hafta sonunda 6l¢iilmiistiir.
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3.2.8. Mikro siirgiinlerin koklendirilmesi

In vitro’da siirgiinlerin dip kisimlarindaki kallustan elde edilen ve uzatma
ortaminda kiiltiire alinan 25-40 mm boyundaki siirgiinler 25x150 mm’lik test tiipleri
icerisine transfer edilerek tiiplerin kapaklari parafilm ile sarilmistir. Siirgiin
koklendirme besin ortami 0.05, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg/l IBA (indole-3-biitirik asit), 30
g/l sukroz, 5.5 g/l agar igeren /2 MS’den olusmustur. Koklendirme besin ortaminin
pH’1, sterilizasyondan 6nce 5.6’ya 1 N HCl veya 1 N NaOH ile ayarlanmistir.

3.2.9. D1s kosullara ahstirma (aklimatizasyon)

In vitro kosullarinda kdklendirme ortaminda kiiltiire alman mikro siirgiinlerin
kokleri yikanarak agardan temizlendikten sonra steril perlit, torf veya 1:1 oraninda
torf, perlit iceren plastik kaplara sasirtilmistir. Nemli bir dis ortam saglamak
amaciyla bitkiciklerin iizeri saydam kaplarla kapatilmistir. Dis kosullara alistirma
isleminin baglangicindan 3 hafta sonra kaplar her giin artan siirelerle (5-10 dk.)
acilarak, bitkicikler dis kosullara alistirilmaya g¢aligilmistir. 8 hafta sonunda dis
kosullara alisan bitkiciklerin canlilik oranlar1 tespit edilerek, 1:1 oraninda torf, perlit
karisimindan olusan ortam iceren 10x10 cm ebadindaki saksilara aktarilmistir.
Alistirma siiresince bitkiciklerin besin ihtiyaclari, haftada bir kez sulama suyu ile

birlikte verilen Y2 Hoagland besin ¢ozeltisi ile karsilanmistir.

3.2.10. istatistiksel degerlendirme

GF-677 hibrit anacinin in vitro rejenerasyonu calismasinda arastirma
sonuglariin istatistiksel olarak degerlendirilmesi tesadiif parselleri deneme desenine
gbre yapilmis olup, arastirma birbirinden bagimsiz olarak 3 defa tekrarlanmis ve
herbir bagimsiz deneme 12 siirgiinden olusacak sekilde diizenlenmistir. Istatistiki
olarak 6nemli goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler arasindaki farkliliklar
P<0.05 diizeyinde LSD testine tabi tutulmuslardir. Sayilarak elde edilen oransal (%)

verilere ise a¢1 transformasyonu uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yiizeysel Sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarda bitki materyallerinin etkili bir sekilde sterilizasyonu
basariy1 etkileyen faktorlerin basinda gelir. Bu nedenle, ¢aligmada ilk ve en 6nemli
asama kullanilacak olan bitkisel materyalin yiizeysel sterilizasyonu i¢in en uygun
sterilizasyon metodunun belirlenmesidir. Sterilizasyon yontemleri ana¢ bitkinin
yetistigi ortamin Ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa gore farklilik
gostermektedir. Eksplantlarin ylizeysel sterilizasyonunda en yaygin kullanilan
dezenfektanlar; etanol, kalsiyum, sodyum hipoklorit, giimiis nitrat, hidrojen peroksit

ve civa kloriirdiir (Babaoglu ve ark., 2002).

Bitkisel materyalin yiizeysel sterilizasyonu i¢in en uygun sodyum hipoklorit
(NaOCl) konsantrasyonunu belirlemek amaci ile arastirmada kullanilan bitki
materyalinin ylizeysel sterilizasyonu %35, 8 ve 10 konsantrasyonlardaki NaOCI
soliisyonu icinde yapilmistir. Kiiltiir baglangicindan 3 hafta sonra, enfekte olan,
saglikli ve canliligini kaybetmis eksplant oram (%) belirlenmistir. Ug haftalik bir
gelisme periyodunun sonunda, yiizeysel sterilizasyonu %8 ve 10’luk NaOCl i¢inde
yapilan eksplantlar kiiltlir ortaminda normal gelisimlerine devam ederken, yiizeysel
sterilizasyonu %5’lik NaOCl i¢inde yapilarak kiiltiire alinan eksplantlarin kiiltiir
ortamlarinda  %32.0 oraninda kontaminasyon meydana gelmistir. Yiizeysel
sterilizasyonunda kullanilan %10’luk NaOCl, eksplantlarin %29.0’unun dokularina
zarar vererek Olimiine sebep olmustur fakat kiiltiir ortaminda herhangi bir
kontaminasyon meydana gelmemistir. Yizeysel sterilizasyonunda %8’lik NaOCl
kullanildiginda bitki dokular1 daha az (%20.2) zarar gérmiistiir. Deneme sonunda
NaOCIl konsantrasyonlarinin eksplant yiizeysel sterilizasyonu f{izerine etkinlikleri
arasinda istatistiki olarak fark goriilmiis, en uygun NaOCI konsantrasyonunun %8
oldugu belirlenmistir. Arastirmanin devamindaki bitkisel materyalin ylizeysel

sterilizasyonunda %38’lik NaOCI kullanmilmistir (Sekil 4.1) (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Farkl1 NaOCl konsantrasyonlarinin bitkisel materyal yiizey sterilizasyonundaki etkinligi

Uvoulama Enfekte olan Saghkh eksplant Canhihigin1 kaybeden
ygu eksplant (%) (%) eksplant (%)
% 5 NaOCl 32.0 54.6c 13.5a
% 8 NaOCl 00.0 69.7 a 20.2b
% 10 NaOCl 00.0 61.6b 29.0c

Img/l BA, 30 g/l sukroz ve 5.5 g/l agar iceren MS in vitro siirglin ortami. a,b,c: Ayni siitun iizerinde
farklr harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak dnemlidir (P<0.05)

- -

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda NaOCIl soliisyonu iginde yiizeysel sterilizasyonlar1 yapilan
eksplantlarin gelisme durumu. A; kiiltiire alinan bogum eksplantlarmin kiiltiir baslangici,
B; saglikli slirmiis bogum eksplantlari, C; enfekte olmus bogum eksplantlari, D; yiizey
sterilizasyonu agamasinda canliligini kaybetmis bogum eksplantlari

Eksplantin tiirii (bogum, bogum arasi, tohum, siirglin ucu vb.) sterilizasyon
yontemini dogrudan etkilemektedir. Bundan dolayi, yapilan bir¢ok arastirmada ¢ok
farkli uygulamalar yapilmistir. Genel olarak in vitro g¢aligmalarinin baslangicindaki
eksplantlarin sterilizasyonu, eksplantlarin yiizey direncini kirmak icin kullanilan bir
iki damla Tween-20 i¢eren %0.5-15’1lik NaOCl, CaOCl veya HgCl, soliisyonunda 6-
20 dk. siire ile ¢alkalandiktan sonra 5’er dk. 3 kez steril saf su ile calkalanarak
tamamlanmistir (Ainsley ve ark., 2001a; Channuntapipat ve ark., 2003). Buna

karsilik sterilizasyonu birka¢ asamada gerceklestiren arastiricilar vardir. Bazi
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arastiricilar (Gtirel ve Giilsen, 1998b; Ainsley ve ark., 2000; Ainsley ve ark., 2001b;
Pruski ve ark., 2005) eksplant ylizeysel sterilizasyonuna ge¢gmeden once eksplant
kaynaklarin1 musluk suyunun altinda farkli siirelerde (5 dk.-2 saat) tutarak kaba
temizligini yapmustir. Muna ve ark. (1999) eksplant kaynaklarini sadece musluk
suyunun altinda tutmay1 kaba temizlik i¢in yeterli gormeyerek bir iki damla Tween-
20 ile 10-15 dakika yikadiktan sonra asil yiizeysel sterilizasyonuna ge¢cmislerdir. Jain
ve Babbar (2003)’da ayn1 sekilde kullanacaklar siirgiinleri 6nce %10 (v/v) Teepol ile
yikayip 30 dk. musluk suyu altinda tuttuktan sonra asil yiizeysel sterilizasyonuna
baslamislardir. Espinosa ve ark. (2006); Jain ve Babbar (2000), eksplantlart kisa bir
sire (30 sn.-5 dak.) etanolde (%50-70) beklettikten sonra ticari camasir suyu
kullanilarak bitkisel materyalin ylizeysel sterilizasyonunu tamamlamislardir. Matt ve
Jehle (2005), 5 kiraz ¢esidine ait 1 yash dallardan aldiklar1 tomurcuklar1 6nce %1.5
(w/v) Benomyl i¢inde 10 dk. beklettikten sonra, %10 (w/v) CaOCI i¢inde 20 dk.
bekleterek daha detayli bir sterilizasyon gerceklestirmislerdir. Jain ve Babbar
(2003)’1n yiiriittiigli calismada, Syzygium cuminii tirtine ait 30 yash agaglardan
aliman o yilin siirgiinleri laboratuvara 50 mg/l askorbik asit ve 100 mg/l sitrik asit
karisimi iceren bir kap iginde getirildikten sonra siirgiinler %10 (v/v) Teepol ile
yikanip, 30 dk. musluk suyu altinda durulanmistir. %50 (v/v) etanol icinde 5 dk.
tutulduktan sonra, %0.2 (w/v) merkiirik klorit ile 25 dk., %0.2 (w/v) Bavistin
(fungusit) ile 20 dk. muamele edilmistir. Son olarak 10 dk. %0.1 (w/v) NaOCI i¢inde
tutulduktan sonra birka¢ defa steril saf su ile durulanarak eksplantin yiizeysel

sterilizasyon islemi tamamlanmistir.

Bu calismada, yiizeysel sterilizasyonu %8’lik NaOCl dezenfektant soliisyonu
icinde yapilan bogum eksplantlariyla baslatilan kiiltiirlerde herhangi  bir
kontaminasyon meydana gelmemis olup, in vitro siirgiinlerde herhangi bir morfolojik
degisim goriilmeden, gelisimlerine devam etmislerdir. Dolayisiyla yukarida verilen
aragtirmalarda kullanilan farkli sterilizasyon yontemlerinin yiiriitiilmiis olan bu
aragtirmada kullanilan eksplantin yiizeysel sterilizasyonunda uygulanmasina gerek
olmadigr sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada kullanilan eksplantin yiizeysel

sterilizasyonu i¢in %8’lik NaOCl dezenfektan soliisyonu en uygun konsantrasyon
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olarak bulunmus ve arastirma siirecinde eksplantlarin yiizeysel sterilizasyonunda bu

konsantrasyon kullanilmistir.

4.2. Bogum Eksplantlarindan Siirgiin Gelisimi ve Kardeslenme

30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar igeren MS besin ortamina ilave edilen 0.5, 1.0 veya
2.0 mg/l BA’nin ‘GF-677" bogum eksplantlarindan siirgiin gelisimi tizerine etkileri
arastirilmistir. Kiiltiir baslangicindan 3 hafta sonra, altkiiltiire alinabilecek eksplant,

gelismemis eksplant ve camlagmig eksplant orani (%) belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Bogum eksplantlarindan siirgiin gelisimi

Bitki Biiyiime Altkiiltiire Gelismemis
.. . . Alinabilecek Camlasmis Eksplant
Diizenleyici Eksplant Eks(Plant (%)
BA (mg/l) %) (%)
0.5 64.5b 25.4 0.0
1.0 74.8 a 0.00 15.0
2.0 37.7c¢ 31.6 36.2

Ayni siitun tlizerinde farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak Snemlidir
(P<0.05)

1.0 mg/l BA igeren besin ortaminda kiiltiire alinan bogum eksplantlar1 4.
giinden itibaren siirmeye baglamistir, 3. haftanin sonunda eksplantlarin %74.8°1
altkiiltiire alinabilecek biiyiliklige ulagmistir. 0.5 ve 2.0 mg/l BA igeren besin
ortaminda kiiltiire alinan bogum eksplantlari ise ancak 7-10. giinden itibaren siirmeye
baslamistir ve 3. haftanin sonunda 0.5 mg/l BA igeren besin ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarn  %64.5’1, 2.0 mg/l BA iceren besin ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarin %37.7’si altkiiltiir yapilabilecek biiytikliige ulasmistir. 2.0 mg/l BA
iceren besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin  %36.2°sinde camlasma
(hiperhidrisite) gorilmiistiir (Sekil 4.2). Birbirinden bagimsiz olarak yiiriitiilen 3 ayri
denemenin sonuglarindan elde edilen veriler degerlendirilerek 0.5 ve 1.0 mg/l BA
kiiltiir ortaminda elde edilen siirglinler ayn1 BBD konsantrasyonu iceren besin

ortaminda altkiiltiire alinirken, 2.0 mg/l BA uygulamasina son verilmistir.
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Sekil 4.2. 2.0 mg/l BA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinan
bogum eksplantlarindan gelisen camlasmis in vitro
surgin
Uc haftalik gelisme periyodu sonunda, altkiiltiire alman eksplantlarda
kardeslenme sayilar1 belirlenmistir. 0.5 ve 1.0 mg/l BA igeren MS besin ortaminda

kiiltiire alinan in vitro siirgiinlerin kardeslenme sayilar1 farkli bulunarak, 0.5 ve 1.0

mg/l BA’nin kardeslenme iizerine etkisi ortaya konmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan BA’nin bogum eksplantlarindan elde edilen
kardeslenme sayisi iizerine etkisi

Bitki Biiyiime
Diizenleyicisi Kardeslenme Sayis1 (adet)
Ort.
BA (mg/l) l.altk. 2.altk. 3.altk. 4.altk. S.altk. 6.altk.
0.5 3.2 3.05 5.2 3.0 - - 3.61b
1.0 3.1 5.6 8.3 12.8 8.5 8.3 7.76a

Ayni siitun iizerinde farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir
(P<0.05)
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Cizelge 4.3’te goriildiigi gibi, 1.0 mg/l BA igeren besin ortaminda 3 hafta
araliklarla altkiiltiire alinan eksplantlarin kardeslenme sayilar1 4. altkiiltiire kadar
artmis 5. ve 6. altkiiltiirlerde azalma kaydedilmistir. En yiiksek kardeslenme sayisi
(12.8 adet), 4. altkiiltiirde elde edilmisken en diisiik kardeslenme sayis1 1. altkiiltiirde
bulunmustur. 4. altkiiltiirden sonra kardeslenme sayis1 azalmakla birlikte elde edilen
siirgiinlerin gelismesinde de zayiflama goriilmiistiir. 6. altkiiltiirden sonra kiiltiire
devam edilmemistir. 0.5 mg/l BA igeren besin ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardaki kardeslenme sayilari 3. altkiiltiirde artmis daha sonra azalma
gostermistir. En yliksek kardeslenme sayisi (5.2 adet), 3. altkiiltiirde elde edilmistir.
0.5 mg/l BA igeren besin ortamindaki eksplantlardaki kardeslenme sayisi yeterli
goriilmediginden 4. altkiiltiirden sonra uygulamaya son verilerek arastirmanin

devaminda siirgiin ¢ogaltimi i¢in 1.0 mg/l BA kullanilmstir.

In vitro calismalarda kullanilan baslangi¢ bitki pargasi eksplant olarak
adlandirilmaktadir. /n vitro ¢alismalarmin basarisinda eksplant se¢imi son derece
onemlidir. Teorik olarak biitiin bitki hiicreleri totipotenttir (Babaoglu ve ark., 2002).
Bitki hiicrelerinin bu 6zelliginden dolay1 normal sartlarda, herhangi bir bitki parcasi
in vitro ¢alismalarinda eksplant olarak kullanilabilir fakat giiniimiize kadar yapilan
calismalarda Prunus cinsine ait tiirlerde yaygin olarak; siirgiin ucu (Hammat ve
Grant, 1998; Giirel ve Giilsen, 1998; Kamali ve ark.,1999; Muna ve ark.,1999;
Gentile ve ark., 2002; Channuntapipat ve ark., 2003; Bhagwat ve Lane, 2004),
bogumlar (Muna ve ark., 1999; Ainsley ve ark., 2000; Ainsley ve ark., 2001b; Tang
ve ark., 2002; Jain ve Babbar, 2003; Pruski ve ark., 2005; Matt ve Jehle, 2005;
Espinosa ve ark., 2006; Durkovic, 2006), tohum (Jain ve Babbar, 2000), yaprak
(Hammatt ve Grant, 1998; Ainsley ve ark., 2000; Perez-Tornero ve ark., 2000;
Gentile ve ark., 2002; Tang ve ark., 2002; Bhagwat ve Lane, 2004; Matt ve Jehle,
2005; Pascual ve Marin, 2005; Espinosa ve ark., 2006), kotiledon, hipokotil ve kdk
gibi fide organlar1 (Ainsley ve ark., 2001a) kullanilmistir.

Bu calismada ise baslangic materyali olarak bogumlar, siirgiin rejenerasyonu

i¢in in vitro mikro siirgiinlerin yapraklar ve siirgiin diplerinde olusan kallus eksplant

olarak kullanilmustir.
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4.3. Yaprak Eksplantlarindan Siirgiin Rejenerasyonu

Besin ortami iizerine yapraklarin st ylizeyi ortamla temas edecek sekilde
yerlestirilen yaprak eksplantlar1 5-7. giin sonunda orijinal biiyiikliigiiniin 2 katina
ulagsmigtir. Fakat kiiltiir ortamina aktarildiktan kisa bir siire sonra yaprak eksplantlari
orta damar boyunca kivrilmistir (Sekil 4.3). Bu durumda, rejenerasyon beklenen,
yaprak eksplantlarinin kesik uglarinin kiiltlir ortamu ile temasi azalmistir. Problemin
¢Oziimiine yonelik olarak yapilan literatiir taramasi ve 6n denemeler sonunda, kiiltiir

baslangicinda uygulanan 3 haftalik karanlik peryot ve besin ortamindaki agar

miktarinin azaltilmasi ile problem ortadan kaldirilmistir.

Sekil 4.3. 0.1 mg/l BA 30 g/l sukroz ve 5.5 g/l agar igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinan ve orta
damar boyunca kivrilan yaprak eksplantlarmin kiiltiir baslangicindan 10 giin sonraki
gorinimii

Kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda meydana gelen degisiklikler Cizelge 4.4’de

verilmistir.
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Cizelge 4.4.Bitki biiyiime diizenleyicilerinin GF-677’nin yaprak eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonu iizerine etkileri

Bitki Biiyiime
Diizenleyici
(mg/l) 1. AltKiiltiir 2. Altkiiltiir 3. Altkiiltiir 4. Altkiiltiir

BA NAA
0.1 0.0 Ky En - -
0.2 0.0 Ky En - -
0.4 0.0 Ky En - -
0.1 0.1 Ko Kb Kk Kr, En
0.2 0.1 Ko Kb Kd Kr, En
0.4 0.1 Ko Kb Kd Kr, En
0.1 0.2 Ko Kb Kk Kr, En
0.2 0.2 Ko Kb Kk Kr, En
0.4 0.2 Ko Kb Kk
TDZ NAA
0.1 0.0 Ko Kd, En Kr, En -
0.2 0.0 Ko Kd, En Kr, En -
0.4 0.0 Ko Kd, En Kr, En -
0.1 0.1 Ko Kb Kk Kr, En
0.2 0.1 Ko Kd Kd, En Kr, En
0.4 0.1 Ko Kd Kd, En Kr, En
0.1 0.2 Ko Kb Kk Kr, En
0.2 0.2 Ko Kb Kk Kr, En
0.4 0.2 Ko Kb Kd, En Kr, En

Ky; Kallus olusumu yok, Ko; Kallus olusumu, Kb; Kallus biiyiimesi, Kk; Kallustan kdk olusumu,
Ks; Kallustan siirgiin olusumu, Kr; Kallus kararmasi, Kd; Kallus biiyiimesinde durgunluk, En;
Eksplantlarda nekroz olusumu

Cizelge 4.4’te goriildiigii gibi, yalniz BA iceren MS Kkiiltiir ortamlar1 harig,
diger kiiltiirlere 3 hafta karanlik uygulamasindan sonra yaprak eksplantlarinin kesik
yerlerinde kallus olusumu gozlenmigtir (Sekil 4.4B). NAA igermeyen farkl
konsantrasyonlarda BA igeren kiiltiirlerde 2. altkiiltiirde ve 3. altkiiltiirde TDZ nin
tek basina uygulandig kiiltiirlerde yaprak eksplantlarinda nekrozlar olugsmus (Sekil
4.4D), 4. altkiiltirde kalluslarda kararmalar meydana gelmistir. Kiiltiir ortamina
NAA ilave edilmesi eksplantlarda kdklenmeyi tesvik etmistir (Sekil 4.4C). Saglikli
goriinen kiltiirler de 3. altkiiltiirden sonra bozulmaya baslayarak 4. altkiiltiirde kallus
dokular1 tamamen kararmis, yaprak eksplantlarinda nekrozlar olusmustur. 4 kez

altkiiltlir yapilan yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir.
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Sekil 4.4. A; 0.4 mg/l BA, B;0.2 TDZ +0.1 NAA, C; 0.1 mg/l TDZ + 0.1
mg/l NAA igeren, D; 0.1 mg/l BA igeren Kkiiltiir otaminda
iiltiire alinan yarak eksplantlar

Prunus cinsine ait cesitlerin yaprak eksplantlarindan bitki rejenerasyonu
calismalarinda yapragin yasi, besin ortamindaki pozisyonu, yapragin kisimlari
rejenerasyon oraninda etkili bulunmustur. Pascual ve Marin, (2005)’nin Prunus
cinsine ait 3 ¢esitte yaptig1 arastirmada, yapragin yasinin rejenerasyonda fark
yaratmadigi belirtilse de, Hammatt ve Grant, (1998); Ainsley ve ark., (2000);
Gentile ve ark., (2002); Tang ve ark., (2002); Bhagwat ve Lane, (2004); Matt ve
Jehle, (2005); Epinosa ve ark., (2006)’nin yaptiklar1 ¢calismalarda geng yapraklarin
daha rejeneratif olduklar1 vurgulanmistir. Hammatt ve Grant, (1998); Ainsley ve ark.,
(2000); Tang ve ark., (2002); Bhagwat ve Lane, (2004); Pascual ve Marin (2005);
Matt ve Jehle, (2005) yaptiklar: arastirmalarda yaprak eksplantlarini, besin ortamina
alt yiizleri temas edecek sekilde yerlestirmislerdir. Perez-Tornero ve ark., (2000);
Gentile ve ark., (2002) ve Epinosa ve ark., (2006) ise eksplantlarin iist ylizii besin
ortamina temas edecek sekilde yerlestirmislerdir. Arastiricilar yaptiklar ¢alismalarda
yapragin sap tarafindaki yarisinin daha rejeneratif oldugunu ortaya koymuslardir.
Matt ve Jehle, (2005) 5 farkli kiraz cesidinde siirgiin rejenerasyonu {izerine
yirittiikleri caligmada; genotipin, eksplant tiiriiniin, besin ortaminin, BBD’lerin
konsantrasyon ve kombinasyonlarmin siirgiin rejenerasyon oranina etkileri ortaya

konmustur. Arastirma sonuglarina gore bogum arasi eksplantlarinin totipotensi
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kapasitesinin yaprak eksplantlarindan daha yiiksek oldugu vurgulanmistir. Yaprak
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu icin 2 DKW ve 2 WPM karisimi en uygun
besin ortami olarak belirlenirken, bogum arasi eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu
icin en uygun besin ortaminin QL oldugu ac¢iklanmistir. 5 farkli ¢esidin yaprak
eksplantlari, ayn1 komponentleri iceren besin ortaminda kiiltiire alindiginda sadece
bir ¢esidin yaprak eksplantlarinin %16.7 rejenerasyon gosterebildigi diger 4 ¢esidin
yaprak eksplantlarinin hi¢ silirglin rejenerasyonu gostermedigi belirtilmistir. Ainley
ve ark.,, (2000)’nin Nonpareil ve Ne Plus Ultra badem c¢esitlerinin yaprak
eksplantlarindan siirgilin rejenerasyonu ile ilgili yaptiklar ¢alismada, kiiltiir ortamina
%0.1 CH ilave edildiginde Ne Plus Ultra cesidine ait yaprak eksplantlarindan
rejenerasyon orant %19.4’ten %44.4’e yiikseldigi halde Nonpareil ¢esidine ait yaprak
eksplantlarindan rejenerasyon oranm1 degismemistir (%5.5). Gentile ve ark.,
(2002)’nin 5 farkl seftali ¢esidi ile yaptiklari arastirmada, yaprak eksplantlar1 yaprak
sap1 ile birlikte kiiltire alindiginda rejenerasyon gosterirken yaprak sapi
olmayanlarda rejenerasyon elde edilememistir. Ayni arastirmada, yaprak
eksplantlarinin  alindig1 in vitro siirglinlerin kiiltiir sartlarinin  yapraklarindan
rejenerasyon oranini etkiledigi vurgulanmistir. Perez-Tornero ve ark., (2000),
yuriittiikkleri arastirmada Helena kayisi c¢esidinin yaprak eksplantlarinin  kiiltiir
ortamina yerlestirilme seklinin siirglin rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir.
Arastirmanin sonucunda, yaprak eksplantlar1 iist ytizleri kiiltiir ortamina temas
edecek sekilde yerlestirildiklerinde yaprak eksplantlarinin daha rejeneratif olduklar

vurgulanmustir.

Prunus  cinsine ait tiirlerde yapilan bazi arastirmalarda yaprak
eksplantlarindan rejenerasyon elde edebilmek i¢in yiiksek BBD konsantrasyonlari
kullanilmistir. Ne Plus Ultra badem ¢esidinin yaprak eksplantlar1 2 mg/l IBA, 5 mg/l
TDZ ve %0.1 CH igeren AP besin ortaminda kiiltlire alindiginda %44.4 rejenerasyon
elde edilmistir (Ainsley ve ark., 2000). Sweetheart kiraz ¢esidinin yaprak eksplantlar
2 mg/l TDZ ve 0.5 IBA iceren QL besin ortaminda kiiltiire alindiginda %10
rejenerasyon elde edilmistir (Matt ve Jehle, 2005). Helena kaysi ¢esidinin yaprak
eksplantlar1 2 mg/l TDZ ve 0.5 NAA iceren QL besin ortaminda kiiltlire alindiginda

%24.3 rejenerasyon elde edilmistir (Perez-Tornero ve ark., 2000).
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Yukarida agiklanan arastirmalarin sonuglar1 da gostermistir ki; doku kiiltiirti
caligmalarinda secilen eksplantin tipi, kiiltiir ortamina yerlestirilme sekli, kiiltiir
ortaminin igerigi, besin ortaminin tiirii gibi pek ¢ok faktdr basariyr etkilemektedir.
GF-677 badem anacinin yaprak eksplantlarindan silirgiin rejenerasyonu elde
edilebilmesi i¢in, kiiltlir ortaminin igeriginin, besin ortamu tiirtiniin (MS, QL, WPM

vb.), BBD’lerin konsantrasyon ve kombinasyonlarinin denenmesi gerekmektedir.

4.4. Kallus Dokusundan Siirgiin Rejenerasyonu

Altkiiltiirle in vitro siirgiin ¢cogaltilmasi sirasinda, kiiltiire alinan siirgiinlerin

dip kisminda canli, beyaz renkli yogun kallus olusumu goézlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. In vitro siirgiinlerin dip kisminda olusan beyaz renkli, yogun,
3 haftalik kallus dokusu

Haftalik gézlemler sonucunda bu kalluslardan siirgiin rejenerasyonu oldugu
belirlenmistir ve kalluslardan bitki rejenerasyonunun daha acik sekilde goriilmesi
icin, siirglinlerin dibindeki kalluslar ayrilarak 1.0 mg/l BA iceren MS kiiltiir
ortaminda kiiltire alinmistir. Karanlik ya da aydinlik ortamda kiiltiire alinan
kalluslarda fenolik madde salgisi gozlenmistir. Kalluslarda kabaran adventif
tomurcuklar oldugu halde rejenerasyon meydana gelmemis (Sekil 4.6) ve 4. hafta

sonunda kalluslarda kararma ve hiicre 6liimleri gézlemlenmistir.
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d
Sekil 4.6. A ve B in vitro siirglinlerin dip kisminda olusan kallus dokusunun siirglinden ayrilarak
kiiltiire alinmas1 sonucunda test tiiplerinde fenolik madde birikimi, C siirgin dibinden

ayrilmadan kiiltiire alinan kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu. 3 haftalik kalluslar ve
5 haftalik in vitro siirgiinler

Fenolik salginin kesik yiizeylerden olustugu diisiiniilerek, siirgiin diplerindeki
kallus kesilmeden siirgiin ile birlikte altkiiltiire alindiginda, bu kallus dokularindan
%63.4 oraninda siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir (Sekil 4.6; Sekil 4.7).

Sekil 4.7. In vitro siirgiinlerin dip kisminda olusan kallus
dokusundan siirgiin rejenerasyonu, 2. altkiiltiir
asamasindaki in vitro siirgiin yaklasik 6 haftalik
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Kallustan siirgiin rejenerasyonu saglamak igin, siirgiin ¢ogaltma ortaminda
kiiltiire alinan siirgiinler 0.0, 0.5 veya 1.0 mg/l BA igeren MS Kkiiltiir ortamina
transfer edilerek 3’er haftalik periyotlarla iki kez altkiiltiire alinmistir. Birinci
altkiiltiirde gelisen kallustan ikinci altkiiltiirde ortalama olarak eksplant bagina 8.6
adet silirglin rejenerasyonu saglanmistir (Cizelge 4.5). Rejenere olan siirgiinler
ayrilarak silirglin uzatma ortaminda kiiltire alinmistir. Olusan yeni siirgiinlerin
kalluslardan m1 yoksa ana bitki kaynagina bagli olarak gelisen adventif siirgiinler mi
olup olmadiklarinin ortaya konmasi i¢in yeni olusan siirgiinlerin kallusla baglanti

yerlerinden enine kesitler alinarak mikroskop altinda incelenmesi gerekmektedir.

Cizelge 4.5. GF-677 hibrit anacinin kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu

Bitki Biiyiime Diizenleyici Adventif Siirgiin Sayis1 (adet)
BA (mg/l) 1. Altkiiltiir 2. Altkiiltiir Ortalama
0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 0.0 0.0 0.0
1.0 0.0 8.6 4.3

Ayni siitun tlizerinde farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak Snemlidir
(P<0.05)

4.5. Kallustan Elde Edilen Mikro Siirgiinlerin Boylarinin Uzatilmasi

Kallus dokusundan rejenerasyon sonucu elde edilerek boylarinin uzatilmasi
amaciyla 0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l konsantrasyonlarinda BA igeren MS besin ortaminda
kiiltiire alinan stirgiinlerin boylar1 kiiltiir baslangicindan 3. hafta sonunda o6l¢iilerek
belirlenmistir (Cizelge 4.6). 0.0 veya 0.1 mg/l BA iceren MS besin ortaminda kiiltiire
alinan siirglinlerin boylarindaki fark istatistiki agidan 6nemli bulunmazken, 0.5 mg/1
BA igeren besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerin boylarindaki fark istatistiksel
olarak onemli bulunmustur. Arastirmanin devaminda, mikro siirglinlerin boylarinin
uzatilmasi i¢in en uygun konsantrasyon olan 0.5 mg/l BA igeren MS besin ortami

kullanilmistir.

Cizelge 4.6. BA konsantrasyonlarimin mikro siirgiin boyuna etkisi

Bitki Biiyiime Diizenleyici Siirgiin Boyu
BA (mg/l) (mm)
0.0 17b
0.1 15b
0.5 28 a

Aynut siitun tizerinde farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir
(P<0.05)
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Bu arastirmada, kallustan elde edilen mikro siirgiinlerin boylariin uzatilmasi
ile 1ilgili yapilan denemelerde, siirgiin boylarinin uzatilmasi i¢in BA
konsantrasyonunun azaltilmasi gerektigi ortaya konmustur. Durkovic (2006), yabani
kirazlarin bogum siirgilinlerinden in vitro mikro ¢ogaltimi {izerine yiirlitmiis oldugu
arastirmada diisiik BAP konsantrasyonlar1 (0.2-0.4 mg/dm’) ile 0.01 mg/dm’ IBA
veya NAA kombinasyonunun siirgiin boyunun uzamasini tegvik ettigini belirlemistir.
Perez-Tornero ve ark. (2000) kayisida yaptiklar: arastirmada siirglin boyunu uzatmak
icin diisikk konsantrasyonda BAP (0.9 uM) ve IBA (0.2 puM) kombinasyonu

kullanmiglardir.

Yukarida belirtilen arastirma sonuglari yliriitiilmiis olan bu ¢alismanin sonug
verilerini destekler nitelikte olup in vitro siirglinlerin kdklendirme asamasindan 6nce
boylarinin  uzatilabilmesi  i¢in  arastirmada  kullanilan  sitokinin  (BA)

konsantrasyonunun azaltilmasi gerekliligi belirlenmistir.

4.6. Mikro Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Arastirmanin bu asamasinda in vitro siirglinlerin koklendirilmesinde farkli
diizeyde IBA’nin etkisi arastirilmis olup, in vitro siirgiinler, 0.05-2.0 mg/l IBA igeren
%2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastirmada IBA’nin farkl diizeylerinin in vitro
stirglinlerin koklenme oranlari tizerine etkileri istatistiksel olarak dnemli bulunmustur

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. In vitro siirgiinlerin koklendirilmesi

Bitki Biiyiime . < "
Dﬁzeanyici Koklenme orani (%) Kok (Unf Il:)llugu Ko(l;dSeigm
IBA (mg/l)

0.05 40.1c 14.0b 1.8b
0.50 72.0b 14.0b 3.2ab
1.00 84.2a 22.0a 4.7a
2.00 36.2d 12.0b 14b

Aymn siitun tizerinde farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir
(P<0.05)

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi, 1.0 mg/l IBA iceren 2 MS besin ortaminda

kiiltiire alinan mikro siirgiinlerdeki koklenme orani %84.2, 0.5 mg/l IBA igeren besin
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ortaminda kiiltiire alinan mikro siirgiinlerdeki koklenme orani ise %72.0 olarak
saptanmistir. IBA’nin en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlarini igeren besin
ortamlarinda koklendirilen siirgiinlerde koklenme oran1 9%36.2-40.1°e kadar
diismiistiir. Arastirmada koklendirme ortamina ilave edilen 0.05, 0.50 ve 2.00 mg/I
diizeylerindeki IBA’nin mikro siirgiinlerin kok uzunlugu tizerine etkileri istatistiksel
olarak onemli bulunmazken, 1.00 mg/l diizeyindeki IBA konsantrasyonunun kok
uzunluguna etkisi, diger konsantrasyonlarin kok uzunluguna etkileriyle
karsilastirildiginda  aradaki  fark istatistiksel agidan Onemli bulunmustur.
Koklendirme ortamina ilave edilen 1.00 mg/l diizeyindeki IBA’nin mikro
stirgiinlerdeki kok sayis1 lizerine etkisi istatistiksel agidan diger konsantrasyonlarin

etkileriyle karsilastirildiginda 0.05 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir.

Bagaril1 bir siirgiin rejenerasyon protokoliinden séz edebilmek i¢in elde edilen
stirgiinlerin koklendirilmesi ve basarili bir sekilde dis kosullara alistirilmasi sarttir.
Dolayisiyla bu calismada in vitro stirglinlerinden olusan kok sayisi, kok uzunlugu ve
koklenen siirglin sayilar1 birlikte degerlendirildigi zaman en uygun oksin

konsantrasyonu 1.00 mg/I IBA diizeyi olarak belirlenmistir.

Prunus cinsine ait cesitlerin in vitro siirgiinlerinin koklendirilmesinde
genellikle MS besin ortam1 ve farkli oksin konsantrasyonlart kullanilmstir.
Antonopoulou ve ark. (2005)’nin GF-677 badem anacinda yirtittiikleri aragtirmada
in vitro siirgiinler 1 mg/l IBA igeren besin ortaminda kiiltiire alindiklarinda %100
koklenme elde etmislerdir. Fotopoulos ve Sotiropoulos (2005), PR 204/84 seftali
badem melezinde yiiriittiikleri calismada farkli IBA konsantrasyonlari iceren 2 MS
veya MS besin ortaminin in vitro siirglinlerdeki koklenme oranina etkilerini
belirlemislerdir. 1.0 mg/l IBA igeren MS kiiltiir ortaminda veya 0.5 mg/l IBA igeren
%2 MS besin ortaminda kiiltiire alinan mikro siirgiinlerde %100 koklenme elde
edilmistir. Durkovic (2006), yaptig1 ¢alismada kirazda bogum eksplantlarindan elde
ettigi in vitro siirgiinleri 0.3 mg/dm’ IBA igeren %4 MS besin ortaminda kiiltiire alarak
%73.3 koklenme elde etmistir. Osterc ve ark. (2004) nin kirazda yaptig1 calismada in
vitro stirgiinler 1 mg/l IBA igeren 2 MS besin ortaminda kiiltiire alindiginda %75-

100 koklenme orani elde edilmistir.
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4.7. Koklii Bitkiciklerin Dis Kosullara Ahstirilmasi

In vitro kosullarda elde edilen koklii bitkicikler dis kosullara alistirilmak igin
icerisinde 3 farkli ortam bulanan plastik kaplara transfer edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. A; Img/l IBA iceren %2 MS besin ortaminda koklendirilen in vitro
siirglin, B; dis kosullara alistirillmis in vitro GF-677 bitkisi. 3
haftalik bitki (sol), 8 haftalik bitki (sag)

8. hafta sonunda bitkiciklerin canlilik oranlari belirlenmistir. 1:1 oraninda
torf:perlit iceren ortama transfer edilen bitkiciklerdeki canlilik oran1 %66.4
bulunurken, yalnizca perlit igeren ortamdaki bitkiciklerin canlilik orani %58.0,
sadece torf igeren ortamdaki bitkiciklerin canlilik oram1 %26.5 olarak bulunmustur

(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Koklii bitkiciklerin dig kosullara aligtirilmast

Ortamlar
Perlit Torf Torf:Perlit (1:1)
Canlilik oranlar (%) 58.0b 26.5¢ 66.4a

Ayni siitun iizerinde farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak Onemlidir
(P<0.05)

8. haftanin sonunda daha biiyiik saksilara aktarildiginda, torf:perlit iceren

ortamda yetistirilen bitkiciklerin adaptasyonu daha hizli olmus, bitkicikler kisa
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siirede biiyiime ve gelismelerine devam etmistir (Sekil 4.9). Sadece perlit ortamina

transfer edilen bitkiciklerin yaprak renklerinde agilma gozlenmistir.

-
]
-
-
-
L |
-

Sekil 4.9. Torf:perlit (1:1) iceren ortama transfer edilerek iklim odasinda biiyiitillen 12 haftalik
bitkicikler

Torf ortamina aktarilan bitkiciklerin canlilik oraninin diisiikk olmasinin
sebeplerinden birisi, koklerin dikim sirasinda zararlanmis olabilecegindendir.
Bundan dolayidir ki dikim sirasinda koklerin zararlanmasini 6nlemek igin
bitkiciklerin kokleri ortalama olarak 15 mm’yi ge¢meden alistirma ortamina
aktarilmalidir. Yine bu aragtirma ciktisina paralel olarak Muna ve ark. (1999)’nin
Maxma-14 kiraz ¢esidinde yiiriittiikkleri calismada bitkiciklerin koklendikten kisa bir

siire sonra saksilara aktarildiginda, dis kosullara daha kolay alistiklar1 vurgulanmistir.

In vitro calismalarda elde edilen koklii bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi
asamasinda en Onemli nokta su kaybini Onlemektir. Perlit ortamina aktarilan
bitkiciklerin canlilik oranlarindaki disiikliigiin baslica sebebi olarak su ve besin

maddesi yetersizliginin oldugu varsayilmaktadir. /n vitro bitkicikler dis kosullara
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alistirilirken nem orami yiiksek olan iklim odalarinda tutulup asamali olarak nem

oraninin azaltilmasi da gerekmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada, iilkemiz genelinde ve oOzellikle kire¢ kapsami yiiksek
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nin topraklarma iyi adapte olmus GF-677 hibrit
anacinin yaprak eksplantlarindan ve kallustan adventif siirgiin rejenerasyonu elde
edilmesi iizerine degisik BBD ve bunlarin konsantrasyonlarmin etkileri

arastirilmustir.

Arastirma kapsaminda yapilan denemeler 7 ana baglik altinda 6zetlenebilir:
1. Bitki materyalinin yiizeysel sterilizasyonu,
2. Bogum eksplantlarinin baslangi¢ ortaminda kiiltiire alinmasi ve siirgiin
cogaltimi,
Yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasi,
Siirgiin diplerinde kallus olusumunun tesvik edilmesi,
Mikro siirgiinlerin boylarinin uzamasinin saglanmasi,

Mikro siirgilinlerin koklendirilmesi,

NS kAW

Koklii bitkiciklerin dis kosullara aligtirilmast.

Kiiltiir baglangi¢ materyali olarak GF-677 hibrit anacinin yesil siirgiinlerinin
bogum eksplantlar1 kullanilmistir. Bogum eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyonu
%8’lik NaOCl ile yapildiktan sonra eksplantlar, 1 mg/l BA iceren MS besin
ortaminda 3 haftalik periyotlarla altkiiltiire alinarak, arastirma icin gerekli olan in
vitro siirgiinler elde edilmistir. /n vitro siirgiinlerin geng yapraklar1 adventif siirgiin
rejenerasyonu elde etmek amaciyla, degisik BBD ve bunlarin konsantrasyonlarini
iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmus fakat slirglin  rejenerasyonu

saglanamamustir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. Denemenin agsamalari

Denemenin Asamalari En iyi sonu¢larin alindig kiiltiir ortamlari

1. Bitkisel materyalin %70’lik etil alkol i¢inde 1 dk. daha sonra

yiizeysel sterilisasyonu %8’lik NaOCl igerisinde 15 dakika bekletilmistir.

2. Bogum eksplantlarinin 30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar, 1 mg/l BA igeren MS
baslangi¢ ortaminda kiiltiire

alinmasi

3.Yaprak eksplantlarinin Yaprak eksplantlarindan  siirgiin  rejenerasyonu
kiiltiire alinmas1 saglanamamustir.

4. Siirgiin diplerinde kallus 30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar, 1 mg/l BA igeren MS

olusumunun tesvik edilmesi

5. Mikro siirgiinlerin 30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar, 0.5 mg/l BA igeren MS
boylarinin uzamasinin

saglanmasi

6. Mikro stirgiinlerin 30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar, 1 mg/l IBA igeren /2 MS
koklendirilmesi

7. Koklii bitkiciklerin dis 1:1 oraninda perlit:torf karigimi

kosullara alistirilmasi

Siirgiin diplerinde olusan kallus dokusu siirglinden ayrilarak kiiltiire alindiginda
fenolik madde salgilamis ve eksplantlar kisa siirede kararmistir. Fenolik bilesiklerin
kesik yiizeylerden salgilandig1 varsayilarak, siirgiin diplerinde olusan kalluslar
kesilmeden siirgiin ile birlikte 1 mg/l BA i¢eren MS ortaminda altkiiltiire alindiginda
%63.4 oraninda siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Olusan yeni siirgilinlerin
kalluslardan m1 yoksa ana bitki kaynagina bagli olarak gelisen adventif siirgiinler mi
olup olmadiklarinin ortaya konmasi i¢in yeni olusan siirglinlerin kallusla baglanti
yerlerinden enine kesitler alinarak mikroskop altinda incelenmesi gerekmektedir.
Elde edilen siirgiinler 0.5 mg/l BA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinarak
boylarinin uzamasi saglandiktan sonra 1 mg/l IBA iceren 2 MS besin ortaminda
kiiltiire alindiginda %84.2 oraninda kdklenme elde edilmistir. Koklii bitkicikler 1:1
oraninda torfiperlit iceren ortama transfer edilerek dis kosullara alistirildiginda

bitkiciklerdeki canlilik oran1 %66.4 olmustur.
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Bitki doku kiiltiirii caligmalarinda basar1 elde edebilmek icin, eksplant se¢imi,
BBD konsantrasyon ve kombinasyonlarinin belirlenmesi, besin ortamlarinin se¢im
cok Onemlidir. Yapilan calismalar sonucunda, her tiir ve ¢esidin doku kiiltiiri
tekniklerine gosterdigi tepkilerin farkli oldugu goriilmiistiir. Eksplantin yasi, dondr
bitkinin fizyolojik durumu, eksplant kaynagi gibi faktorler rejenerasyon oranini
ekilemektedir. Kiiltlir besin ortaminin tiirii, bilesenleri, optimum kiiltiir sartlar1 her

bir genotip icin farklilik géstermektedir.

Glinlimiize kadar Prunus spp. tiirlerine ait cesitlerde birgok arastirma
yapilmasina ragmen, bu c¢alisma GF-677 hibrit anacinin yaprak eksplantlarindan
rejenerasyon elde edilmesine yonelik smirli sayidaki calismalardan birisidir. Bu
nedenle ¢alismada karsilagilan en biiyiik zorluk bu genotipe ait daha dnce belirlenmis
bir rejenerasyon protokolu olmayisindan dolayi, arastirmada BBD konsantrasyon ve
kombinasyonlarini belirlemeye c¢alisirken, in vitro ¢alismalarinda 6nemli olan igsel
ve digsal etmenlerin herbirisi arastirilmasi gereken bir faktor olarak karsimiza
cikmaktadir. Dolayisiyla yaprak eksplantlarindan bitki rejenerasyonu caligmasinin
tamamlanabilmesi i¢in farkli ortamlar, 151k yogunluklari, yaprak eksplantlarinin alt
veya st ylizlerinin besin ortamina temas etmesi vb. faktorler denenebilir. Prunus
cinsine ait tiirlerde yapilan bazi aragtirmalarda yaprak eksplantlarindan rejenerasyon
elde edebilmek icin yiiksek konsantrasyonlarda BBD kullanilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan BBD konsantrasyonlar1 yayinlanmig bilimsel arastirmalarda kullanilan
konsantrasyonlara gore diisiik kaldig1 icin siirgiin rejenerasyonu elde edilememis

olabilir.

Diger yandan bu ¢alismada GF-677 hibrit anacinin in vitro kosullarda kallustan
siirglin rejenerasyonu i¢in etkin bir protokol olusturulmustur. GF-677 hibrit anaci
iizerinde biyoteknolojik ¢aligmalarin yiiriitiilmesi icin gerekli olan ilk asama
sonuglandirilarak bu anagla 1ilgili olarak gelecekte yapilacak in vitro ve

biyoteknolojik arastirmalar icin yararlanilabilecek bir c¢alisma olabilecektir
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OZET

Bu arastirma, 2006-2007 yillar1 arasinda HR.U. Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alisma ile, bademe anag¢ olarak kullanilan GF-
677 nin in vitro rejenerasyonunu miimkiin kilacak tam bir protokol olusturulmustur.
Aktif biiyiime doneminde olan 2 yasindaki agaglardan o yilin siirgiinleri alinarak
yapraklar1 temizlenmistir. Birer bogumdan olusan dal pargalart %70’lik ethanol
icinde 1 dk. tutulduktan sonra %@8’lik ticari ¢amasir suyuyla 15 dakika sterilize
edilip, 5’er dakika siireyle steril saf su ile 4 kez durulanmistir. Hazirlanan besin
ortami, pH’1 5.6’ya ayarlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyonu tamamlanan bogum eksplantlari, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg/l BA i¢eren MS

besin ortaminda kiiltiire alinmustir.

Bogum eksplantlarinin siirmesi ve kardeslenmesi bakimindan en iyi sonug 1.0
mg/l BA igeren MS besin ortaminda alinmistir. 0.5 veya 2.0 mg/l BA igeren besin

ortamlarinda kiiltiire alinan bogum eksplantlarindaki stirme 7-10 giin gecikmistir.

In vitro’da elde edilen siirglinlerin tam agilmis geng¢ yapraklart alinarak
iizerlerinde kesikler yapildiktan sonra 30 ml MS besin ortami i¢ceren 9 cm ¢apindaki
petri kutularina (iist yiizleri besin ortamina temas edecek sekilde) yerlestirilmistir.
MS besin ortamina TDZ ve BA tek basina yada NAA ile kombinasyon halinde ilave
edilmigstir. 3 hafta karanlik ortamda kiiltiire alinan eksplantlar daha sonra 16 saat
fotoperyota tabii tutularak 3 haftada bir taze ortamda altkiiltiire alinmistir. 3 hafta
karanlik ortamda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda kallus olusumu gozlenmistir.
4 kez altkiiltire alman yaprak eksplantlarinda siirgiin  rejenerasyonu

gerceklesmemistir.
1 mg/l BA igeren MS besin ortaminda kiiltlire alinan siirgiinlerin dibinde beyaz

yogun bir kallus dokusu olusmus ve bu kallus dokusundan adventif siirgiin

rejenerasyonu gergeklesmistir. Rejenere olan siirgiinler ayrilarak 0.0, 0.1 veya 0.5
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mg/l BA, 30 g/l sukroz, 5.5 g/l agar igeren siirglin uzatma ortaminda kiiltlire

alinmiglardir. En iyi sonug 0.5 mg/l BA igeren besin ortaminda alinmistir.

Uzatilan in vitro siirgiinler koklendirilmek i¢in 0.05, 0.5, 1.0 veya 2.0 mg/l IBA
iceren 2 MS besin ortamina aktarilmistir. 1.0 mg/l IBA igeren 2 MS besin
ortamindaki stirgiinlerin %84.2’si koklenmistir. Koklenen bitkicikler basari ile dis

kosullara alistirilarak %66.4 oraninda canli bitki elde edilmistir.
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SUMMARY

This research was carried out in Biotechnology laboratory of HR.U. Faculty of
Agriculture during 2006-2007. In this research, a complete regeneration protocol was
developed for GF-677, an important rootstock for almond and peach. Nodal sections
(2 cm in length) of softwood cuttings from actively growing 2-year old trees were
excised and surface disinfected in 70% (v/v) ethanol for 1 min., then in 8% (v/v)
commercial bleach (9%0.525 NaOCI) for 15 min., followed by four rinses (5 min.
each) in sterile, dH,O.

Following sterilization, nodal explants were cultured on MS medium
supplemented with 0.5, 1.0 or 2.0 mg/l of BA. The highest rate of adventitious shoot
initiation and multiplication was recorded at concentration of 1 mg/l BA. Higher or
lower concentrations of BA than 1 mg/l delayed the time of shoot initiation for 7 to

10 days.

The young expanding leaf explants from in vitro shoots were excised, wounded
and firmly placed abaxial side up in 9 cm diameter petri dishes containing 30 ml MS
medium supplemented with TDZ or BA alone, or in combination with NAA.
Explants cultured for 3 weeks in the dark and then transferred to a 16-8 hour (light-
dark) photoperiod. Callus formation has occurred on the leaf explants within 3 weeks
in the dark. The explants were subcultured to the fresh media at 3-week intervals.
After 4 subcultures, no regeneration was observed on the calli derived from the leaf

explants.

Callus formation was induced at the bases of shoots on MS medium
supplemented with 1 mg/l BA and the adventitious shoots differentiated from these
calli. Regenerated shoots from calli were scored, excised, and transferred to

elongation medium supplemented with 0.0, 0.1, or 0.5 mg/l BA. MS medium
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Supplemented with 0.5 mg/l BA, 30 g/l sucrose, and 5.5 g/l agar provided the

best shoot elongation.

Elongated shoots were cultured on 2 MS medium supplemented with 0.05, 0.5, 1.0
or 2.0 mg/l IBA for rooting. On 2 MS medium containing 1.0 mg/l IBA, a maximum
rooting efficiency of up to 84.2% was obtained. Rooted plantlets were successfully
acclimatized and transferred to potting mix with 66.4% survival.
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