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OZET

Erigin, kiiltiir tarihinin glinimiizden 2000 yil Oncesine kadar gittigi ve daha o
zamanlarda c¢ok giizel ve cesitli kiiltiir ¢esitlerinin bulundugu bilinmektedir. Erik igin
diinya tizerinde sekiz ayr1 anavatan bolgesi (gen merkezi) belirlenmistir. Bu anavatan
bolgelerinden biri de Anadolu’dur. Erigin tipik olarak ¢ogaltimi, tohum, keserek vejetatif
olarak ve asilama ile yapilmaktadir. Keserek ¢cogaltma tercih edilmesine ragmen mevsime
bagimli olusu, zahmetli ve ¢ogaltmak icin genis alanlar gerektiriyor olmasi yonleri ile
zorluklar olusturmaktadir. Tohum, kesme ve asilama ile erik iiretiminde karsilasilan
problemlerin in vitro kiiltiir veya mikrogogaltim ile iistesinden gelinebilmektedir. Erik
bitkisinin mikrogogaltimi i¢in bir protokol gelistirmek amaciyla yapilan bu g¢aligmada
stirglin ucu igeren eksplantlar kullanilarak sterilizasyon, siirgiin olusturma, koklendirme ve

aklimatizasyon caligmalar1 yapilmistir.

Eksplantlar ilk asamada yiizey sterilizasyonuna tabi tutulup; EtOH (etanol) ve ticari
NaOClI (% 5 NaOCl iceren-ACE)’de farkl siirelerde bekletilmistir. Siirglin olusumu igin
bitki biiyime diizenleyicisi olarak (BBD); 0.5 ve 1 mg/L 6-Benzilaminopiirin (BAP) ile
beraber 0.25, 0.5, 1 mg/ L’lik 3 farkli konsantrasyondaki IAA, NAA, IBA, 2,4D ve
Picloram oksinleri kullanildi. Besiyeri ortami1 olarak MS kullanilmis, 30 g/L siikroz, 8 g/ L
agar ilave edilerek pH’st 5.7-5.8 araligma tamponlanarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmustir. Steril eksplantlar besiyerine ekilmis ve 22+2 “C’de 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik olan foto periyotlardaki kiiltiir odasina alinmistir. Belirli araliklarla siirgiin
olusumu goézlemlenmis siirgiin ve yaprak sayis1 kaydedilmistir. Elde edilen veriler varyans
analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Sterilizasyonda en iyi sonug 30 sn % 70’lik EtOH ve
10 dk ticari NaOCl (% 5 NaOCl igeren-ACE) + 2-3 damla Tween 80 muamele edildigi
calismada elde edilmistir. En fazla siirgiin olusumu 1mg/l BAP+ IBA konsantrasyonlari ile
0,5 mg/l BAP ve NAA konsantrasyonlarinda gézlemlenmistir. Siirgiinlerin yaprak sayisi
bakiminda incelendiginde 0,5 mg/L BAP+0,25 mg/L IBA igeren besiyerinde en fazla
yaprak sayist gdzlemlenmistir. Koklendirme asamasinda; iki farkli protokol (%2 MS+ Tam
stikroz ve 0.2, 0.3, 0.5, 1, 2 mg/ L’lik IBA ve 2 MS + ' siikroz ve 0.2, 0.3, 0.5, 1, 2 mg/
L’lik IBA konsantrasyonlar1) kullanilmigtir. En fazla kok sayist %2 MS+ ' siikroz igeren 1
mg/ L IBA’l1 besiyerinde kaydedilmistir. Son asama olarak da gelismesini tamamlamig

koklii bitkiler aklimatizasyon ortamlarina alinarak gelisimleri gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler; Prunus domestica L., mikrogogaltim, erik, in vitro
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SUMMARY

Clonal Propagation of Plum (Prunus domestica L.) Rootstock by In vitro Shoot Tip
Method.

It is known that the cultural history of plum goes back to 2000 years before and it was
learned that there were many beautiful and various cultural varieties in those times. Eight
different homeland regions (gene centers) were determined for Plum in the world.
Anatolia, one of these homeland regions, is shown as the gene center of the plum.The plum
is typically vegetatively propagated by seed and is done by grafting.Although cutting
replication is preferred, season-dependent occurrence is troublesome and challenges arise

with aspects for require large areas to propagation.

Shoot tip explants were subjected to surface sterilization in the first stage; commercial
NaOCl (containing 5% NaOCI-ACE) was kept at different concentrations and different
durations. As plant growth regulator for shoot formation (BBD); 0.5 and 1 mg / L
Benzylaminopurine (BAP) together with 0.25, 0.5, 1 mg / L of 3 different concentrations
of 5 types of auxin were used. MS (Murashige Skoog) was used as the medium, 30 g/ L
sucrose, 8 g / L agar was added and the pH was buffered to 5.7-5.8 and autoclaved at
121°C for 15 minutes. Sterile explants were sown in the medium and taken to the culture
room at 22 = 1 °C for 16 h light and 8 h dark. Observed shoot shoot at certain intervals, the
number of leaves and length were recorded. The data were subjected to ANOVA.
Sterilization was best obtained in the study in which 30 sn of 70 % EtOH and 10 min 5%
Commercial NaOCl (containing 5% NaOCI-ACE) + 2-3 drops Tween 80 were treated. The
ability to generate shoots was most observed at concentrations of BAP NAA of 0.5 mg /1
and with concentrations of BAP + IBA of 1 mg/l. When the number of leaves of the shoots
were examined, the maximum number of leaves was observed in the medium containing
0.5 mg /L BAP + 0.25 mg / L IBA.Rooting stage; /2 MS + full sucrose with two different
protocols and 0.2, 0.3, 0.5, 1,2 mg /L IBA and 2MS + 2 S and 0.2, 0.3, 0.5, 1,2 mg /L'
IBA concentrations were used. The maximum number of roots was recorded in 1 mg / L
IBA medium containing 1/2 MS + 2 S. In the last stage, the rooted plants, which have
completed their development, were taken into acclimatization environments and their

development was observed.

Key Words: Prunus domestica L., micropropagation, , plum, in vitro
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1. GIRIS

Diinya genelinde bir¢ok tilkede sert ¢ekirdekli meyveler, bitkisel {iretim i¢inde 6nemli
bir yer almaktadir. Erik, Seftali, Kayisi, Kiraz, Vigne sert ¢ekirdekli meyveler sinifinda yer
almaktadir. FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) nun en giincel
verileri olan 2016 yili verilerine gore; Diinyada toplam 56 milyon hektarlik arazide sert
cekirdekli meyve tliretimi yapilmistir. S6z konusu alanda yetistirilen toplam sert ¢ekirdekli
meyve miktar1 yaklasik 45 milyon tondur. 2016 yili FAO verilerine gore; sert ¢ekirdekli
meyve tiretiminde Cin, yaklasik % 68’lik pay ve 21 milyon tonluk {iretim ile ilk sirada yer
alirken, bu iilkeyi sirasiyla Tiirkiye (2.5 milyon ton, % 8), Italya (2 milyon ton, % 6,5),
ABD (1,8 milyon ton, % 5,8) ve Iran (1,7 milyon ton, % 5.4) izlemektedir (URL, 1).

Sert cekirdekli meyveler smifinda yer alan erik meyvesinin tiirleri diinya iizerinde
birbirinden uzak bdlgelerde olusum gostermistir. Tiir sayisinin ¢cok olusu ve bu tiirlerin
farkli ekolojik bolgelere uyum saglamasi, erigin diinya iizerindeki yetisme alaninin
artmasina olanak saglamistir (Ozgagiran ve ark., 2003). Erigin kiiltiir tarihi giiniimiizden
2000 y1l 6ncesine kadar gitmektedir. Eski Italya’da yazar Plinius’un verdigi bilgilerden,
daha o zamanlarda c¢ok giizel kiiltiir ¢esitlerinin bulundugu 6grenilmistir. Romalilarin bu
cesitleri, doguya yaptiklar1 seferler sirasinda Hazar denizi, Kafkaslar ve Anadolu’dan
getirdikleri tahmin edilmektedir (Ozbek, 1978). Diinya iizerinde sekiz ayri anavatan
bolgesi (gen merkezi) belirlenmistir. Bu anavatan bdlgelerinden biri olan Anadolu da
erigin gen merkezi olarak gosterilmistir (Karamiirsel, 2010).

Erik, diinya genelinde seftaliden sonra en ¢ok iiretimi yapilan sert ¢ekirdekli meyve
tirtidiir. FAO 2016 verilerine gore, Diinya erik tiretimi yillik yaklasik 12 milyon tondur.
Erik, toplumlarin farkl tiikketim aligkanliklarina gore pek ¢ok kullanim alani olan bir 1liman
iklim meyve tiirtidiir. Taze tiiketiminin yani sira; kurutmalik olarak, meyve suyu,
konsantre, marmelat, recel vs. sekillerde degerlendirilebilmektedir. Bu nedenle birbirinden
cok farkl pek cok kiiltiire hitap etmektedir. Bunun yani sira 6zellikle gelismekte olan
tilkelerde, artmakta olan yaslanan niifus, kentsellesme, saglikli yasam tarzinin sonucu, kuru
erik gibi saglikli, islenmis meyvelere olan talep de gittik¢e artmaktadir (Karamiirsel, 2010).

Diinyada yetistiriciligi oldukca fazla olan erik meyvesinin 2010 — 2016 yillan
arasindaki ortalama tiretimi sekil 1.1°de de goriilmektedir: 7.386,375 tonla erik iiretiminin

% 65,41



Asya kitasinda yapilmakta olup, bunu 2.520,530 tonla % 22,3 payla Avrupa ve % 8.9 ile
Amerika kitalar takip etmektedir. Okyanusya 21.661 ton iiretim miktart ile % 0,2 paya
sahip olup en az iiretim yapilan kita olarak goériilmektedir (URL-1,2016).

2010-2016 Ortalamasi

0.2

3.2

= Asya ®Avrupa ® Amenka = Afrika ®Okyanusya
Sekil 1.1. Kitalara Gére Erik Uretim Oranlari (URL-1,2016).

Sekil 1.2°de erik tiretim alanlarinin yillara gore dagilimina bakildiginda; 2012 yilinda
2.563,813 ha alanda yetistiricilik yapilirken 2013 yilinda 2.663,137 ha, 2014 yilinda
2.550,515 ha, 2015 yilinda bir artis gostererek 2.602,782 ha alana ulagmistir. 2016 yilinda
ise 2.651,122 ha alanla artmaya devam etmistir(URL-1,2016).
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Sekil 1.2. Diinya’da yillara gore erik {iretim alan1 ( URL-1).



Diinya erik tiretimine bakildiginda (Sekil 1.3); 2012 yilinda 10 873 542 ton iken, 2013
yilinda 11 325 235 ton olmustur. 2014 yilinda 11 441 155 ton olarak kaydedilmis, 2015
yilinda tliretimde artis gozlenerek bu deger 11 630 094 tona ulasmistir. 2016 yilinda ise 12
050 200 ton tiretim gerceklesmistir(URL-1,2016).
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Sekil 1.3. Diinyada yillara gore toplam erik iiretim miktar1 (ton) (URL-1,2016).

Diinyada erik yetistiriciligini iilkelere gore inceledigimizde (Tablo 1.1) ise; 2010-2016
yillart arasinda ortalama erik iiretiminde ortalama 6 174 104 ton ile Cin birinci sirada yer
alirken, onu sirayla ortalama 519 922 tonla Romanya ve ortalama 440 785 ton ile Amerika
izlemektedir. Ulkemiz, diinya erik iiretiminde ilk bes igerisinde bulunmamakta ve ortalama

279 683 ton liretim miktar1 ile Sili’den sonra altinci sirada yer almaktadir(URL-1,2016).



Tablo 1.1. Ulkelere Gére Erik Uretim Miktar1 (URL-1).

ULKELERE GORE ERIiK URETIiM MiKTARLARI (TON)
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Cin 5.553.538 | 5.884.485 | 6.037.229 | 6.198.237 | 6.354.096 | 6.514.998 | 6.676.142
Romanya 624.884 573.596 | 424.068 512.459 | 495.287 496.468 512.975
Amerika 493.597 560.002 | 511.681 330.068 | 409.864 387.747 392.537
Sirbistan 426.846 581.874 | 297.446 568.840 | 401.452 344.612 | 463.115
sili 310.447 316.629 313.400 312379 | 294.416 294.605 294.873
Tiirkiye 240.806 268.696 300.046 305.393 265.490 279.761 297.589
Hindistan 200.000 210.000 | 215.000 | 220.000 | 225.000 227.556 261.903
iran 177.888 180.801 174.408 192.816 | 264.921 285.000 269.113
ispanya 218.968 230.877 210.700 172.400 | 232.765 217.291 222.020
italya 207.497 191.789 172.247 210.398 214.880 199.264 220.729

Tiirkiye, 2016 FAO verilerine gore Diinya’da erik iliretiminde 5.sirada yer almaktadir.

Sert cekirdekli meyveler sinifinda Tiirkiye geneli ihracati yapilan iriinler kiraz-visne,

seftali, kayis1 ve erik yer almaktadir. Erik 2018 yili ihracati (Tablo 1.2) yapilan sert

cekirdekli trtinler arasinda 67.708.731 kg tirtin ve 21.475.801 dolar gelir ile 4. sirada yer

almaktadir. 2017 ve 2018 yillar1 arasindaki degisim orani incelendiginde 2018 yili erik

thracatinda % 67’lik bir biiyiime olmasina ragmen deger olarak sadece %2’lik bir artis

gozlenmistir(URL- 2, 2018).

Tablo 1.2. Sert Cekirdekli Meyve Grubunda Tiirkiye Geneli Thracat Yapilan Uriin Verileri ( URL-2, 2018).

Ocak-Eyliil 2017 Ocak-Eyliil 2018 Degisim Oram (%)
Uriinl
runter Miktar (kg) | Deger (Dolar) Miktar (kg) Deger (Dolar) | Miktar Deger
Seftali 87.107.651 69.365.508 127.660.431 87.430.932 47 26
Kayisi 63.340.411 44.417.867 71.405.968 41.117.925 13 7
Kiraz 59.826.536 159.003.064 76.115.591 161.688.125 27 2
Visne
Erik 40.509.262 21.080.158 67.708.731 21.475.801 67 2

NOT: Uriinler, 2018 yili FOB ($) degerlerine gére siralanmugtir.

Tiirkiye’de yetistirilen sert ¢ekirdekli meyveler (Tablo 1.3) seftali, erik, kayisi, zerdali,

kiraz, vigne, kizilcik ve igdedir. Gida, Tarim ve Orman Bakanlig1 verilerine gore 2010-

2017 yillan1 arasinda Tiirkiye sert ¢ekirdekli meyve iiretiminde 663.125 ton ile ilk sirada
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kayist yer alirken 628.856 ton ile seftali ikinci sirada, 503.701 ton ile kiraz ii¢lincii sirada
yer almaktadir. Tiirkiye sert ¢ekirdekli meyve iiretiminde, erik 4. sirada yer alarak ortalama

281.214 ton iiretilmektedir (URL-3, 2017).

Tablo 1.3. Tiirkiye sert ¢ekirdekli meyve tiretiminin yillara gore dagilimi (ton) (URL-3, 2017).

Yillar | Kayis1 Seftali Kiraz Erik Zerdali Visne Kizileik igde
2010 | 450000 539403 417 905 240 806 26 132 194 989 12517 4600
2011 | 650000 545902 438 550 268 696 26 138 182 234 12 427 4905
2012 | 760 000 611 165 470 887 300 046 35483 186 443 12 368 4 896
2013 | 780000 637 543 494 325 305 393 31609 179 752 11 838 4 666
2014 | 270000 608 513 445 556 265 490 8210 182 577 10 982 4093
2015 | 680000 642 727 535 600 279761 16 100 183 500 10 950 4270
2016 | 730000 674 136 599 650 297 589 19 050 192 500 10 962 4520
2017 | 985000 771 459 627 132 291 934 21 653 181 874 10012 4 460

Tiirkiye’de erik iiretiminin yogun olarak goriildigli birinci alan, Giiney Marmara
boliimiiniin dogusunda bulunan ova ve vadilerdir. Bahsedilen bu alanlarda Tiirkiye toplam
erik iiretiminin % 21°i elde edilir. Uretimin yogun oldugu ikinci bdlgeler % 17’lik oraniyla
Amik ovasi ile Cukurova civaridir. Ege bolgesinde, Biiyilkk Menderes ovasinda ve Gediz
ovasi ile Bakircay havzasinda Tiirkiye tiretiminin % 9’u karsilanmaktadir. Genel olarak ise
Tiirkiye’nin her bdlgesinde erik iiretiminin mevcut oldugunu gorebiliriz (Sekil 1.4).
Tiirkiye erik iiretiminin ¢ogu Hatay, Mersin, Bursa, Manisa, Antalya, Aydin, Sakarya,
Afyon, Kastamonu ve Karaman illerinde yapilmaktadir (Durmus, 2003; Yigit, 2003).

Prunus cerasifera L (Can Grubu)
Prismus salicina L (Etkenci Japon Gruba)

. Prunus salicina L. (Geggt Japon Grubu)

Sekil 1.4. Tiirkiye’de erik iiretim ve Ar-Ge bolgeleri



2010-2017 yillart arasinda Tiirkiye’de bulunan meyve veren ve meyve vermeyen erik
aga¢c miktarlar1 ile bu agaglardan elde edilen erik tiretim miktarlar1 tablo 1.4’de
gosterilmektedir. 2017 yilinda 8.388 000 adet meyve veren ve 1.750 000 adet meyve
vermeyen aga¢ bulunurken 291.934 ton erik liretimi ger¢eklesmistir( URL, 3).

Tablo 1.4. Tiirkiye’de meyve veren ve meyve vermeyen agag adetleri ile tiretim miktarlar1 (URL, 3).

Erik Agac Sayis1 (Bin) .

Yillar Erik Uretim

Meyve veren Meyve vermeyen Miktari(ton)
2010 7816 1 847 240 806
2011 7 863 1 802 268 696
2012 8 187 1794 300 046
2013 8 429 1817 305 393
2014 8 658 1 641 265 490
2015 8 889 1553 279 761
2016 8959 1610 297 589
2017 8 388 1750 291 934

Sert cekirdekliler olarak adlandirilan, yenilebilir meyveleri ve besleyici 6zellikteki
cekirdekleri olan ve ¢ok eski ¢aglardan beri kiiltiire alinana meyve tiirleri Prunus ¢esitleri
olarak isimlendirilmektedir (Calisir ve ark., 2005). Temel ticari sert ¢ekirdeklilerden olan
ve sulu mezokarp dokusu yenilebileler olarak seftali ve nektarin (P. persica L.), Avrupa
erigi (P. domestica L.), Japon erigi (P. salicina L.) ve visne (P. cerasus L.), kiraz (P.
avium L.) sayilabilir (Burgos et al., 2007). Antosiyanin, karotenoid pektin gibi biyoaktif
madde igerikleri yogun oldugu igin, erik ve kayisi gesitleri de 6nemli sert ¢ekirdekli
meyvelerdendir. Ayrica A vitamini, kalsiyum, potasyum, magnezyum, lif icerikleri yiiksek
olup, karbonhidrat ve antioksidan kaynagidirlar (Ionica et al., 2013; Fedakar, 2015).

Ulkemizde ve diinyada erik tohum anaci olarak en c¢ok kullamilan tiir P. cerasifera
tiiriidiir. Ozellikle Avrupa grubu (P. domestica) erik gesitleri igin tercih edilirken, Japon
grubu (P. salicina) erikler i¢in de tercih edilmektedir. Erik klon anag¢larinin da ¢ogu P.
cerasifera tiirlerinin klonu veya melezlemeleri ile elde edilmistir. Erik klon anaglar1 erik
yetistiriciliginin yani sira bazi kayisi, seftali gibi farkli tiirler i¢in de anag¢ olarak
kullanilabilmektedir. En yaygin olarak kullanilan erik klon anaglari icinde Myrobalan B
anaci, kiregli, drenaji koti, agir, hafif, kuvvetli ve zayif gibi farkli topraklara iyi
adaptasyon gosterebilmektedir. Yogun dikime uygun ve kuvvetli ve verimli agaclar
olusturur. Nematod, bakteriyel kanser ve Verticillium’a duyarl, kurakliga orta derecede ve
kok bogazi ciirlikliigiine dayaniklidir. Kayisi, seftali, erik i¢in ortak anactir (Karamiirsel,

2011; Kogal, 2011).



Ulkemiz degisik ekolojik sartlara sahip olmasi ve cografi konumunun uygun olmasi ile
bir¢ok meyve tiirliniin yetistirilmesi i¢in merkez olmustur. Bunun yani sira birgok meyve
tiirline sahip olmas1 nedeniyle iilkemizin her yerinde ¢ok sayida meyve ¢esidine rastlamak
miimkiindiir. Erik Tiirkiye’nin hemen her bdlgesinde yetistirilebilmektedir. Tiirkiye’de
yetistirilen erik tiirleri; Prunus domestica, Prunus cerasifera, Prunus spinosa, Prunus
institia ve Prunus salicina’dir. P. domestica ve P. salicina hem kiiltiir hem de yabani form
halinde bulunurken digerleri sadece yabani formda bulunmaktadir. Ulkemizde ilk erik
hasad1 Prunus ceresifera L. tliriine ait can papaz gurubu eriklerle erkenci turfanda olarak
Akdeniz bolgesinde baglar. En son erik hasadi ise P. salicina L. ve P. domestica L. grubu
eriklerden gecci cesitlerle son bulur. Geggi eriklerin, cesitlere gore farklt depolama
sartlarinda muhafaza edilmesiyle pazarlama siiresi uzatilarak yaklasik 9-10 aya
cikarilmaktadir (Karakaya ve ark., 2006; Karamiirsel, 2011; Ionica et al., 2013; Fedakar,
2015). Erik tiirleri diger sert ¢ekirdekli meyveler gibi Rosaceae familyasindandir. Erigin

sistematik durumu agagidaki gibidir:

Takim : Rosales
Familya : Rosaceae
Alt familya : Prunoideae
Cins : Prunus

Alt cins : Prnophora

Alt cinsin iki boliimiinii erikler olusturur;

a. Euprunus boélimii: Prunus cerasifera, Prunus domestica, Prunus spinosa, Prunus

triflora, Prunus simonii.

b. Prunocerasus boliimii: Prunus americana, Prunus nigra, Prunus hortulana, Prunus

munsoniana (Y1ldiz, 1996).
1.1. Erigin Kimyasal icerigi ve Saghk Uzerindeki Etkileri

Erik, flavonoller, hidroksinnamik asitler ve antosiyaninleri igine alan fenolik
bilesiklerin ¢esitli tiirlerini icerir. Klorojenik asit, yaygin olarak kan LDL (diisiik
yogunluklu lipoprotein) kolesterol seviyesini diisiiren bir antioksidan olarak bilinmektedir
(Kiigiikcoban, 2009). Bunun yan1 sira oksijen ve azotun reaktif tiirleri i¢in bir siipiiriicii ve

linoleik asit oksidasyonuyla konjuge dienlerin olusmasma karsi bir inhibitoér olarak
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bilinmektedir. Neoklorojenik asit, taze ve kuru erikte bulunan en kuvvetli polifenoldiir
(Kim ve ark., 2003). Erikte flavonoller yaygin olarak kuersetin tiirevleri seklinde
bulunmaktadirlar. Kuersetin rutin eriklerde bulunan en baskin flavonoldiir (Kim ve ark.,
2003; Chun ve ark., 2003). Kuersetin, kanser ve kalp hastaliklarina kars1 koruyucu etki
gosterdigi bilinen yiiksek antioksidan ozellige sahip olan bir bilesendir. Epidemiyolojik
aragtirmalar sonucunda yiiksek kuersetin miktarinin gogiis ve kolon kanser hiicrelerinin
iiremesini engelledigi goriilmiis ve diisiik kuersetin miktariin ise hiicre liremesini arttirdigi
(kolon kanser hiicrelerinde % 20, gogiis kanser hiicrelerinde % 100) tespit edilmistir (Wan
der ve ark., 2005). Sar1 erik disindaki biitiin erik tiirlerinde siyanidin 3-rutinozit gibi

antosiyaninler genellikle bulunur (Kim ve ark., 2003).
1.2. Erigin Cogaltim Yontemleri

Erigin tipik olarak ¢ogaltimi tohum ile keserek vejetatif olarak ve asilama ile
yapilmaktadir. Keserek c¢ogaltma tercih edilmesine ragmen mevsime bagimli olusu,
zahmetli ve cogaltmak icin genis alanlar gerektiriyor olmasit yonleri ile zorluklar
olugmaktadir. Tohum, kesme ve asilama ile erik liretimindeki problemlerin in vitro kiiltiir
veya mikrogogaltim ile iistesinden gelinebilmektedir (Kassaye ve Bekele, 2015). Bitki
biyoteknolojisinin gelismesi ile 1slah calismalar1 artik ¢ok daha hizli ve basarili olarak
yiirlitiilmektedir ve bunun yani sira bilimsel calismalarin ticari sonuglart da alinmaya
baglanmaktadir. In vitro teknikler, 1slah calismalarinda kullanimin yaninda, son yillarda
ticari ¢ogaltim amacgli olarak kullanimi giderek artan bir kullanim alani bulmaktadir.
Ozellikle klonal Prunus anaglarmin mikrogogaltimi tercih edilen biiyiik bir ticari sektor
haline gelmistir. Mikrocogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme
potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, gévde, tohum, kok, siirglin vb.) yapay
olarak hazirlana besin ortamlarinda ve mikroorganizmalardan arindirilmig sartlar altinda
genetik olarak birbirine benzeyen ¢ok sayida bitkiyi hizli ¢ogaltmak amagclari i¢in tercih

edilen bir doku kiiltiirii teknigidir.

Mikrogogaltim geleneksel klonal ¢ogaltim yontemlerine gore olduk¢a Onemli

avantajlara sahiptir. Bunlar;

- Yeni genotiplerin biiyiik 6lgeklerde tiretimlerinin hizli yapilabilmesi,
- Hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyallerin elde edilmesi,

- Uretilen bitkilerin fenotipik ve genotipik olarak ayni olmast,
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- Geleneksel yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresi saglamasi,

- Zor Uretilen tirlerin Uiretimini mimkin kilmasi,

- Kiitlesel tiretimde daha az baslangi¢ maddesine ihtiya¢ duyulmasi,

- Somoklonal varyasyondan dolay1 yeni gesitlerin/genotiplerin elde edilmesi olarak

stralanabilir (Mansuroglu ve Gtirel, 2001).

Mikrogogaltim basamaklar1 agagidaki gibi 6zetlenebilir;
1. Hazirlik asamasi

Kiiltiir baglangi¢ asamasi

Siirglin cogaltim agamasi

Siirgilin gelisimi ve koklendirme agamasi

S N

Dis ortama alistirma asamasi

Genetik ¢aligmalarin dogru ve yeterli diizeyde yapilabilmesi i¢in, ilk ve temel asama
olan doku Kkiiltiirii protokollerinin tamamlanmasi1 gerekmektedir. Gerekliliklerin daha
aciklayict hali olarak; sterilizasyon, uygun ortam tespiti ve kiiltiir sartlari ile birlikte bircok
degiskeni igeren in vitro tekniklerdeki protokolleri etkileyen faktorlerin optimize edilmesi
gerekmektedir. Erigin, doku kiiltiirii ¢aligmalart ile ve in vitro ¢ogaltim yontemleri {izerine
yapilan ¢aligmalar olmasina ragmen hala yeterli seviyede degildir. Bu ¢aligma erigin in
vitro mikrogogaltim yontemleri kullanilarak klon bitkiler elde edilmesine ve iiretim

asamalarinin standardizasyonu i¢in protokol gelistirilmesine imkan saglanmistir.
1.3. Onceki Cahsmalar

Ozzambak ve Hepaksoy (1996), visne cesitlerinden Heimanns Rubin weichsel tiiriiniin
in vitro ¢ogaltiminda, baslangic materyali olarak kullanilan siirgiin uglarmin alindig
mevsimlerin siirgiin uglar1 {izerine etkisini karsilagtirmistir. Yiizey sterilizasyonu, birkag
damla Tween 20 ilave edilip % 2 NaOCIl’de 20 dk. siire ile yapilmistir. En iyi sonug,
ilkbahar déoneminde alinan ve 0.5 mg/ L BAP + 0.1 mg/L NAA iceren MS besi ortaminda
baglatilan kiiltiirlerden almistir. Alt kiiltiirlerde ise siirgiin cogaltimi i¢in 1.0-1.5 mg/L. BAP
ilaveli MS besi ortamimin en uygun sartlar oldugu bildirilmistir. Caligmada, 0.5-1 mg/L
konsantrasyonunda IAA, IBA ve NAA kullanimi arasinda onemli bir farklilik

saptanmadig1 bildirilmistir.



Gebhardt (1984), Schatten morelle visne cesidinin siirglin ucu kiiltiirleri yontemi ile
elde edilen siirgiinlerin, koklenmesi iizerine oksinlerin etkisini belirlemek amaciyla ¢aligma
yapmustir. Siirglin ¢ogaltimi agamasinda MS besi ortamina 1 mg/LL. BAP ilave ederek
kullanmistir. Baslangic eksplanti olarak 0.1-0.5 mm uzunlugundaki siirglin uglarini,
koklendirme deneylerinde yarim yogunlukta makro elementli MS besi ortami
kullanilmistir. Bu ¢alisma i¢in bes farkli uygulama denemis ve bu uygulamalar birincisi
bitki biiylime diizenleyici igcermeyen ortam ikincisi, 1 mg/L IBA ilaveli ortam ficiinciisii,
besi ortamlar1 ile 200 mg/L IBA ¢ozeltisinde 3 saniye bekletip bitki biiylime diizenleyici
icermeyen ortamda kiiltiire alma dordiinciisii, 3 giin IBA’l1 ortamda kiiltiire aldiktan sonra
bitki biliylime diizenleyici igermeyen besi ortami ve son olarak 8 giin IBA’l1 ortamda
kiiltiire aldiktan sonra bitki biiylime diizenleyici icermeyen besi ortamina ekim iglemleri
uygulamistir. En 1yi sonug, ti¢lincii uygulama olan 200 mg/L IBA ¢ozeltisinde 3 saniye
bekletip bitki biiyiime diizenleyici igermeyen ortamda kiiltiire alma uygulamasinda

gorilmiistiir.

Cerasus microcarpa (subsp. tortuosa) i¢in bu caligmada bir in vitro mikrogogaltim
protokoliiniin gelistirilmesi amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Kisin damizlik bitkilerden
alman siirgiinler eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kiiltlirlerin  in  vitro’da
stirdiiriilebilirligini, en iyt mikrogogaltim katsayisin1 ve stabilizasyonunu saglayacak
Benziladenin (BA) konsantrasyonu ve kiiltiir ortamin1 belirlemek amaciyla, eksplantlar 0.5,
1.0 ve 1.5 mg/L ii¢ farkli Benziladenin (BA) konsantrasyonlarina ilave olarak 0.01 mg/L
Indol-3- butyric acid (IBA) + 30 g/L siikroz igeren NRM, MS ve WPM besi ortamlari
tizerinde kiiltiire alinmiglardir. Caligmada bir eksplanttan meydana gelen siirgiin sayis1 ve
ortalama siirglin uzunlugu degerlendirilmistir. En 1y1 siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayisi
NRM ortaminda 1.0 mg/LL BA konsantrasyonunda elde edilmistir. Olgun bitkilerden
cogaltilan mikro siirgiinlerin kdklenme orani yetersiz (% 5’ ten az) bulunmustur (Pinar,

2009).

Aktiirk (2015), 0900-Ziraat ¢esidinin juvenil ve olgun materyallerinden in vitro
mikrogogaltim1 i¢in protokollerin gelistirilmesi amaciyla bir c¢alisma yapmistir. Bu
caligmada kiiltiir baslangi¢ materyali olarak yan tomurcuklar kullanilmistir. En uygun
kiiltiir baglatma doneminin Ocak-Mart aylar1 aras1 oldugu belirlenmistir. 2 mg/L BAP + 0.5
mg/L IAA veya 2 mg/L BAP konsantrasyonlarinin MS besi ortamina ilave edilmesi ile
%095’1n lizerinde bir basar1 elde edilmistir. Karbonhidrat kaynagi olarak siikrozun 30 mg/L
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konsantrasyonunun kullanilmasinin tomurcuklardan kiiltiir baslatmak i¢in uygun oldugu
sonucuna varilmigtir. Tohumdan kiiltiir baslatma c¢alismalarinda, enine ikiye bdliinerek
embriyonik ucun kiiltiire alinmasiyla daha basarili sonug¢ alinmis, in vitro ¢imlendirme igin
besi ortamina biiylime diizenleyici ilave edilmesine gerek olmadigi tespit edilmistir.
Siirgiin ¢ogaltim caligmalarinda; farkli besi ortamlarinin etkisi (MS, QL, WPM, SH),
sitokinin tip ve konsantrasyonlarinin (BAP, TDZ, kinetin) etkisi ve bunun yaninda
sitokininlerle birlikte kullanilan GA3’un ve floroglukinol’un etkileri incelenmistir.
Tomurcuklardan baglatilan kiiltiirlerde siirglin ¢ogaltimi i¢in 2.0 mg/L BAP + 0.3 mg/L
GA3 ile desteklenmis MS besi ortamin en iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Kiraz
tohumlari ile baglatilmig kiiltiirlerde, besi ortamindaki BAP konsantrasyonu arttirilmasiyla
slirglin sayisinin da arttig1 goriilmiis ve en yiiksek siirgiin sayis1 4.0 mg/L. BAP ilaveli besi
ortamlarinda elde edilmistir. Tohum kaynakli siirglinlerin koklendirme g¢aligmalarinda,
oksin tip ve konsantrasyonlar1 (IBA, NAA) ile karanlik uygulamalarinin etkileri
incelenmistir. Koklenme oranlari, kullanilan bitki bliylime diizenleyicilere gore % 75 ile %
95 arasinda degismistir. Tomurcuklardan baslatilan  kiiltiirlerdeki  siirgiinlerin
koklendirilmesi calismasinda ilerleme saglanamamuistir. Koklii kiraz bitkilerinin dis ortama
dikilmesi ic¢in kullanilan ortamlardan en basarilisi % 59 yasama orani ile torf-perlit
karistmi olmus ve koklendirme ortaminda kullanilan oksinlerin, kiraz bitkilerinin

aklimatizasyonuna etkisi oldugu tespit edilmistir.

Yildirrm ve ark.,(2011), Hacihaliloglu kayisi ¢esidinin in vitro kiiltiire alinmasi,
proliferasyonu, koklendirilmesi ve aklimatizasyonuna etki eden faktorleri belirlemek
amactyla bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada in vitro kiiltlirlerin baslatilmasi i¢in, en iyi
kiiltiire baglama zamaninin Mayis ay1 oldugu tespit edilmistir. Thidazuron (TDZ), kinetin
(Kn) ve Benzilaminopiirin (BA) gibi sitokininlerin ayr1 ayri ve benzilaminopiirinin fakl
konsantrasyonlarinin in vitro kiiltiir lizerine etkileri arastirilmistir. Siirglin proliferasyonu
icin BA’ nin farkli konsantrasyonlari test edilmis ve bu konsantrasyonlar arasinda 1 mg L-
1 BA’ nin en iyi sonug verdigi tespit edilmistir. Siirglin sayis1 olarak en yiiksek deger, 2
mg/L. BA igeren besi ortaminda elde edilmistir. Bu oran, 1 mg/L. BA iceren ortamdan elde
edilen degerden istatistiksel olarak farkli olmamasma ragmen, kontrol grubuna gore
farklilik gostermistir. Proliferasyonu iizerine karbon kaynaklariin etkisini arastirmak igin;
glikoz, friikktoz, sakkaroz, ve laktozun %3’liik konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir. Calisilan

seker tipleri arasinda en iyi sonug sakkaroz ile alinmistir. En iyi koklenme orani 2.0 mg/L
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indol-3-biitirik asit (IBA) ilaveli MS besi ortamindan alinmistir. In vitro ortamda ¢ogaltilan

bitkiler basarili bir sekilde dis ortama aktarilmistir.

Yildinnm (2012), Yaptig1 calismada, Hacihaliloglu, Kabaasi, Cataloglu, Tokaloglu,
Alyanak, Sakit-I, Ismailaga, Soganci, iri bitirgen, Hacikiz, Cekirge-52, Imrahor, Salak
(Aprikoz), Hasanbey ve Karacabey kayisi ¢esitlerinden in vitro sartlarda izole edilen
embriyolar 1 mg/L. BAP ile desteklenen MS ve WPM besi ortamlarinda kiiltlire almistir.
Zigotik embriyolarin kiiltire alinmasini takip eden 14. gilinde; ¢imlenme orani, siirgiin
uzunlugu, kok uzunlugu, siirgiin agirlig, siirgiin ¢ap1 ve kok agirligr 6lgiimleri yapilmigtir.
Embriyo ¢imlenme oranlart MS besi ortaminda Tokaloglu, Kabaasi ve Cekirge-52
cesitlerinde; WPM besi ortaminda ise Hacihaliloglu ve Tokaloglu cesitlerinde % 100
olarak gergeklesmistir. Siirgiin uzunlugu olarak her iki besi ortaminda da en iyi sonucu
Hacihaliloglu ¢esidi vermis ve sirasiyla 11.56 mm (MS) ve 11.86 mm (WPM) uzunluk
olarak Sl¢iilmiistiir. Kok uzunlugu degerleri bakimindan ise her iki besi ortaminda da en iyi
sonucu Karacabey cesidi vermis ve sirastyla MS besi ortaminda 15.79 mm, WPM besi

ortaminda ise 14.48 mm olarak kaydedilmistir.

Ying-Ning (2010), Yaptig1 bir ¢alismada erik tiirlerinden Prunus salicina nin olgun
aga¢ govdeleri i¢in etkili bir in-vitro kiiltlir ortam1 kurmustur. A¢ik alanda bulunan geng
siirglinlerden 1 cm uzunlugunda eksplantlar kesilerek sterilize edilmis ve in vitro ortamda
kiiltiire almistir. Basarili olarak uyarilan kiiltiir, 0.05-0.1 mg/L IBA, 0.5-1.0 mg/L BA, 30
g/L glukoz, 5 g/L agar ve 1.0 g/L Vc ilaveli WPN besi ortami1 kullanilarak elde etmistir. En
1yi stirglin olusumu, 0.05-0.1 mg/L IBA, 0.2 mg/L BA, 0.3 mg/L KT ve 1.0 g/L. kazein
hidrolizat ilaveli WPN Kkiiltlir ortaminda elde etmistir. Siirglin uzamasi bakimindan en iyi
sonug 0.05 mg/L IBA, 0.3 mg/L KT/BA and 1.0 g/L kazein hidrolizat ilaveli WPN Kkiiltiir
ortaminda elde etmigtir. Siirgiinler 0.2-0.5 mg/L IBA, 15 g/L siikroz ve 20-40 mg/L
floroglusinol ilave edilmis %2 (yarim konsantrasyon) MS kiiltiir ortaminda koklendirmistir.
Rejenere siirgiinler basarili bir sekilde sera kosullarina adapte edilmis ve goriiniir fenotipik

sapmalar olmadan kuvvetli bir sekilde biiylimiistiir.

Sadeghi ve arkadasglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, Prunus spp. tiriinde yeni anag
genotipleri i¢in biliyilk ragbet olmasi, c¢ogaltma yontemlerinde kaginilmaz olarak
mikrogogaltimi1 kullanmay1 gerektirmistir. Bu nedenle bu ¢alisma, Prunus empyrean 3 tiirii
i¢cin yeni yar1 bodur vejetatif anaglarin mikrogogaltim ¢aligmalari i¢in protokol gelistirmek
amactyla ¢alisilmistir. Kiiltiire almak i¢in nodal segmentler kullanilmis ve kiiltlir ortami
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diisiik bitki biiylime diizenleyicileri ve WPN besi ortami kurularak gelistirilmistir. Cesitli
stirgiin cogaltma denemelerinden eksplant basina en yiiksek siirgiin sayis1 0.8 mg/ L BAP
ve 0,05 mg/L IBA ilaveli MS besi ortaminda gozlemlenmistir. En yiiksek koklenme ise 0,5
mg/L IBA, 1,6 mg/L tiamin ve 150 mg/L demir sekestren ilaveli /2 konsantrasyonda MS
besiyeri ortaminda goézlenmistir. Bu konsantrasyonda koklenmede %100 basart

saglanmistir (Sadeghi ve ark. 2015).

Alam ve Barua (2015), Avrupa erigi (Prunus domestica) olgun nodal segmentleri i¢in
etkili bir in vitro kiiltiir sistemi kurulmustur. Banglades'te Avrupa eriklerinin adaptasyonu
i¢cin nodal eksplantlarindan rejenerasyonun bazi énemli yonleri lizerinde ¢alisilmistir. 1.0
mg/ 1 indol biitirik asit (IBA) + 0.5 mg / L naftalin asetik asit (NAA) ilaveli /2 MS kiiltiir
ortaminda yaprak eksplantlari kallus olusumu i¢in kullanilmis ve diisik bir olusum
gozlenmistir. Geng bitkilerden 1.5 cm uzunlugunda nodal segmentler kesilip sterilize
edilerek in vitro ortama ekilmistir. 2-6 mg / 1 kinetin ; 2, 3, 5 mg/l Benzilaminopiirin
(BAP) ve 2 mg/l BAP ile 4 mg/L KIN kombinasyonlarmin MS Kkiiltiir ortamina ilave
edildigi sistemde basarili kiiltiirler elde edilmistir. En yiiksek siirgiin uzunlugu (1.20£0.15
cm), en fazla siirgiin sayis1 ( 3.00+0.35) ve en fazla yaprak sayis1 ( 14.25+1.45) KIN 4.0
mg /L ‘de gbzlenmistir. Basarili ¢oklu siirglinler 2 mg/L BAP ile 2-6 mg/L KIN ve 4 mg/ L
KIN kombinasyonlarinda elde edilmistir. Bu durum, genel olarak nodal segmentlerden in
vitro rejenerasyona Avrupa erik tiirlerinin ¢ok 1yi yanit verdigini géstermistir. Siirgiinler 1
mg/L IBA ve 0.5 mg/L BAP ilaveli tam MS ortaminda ve 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L NAA
ve 0.1 mg/L IBA+0.5 mg/L BAP ilaveli 2 MS ortaminda koklendirmeye alinmustir.
Rejenere bitkicikler goriiniir fenotipik sapmalar olmadan dis ortama basarili bir sekilde
adapte olmustur. Ek olarak, ticari deger agisindan bitki biiyiime diizenleyicileri olmadan
biiyiik sonuclar elde edilmistir. Ayrica, Avrupa erik Ozlerinin anti bakteriyel aktivitesi,
insan patojenik bakterisi Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Protease mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus agar disk diflizyon yoOntemiyle
degerlendirilmistir. Insan patojenlerinin ¢ogu ticari diske karsi direnglidir. Ancak erik
meyve ekstresi 1yl inhibisyon zonu sonucunu gdstermistir. Erigin antibakteriyel aktivite
icin taranmasinin olumlu sonugclari, diger fitokimyasal ve farmakolojik calismalar icin

birincil platform olusturmustur.

Wiszniewska, ve ark. (2016), calismalarinda, iki fito-aktif ortam takviyesi, yani ananas

posast diyalizatorii ve yesil yosun Desmodesmus subspicatus eksudatlarini igeren
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sartlandirilmis ortamin varli§inda, in vitro koklenme sirasinda erik (Prunus domestica L.)
mikro siirglinlerinin tepkisini degerlendirmeyi amaglamiglardir. Kiiltiirlerde 4 hafta sonra
etkili bir koklenme gozlenmistir. Kok indiiksiyon fazi sirasinda siirgiin bazinda fenolik
bilesiklerin igerigi belirlenmis ve anatomik caligmalar yapilmistir. Besi ortami (MS),
karbonhidratlar ve fenolik asitlerin igerigi i¢in analiz edilmistir. Her iki ortam, zor koklii
bir kiiltivar "Wegierka Zwykla" siirglintiniin koklenme indiiksiyonunda etkili olmustur.
Besi ortami, koklendirme igin gerekli olan eksojen oksin igeriginde dnemli bir diisiise izin
vermigstir. Kiiltiir ortamindaki en yiiksek koklenme verimi, kontrol ortaminda elde edilen %
33.3 ile karsilastirildiginda, ekzojen oksinlerin iki katina ¢ikmasiyla % 28.9 ve % 27.8
olmustur. Kolay koklii erik kiiltivarinda "Wegierka Dabrowicka", koklenme orani, alg ile
sartlandirilmis ortamin varliginda biraz azalirken ananas diyalizatinin varliginda koklenme
orant 6nemli Ol¢lide azalmist ve koklenme orani MS’siz ortam ile karsilastirilmistir.
‘Wegierka Dabrowicka’ siirgiinlerinin yaklasik % 30’u oksin igermeyen ortamda
koklenmistir. Anatomik ¢alisma, ortak erikte adventif rizogeneze yol agcan dediferansasyon

modunu tanimamiza izin vermistir.

Kassaye ve Bekele (2015), Yaptiklar1 c¢alismalarinda erigin (Prunus salicina L.
Methley) in vitro klonal ¢ogaltimi i¢in protokol olusturmayr amaclamislardir. Calismada
nodal eksplantlari, tek bagina veya 0.1 mg / L IBA ile kombinasyon halinde 6-benzil amino
piirin (BAP) veya kinetin (KIN) (0.5 - 3 mg / L) ile takviye edilmistir ve Murashige ve
Skoog (MS) ortami {izerinde kiiltiirlenmistir. 30 giinliikk in vitro olarak elde edilmis
bitkicikler, tek basina BAP ile veya 0.1 mg / L IBA ile kombinasyon halinde eklenen MS
ortami iizerinde alt kiiltiirlenmistir. Koklenme icin Indol-3-biitirik asit (IBA) veya indol-3-
asetik asit (IAA) (0.5 - 3 mg / L) ile takviye edilmis yarim MS ortami kullanilmistir. En
yiiksek siirgiin yanit1 (% 92), 0.5 mg /L BAP ve 0.1 mg / L IBA ile eksprese edilen MS
ortamlarinda, eksplant basma ortalama 2.08 + 0.14 siirgiin ve 2.3 + 0.26 cm ortalama
stirglin uzunlugunda gozlenmistir. Optimum koklenme yanit1 (% 100), 1.0 mg / L IBA'da,
ortalama siirgiin basma 4.34 + 1.15 kok ve 3.57 + 0.08 cm ortalama kdk uzunlugunda
gozlenmistir. Bu nedenle Prunus salicina L. var. Methley. in vitro mikrogogaltimi i¢in bu

konsantrasyonlar tavsiye edilmistir.

Japon erigi “Santa Rosa” eksplant kaynagi olarak kullanildig1 bir ¢alismada siirgiin
tomurcuklar1 topland1 ve in vitro kiiltiir i¢in farkli konsantrasyonlarda benzil adenin (BA)

ve gibberellik asit (GA3) ile Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiirlenmistir. 2.0
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mg/L BA ve 0.5 mg/L GA3 ile desteklenmis MS ortami iizerinde maksimum kiiltiir (
%75.92) elde edilmistir. Maksimum siirgiin ¢ogalimi, 0.5 mg/L BA, 0.1 mg/L. GA3, 0.05
mg/L IBA ve 10 mg/L kazein hidrolizat ile takviye edilmis MS ortami iizerinde
gergeklestirilmistir. IBA iceren %2 stivi MS ortami iizerinde 6n-muameleye tabi tutulduktan
sonra MS besi ortamina aktarilarak % 79.80 kdklenme elde edilmistir. In vitro yetistirilen
bitkicikler 1 ay sonra % 80-85’1 hayatta kalarak basarili bir sekilde 1 yil sonra % 100
hayatta kalma ile dis ortama aktarildi. RAPD analizinde, tiim amplifiye (iiriinler
mikrocogaltilan bitkilerde monomorfikti ve ana bitkiye benzer oldugu goriilmistiir.
Gelistirilen mikrogogaltim protokolii Santa Rosa'nin kiitle klonal ¢ogaltimi i¢in uygun

olmustur(Thakur ve ark., 2018).

Hammerschlag, ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, 8 ¢esit seftali ¢esidi ve bir anacinin
in vitro ¢ogalmasint ve koklenmesini etkileyen faktorlerin yan1 sira bu gesitlerin
iklimlendirme ve genetik kararliligimi da ortaya koymayr amaglamistir. Siirgiin
cogalmasinda, siirgiin ¢ogalma ortamina 8.8 / ~ M6-benzil amino piirin (BA) eklendiginde
en iyi sonu¢ elde edilmistir. Sirgiinler 2 Murashige ve Skoog (MS) ortamina
yerlestirildiginde, 35 ila 40 giin boyunca 4 ° C'de saklandiginda ve daha sonra 26 ° C'de 14
giin siireyle karanlik ortamda koklenme ortaminda inkiibe edildiginde maksimum
koklenme meydana gelmistir. Tiim kiiltiirler, 28.5 / xM indol asetik asit (IAA), indol
biitirik asit (IBA) veya ct-naftalin asetik asit (NAA) ilaveli 2 MS ortamina maruz
birakilmistir. En 1yi koklenme NAA ortaminda goriilmiistir. NAA konsantrasyonunda
5.8/~M 'ye 5 kat azalma, IAA art1 fenolik koklenme kofaktorlerinin kullanimi ve
stirgiinlerin uzunlugu gibi faktorlerin uygulanmasiyla ¢ogu kiiltiirde onceki koklenme
oranlarma gore artis gozlenmistir. Iklimlendirme sirasinda higbir bitki kayb1 meydana
gelmemistir. Mikrogogaltilan bitkilerin sitogenetik analizi, tiim bitkilerin diploid, 2n = 2x

= 16 oldugunu gostermistir (Hammerschlag, ve ark., 1987)

Park ve ark. (2017), adventif kok olusumu mikro-¢ogaltma ve genetik doniisiimde kritik
bir adim oldugunu belirtmiglerdir. Bununla birlikte, baz1 iirlin tiirleri, 6zellikle odunsu
bitkiler icin genellikle simirlayict bir faktor olmustur. Bu calismada, Genetik
transformasyon ve adventif kok indiiksiyonuna karsilik gelen bir meyve agaci tiirii olan
seftalinin in vitro siirglinlerini kullanarak adventif koklenme c¢alisiimistir. Kiiltiirel yasin
adventif koklenme etkinligini etkiledigini bulunmustur. Hormon analizi, seftali

stirgiinlerinin, 2 y1l boyunca endojen indol-3-asetik asit (IAA) iceren kdklenme ortami ayni
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biliylime sartlar1 altinda 1 yil boyunca in vitro kdklendirmeden daha yiiksek sonug elde
edilmistir. Muamele: Potansiyel oksin biyosentez inhibitorii olan Aminoethoxy Vinyl
Glycine (AVQ) ile seftali slirglinleri, adventif koklenmeyi inhibe etmistir. Gen ifadesinin
adventif koklenme ile iliskisini arastirmak i¢in karsilastirmali bir transkripsiyon analizi
yapilmistir. Oksin biyosentezinde anahtar enzimleri kodlayan genlerin 2yil siirgiinlerinde
artarak regiile oldugu bulunmustur. Aksine, etilen biyosentezinde rol alan genler ve
sinyalleme yolu 2 yil siirglinlerinde azalarak regiile olmustur. Etilenin metabolik onciisii
olan 1-aminosiklo propan-1-karboksilik asit (ACC) ilavesi, doza bagimli bir sekilde
adventif koklenmeyi onemli 6l¢iide inhibe etmistir. Bu nedenle, oksin ve etilen, adventif
koklenme tizerinde antagonist olarak hareket eder. Sonuglar birlikte ele alindiginda, seftali
siirglinlerinin  adventif koklenmesini diizenleyen mekanizmaya yeni bakis acilar
getirmistir. Bu durum seftali ve ilgili odunsu bitkiler icin yeni kdklenme yontemleri

gelistirmeye yardimci olabilecegi goriilmiistiir.
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2. MATERYAL-METOT

2.1. Materyal

Calismada, materyal kaynagi olarak Prunus domestica L. erik tiirinlin sekil 2.1°de
goriilen Elazig ili Gliimiisbaglar koylinde bulunan ve geng erik agaci dallarindan alinan

eksplantlar kullanilmistir (Sekil 2.2).

|
| W/

' {“"‘

&4 ih’? :;"

Sekil 2.1. Erik (Prunus Domestica) dallarmin temin edildigi Elazig ili, Giimiisbaglar kdyii
uydu goriintiisii

Sekil 2.2. Eksplant kaynagi olarak kullanilan erik dallar
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2.2. Metot

2.2.1. Yiizey Sterilizasyonu

Toplanan erik dallar1 yapraklarindan ayrilarak akan musluk suyu altinda bir saat

bekletilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Yapraklarindan ayrilmis erik dallar
Yapraklarindan ayrilan dallarda bulunan siirgiin uglar1 1.5-2 cm uzunlugunda olacak

sekilde kesilmistir. Kesim islemi eksplantin besi ortamina temas eden kisminin yiizey

alanin1 arttirmak amaciyla 45’ lik aciyla kesilmistir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Bogum aralarindan kesilmis erik eksplanti

Daha sonra eksplantlar bir beher icerisine koyularak 6n sterilizasyon iglemi i¢in {izerine
su ilave edilip suda yarim saat bekletilmistir. Yarim saat icerisinde su 3 kez siiziiliip

tazelenmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. On sterilizasyon yapilan erik eksplantlari

In vitro doku kiiltiirii calismalarinda en énemli nokta sterilizasyon islemleridir. Laminer

Flow kabinde yapilan yiizey sterilizasyonunda kullanilan ve eriklerin kiiltiire alinmasi

esnasinda gerekli olan; beher, bisturi, pens, fayans (materyallerin kesimi icin) gibi

malzemelerin sterilizasyonu 200 °C’de Kuru Hava Sterilizatorii (JEIO TECH ON-

21E)’nde yapilmustir.

Erik eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in farkli protokoller uygulanmis (Tablo 2.1)

ve en yilksek sterilizasyonun elde edildigi protokol bulunmaya calisilmistir. Yiizey

sterilizasyon ortamindan ¢ikarilan eksplantlar 3 kez saf su ile yikanmistir.

Tablo 2.1. Uygulanan Sterilizasyon Protokolleri ve Teknikleri

Sterilizasyon Protokol No

Sterilizasyon Teknigi

2dk %70’1lik EtOH
10 dk seyreltilmemis NaOCL (%5°lik ACE) +2-3

damla Tween 80

2dk %70’lik EtOH
5 dk Seyreltilmemis Ticari NaOCL(%5’lik ACE) + 2-
3 damla Tween 80

30 saniye %70’1lik EtOH
10 dk Seyreltilmemis Ticari NaOCL(%5’lik ACE)+ 2-
3 damla Tween 80
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2.2.2. Kiiltiir Baslangici
2.2.2.1. Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi

Besiyeri hazirlanirken ilk asama olarak, 1 litrelik besiyeri ortami i¢in 1 litre saf su
icerisine % 3 siikroz (30 g) ve tablo 2.2°de yer alan igerige sahip olan MS (Murashige ve
Skoog) besi ortamindan 4,4 g hassas terazi (SHIMADZU TXB622L) ‘de tartilarak ilave
edilmistir. Karisim, manyetik karistirict(DAIHAN SCIENTIFIC)’da karistirilarak iyice
coziinmesi saglanmistir. Ardindan pH ayarlamasmin yapilmast i¢cin IN HCl veya IN
NaOH ilaveleriyle ortamin pH’1 pH metre (THERMO SCIENTIFIC ORION STAR Al11)
kullanilarak 5,7-5,8 olarak ayarlanmistir. pH 6l¢limlerinin ardindan 1 litre besi ortami igin
% 0,8’lik plant agar tartild1 ve besi ortamina ilave edilmistir.

Belirlenen konsantrasyonlarda bitki biliyiime diizenleyicilerinin ilave edilmesiyle her bir
magentaya 50 ml olacak sekilde doldurulmus ve besi ortamlari sterilizasyon i¢in 121°C’de
15 dk otoklavlanmistir (JEIO TECH ST-85G). otoklavlama islemi tamamlanan besi
ortamlart Laminer Flow kabin (THERMO SCIENTIFI S2020) ‘e koyularak katilagsmasi

icin beklenmistir.

Tablo 2.2. Murashige Skoog (MS) Bilesenleri

Bilesenler Mg/l
Amonyum nitrat 1,650.0
Borik asit 6.20
Kalsiyum klorit (anhidrit) 332.20
Kobaltklorit 0.0250
Bakar siilfat pentahidrat 0.0250
Disodyum EDTA dihidrat 37.260
Demir siilfat heptahidrat 27.80
Glisin 2.0
Magnezyum siilfat (anhidrit) 180.70
Manganez siilfat mono hidrat 16.90
Myo-inositol 100.0
Nikotinik asit 0.50
Potasyum iyodiir 0.830
Potasyum nitrat 1,900.0
Potasyum fosfat mono bazik 170.0
Pridoksin hidroklorit 0.50
Sodyum molibdat dihidrat 0.250
Tiamin diklorit 0.10
Cinko siilfat heptahidrat 8.60
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2.2.3. Siirgiin Olusumu

Eksplantlar, siirgiin olusumu igin siikroz, plant agar, MS ve belirli konsantrasyonlarda
bitki biliylime diizenleyicilerini igeren magenta kaplarindaki besin ortamlarina
kiiltiirlenmistir. Bitki biiyiime diizenleyici olarak BAP (6-Benzilaminopiirin), IBA(indol-
3-Biitirik Asit), IAA (Indol-3 asetik asit), NAA(Naftalin asetik asit), 2,4-D (Diklorofenoksi
asetikasit) ve Picloram farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda kullanilmistir (Tablo
2.3). Siirglin olusumu i¢in siikroz, MS ve plant agar i¢eren besin ortamina ek olarak 1
mg/L BAP + 1, 0.5, 0.25 mg/L konsantrasyonlarinda IBA, IAA, NAA, 2,4D ve Picloram
kombinasyonu ve 0,5 mg/L. BAP+ 1-0,5-0,25 mg/L konsantrasyonlarinda IBA, IAA, NAA,
2,4-D ve Picloram kombinasyonu olacak sekilde farkli protokoller uygulanmistir (Tablo
2.3). IBA, TAA, NAA, 24-D ve Picloram bitki biiyiime diizenleyicilerinin her
konsantrasyonu i¢in 5 paralel olmak {izere 150 magenta kabi kiiltiirlenmistir. Kiiltiire
edilmis eksplantlara sahip tiim magentalar, stre¢ film ile uygun sekilde kapatildi ve 24 + 1
° C ve 3000 lux 151k siddetinde ve bagil nemi (RH) % 70-80 olan kiiltiir odasina alindi.

Tablo 2.3. Siirgiin Olusumu I¢in Kullanilan Bitki Biiyiime Diizenleyici Kombinasyonlari

Bitki Biiyiime Diizenleyici BAP (1 mg/L) BAP (0,5 mg/L)
1 mg/L I mg/L
IAA 0,5 mg/L 0,5 mg/L
0,25 mg/L 0,25 mg/L
1 mg/L 1 mg/LL
IBA 0,5 mg/L 0,5 mg/L
0,25 mg/LL 0,25 mg/L.
1 mg/L 1 mg/L
NAA 0,5 mg/L 0,5 mg/L
0,25 mg/L 0,25 mg/L.
1 mg/L 1 mg/L
2,4D 0,5 mg/L 0,5 mg/L
0,25 mg/LL 0,25 mg/L.
1 mg/L 1 mg/L.
Picloram 0,5 mg/L 0,5 mg/L
0,25 mg/L 0,25 mg/L.

2.2.4. Siirgiinlerin Kéklendirilmesi

Siirglin  olusumu tamamlanan erik stirglinleri koklendirme igin hazirlanan besin
ortamlarina aktarilmistir. Besin ortaminin igerigi olarak 2 protokol uygulanmistir (Tablo
2.4). Bu protokollerin birincisi; bir litre besiyeri i¢in % 3 siikroz, /2 MS ( 2,2 gr) ve plant
agar iceren besin ortamini hazirlanmis ve 70 ml olacak sekilde magenta kaplarina

doldurulmustur. Magenta kaplarina, bitki biiylime diizenleyici olarak sadece 0.2, 0.3, 0.5, 1
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ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda her bir konsantrasyondan 4‘er paralel olacak sekilde IBA

kullantlmistir.

Ikinci protokol olarak; bir litre besiyeri i¢in % 1,5 siikroz, 2 MS ( 2,2 gr) ve plant agar
iceren besin ortamimi hazirlanmis ve 70 ml olacak sekilde magenta kaplarina
doldurulmustur. Magenta kaplarina, bitki bliylime diizenleyici olarak sadece 0.2, 0.3, 0.5, 1
ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda her bir konsantrasyondan 4°er paralel olacak sekilde IBA

kullanilmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Kullanilan Siikroz, MS ve IBA Konsantrasyonlar1

MS ve Siikroz Konsantrasyonlari IBA Konsantrasyonlari

0,2 mg/ 1 IBA

0,3 mg/1IBA

Tam Siikroz+ 2 MS 0,5 mg/11BA

1 mg/l IBA

2 mg/l IBA

0,2 mg/l IBA

0,3 mg/l IBA

¥ Siikroz+ 2 MS 0,5 mg/l IBA

3 mg/l IBA

4 mg/l IBA

2.2.5. Aklimatizasyon

Koklendirme ortamlarindan alinan bitkiler, besi ortamindan ¢ikarildiktan sonra musluk
suyunda yikanarak besi ortamindan tamamen arindirilmasi saglanmistir. Dikim ortami
olarak kullanilan materyal (torf), otoklavda 121°C” de 15 dk siireyle steril edildikten sonra
bu topraga 1:1 oraninda perlit ilave edilerek saksilara koyulmus ve erik bitkileri ekilmistir.
Saksilar su piiskiirtiilerek sulanmis ve saksilarin lizerine polietilen posetler gegirilerek
yeterli nem ortami saglanmustir. Polietilen posetler belirli yerlerinden delinerek bitkinin
hava almasi saglanmig ve kiiltiir odasina alinan bitkilerin uzamasi gozlenmis ve belirli

araliklarla sulanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Yiizey Sterilizasyonu

Baslangic materyali olarak kullanilan erik siirgiin ucu kiiltiirii yapilacak eksplantlara
uygun ylizey sterilizasyon yontemlerinin belirlenebilmesi i¢in 3 farkli protokol
denenmistir. 1. Protokol kapsaminda, eksplantlar 2 dk %70’lik EtOH’de bekletildikten
sonra steril edilmis saf su ile durulandiktan sonra 10 dk seyreltilmemis ticari NaOCl (%5-
NaOCl igeren ACE) + 2-3 damla Tween 80 c¢ozeltisinde bekletilmistir. 2. Protokol
kapsaminda eksplantlar, 2 dk % 70’lik EtOH’de bekletildikten sonra steril edilmis saf su
ile durulandiktan sonra 5 dk seyreltilmemis Ticari NaOCl (%5- NaOCl igeren ACE) + 2-3
damla Tween 80 ¢ozeltisinde bekletilmistir. 3. Protokol kapsaminda eksplantlar, 30 s
%70’lik EtOH’de bekletildikten sonra steril edilmis saf su ile durulandiktan sonra 10 dk
seyreltilmemis Ticari NaOCl (%5- NaOCl igeren ACE) + 2-3 damla Tween 80 ¢ozeltisinde
bekletilmigtir. Yapilan c¢alismalar ve uygulanan protokoller sonucunda en iyi sonug
Protokol 3 olan 30 s % 70’lik EtOH + 10 dk seyreltilmemisTicari NaOCL (%5- NaOCl
iceren ACE) + 2-3 damla Tween 80 protokoliinde elde edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Sterilizasyonun %’lik degerleri

Kiiltiir Sayis1 Kontamine Saglam ( Kontamine

( Adet) Kiiltiir ( % ) Olmams) ( %)

Protokol

Protokol 1 (2 dk %70’lik EtOH+ 10 dk
seyreltilmemis ticari NaOCl (%5- NaOCl 30 50 50
iceren ACE) + 2-3 damla Tween 80)

Protokol 2 (2 dk %70’lik EtOH+ 10 dk
seyreltilmemis ticari NaOCl (%5- NaOCl 120 60 40
iceren ACE) + 2-3 damla Tween 80)

Protokol 3 (2 dk %70’lik EtOH+ 10 dk
seyreltilmemis ticari NaOCl (%5- NaOCI 150 33 67
iceren ACE) + 2-3 damla Tween 80)
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3.2. Siirgiin Olusumu Uzerine BBD’lerinin Etkisi

3.2.1. Eksplantlardan Siirgiin olusum ve gelisimine 1 mg/l BAP ve Oksin

Konsantrasyonlarinin Etkisi

1 mg/L. BAP konsantrasyonuna indol 3-asetik asit (IAA), indol-3 biitirik asit (IBA),
naftalin asetik asit (NAA), diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve P oksin grubu biiylime
diizenleyicilerinin 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarda besi ortamina ilavesinin kiiltiir
olusumuna etkisi incelenmistir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna 1BAP ve IAA konsantrasyonlarinin etkisini
incelemek iizere 1 mg/l, 0.5 mg/l ve 0.25 mg/l konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calisilmistir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna 1 mg/l BAP ile birlikte besi ortamina
eklenen IAA’nin etkisini belirlemek iizere yapilan ¢aligmaya ait yiizde sonuglar tablo

3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Siirgiin Olusumuna 1 mg/L BAP ve IAA Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu TAA Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 80
1 mg/L 0.5 mg/L 80
1 mg/L 100

Yapilan ¢alisma sonucunda 1 mg/LL. BAP+IAA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna
etkisinin ortalama % 85’in tizerinde oldugu goriilmiistiir. Siirglin olusumunda 1 mg/L. BAP
ve TAA konsantrasyonlarmin eklendigi besi ortaminin siirglin yaprak sayisina etkilerini
belirlemek tizere ait yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney sonuglari

tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. 1 mg/L BAP ve IAA Konsantrasyonlarimin Yaprak Sayist Uzerine Etkisi

Mean + SE
BBD
(Yaprak Sayisi)
0,25 mg/L TAA 1,40 + 0,9880
0,5 mg/L TAA 6,00 + 1,3038
1 mg /L TAA 5,40 £1,1662

p degeri 0,032 < 0,05

24




Siirgiin gelisiminde yaprak sayis1 bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik istatistiki
olarak 6dnemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (6,00 + 1,3038) 1 mg/L BAP + 0,5
mg/L [AA Dbiiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Farkli IAA
konsantrasyonlarinda elde edilen siirgiinlerin hepsi canli bir gériintime sahip olup, kiiltiir

sonuna kadar bu canliliklarini korumuslardir.

Erik eksplantlarindan siirglin olusumuna 1 mg/LL. BAP ve IBA konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek iizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calisilmigtir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu i¢in 1 mg/L. BAP ile birlikte besi
ortamina eklenen IBA’nin etkisini belirlemek iizere yapilan deneye ait sonuglar tablo

3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Siirgiin Olusumuna 1 mg/l BAP ve IBA Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu IBA Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 100
1 mg/L 0.5 mg/L 80
1 mg/L 100

Yapilan ¢alisma sonucunda 1 mg/L BAP+IBA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna
etkisinin ortalama % 90’1n tizerinde oldugu goriilmiistiir. Siirglin olusumunda 1 mg/L. BAP
ve IBA konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirgiin yaprak sayisina etkilerini
belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney sonugclari

tablo 3.5°de verilmistir.

Tablo 3.5. 1 mg/L BAP ve IBA Konsantrasyonlarinin YaprakSayis1 Uzerine Etkisi

Mean = SE
BBD (Yaprak Sayisi)
0,25 mg/L IBA 7,60 + 0,5099
0,5 mg/L IBA 3,60+ 1,1661
1 mg/L IBA 4,20 £1,3191
p degeri 0,043< 0,05

Siirglin - gelisiminde yaprak sayist bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (7,60 + 0,5099) 1 mg/L

BAP + 0,25 mg/L IBA biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmistiir. Goriilen en
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yiikksek deger kaydedilen IAA konsantrasyon degerlerinden daha yiliksek olup daha fazla
yapraklanma goriilmistiir. Farkl1 IBA konsantrasyonlarinda elde edilen siirgiinlerin hepsi

canli bir goriiniime sahip olup, kiiltiir sonuna kadar bu canliliklarin1 korumusglardir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna, 1 mg/L BAP ve NAA konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek iizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calisilmigtir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu icin 1 mg/l BAP ile birlikte besi
ortamina eklenen NAA’nin etkisini belirlemek {izere yapilan deneye ait sonuclar tablo

3.6’de verilmistir.

Tablo 3.6. Siirgiin Olusumuna 1 mg/L. BAP ve NAA Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu NAA Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 80
1 mg/L 0.5 mg/L 80
1 mg/L 100

Yapilan ¢alisma sonucunda 1 mg/L. BAP+NAA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna
etkisinin ortalama % 85’in lizerinde oldugu goriilmiistiir. Strglin olusumunda 1 mg/L
BAP ve NAA konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirgiin yaprak sayisina
etkilerini belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney

sonuglar1 Tablo 3.7 de verilmistir.

Tablo 3.7. 1 mg/L BAP ve NAA Konsantrasyonlarinin Yaprak Sayist Uzerine Etkisi

BBD Mean £ SE  (Yaprak Sayisi)
0,25 mg/LNAA 7,60 + 0,6782
0,5 mg/L NAA 4,40 £ 0,9273
1 mg/L NAA 5,00 = 0,8366

p degeri 0,039< 0,05

Siirglin  gelisiminde yaprak sayist bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (7,60 + 0,678) 1 mg/L. BAP
+ 0,25 mg/L NAA biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Goriilen en
yiiksek deger kaydedilen 1 mg/L BAP + 0,25 mg/L IBA konsantrasyonu ile ayni

yapraklanma sayis1 goriilmiistiir. Fakat standart hata payr IBA c¢alismasina gore daha
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fazladir. Farkli NAA konsantrasyonlarinda elde edilen siirglinlerin hepsi canli bir

goriiniime sahip olup, kiiltiir sonuna kadar bu canliliklarini korumuslardir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna 1 mg/L BAP ve 2,4-D konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek iizere 1, 0,5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calistlmistir. Erik eksplantlarindan siirglin olusumu i¢in 1 mg/L BAP ile birlikte besi
ortamina eklenen 2,4-D’nin etkisini belirlemek iizere yapilan deneye ait sonuclar tablo

3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. Siirgiin Olusumuna 1 mg/l BAP ve 2,4D Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu 2,4- D Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/l 100
1 mg/L 0.5 mg/l 60
1 mg/l 100

Yapilan calisma sonucunda 1 mg/L BAP + 2,4-D konsantrasyonlarinin siirgiin
olusumuna etkisinin ortalama % 85’in iizerinde oldugu goriilmiistiir. Siirglin olusumunda 1
mg/l BAP ve 2,4D konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirgiin yaprak sayisina
etkilerini belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney

sonuglari tablo 3.9°de verilmistir.

Tablo 3.9. 1 mg/L BAP ve 2,4-D Konsantrasyonlarinin Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi

BBD Mean =+ SE  (Yaprak Sayisi)
0,25 mg/LL D 7,20 + 0,8602
0,5 mg/L D 4,40 + 0,5099
1mg/LD 3,20+ 1,0677

p degeri 0,016< 0,05

Siirgiin  gelisiminde yaprak sayis1 bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (7,20 + 0,8602 1 mg/l BAP
+ 0,25 mg/l 2,4-D biliyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Goriilen en
yiiksek 2,4-D biiylime diizenleyici konsantrasyonunda, kaydedilen en yiiksek IBA ve

NAA konsantrasyonlarindan daha az yapraklanma sayis1 goriilmiistiir. Farkli 2,4-D
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konsantrasyonlarinda elde edilen siirglinlerin hepsi canli bir goriiniime sahip olup, kiiltiir

sonuna kadar bu canliliklarint korumusglardir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna 1 mg/L BAP ve Picloram konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek iizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calistlmistir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu i¢in 1 mg/L BAP ile birlikte besi
ortamina eklenen P’1n etkisini belirlemek {izere yapilan deneye ait sonuglar Tablo 3.10°de

verilmistir.

Tablo 3.10. Siirgiin Olusumuna 1 mg/l BAP ve Picloram Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu P Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 0
1 mg/1 0.5 mg/L 0
1 mg/L 0

Stirgitin  olusumu i¢in kullanilan 1 mg/L BAP ve Picloram konsantrasyonlarinin
eklendigi besi ortaminin siirglin olusumu, gelisimi ve yaprak sayisina olumlu bir etkisi

olmamistir. Herhangi bir gelisim kaydedilememistir.

3.1.2.2. Eksplantlardan Siirgiin olusumuna 0.5 mg/. BAP ve Oksin
Konsantrasyonlarinin Etkisi

0.5 mg/LL. BAP konsantrasyonuna indol asetik asit (IAA), indol biitirik asit (IBA),
naftalin asetik asit (NAA), diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve Picloram oksin grubu
bliyiime diizenleyicilerinin 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarda besi ortamina
ilavesinin kiiltiir olusumuna etkisi incelenmistir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna 0,5 mg/LL BAP ve IAA konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek tizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/LL konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calisilmistir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu i¢in 0.5 mg/L. BAP ile birlikte besi
ortamina eklenen IAA’ nin etkisini belirlemek iizere yapilan deneye ait sonuglar Tablo

3.11°da verilmistir.
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Tablo 3.11. Siirgiin Olusumuna 0,5 mg/L BAP ve IAA Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu IAA Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 60
0,5 mg/l 0.5 mg/L 100
1 mg/L 100

Yapilan ¢alisma sonucunda 0,5 mg/L BAP+ IAA Kkonsantrasyonlarinin siirgiin
olusumuna etkisinin ortalama % 85’in lizerinde oldugu goriilmiistiir. Stirglin olusumunda 1
mg/L BAP ve TAA konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirgiin yaprak sayisina
etkilerini belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney

sonuclar1 Tablo 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.12. 0,5 mg/L. BAP ve IAA Konsantrasyonlarmin Yaprak Sayist Uzerine Etkisi

Mean = SE
BBD
(Yaprak Sayisi)
0,25 mg/L TAA 1,40 £ 0,5099
0,5 mg/L TAA 4,60+ 0,6782
1 mg/L TAA 4,00 £+ 1,1402

p degeri 0,039< 0,05

Stirgiin  gelisiminde yaprak sayist bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak dnemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (4,60 = 0,6782) 0,5 mg/I
BAP + 0,5 mg/l TAA biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiustiir. Farkli TAA
konsantrasyonlarinda elde edilen siirgiinlerin hepsi canli bir goriinlime sahip olup, kiiltiir

sonuna kadar bu canliliklarin1 korumuslardir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna, 0,5 mg/L BAP ve IAA konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek iizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calisilmistir. Erik eksplantlarindan siirglin olusumu i¢in 0.5 mg/L BAP ile birlikte besi
ortamina eklenen IBA’nin etkisini belirlemek iizere yapilan deneye ait sonuclar Tablo

3.13’de verilmistir.
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Tablo 3.13. Siirgiin Olusumuna 0,5 mg/l BAP ve IBA Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu IBA Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 100
0,5 mg/L 0.5 mg/L 80
1 mg/LL 80

Yapilan ¢alisma sonucunda 1 mg/LL BAP+IBA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna
etkisinin ortalama % 85’in iizerinde oldugu goriilmiistiir. Siirgiin olusumunda 0,5 mg/L
BAP ve IBA konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirglin yaprak sayisina
etkilerini belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan calisma

sonugclari tablo 3.14°de verilmistir.

Tablo 3.14. 0,5 mg/l BAP ve IBA Konsantrasyonlarinin Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi

Mean = SE
BBD
(Yaprak Sayis1)
0,25 mg/L IBA 8,60+ 1,6911
0,5 mg/L IBA 3,00 £+ 1,2649
1 mg/L IBA 6,20 £ 1,2409

p degeri 0,048< 0,05

Siirglin - gelisiminde yaprak sayist bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak onemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (8,60 + 1,6911) 0,5 mg/L
BAP + 0,25 mg/L IBA biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Kaydedilen
en yliksek deger, onceki ¢aligmalarda kaydedilen yiiksek yaprak sayilarindan olan 1 mg/L
BAP + 0,25 mg/LL IBA konsantrasyonundan daha fazla oldugu goriilmistiir (Sekil 3.1).
Farkli IBA konsantrasyonlarinda elde edilen siirgiinlerin hepsi canli bir goriiniime sahip

olup, kiiltiir sonuna kadar bu canliliklarini korumuslardir.
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Sekil 3.1. 0,5 mg/L BAP + 0,25 mg/L IBA igeren besiyerlerinde siirgiin olusumu

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna, 0,5 mg/L BAP ve NAA konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek iizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/LL konsantrasyonlarindan 5’er paralel
calisilmigtir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu i¢in 0.5 mg/L. BAP ile birlikte besi

ortamina eklenen NAA’nin etkisini belirlemek {izere yapilan deneye ait sonuglar Tablo

3.15°de verilmistir.

Tablo 3.15. Siirgiin Olusumuna 0,5 mg/L. BAP ve NAA Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu NAA Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 100
0,5 mg/L 0.5 mg/L 100
1 mg/L 80

Yapilan ¢alisma sonucunda 1 mg/L. BAP+ IBA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumuna
etkisinin ortalama % 85’in iizerinde oldugu goriilmiistiir. Siirgiin olusumunda 1 mg/L
BAP ve NAA konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirgiin yaprak sayisina

etkilerini belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney

sonugclari tablo 3.16’da verilmistir
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Tablo 3.16. 0,5 mg/L. BAP ve NAA Konsantrasyonlarinin Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi

Mean + SE
BBD
(Yaprak Sayisi)
0,25 mg/L NAA 8,20 £ 0,9695
0,5 mg/L. NAA 6,60 = 0,6000
1 mg/L NAA 4,20 +1,2410

p degeri 0,039< 0,05

Stirgiin  gelisiminde yaprak sayist bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak onemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (8,20 + 0,9695) 0,5 mg/L
BAP + 0,25 mg/L NAA biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiistiir.
Kaydedilen en yiiksek deger, kaydedilen IBA en yiiksek degerinin altinda kalmistir. Farkli
IBA konsantrasyonlarinda elde edilen siirglinlerin hepsi canli bir goriinlime sahip olup,

kiiltiir sonuna kadar bu canliliklarin1 korumuslardir.

Erik eksplantlarindan siirgiin olusumuna, 0,5 mg/L. BAP ve 2,4-D konsantrasyonlarinin
etkisini incelemek tizere 1 mg/L, 0.5 mg/L ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan 5’er
paralel calisilmistir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu i¢in 0.5 mg/L BAP ile birlikte
besi ortamina eklenen 2,4-D’nin etkisini belirlemek iizere yapilan deneye ait sonuglar

Tablo 3.17°de verilmistir.

Tablo 3.17. Siirgiin Olusumuna 0,5 mg/l BAP ve 2,4D Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu 2,4-D Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 80
0,5 mg/L 0.5 mg/L 80
1 mg/L 80

Yapilan c¢aligma sonucunda 0,5 mg/LL BAP+ 2,4-D konsantrasyonlarinin siirgiin
olusumuna etkisinin ortalama % 80 oldugu goriilmiistiir. Siirgiin olusumunda 1 mg/L BAP
ve 2,4-D konsantrasyonlarinin eklendigi besi ortaminin siirgiin yaprak sayisina etkilerini
belirlemek iizere yapilan ve ekim isleminin ardindan 32. giinde alinan deney sonugclari

tablo 3.18’de verilmistir.
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Tablo 3.18. 0,5 mg/l BAP ve 2,4D Konsantrasyonlarinin Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi

BBD Mean + SE (Yaprak Sayisi)
0,25 mg/LD 2,40 £+ 1,0295
0,5 mg/L D 8,00+ 1,4142
1 mg/LD 3,80 £ 1,0677

p degeri 0,015< 0,05

Siirgiin  gelisiminde yaprak sayist bakimindan, uygulamalar arasindaki farklilik
istatistiki olarak onemli bulunmustur (P<0.05). En yiiksek oran (8,00 = 1,4142) 0,5 mg/L.
BAP + 0,25 mg/L 2.,4-D biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Farkli
2,4-D konsantrasyonlarinda elde edilen siirglinlerin hepsi canli bir goriiniime sahip olup,

kiiltiir sonuna kadar bu canliliklarin1 korumuslardir.

Erik  eksplantlarindan ~ siirgiin = olusumuna 0,5 mg/L BAP ve Picloram
konsantrasyonlarinin etkisini incelemek iizere 1, 0.5 ve 0.25 mg/L konsantrasyonlarindan
5’er paralel c¢alisilmistir. Erik eksplantlarindan siirgiin olusumu i¢in 0.5 mg/L. BAP ile
birlikte besi ortamina eklenen Picloram’in etkisini belirlemek iizere yapilan deneye ait

sonuclar Tablo 3.19°da verilmistir.

Tablo 3.19. Siirgiin Olusumuna 0,5 mg/L BAP ve Picloram Konsantrasyonlarinin Etkisi

BAP Konsantrasyonu Picloram Konsantrasyonu % Olusum
0.25 mg/L 0
0,5 mg/L 0.5 mg/L 0
1 mg/L 0

Yapilan ¢alisma sonucunda 1 mg/l BAP+ P konsantrasyonlarinin siirglin olusumuna
etkisinin ortalama % 0 oldugu goriilmiistiir. Stirglin olusumu i¢in kullanilan 0,5 mg/L. BAP
ve P konsantrasyonlariin eklendigi besi ortaminin siirgiin olusumu, gelisimi ve yaprak

sayisina olumlu bir etkisi olmamistir. Herhangi bir gelisim kaydedilememistir.
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3.1.3. Kok Olusumuna Seker (Siikroz) Miktarinin ve IBA Konsantrasyonlarinin
Etkisi

Gelisimini tamamlayan siirglinler kok olusumu i¢in Y2 MS, farkli IBA konsantrasyonlari
ve tam S ve %2 S olacak sekilde hazirlanan iki farkli ortama koklendirme igin kiiltiirlenmis

ve seker miktarinin kok olusumu {izerine olan etkisi incelenmistir.

3.1.3.1. Siikroz Miktarinin Tam (30 g/1) Oldugu MS Besi Ortaminda Kok Olusumu

Erik siirgiinleri kok olusumu i¢in siikroz miktarinin tam oldugu besi ortamina 0.2, 0.3,
0.5, 1 ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda IBA bitki biiylime diizenleyicisi ilave edilerek
stikroz miktariin ve eklenen IBA konsantrasyonlarinin kdk olusumuna etkisi tablo 3.20°de

verilmistir. Sonuglar ekim isleminin ardindan 20. giinde alinmistir.

Tablo 3.20. Tam Siikroz ve IBA Konsantrasyonlarinin Kok Uzunlugu ve Kok Sayis1 Uzerine Etkisi

BBD Kok Uzunlugu ( mm) Kok Sayis1 ( Adet)
0,2 mg/L IBA 50,050 + 16,565 1,250+ 0,2500
0,3 mg/L IBA 62,475 + 18,6608 1,250+ 0,2500
0,5 mg/L IBA 3,750 £ 3,750 0,250+0,2500
1 mg/L IBA 69,125 £ 37,3862 2,500+ 0,2886
2 mg/L IBA 70,900 = 16,2189 2,000+0,7071
p degeri 0,048< 0,05 p degeri 0,011< 0,05

Stirgiinlerden kok olusumunda kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan, uygulamalar
arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). K&k uzunlugunda en
yiiksek deger (70,900 + 16,2189) Tam S+ 2 mg/L IBA konsantrasyonunda gozlenmistir.
Cok az farkla ikinci olarak en yliksek deger (69,125 + 37,3862) Tam S + 1 mg/L IBA
konsantrasyonlarinda gozlenmistir. Kok sayis1 bakimindan incelendiginde en yiiksek deger

(2,500 + 0,2886) Tam S+ 1 mg/L IBA konsantrasyonunda kaydedilmistir.

3.1.3.2. Siikroz Miktarmnin ; (15 g/1) Oldugu MS Besi Ortaminda Kok Olusumu

Erik siirgiinleri kok olusumu i¢in siikroz miktarinin %2 oldugu besi ortamina 0.2, 0.3,
0.5, 1 ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda IBA bitki biiylime diizenleyicisi ilave edilerek
siikroz miktarinin ve eklenen IBA konsantrasyonlarinin kok olusumuna etkisi tablo 3.21°de

verilmistir. Sonuglar ekim isleminin ardindan 20. giinde alinmistir.
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Tablo 3.21. % Siikroz ve IBA Konsantrasyonlarnin Kok Uzunlugu ve K&k Sayis1 Uzerine Etkisi

BBD Kok Uzunlugu ( mm) Kok Sayis1 ( Adet)
0,2 mg/L IBA 69,500 + 13,9347 2,500+ 0,6455
0,3 mg/L IBA 8,300 + 8,300 1,250+ 0,2500
0,5 mg/L IBA 18,800 + 18,800 0,250+ 0,2500
1 mg/L IBA 81,150+ 20,1057 2,500+ 0,6455
2 mg/L IBA 20,025+ 20,0250 0,250+ 0,2500
p degeri 0,023< 0,05 p degeri 0,004< 0,05

Siirgiinlerden kok olusumunda kok sayist ve kok uzunlugu bakimindan, uygulamalar
arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). K&k uzunlugunda en
yiiksek deger (81,150 + 20,1057) 2 S+ 1 mg/L IBA konsantrasyonunda gozlenmistir. Kok
sayis1 bakimindan incelendiginde en yiiksek deger (2,500 + 0,6455) 2 S + 1 mg/L IBA ve
(2,500 + 0,6455) 2 S + 0,2 mg/L IBA konsantrasyonunda kaydedilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. % S + 1 mg/L IBA igeren besiyerlerinde kok olusumu

3.1.4. D1s Ortama Ahstirma ( Aklimatizasyon) Calismalari

Koklendirilmis erik bitkilerinin dikimi i¢in birer olgekte torf ve perlit karigimi
kullanilmistir. D1 ortama adaptasyon sonuglar1 Tablo 3.22°de verilmis ve erik bitkilerinin

gorselleri sekil 3.3°de gosterilmistir.
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Tablo 3.22. D1s Ortama Aktarilan Bitkilerin Hayatta Kalma Oran

Dikim Ortamm

Aktarilan Bitki Sayisi ( Adet)

Yasayan Bitki Sayis1

Torf : Perlit ( 1/1)

15

10

Sekil 3.3. Dis Ortama Aktarilan Erik Bitkileri
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4. TARTISMA

Erik eksplantlar1 kullanilarak yaptigimiz mikrogogaltim ¢alismasinda; ilk olarak yilizey
sterilizasyonu, daha sonra MS besiyeri ile IAA, IBA, NAA, 2,4D VE Picloram BBD’lerin
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarinda siirgiin ¢ogaltimi, farkli oranlarda hazirlanmis
besiyeri bilesenleri ve IBA’nin kullanildigt BBD ile bir koklendirme yapilmis ve son
olarak aklimitizasyon yapilarak tam bir bitki elde edilmistir.

Yapilan sterilizasyon c¢alismalarinda denenen 3 farkli protokolden Protokol 1’de 2 dk.
%70’1ik EtOH’de bekletildikten sonra steril edilmis saf su ile durulanip 10 dk.
seyreltilmemis ticari NaOCI (%5°lik ACE) + 2-3 damla Tween 80 ¢ozeltisinde bekletilmis
ve ardindan 3 kez saf su ile yikanmistir ve bu protokol sonucunda % 50’lik bir basari
saglanmistir. Gelisme gozlemlenmeyen bitkiler kontamine olmamis fakat herhangi bir
siirglin olusumu gozlemlenmemistir. Bunun nedeni olarak kullanilan NaOCl’nin ve
EtOH’lin narin bitki eksplantlarina zarar vermis olabilecegi diisiiniilebilir. Protokol 2’de
ise 2 dk. %70’lik EtOH’de bekletildikten sonra steril edilmis saf su ile durulandiktan sonra
5 dk. seyreltilmemis Ticari NaOCl (%5’lik ACE) +2-3 damla Tween 80 c¢ozeltisinde
bekletilmis ve ardindan 3 kez saf su ile yikanmistir. Bu calismada kullanilan yoéntem
sonucunda % 40’lik bir basar1 elde edilmistir. Sterilizasyon sonucunda gelisme
gozlemlenmeyen bitkiler kontamine sonucu olugsmustur. Bunun nedeni olarak sterilizasyon
protokoliiniin yeterli olmadig1 sdylenebilir. Son olarak da Protokol 3’de 30s %70’lik
EtOH ‘de bekletilmis ve saf su ile durulanmistir ardindan 10 dk. seyreltilmemis Ticari
NaOCl (%5’lik ACE) +2-3 damla Tween 80 igerisinde 10dk bekletilmis ve sonrasinda 3
kez saf su ile durulanmistir. Bu protokol sonucunda %67°lik hayatta kalma oram ile en
basarili protokol elde edilmistir. Erigin daha dnce yapilan klonal ¢ogaltim ¢aligmalarinda;
Ying-Ning’in 2010 yilinda yapmis oldugu mikrocogaltim ¢alismasinda, eksplantlar 30
dakika boyunca deterjanli su ile yikanmis ve sonrasinda 30 saniye boyunca% 70 etanol
i¢inde bekletilerek ardindan bir kez steril su ile durulanmistir. Ardindan % 1 NaOCl i¢inde
iki damla Tween 20 ile 15 dakika ¢alkalanmis ve son olarak dort kez (2 dakika / saat)
yikanmistir. Alam ve Baura’nin 2015°te yapmis oldugu bir mikrogogaltim ¢aligmasinda,
erik eksplantlart 2-3 dk. etanolde bekletilerek hemen musluk suyu ile yikanmis ve
sonrasinda eksplantlar %0.1 civa kloriirde 3-4 dk. bekletilmis ve ardindan Tween 20 ilave
edilerek 3-5 dk bekletilerek durulanmistir. Sadeghi ve ark.’nin 2015 yilinda yapmis oldugu

bir mikrogogaltim ¢alismasinda, 100 ml su i¢cinde 2 damla Tween-20 iceren bir ¢ozelti
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icinde 15 dakika calkalanarak yiizey sterilize edilmistir ve daha sonra 30 dakika boyunca
akan musluk suyu altinda yikanmigtir. Eksplantlar, 4 dakika boyunca% 0.1 civa klortir ile
sterilize edilmistir ve sonrasinda iki kez 700 mg 1 -1 sitrik asit igeren iki kez damitilmig
suyla yikanmistir. Kassaye ve Bekele’nin 2015 yilinda yapmis oldugu calismada,
eksplantlar sabun ¢ozeltisinde 5 dk. yikanmis ve sonrasinda 20 dk. musluk suyu Oniinde
bekletilmistir. Daha sonra eksplantlar, 30 saniye boyunca % 70 (V / V) alkol, 7 dakika
boyunca % 0.1 (W / V) civa kloriir (HgC12) ve 20 dk birka¢ damla Tween 20 igeren 2%
(W/V) sodium hypochlorite (NaOCl)’de bekletilerek durulanmistir. Yapilan Onceki
calismalarda ylizey sterilizasyonu igin civa kloriir ve sodyum hipoklorit ve ikisinin
kombinasyonu tercih edilmektedir. Bizim yaptigimiz c¢alismada NaOCL kullanilarak
sterilizasyon saglanmistir. Ancak NaOCL kullanulan c¢aligmalarda genellikle %100 lik
NaOCI kullanilmis bizim uyguladigimiz 3 farkli sterilizasyon protokoliinde ise ticari
NaOCl (%5 NaOCl igeren- ACE) kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonunda kullanilan
EtOH siire ve konsantrasyonlar1 bizim ¢alismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Eksplantlardan siirgiin ucu kiiltiirii icin yaptigimiz ¢alismalar goz Oniine alindiginda;
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda P iceren besi yerlerinde hi¢bir siirgiin olusumu
(%0) gozlemlenmemistir. Erik bitkisi kullanilarak yapilan mikrogogaltim caligmalar
arasinda P’in kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim calismamizda siirgiin
olusturma yetenegi, en iyi 1mg/l BAP+ IBA konsantrasyonlar ile 0,5 mg/l BAP ve NAA
konsantrasyonlarinda gdzlemlenmistir. Siirgiinlerin yaprak sayisi bakiminda incelendigi
calismamizda 0,5 mg/L BAP+0,25 mg/L IBA igeren besiyerinde en fazla yaprak sayisi
gozlemlenmistir. Yapilan diger erik bitkisi mikrogogaltim c¢aligmalarinda; Alam ve
Baur’nin 2015°de yaptig1 ¢alismada basarili ¢oklu siirgiinleri 2 mg/L. BAP ile 2-6 mg/L
KIN ve 4 mg/ L KIN kombinasyonlarinda elde edilmistir. Bekele’nin 2015 yilinda yapmus
oldugu calismada En yiiksek siirgiin yanit1 (% 92), 0.5 mg /L BAP ve 0.1 mg / L IBA ile
eksprese edilen MS ortamlarinda elde edilmistir. Yapilan diger sert ¢ekirdekli meyveler
icin mikrogogaltim c¢alismalarina baktigimizda; Ozzambak ve Hepaksoy’un 1997°de
yapmis oldugu visne ¢esitlerinden mikrogogaltim ¢alismasinda 0.5 mg/ L BAP + 0.1 mg/L
NAA igeren MS besi ortaminda en iyi siirgiin olusum sonucu alimigtir. Yildirim ve
ark.’nin  2009’da kayis1 tiirii ilizerine Siirgiin proliferasyonuna BA’ nin farkh
konsantrasyonlarini test etmek amaciyla yaptigi ¢alismasinda en iyi siirgiin olusumunun 1
mg/L BA igeren ortamda kaydedildigi belirtilmistir. Hammerschlag’in 1987 yilinda seftali

tiirii lizerinde yapmis oldugu mikrogogaltim ¢aligmalarinda siirgiin ¢ogalma ortamina 8.8 /
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~ Mé6-benzil amino piirin (BA) eklendiginde en iyi sonu¢ elde edilmistir. Yapilan
mikrogogaltim c¢aligmalarinda siirglin olusumu icin kullanilan oksinlerden en iyi silirgiin
yanitinin BAP ile birlikte IBA ve NAA kullanildig1 besi ortaminda gelisim gosterdigi
gorilmistiir. Bizim c¢alismamizda da en iyi siirgiin yamit1i IBA ve NAA igeren besi
ortaminda elde edilmistir. Bu durum gostermektedir ki ¢alismamiz siirgiin olusturma
yetenegi yoniinden diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Gelismesini tamamlayan silirglinler Tablo 2.4’de goriildigii gibi farkli IBA
konsantrasyonlarinda ve farkli miktarlarda siikroz igeren besiyerlerine aktarilmistir.
Yapilan koklendirme ¢alismalarinda; siirglin basina kok sayisinin en fazla oldugu ortam
tam ve yarim siikroz i¢eren 1mg/l IBA konsantrasyonlarinda ve % siikroz i¢eren 0,2 mg/l
IBA konsantrasyonlarinda elde edilmistir. En uzun koklenme (81,150mm) Y2 siikroz ve 1
mg/l IBA iceren ortamda olugmustur. Erik bitkisi i¢in yapilan diger mikrogogaltim
caligmalarinda koklendirme asamalarina baktigimizda; Bekele’nin 2015 yilinda yapmis
oldugu calismada Optimum koklenme yanit1 (% 100), 1.0 mg / L IBA'da, ortalama siirgiin
basina 4.34 + 1.15 koék ve 3.57 + 0.08 cm ortalama kdk uzunlugunda gézlenmistir. Thakur
ve ark’nin 2018 yilinda yapmis oldugu ¢alismada, erik siirgiinleri IBA igeren 2 sivi MS
ortam1 lizerinde on-muameleye tabi tutulduktan sonra MS besi ortamina aktarilarak %
79.80 koklenme elde edilmistir. Orhan Fedakar’in 2015 yilinda yaptigi Myrobolan B
(Prunus cerasifera L.) ¢esidinin siv1 kiiltiirlerde biiyiik 6l¢ekte mikrogogaltim ¢aligmasinda
RITA biyoreaktorlerde iiretilen ¢oklu mikro siirgiinlerden elde edilen tek siirgiinlerde %
91.67 oraninda koklenme basarist elde edilmistir. Yapilan diger sert ¢ekirdekli meyveler
icin mikrogogaltim c¢alismalarinda koklendirme asamalarina baktigimizda; Yildirim ve
ark.’nin 2009°da kayist tiirii iizerine yaptig1 mikrogogaltim koklendirme ¢alismasinda en

1yi koklenme oran1 2 mg/L indol-3-biitirik asit (IBA) ilaveli MS besi ortamindan alinmustir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 6zetleyecek olursak;

» Uyguladigimiz sterilizasyon c¢alismasinda etil alkolde eksplantlar1 bekletme
siiresini 2 dk’dan 30s’ye c¢ekerek yapmis oldugumuz calismada daha basarili
sonuglar elde ettik. En iyi sterilizasyon sonucunu 30 s %70’lik EtOH + 10 dk
seyreltilmemis Ticari NaOCI ( %5’lik ACE) +2-3 damla Tween 80 protokoliinde
elde ettik.

* Yapilan ¢aligsmalarda farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda P igeren besi
yerlerinde higbir siirglin olusumu (%0) gézlemlenmemistir.
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Picloram haricinde kullanilan bitki bliylime diizenleyicileri ile elde edilen siirgiin
olusumlar1 %80’in {lizerindedir. Bu durum gostermistir ki, genel olarak in vitro
klonal ¢ogaltimina Prunus domestica erik tiirleri iyi yanit veriyor.

Inceledigimiz ¢alismalar arasinda 2,4-D iceren herhangi bir ¢calismaya rastlanmadi.
Bizim calismamizda 2,4D igeren siirgiin ortaminda %80’in iizerinde siirgiin
olusumu gozlemlenmistir.

Yapilan caligmalarda oksin ¢esidi olarak en verim aldigimiz bitki biiylime
diizenleyicisi IBA konsantrasyonu olmustur hem en iyi siirglin olusumunu IBA
konsantrasyonunda gozlemlenmis hem de koklendirme ¢alismalarinda sadece IBA
konsatrasyonunu kullanilmaistir.

Koklendirme caligmalarinda ise siikkroz miktarimi tam (30g) ve 2 (15g)
miktarlarinda kullanarak denedigimiz c¢aligmalarda en uzun koék uzunlugunu
kullandigimiz Img/l IBA konsantrasyonunda elde ettik. Kok sayist bakimindan
yarim ve tam siikroz ortaminda esit sayida kok sayisi gozlemledik, kdk sayisi
olusumu bakimindan kullanilan IBA konsantrasyonlarinin farkliligi daha etkili
olmustur. Kok olusumunda tam siikroz yerine daha az maliyetli 2 siikroz’un daha
fazla verimle kullanilabilecegi ortaya ¢ikmuistir.

Prunus domestica L. ile yapilacak bundan sonraki calismalarda sitokinin olarak
Zeatin in kullanildigi ve besi ortami olarak QL, WPM, SH kullanilarak
mikrogogaltim ¢aligmalariin yapilmasi, bu bitki i¢in optimum bir in vitro ¢ogaltim

protokoliin belirlenmesine katki saglayacaktir.
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