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OZET

FERRAGNES VE FERRADUEL BADEM CESITLERININ
BADEMXSEFTALI MELEZ ANACLARI GF-677 VE GARNEM (GN-15)
UZERINE IN VITRO MIKROASILANMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Aysel SIMSEK

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

2013

Bu c¢alisma 2011-2012 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada mikrogogaltilan GF-
677 ve Garnem klonal anaclar1 {izerine, yine in vitro {iretilen Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerine ait 0.5-1 cm uzunlugundaki siirgiin uglart mikroagilanmistir. Mikroasili bitkiler
hormonsuz, (0.5 mgl”" BAP+0.1 mgl" IBA) ve (0.5 mgl” IBA+0.1 mgl"' BAP) olmak iizere 3
farkli oksin-sitokinin kombinasyonuna sahip MS besi ortamina aktarilmigtir. Caligmada
kullanilan anaglar koksiiz ve kokli olmak tizere iki farkli tipte kullanilmistir. Ast tutma orani
(%), siirgiin uzunlugu (mm), kdklenme orani (%), diisen as1 orani (%) ve kallus olusumu (%)
gibi baz1 parametreler incelenmistir.

GF-677 anacindaki as1 tutma oranlar1 bakimindan; Ferragnes cesidinde %100, Ferraduel
cesidinde ise %80’lik bir oran elde edilmistir. Koklii GF-677 anaglarindaki as1 tutma oranlar ise
her iki ¢esit i¢in %100 olarak gerceklesmistir. Garnem anacindaki as1 tutma oranlarina gore;
Ferragnes cesidi %100, Ferraduel ¢esidi ise %93’liik bir deger elde edilmistir. Koklii Garnem
anaglarindaki as1 tutma oranlar ise yine her iki ¢esit i¢cin %100 olarak tespit edilmistir. Siirglin
uzunlugu bakimindan; GF-677 anaglarinin sadece koklii olarak agilanan bitkilerinde siirgiin
gelisimi goézlenmistir. Her iki badem ¢esitinde de BAP agirlikli besi ortaminda siirgiin gelisimi
goriilmils olup, Ferragnes 10.40 mm, Ferraduel 8.66 mm olarak Olciilmiistiir. Garnem
anaglarmin hem koksiiz hem de koklii anaglarinda siirgiin geligiminin oldugu goriilmiistiir.
Koksiiz anaglarda IBA agirlikli besi ortaminda Ferragnes ¢esidi 22.91 mm, Ferraduel 26.16 mm
uzunluga kavusurken; koklii Garnem anaglarmda BAP agirlikli besi ortaminda Ferragnes 28.06
mm, Ferraduel 24.80 mm gelisme gdstermistir.

Diisen as1 oranlart bakimindan; koksiiz GF-677 ve Garnem anaglarinda bazi serilerde
hi¢ goriilmezken, en yiiksek diisme orani Ferraduel cesidinin asilandigi GF-677 anacinda %20
olarak belirlenmistir. Koklii anaclarin as1 calismalart sirasinda ise herhangi bir asi diisme
durumuyla karsilagiimamistir. Koklenme oranlari bakimindan; koksiiz anaglar agilanarak besi
ortamina aktarildiktan sonra yaklagik %30-40 oraninda bir koklenme elde edilmistir. GF-677 ve
Garnem anagclari iizerine standart badem c¢esitlerinin mikroagilanmasi kapsaminda yapilan ve bu
nitelikteki ilk calisma o6zelligi tasiyan bu arastirma ile; besi ortamindaki oksin-sitokinin
kombinasyonlari ve anaglarin koksiiz ya da koklii kullanimiyla ilgili olarak temel bulgular elde
edilmistir. Bu galismanin, meyve tiirleri basta olmak {izere farkli bitki tiirlerinde ve farkli
amagclara yonelik olarak oniimiizdeki donemlerde yapilacak mikroasilama g¢aligmalarina model
olmas1 bakimindan yararli olacagi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Badem, GF-677, Garnem, Klonal anag, Mikroasilama, Mikrogogaltim



ABSTRACT

IN VITRO MICROGRAFTING OF FERRAGNES AND FERRADUEL
ALMOND VARIETIES ON CLONAL ROOTSTOCKS OF ALMONDxPEACH
HYBRID, GF-677 AND GARNEM (GN-15)

MASTER THESIS

Aysel SIMSEK

UNIVERSITY OF DICLE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF HORTICULTURE

2013

This study was carried out in Biotechnology laboratory of Faculty of Agriculture,
Department of Horticulture at Dicle University during 2011-2012. In this study, shoot tips (0.5-
1 cm) of Ferragnes and Ferraduel were micrografted on the clonal rootstocks of GF-677 and
Garnem. Micrografted plants were transferred to MS medium containing three different
combination of auxin-cytokinin (0.5 mgl' BAP + 0.1 mg I"' IBA and 0.5 mg 1" IBA + 0.1mgl"
BAP) with a control group (PGR free). Two types of rootstocks were used as rooted and
rootless. Successful micrograft rate (%), shoot length (mm), rooted micrograft (%), displayed
micrograft rate (%) and callus induction rate (%) were examined.

In GF-677 rootstocks, micrografting rate was 100% for Ferragnes and 80% for
Ferraduel. Micrografting rate was 100% in both Ferragnes and Ferraduel on the rooted GF-677.
In Garnem rootstocks, micrografting rate was 100% for Ferragnes, 93% for Ferraduel but in the
rooted Garnem, micrografting rate was 100% for both of cultivars. Shoot development was
observed only in the micragrafted plants of the rooted GF-677. Shoot development was
observed in both of the varieties in BAP containing medium, and values were reported as 8.66
mm and 10.40 mm for Ferraduel and for Ferragnes, respectively. Shoot growth was observed in
both rootless and rooted Garnem rootstocks. Shoot growth of rootless rootstocks in IBA
containing medium was ranged from 22.91 mm in Ferragnes to 26.16 mm in Ferraduel, while
shoot growth of rooted rootstocks in BAP containing medium was ranged from 24.80 mm in
Ferraduel to 28.06 mm in Ferragnes.

The highest rate (20%) of displaced micrografts was reported on the rootstocks of
Garnem when Ferraduel was micrografted on Garnem in terms of displaced micrografts. No
displaced micrografts was reported when the rooted rootstocks were used. In terms of rooting
percentages, a 30% to 40% of rootless explants were rooted when the rootstocks were
transferred to a growth medium. This is the first report on micrografting of standard almond
cultivars on the commercial rootstocks, GF-677 and Garnem. As a result of this study, some
basic information was reported on the effect of auxin-cytokinin combination, the effect of
rootstock types; with or without root on the development of micrografting protocol. We hope
that this study will be a model for the future micrografting studies on the different plant species,
especially on fruit species for the different purposes.

Keywords: Almond, GF-677, Garnem, Clonal Rootstock, Micrografting, Micropropagation
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KISALTMA VE SIMGELER

24D
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:Food and Agriculture Organization
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:Indol-3 Butirik Asit
:Linsmaier ve Skoog (1965)
:Murashige ve Skoog (1962)
:a-Naftalen Asetik Asit
:Kalsiyum hipoklorit

:Schenk and Hildebrandt (1972)
:Thidiazuron

:Woody Plant Medium (Lloyd ve McCown, 1981)



Avysel SIMSEK

1. GIRIS

Ulkemiz meyve yetistiriciligi bakimindan sahip oldugu degisik iklim ve toprak
sartlar1 nedeniyle 6nemli bir konuma sahiptir. Kiiltiire alinmis meyve tiir ve ¢esitlerinin
onemli bir kismi tlilkemizde ticari olarak yetistirilebilmektedir. Tiirkiye elma, armut,
ayva, erik, kiraz, visne, kizilcik, findik, antepfistigi, badem, ceviz, kestane, zeytin, incir,
nar ve iizlimiin anavatanidir (Asma 2000). Tirkiye’de 6teki meyvelerde oldugu kadar,
sert kabuklu meyve yetistiriciliginde de ¢ok biiyiik bir potansiyel mevcuttur. Ancak bu
potansiyelden ge¢cmiste geregi kadar yararlanilmamis ve halen de yararlanilmamaktadir.
Ozellikle son 20 yilda Amerika ve Avrupa’da sert kabuklu meyve tiirlerine ait cesitlerde
pek cok yenilik olmus, ancak Tirkiye’ye bu yeniliklerin pek azi getirilebilmistir. Bu
cercevede Tiirkiye’'nin sert kabuklu meyveler konusunda; degisik ekolojilere uygun
ana¢ ve ¢esit, modern ve ismine dogru fidan iiretimi, modern fidan yetistirme teknikleri,
muhafaza ve tasima, entegre savas konularini hizla ele almasi ve bunlara islerlik
kazandirmasi gerekir. Bugilin i¢in iliman, sert cekirdekli, sert kabuklu, iiziimsi ve
subtropik meyve dig satimlar1 her gegen giin biraz daha artarak ciddi boyutlara

ulasmaktadir (Kaska 2001). Uretim ve ihracat1 artan meyvelerden biride bademdir.

Badem yetistiriciligi bakimindan uygun iklim sartlarina sahip olan iilkemizin
diinya pazarindaki yerini yiikseltme imkani bulunmaktadir. Buna karsin bahge
tesisinden pazarlamaya kadar ¢Oziimlenmeyi bekleyen bir¢ok sorun bulunmaktadir.
Badem Rosaceae familyasmin Prunus cinsine baghh Prunus amygdalus L. alt cinsi
icerisinde yer almaktadir. Bu alt cinse dahil 40’a yakin badem tiirii tespit edilmistir
(Soylu 2003). Bademin anavatani Bat1 ve Orta Asya’dir (Kiiden ve Kiiden 2000). Bu
meyve tiirii daha ¢cok meyvesi i¢in dnem kazanmis olup Hindistan, Iran ve Pakistan’da
dogal bir yayilim gostermis ve zamanla bu iilkelerden Akdeniz bolgesine yayilmistir
(Rugini and Monastra 2003). Ge¢miste sadece Ege bdlgesi, Akdeniz ve Gilineydogu
Anadolu bdlgesi ile sinirlt kalan yetistiricilik alanlarma son yillarda, diger bolgelerde de
plantasyonlarm eklenmesiyle yetistiricilik alanlar1 genislemektedir. GAP bolgesi sahip
oldugu iklim kosullarindan dolay1r badem i¢in Onemli bélgelerimizdendir. Botanik
yonden sert c¢ekirdekli (drupa) meyve yapisina sahip olmasma ragmen, olgunluk
doneminde mezokarpin kuruyarak derimsi bir hal almasiyla, sert kabuklu meyve olarak
degerlendirilmektedir. Cok sayida degisik liriine islenebilen badem oldukg¢a degerli bir

meyvedir. I¢ badem kurutulmus olarak biitiin bir y1l boyunca tiiketilebilmektedir.
1



1. GIRIS

Ulkemizde kavrulmadan veya tuzlu-tuzsuz kavrularak cerezlik olarak zevkle
tiikketilmektedir. Yine ¢ikolata, sekerleme ve pasta sanayinin dnemli hammaddesidir.
Bunun yaninda ac1 bademlerden elde edilen badem yagi, kimya ve boya sanayisinde
hammadde olarak kullanilmaktadir. Ayrica bazi iilkelerde yesil kabuklar1 hayvan yemi
olarak degerlendirilirken, sert kabuklar1 yakacak ve sunta yapiminda kullanilmaktadir
(Ozgagiran ve ark. 2005). Ulkemizdeki badem agaglarmin biiyiik bir kismi tohumdan
yetistirilmistir (Dokuzoguz ve Giilcan 1973). Bu nedenle ayni1 bah¢edeki bademler dahi
farkli ozellikler gosterebilmektedir. Bu ¢ogiir populasyonu iilkemiz i¢in genetik bir
hazine olup, bu populasyonda yapilacak seleksiyonlarla {istiin O6zelliklere sahip

bademlerin ortaya ¢ikarilmasina biiyiik bir katki saglayacaktir.

Ulkemiz bademin gen merkezlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Ancak
badem soguklama gereksinimi ¢ok diisilk bir meyve tiirii oldugundan ilkbahar gec
donlarmin hiikiim siirdiigii yerlerde, ekonomik olarak yetistirilememektedir. Bu nedenle
Diinyanin bir ¢cok yerinde ve iilkemizde ge¢ ¢igek acan genotipler (¢esit, klon, tip ve
ekotip) tizerindeki calismalar yogunluk kazanmaktadir. Erken ciceklenme bademlerin
en belirgin Ozellikleri arasinda sayilmakla birlikte; bu karakterlerin cesitlere ve
ekolojilere gore farklilik gosterdigi, yine gec ¢igeklenen cesitlerin selekte edilmesi de
cok onemlidir (Giilcan 1976). Kendine verimli badem cesitlerinin varligma ragmen,
genel olarak bir uyusmazlik s6z konusudur. Bu durum meyve tutumu i¢in yabanci
tozlanmay1 zorunlu kilar. Badem plantasyonlarinin kurulmasinda ayn1 zamanda ¢icek

acan ve birbirini tozlayan uygun gesitlerle kombinasyonlarin olusturulmasi zorunludur.

Tirkiye’de yetistirilen badem agaci sayismin fazla olmasina ragmen, verimin
diisiik olmasi, standart iiretim esaslarma uyulmamasindan kaynaklanmaktadir. Eski
badem plantasyonlarinin daha ¢ok yabani agaglardan (tohumdan) meydana gelmis
olmasi, tipler arasinda varyasyon goriilmesine ve standart bir {iriin alinamamasina neden
olmaktadir. Standart bir {iretimin saglanmasi, ancak bdlgelere uygun c¢esitlerin
belirlenmesi ve standart ana¢ kullanimi ile miimkiin olabilecektir. Yeni tesis edilecek
bahgelerin standart ¢esitlerle kurulmasi1 ve bu c¢esitlerin asi ile iiretilmesi durumunda
standart bir {iriin ve verimin artirilmasi saglanabilir. Boylece birim alandan alinacak net
gelir artacak, i¢ ve dis pazarlarda istenen homojen iiriin kalitesi yakalanmis olacaktir

(Soylu 1997).
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Diinya badem (Prunus amygdalus L.) iiretim miktar1 2011 yilinda 1.109.414 ton
olmustur. En fazla {iretim 731.236 ton ile ABD’de yapilmaktadir. Tiirkiye’de 2007
yilinda 50.753 ton olan iiretim miktar1 2011 yilinda 69.838 tona yiikselmistir (FAO
2011). Baz1 yillar iiretimde dalgalanmalar goriilmektedir. Bunun esas nedeni, badem
icin en 6nemli iklim faktorii olan ilkbahar ge¢ donlaridir. Badem ithalatgisi tilkelerin
basinda Almanya, Japonya, Fransa ve Rusya gelmektedir. Bu {iilkeler gereksinimlerini
onemli dlciide Amerika’dan karsilamaktadirlar. ihracatci iilkelerin basmda da ABD
gelmektedir (Oziidogru 2003).

Cizelge 1.1. Diinya’da badem iiretimi yapilan iilkeler ve {iretim miktarlari (ton)

Ulkeler 2007 2008 2009 2010 2011

Amerika 1.212.900 1.410.000 1.162.200 1.413.800 731.236
ispanya 187.656 180.103 282.100 221.000 211.727
Suriye 76.093 82.616 97.002 73.100 130.296
italya 112.644 118.723 113.700 85.500 104.790
iran 120.000 126.679 140.000 158.050 167.609
Fas 81.437 86.902 114.700 102.170 131.287
Tunus 58.000 51.500 60.000 63.000 61.000
Tiirkiye 50.753 52.774 54.844 55.398 69.838
Yunanistan 45.652 34.500 40.000 32.900 29.800
Cezayir 34.110 39.521 47.393 44.300 50.351
DUNYA 2.207.000 2.420.000 2.362.000 919.913 1.109.414

Meyve tiirlerinin yetistiriciliginde ana¢ kullanimi zorunludur. Anaglar iizerine
asilanan ¢esidin gelisimi, hastalik ve zararlilara dayanimini, verimini, meyve kalitesini,
erkenciligini, ya da gecciligini, kuraga, dona, kirece, tuzluluga, taban suyuna
dayanimini ve bitki besin maddelerinin topraktan alimini etkilemektedir. Sert ¢ekirdekli
meyvelerin yetistirilmesinde, yabani kiraz (kus kirazi) mahlep ¢ogiirleri, seftali yozlari,
badem, kiraz, erik ¢ogiirleri, nemaguard uzun yillar anag¢ olarak kullanilmig ancak son

yillarda klon anaclar iizerine asili fidanlarm kullanimi ve klon anaglarma olan talep



1. GIRIS

hizla artmaktadir (Hartman ve ark. 1997; Anonim 2008 ). Cogiir anaclar, tohumdan
kaynaklanan biiyiime ve diger kalitim farkliliklari, kuvvetli biiyiimeleri ve ge¢ verime
yatmalar1 nedeniyle giin gectikge terk edilmektedir. Bunun yani sira bazi ¢ogiirler agir
topraklarda gelismemekte ve 6zellikle Kok Ciiriikliigii Hastaligina (Phytophthora) karst
oldukga duyarlilik gostermektedir (Hartman ve Kester 1983).

Meyveciligin temel unsurlarindan olan anag¢ se¢imi tiim diinyada gelismeleri
dikkatle takip edilen énemli konulardan birini teskil etmektedir. Ozellikle sik dikime
yonelik toprak ve iklim kosullarina uygun ana¢ gelistirme calismalar1 yogun bir sekilde
yiiriitiilmektedir. Ekonomik acidan erken iirlin verme ve birim alandan maksimum
verim almak i¢in klonal ana¢ kullanmak gerekmektedir. Klonal ana¢ kullaniminda,
genotipin devamliligi saglanmakta {iniform populasyon olusturulabilmekte, genclik
kisirlik donemini kisa siirmesinden dolay1 daha erken donemde meyveye yatmaktadir.
Bu nedenlerden dolayr c¢esitli yore ve toprak kosullarina uygun klonal anaglar
kullanilmalidir. Almanya’da Gissen Arastirma Enstitiisiinde gelistirilen Gisela serisi; 5,
6, 7 ve 12 anaglari, Fransa’da gelistirilen MaxMa serisi (MaxMa 14, MaxMa 60),
Weirot ve Tabel Edabriz, Italya’da gelistirilen CAB 6P ve E-11 anaglarinin kullanimi
hizla yaygmlasmakla birlikte Mahalep SL-64, Colt, Mazzart F-12/1, Myrobolan 29-C,
Hansen 2168, GF 677, GF 43, GF 657, Damask 1969 ve GN gibi sert ¢ekirdekli meyve
anaglar1 iizerine asili fidanlara olan talep siirmektedir (Hudson ve ark. 1997; Ozyigit

2003).

Buna ragmen, yiiksek laboratuvar masraflari, diisilk in vitro biliylime orani,
fizyolojik olarak iiniform olmayan bitki gelisimi ve alistirma asamasinda diisiik yagsama
oranlarimdan kaynaklanan yiiksek iiretim maliyetlerinden dolay1r mikrogogaltimin ticari
kullanim1 giiniimiizde smnirli bir diizeyde kalmaktadir. Yiiksek iiretim maliyetlerini
diisiirmek amaciyla mikrocogaltimda c¢evre kontrolii ile ilgili son 10 yildir yogun
calismalar yapilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bitkinin gelistigi kiiltiir kab1 mikro ¢evre
olarak degerlendirilmekte ve bu ¢evrenin kontrolii ile ilgili calismalar 6n plana
cikmaktadir (Kozai ve ark. 1997; Nquyen ve Kozai 1998; Hatipoglu 1999; Mansuroglu
ve Giirel 2001).

Meyve yetistiriciliginde; asilama, ¢eliklerin kdklendirilmesi, kok siirgiinleri ve

daldirma gibi ¢esitli vegetatif ¢ogaltim yOntemleri kullanilabilmekle birlikte, bu
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yontemler her zaman seri ve ekonomik bir ¢ogaltim igin yeterli olmamaktadir.
Diinya’da 1900’1l yillardan itibaren baglamasina ragmen, Tiirkiye’de 1970’ten itibaren
gelismenin goriildiigi bitki biyoteknolojisi calismalar1 kapsaminda meyve tiir ve
anaglarmin {retiminde alternatif bir yontem olarak doku kiiltlirii iizerinde yogun
calismalar yapilmistir. Bu amagla farklt meyve tiir, ¢esit ve anaglari i¢in, farkli doku
kiiltiirii yontemleri kullanilarak oldukca basarili sonuglar elde edilmistir. Ulkemiz
meyveciliginin gelistirilmesinde biliylik 6neme sahip olan, ismine dogru, saglikli ve
istenilen Ozelliklere sahip fidan yetistirilmesinin saglanmasi amaciyla doku kiiltiirii
calismalar1 biliylik bir ivme kazanmis ve hatta 6zel doku kiiltiirii laboratuvarlarinin

sayisinda son 10 yilda ciddi artiglar goriilmiistiir.

Doku kiiltiirii yontemleri ile bitkilerin yenilenmesi ve ticari olarak ¢ogaltilmasi
nispeten yeni bir gelismedir. Bu yontemler giinlimiizde ¢ok ¢esitli bitki tiirlerinde
tohum, celik, daldirma ve asilama gibi geleneksel cogaltim yontemlerine kars1 6nemli
bir secenek haline gelmektedir. Bitki tiirlerinde doku kiiltiirii yontemleri anaglarin ve
istenilen hatlarin yogun {retimi, viriis eliminasyonu, 1slah sonucu elde edilen {istiin
ozellikli cesitlerin hizli ¢ogaltimi, genetik kaynaklarin korunmasi ve bitki 1slahi i¢in
haploid bitkilerin iiretilmesi amaglarina yonelik olarak kullanilmaktadir (Hutchison ve
Zimmerman 1987; Torres 1989). Meyve tiirleri ve Ozellikle de sert kabuklu tiirlerin
mikrogogaltimi, otsu bitkilerin mikrogogaltimina goére olduk¢a zordur. Son yillara
kadar, sert kabuklu meyve tiirlerinde mikrogogaltimm basaris1 tohumdan ya da
cogiirlerden alinan eksplantlarla smirli kalmis olmakla birlikte, elde edilen bazi basarili
sonuglar daha planli ve programli ¢alismalarin yapilmasinin oniinii acabilme ihtimalini

artirmaktadir.
Bu nedenle se¢ilmis sert kabuklu meyve tiirii klonlarinin mikrogogaltiminda;

1. Tir i¢in uygun fizyolojik donem ve eksplant se¢imi,

2. Kiiltiirlerdeki toksik bilesiklerin zararl etkilerinin tistesinden
gelinmesi,

3. Kabul edilebilir siirgiin ¢ogaltim oraninin saglanmasi,

4. Koklii stirgiinlerin elde edilmesi,

gibi konular 6nem arz etmektedir (Hansman ve Novoa 1986).
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Bademin mikrogogaltimiyla ilgili ilk ¢calismalar 1970'li yillarda P.amygdalus ve
hibritler tizerinde yapilmistir. Eksplant olarak, hypokotil ve kotiledon pargalari, yaprak
ve govde pargalari, embriyolar, tohum, anter, koltuk tomurcuklari ve siirgiin ucu
kullanilmaktadir (Hansman ve Novoa 1986). Diinyada 600’e yakin kurulus bitki doku
kiiltiiri yontemlerini ve bunlardan 6zellikle mikrogogaltimi1 kullanarak 50.000 bitki
cesidinde, yilda yaklasik 500 milyondan fazla bitki tiretimi yapmaktadir. (Yu 1998).
Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip
bitki kisimlarindan suni besin ortamlarinda ve steril kosullar altinda genetik yap1 olarak
birbirine benzeyen ¢ok sayida bitki iiretmek amaciyla kullanilan bir doku kiiltiirii
teknigidir. Mikrogogaltimla kisa bir siirede, dar bir alanda, yetistirme mevsimine bagl
kalmaksizin, hastaliksiz cok fazla sayida bitki {retimi yapilabilir. Giinlimiizde
kasimpati, karanfil, fuchsia, gladiol gibi baz1 siis bitkilerinin ticari liretimi; baz1 otsu
(sogan, yer fistig1, kuskonmaz, pancar, brassica, fig ve nohut tiirleri, soya, ¢im tiirleri,
misir gibi) ve odunsu (Malus, Prunus, Pyrus, Ribes, Atriplex, Betula, Coffee gibi)
tirlerin ve okaliptus ve kavak gibi orman agaglarinin tiretimi mikrogogaltimla
yapilabilmektedir (Kozai ve ark. 1997a; Nquyen ve Kozai 1998; Hatipoglu 1999;
Mansuroglu ve Giirel 2001).

In vitro asillama aksenik kiiltiir sartlarinda miimkiin olduk¢a minimalize edilmis
kalemlerin agilanmasindan olugsan ve son zamanlarda oldukc¢a yaygin olarak kullanilan
bir vejetatif ¢ogaltim teknigidir. Bu yontem asilamanin ve siirgin ucu metodunun
simirlamalarinin iistesinden gelmekle birlikte, avantajlarin1 bir araya getirmektedir.
Farkli bitki tiirlerinde uygulanan c¢esitli in vitro as1 prosediirleri gelistirilirken,
birbirinden farkli asilama tekniklerinin kullanildig1 ve elde edilen basarili sonuglarm in
vitro anag ve kalemlerin dzelligiyle ilgili oldugu gergegini ortaya ¢ikarmaktadir. n vitro
mikroast ¢aligmalar1 baslangicta meyve agaci tiir ve ¢esitlerinden endojen patojenleri
uzaklagtrmak icin gelistirilmisken; sonralar1 bu yontem hizli bir sekilde genisleyerek
cesitli odunsu bitkiler i¢cin farkli fizyolojik gelisme donemlerinde farkli amaclara
yonelik olarak kullanilmistir. Neticede in vitro asilama; daha yaygm olarak kullanilan
diger vejetatif ¢ogaltim metodlarinin sinirlamalarinin tistesinden gelmek i¢in daha fazla
dikkat gerektiren ve ayni zamanda genetik olarak farkli doku ve hiicrelerin arasindaki
derin iligkiyi arastirmak i¢in 6nemli ve orijinal bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Monteuuis 2012).
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Badem fidani ihtiyacin1 geleneksel metotlarla karsilamak uzun bir siire¢
gerektirdiginden ve mikrogogaltim yoluyla iiretilen siirgiinlerin kdklenme oranlar1 ¢ok
diisiik oldugundan dolayr mikroasilama ile kisa siirede ve seri bir sekilde iiretim
yapilabilmektedir. Yapilacak islah ¢aligmalarmin desteklenmesi ve elde edilen hibrit
bireylerin in vitro mikroasilama yoluyla daha hizli ve giivenli bir sekilde
cogaltilabilmesi ve araziye aktarilabilir forma daha hizli doniistiiriilebilmesi icin

mikroagilama yontemi zorunlu hale gelmektedir.

Bu ¢alisma, hem bademin mikrogogaltimina alternatif olan in vitro mikroasilama
yonteminin uygulanmasi, hem de bircok doku kiiltiirii laboratuvari tarafindan yogun
olarak iiretilen ve homojen meyve iiretiminin 6n kosulu olan klonal anaglardan GF-677
ve Garnem (GN-15)’in mikroasilanmasiyla ilgili yapilan ilk calisma kapsamindadir. Bu
amagcla Ferragnes ve Ferraduel badem ¢esitlerinin, GF-677 ve Garnem anaclar1 iizerine
mikroagilanmasiyla birlikte as1 tutma orani, siirgiin gelisimi, koklenme, diisen as1 ve
kallus olusum oranlar1 tespit edilmistir. Bu baglamda yapilan ¢alismayla ortaya ¢ikan
bulgular gelecek donemlerde farkli meyve ve bitki tiirlerinde yapilacak in vitro

mikroagilama ¢alismalar1 i¢in temel teskil etmesi muhtemel goriilmektedir.
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In vitro kosullarda yapilan mikrogogaltim; bitkisel materyallerin 1slah1 ve
iiretimi i¢in gecen stlirenin kisaltilmasi, vejetasyona bagli kalmadan iiretim yapilabilmesi
ve klasik yontemlerle yapilan g¢ogaltima alternatif ve destekleyici bir yaklasim
sergilemektedir. Baslangigta turunggillerde virlisten ari fidan iiretimi amaciyla
gelistirilen ve daha sonralar1 farkli meyve ve odunsu bitki tiirlerine, farkli amaglara
yonelik olarak uygulanan ve giliniimiizde ¢ok farkli alanlarda ve bitki tiirlerinde
gerceklestirilmis in vitro mikroasilama c¢aligmalari bulunmaktadwr. Yapilan caligma
kapsaminda, 6zellikle sert kabuklu meyve tiirlerine ait in vitro mikroasilama ¢alismalar1
ve yine kullandigimiz klonal anacglarin mikrogogaltimiyla ilgili ge¢mis yillarda farkl

arastiricilar tarafindan yapilan calismalar bir araya getirilmistir.

Judrez ve ark. (1992), bademde in vitro siirglin ucu asilama yoOntemini
kullanilarak viriisten ari bitkiler elde edilmeye ¢alisilmistir. Sera kosullarina aktarilan 4-
5 haftalik asilanmis bitkilerde %40-50 oraninda as1 basaris1 ve %75-85 hayatta kalma
orani saglanmiglardir. Arastirmada mikroasilamada elde edilen basarmin tiir ve ¢esitlere
gore Onemli Olgiide degistigi belirlenmistir. Sonucta tiim bitkilerde elma mozaik
viriisiinde (ApMV) %100, Prunus halkali leke viriisiinde (PNRSV) %80 ve ciicelik

viriisiinde (PDV) %46 eliminasyon saglanmistir.

Ghorbel ve ark. (1998), Achak badem c¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili olarak
yaptiklar1 ¢alismada; aseptik anaglar lizerine mikroasilamanin metodu gelistirmek icin
mikroaginin basarisini, as1 kalemin kaynagi ve mikroasmin fizyolojik durumu tespit
edilmeye c¢alisilmistir. Arazideki bitkiler {izerinden alman aktif siirglin uglari, kiigiik
tomurcuklar ve meristematik dokular kiiltliir baslatma i¢in ayr1 ayr1 kaynak olarak
kullanilmistir. Kiiltiir baslatildiktan sonra in vitro iiretilen alt1 haftalik siirgiin uclar1 ve
apikal tomurcuklar (3-5 mm) mikrogelik olarak kullanilmistir. Ustiine veya T seklinde
asilanan bu siirgiinler ve tomurcuklardan %82.1 ve %79.2’lik as1 basar1 oranlar1 elde
edildigi bildirilmistir. Araziden alinan materyallerden ¢ok sik kontaminasyon meydana
gelmekle birlikte, daha kiigiik meristematik parcalar kullanildigi durumlarda siklikla
nekrozis meydana geldigi gézlenmistir. Kullanilan bu teknik ile Achak badem ¢esidinin
mikrogogaltim ve mikroasilanmasinda kullanimi igin iyi bir potansiyele sahip oldugu

bildirilmistir.
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Yildrim ve ark. (2010), Ferragnes ve Ferraduel badem ¢esitlerinin
mikroasilanmasi i¢in asilanmig bitkilerin gelisimi {izerine ¢esitli in vitro mikroast
teknikleri, anag-as1 kalemi tiretimi, as1 kalemleri uzunlugu ve anaglarin elde edilmesi,
as1 kalemi uzunlugu ve besi ortamia ilave edilen oksin-sitokinin kombinasyonlarinin
etkisi incelenmistir. Yabani badem tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesiyle elde edilen
4 haftalik bitkiler ana¢ olarak kullanilmistir. Ad1 gegen ¢esitlerin mikrogogaltimi igin
agaclardan aliman bir yash siirgiinler {lizerindeki nodal tomurcuklarin laboratuvar
sartlarinda zorlanarak elde edilen 3-5 mm uzunlugundaki siirgiinler 0.7 mgl’ BA ve
0.01 mgl" NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiire almmistir. Uygulanan mikroast
tekniklerinden elde edilen sonuglara gore en basarili yontemin yarma asi oldugu
bildirilmektedir. Kullanilan 4-15 mm uzunlugundaki mikrogeliklerden elde edilen
mikroas1 basar1 oranlar1 ¢ok iyi gerceklesirken; hormonsuz besi ortaminda bulunan
mikroasili bitkilerdeki biliyiime ve siirglin gelisimin yetersiz oldugu goriilmiistiir.
Basarili bir sekilde tiretilen mikroasili bitkilerin aklimitasyonlarinin basarili bir sekilde
yapildiginin bildirildigi calismada bu agidan herhangi bir problemle karsilagilmamastir.
Yapilan ¢alisma sonucunda gelistirilen teknik sayesinde Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin mikroasilanmasi ve in vitro fidan iiretiminde yiiksek bir potansiyele sahip

oldugu gosterilmistir.

Isikalan ve ark. (2011), Nonpareil badem c¢esidinin mikroasilanmasi ve
kalemlerin mikrogogaltimi lizerine BBD’lerin etkisiyle ilgili olarak yapilan ¢alismada;
yabani badem tohumlarindan in vitro elde edilen bitkiler anag¢, Nonpareil badem
cesidine ait apikal siirgin uglarmin kullanilmasiyla in vitro iretilen 1.5-2 cm
uzunlugundaki mikrogelikler —materyal olarak kullanilmigtr. BAP’m  farkli
konsantrasyonlariyla destekli MS besi ortaminda yapilan siirgiin proliferasyon
¢alismasindan ¢ikan sonuca gore en iyi konsantrasyonun 1 mgl' BAP oldugu
bildirilmig; bu oran arttikca siirgiin rejenerasyonunun Onemli derecede azaldigi
goriilmiistiir. Elde edilen en iyi BAP oranmna 0.2-0.4 mgl” IBA ile kombine edilmis
ortamlardan en iyisinin 1 mgl" BAP + 0.2 mgl"' IBA’dan elde edildigi bildirilmistir.
Mikroasilanmis bitkiciklerin gelisimi tizerine BAP ve IBA (1mgl')’nin etkisiyle ilgili
olarak yapilan baska bir deneyde ise; badem anaglari iizerine asili bitkilerdeki en iyi as1

tutma oran1 ve siirgiin gelisiminin 1 mgl’' BAP destekli ortamdan elde edildigi
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bildirilmistir. /n vitro mikroasilanmis bitkilerin aklimitasyon islemi plastik saksilar

icerisine basarili bir sekilde yapilmistir.

Monteuuis (2012), In vitro asilama aksenik kiiltiir sartlarinda miimkiin oldukg¢a
minimalize edilmis kalemlerin asilanmasindan olusan ve son zamanlarda oldukc¢a
yaygin olarak kullanilan bir vejetatif ¢ogaltim teknigidir. Bu yontem asilamanin ve
slirgiin ucu metodunun sinirlamalarinin tistesinden gelmekle birlikte, avantajlarmni bir
araya getirmektedir. Farkli bitki tlirlerinde uygulanan ¢esitli in vitro as1 prosediirleri
gelistirilirken, birbirinden farkli asilama tekniklerinin kullanildig1 ve elde edilen basarili
sonuclarin in vitro anag¢ ve kalemlerin 6zelligiyle ilgili oldugu gercegini ortaya
¢ikarmaktadir. /n vitro mikroasi calismalar1 baslangigta meyve agact tiir ve gesitlerinden
endojen patojenleri uzaklastirmak icin gelistirilmisken; sonralar1 bu yontem hizli bir
sekilde genisleyerek cesitli odunsu bitkiler i¢in farkh fizyolojik gelisme donemlerinde
farkli amaclara yonelik olarak kullanilmistir. Neticede in vitro asilama; daha yaygin
olarak kullanilan diger vejetatif ¢ogaltim metodlarinin sinirlamalarinin stesinden
gelmek i¢in daha fazla dikkat gerektiren ve ayn1 zamanda genetik olarak farkli doku ve
hiicrelerin arasindaki derin iligkiyi aragtirmak i¢in énemli ve orijinal bir teknik olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Yildirim ve ark. (2013), Nonpareil, Texas ve Ferrastar badem cesitlerinin in
vitro mikroagilanmasiyla ilgili olarak yaptiklar1 c¢aligmada; tohumlarm in vitro
c¢imlendirilmesiyle elde edilen 14 giinliik anaclar ve 4-6 mm uzunlugundaki siirgiin
uclart kullanilmistir. As1 tutma oranlarinin %83-100 arasinda degistiginin belirtildigi
calismada, ayrica kullanilan siirgiin uglarinin iizerinde bulunan bogum sayisilarnin
farkli parametreler iizerine etkisi incelenmistir. Hormonsuz ortam, proliferasyon ortami
ve koklenme ortami olmak iizere ti¢ farkli oksin-sitokinin kombinasyonunun mikroagili
bitkilerin gelismesi lizerine etkilerinin de incelendigi ¢calismada, asilama sonrasi en iyi
stirglin gelisiminin proliferasyon ortaminda ve Teksas-Ferrastar-Nonpareil cesitlerinde
strastyla 19.84 mm, 16.5 mm ve 26.93 mm oldugu belirtilmistir. Ayrica mikroasilamada
kullanilan siirglin uglarmin tretimi swrasinda aylik peryotlar halinde her altkiiltiir
sirasinda molekiiler analizler yapilarak mevcut cesitlerde herhangi bir varyasyon
goriiliip gorlilmedigi incelenmistir. Gegen siirecte  Teksas-Ferrastar-Nonpareil

cesitlerinde sirasiyla %3.7 — %6.25 — %10.2 oraninda varyasyon meydana geldigi ancak
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bunun ihmal edilebilir oldugu ve iizerinde ¢alisilan badem cesitlerinin stabil 6zellige

sahip olduklari tespit edildigi bildirilmistir.

Deogratias ve ark. (1991), tarafindan “Canino” kayist ¢esidinin in vitro siirgiin
ucu asilama yontemini etkileyen faktorler ve siirgiin ucu kaynagi olarak kullanilacak
ana bitkinin optimum fizyolojik devresini belirlemek amaciyla yapilmistir.
Mikroagilamada kullanilacak siirgiin ucu kaynagi icin 3 farkli yontem izlenmis olup
bunlar; a) kayist agaglarindan Kasim-Subat aylarinda alinan dormant tomurcuklar. b)
arazi sartlarinda vejetatif gelismenin baslamasiyla birlikte alman stirgiinler. ¢) in vitro
sartlarda elde edilen siirgiinler. Ayrica asilama sirasinda ve sonrasinda anag tipi, asilama
sekli, slirgiin ucu biiylkligli vb. cesitli parametrelerin siirglin ucu asilamaya etkisi
iizerinde durulmustur. Yapilan ¢alisma sonucunda asilamada en iyi sonug in vitro elde

edilen stirgiinler ile saglandig: bildirilmistir.

Thimmappiah (2002), Kaju fistigmin in vitro asilanmastyla ilgili olarak yapilan
calismada; in vitro liretilmis bitkiler anag¢ olarak kullanilmis ve agaglardan alinan siirgiin
ucu ve nodal tomurcuk kiiltiirlerden tiretilen stirgiinler mikrogelik olarak kullanilmistir.
In vitro ekilen tohumlardan ¢ikan bitkiler 20-25 giinliik iken anag olarak kullanilmustir.
Hormonun kullanilmadigi modifiye MS besi ortamina ekilen olgun bitkilerden alinan
eksplantlardan iiretilen 3-15 mm uzunlugundaki siirgiin uglar1 agilamada kullanilmistir.
Mikroasilanan bitkiler hormonsuz sivi %2 MS besi ortaminda kiiltiire alinmig ve 10-12
haftalik siire sonunda dis ortama aktarilabilecek duruma gelmislerdir. Yapilan
calismayla birlikte asilama basarisini etkileyen en 6nemli iki hususun; agilama metodu
ve as1 kalemin uzunlugu oldugu bildirilmistir. Siirgiin ucu asilama ve yan asilama
metotlarindan sirasiyla %79.5 ve %100’liik as1 basarilar1 elde edilmistir. As1 kalemi
uzunlugunun mikroas: basarisi iizerine onemli etkisinin bulundugu calismada; kalem
uzunlugu 5 mm’den biiylik oldugu durumlarda iyi sonu¢ vermesine ragmen, kalem
uzunlugunun 3-5 mm’den kisa oldugu durumlarda ise ¢ok diisiik cereyan ettigi
bildirilmistir.

Lorenzo (2005), Kestanenin geng¢ klonlar {izerine in vitro mikroasilanmasi ile
ilgili yapilan ¢aligmada jlivenil orjinli kdklendirilmis siirgiinler anag olarak kullanilmas,
secilmis iki olgun klonun (75 yasindaki agaclar) siirgiin uglari yarma as1 metodu ile

mikroasilanmistir. As1 tutma oran1 %64-78 gerceklesmistir. Bir, iki, li¢ defa agilanmis
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materyallerin ¢ogaltim oranlari; asilanmanmis 8-12 defa alt kiiltiire alinmis klonlarin
cogaltim oranmna gore daha yiiksek c¢iktig1 bildirilmistir. Farkli defalar asilanmig
sirglinlerin ¢ogaltim oranlar1 arasinda 6nemli derecede bir fark ortaya ¢ikmamakla
birlikte, mikroasilamanin in vitro koklenmeyi etkilemedigi goriilmiistiir. Calismada 30
gl! sukroz, 7 gI”" difco-bacto agar ve 0.1 gl BAP ile desteklenen WPM besi ortami

kullanilmastir.

Amiri (2007), As1 basaris1 onemli derecede yapilan asi metoduna bagli oldugu
noktasindan hareketle yiiriitillen calismada; en yiiksek as1 tutma orant %65 ile 6
mm’den uzun apikal siirgiin uglar1 ile yapilan siirgiin ucu as1 yonteminden ile elde
edildigi bildirilmistir. Ancak siirgiin ucu apex’lerinin kullanilarak yapilan asilardaki
tutma orani %16 olarak gerceklesmistir. Zaten s6z konusu mikroas1 yontemi in vitroda
stirglin geligimi, genglestirme ve viriisten ari fidan liretiminde uygun bir teknik olarak
kullanilmaktadir. Kiraz tohumlarmimn in vitro ekiminden itibaren 4 hafta sonra gelisen
bitkiler ana¢ olarak kullanilirken; mikrogelik olarak in vitro altkiiltiirler yoluyla iiretilen
5-15 mm uzunlugunda siirgiin uclar1 kullanilmistir. Uygulanan yontemde her ne kadar
ilk zamanlarda bitki gelisimi yavas olsa da as1 tutma oraninin tatmin edici oldugu
goriilmiistiir. Asilarin gelisimi sirasinda mineral besin maddesi kaynakli bozukluk
semptomlarma rastlandigi bildirilmistir. Bu teknigin kullanilmas1 yoluyla kirazin
viriisten ari ve saglikli yogun ¢ogaltimi agisindan ciddi bir potansiyele sahip oldugu

ortaya ¢ikmustir.

Rugini and Verma (1982), Ferragnes badem c¢esidinin mikrogcogaltimi ic¢in
yapilan ¢alismada; siirgiinlerin klonal ¢ogaltimimi saglayan in vitro kiiltiir protokolii
gelistirildigi  bildirilmistir.  Kiiltiir baglatma amaciyla Ferragnes’in  patlamis
tomurcuklarindan alman 0.4-0.7 mm uzunlugundaki siirglinler kullanilmistir.
Mikrogogaltim yoluyla elde edilen siirgilinlerin %55°e yakini koklenmistir. Altkiiltiirler
sirasinda siirgiinler % 0.9 agar, 0.7 mgl' BAP ve 0.01 mgl' NAA iceren MS besi
ortami kullanildig: bildirilmistir.

Uematsu ve ark. (1987), siirgiin ucu kiiltiirleri yoluyla badem ¢ogaltimi yapilan
caligmada; aktif olarak biliylimiis badem siirgiinlerinden alinan 0.5 mm uzunlugundaki
stirgiin uglar1 6-BA ya da N-(2-chloro-4-pyridyl)-N-phenylurea 4-PU ile desteklenmis
Y, MS besi ortamina ekilmislerdir. Siirgiinler 2-4 mgl™" 4 PU igeren kagit filtre (paper-
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wick) sivi besi ortaminda %70-80 civarinda hayatta kalmiglardir. Gelisen siirgiinler 2 gI’
! gerlite ve 0.5 mgl™” 6-BA iceren kat1 besi yerine transfer edilmistir. Bu siirgiinler 40
giinliilk peryotlarla ayn1 besi yerinde alt kiiltiire alinmistir. Kiiltiire bagladiktan 9 ay
sonra ¢ogalma orani 6.6 kat olarak gergeklesmistir. Elde edilen en iyi siirgiin uzunlugu
3.8 cm oldugunun bildirildigi ¢alismada, 0.5 mgl™” NAA iceren koklenme besi ortamia

aktarildiktan 1 ay sonra kok olusumunun gézlendigi bildirilmistir.

Damiano ve Monticelli (1998), bir in vitro ¢ogaltma ¢alismasinda, Fascinello,
Ferragnes, Tuono badem g¢esitleri; M49, M50, M51, M52, M53 ve M55 badem
seleksiyonlari; Gala ve Mclntosh elma cesitleri; Prunus pyraster klonlarinin tig tip1 (P8,
P38 ve P50); Ontario erik ¢esidi; Citation (erik x seftali) ve GF-677 (badem x seftali)
melez anaclar1 kullanilmistir. Deneme her ¢esit veya seleksiyon basma 3 tekerriir, her
tekerrilirde 8-10 siirgiin olacak sekilde planlanmistir. Ontario erik ¢esidi SH ortaminda,
diger tiirler ise MS ortaminda daha iyi cogalmustir. GF-677, 0.35 mgl" BAP, 0.1 mgl”
GA; ve 1 mgl”' IBA ilave edilen MS temel besi ortaminda diger tiim genotiplerden daha
yliksek oranda (%85) koklenmistir. GF-677 anacmin in vitro’da koklenmesi, besin
ortamina eklenen mineral madde konsantrasyonlarindan ve tiip kapaklarmin parafilm
veya lastik olmasimndan etkilenmistir. = WPM ortaminda mineral madde
konsantrasyonunun 2 dozdan iki katina ¢ikarilmasi; kdklenme orani, kdklenen bitki
sayisi, ortalama kok uzunlugu ve taze kok agirligin1 6nemli derecede arttirmistir. MS
ortami kullanildiginda kok sayist ve ortalama kok uzunlugu tam ve %2 mineral madde
konsantrasyonlarinda daha iyi olmustur. Her iki ortamda mineral madde konsantrasyonu
arttikca kok taze agirhigi artmistir. MS ortamu diisiik mineral madde konsantrasyonunda
WPM ortamina gore daha iyi sonug¢ vermistir. Lastik kapak kullanimi, koklenme orani,
kok sayist ve kok taze agirligi bakimindan parafilm kapaga gore daha iyi sonug vermis,

ancak kok uzunlugunu azalttig1 bildirilmistir.

Saeed (1998), Ne Plus Ultra ve Nonpareil badem ¢esitlerinden alinan siirgiin ucu
ve nod (1-1.5 cm uzunlugundaki) eksplantlar steril edildikten sonra MS bazal ve 0.1
mgl' IBA + 0.5 mgl' BAP hormonlarmi iceren MS ortamlarinda kiiltiire alnmustr.
Kiiltiir sonunda en iyi sonu¢ IBA + BA ilaveli MS ortamindan saglanmistir. Yeni olusan
stirglinler, 1-2 mgl'l BA iceren MS ortamia aktarilmis ve 2 mgl'1 BAP igeren ortamda
en yiiksek gelisme saglanmistir. Siirgiinler 1 mgl' IBA-NAA hormon karismu igeren

Bourgan ve Nitsch ortamlarinda koklendirilmistir. Siirglinlerden say1 ve uzunluk
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bakimindan en iyi koklenme karanhikta IBA-NAA ilaveli ortamda saglandigi
bildirilmistir.

Giirel ve Giilsen (1998), Texas ve Nonpareil badem (Amygdalus communis L.)
cesitlerinin slirglin ucu kiltiirii ile in vitro cogaltimi amaciyla yapilan ¢alisma
kapsaminda; farkli IBA ve BAP konsantrasyonlar1 ve ii¢ farkl kiiltiir asamasinda (ilk
dikim, sasirtma ve ¢ogaltma) farkli calismalar yapildigi bildirilmistir. Hem sasirtma
hem de ¢ogaltma asamasinda 1 mgl’ BAP + 0.1 mgl” IBA kombinasyonunun siirgiin
verimi ve gelismesi bakimindan en iyi sonuglar1 verdigi gorilmiistiir. Genel olarak,
stirglin olusumu i¢in her iki asamada da BAP’ nin gerekli oldugu tesbit edilmis, ancak 2-
3 mgl' BAP gibi yiiksek diizeylerde kullanildigi zaman vitrifikasyon ve siirgiinlerin

canliliginin azalmasina yol acan kallus olusumuna neden oldugu bildirilmistir

Ainsley ve ark. (2000), badem yaprak eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonu ile yapilan bir caligmada, Nonpareil ve Ne Plus Ultra badem ¢esitlerinin
mikrocogaltilmis siirgiinlerinden elde edilen yapraklar kullanilarak adventif siirgiin
poliferasyon protokolii gelistirilmeye calisilmistir. Bu kapsamda AP temel besi ortami
ve 2,4-D, NAA, IBA, BA ve TDZ gibi c¢esitli bitki biiyiime diizenleyicileri
kullanilmistir. Oksin uygulamasinda Ne Plus Ultra eksplantlar1 icin NAA ve IBA
adventif siirglin olusumunu tesvik etmesine ragmen, Nonpareil i¢in sadece IBA’nin
etkili oldugu bildirilmistir. Sitokinin uygulamasinda ise BA ve TDZ varliginda Ne Plus
Ultra cesitinde siirglin gelisiminin oldugu gorilmiistiir. Buna karsin CH (casein
hydrolysate) icermeyen besi ortaminda sadece TDZ’nin etkili oldugu bildirilmistir.
Ortama %0.1 w/v CH ilavesi her iki ¢esitin de kallus morfolojisini gelistirdigi ve
rejenerasyonu arttirdigi goriilmiistiir. En yiiksek rejenerasyon oranm1 9.8 uM CH, ve 4.7
mgl' IBA ve 0.1 mgl" TDZ ile desteklenmis AP temel besi ortammda Ne Plus Ultra (%
44 .4) ve Nonpareil (%5.5) oraninda elde edildigi bildirilmistir.

Ainsley ve ark. (2001), Ne Plus Ultra ve Nonpareil’in siirgiin uclari, 4°C’de
aydinlik kosullarda 4 hafta biiylimeye alinmistir. Kok olusumunda optimum oksin
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in IBA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlar:
karsilastirilmistir. Buna ek olarak kok bolgesinde golgelemenin etkisi ve bazal tuz
kompozisyonu incelenmistir. Her iki ¢esit i¢in en iyi sonug, ImM IBA ile %0.6’lik su-

agar soliisyonu iginde 12 saat bekletilen siirgiinlerin bu islemden sonra 2 hafta oksin
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icermeyen ortama transfer edilmesinden alinmistir. Aktarilan dokular, baslangicta 3 giin
karanlik kosullar altinda tutulmus ve daha sonra 1s18a c¢ikarilmiglardwr. Karanlik
periyodun uzatilmasi1 koklenmeyi arttrmamistir. 2 MS ortami Ne Plus Ultra
siirgiinlerinin koklenmesi i¢in uygun olurken, AP ortami Nonpareil siirgiinlerinin
koklenmesinde en iyi sonucu vermistir. Bu kosullar altinda aktarilan dokularin

%60’ mda kok gelisimin meydana geldigi bildirilmistir.

Channuantapipat ve ark. (2003), Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra badem ¢esitleri
ile Titan x Nemaguard hibrit anacinin mikrogogaltiminin siirgiin ucu Kkiiltiirleriyle
yapildig1 ¢aligma kapsaminda; 0.7 cm uzunlugundaki siirgiin uglar1 kullanilmistir. Bu
amacgla kullanilan besi ortamlar1 c¢esitler itibariyle farklilik gostermekle birlikte;
Nonpareil 15-1 ¢esidi i¢in; 0.01 mgl” IBA, 0.7 mgl”" BAP, 20 gl'' sukroz ve %0.7’lik
agar iceren AP besi yeri kullanilirken, Ne Plus Ultra ¢esidi i¢in; 0.01 mgl'] IBA, 1.1
mgl! BAP, 30 gl sukroz ve %0.7’lik agar igeren MS besi ortaminmn uygun oldugu
bildirilmistir. Ayrica hibrit Titan x Nemaguard anaci i¢in; 2.2 mgl'] BAP, 30 gl'] sukroz
ve %0.7 agar igeren MS besi ortammin en iyi siirgiin poliferasyonunu sagladigi
goriilmiistlir. Yaklasik 2 cm uzunlugundaki anag siirgiinlerinin kdklendirilebilmesi i¢in
0.5 mgl™" IBA, 30 gl sukroz %0.7°lik agar ile desteklenen %5 MS besi ortaminda bir
hafta karanlik iki hafta aydinlikta bekletme islemi uygulanmistir. Kéklenme orani %88
olarak belirlenmigtir. Daha sonra 1.5 cm uzunlugunda as1 kalemleri anacglar {izerine
asillanmis ve koklenme ortaminda kiiltiire alinmistir. Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra
icin yagama orami sirasiyla %50 ve %65 olarak belirlenirken; koklenen anaglar ve
asillanmis bitkilerin yagsama orani %92 olarak tespit edilmis ve basarili bir sekilde

aklimitasyonu saglanarak dis ortama aktarildigi bildirilmistir.

Yapar ve ark. (2006), Garrigues ve Yaltinski badem cesitlerinin ¢ogaltimi i¢in in
vitro doku kiiltiirii teknikleri uygulanarak yapilan bir ¢aliymada, sitokinin ve oksinlerin
cesitli konsantrasyon ve kombinasyonu ile desteklenmis MS besi ortaminda her iki
ceside ait embriyo, nodal tomurcuk ve siirglin uglar1 kiiltiire alimmistir. Her iki ¢esidin
embriyo kiiltiirlerinde en i1yi kok olusumu biiylime diizenleyicileri icermeyen besi
ortaminda elde edilmistir. Garrigues gesitinde en yiiksek kok gelisimi 4 mgl™” IAA ile
elde edilmistir. Kiiltiire alinan siirgiin uclarindan kallus gelismistir. Ancak 4 mgl'1 ile
desteklenmis MS besi ortaminda hizli gelisen kirilgan kalluslarin meydana geldigi

goriilmiistiir. En iyi nodal eksplant gelisimi 2 mgl' BAP ve 0.5 mgl" IAA iceren MS
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besi ortaminda meydana gelmistir. Elde edilen sonuglara gore, her iki tiire ait nodal

eksplantlarin direk embriyogenesis i¢in kullanabilecegini gostermistir.

Demirok (2006), AK-1, AK-2 ve GF-677 badem x seftali melez genotiplerine ait
siirgiin uglarinin canlilik, siirgiin olusturma ve koklenme oranlar1 incelenmistir.
Arastirmada MS makro ve mikro besin elementleri, vitaminleri ve Fe-NaEDTA
kompozisyonu kullanilmistir. Siirgiin gelistirme ve ¢ogaltma agamasinda; 0, 0.5, 1, 1.5
mgl‘1 BAP ve 0.1 mgl'1 GA; konsantrasyonlari, kdklendirme asamasinda ise 0, 0.5, 1,
1.5 mgl‘1 IBA ve 0.1 mgl'1 GA; konsantrasyonlar ile biiyiimeyi diizenleyici igcermeyen
MS ortami kontrol olarak kullanilmistir. Calismada, canlilik oran1 AK-2 genotipinde
9%91.25, AK-1 genotipinde %88.75 ve GF-677 genotipinde %85; kardeslenme sayisi1 ise
AK-1 genotipinde 2.43 siirgiin/eksplant, GF-677 genotipinde 0.88 siirgiin/eksplant ve
AK-2 genotipinde 0.5 siirgiin/eksplant; koklenme orant AK-1 genotipinde %24.06, GF-
677 genotipinde %22.25, AK-2 genotipinde %6.19; mikrosiirglin basma diisen kok
sayist AK-1 genotipinde 2.78 kok/mikrosiirgiin, GF-677 genotipinde 1.95 kok/

mikrosiirglin ve AK-2 genotipinde 0.94 kok/mikrostirgiin olarak bulunmustur.

Celik (2008), AK-1, AK-2 ve GF-677 badem x seftali melez genotipleri ile
Ferragnes badem, Francoise seftali ve Ninfa kaysi ¢esitlerine ait siirglin uglar1
kullanilarak siirgiin uglarmin canlilik, siirgiin olusturma ve as1 tutma oranlari
incelenmistir. Arastirmada MS makro ve mikro besin elementleri, vitaminleri ve Fe-
NaEDTA kompozisyonu kullanilmistir. Siirgiin gelistirme ve ¢ogaltma asamasinda 1
mgl‘1 BAP ve 0.1 mgl'1 GA; konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Calismada as1 tutma
oranlar1 Ak-1 genotipinde %25.1, Ak-2 genotipinde %34.4 ve GF-677 genotipinde %25

olarak bulundugu bildirilmistir.

Akbas ve ark. (2009), Yaltsinki badem cesidinin in vitro siirglin ¢ogaltimi
iizerine bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisinin arastirildigi ¢alismada, agaclardan
alman siirgiin uglarindan in vitro siirglin rejenerasyonu ic¢in bir protokol
olusturulmustur. Eksplantlar siirgiin ¢ogaltimi1 icin BA ve Kinetinin farkh
konsantrasyonlartyla desteklenmis MS besi ortaminda kiiltiire alimmistir. Eksplant
bagma 16 adet siirgiin ile en iyi siirgiin gogaltimmnmn elde edildigi ortam; 30 gl” sukroz,
7 gl agar ve 1 gl BA igeren MS besi ortami olarak belirlenmistir. Belirlenen bu

ortama ilave olarak li¢ farkli oksinin (IAA, IBA, NAA) iki farkli konsantrasyonuyla
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(0.25-0.5 gl™") kombine edilmis 1 gl BA ve Kinetin iceren besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Ancak NAA ile kombine edilmis besi ortaminin siirgiin olusumunu tesvik
etmemekle birlikte inhibitor etkisinin oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda dort farkli
sukroz konsantrasyonunun (20, 30, 40 ve 50 gl etkisinin de arastirildig1 calismada; en
iyi siirgiin gogaltim1 eksplant basina 15.40 adet siirgiin ile 30 gl sukroz igeren MS besi
ortamindan elde edildigi bildirilmistir.

Isikalan ve ark. (2008), Nonpareil badem ¢esidi i¢in etkili bir in vitro ¢ogaltim
metodu gelistirilen ¢alismada, olgun tohumlardan elde edilen embriyolardan kiiltiir
baslatilmasi tizerine BA ve Kinetinin farkli konsantrasyonlar etkisi arastirilmistir. 30 gl
!sukroz, 0.5-1 mgl" BA ve 7 gI'' agar iceren MS besi ortamimnda 28 giinliik kiiltiirden
sonra eksplant basma 11.0 £ 1.32 ve 14.7 + 2.12 adet siirgiin olusumu gézlenmistir.
Ayrica siirgiin poliferasyonu i¢in BA nin diisiik konsantrasyonlar1 (0.1-0.5-1 ve 2 mgl™)
ve farkli oksin sitokinin kombinasyonlar1 arastirilmistir. Siirgiin liretimi icin en iyi
sonuglar 1 mgl' BA ile desteklenen MS kiiltir besi ortaminda elde edilmistir.
Koklenme 8 mgl' TAA ile desteklenmis % MS besi yerinde gerceklestirildigi
bildirilmistir.

Isikalan ve ark. (2010), Yaltinski badem ¢esidinin farkli eksplantlarindan
adventif siirglin ve kallus olusumu iizerine bitki biliylime diizenleyicilerin etkisi
arastirldigi calisma kapsaminda; yaprak ve gdvde eksplantlart icin 1 mgl' BAP ile
kombine edilmis dort farkli oksin (IAA, NAA, IBA ve 2,4-D) ile desteklenmis MS besi
ortami kullanilmigtir. Kiiltiire alman eksplantlar karanlik ve aydinlik kosullarda kallus
iretimine zorlanmistir. Aydinlik kosullar altinda en iyi sonu¢ NAA-BAP (1:1-2:1)
konsantrasyonlarindan sirasiyla %90 ve %88 olarak gerceklesmistir. Yalniz oksin
konsantrasyonlarinda yaprak eksplantlar1 {izerinde embriyojenik olmayan kallus
olustugu gdzlenmistir. Yapraklardan elde edilen kalluslar adventif siirgiin gelisimi i¢in
farkli BAP konsantrasyonlar1 (1, 2, 4, 6 ve 8 mgl'l) iceren MS besi ortaminda kiiltiire
alinmis olup, kalluslardan bir miktar proliferasyon goriilmesine ragmen, embriyojenik
olmadig bildirilmistir. Calismada gévde eksplantlar1 icin en yiiksek kallus olusumunun
karanlik kosullarda (7 giin) 1:1 oraninda 2,4-D + BAP iceren besi ortaminda %80
oraninda oldugu goriilmistiir. Ayrica ayni besi ortami ve kosullarda bir miktar
embriyojenik kalluslarm olusumu da gozlenmistir. Kalluslar 4 mgl' BAP iceren besi

ortamma aktarildiklarinda adventif siirgiin olusumu goriilmiis, ancak diger BAP
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konsantrasyonlar1 embriyojenik herhangi bir cevap gostermemistir. Yaltinski siirgiin
eksplantlarmm kok gelisiminin karanlik kosullarda (4:1) oraninda IAA+BAP ile

desteklenmis besi ortami en iyi sonucu verdigi bildirilmistir.

Zilkah ve ark. (1993), calismalarinda, PNRSV i¢in kullanilan indikator bitkilerin
in vitro ¢ogaltimi i¢in bir protokol gelistirmislerdir. Prunus tomentosa ve Prunus
serrulata (Shirofugen) indikatorleri bu yontemle c¢ogaltilmistir. Siirglin  gelisim
asamasinda, Shirofugen icin 0.2 mgl” 2,4-D + 0.01 mgl' GAs; + 1 mgl" BA iceren
Boxus ortami; Prunus tomentosa igin 0.01 mgl' IBA, 0.02 mgl' BA igeren AP
(Almehdi and Parfitt) besi ortami kullanilmistir. Kardeslenme asamasinda, Shirofugen
icin AP + 0.01 mgl” IBA, 0.05 mgl” BA ve 0.2 mgl" GA;3 ve Prunus tomentosa i¢in AP
+ 0.02 mgl‘1 BA, 0.01 mgl'1 IBA, koklenme asamasinda ise Prunus tomentosa i¢in Ya
MS + 0.05 mgl'1 NAA ve Shirofugen i¢in 1 mgl'l IBA ortamlar1 kullanilmigtir. PNRSV
infekteli seftaliler steril kosullarda indikatorlerle resiplokal olarak asilanmistir.
Indikatérlerde viriis tasinmas1 ELISA ydntemiyle test edilmistir. Isigin (350-740 nm)
kalitesi, karanlik uygulamasi ve kimyasal kompozisyonunun GF-677 klonal anacinin
koklenmesine etkisi tizerinde ¢alisilmistir. Siirgiin eksplantlar1 sari, yesil, mavi, kirmizi
ve beyaz (tanik) flouresan tiiplerinde 4 hafta aydinlatmaya maruz birakilmistir. Bazi
eksplantlar koklenme asamasi boyunca karanlikta tutulmustur ve digerleri sadece ilk 2
veya 4 giin i¢in yalnizca kirmizi, mavi, yesil, sar1 1s1kta veya karanlikta tutulmus, daha
sonra beyaz (tanik) 1s18a transfer edilmistir. Beyaz 1518 adventif kok i¢cin en etkili
radyasyon kaynagi oldugu belirlenmistir. Siirekli karanlikta tutulan bitkilerin kok
gelisimi durmus, kirmizi 1sikta tutulan bitkilerde ise koklenme azalmustir. Ik 2 veya 4
giin karanlik, sar1 ya da mavi 1518a maruz birakilan bitkilerde kdk gelisiminin beyaz

1518a maruz kalan bitkilerin sonuglarina yakin sonuglar verdigi bildirilmistir.

Lauri ve ark. (2001), Sert kabuklu meyve tiirlerinde siirglin ucu kiiltiirii ile
yapilan ¢ogaltma calismasinda, poliferasyonu tesvik etmek amaciyla bir protokol
gelistirilmis ve siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. /n vitro siirglinlerden alinan siirgiin
uglari rejenerasyon igin 0.2 mgl”' BA, 0.2 mgl”' NAA ve 250 mgl" sefatoksin igeren bir
LP besi ortamina transfer edilmis daha sonra 0.5 mgl'1 GA; ilave edilmis ve 4 haftada
bir yeni bir ortama aktarilmistir. M-55 badem tipi lizerinde yapilan histolojik ¢aligmalar,
stirgiinlerin yara dokusundan meydana geldigini agik¢a gostermistir. Yara dokusu,

aylarca siirgiin olusturma yetenegini korudugu tespit edilmistir.
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Cos ve ark. (2004), MS, WPM, DKW Kkiiltiir ortamlari ile seftali x badem melezi
olan Mayor i¢in O6zel olarak hazirlanan ME besi ortami kullanilarak adi gecen
ortamlardaki ¢ogalma miktar1 ve oraniyla birlikte, elde edilen bitkilerin, yaprak sayisi
ve boyu, vitrifikasyon gosteren eksplantlarin orani incelenmistir. Biiylimeyi diizenleyici
madde olarak 1 mgl™" BAP ve 0.1 mgl™" IBA kullanilmistir. Ortamlara 30 gl sukroz ve
7 gI'" Difco Bacto Agar ilave edilmistir. En iyi kiiltiir ortammim ME olarak bulundugu
calismada, eksplantlarin ¢ogalma orami 5.21 olarak tespit edilmistir. Bu sonug, diger 3
ortamdan alinan ¢ogalma oranlariyla karsilastirildiginda 6nemli bir fark teskil etmistir.
Eksplant uzunlugu ve yaprak sayisinin da yiiksek gerceklestigi bu ortamda ayrica
vitrifikasyon semptomlar1 daha az goriilmiistiir. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerle
yapilan ¢alismada en iyi ¢ogalma orani 1 rngl'1 ve 1.5 mgl'1 BAP ile 0.1 mgl'l IBA
iceren ortamlardan almmistir. 1 mgl'l BAP ve 0.1 mgl'] IBA kullanmildiginda
vitrifikasyon semptomlar1 azalmis ve bu konsantrasyon optimum olarak belirlenmistir. 2
mgl" GA; eklendiginde ¢ogalma miktari azalmis ancak eksplantlarin boyunda artis

oldugu tespit edilmistir.

Marino ve Ventura (1997), GF-677 hibrit seftali anacinin (P. persicaxP.
amygdalus) in vitro koklenmesi lizerine etilenin etkisinin arastirildigi ¢alismada; her bir
tip sise kapatict (serbest gaz degisimi i¢in pamuk tapa - hava gecirmez lastik kapak -
Etilen emdirilmis lastik kapak) icin degisen uygulamalar ve/ya da koklenme besi
ortamlar1 (25-100 uM asetilsalisik asit bulunan veya bulunmayan), kiiltiir atmosferi ve
GF-677 anacmin mikro c¢eliklerinin kdklenmesi {izerine gaz kompozisyonunun etkileri
incelenmistir. Tiip igerisinde hizli etilen birikmesini saglayan lastik kapak koklenme
stiresini oldukga kisaltmakla birlikte, baz1 durumlarda pamuk tapa kullanilan kaplardan
daha yiiksek koklenme oranmin elde edildigi bildirilmistir. Tamamen etilen absorbe
edilen Ethysorb’un bulundugu durumlarda, bulunmayan ortamlara gére 9 giin daha
erken kdklenme oranlarinin meydana geldigi goriilmiistiir. Buna karsm iki uygulamadan
14 giin sonra koklenmede onemli bir farkin bulunmadig: goriilmiistiir. Stirgiinlerdeki
koklenme {lizerine Karbondioksit konsantrasyonunun biitiin uygulamalarinda benzer
sonucu gosterip, koklenme icin etkili olmadigi bildirilmistir. Koklenme iizerine
asetilsalisilik asitin etkisiyle ilgili olarak, kdk sayist ve uzunlugunu 6nemli derecede
etkilememistir. Elde edilen genel sonuglara gore; hava gecirmez kapaklarin kullanimi

hizli etilen birikimine Onciilik etmis olup, GF-677 mikrogeliklerinin koklenme
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zamanini diislirdiigli; ancak koklenme periyodunun sonuna dogru serbest gaz degisimi
yaprak sarilagmasini onlemek i¢in kullanilabilecegi goriilmiistiir. Calismalar sonunda
elde edilen bitkilerin hayatta kalmasi in vivo sartlara transfer edildikten sonraki biiyiime

bakimimdan uygulamalar arasinda 6nemli bir farkliligin bulunmadig1 bildirilmistir.

Kamali ve ark. (2001), GF-677 anacinin (P. amygdalus x P. persica)
mikrogogaltim yontemiyle cogaltimmi kolaylastirmak icin yapilan calismada; kiiltiir
baslatma amaciyla anag¢ bitkilerden Nisan ayinda alinan siirgiin ucu eksplantlari1 civa
klorid ile steril edilmistir. Kiiltiir besi ortami i¢in Knop’un modifiye edilmis hali
kullanilmistir. Proliferasyon icin bu besi ortami 1 mgl™ BA ile desteklenmis; elde edilen
kaliteli siirgiinlerin koklenmesi igin 0.3 mgl’ NAA ve 1.6 mgl" Tiamin igeren LS besi
ortami kullanilarak 7 giin karanlik periyot altinda bekletmeyle en iyi sonug¢ elde
edilmistir. Cogaltillan bitkiler aklimitasyon amaciyla biiylime ortamina aktarilmis ve

daha sonra saksilara transfer edilerek basarili sonug elde edildigi bildirilmistir.

Kamali ve ark. (2001), GF-677 anacinin doku kiiltiirii yontemiyle mikro
cogaltilmasmin arastirildigi calismada dokular Nisan ayinda siirglin uglarindan
almmustir. 1 mgl'1 BA igeren ortam ¢ogaltma i¢in en iyi sonucu vermistir. En yliksek
koklenme 0.3 mgl! NAA ile 1.6 mgl” thiamine iceren ortamda ve 7 giinliik karanlik

uygulamasindan elde edilmistir.

Molassiotis ve ark. (2003), GF-677 anacinin in vitro kosullarda iiretilen
stirglinlerin  koklenmesine Fe-EDDHA (Fe-ethylenediamine-di-(o-hydroxyphenyl)-
acetic acid)’in etkisiyle ilgili olarak yapilan ¢alismada; 30 gl” sukroz,7 gl” agar, 0.6
mgl’ BA, 0.2 mgl' GA; ve 0.05 mgl' IBA ile desteklenmis MS besi ortami
kullanilmistir. FeCls, Fe-EDTA ve Fe-EDDHA gibi ii¢ demir formu 3 konsantrasyon
olarak (0.002 — 0.005 — 0.01 mgl' Fe) denenmistir. Fe-EDDHA’dan elde edilen
sonuglar diger gruplarla karsilastirildigi zaman en iyi sonucu verdiginin bildirildigi
calismada; 0.01 mgl'l Fe-EDDHA serisinde; koklenme oran1 %100, ortalama kok sayis1

7.3, kdk uzunlugu ise 3.8 cm olarak gerceklesmistir.

Caboni ve Lauri (2002), In vivo’da gelisen GF-677, M-51 klon ana¢ genotipleri
ve Babygold seftali ¢esidinin siirgiinleri, in vitro’da kiiltiire alimmistir. MS ortamina; 1-
1/2 ve 1/4 Fe-EDTA, ilave edilmistir. Ayrica 0.1 mgl"' KHCO; ilavesiyle esit molarda

FeSO; ile yer degistirmis olan MS ortami kullanilmistir. Cogalma hizlar1 hesaplanmis
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ve klorofil icerigi belirlenmistir. Fe eksikligi semptomlar1 genotipe bagli olarak,
bikarbonat ilaveli FeSO, bulunan ortamda daha ac¢ik goriilmistiir. En belirgin
semptomlar Babygold seftali ¢cesidinde, orta dereceli semptomlar GF-677 ve M-51 klon
ana¢ genotiplerinde ve daha az belirgin semptomlar da badem genotiplerinde
gorilmistiir. In vitro ve dis ortam arasinda bir korelasyon oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu
ilk sonuclar, badem ve diger sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde kloroza toleransin hizli

kontrolii i¢in doku kiiltiirlerinin kullaniminm miimkiin oldugu bildirmistir.

Ahmad ve ark. (2003), GF-677 seftali anacinin in vitro siirglin proliferasyonu
iizerine MS ve Anderson besi ortamlarinin ve farkli BA konsantrasyonlarinm (0.3, 0.6,
0.9 mgl") etkisinin incelenmesine ydnelik olarak yapilan ¢alisma kapsammda; AND
besi ortamindan elde edilen klorotik, kiiciik ve vitrifiye siirgiinlere gore, MS besi
ortaminda silirglin proliferasyonu, uzunlugu ve biiylimesinin daha iyi sonu¢ verdigi
bildirilmistir. 0.6 mgl" BAP konsantrasyonunun kullanilmasi durumunda 2 cm’den
uzun ¢ok sayida siirgiin olustugu goriilmiistiir. Yiiksek konsantrasyonda BAP (0.9 mgl
") kullanimiyla kallus olusumunun ve siirgiin ucu nekrozunda azalma meydana
gelmistir. 2 MS besi ortaminmn 3 mgl” IBA ile desteklenmesiyle en iyi koklenme elde
edilmis olup, yiiksek konsantrasyonda IBA (4 mgl"') kullanimi durumunda kallus

olusumunun azaldig1 ve normal kok gelisiminin inhibe oldugu bildirilmistir.

Molassiotis ve ark. (2004), tarafindan yapilan bir ¢alismada GF-677 klon
anacinin Fe-EDTA uygulanmis mikro ¢eliklerinde in vitro koklenme sirasinda meydana
gelen peroksidaz ve katalaz aktivitesindeki degisimler arastirilmustir. Ilk kokler,
koklenme ortamina alma isleminden yaklasik 12 giin sonra goriilmiistiir. Koklenmemis
mikro ¢eliklerin aksine koklenmis olan mikro celikler 9. giinde en yiiksek peroksidaz
aktivitesi gostermistir. 6. ve 12. gilinlerde peroksidaz yogun bir sekilde iyonik olarak
hiicre duvarmna gecis yapmis, 6. ve 15. giinlerde ise katalaz enzimi maksimum aktivite
gostermistir. Coziiniir peroksidaz izoenzimlerinin zamanla degisimleri sadece

koklenmis mikro celiklerde gdriiniir bir bant meydana getirmistir.

Antonopoulou ve ark. (2005), In vitro kdklenen GF-677 melez anacinda B,
(Riboflavin) vitamininin etkisi tizerinde ¢alisilmistir. Riboflavinin 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2
mgl! konsantrasyonlart denenmistir. 4 hafta sonra kontrol uygulamasma gore

koklenmenin ¢ok diisiik oldugu ve riboflavinin eksplantlarda yan kok olusumunu tesvik
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etmedigi goriilmiistiir. B, vitamininin en yiiksek (1.5 ve 2 mgl") iki konsantrasyonunu
iceren koklenme ortaminda, siirglinlerin biiylik bir kisminda, tepe nekrozu ve kloroz

semptomlar1 goriildiigl bildirilmistir.

Fotopoulos ve Sotiropoulos (2005), Yunanistan Pomoloji Enstitiisiinde selekte
edilen PR 204/84 (seftali x badem) anaci, GF-677 klon anacina alternatif bir anagtir. MS
ortaminin mineral madde konsantrasyonunun indirgenmesi ve IBA konsantrasyonlarnin
0.5 ve 1 mgl" olmast durumunda PR 204/84 cksplantlarmin ana kok sayisida ve bu
eksplantlarin koklenme oranlarinda onemli bir artis olmustur. 2 MS ve MS
ortamlarinda, IBA konsantrasyonlarinin tiimiinde kok uzamasi tesvik edilmistir. Yine bu
iki besi ortaminda, IBA miktarmin 0’dan 2 mgl™’a dogru artisiyla siirgiin basina diisen
ana kok sayisinda artis oldugu gozlenmistir. Kiiltiir ortaminmn mineral madde
konsantrasyonu ve IBA kok uzunlugunda 6nemli bir etkide bulunmamistir. Siirglinler
oksinin bulunmadigi kontrol ortaminda kdklenmemistir. 0.5, 1 ve 2 mgl'] IBA iceren %2
MS ortamu ile 1-2 mgl” IBA iceren MS ortamunda siirgiin kéklenmesinin %100 oldugu

gbzlenmistir.

Ahmad ve ark. (2007), GF-677 seftali anacinin in vitro kdklenmesi ve siirgiin
poliferasyonu iizerine sorbitol ve sukroz karbon kaynaklarinin etkilerinin arastirildigi
calismada 15, 30, 45 ve 60 gl'1 konsantrasyonlar1 karsilastirilmistir. Cogalmig eksplant
basina en yiiksek siirglin sayis1 kullanilabilir siirgiinlerin maksimum taze agirligi olan
30 gl‘1 sorbitolden elde edilmistir. GF-677’nin in vitro siirglin ¢ogaltimi i¢in sukroz
kullanimmm etkili olmadigi goriilmiistiir. Benzer bir sekilde 30 gl sorbitolde en iyi
koklenme orani, koklenmis eksplant basina kok sayist ve 1.5 cm’den biiylik uzunlukta
kokler elde edilmistir. GF-677 seftali anacinin in vitro gogaltimi ve kdklenmesinin

gelisimi i¢in sorbitoliin sukroza gdre daha iyi karbon kaynagi oldugu bildirilmistir.

Bajaj (1986), Klon anaglarinin ¢ogaltilmasinda vegetatif yontemlerden en fazla
kullanilan1 celik ile ¢ogaltmadir. Bazi anaglarda daldirma ydntemini de uygulamak
miimkiindiir. Bu yolla genis ¢apl liretim ve kisa siirede ¢ok sayida ana¢ materyali elde
etmek miimkiindiir. Genis ¢apl {liretim ve kisa siirede ¢ok sayida ana¢ materyali elde
etmek amaci ile in vitro tekniklerden de son yillarda yaygm olarak yararlanilmaktadir.
Hizli ve genis ¢apli iiretim i¢in in vitro teknikler bir¢ok meyve tiirlinlin ¢ogaltilmasinda

kullanilmaktadir.
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Silveira (2000), Myrabolan, Marianna, Mr.S 2/5, GF-677 ve G x N22 anaglar1
icin in vitro ¢ogaltma protokollerinin gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢alismada; tam MS
ve ¥ MS ortami ve BAP’m 4 farkli konsantrasyonu (0.1, 0.3, 0.5 ve 0.7 mgl™")
incelenmistir. Genotipler, bu iki ortamda ve farkli BAP konsantrasyonlarinda farkli
tepkiler vermislerdir. Mr.S 2/5 ve G x N22 anaglar1 % MS ortaminda BAP ile daha iyi
sonuglar saglamustir. Marianna anact, 0.7 mgl”" BAP iceren MS ortaminda en iyi sonucu
verirken, Myrabolan anact 0.5 mgl"' BAP iceren % MS ortammda en iyi sonucu
vermistir. Kullanilan her iki ortamda (MS ve % MS) BAP dozu arttik¢a siirgiin
uzunlugunda azalma gozlenmistir. G x N22 anac1 ayni tepkiyi MS ortaminda vermistir.
Koklenmeyle ilgili olarak ¢alismanin devaminda anaglarin her biri i¢cin IBA’nin 4 farkh
dozu (0, 0.002, 0.02, 0.2) IAA’nin 4 farkli dozu (0.001, 0.01, 0.1) ve NAA’nin 4 farkl
dozu (0, 0.001, 0.01 ve 0.1 mgl") incelenmis olup; kullanilan anaglarin oksin ve
konsantrasyonlarina gore farkli tepkiler verdigi goriilmiistiir. IBA ve IAA oksinleri tiim
uygulamalarda NAA’dan daha iyi sonuglar vermistir. G x N22 anaci en iyl sonucu
IBA nm 0.002 TAA’nin 0.001 mgl™ konsantrasyonunda verirken, Marianna anac1 0.002-
0.1 mgl" konsantrasyonlarinda en iyi sonucu vermistir. Myrabolan anaci, oksin tipleri
ve konsantrasyonlarma goére Onemli tepkiler vermemistir. Sonugta, NAA’in Prunus

anaclarinin in vitro ¢ogaltimi i¢in uygun olmadigi bildirilmistir.

Rodrigues ve ark. (2003), Prunus ana¢ adaylarinin in vitro kosullarda
cogaltilmasi i¢in ortam caligmalarinda 1 cm uzunlugunda alinan siirgiin uglar1 16 saat
fotoperiyot ve 25 + 2 °C sicaklikta tutulmustur. Deneme MS, % MS, SH ve Villegas
ortamlariyla kurulmus, ¢ogaltma ortami olarak SH ve % MS kullanilmistir. Ayrica %
MS ortaminda farkli agar miktarlar1 da (4.5, 5.5 ve 6.5 gl') denenmistir. Denemede,
bitkilerin gelisme, infeksiyon ve oksidasyon yiizdeleri saptanmistir. Cogaltma
ortaminda en yiiksek biiyiime, gelisme ve kardeslenme orani 5.5 gl agar iceren % MS

ortaminda bulundugu bildirilmistir.

Gtlinal (2006), Gisela 5 ve MaxMa 14 kiraz anaglarmin doku kiiltiirii ile
cogaltilmas1 amaciyla yapilan ¢aligmada; eksplant olarak tepe ve yan siirgiin uclari,
temel besi ortami olarak ise MS kullanilmigtir. Cogaltma ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, GA; (0.25 mgl'l) sabit olmak tizere, BAP’1n 0.1, 0.5 ve 1 mgl'1 dozlar1 ile
2,4-Dnin 0.01, 0.1 ve 0.5 mgl" dozlar1 tek baslarina veya BAP ve 2,4-D’nin birlikte

kombinasyonlar1 seklinde kullanilmistir. Biiylimeyi diizenleyicilerin farkli dozlarinin
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stirgiinlerin gelisme orani, proliferasyonu siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu {izerine
etkileri arastirilmistir. Calismada yan siirgiin ¢ogaltiminda gerek BAP’in tek basina
diisiik dozlar1 (0.1 ve 0.5 mgl") ve gerekse diisiik dozdaki 2,4-D (0.01 mgl") ile
birlikteki kombinasyonlar1 diger doz ve kombinasyonlarina gore daha basarili oldugu
saptanmistir. Ayrica ¢ogalma sathasinda alt kiiltiir sayis1 arttik¢a yan siirgiin sayisinin
da artt1g1 ve {igiincii alt kiiltiir sathasinda her siirgiin ucundan ortalama 3.33 adet yan

stirglin elde edilebilecegi bildirilmistir.

Arict (2008), Myrobolan 29-C, MaxMa 14, MaxMa 60, GF 677 ve GN
anaclarinin siirgiin uglar1 ve yan siirgiinleri kullanilarak doku kiiltiiri ¢ogaltma
olanaklar1 arastirilmustir. Eksplantlar 1 mgl” BAP + 0.02 mgl”" NAA, 1 mgl”" BAP + 0.2
mgl' NAA, 2 mgl”" BAP + 0.02 mgl' NAA, 2 mgl” BAP + 0.2 mgl" NAA, 1 mgl' BAP
+0.02 mgl”" NAA + 0,5 mgl”' GAs, 1 mgl" BAP + 0.2 mgl' NAA + 0.5 mgl" GA3, 2
mgl BAP + 0.02 mgl" NAA + 0.5 mgl” GA3, 2 mgl” BAP + 0.2 mgl”" NAA + 0.5 mgl
' GA; hormonlarmi igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire almmuistir. Ortamlar arasinda
istatistiksel olarak bir fark gozlenmese de en fazla siirgiin olusumu Myrobolan i¢in MS
+ 1 mgl” BAP + 0.2 mgl' NAA, MaxMa 60 i¢in MS + 2 mgl” BAP + 0.02 mgl' NAA,
MaxMa 14 icin MS + 2 mgl”’ BAP + 0.2 mgl” NAA + 0.5 mgl" GA;, GF-677 i¢in MS +
1 mgl’ BAP + 0.02 mgl’ NAA, GN icin MS + 1 mgl” BAP + 0.02 mgl” NAA + 0.5

mgl” GA; ieren ortamlarda gozlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bah¢e Bitkileri Boliimii
Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2011-2012 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir. Aragtirmada
eksplant kaynagi olarak Ferragnes ve Ferradual badem c¢esitlerine ait fidanlar ile
bademxseftali melezi anacglar olan GF-677 ve Garnem (GN-15)’den alinan bir yash
siirginlerde bulunan tek bogum tomurcuklar kiiltiir baslatmak i¢in kullanilmistir.
Badem ¢esitlerine ait siirgiinler D.U. Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii fidan
iretim parselinde bulunan bir yashh fidanlardan; anaclara ait materyaller ise

Diyarbakir’da bulunan 6zel bir fidanliktaki damizlik agaglardan alinmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. a) Ferragnes badem cesidine ait 15-20 cm uzunlugunda 1 yasindaki siirgiinler b) Yapraklari
temizlenmis ve tek bogum haline getirilmek iizere hazirlanmig 1 yasinda siirgiinler

3.1. Materyal
3.1.1. GF-677 Anacinin Genel Ozellikleri

Kirecli topraklara uygun, kloroz, Phytopthora ve kok kanserine dayanikli,
yiiksek kalitede meyve veren kuvvetli bir anagtir. Genglik kisirlig: siiresi kisa olan ve
homojen meyve veren agaglari hemen ikinci yilda meyve vermeye baglayan seftaliler
icin kisa siirede biiyiik tach agaclar olusturmasi bakimindan diinyanin bir¢ok yerinde
oldugu gibi Ege, Akdeniz, Marmara ve GAP bolgesi i¢in de Onerilebilen bir anactir
(Kiiden 2000).

- Badem x seftali melez anacidir.

- Fransa orjinlidir.
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- Vegetatif yolla ¢cogaltilir (doku kiiltiirii ve as1 ile).

- Erik, badem, nektarin ve seftaliler i¢in asilamaya uygundur.

- Patojensiz bitkilerdir.

- Arazi kosullarinda bir 6rnek biiyiime saglarlar.

- Kuvvetli gelisim gosteren giiclii agaclardir.

- Toprakta gelisimi iyi olup, kurakliga tolerans1 yliksektir. Agir, orta ve hafif
topraklar i¢cin uygundur. Yiiksek verim saglar (Rahan Meristem 1998).

3.1.2. Garnem (GN-15) Anacinin Genel Ozellikleri

Kuvvetli gelisen topraga baglanmasi iyi olan bir anagtir. Aktif kirece yliksek
dayaniklilik gosterir. Giiglii yapist yeniden agaclandirmaya izin verir. Yumrulu
nematodlara ve kok ur nematoduna kars1 dayaniklidir. Topraga baglanmasi iyi olup, iyi
bir bitki gelisimi gosterir. Agir biinyeli topraklara uyum saglar. Uzerindeki gesidin

meyve kalitesi lizerine olumlu etki yapar.
3.1.3. Ferragnes Badem Cesidi

“Cristomorto x Ai1” badem g¢esitlerinin melezidir. Cok gec ¢icek acar ve orta
zamanda meyvelerini olgunlastirir. Giiclli, verimli agaglara sahiptir. Kabuk sert, i¢
randimam  %30-43 arasinda degismektedir. I¢ badem genis ve uzun yapida,
genislik/uzunluk oran1 %42°dir (Kester ve ark. 1990). 1990’11 yillarda yapilan
adaptasyon calismalariyla Gilineydogu Anadolu Boélgesi i¢in uygun oldugu tespit

edilmistir.
3.1.4. Ferraduel Badem Cesidi

Fransiz menseili bir badem g¢esitidir. “Cristomorto x Ai” ¢aprazlamasindan
olusturulmus olup aga¢ gelisimi ¢ok 1yidir. Cigeklerini ge¢ agan bir ¢esit olmasi 6nemli
pozitif zelliklerindendir. Ferradeul badem agac1 ¢ok erken meyveye yatar. ikiz meyve
orant %5 civarindadir. Fransiz menseili Ferragnes badem agaci ile ayni zamanda
toplanir. Sert kabuklu olmasindan dolay1 dis bademi grubundan olup i¢ randiman %28
dir. I¢ bademler ¢ok iridir. Tozlayicis1 Ferragnes ve Texas’tir. Bahcelerde ana gesit

olarak pek kullanilmaz. Ferragnes bademinin tozlayicis1 olarak kullanilir.
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3.2. Metot
3.2.1. Sterilizasyon Teknikleri

(Calismada kullanilan nodal tomurcuklarin in vitro kosullardan kaynakli herhangi
bir kaynaktan olabilecek enfeksiyonunu engellemek ve kontaminasyondan korumak
icin, baslangi¢ materyallerinin yani sira; besi ortami, kullanilan alet ve kiiltiir kaplarinin

tamamen steril sartlar altinda hazirlanip kullanilmasi son derece énemlidir.

Bagslangic Materyallerinin Yiizey Sterilizasyonu: Calismada kullanilan tek
bogum eksplantlar (Sekil 3.2.a.) 6nce musluk suyu ile yikanmis ve daha sonra %10
NaOCl (Sodyum Hipoklorit) igerisinde 10 dk. calkalanmistir. Daha sonra sterilatin
etkisini gidermek i¢in 5 defa ve her defasinda 5 dk. steril saf su ile yikandi (Y1ildirim ve

ark. 2010) (Sekil 3.2.b.).

Filtrasyon ile Sterilizasyon: 1AA, IBA, GAj; gibi sicakta bozulan BBD’lerin
sterilizasyonu i¢in mikrofiltrasyon kullanilmaktadir. Belirtilen maddelerden ¢alismamiz
stiresince yalnizca IBA’dan faydalanilmistir. Bu amagla Steril Acrodisc (0.2 pum)

mikrofiltre kullanilmistir.

Sekil 3.2. a) Sterilizasyon 6ncesi hazirlanmis ve bir adet tomurcuk iceren tek bogum badem eksplantlari
b) Sterilizasyonu yapilacak Ferragnes ve Ferraduel cesitlerine ait tek bogum eksplantlar
Filtre Kagitlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu: Steril kabinde yapilan
calismalar sirasinda kullanilacak olan pens ve bistiirilerin steril kabin igerisinde
muhafazasi ve iizerlerinde bitki parcalarmin kesilmesi amaciyla iki ayr1 ebatta
hazirlanan filtre kagitlar1 ve havlu pegeteler iki kat ambalaj kagidina sarilarak etiivde

180 °C’de 2 saat siireyle sterilizasyona tabi tutularak sterilize edilmistir.
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Cam Malzemelerin Sterilizasyonu: Cam malzemeler (erlenmayer, cam sise,
meziir, balon joje, pipet vb.) sadece sicak su kullanilarak firca yardimiyla temizlendi.
Daha sonra ii¢ defa saf sudan gecirilerek 180 °C’de etiivde 2 saat bekletilmek suretiyle
steril edildi. Kullanilacak olan Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 ise, 121 °C’de, 1 atm.

basing altinda, 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir.

Pens ve Bistiirilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu: Pens ve bistliriler %96’11ik
etil alkol ile temizlendikten sonra 10’lu gruplar halinde aliiminyum folyolara sarilarak,

300 °C’lik bir kuru hava sterilizatériinde 30 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Transfer Odasinin Hazirlanmast ve Sterilizasyonu: Transfer odasinda; genel
olarak bir ultraviyole lambasi, materyal ekim islemlerinin gerceklestirilecegi steril bir
kabin bulunmaktadir. Transfer odasina girilmeden 1 giin Once; steril kabin i¢i ve dis
yizeyt %96’lik alkol ile temizlenerek, odanin kapi, raf, taban vs. gibi yerleri,
seyreltilmis sodyum hipoklorit (NaOCI) ile temizlendikten sonra zaman ayarli
ultraviyole lambasi acilarak gece 2-3 saat calismasi saglanarak odanin genel

sterilizasyonu tamamlanmistir.
3.2.2. Besi Ortamlarinin ve Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda besi ortami olarak (Murashige ve Skoog 1962) tarafindan
onerilen temel MS besi ortam1 modifiye edilerek kullanilmistir. Tiim ¢aligmalarda besi
ortami1 6.3 gl'1 agar ile desteklenmistir. Calismada, kullanilan besi ortamlarina ait stok
cozeltilerin hazirlanmasi ve Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin konsantrasyonlariyla ilgili

bilgiler asagida verilmistir.

MS (makro elementler) Ana Soliisyonu

NH4NO3 165¢g

KNO;3 190¢g

CaCl,.2H,0 44¢

MgSO0,4.7H,0 37¢g

KH,PO,4 1.7¢g

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanur.
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MS Mikro-1 Elementler Ana Soliisyonu
H;BO;3

MnS0O4.4H,0

ZnS04.7H,0

KI

Na;Mo0O42H,0

Steril saf su

MS Mikro-2 Elementler Ana Soliisyonu
CUSO4.5H20
COC]Q. 6H20

Steril saf su

Kompleks Kelator Ana Soliisyonu
FeS0,4.7H,0
Na,EDTA

Steril saf su

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu
Nikotinik Asit

Glisin

Piridoksin HCI

Steril saf su

B; Vitamini Ana Soliisyonu
Tiamin HCI

Steril saf su
Myo-inositol
myo-inositol

Steril saf su

29

620 mg
2230 mg
860 mg
83 mg
25 mg

1000 ml’ye tamamlanir.

5 mg
5 mg

200 ml’ye tamamlanir.

2778 g
373 ¢g

1000 ml’ye tamamlanur.

50 mg
200 mg
50 mg

100 mI’ye tamamlanir.

10 mg

100 mI’ye tamamlanir.

100 mg

1000 mI’ye tamamlanir.
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BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu
BAP
IN NaOH

Steril saf su

NAA (Naftalenasetik asit) Ana Soliisyonu
NAA
% 95 lik Etil Alkol

Steril saf su

IBA (Indol-3 butirikasit) Ana Soliisyonu
IBA
% 95 lik Etil Alkol

Steril saf su

Cizelge 3.1. Temel MS Besi Ortaminin igerigi

100 mg
2-3 ml

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg
3-5ml

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg
3-5ml

100 ml’ye tamamlanir.

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 ml

MS mikroelementler-1 10 ml

MS mikroelementler-2 I ml

Komplex kelator 10 ml

Vitamin karigimi I ml

myo-inositol 10 ml

B, vitamini ana soliisyonu 1 ml

Agar 63¢g

Sukroz 30g

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanur.
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Besi ortam1 bilesenlerinin ve biiylime diizenleyicilerinin se¢imi; tiirlerin kiiltiire
basarili bir sekilde alinmasi ve rejenerasyon sistemlerinin optimize edilmesi bakimindan

son derece onemli faktorlerdir.

Kullanilan tim maddeler mgl™ olarak ifade edildi. Bir litrelik standart MS besi
ortam1 hazirlamak igin 1 litrelik otoklavlanabilir sise igerisine 500 ml steril saf su
birakildi. Daha sonra belirtilen miktarda sukroz eklendi. Bu islemi sirasiyla cizelge
3.2.de verilen ortam bilesenlerinin, belirtilen konsantrasyonlarda otoklavlanabilir sise
icine aktarilmasi izledi. Her maddenin ilave edilmesinden sonra ¢okmeyi Onlemek
amactyla, hazirlanan sollisyon birka¢ dakika c¢alkalandi. Ortam igin gerekli olan bu
bilesenlerin eklenmesinden sonra, tiim bu karigim steril saf su ile 1 litreye tamamlandi.
Daha sonra amaca gore; 250 ml ya da 500 ml’lik otoklavlanabilir siselere aktarildi.
Yapilacak deneyin amacina uygun olarak, bitki biliylime diizenleyiciler eklendikten
sonra, pH 5.7-5.8’¢e ayarlandi (1 M NaOH ve HCI ile). Ortamin katilastirilmasi i¢in agar
eklendi. Hazirlanan besi ortaminin sterilizasyonu; 1 atmosfer basingta 121 °C’de 15-25
dakika siire ile ya da besi ortaminin miktarina gore bu siire azaltilarak ya da arttirilarak
otoklavda bekletilmek suretiyle gergeklestirildi. Sterilizasyonu yapilan besi ortamu,
transfer odasinda steril kabin igerisinde Magenta GA-7 kiiltiir kabina 50 ml olarak
paylastirildi. Besi ortami soguyarak katilastiktan sonra deney kapsaminda hazirlanan
eksplantlarin ekim islemi yapildi. Magenta kapaklarmin etrafi parafilm ile sarilarak

biiylime odasina alindi.
3.2.3. Bitki Biiyiime Diizenleyiciler i¢cin Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerine (BBD) BAP-IBA-NAA ait stok cozeltilerin
hazirlanmasi i¢in, ihtiya¢ duyulan miktarlar tartildi. Stok c¢ozeltiler genellikle mg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 ya da 100 ml steril balon jojelere
aktarildi. Her madde 5-10 ml kadar 1 M KOH (TDZ, NAA), yada 1 M HCI (BAP, K,
TDZ) icinde kii¢ilk magnetik karistiricilarla birlikte ¢ozdiiriildii. Bazi maddeler ise
(IBA, 2-4 D) alkolde eritildi. Eritilen BBD steril saf suyla 50 ml ya da 100 ml’ye
tamamlandi. Her maddeyi ekledikten sonra kii¢iik magnetik karistirict yardimiyla

¢ozelti homojen bir sekilde karistirildi.
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Baz1 bitki biiyiime diizenleyicileri (IAA ve IBA) sicakta bozulacagi i¢in filtre ile
sterilize edildikten sonra besi ortamina ilave edildi. Biiyiime maddelerine ait stok
cozeltiler buzdolabinda 4 °C’de saklandi ve rutin bir sekilde, kullanim yogunluguna

bagli olarak uygun peryotlarla taze olarak hazirlandi.
3.2.4. Biiyiime Odasinin Diizeni

Biiyiime odasi 40 pmol m™s” yogunluktaki 151k siddetine sahip olup, ortam
sicakligmmi 25+£2 °C’de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi (klima ve termostat)
bulunmaktadir. Materyale uygulanacak fotoperiyot; bir zaman ayarlayici ile 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlik olacak bi¢cimde ayarlanmistir. Isik {iretimi i¢in beyaz
flouresan ampuller kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan ortamda, kiiltlirlerin gelismesi

icin gerekli optimum kosullar saglanmustir.

3.2.5. Kiiltiir Baslatma Cahsmalari

Proliferasyon ¢alismalarinda kullanilacak olan siirgiinlerin elde edilebilmesi
amaciyla yapilan kiiltiir baglatma caligmalarinda; hem badem agaglarindan hem de
anaclardan alinan bir yash siirgiinlerdeki tek bogum eksplantlar kullanilmistir (Sekil
3.3.). GF-677 ve Garnem anagclarindan kiiltiir baglatma i¢in hazirlanan MS besi ortami1
0.5 mgl™' BAP ile desteklenmis; Ferragnes ve Ferraduel bademleri igin ise 1 mgl™”' BAP
ile desteklenmistir. Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina veya cam siselere 40-50 ml besi
ortam1 konulmus ve yeteri miktarda tek bogum eksplantlar ekilmistir. Ekim yapilan
kiiltiir kaplar1 Boliim 3.2.2.°de belirtilen biiylime odasinda gelismeye birakildi. 28
giinliik kiiltlir peryodu sonunda tomurcuklardan meydana gelen yaklastk 1 cm

uzunlugundaki siirgiinler mikrogogaltim yapmak tizere kullanmildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.3. Tek bogum eksplantlardan kiiltlir baglatma a) Ferragnes badem ¢esidi b) Garnem anaci c)
GF- 677 anac1

Sekil 3.4. Kiiltiir baglatma amaciyla ekilen tek bogum eksplantlardan 28 giinliik kiiltiir peryodundan
sonra gelisen siirgiinler a) Ferraduel badem ¢esidi b) Garnem anac1 c¢) GF-677 anact
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3.2.6. Mikroasilama icin kullanilacak anac¢larin mikrocogaltimi

Kiiltiir baglatma calismalarindan sonra GF-677 ve Garnem anaglarina ait tek
bogum kiiltiirlerden elde edilen yaklasik 1 cm uzunlugundaki siirgiin uglar1 kullanilarak,
0.5 mgl"' BAP ile destekli MS besi ortaminda yapilan proliferasyon ile birlikte anaglarin

mikrocogaltimi saglanmustir.

3.2.7. Mikroasilama icin kullamilacak badem cesitlerinin mikrocogaltimi

Kiiltiir baglatma ¢alismalarinda sonra Ferragnes ve Ferraduel badem ¢esitlerine
ait tek bogum kiiltiirlerden elde edilen yaklasik 1 cm uzunlugundaki siirgiin uglari
kullanilarak 0.7 mgl™ BAP + 0.01 mgl™" NAA (Rugini and Verma 1982) ile destekli MS
besi ortaminda yapilan proliferasyon ile birlikte badem cesitlerinin mikrogogaltimi

saglanmigtir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. a) Ferragnes badem g¢esitinde proliferasyon b) Proliferasyon ortamindan ¢ikanlar
ve mikroasilamada kullanilacak olan Ferragnes siirgiinleri

3.2.8. GF-677 ve Garnem Anaclarinin Koklendirilmesi

Belirtilen anacglarda yapilan mikrogogaltim caligmalariyla birlikte elde edilen
yaklagtk 2 cm uzunlugundaki siirgiinler 1 mgl™” IBA ile destekli MS besi ortamma
koklendirme amaciyla aktarilmistir (Sekil 3.6.). 28 giinliik kiiltiir peryodundan sonra
koklenen anaglar mikroasilama c¢alismasinin bazi deneylerinde kullanilmistir. (Sekil

3.7.)
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Sekil 3.6. Koklenme ortamina aktarilmig GF-677 anacina ait 2 cm uzunlugundaki siirgiinler

Sekil 3.7. Mikroasilamada kullanilmak tizere koklendirilmis Garnem anaglari
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3.2.9. Mikroasilama ¢alismalari

Yapilan calisma, GF-677 Garnem anaglarina ait in vitro ¢ogaltilmig koksiiz
anaglarla, koklii anaglar, Ferragnes ve Ferraduel badem cesitlerine ait siirgiin uclariyla
mikroasilanmasi iizerine planlanmistir. Mikroasilama asamasina kadar gerceklestirilen;
materyalin sterilizasyonu, kiiltiir baslatma ve mikrogogaltim ¢alismalari literatiir
destekli olarak rutin bir sekilde yiiriitiilmiis ve bu asamalarda tez ¢alismasina yonelik
olarak herhangi bir deney yapilmamuistir.

Tez calismasinin deneylerinde GF-677 ve Garnem anaglarina ait 2-3 cm
uzunlugundaki siirglinlerin yaklasik 2-2.5 cm olacak sekilde tepeleri kesilerek anag
olarak kullanilmistir (Sekil 3.8). Ayrica koklii siirgiinlerin asilanmasina yonelik olarak
yine mikrogogaltimdan elde edilen 2 cm uzunlugundaki anag siirgiinleri koklendirme

ortaminda koklendirildikten sonra asilanmistir (Sekil 3.9.).

Sekil 3.8. Mikroagilamada kullanilacak koksiiz GF-677 anaglari
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Sekil 3.9. a) Koksiiz GF-677 anaci iizerine Ferragnes badem ¢esitinin asilanarak besi ortamina ekilmesi
b) Koksiliz Garnem anaci iizerine Ferraduel badem ¢esitinin agilanarak besi ortamina ekilmesi

c) Koklii F-677 anac1 iizerine Ferragnes badem cesitinin agilanarak besi ortamina ekilmesi
d) Asilardan 28 giin sonra kaynasma ve siirgiin gelisimi

Sekil 3.10. Koksiiz Garnem anaci lizerine asili Ferraduel badem ¢esitinden olusan bitkilerin aklimitasyon
asamasina gelmis hali.
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Asilama calismalarinda her seride 15 asilama yapilmis ve bu asili bitkilerin
farkli oksin-sitokinin igeren MS besi ortamina aktarildiktan 4 hafta sonra asagida

belirtilen gdzlemler yapilmistir.

Ast tutma oranmi: Asili bitkilerin besi ortamina aktarilmasindan 28 giin sonra
kaynasmis ve gelismenin meydana geldigi asili bitkilerin, toplam bitkilere orani (%)

olarak hesaplanmuistir.

Stirgiin uzunlugu: Asili bitkilerin besi ortamina aktarilmasindan 28 giin sonra as1
siirgiinlerinde meydana gelen gelismenin mm olarak dijital kumpas yardimiyla

Ol¢iilmesiyle hesaplanmistir.

Koklenme orani: Asilt bitkilerin besi ortaminda kalan ana¢ kisimlarinda yeni

koklenme goriilen bitkilerin toplam bitkilere oran1 (%) olarak hesaplanmstir.

Diisen asi1 orani: Asili bitkilerin besi ortamina aktarilmasindan bir hafta sonra,
ast kalemlerinin anagtan ayrilarak besi ortamina diismesi sonucu bu o&zellikteki

bitkilerin toplam bitkilere orani (%) olarak hesaplanmaistir.

Kallus olusumu: Asili bitkilerin besi ortamina aktarilmasindan 28 giin sonra
anaclarin besi ortaminda kalan kisimlarinda kallus olusturan bitkilerin toplam bitkilere

orant (%) olarak hesaplanmistir.

3.2.9.1. GF-677 Anac1 Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesitinin Bazi
As1  Parametreleri Uzerine Besi Ortamma flave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu calismada Ferragnes badem ¢esidiyle asilanan GF-677 anacinin bitki biiylime
diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl”"' BAP + 0.1 mgl™' IBA ve 0.5 mgl™ IBA + 0.1 mgl”
BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra asi tutma orani (%), koklenme

orani (%), diisen as1 orani (%) ve kallus olusumu (%) olarak tespit edilmistir.
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3.2.9.2. GF-677 Anac1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesitinin Bazi As1
Parametreleri Uzerine Besi Ortamma 1ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu ¢alismada Ferraduel badem ¢esidiyle asilanan GF-677 anacinin bitki biiyiime
diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™' BAP + 0.1 mgl™ IBA ve 0.5 mgl™' IBA + 0.1 mgl’
BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra asi tutma orani (%), koklenme

orani (%), diisen as1 oran1 (%) ve kallus olusumu (%) olarak tespit edilmistir.

3.2.9.3. Koklii GF-677 Anac1 Uzerine Asillanan Ferraduel Badem Cesitinin
Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu calismada Ferraduel badem ¢esidiyle asilanan koklii GF-677 anacinin bitki
biiyiime diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™ BAP + 0.1 mgl™ IBA ve 0.5 mgl™ IBA +
0.1 mgl”" BAP ile destekli MS besi ortamima dikildikten sonra asi tutma orani (%),
siirgiin uzunlugu (mm), diisen as1 orami (%) ve koklenme orani (%) olarak tespit

edilmistir.

3.2.9.4. Koklii GF-677 Anac1 Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesitinin
Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamima ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu ¢alismada Ferragnes badem cesidiyle asilanan koklii GF-677 anacinin bitki
bityiime diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™” BAP + 0.1 mgl” IBA ve 0.5 mgl™ IBA +
0.1 mgl'1 BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra asi tutma orani (%),
siirglin uzunlugu (mm), diisen as1 orani (%) ve koklenme orani (%) olarak tespit

edilmistir.

3.2.9.5. Garnem (GN-15) Anaca Uzerine Agsilanan Ferraduel Badem
Cesitinin Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamina flave Edilen Oksin-

Sitokinin Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu ¢alismada Ferraduel badem c¢esidiyle asilanan Garnem anacinin bitki bliylime

diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™” BAP + 0.1 mgl™ IBA ve 0.5 mgl™' IBA + 0.1 mgl
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BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra asi tutma orant (%), siirgiin
uzunlugu (mm), kéklenme orani (%), diisen as1 oran1 (%) ve kallus olusumu (%) olarak

tespit edilmistir.

3.2.9.6. Garnem (GN-15) Anaci Uzerine Asilanan Ferragnes Badem
Cesitinin Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamma ilave Edilen Oksin-

Sitokinin Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu calismada Ferragnes badem cesidiyle asilanan Garnem anacinin bitki
bilyiime diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl” BAP + 0.1 mgl'1 IBA ve 0.5 mgl'1 IBA +
0.1 mgl™" BAP ile destekli MS besi ortamima dikildikten sonra asi tutma orani (%),
stirglin uzunlugu (mm), koklenme orani (%), diisen as1 orani (%) ve kallus olusumu (%)

olarak tespit edilmistir.

2.7.9.7. Koklii Garnem (GN-15) Anac1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem
Cesitinin Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamma ilave Edilen Oksin-

Sitokinin Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu calismada Ferraduel badem cesidiyle asilanan koklii Garnem anacinin bitki
biiyiime diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™" BAP + 0.1 mgl™" IBA ve 0.5 mgl™ IBA +
0.1 mgl‘l BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra as1 tutma orani (%),
siirglin uzunlugu (mm), diisen as1 orani (%) ve koklenme orani (%) olarak tespit

edilmistir.

3.2.9.8. Koklii Garnem (GN-15) Anaci Uzerine Asilanan Ferragnes Badem
Cesitinin Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamina flave Edilen Oksin-

Sitokinin Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu ¢alismada Ferragnes badem ¢esidiyle asilanan koklii Garnem anacinin bitki
biiyiime diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl” BAP + 0.1 mgl” IBA ve 0.5 mgl™ IBA +
0.1 mgl'1 BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra asi tutma orani (%),
siirgiin uzunlugu (mm), diisen as1 orant (%) ve koklenme orani (%) olarak tespit

edilmistir.
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3.2.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Biitiin caligsmalar tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak
toplam en az 15 eksplant iizerinde yapilmistir. Elde edilen verilerin analizi amaciyla
SPSS 13.0 paket programi kullanilmistir. Test edilen islemler arasindaki farkliligin
belirlenebilmesi i¢in veriler ANOVA’ya tabi tutulmustur. Istatistiksel farkliligin énemli
goriildiigii islemler belirlendigi zaman, ortalamalar arasindaki farkliliklar (P <0.05)

seviyesinde DUNCAN testine tabi tutulmustur.
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GF-677 ve Garnem anaclarinin Ferragnes ve Ferraduel badem c¢esitleriyle
mikroasilanmasiyla ilgili olarak yapilan deneylerden elde edilen sonuglar asagida

verilmistir.

4.1. GF-677 Anac1 Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesidine ait Bazi As1
Parametreleri Uzerine Besi Ortamma 1ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde, mikrocogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen GF-677
anacina ait 2 cm uzunlugundaki anaclar ve Ferragnes badem c¢esidine ait 0.6-0.9 mm
uzunlugundaki siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asil1
materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarma sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. GF-677 Anaci Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesitinin as1 tutma orani, koklenme
orani, diisen as1 orani ve kallus olusumu

OKsin/Sitokinin As1 Tutma Koklenme Diisen As1 Kallus
Kombinasyonu Oram (%) Oram (%) Orani (%) Olusumu (%)
BBD ilavesiz 100.00 £ 0.00 a 13.33+9.08 ab 6.67+6.67a 0.00£0.00 ¢
0.5 mglI'BAP + 0.1

mgl'IBA 73.33+£1181b 6.67+£6.67b 0.00£0.00 a 40.00 £ 13.09 b
0.5 mgl"'IBA + 0.1

mgl'BAP 93.33 £ 6.66 ab 40.00+13.09 a 6.67+6.67a 86.67£9.08 a
(Sd:2) - F degeri 3.138 3.128 0.500 22.225

Deney kapsaminda c¢alisilan parametrelerden elde edilen sonuglar arasinda, asi
tutma orani, koklenme orani ve kallus olusum oranlar1 bakimmdan fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken (P<0.05), diisen as1 oranlar1 bakimindan ortaya ¢ikan fark
onemsiz bulunmugstur. As1 tutma orani bakimindan en iyi sonucu %100 oranla bitki
biiyiime diizenleyicisi bulunmayan besi ortam1 vermis olup, IBA agirlikli ortam ve BAP
agrrhikli besi ortamlarindan elde edilen sonuglar aymi grup igerisinde yer almis ve
sirastyla %93 ve %73’liikk as1 tutma orami elde edilmistir. Yildirim ve ark. 2010,
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Ferragnes ve Ferraduel badem ¢esitlerinin in vitro ¢imlendirilen tohum anaglar1 {izerine
mikroasilanmasi sonucu elde edilen as1 tutma oranmnin en diisik %90 olarak elde
etmistir. Ghorbel ve ark. 1998, Achak badem c¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili
calismada maksimum as1 tutma oraninin %80 oldugunu bildirmistir. Yildirim ve ark.
2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem cesitlerinin mikroagilanmasiyla ilgili
yaptiklar1 calismada tohumdan elde edilen ¢ogiir anaglar farkl tiplerde kullanilarak
hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan mikroasilamayla birlikte as1 tutma
oranlarmin %83 - %100 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica mikroasida kullanilan
stirglinlerin bogum sayisinin as1 tutma orani iizerine etkisini de inceleyen arastiricilar en
1yl a1 tutma oranini yalniz siirgiin ucu ve siirgiin ucu + bir bogum materyalinden elde
edildigi bildirilmistir. Juarez ve ark. 1992, tarafindan bademde siirgiin ucu asilama
yontemiyle yapilan mikroasilama caligmasinda asi tutma oraninin %40-50 oldugu
bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro ¢imlendirilmis tohum anaglar1 iizerine
Nonpareil ¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 calismada as1 tutma oranimnin
%91-100 arasinda degistigi bildirilmistir. Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-1
ve Ne Plus Ultra badem c¢esitleri titan x nemaguard hibrit anaglar1 iizerine
mikroasilanmasiyla 1ilgili yaptiklar1 calismada as1 tutma oraninin%50-65 arasinda
oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem cesidinin GF-677, Ak-1 ve Ak-2
klonal anacglarinin mikroasilanmasiyla ilgili yapilan ¢alismada asi tutma oranlarinin
strastyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan farkl
badem c¢esitleri ve anaglarmin kullanilarak yapilan mikroasilama c¢aligmalarinda elde
edilen as1 tutma oranlar1 %25 ile %100 arasinda degisiklik gostermektedir.
Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlar1 bir¢ok arastiricinin elde ettigi sonuglara
nispeten daha iyi ve yliksek cikmistir. Asili anaclarda meydana gelen koklenme
durumlart bakimindan IBA agirlikli ortamdan %40°lik bir oran goriiliirken, diger
ortamlar ¢ok smnirli kdklenme meydana geldigi goriilmiistiir. Asili bitkilerin besi
ortamma dikiminden sonra asi kalemlerinin diismesini ifade eden diisen as1 oranlari
bakimindan sadece bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmayan ve IBA agirlikli ortamlarda
cok diisiik oranlar elde edilirken, BAP agirlikli ortamda diisen as1 olmamis ve elde
edilen sonuclar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Yildirim ve ark. 2010,
Ferragnes ve Ferraduel badem c¢esitlerinin tohum anaclarina asilanmasiyla birlikte besi

ortamina dikilmesinden sonra, {izerinde calisilan as1 tekniklerine gore degismekle
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birlikte %10-40 arasinda diisen as1 oraninin elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin
gelistirilmesiyle birlikte bu durumun bir sorun olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir.
Yildirim ve ark. 2013, tarafindan yapilan ¢alismada mikroasili bitkilerde herhangi bir
as1t diisme durumuyla karsilasilmadigi ve bu agidan herhangi bir gézlem alinmadigi
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢calismada yalnizca bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan ve
IBA agirliklt ortamlarda %6.67 gibi ¢ok diisiik as1 diisme oranlart goriiliirken, diger
arastiricilar tarafindan elde edilen sonuclardan daha disiik olarak gergeklesmistir.
Kallus olusum orani yoniinden IBA agirlikli ortamda %86, BAP agirlikli ortamda %40
oranindaki anagta kallus goriilmekle birlikte, bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmayan

besi ortaminda herhangi bir kallus olusumu gézlenmemistir.

4.2. GF-677 Anaci1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesidine ait Bazi As1
Parametreleri Uzerine Besi Ortamma Ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen GF-677
anacina ait 2 cm uzunlugundaki anaglar ve Ferraduel badem c¢esidine ait 0.6-0.9 mm
uzunlugundaki siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asili
materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.2°de
verilmistir. Deney kapsaminda yapilan uygulamalardan elde edilen sonuglara uygulanan
istatistiksel analize gore; as1 tutma orani, koklenme orani ve diisen asi oranlari
bakimindan uygulamalar arasindaki fark 6nemsiz bulunurken, kallus oran1 bakimindan
ortaya ¢ikan farklilik istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.05). As1 tutma orani
yoniinden biitliin uygulamalar ayn1 grup icerisinde yer almakla birlikte, bitki biiylime
diizenleyicisi bulunmayan ve IBA agirlikli besi ortaminda %80, BAP agirlikli ortamdan
%73 tutma oran elde edilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin in vitro ¢imlendirilen tohum anaglar1 tizerine mikroagilanmasi sonucu elde

edilen as1 tutma oraninin en diisiik %90 olarak elde etmistir.
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Cizelge 4.2. GF-677 Anaci Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesitinin as1 tutma orani, koklenme orant,
diisen as1 oran1 ve kallus olusumu

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Koklenme Diisen As1 Kallus
Kombinasyonu Oram (%) Oram (%) Oram (%) Olusumu (%)
BBD ilavesiz 80.00 + 10.69 a 0.00 +0.00 b 6.67+6.67a 0.00+0.00 ¢
0.5 mgl'BAP + 0.1

mgl'IBA 7333+ 1181 a 0.00+0.00b 20.00£10.69a 46.67+13.33b
0.5 mgl'IBA + 0.1

mgl'BAP 80.00 £ 10.69 a 33.33+12.59a 6.67+6.67a 86.67+£9.08 a
(Sd:2) - F degeri 0.121 7.00 0.875 21.683

Ghorbel ve ark. 1998, Achak badem ¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili caligmada
maksimum ag1 tutma oraninin %80 oldugunu bildirmistir. Channuantapipat ve ark.
2000, Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra badem c¢esitleri titan x nemaguard hibrit anaglar1
iizerine mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada as1 tutma oraninin%50-65
arasinda oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem ¢esidinin GF-677, Ak-1 ve
Ak-2 klonal anaglarinin mikroasilanmasiyla ilgili yapilan c¢alismada as1 tutma
oranlarinin sirastyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011,
in vitro ¢imlendirilmis tohum anaglar1 iizerine Nonpareil ¢esidinin mikroasilanmasiyla
ilgili yaptiklar1 caligmada as1 tutma oranmin %91-100 arasinda degistigi bildirilmistir.
Yilduim ve ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem c¢esitlerinin
mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada tohumdan elde edilen ¢ogiir anaglar farkl
tiplerde kullanilarak hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan mikroasilamayla
birlikte as1 tutma oranlarnin %83-%100 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica
mikroasida kullanilan siirglinlerin bogum sayisinin as1 tutma orani lizerine etkisini de
inceleyen arastiricilar en iyi as1 tutma oranini yalniz siirglin ucu ve siirgiin ucu + bir
bogum materyalinden elde edildigi bildirilmistir. Juarez ve ark. 1992, tarafindan
bademde siirgiin ucu asilama yontemiyle yapilan mikroasilama calismasinda as1 tutma
oraninin %40-50 oldugu bildirilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan farkli badem
cesitleri ve anaglarmin kullanilarak yapilan mikroasilama caligmalarinda elde edilen as1
tutma oranlar1 %25 ile %100 arasinda degisiklik gostermektedir. Caliyjmamizda elde
edilen ag1 tutma oranlar1 bir¢ok arastiricinin elde ettigi sonuglara nispeten daha iyi ve
yiiksek ¢ikmistir. Koklenme oranlaria gore en iyi sonucu IBA agirlikli besi ortami %33

olarak vermis, ancak diger uygulamalarda koklenme elde edilememistir. Diisen asi
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oranlar1 bakimindan en yiiksek oran1t BAP agirlikli ortam %20 olarak verirken, bitki
bliylime diizenleyicisi bulunmayan ve IBA agirlikli ortam %6.67 gibi diisiikk sonug
vermistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem g¢esitlerinin tohum
anaglarma asilanmasiyla birlikte besi ortamima dikilmesinden sonra, ilizerinde calisilan
as1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1 oraninin elde
edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu durumun bir sorun
olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan yapilan ¢alismada
mikroagili bitkilerde herhangi bir as1 diisme durumuyla karsilagilmadigi ve bu acidan
herhangi bir gozlem alimmadigi bildirilmistir. Yaptigimiz calismada yalnizca bitki
bliylime diizenleyicisi bulunmayan ve IBA agirlikli ortamlarda %6.67-20 arasinda
diisen as1 oranmi goriiliirken, diger arastiricilar tarafindan elde edilen sonuglardan daha
diisiik olarak gergeklesmistir. Kallus orani yoniinden %86 gibi bir oranla en yiiksek
sonucu IBA agirlikli ortam verirken, bunu BAP agirlikli ortam %46 orantyla takip
etmistir. Ancak bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan ortamda herhangi bir kallus

olusumunun olmadig1 goérilmiistiir.

4.3. Koklii GF-677 Anac1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesidine ait
Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin EtKisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen GF-677
anacina ait 2 cm uzunlugundaki siirgiinlerin koklenme ortaminda koklendirilmesi
suretiyle elde edilen koklii anaglar ve Ferraduel badem g¢esidine ait 0.6-0.9 mm
uzunlugundaki siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asili
materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.3.°te
verilmigtir. Elde edilen verilerin istatistiksel analiz sonuglarina gére yalnizca siirgiin
uzunlugu degerleri bakimindan uygulamalar arasindaki fark Onemli bulunurken
(P<0.05), as1 tutma ve koklenme oranlar1 bakimindan 6nemli bulunmamaistir. Anaglarin
gelismislik ve daha odunsu bir yapida bulunmasi nedeniyle hi¢gbir uygulamada diisen
astya rastlanmamistir. Yine belirtilen bu durum nedeniyle asi tutma oranlar1 biitiin

uygulamalarda %100 olarak gerceklesmistir.
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Cizelge 4.3. Koklii GF-677 Anaci Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesitinin as1 tutma orani, siirgiin
uzunlugu ve koklenme orani

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Oram Siirgiin Uzunlugu Koklenme Oram
Kombinasyonu (%) (mm) (%)

BBD ilavesiz 100.00 + 0.00 a 4.86+0.23b 80.00 £ 10.69 a
0.5 mgl'BAP + 0.1 mgl"'IBA 100.00 + 0.00 a 8.66+0.52a 93.33 £ 6.66 a
0.5 mgl'IBA + 0.1 mgl'BAP 100.00 + 0.00 a 3.73+0.26 ¢ 93.33 £ 6.66 a
(Sd:2) - F degeri - 50.078 0.875

Juarez ve ark. 1992, tarafindan bademde siirgiin ucu asilama yontemiyle yapilan
mikroasilama ¢aligmasinda as1 tutma oranmin %40-50 oldugu bildirilmistir. Ghorbel ve
ark. 1998, Achak badem c¢esidinin mikroagilanmasiyla ilgili ¢alismada maksimum as1
tutma oranmin %80 oldugunu bildirmistir. Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-
1 ve Ne Plus Ultra badem c¢esitleri titan x nemaguard hibrit anaglar1 {izerine
mikroasilanmasiyla 1ilgili yaptiklar1 calismada as1 tutma oraninin%350-65 arasinda
oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem ¢esidinin GF-677, Ak-1 ve Ak-2
klonal anaglarmin mikroagilanmasiyla ilgili yapilan ¢alismada asi tutma oranlarinin
strastyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes
ve Ferraduel badem ¢esitlerinin in vitro c¢imlendirilen tohum anaglar1 iizerine
mikroagilanmas1 sonucu elde edilen as1 tutma oranmin en diigsik %90 olarak elde
etmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro ¢imlendirilmis tohum anaclar1 lizerine Nonpareil
cesidinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada asi tutma oranmin %91-100
arasinda degistigi bildirilmistir. Yildirim ve ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil
badem cesitlerinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklari calismada tohumdan elde edilen
cogiir anaglar farkl tiplerde kullanilarak hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan
mikroasilamayla birlikte as1 tutma oranlarmin %83 - %100 arasinda degistigi
bildirilmistir. Ayrica mikroasida kullanilan siirglinlerin bogum sayismin as1 tutma orani
iizerine etkisini de inceleyen arastiricilar en iyi as1 tutma oranini yalniz siirgiin ucu ve
slirgiin ucu + bir bogum materyalinden elde edildigi bildirilmistir. Farkli arastiricilar
tarafindan farkli badem cesitleri ve anaglarinin kullanilarak yapilan mikroasilama
calismalarinda elde edilen as1 tutma oranlar1 %25 ile %100 arasinda degisiklik
gostermektedir. Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlar1 birgcok arastiricinin elde

ettigi sonuclara nispeten daha iyi ve yiiksek cikmustir. Siirgiin uzunlugu degerleri
47



4. BULGULAR VE TARTISMA

bakimindan en iyi sonu¢ BAP agirlikli ortamdan 8.66 mm olarak Olciilmiistiir. Bunu
bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmayan ve IBA agirlikli ortam 4.86 mm ve 3.73 mm
olarak takip etmistir. Yildirim ve ark. 2010, mikroasilanmis bitkilerde meydana gelen
stirglin gelisim degerlerinin 5-17 mm arasinda oldugunu belirlemislerdir. Yildirim ve
ark. 2013, mikroasilanmig bitkilerden elde ettikleri siirglin uzunlugu degerleri ¢esitlere
gore degisiklik gostermekle birlikte; Teksas c¢esidinde 5-19 mm, Ferrastar ¢esidinde 5-
17 mm, Nonpareil ¢esidinde 8-26 mm arasinda degistigi bildirilmektedir. Bu degisimin
farkl1 as1 siirgiinii uzunluklar1 ve besi ortaminda yapilan oksin-sitokinin kombinasyonu
uygulamalarinda kaynaklandigi bildirilmistir. Calismamizda elde edilen degerler 3-8
mm arasinda degisirken, arastiricilarin kullandig1 genellikle tohum anaci oldugu, ancak
calismamizda badem x seftali melezi klonal anaci oldugunu belirtmek gerekir.
Kullanilan anacin giicii nispetinde elde edilen siirgiin gelisiminin sekillendigi
bilinmektedir. Diisen as1 oranlar1 bakimindan g¢alismamizin bu kisminda mikroasili
bitkilerde herhangi bir as1 diisme durumuyla karsilagilmamistir. Bu durumun koklii
anaclarin gelisme kuvvetinin, kalinligmin ve odunsu yapisinin daha iyi olmasindan
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin tohum anaglarina asilanmasiyla birlikte besi ortamina dikilmesinden sonra,
iizerinde c¢alisilan as1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1
oraninin elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu
durumun bir sorun olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan
yapilan ¢alismada mikroasili bitkilerde herhangi bir as1 diisme durumuyla
karsilagilmadig1 ve bu agidan herhangi bir gbzlem alinmadigi bildirilmistir. Kéklenme
oranlar1 bakimimdan biitiin uygulamalar ayn1 grup icerisinde yer almakla birlikte, BAP
ve IBA agirlikli ortamda %93, bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan ortamda %80

koklenme orani tespit edilmistir.

4.4. Koklii GF-677 Anac1 Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesidine ait
Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamma ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen GF-677
anacmna ait 2 cm uzunlugundaki siirgiinlerin koklenme ortaminda koklendirilmesi
suretiyle elde edilen koklii anaglar ve Ferragnes badem c¢esidine ait 0.6-0.9 mm

uzunlugundaki siirglin ug¢lar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asili
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materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’te
verilmistir.

Cizelge 4.4. Koklii GF-677 Anaci Uzerine Asilanan Ferragnes Badem ¢esitinin as1 tutma orani, siirgiin
uzunlugu ve kdklenme orant

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Oram Siirgiin Uzunlugu Koklenme Oram
Kombinasyonu (%) (mm) (%)

BBD ilavesiz 80.00 + 10.69 b 441+031¢ 53.33+13.33b
0.5 mgl'BAP + 0.1 mgl"'IBA 100.00 + 0.00 a 10.40+0.48 a 93.33 £ 6.66 a
0.5 mgl'IBA + 0.1 mgl'BAP 100.00 + 0.00 a 5.60+025b 86.67+9.08 a
(Sd:2) - F degeri 3.500 72.465 4.521

Uygulanan farkli oksin-sitokinin kombinasyonlariin mikroasili bitkilerdeki as1
tutma orani, siirgiin uzunlugu ve koklenme orani iizerine olan etkileri istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P<0.05). As1 tutma oran1 bakimindan en iyi sonucu %100 ile BAP
ve IBA agirlikli besi ortamlar1 paylasirken, bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan besi
ortaminda ise %80 olarak ger¢eklesmistir. Ghorbel ve ark. 1998, Achak badem
¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili ¢alismada maksimum ag1 tutma oranmin %80
oldugunu bildirmistir. Juarez ve ark. 1992, tarafindan bademde siirgiin ucu asilama
yontemiyle yapilan mikroasilama c¢alismasinda asi tutma oranmnin %40-50 oldugu
bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro ¢imlendirilmis tohum anaclar1 iizerine
Nonpareil ¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada as1 tutma oranmin
%91-100 arasinda degistigi bildirilmistir. Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-1
ve Ne Plus Ultra badem c¢esitleri titan X nemaguard hibrit anacglar1 iizerine
mikroasilanmasiyla 1ilgili yaptiklar1 c¢alismada as1 tutma oraninin%50-65 arasinda
oldugunu bildirmistir. Yildirim ve ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem
cesitlerinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada tohumdan elde edilen ¢ogiir
anaglar farkli tiplerde kullanilarak hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan
mikroasilamayla birlikte as1 tutma oranlarmin %83 - %100 arasinda degistigi
bildirilmistir. Ayrica mikroasida kullanilan siirgiinlerin bogum sayisinin a1 tutma orani
iizerine etkisini de inceleyen arastiricilar en iyi ag1 tutma oranini yalniz siirglin ucu ve

slirgin ucu + bir bogum materyalinden elde edildigi bildirilmistir. Celik 2006,
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Ferragnes badem c¢esidinin  GF-677, Ak-1 ve Ak-2 klonal anaglarinin
mikroasilanmasiyla ilgili yapilan ¢alismada as1 tutma oranlarinin sirasiyla %25, %25.1
ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin in vitro ¢imlendirilen tohum anaglari lizerine mikroasilanmasi sonucu clde
edilen as1 tutma oraninin en diisik %90 olarak elde etmistir. Farkli arastiricilar
tarafindan farkli badem c¢esitleri ve anaglarnin kullanilarak yapilan mikroasilama
calismalarinda elde edilen as1 tutma oranlart %25 ile %100 arasinda degisiklik
gostermektedir. Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlar1 bir¢ok arastiricinin elde
ettigi sonuclara nispeten daha iyi ve yiiksek ¢ikmistir. Asi siirglinlerinin gelisimi yani
stirgiin uzunlugu degerleri bakimindan BAP agirlikli ortamda 10.4 mm’lik bir gelisme
elde edilirken, en zayif gelismenin 4.41 mm ile bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan
ortamda meydana geldigi goriilmiistiir. Yildirim ve ark. 2010, mikroasilanmis bitkilerde
meydana gelen siirglin gelisim degerlerinin  5-17 mm arasinda oldugunu
belirlemislerdir. Yildirim ve ark. 2013, mikroagilanmis bitkilerden elde ettikleri siirgiin
uzunlugu degerleri cesitlere gore degisiklik gdstermekle birlikte; Teksas ¢esidinde 5-19
mm, Ferrastar ¢esidinde 5-17 mm, Nonpareil ¢esidinde 8-26 mm arasinda degistigi
bildirilmektedir. Bu degisimin farkli as1 siirgiinii uzunluklar1 ve besi ortaminda yapilan
oksin-sitokinin ~ kombinasyonu uygulamalarindan  kaynaklandigi  bildirilmistir.
Calismamizin bu kisminda elde edilen degerler 4-10 mm arasinda degisirken, siirgiin
gelisimi tlizerine besi ortaminda bulunan BAP’in onemli etkiye sahip oldugu
gorilmiistliir. Arastiricilarin - kullandigi  genellikle tohum anaci oldugu, ancak
calismamizda badem x seftali melezi klonal anaci oldugunu belirtmek gerekir.
Kullanilan anacin giicii nispetinde elde edilen siirgiin gelisiminin sekillendigi
bilinmektedir. Kéklenme oranlaria gore en iyi sonucu BAP agirlikli ortam %93 olarak
verirken, IBA agirlikli ortam %86 ile ayn1 grup igerisinde yer almislardir. Koklii GF-
677 anaclarinin asilanmasi, koksiiz anaglara gore hem as1 kaleminin daha rahat
yerlestirilmesi hem de anacin daha odunsu yapiya sahip olmasi nedeniyle bu deneyde
diisen asiya rastlanmamistir. Yildrim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin tohum anaglarina agilanmasiyla birlikte besi ortamima dikilmesinden sonra,
iizerinde ¢aligilan as1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1
oraninin elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu

durumun bir sorun olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan
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yapilan c¢alismada mikroasili bitkilerde herhangi bir as1 diisme durumuyla

karsilasilmadigi ve bu agidan herhangi bir gézlem alinmadig: bildirilmistir.

4.5. Garnem Anac1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesidine ait Bazi
As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamma flave Edilen OKksin-Sitokinin

Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen Garnem
anacina ait 2 cm uzunlugundaki anaglar ve Ferraduel badem ¢esidine ait 0.6-0.9 mm
uzunlugundaki stirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asil
materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarma sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.5.te
verilmistir.

Cizelge 4.5. Garnem (GN-15) Anaci1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesitinin as1 tutma orant,
stirgiin uzunlugu, kdklenme orani ve kallus olusumu

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Siirgiin Koklenme Kallus
Kombinasyonu Oram (%) Uzunlugu (mm) Oram (%) Olusumu (%)
BBD ilavesiz 80.00 + 10.69 b 7.08+£0.51c 20.00+10.69 a 20.00£10.69 ¢
0.5 mgl 'BAP +

0.1 mgl"'IBA 93.33+6.66 a 21.21+0.93 b 0.00+0.00a 60.00 = 13.09 b
0.5 mgl"'IBA + 0.1

mgl'BAP 80.00 £ 10.69 b 26.16 = 0.92a 15.56 +11.81a 100.00 + 0,00 a
(Sd:2) - F degeri 0.651 135.196 2.275 16.800

Deney kapsaminda yapilan uygulamalar arasinda elde edilen sonuglara gore; as1
tutma ve koklenme oranlar1 bakimindan ortaya ¢ikan fark onemli bulunmamasina
ragmen; siirgiin uzunlugu ve kallus orani bakimindan goriilen farklilik istatistiksel
olarak dnemli bulunmustur (P<0.05). As1 tutma oran1 bakimindan en iyi sonucu %93 ile
BAP agirlikli besi ortamui verirken, bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan ve IBA
agirhikli besi ortamlarindan %80 olmak iizere ayni oranlar elde edilmistir. Yildirim ve
ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem c¢esitlerinin in vitro ¢imlendirilen tohum
anaclar1 iizerine mikroasilanmasi sonucu elde edilen as1 tutma oraninin en diisiik %90
olarak elde etmistir. Ghorbel ve ark. 1998, Achak badem ¢esidinin mikroasilanmasiyla

ilgili calismada maksimum as1 tutma oraninin %80 oldugunu bildirmistir. Yildirim ve
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ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem cesitlerinin mikroasilanmasiyla ilgili
yaptiklar1 calismada tohumdan elde edilen ¢ogiir anaglar farkh tiplerde kullanilarak
hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan mikroasilamayla birlikte as1 tutma
oranlarinin %83 - %100 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica mikroasida kullanilan
slirglinlerin bogum sayismnin as1 tutma orani iizerine etkisini de inceleyen arastiricilar en
iyi as1 tutma oranini yalniz siirgiin ucu ve siirglin ucu + bir bogum materyalinden elde
edildigi bildirilmistir. Juarez ve ark. 1992, tarafindan bademde siirgiin ucu asilama
yontemiyle yapilan mikroasilama calismasinda asi tutma oraninin %40-50 oldugu
bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro ¢imlendirilmis tohum anaglar1 {izerine
Nonpareil ¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklari ¢alismada as1 tutma oraninin
%91-100 arasinda degistigi bildirilmistir. Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-1
ve Ne Plus Ultra badem c¢esitleri titan x nemaguard hibrit anaglar1 T{izerine
mikroasilanmasiyla 1ilgili yaptiklar1 calismada as1 tutma oraninin%50-65 arasinda
oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem ¢esidinin GF-677, Ak-1 ve Ak-2
klonal anaclarinin mikroasilanmasiyla ilgili yapilan calismada as1 tutma oranlarinin
strastyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan farkl
badem c¢esitleri ve anaglarmin kullanilarak yapilan mikroasilama c¢aligmalarinda elde
edilen as1 tutma oranlar1 %25 ile %100 arasinda degisiklik gostermektedir.
Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlar1 bir¢ok arastiricinin elde ettigi sonuglara
nispeten daha iyi ve yiiksek ¢ikmustir. Olgiilen siirgiin uzunlugu degerlerine gore IBA
agirlikli besi ortaminda 26.16 mm’lik bir gelisme ile en iyi sonug elde edilirken; BAP
agirlikli ortam en yakin takipg¢i olarak 21.21 mm uzunlugundan bir gelisme gostermistir.
Yildirim ve ark. 2010, mikroasilanmis bitkilerde meydana gelen siirglin gelisim
degerlerinin 5-17 mm arasinda oldugunu belirlemislerdir. Yildwrim ve ark. 2013,
mikroasilanmis bitkilerden elde ettikleri siirgiin uzunlugu degerleri cesitlere gore
degisiklik gostermekle birlikte; Teksas c¢esidinde 5-19 mm, Ferrastar ¢esidinde 5-17
mm, Nonpareil ¢esidinde 8-26 mm arasinda degistigi bildirilmektedir. Bu degisimin
farkl as1 siirgiinii uzunluklar1 ve besi ortaminda yapilan oksin-sitokinin kombinasyonu
uygulamalarinda kaynaklandigi bildirilmistir. Calismanin bu kismindan elde edilen
degerler 21-26 mm arasinda degisirken, siirglin gelisimin Garnem anacinda daha iyi
oldugu tespit edilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan genellikle tohum anaci

kullanildig1, ancak calismamizda badem x seftali melezi klonal anaci oldugunu
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belirtmek gerekir. Kullanilan anacin giicii nispetinde elde edilen siirgiin gelisiminin
sekillendigi bilinen bir gergektir. Koklenme oranlarina gore ¢ok diisiik sonuglar alinmig
olmakla birlikte, bitki bliylime diizenleyicisi bulunmayan besi ortamindaki koklenme
orant %20 olarak gerceklesmistir. Garnem anaglarmin genel asilama ozellikleri
bakimmdan daha saglam ve odunsu olmasi ve bu nedenle as1 kaleminin daha rahat
yerlestirilmesine imkan vermesinden dolay1 biitiin uygulamalarda diisen as1 parametresi
%0 olarak tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin tohum anaglarina asilanmasiyla birlikte besi ortamina dikilmesinden sonra,
iizerinde c¢alisilan as1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1
oraninin elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu
durumun bir sorun olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan
yapilan calismada mikroasili bitkilerde herhangi bir as1 diisme durumuyla
karsilasilmadigi ve bu acgidan herhangi bir gozlem alinmadigi bildirilmistir. Kallus
oranlarma gore en yiiksek sonucu IBA agirlikli besi ortami %100 olarak vermis olup, en
diisiik sonug ise bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan besi ortamindan %20 olarak

elde edilmistir.

4.6. Garnem Anaci1 Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesidine ait Baz
As1  Parametreleri Uzerine Besi Ortammna Ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin EtKisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen Garnem
anacina ait 2 cm uzunlugundaki anacglar ve Ferragnes badem c¢esidine ait 0.6-0.9 mm
uzunlugundaki siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asili
materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.6.’da
verilmistir. Deney kapsaminda yapilan uygulamalardan elde edilen verilere uygulanan
istatistiksel analiz sonuglarina gore; as1 tutma orani, siirgiin uzunlugu, kéklenme ve
kallus oranlar1 bakimindan uygulamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunurken, diisen as1 oranlar1 bakimindan ¢ikan sonuglarin Onemsiz oldugu

goriilmiistiir (P<0.05).
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Cizelge 4.6. Garnem (GN-15) Anac1 Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesitinin as1 tutma orani, siirgiin
uzunlugu, koklenme orani, diisen as1 orani ve kallus olusumu

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Siirgiin Koklenme Diisen As1 Kallus
Kombinasyonu Oram (%) Uzunlugu Oram (%) Oram (%)  Olusumu (%)
(mm)

BBD ilavesiz 66.67+1259b 6.70+0.51¢ 13.33+£9.08ab  0.00+0.00a 20.00=+10.69c

0.5mgl'BAP + 100.00+0.00a 17.00£0.60b 0.00+0.00 b 0.00+0.00a 66.6+12.59b
0.1 mgl'IBA

0.5mgl"'IBA + 80.00+10.69a 2291+0.71a 33.33+12.59a 6.67+6.67a 100.00+0.00a
0.1 mgl'BAP

(Sd:2) - F 3.093 146.176 3.500 1.000 17.744
degeri

As1 tutma oranlar1 bakimindan en iyi sonu¢ BAP agirlikli ortamda %100 olarak
gerceklesirken, IBA agirlikli ortamda goriilen %80 oranla aymi grup igerisinde yer
almigtir. Bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmayan besi ortaminda ise en diisiik %66’lik
as1 tutma orami elde edilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem
cesitlerinin in vitro ¢imlendirilen tohum anaglar1 iizerine mikroasilanmasi sonucu elde
edilen as1 tutma oranmnin en diisiikk %90 olarak elde etmistir. Ghorbel ve ark. 1998,
Achak badem c¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili ¢alisgmada maksimum as1 tutma
oraninin %80 oldugunu bildirmistir. Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-1 ve
Ne Plus Ultra badem ¢esitleri titan x nemaguard hibrit anaglar1 {izerine
mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 calismada as1 tutma oraninin%50-65 arasinda
oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem ¢esidinin GF-677, Ak-1 ve Ak-2
klonal anacglarimmin mikroagilanmasiyla ilgili yapilan ¢alismada asi tutma oranlarinin
sirasiyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro
cimlendirilmis tohum anaclar1 {izerine Nonpareil ¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili
yaptiklar1 calismada asi tutma oranmin %91-100 arasinda degistigi bildirilmistir.
Yildim ve ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem c¢esitlerinin
mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢aligmada tohumdan elde edilen ¢6giir anaglar farkl
tiplerde kullanilarak hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan mikroasilamayla
birlikte as1 tutma oranlarmin %83 - %100 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica

mikroasida kullanilan siirgiinlerin bogum sayisinin as1 tutma oran iizerine etkisini de
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inceleyen arastiricilar en iyi as1 tutma oranini yalniz siirgiin ucu ve siirgiin ucu + bir
bogum materyalinden elde edildigi bildirilmistir. Juarez ve ark. 1992, tarafindan
bademde siirgiin ucu asilama yontemiyle yapilan mikroasilama ¢alismasinda as1 tutma
oraninin %40-50 oldugu bildirilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan farkli badem
cesitleri ve anaglarin kullanilarak yapilan mikroasilama ¢aligmalarinda elde edilen as1
tutma oranlart %25 ile %100 arasinda degisiklik gostermektedir. Calismamizda elde
edilen as1 tutma oranlar1 bir¢ok arastiricinin elde ettigi sonuglara nispeten daha iyi ve
yiiksek ¢ikmustir. Siirgiin uzunlugu degerlerine gére en iyi sonucu 22.91 mm ile IBA
agirlikli besi ortamu verirken, bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan besi ortamindan
en diisiik deger elde edilmis ve 6.70 mm olarak gergeklesmistir. Yildirim ve ark. 2010,
mikroagilanmig bitkilerde meydana gelen siirgiin gelisim degerlerinin 5-17 mm arasinda
oldugunu belirlemiglerdir. Yildirim ve ark. 2013, mikroasilanmis bitkilerden elde
ettikleri siirgiin uzunlugu degerleri ¢esitlere gore degisiklik gostermekle birlikte; Teksas
cesidinde 5-19 mm, Ferrastar cesidinde 5-17 mm, Nonpareil ¢esidinde 8-26 mm
arasinda degistigi bildirilmektedir. Bu degisimin farkli as1 siirgiinii uzunluklar1 ve besi
ortaminda yapilan oksin-sitokinin kombinasyonu uygulamalarimda kaynaklandigi
bildirilmistir. Calismamizda elde edilen degerler 6-22 mm arasinda degisirken, Garnem
anacindaki siirgiin gelisiminin daha iyi oldugu belirlenmistir. Arastiricilarin kullandigi
genellikle tohum anac1 oldugu, ancak ¢alismamizda badem x seftali melezi klonal anaci
oldugunu belirtmek gerekir. Kullanilan anacin giicii nispetinde elde edilen siirgiin
gelisiminin sekillendigi bilinmektedir. Koklenme oranlar1 bakimindan en yiiksek sonucu
%33 ile IBA agirlikli ortam verirken BAP agirlikli ortamda hi¢ kdklenme meydana
gelmedigi tespit edilmistir. Diisen as1 oranlari bakimindan yalnizca IBA agirlikli
ortamda %6.67’lik bir oran goriiliirken, diger uygulamalarda as1 diisme durumuyla
karsilagilmamigtir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem cesitlerinin
tohum anaclarina asilanmasiyla birlikte besi ortamima dikilmesinden sonra, {lizerinde
calisilan ag1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1 oranimnin
elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu durumun bir
sorun olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan yapilan
calismada mikroasil bitkilerde herhangi bir a1 diisme durumuyla karsilasiimadigi ve bu

acidan herhangi bir gézlem alimmadigi bildirilmistir. Kallus oram1 bakimindan elde
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edilen sonuglar %20 ile %100 arasinda gerceklesirken en iyi sonucu IBA agirlikli

ortamin verdigi goriilmiistiir.

4.7. Kokli Garnem Anac1 Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesidine ait
Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamima flave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen Garnem
anacina ait 2 uzunlugundaki siirgiinlerin koklenme ortaminda koklendirilmesi suretiyle
elde edilen koklii anaglar ve Ferraduel badem ¢esidine ait 0.6-0.9 mm uzunlugundaki
stirglin uglart kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asili materyaller,
farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarma sahip MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir.
Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Deney
kapsaminda elde edilen sonuglara uygulanan istatistiksel analiz sonuglarina gore, as1 tutma ve
koklenme orani degerleri bakimindan ortaya ¢ikana farklilik énemli bulunmamakla birlikte;

stirgiin uzunlugu sonuglari arasinda farkliliklar 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.7. Koklii Garnem (GN-15) Anaci Uzerine Asilanan Ferraduel Badem Cesitinin a1 tutma orani,
stirgiin uzunlugu ve kdklenme orani

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Oram Siirgiin Uzunlugu Koklenme Oram
Kombinasyonu (%) (mm) (%)

BBD ilavesiz 93.33+6.66a 6.57 £0.34c 86.67+9.08 a
0.5 mglI"'BAP + 0.1 mgl'IBA 93.33+6.66 a 24.80+0.86 a 100.00 + 0,00 a
0.5 mgl"'IBA + 0.1 mgl'BAP 100.00 + 0,00 a 12.57+0.53 b 100.00 + 0,00 a
(Sd:2) - F degeri 0.500 217.694 2.154

As1 tutma oranlar1 agisindan biitiin uygulamalar ayni grup icerisinde yer almis
olup, en iyi sonucu %100 tutma oraniyla IBA agirlikli ortam vermistir. Juarez ve ark.
1992, tarafindan bademde siirgiin ucu asilama yOntemiyle yapilan mikroasilama
calismasinda as1 tutma oraninin %40-50 oldugu bildirilmistir. Ghorbel ve ark. 1998,
Achak badem c¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili calismada maksimum as1 tutma
oraninin %80 oldugunu bildirmistir. Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-1 ve
Ne Plus Ultra badem ¢esitleri titan x nemaguard hibrit anaclar1 {izerine

mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢aligmada as1 tutma oranmin%50-65 arasinda
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oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem c¢esidinin GF-677, Ak-1 ve Ak-2
klonal anaclarinin mikroasilanmasiyla ilgili yapilan ¢alismada as1 tutma oranlarmin
strastyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes
ve Ferraduel badem ¢esitlerinin in vitro c¢imlendirilen tohum anaglar1 {izerine
mikroasilanmasi sonucu eclde edilen as1 tutma oranmin en diisik %90 olarak clde
etmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro ¢imlendirilmis tohum anaglari {izerine Nonpareil
cesidinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 caligmada as1 tutma oranmin %91-100
arasinda degistigi bildirilmistir. Yildirim ve ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil
badem ¢esitlerinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 calismada tohumdan elde edilen
cogiir anaglar farkl tiplerde kullanilarak hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan
mikroagilamayla birlikte as1 tutma oranlarmin %83 - %100 arasinda degistigi
bildirilmistir. Ayrica mikroasida kullanilan siirgiinlerin bogum sayisinin as1 tutma orani
iizerine etkisini de inceleyen arastiricilar en iyi as1 tutma oranmi yalniz siirgiin ucu ve
stirglin ucu + bir bogum materyalinden elde edildigi bildirilmistir. Farkli arastiricilar
tarafindan farkli badem cesitleri ve anaglarmin kullanilarak yapilan mikroasilama
calismalarinda elde edilen as1 tutma oranlart %25 ile %100 arasinda degisiklik
gostermektedir. Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlar1 bir¢ok arastiricinin elde
ettigi sonuclara nispeten daha iyi ve yiiksek c¢ikmustir. Siirgiin uzunlugu degerleri
bakimindan BAP agirlikli ortamdan 24.80 mm ile en iyi sonug elde edilmistir. En zayif
stirglin gelisiminin ise bitki bliylime diizenleyicisi bulunmayan besi ortamindan 6.57
mm olarak gerceklesmistir. Yildirim ve ark. 2010, mikroagilanmis bitkilerde meydana
gelen siirgiin gelisim degerlerinin 5-17 mm arasinda oldugunu belirlemislerdir. Yildirim
ve ark. 2013, mikroasilanmis bitkilerden elde ettikleri siirgiin uzunlugu degerleri
cesitlere gore degisiklik gostermekle birlikte; Teksas ¢esidinde 5-19 mm, Ferrastar
cesidinde 5-17 mm, Nonpareil ¢esidinde 8-26 mm arasinda degistigi bildirilmektedir.
Bu degisimin farkli as1 siirglinii uzunluklar1 ve besi ortaminda yapilan oksin-sitokinin
kombinasyonu uygulamalarinda kaynaklandig1 bildirilmistir. Caligmamizda elde edilen
degerler 6-25 mm arasinda degisirken, arastiricilarin kullandig1 genellikle tohum anaci
oldugu, ancak ¢aligmamizda badem x seftali melezi klonal anact oldugunu belirtmek
gerekir. Kullanilan anacin giicli nispetinde elde edilen siirgiin gelisiminin sekillendigi
bilinmektedir. Bu deney kapsamindaki herhangi bir uygulamada as1 diisme durumuyla

karsilasilmamigtir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem cesitlerinin
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tohum anacglarina asilanmasiyla birlikte besi ortamima dikilmesinden sonra, lizerinde
calisilan a1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1 oraninin
elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu durumun bir
sorun olmaktan ¢iktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan yapilan
calismada mikroasili bitkilerde herhangi bir ag1 diisme durumuyla karsilasilmadigi ve bu
acidan herhangi bir gézlem alinmadig: bildirilmistir. Yapilan bu ¢aligmada da boyle bir
sorun olmamasiy, c¢alismamizin diger arastiricilarla uyum igerisinde oldugunu
gostermektedir. Koklenme oranlarina gore biitiin uygulamalar ayni1 grup igerisinde

bulunmakla birlikte BAP ve IBA agirlikli ortamda %100’Lik bir oran elde edilmistir.

4.8. Koklii Garnem Anaci Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesidine ait
Bazi As1 Parametreleri Uzerine Besi Ortamna ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda iiretilen Garnem
anacina ait 2 cm uzunlugundaki siirgiinlerin koklenme ortaminda koklendirilmesi
suretiyle elde edilen koklii anaglar ve Ferragnes badem c¢esidine ait 0.6-0.9 mm
uzunlugundaki siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde edilen asili
materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi ortaminda kiiltiire
almmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de
verilmistir. Uygulanan farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarmin mikroasili bitkilerdeki
as1 tutma ve koklenme orani iizerine olan etkileri istatistiksel olarak Onemsiz, siirgiin
uzunlugu degerleri bakimindan ise 6nemli bulunmustur (P<0.05). As1 tutma oranlari
bakimimdan tiim uygulamalardan %100 oraninda en yiiksek sonuglar elde edilmistir.
Ghorbel ve ark. 1998, Achak badem cesidinin mikroasilanmasiyla ilgili ¢alismada
maksimum ast tutma oranmnin %80 oldugunu bildirmistir. Juarez ve ark. 1992,
tarafindan bademde siirgiin ucu asilama yontemiyle yapilan mikroasilama ¢alismasinda
as1 tutma oranmin %40-50 oldugu bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro
cimlendirilmis tohum anaglar1 {izerine nonpareil cesidinin mikroasilanmasiyla ilgili

yaptiklari ¢caligmada as1 tutma oraninin %91-100 arasinda degistigi bildirilmistir.
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Cizelge 4.8. Koklii Garnem (GN-15) Anaci Uzerine Asilanan Ferragnes Badem Cesitinin as1 tutma orani,
stirgiin uzunlugu ve kdklenme orant

Oksin/Sitokinin As1 Tutma Oram Siirgiin Uzunlugu Koklenme Oram
Kombinasyonu (%) (mm) (%)

BBD ilavesiz 100.00 + 0.00 a 9.80+0.38 ¢ 93.33+£6.66a
0.5 mgl'BAP + 0.1 mgl"'IBA 100.00 + 0.00 a 28.06£0.65 a 100.00 + 0,00 a
0.5 mgl'IBA + 0.1 mgl'BAP 100.00 £ 0.00 a 16.46+0.55 b 100.00 + 0,00 a
(Sd:2) - F degeri - 287.763 1.000

Channuantapipat ve ark. 2000, Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra badem ¢esitleri
titan x nemaguard hibrit anacglar1 lizerine mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 caligmada
as1 tutma oraninin%>50-65 arasnda oldugunu bildirmistir. Yildirim ve ark. 2013,
Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem c¢esitlerinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1
calismada tohumdan elde edilen ¢6giir anaglar farkli tiplerde kullanilarak hipokotil ve
epikotil seviyelerinden yapilan mikroasilamayla birlikte as1 tutma oranlarmnin %83 -
%100 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica mikroasida kullanilan siirgiinlerin bogum
sayisinin a1 tutma orani ilizerine etkisini de inceleyen arastiricilar en iyi as1 tutma
oranmi yalniz siirgiin ucu ve siirglin ucu + bir bogum materyalinden elde edildigi
bildirilmistir. Celik 2006, Ferragnes badem c¢esidinin GF-677, Ak-1 ve Ak-2 klonal
anac¢larinin mikroasilanmasiyla ilgili yapilan ¢alismada as1 tutma oranlarmin sirasiyla
%25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve
Ferraduel badem c¢esitlerinin in vitro ¢imlendirilen tohum anaglar1 tizerine
mikroasilanmas1 sonucu elde edilen asi tutma oranmin en diisik %90 olarak elde
etmistir. Farkli arastiricilar tarafindan farkli badem gesitleri ve anaglarinin kullanilarak
yapilan mikroagilama calismalarinda elde edilen asi tutma oranlart %25 ile %100
arasinda degisiklik gostermektedir. Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlar1 bir¢cok
aragtiricinin elde ettigi sonucglara nispeten daha 1yi ve yiiksek cikmustir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan BAP agirlikli besi ortamimdan ortalama 28.06 mm’lik bir gelisme
elde edilmekle birlikte, bunu 16.46 mm ile IBA agirlikli ve 9.80 mm ile bitki biiyiime
diizenleyicisi bulunmayan besi ortamlar1 takip etmistir. Yidirmm ve ark. 2010,
mikroasilanmis bitkilerde meydana gelen siirgiin gelisim degerlerinin 5-17 mm arasinda
oldugunu belirlemislerdir. Yidirim ve ark. 2013, mikroagilanmis bitkilerden elde
ettikleri siirglin uzunlugu degerleri ¢esitlere gore degisiklik gostermekle birlikte; Teksas
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cesidinde 5-19 mm, Ferrastar ¢esidinde 5-17 mm, Nonpareil ¢esidinde 8-26 mm
arasinda degistigi bildirilmektedir. Bu degisimin farkli as1 siirgiinii uzunluklar1 ve besi
ortaminda yapilan oksin-sitokinin kombinasyonu uygulamalarinda kaynaklandigi
bildirilmistir. Calismamizda elde edilen degerler 9-28 mm arasinda degisirken, koklu
Garnem anaci iizerine agilanan Ferragnes badem c¢esidindeki siirgiin gelisiminin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Arastiricilarin kullandig1 genellikle tohum anaci oldugu, ancak
calismamizda badem x seftali melezi klonal anaci oldugunu belirtmek gerekir.
Kullanilan anacin giicii nispetinde elde edilen siirgiin gelisiminin sekillendigi
bilinmektedir. Bu deney kapsamindaki herhangi bir uygulamada as1 diisme durumuyla
karsilagilmamistir. Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem cesitlerinin
tohum anaglarma asilanmasiyla birlikte besi ortamina dikilmesinden sonra, {lizerinde
calisilan as1 tekniklerine gore degismekle birlikte %10-40 arasinda diisen as1 oraninin
elde edildigini bildirmistir. Uygun teknigin gelistirilmesiyle birlikte bu durumun bir
sorun olmaktan ciktig1 tespit edilmistir. Yildirim ve ark. 2013, tarafindan yapilan
calismada mikroasili bitkilerde herhangi bir as1 diisme durumuyla karsilasilmadigi ve bu
acidan herhangi bir gézlem alinmadig bildirilmistir. Yapilan bu ¢aligmada da boyle bir
sorun olmamasi, ¢alismamizin diger arastiricilarla uyum igerisinde oldugunu
gostermektedir. Koklenme oranlar1 bakimindan IBA ve BAP agirlikli ortamlardan
%100’liik sonuglar elde edilmis olup, bitki biiylime diizenleyicisi bulunmayan besi

ortamindan dahi %93 koklenme orani elde edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Meyve tiirlerinin yetistiriciliginde ana¢ kullanimi zorunludur. Anaglar, {izerine
asilanan ¢esidin gelisimi, hastalik ve zararlilara dayanimini, verimini, meyve kalitesini,
erkencilik ya da gecciligini, kuraga, dona, kirece, tuzluluga, taban suyuna dayanimini ve
bitki besin maddelerinin topraktan alimini etkilemektedir. Sert ¢ekirdekli meyvelerin
yetistirilmesinde, yabani kiraz (kus kirazi), mahlep c¢ogiirleri, seftali yozlari, badem,
kiraz, erik, kayis1 ¢ogiirleri, nemaguard uzun yillar ana¢ olarak kullanilmakla birlikte,
son yillarda klon anaglar iizerine asili fidanlarin kullanim1 ve klon anaglarina olan talep
hizla artmaktadir. Meyveciligin temel unsurlarindan olan ana¢ se¢imi tiim diinyada
gelismeleri dikkatle takip edilen dnemli konulardan birini teskil etmektedir. Ozellikle
sik dikime yonelik toprak ve iklim kosullarma uygun anag¢ gelistirme ¢alismalar1 yogun
bir sekilde yiirtitiilmektedir. Ekonomik agidan erken {iriin verme ve birim alandan
maksimum {iriin alabilmek amaciyla klonal ana¢ kullanimi biiyiik 6nem arzetmektedir.
Klonal ana¢ kullaniminda, genotipin devamliligi saglanmakta, {iniform populasyon
olusturulabilmekte ve fidanlarin genclik kisirlik donemi kisa stirmesinden dolay1 daha
erken donemde meyveye yatmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 gesitli yore ve toprak

kosullarina uygun klonal ana¢ kullanimi1 bir zorunluluk haline gelmistir.

Meyve klonal anaglarinin biiyiik cogunlugu geleneksel ¢ogaltim yontemleriyle
iretilmekle birlikte, vejetatif cogaltim yontemleri arasinda sayilan doku kiiltiirti
yontemiyle de ¢ogaltilmasi gereken bazi anaglar bulunmaktadir. Bu anaglarin tiretimi,
yiiksek laboratuvar masraflari, diisiik in vitro biiylime orani, fizyolojik olarak iiniform
olmayan bitki gelisimi ve alistirma agamasinda diisiik yasama oranlarindan kaynaklanan
yilksek iiretim maliyetlerinden dolayr mikrogogaltimin ticari kullanimi smirh
miktarlarda kalmistir. Ancak iilkemiz kosullarinda son 10-15 yil igerisinde ticari 6zel
doku kiiltlirii laboratuvar1 sayisinda ciddi artiglar ve iretim rakamlarinda biiyiik
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ilerlemelerin desteklenmesi adina Tarim Gida ve
Hayvancilik Bakanliginin 2012 yili igerisinde yurtdisindan klonal anag¢ ithalatini
yasaklamasindan sonra bu sektoriin Onlimiizdeki yillarda daha ciddi geligsmeler

gosterecegi muhakkaktir.

Yapilan bu calismada, Ferragnes ve Ferraduel badem c¢esitleri kullanilarak,

badem x seftali melezleri olan GF-677 ve Garnem anacmin in vitro kosullarda
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mikroasilanmasi yoluyla bu hususta kullanilabilecek bazi yontem ve protokollerin
olusturulmas: hedeflenmistir. Bu amagla belirtilen badem cesitlerinin her iki anag
iizerine mikroasilanmasiyla birlikte ag1 tutma orani, siirgiin gelisimi, koklenme, diisen
ast ve kallus olusum oranlar1 tespit edilmistir. GF-677 anacindaki as1 tutma oranlari
bakimindan; Ferragnes ¢esidinde %100, Ferraduel ¢esidinde ise %80’lik bir oran elde
edilmistir. Kokli GF-677 anaglarindaki as1 tutma oranlari ise her iki ¢esit igin %100
olarak gerceklesmistir. Garnem anacindaki as1 tutma oranlarina gore; Ferragnes cesidi
%100, Ferraduel cesidi ise %93’lik bir oran elde edilmistir. Kokli Garnem

anaclarindaki as1 tutma oranlari ise yine her iki ¢esit i¢cin %100 olarak tespit gelmistir.

Siirgiin uzunlugu bakimimdan; GF-677 anaglarinin sadece kokli olarak asilanan
bitkilerinde siirgiin gelisimi gézlenmistir. Her iki badem cesitinde de BAP agirlikli besi
ortaminda siirglin gelisimi goriiliirken Ferragnes 10.40 mm, Ferraduel 8.66 mm olarak
Olciilmiistiir. Garnem anacglarmin hem koksliz hem de kokli anaglarinda siirgiin
gelisiminin  oldugu goriilmiistiir. Koksiiz anaclarda IBA agirlikli besi ortaminda
Ferragnes c¢esiti 22.91 mm, Ferraduel 26.16 mm uzunluga ulasirken; kokli Garnem
anaclarinda BAP agirlikli besi ortaminda Ferragnes 28.06 mm, Ferraduel 24.80 mm
gelisme gostermistir. Asili bitkilerdeki diisen as1 oranlar1 bakimindan; kokstiz GF-677
ve Garnem anaglarinda bazi serilerde hi¢ goriilmezken, en yiiksek oran Ferraduel
cesidinin asilandig1r koksiiz GF-677 anacinda %20 olarak gerceklesmistir. Kokl
anaclarin as1 c¢alismalar1 sirasinda ise herhangi bir as1 diisme durumuyla
karsilasilmamistir. Koklenme oranlar1 bakimindan GF-677 ve Garnem’in koksiiz
anaclar asilandiktan ve besi ortamina aktarildiktan sonra yaklasik %30-40 oraninda bir

koklenme elde edilmistir.

Hem normal hem de koklii GF-677 ve Garnem anaglarmimn Ferragnes ve
Ferraduel badem c¢esitlerine asilanmasiyla ilgili olarak yapilan bu ¢alisma ile koklii
anaglardaki as1 tutma ve siirglin gelisiminin daha iyi oldugu ve asi islemlerinin daha
rahat yapildig1 tespit edilmistir. Ayrica farkli oksin-sitokinin icerigine sahip besi
ortamlarinda normal anaglar i¢in IBA agirlikli MS besi ortaminin, kokli anaglar i¢in

BAP agirlik MS besi ortaminin daha iyi sonug verdigi goriilmistiir.

Bu calisma, hem bademin mikrogogaltimina alternatif olan in vitro mikroasilama

yonteminin uygulanmasi, hem de bir¢cok doku kiiltiiri laboratuvar: tarafindan yogun
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olarak iiretilen ve homojen meyve iiretiminin 6n kosulu olan klonal anaglardan GF-677
ve Garnem (GN-15)’in mikroasilanmasiyla ilgili olarak bu kapsamda yapilan ilk
calismadir. Arastirmada bazi as1 parametreleri, besi ortamindaki oksin-sitokinin
kombinasyonlar1 ve anaglarin koksiiz ya da kokli kullanimryla ilgili olarak ilk temel
bulgular elde edilmistir. Bu ¢alismanin, meyve tiirleri basta olmak iizere farkli bitki
tirlerinde ve farkli amaglara yonelik olarak Oniimiizdeki donemlerde yapilacak

mikroasilama ¢aligsmalarima zemin olusturmasi bakimindan yararli olacagi kanisindayiz.
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