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OZET

2-IZOPENTILADENIN ve ZEATIN’IN VACCINIUM CORYMBOSUM L."UN
BAZI KULTIVARLARINDA SURGUN REJENERASYONUNA ETKISi

Bu ¢alismada, bazi vaccinium corybosum |I. kiiltivarlarinin (Bluecrop, Chandler.
Patriot, Toro)’nin in vitro kosullarda siirgiin boyu ve stirgiin sayisi lizerine ¢esitli bitki
bliylime diizenleyicilerinin etkisi arastirilmistir. Eksplant kaynagi olarak kullanilan
lateral tomurcuklarin bulundugu nod (bogum) eksplantlarinin 30 dk musluk suyu
altinda yikanmasiyla yapilan 6n sterilizasyon isleminin ardindan %70’lik etil alkol ve
%0,75’lik ticari sodyum hipoklorit (%10 NaOCI igeren) ile farkli siirelerde yiizey
sterilizasyon iglemi gerceklestirilmistir. Nod (bogum) eksplantlart farkli
konsantrasyonlarda 2-izopentiladenin (2-IP) ve zeatin (ZEA) igeren Woody Plant
Medium (WPM) ortaminda siirgiin rejenerasyonu igin kiiltiire alinmistir. ~ Siirgiin
rejenerasyonundan sonra siirgiin ¢ogaltimi igin ise farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri 2-izopentiladenin (2-iP) ve zeatin
iceren WPM ortaminda ve 2442 °C’de 16 saat aydinlik /8 saat karanlik olan
periyotlardaki kiiltir odasina alimmustir. Belirli araliklarla siirgiin - olusumu
gbzlemlenmis olup siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayis1 kaydedilmistir. Veriler varyans
analizi (ANOVA) ne tabi tutulmustur. Kontrole gore en yiiksek siirgiin sayis1 52,60 +
6,18b Chandler kiiltivarinda 5 mg L-1 2-IP iceren WPM ortaminda, kontrole gdre en
yiiksek siirgiin boyu 55,78 + 3,41b Toro kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin iceren WPM

ortaminda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vaccinium corymbosum L., siirgiin rejenerasyonu, in vitro,

Bluecrop, Chandler, Patriot, Toro, Maviyemis



SUMMARY

2- EFFECT OF ISOPENTHYLADENINE AND ZEATIN ON SHOOT
REGENERATION IN SOME CULTIVARIES OF VACCINUM CORYMBOSUM L.

In this study, the effects of various plant growth regulators on shoot length and shoot
number of some Vaccinium corymbosum L. sub-species (Bluecrop, Chandler. Patriot,
Toro) were investigated in vitro. After the pre-sterilization process by washing the
node explants with lateral buds used as explant source under tap water for 30 minutes,
surface sterilization at different times with 70% ethyl alcohol and 0.75% commercial
sodium hypochlorite (containing 10% NaOCI) operation has been performed. Node
explants were cultured for shoot regeneration in Woody Plant Medium (WPM)
medium containing different concentrations of 2-isopentyladenine (2-iP) and zeatin
(ZEA). After shoot regeneration, for shoot propagation, they were taken in WPM
medium containing plant growth regulators 2-isopentladenine (2-IP) and zeatin in
different concentrations and combinations, and in a culture room with 16 hours light /
8 hours dark at 2442 °C. Shoot formation was observed at certain intervals and shoot
length and shoot number were recorded. The data were subjected to analysis of
variance (ANOVA). The highest shoot number compared to the control was 52.60 =
6.18b in the Chandler cultivar in WPM medium containing 5 mg L-1 2-IP. The highest
shoot length compared to the control was obtained 55.78 + 3.41b in the Toro cultivar

in WPM medium containing 1 mg L-1 Zeatin.

Keywords: Vaccinium corymbosum L.; shoot regeneration; in vitro; Bluecrop,

Chandler, Patriot, Toro, Blueberry
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1 GIRIS

1.1  Genel Bilgiler

Ericaceae familyasina ait olan maviyemis (Vaccinium corymbosum L.), Kuzey
Amerika'ya 6zgili ¢ok yillik, yaprak dokmeyen veya doken, kiiciik meyveli bir ¢ali
turidir (Winnifrith 1962).

Yerel halk tarafindan farkli isimlerle adlandirilan yabani Vaccinium’larin kiiltiire
alan kiiltivarlar1 “blueberry” olarak bilinmektedir. Meyveleri mavi renkte oldugu
icin bu bitki Prof. Dr. Hiiseyin CELIK tarafindan “MAVIYEMIS” olarak
adlandirilmigtir. Diinyada yetistirilmesi popliler bir meyve olan maviyemis
yetistiriciligi 2000’11 yillarda Osman Nuri YILDIZ 1n getirdigi ilk maviyemis fidanlari
ile Rize’de Dog. Dr. Hiiseyin CELIK tarafindan baslatilarak iilkemizde de yaygin bir
hale gelmeye baslamistir (Celik ve Agaoglu 2013). Yore halki tarafindan “likapa,

ligarba, lifor, motsvi, ay1 {izlimii, ¢oban tiziimii”” olarak da adlandirilir (Acar, 2019).

Tiirkiye’ye 2000’11 yillarin  baslarinda getirilen maviyemis kiiltiire alinma
calismalarma olumlu yamit vermistir. ilk asamada Marmara Bélgesi'nde kiiltiire
alinma ¢alismalarina yanit vermeyen maviyemis Karadeniz Bolgesi’nde yapilan
deneme c¢aligmalarina olumlu yanit vermistir (Balik¢i, 2018). Bu ¢alismalarin
sonucunda Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Samsun, Sinop, Zonguldak, Istanbul
ve Bursa’da yer alan asitli topraklarin degerlendirilmesi ile iilkemiz maviyemis

tiretiminde s6z sahibi 6nemli bir iilke konumuna gelmistir (URL-1).

Maviyemis, Ericaceae veya Heath ailesinin, Vaccinium cinsi, Cyanococcus alt
cinsinin {yeleridir. Cins ¢ok cesitlidir, 150 ila 450 tiir igerir, cogunlukla tropik
bolgelerde yiiksek rakimlarda yetisir, ancak ayn1 zamanda 1liman ve kuzey bolgelerde

de yetisebilmektedir (Celik, 2009).
Vaccinium tiirlerinin sistematigi,
Alem : Plantae

Alt alem : Tracheobionta



Boliim : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliophyta

Alt simif : Dilleniidae

Takim : Ericales

Familya : Ericaceae

Cins : Vaccinium

Tiir : Vaccinium corymbosum L.

Bilinen maviyemis gruplari sunlardir (Qiu ve ark. 2018).
1) Kuzey orjinli yiiksek boylu maviyemis (Vaccinium corymbosum L.)
2) Giiney orjinli yiiksek boylu V. corymbosum, Vaccinium darrowii Camp,

3) Algak boylu (Vaccinium angustifolium Ait., Vaccinium myrtilloides Michx., ve

Vaccinium boreale Hall ve Aald.)
4) Yiiksek ve al¢ak boylu arasinda kiiltiirlenen formlar
5) Tavsan gozii (Vaccinium virgatum Ait.)

Maviyemis meyve verimi; liretim bdlgesine, ¢esidine baghidir ve haziran aymnin
sonundan eyliil aymin baslarina kadar hasat siiresi devam etmektedir. Bu siire boyunca
farkli yetistirme kosullari meyve verimini Onemli Olgiide etkileyebilmektedir.
Maviyemis bitkisinin fenolik bilesimi, topragin besin degeri, su mevcudiyeti, glindiiz-
gece sicakliklart arasindaki fark, giines 1s18inin siiresi, yogunlugu vb. gibi durumlar
biiylime ortamindan ve iklim kosullarindan etkilenmektedir (Howard ve ark., 2003;
Uleberg ve ark., 2012; Zoratti ve ark., 2015a, 2015b). Bunun yaninda, genetik faktorler
ve olgunluk asamasi, meyvedeki metabolitlerin seviyesini Onemli Olgiide

belirlemektedir (Celik, 2009).

Maviyemis bitkisinin toprak iistii kisimlarini dipten ¢ikan siirglinler, odunsu cali

seklindeki siirgiinlerden ¢ikan yesil siirglinler olugturmaktadir. Siirgiinler uzun sirik
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seklinde ve yaklasik olarak 15-20 yil yasayabilir. Yiiksek boylu tiirleri 120-130 cm’ye
kadar boylanabilir. Bitki ince ve lifli kok yapisina sahiptir. Kokler 180 cm’ye kadar
yayilip, 90 cm’ye kadar uzayabilir. Maviyemis bitkisinin daha diisiik sogutma
gereksinimi ve c¢igceklenmeden olgunluga kadar olan siire¢ 3-4 haftaya kadar
stirmektedir (URL-2). Tam gelisim igin hafif asitli topraklar gereklidir. Sadece
meyvesi i¢in degil ayn1 zamanda orman zeminini erozyondan korudugu ve humus
olusumuna katkida bulundugu icin ekolojik agidan tireticiler tarafindan ilgi ¢ekici bir

bitki tiirii olma 6zelligine sahiptir (Balik¢1, 2018).

Ulkemizde iiretilen maviyemis kiiltivarlarmin pH’1 4.5-5.0 degerleri arasinda olan
topraklarda uygun olarak yetisebilmektedir. pH 4.6-6.2 degeri yiiksek olan topraklarda
ise uygun yetisme degeri pH 4.5-5.0 degeri arasina indirgenerek maviyemis
tiretiminin de ekonomik olarak yapildig1 goriilmektedir. pH 4.5-5.0 degerlerinden alt
ve yiiksek degerlere sahip olan alanlarda maviyemis tiretiminin ekonomik agidan

uygun olmadig: tespit edilmistir (Celik, 2019).
Maviyemisin kiiltivarlari;

Bluecrop: Kuvvetli gelisen, dik biiyiiyen ¢alilar1 yayvan ve ¢ok verimlidir. Meyve
taneleri ¢ok iri, agik mavi renkte, tadi hafif aromatiktir. Bol meyve verdigi i¢in diizenli
budama gerektirir (Sekil 1; Celik, 2008Db).



Sekil 1. Vacccinium corymbosum L. Bluecrop, (al) genel goriiniim, (a2) meyve
goriiniimii (URL-3).

Chandler: Orta gecig¢i bir gesittir. Meyveleri irice orta biiyiikliikte olup, orta derecede
renge ve uzun olgunluk sezonuna sahiptir (Sekil 2; Celik, 2008b).

Sekil 2. Vacccinium corymbosum L. Chandler, (bl) genel goriiniim, (b2) meyve
goriiniimii (URL-4).



Patriot: Kuvvetli gelisme gosteren ¢alilart dik ve agik biiylime gosterir. Cok verimli
bir gesittir. Meyve salkimi sik olup taneleri ¢ok iridir. Meyveler orta-mavi renktedir.
Soguk havalara kars1 direnglidir (Sekil 3; Celik, 2008Db).

Sekil 3. Vacccinium corymbosum L. Patriot, (cl) genel goriinim, (c2) meyve
goriiniimii (URL-5).

Toro: Dik ve kuvvetli gelisme gosteren calilara sahiptir. Meyve taneleri orta irilikte,
acik mavi renktedir. Soguklara kars1 direnglidir (Sekil 4; Celik, 2008b).



Sekil 4. Vacccinium corymbosum L. Toro, (d1) genel goriiniim, (d2) meyve goriniimii
(URL-6).

Yiiksek boylu maviyemis (Vaccinium corymbosum L.), cinsinin en yaygin olarak

yetistirilen, ticari olarak Onemli ve biyolojik olarak degerli tiirler arasinda yer

almaktadir (Howell, A. B., 2008). Maviyemisin yliksek besin degeri ve giiclii

antioksidan ozelliklerinden dolay:r saglik acisindn diinya ¢apinda hem yetistiriciler

hem de tiiketiciler arasinda iiretimine olan ilgi artmaktadir (Gajdosova ve ark. 2006).

Maviyemisin i¢inde bulunan fenolik bilesiklerin 6nemli bir grubu olan antosiyaninler,
oksidatif hasara kars1 koruma, karaciger hasarinin azaltilmasi, anti-inflamatuar aktivite
gibi ¢ok cesitli 6zellikleriyle insan viicudunu tedavi etmektedir. Viicuttaki hiicrelerin
yenilenmesi sayesinde derideki kirisiklar1 giderme 6zelligine de sahiptir. Tibbi ve
ekonomik Ozelliklerinden dolay1r gida ve ilag sektoriinde talep artisini beraberinde
getirmektedir. (Howell, 2008; Li ve ark. 2013; Sarkar ve ark. 2014; Jiang ve ark.
2016).

Maviyemis meyvesinin kullanim alanlari; Meyve suyu ve ilag endiistrisinde, siit
driinleri endiistrisinde, taze ve kuru meyve endiistrisinde, marmelat ve konserve
endiistrisinde kullanilmaktadir (URL-1).



Maviyemis te vejatatif cogaltim ¢ok basarili olmamakla birlikte, mevsimsel ¢cogaltimi
da ¢ok kisa siirmektedir. Uretimin uzun zaman almasi ve homojen bir iiretim elde
etmeye de pek imkan vermemektedir. Doku kiiltiirii ¢ogaltim teknikleri kullanilarak
etkili bitki liretimi, ana bitki ile genetik olarak 6zdes olan viriissiiz bitkilerin {iretimi
icin kullanilabilir ve ayn1 zamanda genetik c¢esitliligin uyarilmasina da izin verir

(George 1993; Marcotrigiano ve ark. 1996).

Yiiksek kaliteli bitkilerin tiretiminin artirilabilmesi igin, modern ¢ogaltim tekniklerinin
gelistirilmesinin gerekli oldugu gorilmistiir. Maviyemisler de genel olarak basarili
olmasma ragmen, yumusak aga¢ ve sert aga¢ kesimleri ile geleneksel vejetatif
¢ogaltma yontemleri yavastir. Genotip, stok bitki yasi ve bliylime mevsimler arasinda
degiskenlik gostermektedir. Ayrica, geleneksel cogaltma yoOntemleri, iiretilen
propagiillerin sayis1 ve saglikli patojen icermeyen dikim materyali iiretim agisindan
verimli olmadig1 goriilmistiir. Bu sinirlamalar, in vitro tekniklerin uygulanmasiyla
asilabilir. Ayrica, doku kiiltiirii ile ¢ogaltilan maviyemis, yumusak agagtan, tek
diigiimli geleneksel olarak ¢ogaltilan bitkilere kiyasla daha fazla bitki yayilimina ve
sonug olarak da daha yiiksek verime sahip oldugu goriilmektedir (El-Shiekh ve ark.
1996).

Doku kiiltiirti ile maviyemis bitkilerinin gelismis vejetatif biiyiimenin, erken meyve
tiretimi i¢in bahgeler kurularak, yetistiriciler i¢in de faydali olabilecek ve boylece daha
iyi bir yatirnm getirisi elde edilebilecektir. Bitkilerin in vitro ¢ogaltimi igin mevcut
yontemler, biiyiik Ol¢iide geleneksel ¢ogaltimin gelistirilmis olanlarinin birer
uzantisidir. In vitro tekniklerin geleneksel yontemlere gore cesitli avantajlar1 vardir:
Kiiltiirler ¢ok kiiclik bitki parcalariyla (eksplantlar) baslatilir ve daha sonra kiiciik
stirgiinler veya embriyolar ¢ogaltilir dolayisiyla in vitro yontemleri tanimlamak igin
'mikro ¢ogaltim' teknikleri kullanilir. Bitkileri korumak veya sayilarini biiyiik dl¢iide
artirmak i¢in yalnizca az miktarda alan gerekir. Cogaltim, ideal olarak aseptik
kosullarda gerceklestirilir. Kiiltiirler ¢ogaltima baglatildiginda, hastalik nedeniyle
herhangi bir kayip olmamalidir ve nihai olarak iiretilen bitkilerin ideal olarak bakteri,
mantar ve diger mikroorganizmalardan arindirilmis olmalidirlar (George ve ark.
2007).



Bitkileri belirli viriis hastaliklarindan arindirmak i¢in ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Bu tekniklerin kullanilmasi kosuluyla veya kiiltiirleri virtislerden arindirilmig materyal
kullanildiginda, viriisten ari sertifikali bitkiler ¢ok sayida iiretilebilir. Bitki biiyiime
diizenleyici miktari, 151k ve sicaklik gibi vejetatif rejenerasyonu etkileyen faktorlerin
daha esnek bir sekilde ayarlanmasi miimkiindiir. Bu nedenle yayilma hizi, makro
cogaltimdakinden ¢ok daha fazladir ve belirli bir zamanda ¢ok daha fazla bitki
uretilebilir. Bu, yeni secilen ¢esitlerin hizli ve yaygin bir sekilde kullanima
sunulmasim1 ve kisa siirede ¢ok sayida bitkinin {iretilmesini saglayabilir. Teknik,
yiiksek hacimli iiretimin gerekli oldugu durumlarda ¢ok uygundur. Boylece vejetatif
olarak ¢ogaltilmas1 yavas ve zor (hatta imkansiz) olan bazi bitki tiirlerinin klonlarim
tiretmek miimkiin olabilir. Uretim tiim y1l boyunca devam ettirilebilir ve mevsimsel
degisikliklerden de bagimsizdir. Bitkisel olarak ¢ogaltilan materyal genellikle uzun
stireler boyunca saklanabilir. Cogaltim ve stok tesislerinin bakimi i¢in daha az enerji
ve alan gerekir. Sulama, ayiklama, ilaglama vb. i¢in herhangi bir is¢ilik veya malzeme
gereksinimi azdir. Mikro ¢ogaltim, geleneksel ¢ogaltma yontemlerinden daha diisiik
maliyetli oldugundan dolay1 daha avantajlidir (George ve ark. 2007).

In vitro yontemlerin baslica dezavantajlari;

Basarili calismalar yapabilmek i¢in alaninda uzmanlasmis ve teknik donanimli
bireylere ihtiyag vardir. Her tiir ve ¢esitten optimum sonuglar elde etmek i¢in oldukca
spesifik yontemler gerekli olabilir ve mevcut yontemler yogun emek gerektirdiginden,

caligmalarin maliyeti oldukga yiiksek olabilmektedir (George ve ark. 2007).

In vitro ortamda hayatta kalabilmek icin eksplantlar ve kiiltiirler siikroz veya baska bir
karbon kaynagi iceren bir ortamda biiyiitiilmelidir. Bu kiiltiirlerden iiretilen bitkiler
baslangicta fotosentez yoluyla kendi organik madde gereksinimlerini iiretemezler yani
ototrofik degildirler ve bagimsiz biiyiimeden dnce bir gec¢is doneminden gegmeleri
gerekir (Kozai ve Smith 1995). Yiiksek bagil nemde cam veya plastik kaplarda
biiyiidiiklerinden geng fideler dis ortamdaki su kaybina kars1 daha duyarlidirlar. Bu
nedenle gecis donemini saglikli sekilde tamamlayabilmeleri i¢in yavas yavas azalan
nemin ve artan 1518in oldugu bir atmosferde sertlestirilmeleri gerekebilir (George ve

ark. 2007).



1.2  Literatiir Calismasi

Maviyemis bitkisinin {iretimi diinyada yaygin oldugu gibi iilkemizde de hem g¢elikle

tiretim hem mikrogogaltim yontemleri ile ¢ogaltim yaygin olarak yapilmaktadir.

Turna ve ark. (2013), ¢elikle maviyemis koklendirme ¢alismalar1 yapmis en iyi sonucu
1000 ppm ve 5000 ppm IBA uygulamasindan elde etmislerdir. En yiiksek koklenme

yiizdesini % 38 ile perlit ortamindan elde etmislerdir.

Maviyemisin ¢elikle iiretiminin yapildigir baska bir calismada ise farkli hormonlar
denenerek celikle liretimin verimi aragtirllmigtir. Caligmanin sonunda kdklenme igin

en etkili ortamin 500 ppm IBA (% 51,2) oldugu bulunmustur (Akbulut, 2015).

Maviyemis bitkisinde kdklendirme ¢aligsmalar1 yapilmis temmuz ayinda alinan mikro
celiklerin agustos ayinda alinan mikro celiklerden koklenme olarak daha verimli

oldugu goriilmiistiir (Celik, 2017).

Mikrogogaltim yontemleri kullanilarak maviyemis {iretimi son yillarda artarak devam

etmektedir. Yapilan calismalardan bazilar1 sdyledir;

Ruzi¢ ve ark. (2012), farkli ortam ve farkli hormonlar deneyerek doku kiiltiirii ile
Blueberry (Vaccinium corymbosum L.) ¢ogaltimi ¢alismalar1 yapmistir. Bu yapilan
calismalar ile 0,5 mg L-1 zeatin igeren MS ve AN besiyeri ortamlari denenmis bu
ortamlardan zeatin iceren AN ortaminin blueberry ¢ogaltiminda daha etkili oldugu

gorilmiistiir.

Takuya ve ark. (2008), (MS), (WPM), MS ve WPM (MW) karisimi igeren farkli besin
ortamlarinda denemeler yapmis en etkili blueberry cogaltim ortaminin MS ve WPM
(MW) karisimi iceren ortamlarda oldugunu bulmustur.

Vescan ve ark. (2012), WPM besin ortaminda 2-IP, Zeatin ve BAP hormonlarin
birlikte denemis ve maviyemis ¢cogaltiminda en etkili ortamm WPM 2 mg L-1 zeatin

ve 5 mg L-1 2-IP oldugunu bulmustur.

Gonzalez ve ark. (2005), farkli besin ortaminda ortamlarinda blueberry mikrogogaltim
caligmalar1 yapmistir. Denenen farkli besin ortamlarinda en etkili ortamin 25 mM 2iP

oldugunu gérmiistiir.



El-Dis ve ark. (2018), Blueberry doku kiiltiirii ile gogaltiminda farkli besin ortamlari
ve farkli hormonlar denemis, 2 mg L-1 zeatin ve 0,1 mg L-1 IBA igeren WPM

ortaminin etkili bir ¢ogaltim ortami oldugunu bulmustur.

J. Sedlak ve ark. (2009), Blueberry ¢ogaltiminda Zeatin igeren AN, MS ve WPM
ortamlarinda yaptiklari ¢alismada en iyi ortami1 (2 mg L -1) Zeatin iceren WPM ortam1

olarak bulmuslardir.

Doina Clapa ve ark. (2018), de yaptiklar1 ¢alismada WPM besin ortaminda 1,0 mg
L—1 zeatin ve farkli miktarlardaki FeNaEDDHA ekleyerek denemeler yapmuistir.
Demir miktar1 arttikca blueberry c¢ogaltiminin dogru orantili olarak arttig1

bulunmustur.

Zhao ve ark. (2011), ‘Northland’ yar1 yiiksek boylu maviyemis ¢esidinin yaprak ve
nod (bogum) eksplantlarindan ¢ogaltilan adventif siirglinler i¢in gelistirilmis bir
protokoldiir. 0,8% (w/v) agar ve 2% (w/v) igceren pH’s1 5 olan WPM ortamina 4 mg

L-1 zeatin, eklemesiyle nod kisimlarindan adventif siirgiinler elde edilmistir.

Fira ve ark. (2008), yiiksek boylu maviyemis olan ‘Bluecrop’ ¢esidinin in vitro
kosullarda ¢ogaltim1 ve bu ¢ogaltimdaki zorluklar1 ortaya koymak i¢in bu calismay1
yapmustir. Basal besin ortami1 olarak, WPM, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 2-1P,
Zeatin, TDZ (Thidiazuron) ve hindistan cevizi suyu kullanilmistir. FeNaEDDHA,
FeNaEDTA ten ¢ok daha iyi sonuglar vermistir. Bu ¢alismada, maviyemisin in Vitro

cogaltiminda ortamin en uygun pH degerinin 5 oldugu tespit edilmistir.

Eccher ve ark. (1989), baz1 maviyemis tiirlerinin ¢ogaltiminda 2-IP ve Zeatin gibi
sitokininlerin etkisini arastirilmistir. Zeatinin yiiksek konsantrasyonlarinin 2-1P’ye

gore daha az toksik oldugu ve daha fazla sayida siirgiin olusturdugu belirlenmistir.

Yapilan literatiir calismalarina goére maviyemisin ¢ogaltimi iizerine bir ¢ok ¢aligma ile
karsilagilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise maviyemisin farkli kiiltivarlarinin (Bluecrop,
Chandler, Patriot, Toro,) ¢ogaltim verimini artirma amaciyla farkli bitki biiyiime
diizenleyicileri (Zeatin 1 mg L-1, 2-IP 5 mg L-1) kullamlarak doku kiiltiirii ile siirgiin

cogaltimi yapilmistir.
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2 MATERYAL ve YONTEM

2.1  Materyal

Arastirmada materyal olarak, ticari bir tiir olan olan maviyemis (Vaccinium
corymbosum L.)'in "Bluecrop, Toro, Patriot, Chandler" kiiltivarlar1 kullanilmistir.
Eksplant kaynag1 olarak kullanilan alt tiirler Trabzon ilinin Of ilgesinde bulunan “Of
Orman Fidanlik Sefligi” sera ortami (40° 58 56'N 40° 19' 54'E)’ndan temin edilmistir
(Sekil 5).

Sekil 5. Vaccinium corymbosum L. materyal temini
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2.1.1 Kullanilan WPM Besin Ortam ve Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Besin ortaminda karbon kaynagi olarak siikroz (Isolab, 57-50-1), (Tablo 1)’de bilesimi
verilen WPM (Duchefa, M0222.0050), jellestirici olarak; plant agar (PTC agar, A800)
kullanilarak hazirlanmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak (BBD); 2-IP (Duchefa,
016196.03), zeatin (ZEA) (Duchefa, 1637-39-4)’nin stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.

Kullanilan WPM besin ortami ve bitki biliylime diizenleyicilerin konsantrasyonlari

(Tablo 1, Tablo 2)’de verilmistir.

Tablo 1. Woody Plant Medium (WPM) bilesenleri (mg L-1) (Phillips, G. C.,ve ark.

2019).
Kimyasal Ad Kimyasal Formiil mqg L-1
Amonyum nitrat NHsNO3 400,00
Borik asit H3BO3 6,20
Kalsiyum kloriir CaCl; 96,00
Potasyum stilfat K2S04 990,00
Bakar siilfat pentahidrat CuS04.5H20 0,25
Disodyum EDTA dihidrat CioH18N2Na 37,26
Demir siilfat heptahidrat FeS04.7H20 27,80
Glisin C:HsNO: 2,00
Magnezyum siilfat (anhidrit) MgSO4 370,00
Manganez siilfat monohidrat MnSQO4.H20 22,30
Myo-inositol CeH1206 100,00
Nikotinik asit CesHsNO: 0,50
Cinko siilfat ZnSOq 8,60
Potasyum nitrat KNOs 1,90
Potasyum fosfat mono bazik KH2PO4 170,00
Pridoksin hidroklorit CgH12CINO3 0,50
Sodyum molibdat dihidrat Na:Mo042H20 0,25
Tiamin C12H17N4OS+ 0,10
Cinko siilfat heptahidrat ZnS04.7H,0 8,60
Tablo 2. Bitki biiyiime diizenleyicilerin konsantrasyonlari
BBD Kimyasal Formiil mg L-1
2-izopentiladenin C10H13Ns 5,00
Zeatin C10H13Ns0 1,00
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2.2 Yontem

2.2.1 Woody Plant Medium (WPM) Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Besin ortami; 1 litrelik ortam i¢in, %3 siikroz (Isolab, 57-50-1) ve (Tablo 1)'de
kimyasal bilesimi verilen 2,46 g L-1 WPM (Duchefa, M0222.0050), hassas terazi
(Radwag, AS220.R2)’ de tartilarak iyice ¢dziinmesini saglamak amaciyla manyetik
kanistirict (JEIOTECH, MS-32M) ile karistirilmistir. Ardindan pH metre (Hanna, HI
8314) kullanilarak, pH; 1N HCI (Isolab, LR0763307AKQ) veya 1N NaOH (Isolab,
1310-73-2) ile 5,7-5,8’¢ ayarlanmistir. pH 6l¢iimii yapildiktan sonra 1 litre besin
ortami i¢in %0,7’lik plant agar (PTC agar, A800) tartilmistir. Besin ortami
hazirlandiktan sonra sterilizasyonu i¢in otoklavda (NUVE NC-570) 121 °C 1 atm’de
20 dk steril edilmistir. Otoklavlanan besin ortamlari Laminer Flow kabin (Eflab
EFSAFE 808)’e alinip jellesmesi i¢in bekletilmistir.

2.2.2 [Eksplantlarin ve EKim Esnasinda Kullanilan Alet-Ekipmanlarin
Sterilizasyonu

In vitro doku Kkiiltiirii c¢alismalarinin en Onemli asamalarindan bir tanesi de
sterilizasyon islemidir. Boylelikle hem istenmeyen bakteriyel veya fungal

kontaminantlarin hem de emek ve zaman kaybinin 6niine gecilmis olur.

Birincil eksplant kaynagi olarak kullanilan nod (bogum) eksplantlar1 30 dk musluk
suyu altinda 6n sterilizasyon islemine tabi tutulduktan sonra %70’lik etil alkol (Nilkim
64-17-5) ig¢inde 45 saniye bekletildikten sonra, %0,75’lik ticari sodyum hipoklorit
(%10 NaOCl igeren) igerisinde 4 dakika steril edilerek, steril saf su ile 3 kez
durulanmistir (Sekil 6). Ekim islemi igin, beher, pens, bisturi, cam vb. malzemeler
200°C’ de 2 saat etiiv ile (Miprolab, MLF 55) sterilize edilmistir.
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Sekil 6. Vaccinium corymbosum L. eksplant alimi ve sterilizasyonu

2.2.3 Siirgiin Cogaltimi i¢cin Woody Plant Medium (WPM) Besin Ortaminin
Hazirlanmasi

Yapilan ¢alismada 1 litrelik ortam igin, %3 siikroz (30 g) (Isolab, 57-50-1), (Tablo 2)’
de kimyasal bilesimi verilen WPM temel besin ortami kullanilmistir (2,46 g L-1).
Ardindan pH metre ile pH; 1N HCI (Isolab, LR0763307AKQ), 1N NaOH (lIsolab,
1310-73-2) ile 5,7-5,8’¢ ayarlanarak 6l¢iimil yapilmistir. pH ayarlandiktan sonra 1 litre
besin ortami i¢in %0,7’ lik plant agar tartilmigtir. Besin ortamina BBD'lerinden zeatin
ve 2-1P’nin farkli konsantrasyonlar1 eklendikten sonra (Tablo 2), 80 ml besin ortami
iceren cam kavanozlar 121°C 1 atm’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
Otoklavlanan besin ortamlar1 Laminer Flow kabin (Miprolab)’e alinip jellesmesi i¢in

bekletilmistir.

2.2.4 Eksplantlarin Alinmasi ve Siirgiin Cogaltim

Doku kiiltiiri ¢aligmalarina temel eksplant kaynagi temini icin sterilize edilen nod
(bogum)’lar WPM+1 mg L-1 ZEA ve WPM+5 mg L-1 2-IP (15 ml) ortam: bulunan
cam tiiplerde her birinde 1 adet nod olacak sekilde, (Sekil 7)’de oldugu gibi kiiltiire
alinmugtir. Tiipler streg film ile sarilarak 24 + 2 ° C ve 3000 lux 151k siddetindeki kiiltiir
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odasina alinmistir. Uygun biiyiikliige gelinceye (30 giin) kadar kiiltiire devam

edilmistir.

Sekil 7. Nod (bogum) eksplantlarinin kiiltiire alimi

Yeterli sayida bitkicik olusana kadar bitkiler ayni besiyeri ortamlarinda altkiiltiir
edilmistir. Stirgiin ortamlar1 aynmi bitki biiyiime diizenleyicileri ile hazirlanmig ayni
kosullarda ekimler yapilmistir. Siirgiin ortaminda otuz giin inkiibe edilen bitkilerin

otuz giinilin sonunda siirgiin sayilar1 ve siirgiin boylart 6l¢iilmiistiir (Sekil 8).
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Sekil 8. Siirgiin ¢ogaltim asamast

2.2.5 Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda elde edilen veriler SPSS 26.0 istatistik paket programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Her bir kiiltivar i¢in hormonlar arasinda istatistiksel
olarak farklarin anlamliligi varyans analizi (one-way ANOVA) ile ortaya
koyulmustur. Varyans analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

bulunmasi durumunda Duncan testi ile hormonlar arasindaki gruplar tespit edilmistir.
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3 BULGULAR

3.1  Vaccinium corymbosum L. Kiiltivarlarimn ilk Siirgiin Rejenerasyonu ve

Siirgiin Cogaltimindaki Siirgiin Sayis1 ve Siirgiin Boyunun Belirlenmesi

Calisma kapsaminda 2 farkli bitki biiylime diizenleyicisinin baz1 kombinasyonlarinda
(Zeatin 1 mg L-1, 2-IP 5 mg L-1) siirgiin say1s1 agisindan uygulamaya tabi tutulan V.
corymbosum L. kiiltivarlarinin (Bluecrop, Chandler, Patriot, Toro) istatistik sonuglari
(Tablo 3, Sekil 9) ve resimleri (Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15, Sekil

16, Sekil 17, Sekil 18) asagidaki gibidir.

Tablo 3. V. corymbosum L. kiiltivarlarinin siirgiin sayis1 parametreleri

Kiiltivar Parametre Kontrol Zeatin (mg L'')  2-IP (mg L)
Bluecrop Stirgiin sayis1 2,00 £0,71a 12,00+ 1,58b 12,60 £2,07b
Chandler Strgiin sayis1 3,20 + 1,30a 51,00+ 5,78b 52,60 £ 6,18b
Patriot Stirgiin sayis1 3,40 £ 1,14a 31,00 £ 3,24c 21,20+ 4,14b
Toro Stirgiin sayis1 3,80 £ 0,83a 44,80 £0,43¢c 28,40 £4,50b
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Sekil 9. V. corymbosum L. kiiltivarlarinin siirgiin sayisi parametrelerinin grafigi

2 farkli bitki biiylime diizenleyicisinin baz1 kombinasyonlarinda (Zeatin 1 mg L-1, 2-
[P 5mg L-1) siirgiin boyu acisindan uygulamaya tabi tutulan V. corymbosum L.
Kiiltivarlarmin (Bluecrop, Chandler, Patriot, Toro) istatistik sonuglar1 (Tablo 4) ve
grafigi (Sekil 10) asagidaki gibidir:

Tablo 4. V. corymbosum L. kiiltivarlarinin siirgin boyu (mm) parametreleri

Kiiltivar Parametre Kontrol ~ Zeatin (mg L") 2-IP (mg L")
Bluecrop Sﬁr%ir;n‘;"y“ 2730+434a 43558176 24,73 +5,75a
Chandler Sﬁr%;?nb)"y“ 1626 +941a 37.51+839b  33.00+581b
Patriot Sﬁr%i‘;nb)oy“ 19.97 £558 40.97+7.07b 42,44 +9.83b
Toro Sﬁr%i’;nb)oy“ 49,75+ 0,39a 55,78 £3,41b 51,48 +4.95a
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Sekil 10. V. corymbosum L.kiiltivarlarinin siirgiin boyu(mm) parametrelerinin grafigi

Bluecrop kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin sayis1 12,00 + 1,58b olarak
bulunmustur (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 12 a3). Aym kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda
stirglin sayist 12,60 £ 2,07b olarak bulunmustur (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 12 a4).
Herhangi bir hormon i¢germeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin sayis1 2,00 + 0,71a

olarak bulunmustur (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 11 a2).

Bluecrop kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin boyu 43,55 + 8,17b olarak
bulunmustur (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 12 a3). Aym kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda
stirglin boyu 24,73 + 5,75a olarak bulunmustur (Tablo 4, Sekil 9, Sekil 12 a4).
Herhangi bir hormon icermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin boyu 27,30 + 4,34a
olarak bulunmustur (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 11 a2).
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Sekil 11. Vaccinium corymbosum L. (Bluecrop), (a) ilk siirgiin rejenerasyon (Zeatin),
(al) ilk siirgiin rejenerasyon (2-1P), (a2) kontrol grubu,
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Sekil 12. Vaccinium corymbosum L. (Bluecrop), (a3) siirgiin ¢ogaltim1 (Zeatin), (a4)
siirgiin cogaltimi (2-1P)

Chandler kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin sayis1 51,00 + 5,78b olarak
bulunmustur (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 14 b3). Aym kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda
slirglin sayist 52,60 £ 6,18b olarak elde edilmistir. (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 14 b4).
Herhangi bir hormon i¢cermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin sayusi 3,20 +

1,30a olarak tespit edilmistir (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 13 b2).

Chandler kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin boyu 37,51 + 8,39b olarak
bulunmustur (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 14 b3). Ayn1 kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda
stirgiin boyu 33,00 + 5,81b olarak tespit edilmistir (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 14 b4).
Herhangi bir hormon igermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin boyu 16,26 +9,41a
olarak elde edilmistir (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 13 b2).
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Sekil 13. Vaccinium corymbosum L. (Chandler), (b) ilk siirgiin rejenerasyon (Zeatin),
(b1) ilk siirgiin rejenerasyon (2-IP), (b2) kontrol grubu
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Sekil 14. Vaccinium corymbosum L. (Chandler), (b3) siirgiin ¢ogaltimi (Zeatin), (b4)
siirglin gogaltimi (2-1P)

Patriot kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin sayisi 31,00 + 3,24c olarak elde

edilmistir (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 16 ¢3). Ayn1 kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda

stirgiin sayist 21,20 + 4,14b olarak bulunmustur (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 16 c4).

Herhangi bir hormon i¢ermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin sayis1 3,40 + 1,14a

tespit edilmistir (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 15 c2).

Patriot kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin boyu 40,97 + 7,97b olarak tespit
edilmistir (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 16 ¢3). Ayni kiiltivarda 5 mg L-1 2-iP ortaminda
stirglin boyu 42,44 + 9,83b olarak bulunmustur (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 16 c4).
Herhangi bir hormon icermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin boyu 19,97 +5,58a
elde edilmistir (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 15 c2).
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Sekil 15. Vaccinium corymbosum L. (Patriot), (c) ilk siirgiin rejenerasyon (Zeatin),
(c1) ilk siirgiin rejenerasyon (2-iP), (c2) kontrol grubu
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Sekil 16. Vaccinium corymbosum L. (Patriot), (c3) siirgiin ¢ogaltimi (Zeatin), (c4)
siirglin gogaltimi (2-1P)

Toro kiiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin sayis1 44,80 + 0,43c olarak

bulunmustur (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 18 d3). Ayni kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda

stirgiin sayist 28,40 = 4,50b oldugu goriilmiistiir (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 18 d4).

Herhangi bir hormon igermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin sayis1 3,80 + 0,83a

tespit edilmistir (Tablo 3, Sekil 9, Sekil 17 d2).

Toro kiltivarinda 1 mg L-1 Zeatin ortaminda siirgiin boyu 55,78 + 3,41b oldugu
gdriilmiistiir (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 18 d3). Aymi kiiltivarda 5 mg L-1 2-IP ortaminda
slirglin boyu 51,48 + 4,95a olarak tespit edilmistir (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 18 d4).
Herhangi bir hormon icermeyen kontrol besin ortaminda ise siirgiin boyu 49,75 +0,39a

olarak bulunmustur (Tablo 4, Sekil 10, Sekil 17 d2).
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Sekil 17. Vaccinium corymbosum L. (Toro), (d) ilk siirgiin rejenerasyon (Zeatin),
(d1) ilk siirgiin rejenerasyon (2-IP), (d2) kontrol grubu
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Sekil 18. Vaccinium corymbosum L. (Toro), (d3) siirgiin ¢ogaltimi (Zeatin), (d4)
siirgiin cogaltimi (2-iP)
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4 TARTISMA

Calisma kapsaminda "Bluecrop, Toro, Patriot, Chandler” kiiltivarlarinin 1 mg L-1
Zeatin ve 5 mg L-1 2-iP iceren WPM besin ortami ortamlarinda mikro ¢ogaltimi
yapilmustir. Siirgiin ¢ogaltiminda en yiiksek sayisina Chandler kiiltivari ile 2-IP (mg
L-1) igeren ortamda ulasilmistir. Kontrole gore anlamli olarak siirgiin ¢ogaltiminin
arttig1 Zeatin ile 2-IP arasinda ise siirgiin ¢ogaltimi acisindan énemli bir fark olmadig1
tespit edilmistir (P>0.05). En diisiik siirgiin sayis1 ise Bluecrop kiiltivarinda
kaydedilmistir. Bluecrop kiiltivarindan kontrolden sonra en diisiik sayida siirgiin sayisi
sirast ile Zeatin ve 2-IP ortamlarinda kaydedilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin
kontrole gore siirgiin ¢ogaltimina etkisine bakildiginda, Patriot ve Toro kiiltivarindaki
slirgiin sayisinin Zeatin ortaminda en etkili oldugu tespit edilmistir. Zeatin igeren besin
ortami siirgiin ¢ogaltiminda hem kontrole gore hemde 2-IP igeren ortama gore anlaml

fark oldugu bulunmustur (P < 0.05).

Bizim calismamiza benzer olarak Ruzi¢ ve ark. (2012), Blueberry’nin ¢ogaltiminda
0,5 mg L-1 zeatin iceren AN ortaminin daha etkili oldugunu kaydetmistir. Baska bir
calismada WPM besiyerinde 2-IP, Zeatin ve BAP hormonlarmi birlikte denenmis ve
blueberry ¢ogaltiminda en etkili ortamm WPM 2 mg L-1 Zeatin ve 5 mg L-1 2-iP
oldugunu bulunmustur (Vescan ve ark. 2012). Yine benzer sekilde Gonzalez ve ark.
(2005) Blueberry’de mikro ¢ogaltim ¢aligmas1 yapmus farkli besiyeri ortamlarinda en
etkili ortamin 25 mm 2iP oldugunu gormiistiir. Yapilan baska bir calismada
Blueberry’nin doku kiiltiirii ile ¢ogaltiminda 2 mg L-1 Zeatin ve 0,1 mg L-1 IBA mg
L-1 igeren WPM ortaminin etkili bir ¢ogaltim ortami oldugunu bulmustur (El-dis,
2018). Ayrica Wolfe ve ark. (1983)’nin yaptig1 Blueberry ¢ogaltimimmda WPM besin

ortaminin diger besin ortaminda etkili oldugu gozlenmistir.

Stirgilin boyuna bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisine bakildiginda kontrole gore en
uzun siirgiin boyunun (55,78 + 3,41b) Toro kiiltivarinda Zeatin (1 mg L-1) igeren
ortamda oldugu goriilmiistiir. Siirglin uzunlugunda kontrole goére anlamli bir fark
oldugu Zeatin ve 2-IP ortami arasinda ise siirgiin uzunlugunda anlamli bir fark
olmadig1 gézlenmistir. Bluecrop kiiltivarinda Zeatin (mg L-1) igeren ortamda siirgiin
boyunun kontrole ve 2-IP ortamina gore anlamli bir fark oldugu gdzlenmistir. Patriot

kiiltivarinda 2-IP ortaminda siirgiin boyunun kontrole gore anlamli olarak arttigi
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Zeatin ve 2-IP arasinda ise anlamli bir fark olmadigi gdzlenmistir. Chandler
kiiltivarinda ise benzer sekilde siirgiin boyunun kontrole gore anlamli olarak arttigi
Zeatin ve 2-IP arasinda ise anlaml1 bir fark olmadig1 gozlenmistir. Ruzié¢, Djurdjina
vd., (2012) gore stirgiin boyu i¢in en etkili ortam 0,5 mg L-1 zeatin + 1 mg L-1 IBA
iceren ortam olarak bulunmustur. Farkli bir calismada 2-IP konsantrasyonunun 15 mg
L-1 olarak artirilmast ile siirgiin boyunun 5,5 cm’ye yiikseldigi kaydedilmistir (Guang-
jie ve ark. 2008). Bluejay ¢esidi ile yapilan siirgiin gogaltimi ¢alismasinda en yiiksek
stirgiin boyu (3,9 cm) 3,0 mg L-1 zeatin ve 2,0 mg L-1 2-iP ortamindan elde edilmistir.
Bu calismalara benzer sekilde bizim calismamizda da en yiiksek siirglin boyu Toro

kiiltivarinda Zeatin (1 mg L-1) i¢eren ortamdan elde edilmistir.
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5 SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada 2 farkli bitki biiyiime diizenleyicisinin bazi konsantrasyonlarinda
(Zeatin 1 mg L-1, 2-IP 5 mg L-1) V. corymbosum L. kiiltivarlarmin (Bluecrop,

Chandler, Patriot, Toro) siirgiin gelisimine etkisi ¢alisilmistir.

Kontrole gore en yiiksek siirglin siirgiin sayismin (52,60 + 6,18b) Chandler
kiiltivarlarinda 5 mg L-1 2-IP iceren WPM ortaminda, kontrole gore en yiiksek siirgiin
boyunun (55,78 + 3,41b) ise Toro kiiltivarlarinda 1 mg L-1 Zeatin igeren WPM

ortaminda elde edilmistir.

Siirglin ¢ogaltimi yapilan V. corymbosum L. kiiltivarlariin antioksidan Slgtimleri
yapilabilir. Bu oOl¢iimler dogal ortamda yetistirilen V. corymbosum L. bitkisinin

antioksidan miktarlar ile karsilastirilabilir.

Cogaltilan V. corymbosum L. kiiltivarlarinin anatomik yonden incelenebilir. Incelenen

sonuglar dogal ortaminda yetisen V. corymbosum L. ile karsilastirilabilir.
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