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Yiiksek Lisans

KARADUTUN (Morus nigra L.) IN VITRO COGALTIMI

Emel SENGUL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Umran ERTURK

Bu ¢aligmada karadutun in vitro ¢ogaltim olanaklar1 degerlendirilmistir. Eksplant olarak
karadutun (Morus nigra L.) yash agaglarindan alman kighik koltuk tomurcuklari ile
ilkbaharda stirmenin baglamasi ile olusan yillik siirglinlerden alinan koltuk tomurcuklar1
ve in vitro da ¢ogaltimi yapilmis 5-6 aylik geng bitkilerden alinan koltuk tomurcuklari
kullanmilmistir. Elde edilen sonuglara gore, yash agaclardan alinan kislik koltuk
tomurcuklarinin daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Baslangi¢ kiiltiiriinde en i1yi sonuglar, 1 mg/LL BA iceren ortamdan elde edilmistir. Geng
bitkilerden alinan eksplantlar baslangi¢ kiiltiiriinde yiiksek siirme oran1 yaninda oldukca
yiiksek oranlarda kallus olusturmustur.

Siirgiin ¢cogaltim asamasinda verim ¢agindaki agaglardan alinan eksplantlarda cogaltma
ve vitrifikasyon oranlar1 dikkate alindiginda 3 mg/L BA konsantrasyonunun daha iyi
sonu¢ verdigi gOrilmiistir. In vitro da c¢ogaltimi yapilmis bitkilerden alian
eksplantlarda ise 2 mg/L BA konsantrasyonu daha basarili sonuglar vermistir.

En yiiksek koklenme orami her tii¢ eksplant tipinde de kontrol ve putresin

uygulamalarindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karadut, mikro ¢ogaltim, BA, putresin
2012, vii+48



ABSTRACT

MSc Thesis

In Vitro Propagation of Black Mulberry (Morus nigra L.)

Emel SENGUL

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Horticulture

Supervisor: Dog. Dr. Umran ERTURK

In this study possibilities of in vitro propagation of black mulberry were evaluated.
Axillary buds taken from mature trees in winter and spring, and 5-6 months juvenile
plants propagated in vitro culture were used as explants. According to the results
obtained, it was seen that axillary winter buds taken from mature trees gave the best
results.

The best results in the initiation culture were obtained from 1 mg/L BA concentration.
g/L. In explants taken from juvenile plants generated high sprout rate and callus
formation.

The best results in the initiation culture were obtained from 1 mg/L BA concentration.
g/L. In explants taken from juvenile plants generated high sprout rate and callus
formation.

The highest rooting rate in all three types of explants was obtained from putrescine and
control applications.

Key words: Morus nigra, micropropagation, BA, putrescine

2012, vii + 48 pages.
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GIRIS

Dut, Urticales takiminin Moraceae familyasindan Morus cinsine dahildir. Morus cinsi
icine giren tiir sayisini, Freeman (1978) 12, Huo (2002) 14, Machii ve ark. (2001) 24 ve
1 alt tiir, Martin ve ark. (2002) 30’dan fazla, Datta (2002) ise 68 olarak bildirmislerdir.
Meyvesinden faydalanilan ve yaygin olarak yetistiriciligi yapilan dut tiirleri M. alba L.,
M. nigra L., ve M. rubra L.’dir. M. alba L.’nin anavatan1 Cin, Japonya, Tayland,
Malezya ve Birmanya, M. nigra L.’nin Tiirkiye, Iran, Arabistan, Rusya’nin Giiney
Asya’da bulunan kisimlar1 ve Suriye, M. rubra L.’nin ise Kuzey Amerika’dir (Bellini
ve ark. 2000; Roger 2002). Ancak bu tiirlerin dogal yayilma alanlar1 insanoglunun
miidahaleleri ile biiylik oranda degisime ugramistir (Zheng ve ark. 1988). Birgok meyve
tiirtinde oldugu gibi Anadolu, dutun da anavatani ve en eski kiiltiir alanlarindan birisidir

(Ozbek 1977).

Dut, farkli iklim ve toprak kosullarina adaptasyon Kkabiliyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle, iliman, tropik ve subtropik iklim bolgelerinde yetisebilen bir meyve tiiriidiir.
Ozellikle dogu, bat1 ve giineydogu Asya, Giiney Avrupa, Kuzey Amerika’nin giineyi,
Giliney Amerika’nin kuzeybatis1 ve Afrika’nin bazi boliimlerinde duta yaygin olarak
rastlanmaktadir (Datta 2002). Dut soguk hava kosullar1 ge¢meden tomurcuklari
stirmeye baslamayan bir meyve tiirii olmasi1 nedeniyle ilkbahar ge¢ donlarindan zarar
gormez. (Grieve 2002). Bu nedenle, dut Ozellikle karasal iklimin hiikiim stirdigi
yorelerimizde dahi yetistirilebilen bir meyve tiiriidiir. Ulkemizde en yaygmn olarak M.
alba L. (beyaz dut), M. nigra L. (karadut) ve M. rubra L. (mordut) tiirleri bulunmakta
ve bunlar 6zellikle meyveleri i¢in yetistirilmektedir (Erdogan ve Aygiin 2005). Her ne
kadar bu tiirlerin tiretim miktarlar1 istatistiklerde ayr1 ayr1 yer almasa da ilk sirada beyaz
dutun yer aldig1 ve karadutunda 6nemli bir miktarda yetistirildigi bilinmektedir. Son
yillarda antioksidan maddelerin ve fenolik bilesiklerin insan sagligima yararlari
anlagildiktan sonra karaduta olan ilginin arttigi gozlenmektedir. Meyve Kalitesi
bakimindan oldukga iistiin 6zelliklere sahip olan bir¢cok genotip, yalnizca kerestesinden
yararlanilmak amaciyla kesilerek yok edilmistir. Diinyada genis bir yayilis alanina sahip

olmasina kargin dut birgok iilkede de hala taninmamaktadir (Erdogan ve Aygiin 2005).



Karadut agaci ¢ogunlukla genis, yuvarlak tepeli, toplu bir ta¢ yapisina sahiptir (Ansin
ve Ozkan 1993).Ortalama olarak 15-20 m boyunda agagclar olusturan karadutun 30 m’ye
kadar boylananlarina da rastlanmaktadir. Yapraklar siirgiinlere almasl ve sarmal olarak
dizilmektedir (Ansin ve Ozkan 1993; Tutin 1996). Karadut monoik bir meyve tiiriidiir.
Ayni aga¢ lizerinde farkli yerlerde bulunan erkek ve disi cicekler bir yillik dallar
iizerinde ilkbaharda olusan dalciklarin yaprak koltuklarinda olusmaktadir (Agaoglu ve
ark. 1995). Cigek ekseni iizerinde yer alan c¢iceklerden olusan meyvecikler
toplulugundan ibaret olan karadut meyvesi “coklu meyve” (multiple) yapismdadir

(Agaoglu ve ark. 1995; Lale ve Ozgagiran 1996).

Dut diger meyve tiirlerinde oldugu gibi, hem generatif hem de vejetatif olarak
cogaltilabilmektedir. Beyaz ve kirmizi dut tiirlerinin tohumlarinda, meyveden ¢ikarilir
cikarilmaz ekilmeleri durumunda bile, herhangi bir ¢cimlenme sorunu bulunmamaktadir.
Karadut tohumlarinda ise gibberellik asit uygulamalariyla ¢imlenmede basari elde
edilmektedir. Fakat ¢cogu meyve tiirlinde oldugu gibi, dut tiirlerinin de 6zelliklerini
kaybetmeden g¢ogaltilmasi asi, ¢elik, daldirma ve doku kiiltiirii gibi vejetatif ¢ogaltim

yontemleri ile miimkiin olmaktadir (Davis 1982).

Ulkemizde dut fidani en fazla as1 ile iiretilmektedir (Y1lmaz 1982). Karadutun as1 ile
cogaltiminda, dutun kesim ylizeyinde siit akintisi meydana gelmesi, goz asilarinda
goziin altinda genellikle bosluk bulunmasi ve as1 uyusmazligi gibi nedenlerle as1
tutumunda sorunlar yasanmaktadir. Bunun yani swra asilama zamani ve yapilan asi
cesidi de basariy1 etkileyen diger faktorlerdir (Ayfer ve ark. 1986; Ozkan ve Arslan
1996; Yildiz ve Koyuncu 2000). Bu nedenlerden dolay1 agilama calismalarindan farkl
sonuglar elde edilmektedir. Karadut genellikle beyaz dut ¢6glrleri {izerine
asilanmaktadir. Beyaz dutun anag¢ olarak kullanildig1 ¢alismada durgun goz asilarinin
kis soguklarindan zarar gordiigii, ancak ilkbaharda yapilan kabuk asilarda % 25
oraninda as1 tutma ve tutan asilarda ise % 76.5 oraninda siirme meydana geldigi
kaydedilmistir. En yiiksek as1 tutma orani ise (% 88.3) Haziran ayinda yapilan T goz
agisindan elde edilmistir (Vural 2001). Yapilan diger bazi ¢alismalarda ise as1 basarisi
durgun goz asilarinda % 6.1, yarma asida ise % 46.3 diizeyinde bulunmustur (Erdogan

ve ark. 2006).



Glines ve Ceki¢ (2006)’nin, farkli dut anaglarinin, asilama zamanlarinin ve asi
cesitlerinin karadutta as1 basarisi lizerine etkilerini arastirdiklar: ¢alismada, anag olarak
kara, beyaz, mor ve salkim dut tiirlerine ait c¢ogiirler kullanilmistir. Asilar Mart
(stirglin), Haziran (siirgiin) ve Agustos (durgun) aylarinda yapilmistir. Dutlarda kesim
yiizeyinde meydana gelen kanama ve siit akintilar1 dikkate alinarak, as1 ¢esidi olarak T
ve ters T goz as1 yontemleri denenmistir. Calisma sonucunda anaglar ve asilama
yontemleri arasindaki fark onemli bulunmazken; asilama zamanlar1 arasindaki fark
onemli bulunmustur. Asilama zamanlar1 karsilagtirildiginda, en basarili zamanin durgun
as1 déonemi oldugu belirlenmistir. En yiiksek as1 basaris1 durgun dénemde yapilan ters T
asilardan (% 69.2); en diisiik basar1 ise yine ayni yontem ile yapilan siirgiin asilardan
(% 21) elde edilmistir. Dutun vejetatif olarak ¢ogaltilmasi amaciyla yapilan asi
caligmalarinda istenilen basarinin saglanamamasi (Miralimov 1963) arastiricilar1 diger

vejetatif yontemleri denemeye zorlamistir.

Celikle ¢ogaltma en ucuz ve pratik ¢ogaltma yontemlerinden birisidir. Bu nedenle
dutlarin ¢elikle ¢ogaltilmas: iizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda
genotip, ¢elik tipi (odun ¢eligi, yesil ¢elik), celigin yasi, ¢elik alma zamani, biiylimeyi
diizenleyici maddenin tipi, konsantrasyonu, koklendirme ortami ve sicakligi ile dikim
seklinin etkileri incelenmis ve farkli sonuglar elde edilmistir (Alexandrow 1988; Ayfer

ve ark. 1986; Baksh ve ark. 2000; Konarli ve ark. 1977; Unal ve ark. 1992).

Dut yesil, yar1 odun ve odun celikleri ile ¢ogaltilabilmekteyse de yesil ¢elikte nem ve
sicaklik kontrolii gerektiginden ¢ogunlukla yari odun ve odun ¢elikleriyle gogaltim
kullanilmaktadir (Ting-zing ve ark. 1988; Machii ve ark. 2002). Bazi arastiricilar
karadutta yesil celiklerde hi¢ koklenme olmadiginmi bildirirken (Ayfer ve ark. 1986;
Koyuncu ve ark. 2004) bazilar1 da yiiksek sayilabilecek diizeylerde koklenme elde
ettiklerini bildirmektedir (Ozkan ve Arslan 1996). Erdogan ve ark., (2006) dut
celiklerinin koklendirilmesi iizerine IBA’nin etkilerini arastirmuslardir. Calismada
celikler dinlenme ve gelisme donemlerinde olmak iizere iki donemde alinip, 1sitmasiz
sera kosullarinda koklendirilmeye galisilmistir. Calismada 2’si karadut (Morus nigra L.)
(25-1-65 ve 25-i-71) ve 8’i beyaz dut (Morus alba L.) (25-i-37, 25-i-57, 25-1-80, 25-i-
110, 25-1-123, 25-1-203, 25-1-205 ve 25-1-206) olmak {izere 10 genotip, 3500 ve 4500

ppm IBA ile muamele edildikten sonra perlit ortaminda koklendirmeye almmuslardir.



Temmuz doneminde karadut tiplerinin celiklerinde koklenme orani % 0.0-70.0 arasinda
olurken, beyaz dut tiplerinde bu oran % 3.3-70.0 arasinda degismistir. Yapilan diger
baz1 koklendirme calismalarinda Unal ve ark. (1992) kara ve mor dutlarda % 4.1-20.0,
Ozkan ve Arslan (1996) karadutlarda % 56.7, Koyuncu ve ark. (2004) % 0.0-33.3,
Karadeniz ve Sigsman (2003) % 0.67-23.4 koklenme yiizdesi elde ederken bu oran
beyaz dut ¢eliklerinde % 51.7 ile % 95.0 diizeylerinde degismistir. Soylu ve ark. (1997)
ise beyaz dutta odun ¢eliklerinde % 46.6 - % 96.6 arasinda kdklenme basarist elde
etmiglerdir. Bu sonuglar karadut g¢eliklerinin koklenme performanslarinin beyaz duta

gore daha zayif oldugunu gostermektedir.

Karadutun g¢ogaltilmasinda kullanilan diger bir yontemde hava daldirmasidir. Karadut
agaci lizerindeki uygun obur dallar veya geng siirgiinlerde hava daldirmasi yapilarak
koklii fidan tiretme yoluna gidilmektedir. Ancak bu yontemle ¢ok az fidan tiretimi
saglandigindan ticari bir yetistiricilik i¢in talep edilen ihtiyact kargilamak miimkiin
degildir. Karadutun ¢esit 6zelligini kaybetmeden ¢ogaltilabilmesi i¢in, farkli vejetatif

cogaltma yontemleriyle cogaltmada basarinin arttirilmasi gerekmektedir.

Dutun ¢ogaltilmasinda birgok tiirde oldugu gibi kisa siirede ¢ok sayida saglikli bitki
iretilmesine izin veren, In Vitro ¢ogaltim yontemlerinden de yararlanilmaktadir.
Diinya’da karadutun in vitro ¢ogaltimi {izerine az sayida ¢alisma yapilmis olup (Yadav
ve ark. 1990), iilkemizde ise bu konuda yapilmis sadece birka¢ ¢alisma (Yildiz ve
Yilmaz 1999) bulunmaktadir.

Bu c¢alismada, karadutta fidan f{retimini saglamak amaciyla in vitro ¢ogaltim
yontemlerinden yararlanma olanagi arastirilmis ve rutin bir {iretim i¢in en uygun
eksplant tipi, baslangig, siirglin ¢cogaltim ve kdklendirme asamalarinda kullanilabilecek

en uygun hormon diizeylerinin belirlenmesi amag¢lanmstir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

In vitro ¢ogaltim; biitiin bir bitki olusturma yetenegine sahip hiicre, doku veya organ
gibi bitki kisimlarindan, yapay besi ortamlarinda ve aseptik sartlarda hizli bir sekilde
bitki elde edilmesine olanak saglayan ve bir¢ok bitki hiicre kiiltiirii yontemlerinde
kullanilan ¢ogaltma teknigidir (Debergh ve Zimmerman 1993; Hazarika 2006). Eger
bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaci, hormon ve Kkiiltiir istekleri yeterince
biliniyorsa, in vitro teknikler kullanilarak tiim bitki tiirlerinin {iretilmesi miimkiindiir
(Mansuroglu ve Giirel 2001). In vitro tekniklerin bitki yetistiriciligi ve genetigi
yoniinden onemli avantajlar1 vardir. Bu teknikler kisa siirede hizli ve kitlesel liretime
izin verdigi gibi, bitki materyalinin hastaliklardan arindirilmisg olarak iiretilmesine de
olanak saglamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi ve ¢ogaltilmasi zor
olan tiirlerin tiretiminde de ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir
(Babaoglu ve ark. 2001). Dutun da igerisinde bulundugu iiziimsii meyve tiirlerinin

cogaltilmasinda doku kiiltiirii yontemleri 6nemli bir yer almaktadir (Zimmerman 1991).

Dutta yapilan doku Kkiiltiiri ¢alismalarinin bazilarindan basarili sonuglarin alindigi
kaydedilmistir. Sharmila ve ark. (1990), siirgiin ucu eksplantlarinda tek bir eksplanttan
20 adet bitkicik olustugunu ve dutun doku kiiltiirii ile ticari olarak iiretilebilecegini
bildirmislerdir. Dutun doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmas1 konusunda yapilan ¢ogu ¢alismada
MS ortamindan (Patel ve ark. 1983; Bapat ve ark. 1987; Tewary ve ark. 1989; Jain ve
ark. 1990; Sharmila ve ark. 1990; Sharma ve Thorpe 1990; Tewary ve Rao 1990;
Yadav ve ark. 1990), bazi ¢alismalarda Snir ortamindan (Ivanicka 1987), bazilarinda ise
Linsmaier ve Skoog’s ortamindan (Jain ve Datta 1992) basarili sonuglar almmustir.

Karadutlarin in vitro ¢ogaltimi lizerine yapilan ¢alismalarda kullanilan eksplant tipinin
basartyr onemli derecede etkiledigi kaydedilmistir. Jain ve ark. (1990) dort farkli dut
tiirlinde yaptiklar1 doku kiiltiirii calismasi sonucunda, ug gozlerden alinan eksplantlarin
yan gozlerden alinanlara gére daha iyi siirgiin olusturdugunu kaydetmislerdir. Gerek
duyulan hormon konsantrasyonu agisindan ise tiir, ¢esit ve eksplant tipine bagli olarak
baz1 farkliliklar oldugu bildirilmistir (Jain ve ark. 1990; Sharma ve Thorpe 1990). Dut
tirlerinin doku kiiltlirii ile ¢ogaltilmas1 konusunda arastirma yapan diger bazi
aragtiricilar da benzer goriisler bildirerek, en uygun hormon uygulamasmnin tiirlere (Jain

ve ark. 1990) ve eksplant tipine (Sharmila ve ark. 1990) baglh olarak degistigini



bildirmiglerdir. Yine Patel ve ark. (1983) yaptiklar1 calisgmada govde ve yaprak sapi
eksplantlarindan kallus, u¢ tomurcuklarindan alman eksplantlardan ise siirgiin
olusumunun meydana geldigini belirtmislerdir. Sharma and Thorpe’de (1990) siirgiin
gelisiminde yan tomurcuklarin pozisyonunun etkili oldugunu, dallarin alt kisimlarindaki

tomurcuklarin iist kisimlarindakine gore daha iyi sonug verdigini bildirmislerdir.

Yildiz ve Yilmaz (1999) karadutun doku kiltiirii ile g¢ogaltilabilme imkanlarmni
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 4 farkli hormon (BA, 2-4 D, Kinetin, ve GA3)

ve bunlarm 5 farkli dozunun (0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg/L) ilave edildigi MS temel besi
ortamint kullanmiglardir. Eksplantlar olgun agaglarin siirgiin ucundan ve koltuk
tomurcuklarindan alinmistir. Arastirma sonucunda, eksplant basina en fazla stirgiin (4.1
adet) 5 mg/L Kinetin uygulanan siirgiin ucu eksplantlarindan alinmustir. Enfeksiyon
oraninin siirgiin ucu eksplantlarinda, koltuk tomurcugu eksplantlarma gore daha az
oldugu belirlenmistir. Siirgiin ucu eksplantlari gelisme orani ve kardeslenme sayisi

acisindan, koltuk tomurcuklarina gére daha avantajli bulunmustur.

Yadav ve ark. (1990), MS temel ortaminda kiiltiire alinan karadutlarda hem siirgiin ucu
hem de koltuk tomurcuklarindan alinan eksplantlarda en iyi siirgiin gelisiminin 1 mg/L

BA uygulamasindan elde edildigini bildirmislerdir.

Tewary ve Rao (1990) ise beyaz dut ile yaptiklar1 ¢alismada siirgiin ucu eksplantlarinda
slirgiin gelistirmek i¢in en iyi hormon konsantrasyonunun 1 veya 2 mg/L BA oldugunu

bildirmislerdir.

Morus alba’nin doku kiiltiirii ile ¢ogaltim1 iizerine yapilan bir ¢alismada baglangig
ortam1 olarak MS +2.0 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA, cogaltma ortamu olarak MS +2.0
mg/L BA + 0.20 mg/L NAA + 1.0 mg/L GA; onerilirken, koklendirmede 1/2 MS + 0.2
mg/L NAA + 0.5 mg/L IBA ortamindan en iyi sonuglarm alindigi belirtilmistir (Jian
2006).

Kim ve ark.(1985) beyaz dutta yaptiklari bir arastirmada, dutun kotiledon, yaprak,
hipokotil ve siirglin ucu eksplantlarmi kullanmislardir. Besin ortamu olarak MS ve AE
(Von Arnold and Eriksson) ortamlar1 kullanilmis ve bu ortamlara farkli

konsantrasyonlarda BA ve NAA ilave edilmistir. 2 mg/L BA igeren besin ortaminda



kotiledon kiiltiirtinde 4-5 giin sonra siirme gergeklesirken, geng yapraklar, hipokotil ve
stirglin ucu eksplantlarinda 10-15 giin sonra siirme meydana gelmistir. Baslangig
ortaminda 4-6 hafta tutulan eksplantlar NAA ve BA’nin farkli konsantrasyonlarinda
kiiltiire alinmigtir. En 1iyi gelisim ve ¢ogalmanmn 1 mg/L BA igeren besin ortaminda

gerceklestigi belirtilmistir.

Oka ve Ohyama (1981), siirgiin ve tohumlardan yetisen beyaz dut bitkilerinden alinan
yaprak  eksplantlarint  MS  ortaminda  kiiltiire  almiglardir.  Degisen BA

konsantrasyonlarina bagli olarak yapraklarda anormallikler tespit edilmistir.

Kiran ve ark. (1989), beyaz dutun yash agaclarindan aliman koltuk tomurcuklarini
kullanarak yaptiklar1 ¢calismada en yiiksek kardeslenmeyi % 3 sukroz ve 2.5 pM N6-
BA igeren MS ortamindan alinmistir. Seralarda biiyiitiilen 3-4 yasindaki bitkilerin
koltuk tomurcuklarmin kiiltiire alinmasi ile de benzer sonuglar elde edilmistir. In
vitro’da olusan siirgiinler koklendirmeye alinmis ve igerisinde % 0.05 veya % 0.1 aktif
komiir bulunan ortamlarda 2 haftada kok olusumunun saglandigi belirtilmistir.
Koklenmis siirgiinler kum-vermikulit (1:1) karisimina aktarildiginda % 100 basar1 elde

edilmistir.

Morus alba’da yapilan bir ¢alismada siirgiin ucu ve koltuk tomurcugu eksplantlarmnin 5
mg/L BA + 1.1 mg/L kinetin igeren MS besin ortaminda ¢ok hizli ¢ogalma sagladigi
gbozlenmis ve en yiiksek koklenme 0.5 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda tespit
edilmistir (Balakrishnan ve ark. 2009).

Morus alba L.’nin 3 ¢esidi Chinese White, Kokuso-27, Ichinose ve M. multicaulis
Perr.’in 2 ¢esidi Goshoerami ve Rokokuyaso’nun yasli agaclarimdan alinan siirgiin ucu
ve koltuk tomurcugu eksplantlarindan yararlanilarak in vitro g¢ogaltimlari yapilmustir.
Yapilan bu calismada koltuk tomurcugu eksplantlarinin, siirgiin ucu eksplantlarindan
daha iyi sonug¢ verdigi gozlenmistir. Siirglin olusumu icin en etkili sitokinin BA olarak
belirlenirken, en uygun ortam Murashige and Skoog olarak belirlenmistir. Sukroz’un
slirgiin ¢ogaltim1 i¢in en uygun karbon kaynagi oldugu goriilmiistiir. 4-5 alt kiiltiire
kadar siirgiin ¢cogalma hizinda artig oldugu fark edilmistir. Kéklendirmede oksinler
oldukga etkili goriilmiistiir. Chinese White, Ichinose, Kokuso-27 ve Rokokuyaso’nun

koltuk tomurcugu eksplantlarinda kok olusumu, her eksplanttaki kok sayis1 ve kok



uzunlugu en yiiksek 0.5 mg/L ve 1 mg/L NAA igeren ortamda gozlenmistir. (Bhau ve
Wakhlu 2003).

Anis ve ark. (2003), BA ve kinetin igeren MS ortamimda beyaz dutun koltuk tomurcugu
eksplantlarinda % 80 ve siirglin ucu eksplantlarinda % 70 siirme oldugunu
bildirmiglerdir. En iyi siirgiin ¢ogaltimi her iki eksplant tipinde de 2 mg/L. BA ve 0.2
mg/L NAA ilaveli MS ortaminda gozlenmistir. Her iki eksplant tipinin ¢ogaltiminda 2
mg/L BA + 0.2 mg/L NAA + 25 mg/L aspargin + 1 mg/L glutamin igeren MS ortami
kullanilmistir. Bu igerikteki besin ortaminda koltuk tomurcuklarmin siirmesi ve siirgiin
uzamasinin kolaylastig1 belirlenmistir. MS ortamima 1 mg/L NAA ilavesi ile % 80

koklenme elde edilmistir.

Morus indica’nin koltuk tomurcuklari ile in vitro kosullarda yapilan ¢alismada 2.4 D
(0.3 mg/L) ilave edilmis MS ortaminda % 80 siirme gézlenmistir. Baslangi¢c ortami
olarak 0.5 ve 1 mg/L BA kullanilmistir. Cogaltma asamasinda ise 0.5, 1, 1.5 ve 4 mg/L
BA konsantrasyonlar1 kullanilmistir. En iyi ¢ogalmanin 4 mg/L BA ve 0.05 mg/L GA3
bulunan MS ortaminda meydana geldigi tespit edilmistir. Fakat BA konsantrasyonu
arttikca slirgiin uzunlugunun azaldig1 belirlenmistir. 1 mg/L 2.4 D igeren koklendirme
ortaminda 30 giin siireyle bekletilen siirgiinlerde % 87.6 oraninda koklenme elde

edilmistir (Chitra ve Padmaja 1999).

Mei-Chun (2002), Morus latifolia’nin yash agag¢larindan alinan koltuk tomurcuklarinda
en yiiksek koklenme (% 85) oranmi 2 MS’te, % 2 fruktoz ve 1 mg/L IBA bulunan
ortamdan elde etmistir. En iyi ¢ogalma orani ise % 2 fruktoz, 2 mg/L BA ve 1 mg/L

IBA igeren ortamda goriilmiistiir.

Morus laevigata’da yapilan ¢alismada 5 mg/L BA igeren MS besin ortaminda siirgiin
cogaltma oranmin arttig1 ancak yliksek oranda BA iceren besin ortamlarmda siirgiin

uzunlugunun diisiik oldugu goriilmiistiir (Pattnaik ve ark. 1996).

Morus laevigata’nin 10 yasindaki agaglarindan alman koltuk tomurcuklari, MS besin
ortaminda BA’nin farkli konsantrasyonlarinda (0.5-5.0 mg/L) kiiltiire alimmigtir. In
vitro’da c¢ogaltilan siirgiinlerden alman koltuk tomurcuklari siirgiin ¢ogaltimmm en

yiiksek goriildiigii 2.5 mg/L BA igeren besin ortaminda kiiltiire alimmistir. Tekrarlanan



alt kiltiirler sonucu 6. alt kiltiire kadar hizli bir siirgiin ¢ogaltimmnin oldugu
gozlenmigstir. MS igerisine 0.1 mg/L IBA ve 0.1 mg/L NAA ilavesi yapilarak koklenme
ortamina alinan siirgiinlerde 5 hafta sonra koklerin gelistigi gozlenmistir. (Hossain ve

ark. 1992).

Islam ve ark. (1993), Morus laevigata nin mikro g¢ogaltiminda eksplant olarak koltuk
tomurcuklarini kullanmislar ve ¢ogaltma ortaminda 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM BA
konsantrasyonlarint denemislerdir. En fazla siirgiin olusumu 10 uM BA igeren MS
ortaminda, en yiiksek siirgiin uzunlugu ise 5 uM BA’l1 besin ortaminda goriilmiistiir.
Koklenme ortami olarak 2 MS + 0,5 uM IBA kullanildiginda en yiiksek kok sayis1 ve

kok uzunlugu elde edilmistir.

In vitro kosullarda kok olusumu, besin ortami, bitkinin genetik yapisi, biiyiimeyi
diizenleyiciler, alt kiiltiirlerin siirgiin kalitesi, fotoperiod, 151k yogunlugu ve kalitesi gibi
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Odunsu bahge bitkileri otsulara gore daha zor
koklenmektedirler.. Adventif kok olusumunda oksinler tek basmna etkili olmayip diger
bilesikler de etkilidir (Gaspar ve ark. 1994). Bu bilesiklerden Putresin, Kadaverin,
Spermidin ve Spermin olarak 4 tipi poliaminlerin bitkilerde kok olusumu tizerine etkili
oldugu belirlenmistir (Smith ve ark. 1979). Poliaminler hiicre farklilagsmasi, gelismesi
ve boliinmesine diisilk konsantrasyonlarda etki ederler (Gallardo ve ark. 1996).
Disaridan poliamin uygulamalarmin kodklenmeyi uyarict etkisi, bitkinin tiirline ve
stirgliniin fizyolojik durumuna bagh olarak degismektedir. Poliaminlerden putresin
zeytinde tek basina ya da oksin ile birlikte kok olusumunu arttirmistir. Yine odunsu
bitkilerden badem, elma, kayisi, kestane, Cin armudu, armut ve cevizde karartma ve
disaridan putresin uygulamasinin kdklenme iizerine etkisini arastirmak amaciyla yapilan
calisgmada, in vitro da koklenme ortamma putresin ilavesinin armutta koklenme
yiizdesini arttirdigi, elma da ise disaridan putresin uygulamasimin karartma ile birlikte
uygulandiginda koklenmeyi arttirdigi gozlenmistir. Cevizde putresin ve karanlik
uygulamalarinin kdklenmeyi onemli oranda arttirdigi, kestane ve bademde ise etkili
olmadig1 goriilmiistiir. Putresinin zeytinde erken koklenmeyi tesvik ettigi, oksinle
birlikte uygulandiginda ise koklenme yiizdesini arttirdig1r goriilmiistiir (Rugini and ark.

1992).



Zilkah ve ark. (2006), in vitro da ‘GF-677’ siirglinlerinin koklenmesi iizerine putresin
ve hidrojen peroksidin etkilerini arastirmak igin yaptiklari ¢aligmada kdklenme yilizdesi
iizerine IBA ile birlikte putresin ve hidrojen peroksit uygulamalarini karsilagtirmislardir.
Putresin (1 mM) ve hidrojen peroksit (1 M’lik ¢ozeltiye 2 sn daldirilmis) koklenme
yiizdesini % 42 ve % 35’e kadar ylikseltmistir. Hidrojen peroksidin siirgiinlerdeki kok
agirhigini % 190, sayisini1 % 110, uzunlugunu % 64 arttirdigi, putresinin ise agirhgi %

110, say1y1 % 106 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, Tirkiye’de son yillarda insan sagligi agisindan 6nemi ve talep edilen
fidan miktar1 artmaya baslayan karadutun (Morus nigra L.) in vitro ¢ogaltilmasinda,
eksplant tiplerinin, baslangi¢, cogaltma ve koklendirme ortaminda kullanilan biiylimeyi

diizenleyicilerin etkilerinin belirlenmesi tizerinde ¢alisilmistir.



3.MATERYAL ve YONTEM

Bu arastirma 2010-2011 yillarinda Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge
Bitkileri Boliimiine ait doku kiiltiirii laboratuarinda vyiiriitiilmiistiir. Ulkemizde
karadutun tescillenmis bir ¢esidi olmadigindan, halk arasinda eksi kara adi verilen

cesitten eksplant alinarak ¢aligsma gerceklestirilmistir.

Karadut’da (Morus nigra L.) in vitro ¢ogaltim denemeleri baslangig, siirgiin gogaltimi
ve koklendirme olmak {izere 3 asamada gergeklestirilmistir. Bu asamalarda kullanilan

materyal ve yontemler asagida verilmistir.
3.1. Baslangig Kiiltiirii Asamasi
In vitro ¢ogaltim denemelerinde, baslangi¢ kiiltiiriinde,

-Verim cagindaki karadut aga¢larindan alinan, 1 yash siirgiinler {izerinde bulunan,
pullar1 tamamen temizlenmis uyur koltuk tomurcuklari (eksplant A)

-Verim ¢agindaki agaglardan, vejetasyon baslangicinda, yillik siirgiinlerden alinan
koltuk tomurcuklar1 (eksplant B)

-In vitro da g¢ogaltim1 yapilarak dis kosullara aktarilan 5-6 aylik bitkilerden alinan
koltuk tomurcuklar1 (eksplant C) eksplant olarak kullanilmistir (Sekil 3.1) .

1 yash siirgiinler tlizerindeki uyur koltuk tomurcuklarindan eksplant hazirlamak
amaciyla siirglinler kis dinlenmesini tamamladiktan sonra kesilerek laboratuara
getirilmis tomuruklarin kabarmasi ve pullarin gevsemesi amaci ile 4-5 giin suda
bekletilmistir. Bekletme sirasinda celiklere bir kez % 0.2°lik fungisit (Thiram)
uygulamasi yapilmistir. Tomurcuklarda kabarma gerceklestiginde distaki tomurcuk
pullar1 pens yardimiyla temizlenmistir. D1s pullar1 temizlenen tomurcuklar sterilizasyon
islemine tabi tutulmus ve daha sonra mikroskop altinda kalan pullar temizlenerek

ortama dikilmistir (Eksplant A).

Biiylime donemindeki koltuk tomurcuklarmin eksplant olarak kullanilmasi amaciyla
vejetasyon baglangicinda yillik siirglinler iizerindeki tomurcuklarmn belirginlestigi
donemde, siirglinlerin u¢ kisimlarindan 5-10 cm uzunlugunda yesil celiklerden

yararlanilmistir. Celikler alindiktan sonra {izerindeki tiim yapraklar, yaprak sapmin bir



kismu siirgiin tizerinde kalacak sekilde temizlenmis, steril saf su igerisine konularak,

hizla doku kiiltiirii laboratuarina getirilmis ve sterilizasyon iglemine tabi tutulmustur

(Eksplant B).

In vitro c¢ogaltimi yapilarak elde edilen 5-6 aylik bitkilerden alinan koltuk
tomurcuklarinin eksplant olarak kullanilmasi amaciyla, vejetasyon baslangicinda
siirgiinler lizerindeki tomurcuklarin  belirginlestiZi donemde, siirgiinlerin  ug
kisimlarindan 3-6 cm uzunlugundaki yesil c¢eliklerden yararlanilmistir. Celikler
alindiktan sonra tlizerindeki tiim yapraklar temizlenip, yaprak sapinin bir kismi siirgiin

iizerinde birakilmis ve hizla sterilizasyon islemine tabi tutulmustur (Eksplant C).

eksplant ‘A’ eksplant ‘B’ eksplant ‘C’
‘
—y

-

Sekil 3.1. Baslangig kiiltiirtinde kullanilan eksplantlardan bir goriiniim

Sterilizasyon asamasinda, eksplantlar Soylu ve Ertiirk (1999) tarafindan kestaneler i¢in
kullanilan, sterilizasyon islemlerine tabi tutulmuslardir. ‘B’ ve ‘C’ eksplant tipleri i¢in
tomurcuklar akan su altinda 60 dk yikanmis, diger eksplant tipi (eksplant A) i¢in ise bu
uygulama yapilmamistir. Daha sonra biitiin eksplantlar % 3’liik CuSO4 ¢ozeltisinde,
arada bir calkalanarak 20 dk, % 70’lik etil alkolde ise 1 dk tutulmustur. Bu
uygulamalardan sonra steril saf su ile ¢calkalanan eksplantlar % 15°1ik (v/v) NaOCI (%6-
14 klorak igeren Merch) ve birkag damla Tween 20 igeren ¢ozeltiye alinmis ve burada
15 dk tutulduktan sonra 3’er kez 5 dk olacak sekilde steril saf su ile ¢alkalanarak, yiizey

sterilizasyonu islemi tamamlanmistir.

Sterilizasyondan sonra eksplantlar (B ve C) bogumun alt ve iist kismindan, 0.4-0.6 cm
kalacak sekilde kesilmis ve besin ortamina tomurcuk yiizeyde kalacak sekilde

dikilmistir.



Baslangig kiiltiiri asamasinda, 30 g/L sukroz, 7 g/L agar, MS vitamin (M-6896, Sigma),
0.5 ve 1 mg/L BA ilave edilen Murashige ve Skoog (MS; M-5524, Sigma) besin ortami

kullanilmastir.

Besin ortamlarmin pH’si, 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH kullanilarak 5.8’e ayarlanmustir.
Hazirlanan ortamlar, 1sitic1 lizerinde kaynamaya baslayana kadar (92 °C) tutulmus ve
sonra 25 x 150 mm’lik kiltiir tiiplerine yaklasik 15 ml olacak sekilde doldurularak 121
°C’de 1.1 atm basingta 20 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Kiiltiir tliplerine her tiipte bir eksplant olacak sekilde dikim yapilmistir. Deneme, her bir
BA konsantrasyonu ve eksplant tipi i¢in 3 tekerriirlii kurulmus, degerlendirmeler her

tekerriirde 10 eksplant kullanilarak yapilmistir.

Dikim sonras1 kiiltiir tiipleri 4 hafta siireyle 25+1°C’de, 16 saat fotoperiyotta 3000 lux

florasan lamba altinda kiiltiire alinmistir

4 haftalik gelisme periyodu sonunda, baslangic Kkiiltiirinde kullanilan BA
konsantrasyonlar1 ve eksplant tiplerinin karsilastirilmasi amaciyla, eksplantlarda

asagidaki parametreler degerlendirilmistir.

Enfeksiyon orani (%): Bakteriyel, fungal ya da diger mikroorganizmalar ile bulasma
sebebiyle enfeksiyon gelisimi gbzlenen eksplantlarin, toplam eksplant sayisina oranini

ifade etmektedir.

Kararma orani (%): Oksidasyon sonucunda dokularinda kararma olusan eksplantlarin,

toplam eksplant sayisina oranini ifade etmektedir.

Kallus gelisme oram (%): Uzerinde kallus olusumu gozlenen eksplantlarin, toplam

eksplant sayisina oranini ifade etmektedir.

Siirme orami (%): 4 haftalik kiiltiir boyunca tomurcuklar1 patlayip slirme meydana

gelen eksplantlarin, toplam eksplant sayisina oranini ifade etmektedir.

Siirgiin uzunlugu (mm): Kiltir ortaminda gelisen siirgiinlerin uzunlugunu ifade

etmektedir. Stirglin uzunlugu cetvel yardimi ile 6l¢tilmiistiir.



Bogum sayisy/siirgiin (adet): Kiiltiir ortaminda biiyiiyen siirgiinlerde olusan bogum

sayisini ifade etmektedir.

3.2. Siirgiin Cogaltim Asamasi

Siirgiin ¢ogaltim asamasinda, eksplant olarak 0.5 ve 1 mg/L BA konsantrasyonlarini
iceren baslangic ortamindan elde edilen 1.5-2.0 cm uzunluktaki 2 bogumlu siirgiinler

kullanilmastir.

Siirgiin ¢ogaltim asamasinda, ‘A’ ve ‘B’eksplant tiplerinden elde edilen siirgiinler 3 ve 5
mg/L BA, ‘C’ eksplant tipinden elde edilen siirglinler ise 2 ve 3 mg/L BA
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmistir. Cogaltim ortami olarak 30 g/L sukroz, 7 g/L
agar ve vitamin (M-6896, Sigma) igeren MS (MS-5524, Sigma) besin ortami
kullanilmistir. Hazirlanan ortamlar 400 ml’lik cam kavanozlara yaklasik 50 ml olacak

sekilde doldurulmus ve 121 °C’de 1.1 atm basingta 20 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Kiiltiir kavanozlarindaki besin ortamina, her kavanozda 3 eksplant olacak sekilde dikim
yapilmis; deneme her eksplant tipi ve BA konsantrasyonunda 3 tekerriir ve her

tekerriirde 3 kavanoz olacak sekilde diizenlenmistir.

Stirgiinler 4 hafta siireyle 25+1 °C’de, 16 saat fotoperiyotta florasan lamba altinda

kiiltiire alimustir.

Cogaltma ortamindaki 4 haftalik gelisme periyodu sonucunda ortamlardan ¢ikartilan

stirgiinlerde asagidaki parametreler incelenmistir;

Cogalma orami: Bir eksplantta 4 haftalik kiiltiir siiresince olusan tomurcuk ve

stirglinlerin sayisini ifade etmektedir.

Eksplant taze agirhg1 (mg): 4 haftalik kiiltiir siiresince eksplantin ulastig1 agirlig: ifade
etmektedir. Tartimlar maksimum 150 g kapasiteli, 0.001 g hassasiyette ¢alisan Sartorius

BL 150 S model terazi ile yapilmustir.



Siirgiin uzunlugu (mm): 4 haftalik gelisme donemi sonunda eksplantlardaki
siirgiinlerin ulastig1 uzunlugu ifade etmektedir. Siirgiin boyu cetvel yardimi ile

Olctilmiistiir.

Vitrifikasyon oram (%): 4 haftalik gelisme donemi sonunda vitrifikasyon gosteren

stirglinlerin oranini ifade etmektedir.

3.3. Koklendirme Asamasi

Koklendirme asamasinda eksplant olarak 2-3 bogumlu siirglinler kullanilmistir.
Koklendirme denemeleri baslangi¢ kiiltiirlinde tanimlanan eksplant tipi ve ¢ogaltim
asamasinda kullanilan BA konsantrasyonlarmma gore ayr1 ayri olusturulmustur.
Koklendirme asamasinda 30 g/L sukroz, 7 g/L agar ve vitamin (M-6896, Sigma) ilave
edilmis 2 MS (MS-5524, Sigma) iceren besin ortami kullanilmistir. Koklendirme
ortamlar1 kontrol (hormonsuz ortam), 0.5 mg/L IBA, 1 mg/L IBA, putresin (160 mg/L),
putresin (160 mg/L) + 0.5 mg/L IBA, putresin (160 mg/L) + 1 mg/L IBA ihtiva edecek
sekilde hazirlanmistir. Kiiltiir ortami olarak 8 cm yiikseklikte 210 ml’lik cam
kavanozlar kullanilmis, her kavanoza yaklasik 40 ml besin ortami konulmustur. Besin
ortammm pH ayarlamast ve sterilizasyonu Onceki asamalarda belirtildigi gibi

yapilmaistir.

Stirgiinler koklendirme ortamlarina alinmadan once, ¢ogaltma ortamindan biiyilimeyi
diizenleyici icermeyen 30 g/L sukroz, 7 g/L agar ve vitamin iceren MS ortamina
aktarilmiglar ve 2 hafta siireyle bu ortamda tutulmuslardir. Daha sonra eksplantlar 10
giin siireyle koklendirme ortamlarina alimmistir. Bu siire sonunda eksplantlar tekrar
hormon igermeyen 2 MS ortamina aktarilmis ve burada 25 giin siireyle kiiltiire

alimmustir. Siirgiinlerde kok olusumu 35 giin sonra belirlenmistir.

Deneme, kontrol, IBA, putresin ve putresin + IBA uygulamalari i¢in 3 tekerriir ve her
tekerrirde 3 kavanoz olacak sekilde diizenlenmis, her kavanoza 3 adet eksplant

dikilmistir.

Eksplantlar, baglangic ve siirgiin c¢ogaltim asamalarinda belirtilen kosullarda

koklenmeye almmistir. Koéklenmenin saglanmast i¢in etkili uygulamanin tespit



edilebilmesi amaciyla, kiiltiir siiresi sonunda eksplantlarda agsagida belirtilen

parametreler incelenmistir.

Koklenme orani (%): Koklenen bitkiciklerin, toplam eksplant sayisina oranini ifade

etmektedir.

Kok sayisy/siirgiin (adet): Kiiltiir sonunda her bir siirgiinde olusan toplam kok sayisini

ifade etmektedir.

Kok uzunlugu (mm): Kiiltiir siirecinde olusan kdklerin uzunlugunu ifade etmektedir.

Her bir siirgiinde olusan biitiin koklerin 6lciilmesiyle elde edilmistir.

Siirgiin uzunlugu (mm): Koklenme ortamina almnan siirgiinlerin 5 haftalik kiiltiir

boyunca ulastiklar1 uzunlugu ifade etmektedir. Olgiimler cetvel yardimu ile yapilmustir.

3.4. D1s Kosullara Aktarma (Aklimatizasyon)

Agar ortamidan alinan koklenen bitkicikler dis ortam kosullarina aktarilirken, kokler
iizerindeki agar musluk suyu ile yikanarak temizlenmistir. Sonra bu bitkicikler,
icerisinde hindistancevizi lifi (cocopeat) + torf (1:1) bulunan kiiciik plastik saksilara
dikilmis ve nem kontrolii olmayan ortam kosullarina alinmistir. Saksilarin iizeri ortam
nemini artirmak amaciyla ilk {i¢ giin tamamen stre¢ film ile kapatilmistir. Daha sonra

stre¢ film kademeli olarak agilarak bitkilerin dis kosullara aligtirilmasi saglanmistir.

3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler neticesinde elde edilen tiim verilerin varyans analizleri 0.05 6nemlilik
seviyesinde ve JMP 7 bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar
arasindaki farkliliklar 0.05 6nemlilik seviyesinde LSD testi ile saptanmistir. Baslangig
ve cogaltim kiltlirli denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine 2 faktorli,
koklendirme asamasi ise tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 faktorlii

kurulmustur.



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Baslangi¢ Kiiltiirii Asamasi

Karadutta yapilan baslangig¢ kiiltiirii ile ilgili olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.1’ de
verilmistir. Incelenen parametrelerden enfeksiyon, siirme, siirgiin uzunlugu
degerlerindeki farkliliklarin, BA konsantrasyonu, eksplant tipi ve eksplant tipi x BA
konsantrasyonu interaksiyonundan, kararma, kallus ve bogum sayisi/siirgiin
degerlerindeki farkliliklarin ise eksplant tipi, eksplant tipi x BA konSantrasyonu

interaksiyonundan kaynaklandig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Karadutta enfeksiyon orani, eksplant tipi ve biiylimeyi diizenleyici interaksiyonuna
bagl olarak degerlendirildiginde ise % 0 ile % 32.2 arasinda degisen bir seyir izlemistir.
‘A’ eksplant tipinde enfeksiyon orani, besin ortamindaki BA konsantrasyonlarina gore
% 6.2 ve % 83 arasinda degismistir. ‘B’ eksplant tipinde ise her iki BA
konsantrasyonunda da en yiiksek degerleri vermis ve enfeksiyon orami % 32.2°e
ulagsmistir. ‘C’ tipi eksplantlarinda ise enfeksiyon orani % 0.0 -% 1.5 araliginda degisen

degerleriyle ‘A’ ve ‘B’ eksplant tiplerine gore en diisiik enfeksiyon oranini vermistir

(Cizelge 4.1).

Kararma oraninda ‘A’ ve ‘C’ tipi eksplantlarda, ‘B’ tipine gore oldukea diisiik degerler
vermistir. Kararma oranm1 ‘B’ tipi eksplantlar da % 25.1 - %25.5 diizeylerinde meydana

gelmistir (Cizelge 4.1).



Cizelge 4.1. Karadutta farkli eksplant tipi ve BA uygulamalarinin baslangig kiiltiirii asamasinda incelenen parametreler tizerine etkileri

Enfeksiyon Kararma Kallus Siirme Siirgiin Bogum sayisv/
Orani Orani Geligsme Orani Orani Uzunlugu Stirgiin
(%) (%) (%) (%) (mm) (adet)
Eksplant tipi x BA uygulamalan
A x 0.5 mg/L BA 8.3 c* 09D 14.2 b 60.9d 143 c 1.7¢c
B x 0.5 mg/L BA 32.2a 255a 136 Db 44.1e 18.1Db 18¢c
C x 0.5 mg/L BA 15d 2.1b 76.6 a 100.0a 166 b 3.0a
A x1mg/L BA 6.2 ¢ 1.2b 274 Db 816D 209a 2.2 bc
B x 1 mg/L BA 23.2b 25.1a 209 b 68.1c 20.6 a 2.0 bc
C x 1 mg/L BA 0.0d 1.3b 70.0 a 100.0 a 175Db 2.6 ab
Varyans analizi
Eksplant tipi ** ** ** **%* ** **
BA uygulamalari ** od od ** **x od

Eksplant tipi x BA uygulamalar1

**

**

**

**

**

**

* Incelenen parametreler bazinda eksplant tipi x BA uygulamalar1 interaksiyonu bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar; ** 0.05 diizeyinde

onemlidir; 6d: 6nemli degildir.



Kallus gelisim orani eksplant tipi ve BA uygulamalar1 interaksiyonuna bagli olarak
degerlendirildiginde ‘C’eksplant tipinde 0.5 ve 1 mg/L BA konsantrasyonlarinda %
76.6 - 70.0 oraninda tespit edilirken, ‘A’ (% 14.2 — % 27.4) ve ‘B’ eksplant tiplerinde
(% 13.6 — % 20.9) birbirine yakin ve ‘C’ tipi eksplantlarina gore diisiik kallus degerleri

verdigi belirlenmistir.

Stirme oran1 ‘C’ eksplant tipinde her iki BA konsantrasyonunda da % 100 olurken, bu
oran ‘A’ eksplant tipinde 0.5 ve 1 mg/LL BA konsantrasyonunda % 60.9 - %81.6 ve
‘B’de ise % 44.1 — 68.1 diizeylerinde meydana gelmistir. Her ii¢ eksplant tipinde de 1

mg/L BA konsantrasyonu en yiiksek siirme oranlarmni vermistir.

Farkli BA konsantrasyonlarini igeren besin ortamina dikilen eksplantlardan kiiltiir
sonunda meydana gelen yeni silirglinlerin uzunluklar1 karsilastirildiginda, stirgiin
uzunlugu tizerine ortamdaki BA konsantrasyonunun etkisi, eksplant tipine bagl olarak
degisiklik gostermistir. 0.5 mg/LL. BA igeren besin ortaminda ‘A’ eksplantlar1 14.3
mm’lik siirgiin uzunlugu ile goriiliirken, 1 mg/L BA’da bu deger 20.9 mm olmustur.
Yine ‘B’ eksplantlar1 1 mg/LL BA konsantrasyonunun, 0.5 mg/L BA’a gore istiinligi
goriiliirken, ‘C’ eksplantlarinda bu etki belirgin olmamistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.1 ve
4.2).

0.5mgLBA  Baslang kiiltiiri 1 mg/L BA

Sekil 4.1. Farkli BA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan ‘A’ eksplant tipinin 4 haftalik
gelisme periyodu sonundaki genel goriiniimleri



0.5mg/L BA ABaslangxg kiltiri 1 mg/L BA

Sekil 4.2. Farkli BA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan ‘C’ eksplant tipinin 4 haftalik
gelisme periyodu sonundaki genel goriiniimleri

Bogum sayisi/siirglin parametresinde ‘C’ eksplantlar1 0.5 mg/L BA igeren besin
ortaminda 3.0 (adet) degeriyle en yiiksek sonucu verirken, bunu 1 mg/L BA
konsatrasyonunda elde edilen 2.6 (adet) degeri izlemistir. Bu parametrede en diisiik
degerler ise 0.5 mg/L BA konsantrasyonunda ‘A’ ve ‘B’ eksplant tiplerinde sirasiyla 1.7
(adet) ve 1.8 (adet) olarak elde edilmistir (Cizelge 4.1).

4.2. Siirgiin Cogaltim Asamasi

Siirgiin ¢ogaltim asamasinda kullanilan farkli BA (2, 3 ve 5 mg/L) konsantrasyonlarinin
etkilerini belirlemek amaciyla incelenen parametreler eksplant tiplerine gore ayri
degerlendirilmis ve bunlar ‘A’ eksplant tipi i¢in Cizelge 4.2° de, ‘B’ eksplant tipi igin
Cizelge 4.3 ve ‘C’eksplant tipi i¢in Cizelge 4.4 te verilmistir.

3 ve 5 mg/L BA konsantrasyonlarinda ¢ogaltima alinan ‘A’ eksplant tipinde elde edilen
sonuglara gdre parametrelerin, ortamdaki BA konsantrasyonuna bagli olarak bazi

farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir.

‘A’ eksplant tipinde, ¢ogalma oran1 bakimmdan elde edilen sonuglar, baslangic ortami
BA konsantrasyonlari ile birlikte degerlendirildiginde, en iyi sonu¢ baslangi¢ ortaminda
1 mg/L BA’da gelisen ve ¢ogaltim agamasinda 3 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlardan
7.7 olarak elde edilmistir. Bu sonug, 0.5 mg/L BA’dan 3 ve 5 mg/L BA’ya aktarilan
eksplantlarda sirasiyla 6.9 ile 4.7 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).



Eksplant taze agirhigi bakimindan elde edilen bulgular baslangic ortami BA
konsantrasyonlar1 ile birlikte degerlendirildiginde 0.5 mg/L’den 3 mg/L BA
konsantrasyonuna aktarilanlarda, eksplant taze agirligi 3300,0 mg ile en yliksek degeri
vermistir. Diger BA konsantrasyonlarinda ise daha diisik ve benzer sonuclar elde

edilmistir (Cizelge 4.2).

Stirgiin uzunluklar1 0.5 mg/L’den 5 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlarda 19.3 mm, 1
mg/L’den 3 ve 5 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlarda ise 19.8 mm ve 20.7 mm olarak
belirlenmistir. 0.5 mg/L’den 3 mg/L BA’ya alman eksplantlar 16.2 mm degeriyle en
diisiik stirgiin boyunu vermistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.3).

Cizelge 4.2. ‘A’ eksplant tipinde BA uygulamalarinin siirgiin ¢ogaltim asamasinda
incelenen parametreler lizerine etkileri

BA Uygulamalari Cogalma Eksplant Siirgiin Vitrifikasyon

(mg/L) Orani Taze agirhigi |  Uzunlugu Orani
Baslangig Cogaltim (mg) (mm) (%)

05 3 6.9ab" 3300.0a 16.2b 53¢

0.5 5 47c 2350.0 b 19.3 a 18.8b

1 3 7.7a 2050.0 b 19.8 a 155D

1 5 5.8 bc 2110.0b 20.7 a 325a

Varyans analizi

Baglangic (A) od ** ** **
Cogaltim (B) ** od ** **
A X B *%* ** **x **

* Incelenen parametreler bazinda baslangic x ¢ogaltim ortami1 BA uygulamalar1 interaksiyonu
bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar; ** 0.05 diizeyinde 6nemlidir; 6d: 6nemli degildir.

Vitrifikasyon orani baglangi¢ ve cogaltim ortamindaki BA konsantrasyonlarina bagli
olarak degerlendirildiginde en yiiksek vitrifikasyon orani % 32.5 ile 1 mg/L’den 5 mg/L
BA’ya aktarilan eksplantlarda goriiliirken, bunu % 18.8 ile 0.5 mg/L’den 5 mg/L BA’ya
aktarilanlar takip etmistir. En disiik vitrifikasyon orani ise % 5.3 degeri ile 0.5

mg/L’den 3 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlarda gériilmiistiir (Cizelge 4.2).

‘B’eksplant tipinde elde edilen ¢ogalma orani, baslangig ortami BA konsantrasyonlar:
ile birlikte degerlendirildiginde 0.5 ve 1 mg/L BA’dan 3 mg/L BA’ya aktarilan
eksplantlarla benzerlik gdstermekle birlikte (5.4 ve 5.8), 5 mg/L BA’ya aktarilanlara
(4.1 ve 4.2) gore daha yiiksek degerler vermistir. (Cizelge 4.3).



Eksplant taze agirhigi, baslangic kiltiiri ve c¢ogaltim ortamindaki BA
konsantrasyonlarma bagl olarak farklilik gdstermemesine ragmen baslangic kiiltiiriinde
1 mg/L BA’dan 3 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlarin taze agirliklarinin, diger BA
konsantrasyonlarma gore daha yiiksek sonu¢ (3300.0 mg) verdigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.3).

‘B’ eksplant tipinde siirgiin uzunlugu acisindan yapilan degerlendirmelerde baslangi¢
ortaminda 0.5 mg/L konsantrasyonunda tutulan ve ¢ogaltim ortaminda 3 ve 5 mg/L
BA’ya aktarilan eksplantlarda sirasiyla 20.4 mm, 20.2 mm, 1 mg/L’den 3 ve 5 mg/L
BA’ya aktarilanlarda 19.8 mm ile 21.6 mm olarak Sl¢tilmiistiir (Cizelge 4.3; Sekil 4.3).

Cizelge 4.3.‘B’ eksplant tipinde BA uygulamalarinin siirgiin ¢ogaltim asamasinda
incelenen parametreler lizerine etkileri

BA Uygulamalari Cogalma Eksplant Siirgiin Vitrifikasyon
(mg/L) Orani Taze agirlhigi | Uzunlugu Orani
Baslangig Cogaltim (mg) (mm) (%)
05 3 54a 3280.0 20.4 5.1d
0.5 5 41b 2910.0 20.2 30.8b
1 3 58a 3300.0 19.8 155¢
1 5 42b 2980.0 21.6 419a
Varyans analizi
Baslangi¢ (A) od od od **
Cogaltim (B) ** od od **
AXxB ** od od *k

* Incelenen parametreler bazinda baslangi¢ x ¢cogaltim ortan1 BA konsantrasyonu interaksiyonu
bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar; ** 0.05 diizeyinde 6nemlidir; 6d: 6nemli degildir.

Vitrifikasyon orani artan BA konsantrasyonuna bagli olarak artis gostermistir. En
yiiksek vitrifikasyon orani baslangigta 1 mg/LL BA konsantrasyonunda ve c¢ogaltim
asamasinda 5 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlarda (% 41.9) elde edilirken, bunu 0.5
mg/L BA’dan 5 mg/L BA’ya (% 30.80) aktarilanlar takip etmistir. Baglangi¢ kiiltlirtinde
0.5 mg/L BA’da kiiltiire alinan ve ¢ogaltim asamasinda 3 mg/L BA’ya (% 5.1) aktarilan
eksplantlarda daha diisiik vitrifikasyon goriilmiistiir (Cizelge 4.3.).



0.5 mg BA-3 mg BA 0.5 mg BA-5 mg BA 1 mg BA-3 mg BA 1 mg BA-5 mg BA

Eksplant ‘B’
Sekil 4.3. Farkli BA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan ‘A’ ve ‘B’ eksplant tiplerinin
siirgiin ¢ogaltim asamasi sonundaki genel goriiniimleri

‘C’ eksplant tipinde elde edilen ¢ogalma orani, baslangic ve ¢ogaltim kiiltiiriindeki BA
konsantrasyonlarina gére dnemli farklilik gostermemis ve birbirine yakin sonuglar elde
edilmistir. Yine stirgiin uzunlugu degerlerinde de BA konsantrasyonlarma bagli olarak
onemli bir fark goriilmemis, uzunluklar 26.7 mm ile 31.6 mm arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.4).

Cizelge 4.4. ‘C’ eksplant tipinde BA uygulamalarmin siirgiin ¢ogaltim asamasinda
incelenen parametreler lizerine etkileri

BA Uygulamalari Cogalma Eksplant Stirgiin Vitrifikasyon

(mg/L) Orant Taze agirhigy Uzunlugu Orant
Baslangic Cogaltim (mg) (mm) (%)

0.5 3 7.2 3210.0 bc 30.1 40.7 b

0.5 5 7.2 4150.0 ab 26.7 77.7a

1 3 6.8 2890.0c 27.0 11.1b

1 5 7.1 4940.0 a 31.6 44.4 b

Varyans analizi

Baslangic (A) od ** od **
Cogaltim (B) od od ** **
AxB od *x od *x

* Incelenen parametreler bazinda baslangig x gogaltim ortami BA uygulamalar1 interaksiyonu
bakimindan ortaya cikan farkliliklar; ** 0.05 diizeyinde dnemlidir; 6d: 6nemli degildir.



‘C’ eksplantlarinda BA konsantrasyonlarinin eksplantlarin taze agirliklar: iizerine etkisi
incelendiginde, en yiiksek deger 1 mg/L’den 3 mg/L BA’ya aktarilan eksplantlarda
(4940.0 mg) goriilmistiir, en diisiik deger ise 1 mg/L’den 2 mg/L BA’ya aktarilan
eksplantlardan (2890.0 mg) elde edilmistir (Cizelge 4.4).

Vitrifikasyon oraninda % 77,7 ile en yliksek deger baglangic ortaminda 0,5 mg/L. BA
konsantrasyonunda, ¢ogaltim asamasinda 3 mg/L BA konsantrasyonuna alinan
eksplantlarda olurken, en disiik deger % 11,1 ile 1 mg/L’den 2 mg/L BA

konsantrasyonuna aktarilan eksplantlardan elde edilmistir. (Cizelge 4.4).

0.5 mg BA-2 mg BA 0.5 mg BA-3 mg BA 1 mg BA-2 mg BA 1 mg BA-3mg BA

)
y

Eksplant ‘C’
Sekil 4.4. Farkli BA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan ‘C’ eksplant tipinin siirgiin
cogaltim agamas1 sonundaki genel goriintimleri

4.3. Koklendirme Asamasi

Koklendirme asamasinda yapilan denemelerde elde edilen sonuglar ‘A’ eksplant tipi
icin Cizelge 4.5’te, ‘B’ eksplant tipi i¢cin Cizelge 4.6’da ve ‘C’ eksplant tipi i¢in Cizelge
4.7°de verilmistir. Elde edilen bulgular, incelenen tiim parametrelerde uygulamalara
gore farkliliklarin oldugunu ve bu farklhiliklarinda istatistiki agidan onemli oldugunu

gostermistir.

‘A’ eksplant tipi kullanilarak yapilan denemelerde, tiim uygulamalarda koklenme elde
edilmis; ancak koklenme oranlari uygulamalara bagl olarak 6nemli 6l¢iide degismistir.
Baslangi¢ ve siirgiin ¢cogaltim asamasindaki farkli BA konsantrasyonlar1 ile koklenme
ortamindaki uygulamalar birlikte degerlendirildiginde, en yiiksek kdklenme orani %
92.5 - % 96.2 degerleri ile putresin uygulamalarindan elde edilmis, bunu % 62.9 - %

92.5 arasindaki degerler ile kontrol uygulamalar: izlemistir. ‘A’ eksplant tipinde en



diistik koklenme orani1 % 3.7 degeri ile baslangic kiiltiirii asamasinda 0.5 ve 1 mg/L
BA’da bulunan ve ¢ogaltim asamasinda 3 ve 5 mg/L BA’ya alman ve koklenme
asamasinda putresintl mg/L. IBA uygulamasina aktarilan eksplantlarda goriilmiistiir.

(Cizelge 4.5; Sekil 4.5).

Kallus olusumu incelendiginde, kok olusumu zayif olan uygulamalarda kallus
olusumunun yiiksek oldugu gozlenmistir. Kontrol ve putresin uygulamalarinda kallus
orant daha disiik olurken, 6zellikle 0.5 ve 1 mg/L IBA, putresin+0.5 mg/L IBA ve
putresint1 mg/L IBA uygulamalarinda, % 62.9- % 96.2 degerleri arasinda degisen
oldukea yiiksek kallus olusumlar1 gozlenmistir (Cizelge 4.5).

‘A’ eksplant tipinde yine biitiin uygulamalar birlikte dikkate alindiginda kok sayisi
bakimindan en yiiksek degerler putresin uygulamalarimdan (6.4 — 6.8 adet) elde
edilmistir. En diisiik degerler ise putresin+0.5 mg/L IBA ve putresintl mg/L IBA
uygulamalarindan elde edilmistir. En yliksek 6.8 (adet) olan kok sayisi 1 mg/L BA
iceren baslangi¢c ortamimdan 3 mg/LL BA igeren ¢ogaltim ortamina ve koklendirmede
putresin uygulamasina aktarilan bitkiciklerde gozlenirken, en diistik deger 0.2 (adet) ile
1 mg/L BA’dan 5 mg/L BA’ya ve putresin+1 mg/L IBA’ya aktarilan siirglinlerden elde

edilmistir.

Kok uzunlugu parametresinde, 0.5 mg/L BA’dan 5 mg/L BA’ya daha sonra putresine
aktarilan stirgiinlerde 79.9 mm degeri ile en yiiksek olurken, en diisiik deger ise 1 mg/L
BA’dan 5 mg/L BA’ya ve putresin+1 mg/L IBA uygulamasima aktarilan eksplantlardan
elde edilmistir (Sekil 4.5).

Koklendirme asamasit sonucunda, koklenmeye alinan siirgiinlerin  uzunluklari
karsilastirildiginda, birka¢ istisna hari¢, genellikle koklenme orani yiiksek olan
uygulamalardaki stirglin uzunluklarinin diger uygulamalara gore daha yiliksek sonuglar
verdigi goriilmiistiir. En yiiksek siirgiin uzunlugu 27.3 mm ile 0.5 mg/L BA’dan 3 mg/L
BA’ya ve putresine aktarilan bitkiciklerde goriiliirken, en diisiik deger 17.2 mm ile 1
mg/L’den 5 mg/L BA’ya ve putresintl mg/L IBA uygulamasma aktarilan
eksplantlardan elde edilmistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. ‘A’ eksplant tipinin koklenmesi lizerine farkli uygulamalarin etkileri

Baslangic BA Cogaltim ortami BA Koklendirme Koklenme oram Kallus Kok sayisi/ Kok uzunlugu Siirgiin
uygulamalar1 (mg/L) uygulamalari (mg/L) uygulamalari (%) (%) Siirgiin (adet) (mm) uzunlugu(mm)
Kontrol 74.0 b* 74 e 2.0 defghi 37.9 cde 23.6 abcde
0.5 mg IBA 29.6 cd 70.3 cd 1.7 efghyj 52.8 bcd 22.0 bedef
0.5 3 1 mg IBA 18.5 def 81.4 abc 1.5 fghij 37.9 cde 20.1 defg
Putresin 92.5 a 3.7¢e 6.4 a 69.4 ab 27.3 a
Put+0.5 mg IBA 37.0 ¢ 62.9 d 3.6 bc 63.9 ab 24.4 abcd
Put+1 mg IBA 11.1 ef 88.8 ab 1.4 ghyj 31.4 def 20.7 cdefg
Kontrol 62.9 b 74 ¢ 2.7 bcdefgh 47.0 bed 21.9 bcdef
0.5 mg IBA 29.6 cd 70.3 cd 3.8 b 67.2 ab 24.8 abc
0.5 5 1 mg IBA 37.0 ¢ 62.9 d 3.3 bcde 50.1 bcd 22.5 bcdef
Putresin 925 a 74 e 6.5 a 79.9 a 21.6 bcdef
Put+0.5 mg IBA 33.3 cd 66.6 cd 2.7 bcdefgh 60.6 abc 20.1 defg
Put+1 mg IBA 3.7 f 96.2 a 0.7 1j 115 f 19.9 efg
Kontrol 70.3 b 74 e 3.0 bedef 57.9 abc 21.9 bcdef
0.5 mg IBA 25.9 cde 74.0 bed 2.1 cdefghi 45.7 bed 21.5 bcdefg
1 3 1 mg IBA 25.9 cde 74.0 bed 2.8 bcdefg 38.8 cde 23.4 abcde
Putresin 96.2 a 37e 6.8 a 69.4 ab 25.1 ab
Put+0.5 mg IBA 25.9 cde 74.0 bed 2.3 bcdefgh 47.1 bed 21.2 bcdefg
Put+1 mg IBA 3.7 f 96.2 a 1.2 hij 11.2 f 21.3 bcdefg
Kontrol 92,5 a 74 e 3.4 bcd 64.7 ab 21.6 bcdefg
0.5 mg IBA 18.5 def 81.4 abc 2.0 defghi 37.6 cde 21.1 bcdefg
1 mg IBA 18.5 def 81.4 abc 3.0 bcdef 54.1 bcd 24.2 abcde
1 5 Putresin 92.5 a 74 e 6.6 a 67.8 ab 23.1 abcdef
Put+0.5 mg IBA 22.2 cde 77.7 bcd 0.3 j 1.8 ef 18.7 efg
Put+1 mg IBA 11.1 ef 88.8 ab 0.2 j 1.0 f 17.2 g
\Varyans analizi
Baslangic BA uygulamalari (A) od od 6d ** od
Cogaltim BA uygulamalar (B) od od od od el
Koklendirme uygulamalari (C) ** ** ** ** **
A X B Od ** ** ** **
A X C ** ** ** ** **
B X C ** ** ** ** **
A X B X C **%* ** ** ** **

* Incelenen parametreler bazinda baslangic x cogalim x koklenme uygulamalari interaksiyonu bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar ; ** 0.05 diizeyinde onemlidir; 6d: 6nemli degildir



Sekil 4.5. Farkli uygulamalarm ‘A’ eksplant tipinin kdklenmesi lizerine etkileri



Baslangig, cogaltim ve koklendirme ortamlar: birlikte degerlendirildiginde ‘B’ eksplant
tipinde benzer sekilde koklenme yiizdesinde en iyi sonuclar putresin uygulamalarindan
elde edilmistir. Putresin uygulamalarinda koklenme oranmin % 77.7 ile % 100.0
arasinda degistigi belirlenmistir. Bunu % 51.8-% 85.1 arasinda degisen degerler ile
kontrol uygulamalari izlemistir. En yiiksek koklenme orant % 100 degeriyle, baslangi¢
kiiltiiriinde 0.5 mg/L BA’da, ¢ogaltim asamasinda 5 mg/L BA’ya alman ve kdklenme
asamasinda putresine aktarilan eksplantlarda tespit edilirken, en diisiik koklenme orani
ise % 3.7 degeri ile 1 mg/L BA’dan 5 mg/LL BA’ya koklenme asamasinda putresint0.5
mg/L IBA ve putresint]l mg/L IBA uygulamasma aktarilan eksplantlardan elde
edilmistir (Cizelge 4.6; Sekil 4.6).

Koklenme uygulamalarinda kallus olusumu 6zellikle 0.5 ve 1 mg/L IBA, putresin + 0.5
mg/L IBA ve putresin + 1 mg/L IBA uygulamalarinda en yiiksek degerleri vermis ve %
96.2’lere varan kallus olusumu gozlenmistir. Koklenmenin yiliksek oldugu putresin ve
kontrol uygulamalarinda ise bu oran % 0’a kadar diismiistiir (Cizelge 4.6).

‘B’ eksplant tipinde kok sayis1 ve kok uzunlugu parametresinde putresin uygulamalar1
bir istisna diginda en yiiksek kok sayisini vermistir. Putresin uygulamalarinda en yiiksek
kok sayis1 7.2 (adet) olurken, bunu takip eden kontrol uygulamalarinda bu deger 4.9
(adet) olarak belirlenmistir. Kok sayisinda en diisiik deger baglangi¢ asamasinda 1 mg/L
BA’da bulunan, ¢cogaltim asamasinda 5 mg/L BA’ya alinan ve kdklendirme asamasinda
putresint1 mg/LL IBA’ya aktarilan eksplantlarda 0.1 (adet) olarak tespit edilmistir.
Ozellikle baslangic ve c¢ogaltim asamalarinda yiiksek oranda BA igeren ortamlardan
gelen siirglinlerde kok olusumu oldukea diisiik oldugundan, kdk sayisida yok denecek
kadar (0.1 adet) az olmustur. Kok uzunlugu parametresinde yine en yiiksek degerler
putresin uygulamalarindan elde edilmis (49.2 mm — 68.3 mm), kontrol uygulamalar1 da
buna yakin sonuglar vermistir. En yiiksek deger 68.3 mm ile 0.5 mg/L BA’dan 3 mg/L
BA’ya ve koklendirme asamsinda putresin uygulamasina aktarilan eksplantlardan elde
edilirken en diisiik deger 8.3 mm ile 1 mg/L’den 5 mg/L BA’ya ve koklendirme
asamasinda putresin+0.5 mg/L IBA’ya aktarilan eksplantlardan elde edilmistir (Cizelge
4.6; Sekil 4.6).



Cizelge 4.6. ‘B’ eksplant tipinin koklenmesi tizerine farkli uygulamalarin etkileri

Baslangic ortami BA Cogaltim ortami BA Koklendirme Koklenme oram Kallus Kok sayisy/ Siirgiin Kok uzunlugu Siirgiin uzunlugu
uygulamalar1 (mg/L) uygulamalar1 (mg/L) uygulamalari (%) (%) (adet) (mm) (mm)
Kontrol 62.9 d* 37.0 e 3.2 def 48.5 bcde 23.0 ab
0.5 mg IBA 18.5 efg 81.4 bcd 1.9 gh 46.5 bcdef 21.1 abcd
0.5 3 1 mg IBA 11.1 fgh 88.8 abc 1.3 h 26.5 gh 19.8 de
Putresin 96.2 ab 3.7 f 6.2 a 68.3 a 23.1 a
Put+0.5 mg IBA 25.9 e 74.0 d 3.0 defg 62.1 ab 21.3 abcd
Put+1 mg IBA 18.5 efg 81.4 bcd 3.3 cd 35.5 cdefg 20.4 cde
Kontrol 51.8 d 3.7f 2.7 defg 58.3 ab 20.5 cde
0.5 mg IBA 18.5 efg 81.4 bcd 2.5 defg 33.6 defg 20.0 cde
0.5 5 1 mg IBA 18.5 efg 81.4 bcd 2.7 defg 29.3 efgh 20.0 cde
Putresin 100 a 0 f 7.2 a 59.3 ab 20.1 cde
Put+0.5 mg IBA 25.9 e 74.0 d 2.3 defgh 31.8 defg 19.3 de
Put+1 mg IBA 7.4 gh 92.5 ab 1.3 h 20.0 ghi 1.94 de
Kontrol 81.4 c 111 f 4.8 b 53.6 abc 21.1 bcd
0.5 mg IBA 14.8 efgh 88.8 abc 2.1 defgh 25.9 gh 20.8 cd
1 3 1 mg IBA 18.5 efg 81.4 bcd 2.4 defgh 30.5 defg 22.0 abc
Putresin 88.8 abc 37 f 4.5 bc 49.2 abcd 22.0 abc
Put+0.5 mg IBA 18.5 efg 81.4 bcd 2.0 efgh 29.3 efgh 19.7 de
Put+1 mg IBA 11.1 fgh 88.8 abc 1.9 gh 27.4 fghi 20.0 cde
Kontrol 85.1 bc 3.7 f 4.9 b 59.6 ab 20.1 cde
0.5 mg IBA 22.2 ef 77.7 cd 2.0 fgh 33.6 defg 20.5 cde
1 5 1 mg IBA 14.8 efgh 85.1 abcd 2.3 defgh 30.9 defg 21.3 abcd
Putresin 77.7 ¢ 0.0 f 3.3 de 64.8 ab 20.3 cde
Put+0.5 mg IBA 3.7h 96.2 a 0.3 1 83 1 21.8 abc
Put+1 mg IBA 3.7h 96.2 a 0.1 1 10.8 hi 18.7 e
\Varyans analizi
Baslangic BA uygulamalari (A) 6d *x *x *x o6d
Cogaltim BA uygulamalari (B) od od ** od **
Koklendirme uygulamalari (C) ** ** ** ** **
A X B Od ** ** ** **
A X C ** ** ** ** **
B X C ** ** ** ** **
A X B X C ** ** ** ** **

* Incelenen parametreler bazinda baslangic x cogaltim x kéklenme uygulamalari interaksiyonu bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar ; ** 0.05 diizeyinde énemlidir; 5d: 6nemli degildir.



0.5 mg BA-3 mg BA 0.5 mg BA-5 mg BA 1 mg BA-3 mg BA 1 mg BA-5 mg BA
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Sekil 4.6. Farkli uygulamalarm ‘B’ eksplant tipinin koklenmesi iizerine etkileri



‘B’ eksplant tipinde biitiin uygulamalar birlikte degerlendirildiginde siirgiin uzunlugu
18.7 mm ile 23.1 mm arasinda degismistir. Siirgiin uzunlugu parametresinde en yiiksek
deger 23.1 mm ile baslangi¢ asamasinda 0.5 mg/L BA’da bulunan ¢ogaltim asamasinda
3 mg/L BA’ya alman ve kdklendirme asamasinda putresine aktarilan eksplantlarda
goriliirken, en diisiik deger 18.7 mm ile 1 mg/L’den 5 mg/L BA’ya ve putresin + 1 mg
/L IBA uygulamasina aktarilanlardan elde edilmistir (Cizelge 4.6).

‘C’ eksplant tipinde koklenme uygulamalarinin koklenme orani iizerine etkileri 6nemli
bulunmustur. Koklenme oraninda en yiiksek degerler % 81.4 — 92.5 ile putresin
uygulamalarindan alinmis, bunu kontrol uygulamalari1 izlemistir. En 1y1 sonug % 92.5
degeri ile baslangic asamasinda 0.5 mg/L BA’da bulunan, ¢ogaltim asamasinda 2 mg/L
BA’ya alman ve koklendirme asamasinda putresine aktarilan eksplantlarda goriiliirken,
1 mg/L BA’dan 2 ve 3 mg/l BA’ya ve koklendirme agamasinda putresin + 1 mg/L IBA
uygulamasina aktarilan eksplantlarda koklenme meydana gelmemistir (Cizelge 4.7;

Sekil 4.7).

Kallus olusumu 6zellikle koklenmenin az ya da hi¢ goériilmedigi 0.5 mg/L IBA, 1 mg/L
IBA, putresint+0.5 mg/L IBA ve putresin+1 mg/L IBA uygulamalarinda % 44.4 -% 100
arasinda degisirken, bu oran yiiksek koklenme goriilen kontrol ve putresin

uygulamalarinda % 0-% 14.8 degerleri arasinda olmustur.

‘C’ eksplant tipinde en yiiksek kok sayis1 0.5 mg/L BA’dan 3 mg/L BA’ya alinan ve
koklendirme agamasinda kontrol uygulamsima aktarilan eksplantlarda 5.4 (adet) olarak
belirlenirken, 1 mg/LL BA’dan 2 ve 3 mg/L BA’ya ve koklendirme asamsinda putresin+1
mg/L IBA’ya aktarilan eksplantlarda kok olusmamistir. Kok uzunlugu parametresinde
en yliksek deger 0.5 mg/L’den 2 mg/L BA’ya ve kontrol uygulamasina aktarilan

eksplantlarda 89,2 mm olarak belirlenmistir.

Koklenme sonunda dlgiilen siirgiin uzunlugunda en yiiksek deger 36.5 mm ile 0.5 mg/L
BA’dan 2 mg/L BA’ya ve kdklenme agamasinda 1 mg/L IBA’ya aktarilan eksplantlarda
elde edilirken, en diisiik sonu¢ 19.5 mm degeri ile 0.5 mg/L’den 3 mg/L BA’ya ve
putresint1 mg IBA uygulamasima aktarilan eksplantlarda tespit edilmistir. (Cizelge 4.7).



Cizelge 4.7. ‘C’ eksplant tipinin kdklenmesi lizerine farkli uygulamalarin etkileri

AX B
AxC
BxC
AxBxC

Koklendirme uygulamalari (C)

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

*%*

*%

*%

*%

*%

**

**

**

**

Baslangic ortami BA Cogaltim ortami BA Koklendirme Koklenme oram Kallus Kok sayisy/ Siirgiin Kok uzunlugu Siirgiin uzunlugu
uygulamalari (mg/L) uygulamalar: (mg/L) uygulamalari (%) (%) (adet) (mm) (mm)
Kontrol 85.1 a* 111 f 4.5 ab 89.2 a 35.0 ab
0.5 mg IBA 22.2 ef 77.7 bc 1.1 defg 42.1 bedef 26.1 cdefghijk
0.5 2 1 mg IBA 55.5 bc 444 e 2.4 cde 74.9 abc 36.5 a
Putresin 92.5 a 74 f 5.0 a 71.6 abc 32.5 abcd
Put+0.5 mg IBA 33.3 de 66.6 cd 1.2 defg 78.3 ab 29.3 abcdefg
Put+1 mg IBA 18.5 efg 81.4 abc 0.3 fg 41.1 bedef 27.1 cdefghijk
Kontrol 88.8 a 3.7f 5.4 a 54.4 abcde 19.8 jk
0.5 mg IBA 11.1 fg 88.8 ab 0.2 fg 36.6 bcdef 28.8 abcdefgh
0.5 3 1 mg IBA 7.4 fg 92.5 ab 0.1 fg 46.3 abcde 20.0 1jk
Putresin 85.1 a 14.8 f 5.0 a 72.9 abc 24.4 efghijk
Put+0.5 mg IBA 51.8 cd 48.1de 2.5 cd 56.8 abcd 21.7 ghijk
Put+1 mg IBA 7.4 fg 92.5ab 0.3 fg 44.0 abcdef 19.5 k
Kontrol 59.2 bc 148 f 1.6 cdef 68.0 abcd 21.1 hijk
0.5 mg IBA 25.9 ef 77.7 bc 0.9 efg 78.2 ab 27.6 bdefghij
1 2 1 mg IBA 14.8 efg 85.1 abc 0.2 fg 24.1 def 24.7 defghijk
Putresin 814 a 14.8 f 4.8 a 71.3 abc 28.4 bcdefgh
Put+0.5 mg IBA 18.5 efg 81.4 abc 0.6 fg 31.3 cdef 32.9 abc
Put+1 mg IBA 0.0g 100.0 a 0.0 g 0.0 f 25.1 cdefghijk
Kontrol 74.0 ab 0.0f 3.1 be 60.3 abcd 23.9 efghijk
0.5 mg IBA 22.2 ef 77.7 be 1.2 defg 74.7 abc 31.6 abcde
1 mg IBA 7.4 1g 92.5 ab 0.2 fg 49.8 abcde 30.0 abcdef
1 3 Putresin 81.4 a 37f 4.9 a 52.3 abcde 26.8 bedefghijk
Put+0.5 mg IBA 7.41g 92.5ab 1.7 cdef 39.6 bcdef 27.7 bedefght
Put+1 mg IBA 0.0g 100.0 a 0.0 g 0.0f 23.9 fghijk
\Varyans analizi
Baslangic BA uygulamalari (A) ** x* x* *x od
Cogaltim BA uygulamalar (B) od od od od *x

**

**

**

**

**

* Incelenen parametreler bazinda baslangic x ¢ogaltim x koklenme uygulamalar1 interaksiyonu bakimindan ortaya cikan farkliliklar ; ** 0.05 diizeyinde 6nemlidir; 6d: énemli degildir.
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Sekil 4.7. Farkli uygulamalarm ‘C’ eksplant tipinin koklenmesi iizerine etkileri



4.3.1. D1s Kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

Agar ortamindan dis kosullara aktarilan karadut bitkilerinde kontrollii sartlar

saglanamadigindan sonuglar genel olarak degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.8.’de

verilmistir.

Cizelge 4.8. Dis kosullara aktarilan bitkilerin canli kalma oranlari

EA’ GB, CC’

Kéklf ndirlme Ifékleg.r?ke.y.ek Koklenen | Canli Koklenen | Canli Koklenen] Canli
Uygulamalari alinan DILKICIK}— pini | kalma bitki kalma bitki kalma
Sa&’lil SaylSl orani SaylSl Orani SaylSl orani

(adet) @det) | (%) @det)y | (%) @det) | (%)

Kontrol 27x4 74 78.0 68 722 60 73.3
0.5 mg/L IBA 27x4 22 42.8 18 40.0 20 40.0
1 mg/L IBA 27x4 20 28.5 14 50.0 22 33.3
Putresin 27x4 98 72.0 88 87.5 90 82.6
Putresin+0.5mg/L IBA 27x4 30 25.0 16 40.0 22 57.1

Putresin+1 mg/L IBA 27x4 6 50.0 10 60.0 4 0.0

sonra saksilara aktarilan bitkiler b)Nem kontrolii amaciyla iizerleri stre¢ film ile
kapatilan bitkiler c) Dis kosullara aktarildaktan 3-4 ay sonraki goriiniimleri d)Dis
kosullara aktarildiktan 1 y1l sonraki goriiniimleri

Bitkicikler dis kosullara aktarildiktan 3-4 ay sonra 10-15 c¢m siirgiin uzunluguna, bir kis

dénemi gecirip 1 seneyi tamamladiginda ise 50-70 cm’ye ulasmis, govde odunlagmistir

(Sekil 4.8).



5. TARTISMA VE SONUC

Karadutun doku kiiltiiriiyle ¢ogaltilabilme imkanmi belirlemek amaciyla yapilan bu
calismada, eksplant tipi ve BA konsantrasyonunun basariy1 etkileyen onemli faktorler

oldugu ortaya ¢ctkmustir.

Baslangi¢ kiiltiirii ile ilgili olarak yapilan denemelerde, elde edilen bulgulara gore,
baslangi¢ kiiltiirinde en diisiik enfeksiyon orani % 0.0 ile ‘C’ eksplant tipinde elde

edilirken, en yiiksek sonug¢ % 27.7 ile ‘B’eksplant tipinde tespit edilmistir.

Baslangic kiiltiiriinde verim ¢agindaki agaclardan alman ‘A’ eksplantlarmin ‘B’
eksplantlarna gore daha az kararma gosterdigi tespit edilmistir. Kararma orani
‘A’eksplant tipinde % 1.1, ‘B’ eksplant tipinde ise % 25.3 dolayinda olmustur. Her iki
tip eksplantinda yash agaglardan alinmis olmasima ragmen, ‘A’ eksplantlarinda daha az
kararma goriilmesinin nedeni, bu eksplant tipinin daha kii¢iik ve kesim yiizeyinin daha
az olmasmdan kaynaklanmis olabilir. Lenartowicz ve Millikan (1977) ve McCown ve
Amos (1979) cksplant biiyiikliigii ve eksplantin kesim yiizeyi artmasinin kararma
oranini arttirdigini bildirmiglerdir. ‘C’ eksplant tipinde ise kararma yine diisiik oranlarda
%1.7 diizeylerinde olmustur. Bu eksplantlarin geng bitkilerden alinmig olmasi, kararma
oranini distirmiistiir. In vitro kosullardaki kararma, kimyasal olarak agiklanabilen ve
cogunlukla tanenler ve okside olan polifenoller nedeniyle ortaya c¢ikan bir olaydir.
Fenollerin konsantrasyonu, yash gévdelerde, geng govdelere gore ¢ok daha yiliksektir
(Chevre ve ark. 1983; Mubhitch ve Fletcher 1985)ve yash kisimlar, geng¢ kisimlara gore
fenolik bilesiklerin ¢ok ¢esitli tiplerini igermektedir (Lenartowicz ve Millikan 1977;
McCown ve Amos 1979).

Baslangic kiiltiiriinde ‘A’ ve ‘B’ eksplant tiplerinde % 71.3 ve % 56.1 dolayinda siirme
meydana gelirken, ‘C’ eksplant tipinde bu oran %100 olmustur. ‘C’ eksplant tipi BA
konsantrasyonuna bagli olarak 2.6 ve 3.0 arasinda degisen bogum sayisv/siirgiin miktar1
ile ‘A’ ve ‘B’ eksplant tiplerinden daha yiiksek degerler vermistir. ‘A’, ‘B’ ve ‘C’
eksplant tiplerinde siirme, siirgiin uzunlugu, bogum sayisi/siirgiin parametrelerinde
baslangic ortaminda 1 mg/L BA konsantrasyonunda daha basarili sonuglar elde

edilmistir. Yadav ve ark. (1990) karadutlarda siirgiin ucu ve koltuk tomurcugu



eksplantlarinda en iyi siirgiin gelisiminin 1 mg/l1 BA, Tewary ve Rao (1990) ise siirgiin
ucu eksplantlarinda 1 veya 2 mg/l BA uygulamalarindan elde edildigini belirtmislerdir.
Bu sonuglarda elde ettigimiz bulgular1 destekler niteliktedir. ‘C’ eksplantlarinin diger
iki eksplant tiirtine gére daha iyi sonug¢ vermesinin nedeni, eksplantlarin olduk¢a geng
bitkilerden alinmasidir. Doku kiiltiirii ile gogaltimda 6zellikle yaslt odunsu bitkilerden
alinan eksplantlarin, geng bitkilerden alinanlara gore daha yavas gelisme, daha zayif
cogalma ve koklenme gosterdikleri belirlenmistir (Hanus and Rohr, 1987). Kallus
oranina bakildiginda en yiiksek deger %73.3 ile ‘C’ eksplant tipinden elde edilirken, ‘A’
ve ‘B’ eksplantlarinda biribirine yakin ve daha diisiik degerler (%20.8 ve %17.2)
bulunmustur. ‘C’ eksplant tipinin yiiksek BA igeren ortamlardan gelen geng bitkiler
olmasi, bunlarin diger eksplant tiplerine gére daha yiiksek kallus olusturmasinin nedeni

olabilir.

Yaptigimiz ¢caligmada ¢ogaltim ortaminda 5 mg/L BA kullanilmasi, ‘A’ ve ‘B’ eksplant
tiplerinde 3 mg/L BA’ya gore daha diisiik kardeslenme orani vermistir. ‘C’ eksplant
tipinde ise 2 ve 3 mg/L BA uygulamalarindan benzer sonuglar elde edilmistir. Dutun
farkli tiirleri ile yapilan caligmalarda siirgiin gelisimi ve ¢ogaltiminda BA’in diger
sitokininlere gore daha etkili oldugunu tespit edilmistir (Yadav ve ark. 1990; Pattnaik ve
Chand 1997). Ancak yiiksek BA konsantrasyonlarinin siirgiin ¢ogalmasini engelledigi,
basarili sonuglarin ise daha diisiik konsantrasyonlardan elde edildigi vurgulanmistir
(Bhau ve Wakhlu 2003; Channuntapipat ve ark. 2003; Rugini ve Verma 1983;
Tabachnick ve Kester 1977).

Cogaltim agamas1 sonucunda Olgiilen siirgiin uzunluklari, BA konsantrasyonlarma bagl
olarak ‘A’ eksplant tipinde farklilik gosterirken, ‘B’ ve ‘C’ eksplant tiplerinde 6nemli
farkhiliklar goriilmemistir. Balakrishnan ve ark. (2009) Morus alba’nin koltuk
tomurcuklar1 ile yaptiklar1 calismada, besin ortamindaki BA konsantrasyonu arttik¢a
slirgiin uzunlugunda azalma oldugunu, Chitra ve ark. (1999) ise BA konsantrasyonu
arttikca silirglin uzunlugunda artis oldugunu kaydetmislerdir. Ancak elde ettigimiz
bulgularda BA konsantrasyonuna bagl olarak dogrusal bir artiy ya da azalmanin

olmadig1 goriilmiistiir.



Cogaltim asamas1 sonucu elde edilen eksplant taze agirliklart ‘A’ ve ‘B’ eksplant
tiplerinde BA konsantrasyonlarina bagli olarak farklilik gostermemistir. Ancak, ‘B’
ve‘C’ eksplant tiplerinde her iki BA konsantrasyonunda da ‘A’ eksplant tipine gore
daha yiliksek sonuglar elde edilmistir. ‘C’ eksplant tipinde ise eksplant taze agirhigi
degerleri hormon dozlarma gore farklilik gostermis ve en yiiksek deger, baslangig
asamasinda 1 mg/L BA’da bulunan, c¢ogaltim asamasinda 3 mg/L BA’ya almnan

eksplantlardan elde edilmistir.

Odunsu tiirlerin in vitro kiiltiirinde karsilagilan problemlerden birisi olan vitrifikasyon,
dokularin camsi, bol sulu ve genellikle sis goriiniimlii istenmeyen fiziksel bozukluk
sergilemesidir (Chawla 2002). Vitrifikasyon, siirgiin ¢ogaltimini ve kiltiir canlihgini
(Hammerschlag 1986) etkiledigi ve mikro ¢ogaltimla iretilen bitkilerin in vivo
kosullarina transferinin basarili bir sekilde yapilmasini engelledigi igin doku kiiltiirii
endiistrisinin temel problemini olusturmaktadir. Vitrifikasyonun ortaya g¢ikmasinda
bircok faktér rol oynamaktadir. Kullanilan biiylime diizenleyicilerin  tiiri,
konsantrasyonu ve kiiltiir ortaminin kimyasal Dbilesimi vitrifikasyonun ortaya
¢ikmasinda rol oynayan faktorlerden bazilaridir (Nas ve ark. 2008). Bu calismada da
vitrifikasyona ugramis dokular gozlemlenmistir. Cogaltma asamasi sonucunda
stirgiinlerde meydana gelen vitrifikasyon oranlarinin eksplant tipine ve artan BA
konsantrasyonlarina bagli olarak degistigi belirlenmistir. ‘A’ eksplant tipinde 5 mg/L
BA konsantrasyonunda % 25.6 vitrifikasyon goriiliirken, bu oran ‘B’eksplant tipinde %
36.3 olmustur. ‘C’ eksplant tipinde ise 3 mg/L BA Kkonsantrasyonunda % 61.0
diizeylerinde ve diger eksplantlara gore yaklasik 2 kat fazla oranda vitrifikasyon
meydana gelmistir. Doku kiiltiiriinde ¢ogaltilan bitkilerden alinan eksplantlarda yiiksek
oranda vitrifikasyon goriilmesinin nedeni, bu bitkilerin yiiksek BA konsantrasyonu
iceren ortamlarda iretilmesi ve tekrar yiiksek sayilabilecek konsantrasyonlarda
biiylimeyi diizenleyicilere tabi tutulmasi olabilir. Phan ve Hagadus (1988) ortamdaki
yiiksek sitokinin konsantrasyonunun vitrifikasyona neden oldugunu, Leshem ve ark.
(1988) ise diisiik sitokinin dozlar1 ile vitrifikasyonun kontrol edilebilecegini

bildirmisglerdir.

Koklenme uygulamalarinda en iyi koklenme oranlari her ii¢ eksplant tipinde de putresin

ve kontrol uygulamalarindan elde edilmistir. Rugini ve ark. (1992) putresinin armut ve



zeytinde erken koklenmeyi tesvik ettigini belirlemislerdir. ‘A’ eksplant tipinde yiiksek
koklenme baslangi¢ kiiltiiriinde 1 mg/L BA, c¢ogaltim asamasinda 3 mg/L BA’da
bulunan ve koklenme asamasinda putresine aktarilan bitkiciklerde % 96.2 olarak
belirlenirken, 1 mg/L BA’dan 5 mg/L BA’ya ve putresin ile kontrol uygulamalarina
alinan eksplantlar da % 92.5 degeriyle ayn1 sonuglar1 vermistir. Buradan elde edilen
bulgular, 1 mg/L’den 5 mg/L BA’ya alinan siirglinlerin biiyiimeyi diizenleyici ilave
edilmeyen ortamlarda oldukga basarili bir sekilde koklenebildiklerini gostermistir. ‘B’
eksplant tipinde en iyi koklenme oran1 0.5 mg/L BA’dan 5 mg/L BA’ya ve putresine
aktarillan eksplantlarda (% 100) belirlenirken, kontrol degeri diger kontrol
uygulamalariyla karsilastirildiginda % 51.8 koklenme ile daha diisikk bir deger
gostermistir.’C’ eksplant tipinde ise en yiiksek koklenme oran1 % 92.57 ile baslangig
kiltirinde 0.5 mg/L BA, ¢ogaltim asamasinda 2 mg/L BA alinan ve koklenme
asamasinda putresine aktarilan eksplantlarda tespit edilmistir. Baslangig, siirgiin
cogaltim ve koklenme uygulamalar1 birlikte degerlendirildiginde ‘C’ de koklenme
acisindan putresin  uygulamasinm, kontrol uygulamasma yakin sonuglar verdigi

gorilmiistiir.

Koklenme uygulamalarinda her {i¢ eksplant tipi birlikte degerlendirildiginde kok sayis1
ve kok uzunlugu parametrelerinde en iyi sonuglar kok yiizdesinin de yiiksek olarak
belirlendigi putresin uygulamalarindan alimmustir. ‘A’ eksplant tipinde en yiiksek kok
sayis1 degeri dort uygulamadan da putresine aktarilan eksplantlarda tespit edilirken, en
iyl sonu¢ 6.8 (adet) degeri ile 1 mg/L’den 3 mg/L BA’ya ve putresine aktarilan
eksplantlarda belirlenmistir. Kok uzunlugunda ise en yiiksek deger 79.9 mm ile 0.5
mg/L’den 5 mg/L BA’ya ve koklenme asamasinda putresin uygulamasma aktarilan
eksplantlardan elde edilmistir. ‘B’ eksplant tipinde en yiiksek kok say1 degeri 7.2 (adet)
ile 0.5 mg/L BA’dan 5 mg/L BA’ya aktarilan ve koklendirme asamasinda putresin
uygulamasina aktarilanlarda, kok uzunlugunda ise 68.3 mm ile 0.5 mg/L’den 3 mg/L
BA’ya ve putresine aktarilan eksplantlarda tespit edilmistir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda
putresinin kok uzunlugu ve sikhigini arttirdigi, kok kalitesinde de olumlu etkiler yaptigi
kaydedilmistir (Tang ve Newton 2005; Yao ve ark. 2010). ‘C’ eksplant tipinde kontrol
ve putresin uygulamalarinin birbirine yakin sonuglar verdigi belirlenmistir. ‘C” eksplant
tipinde en yiiksek kok sayi (5.4 adet) degeri 0.5 mg/L BA igeren baglangi¢ ortamindan,

3 mg/L BA’da c¢ogaltima alman ve biiylimeyi diizenleyici icermeyen koklenme



ortamlarina aktarilardan elde edilmis, kok uzunlugu (89.2 mm) degerleri ise 0.5

mg/L’den 2 mg/L BA’ya sonrasinda kontrole aktarilan eksplantlardan elde edilmistir.

Koklenme uygulamalart 3 eksplant tipi ve hormon dozlar1 ile birlikte
degerlendirildiginde, koklenme oraninin diisik oldugu 0.5 mg/L IBA, 1 mg/L IBA,
putresin+0.5 mg/L IBA ve putresin+1 mg/L IBA uygulamalarinda yiiksek oranda kallus
olusumunun meydana geldigi goriilmiistiir. Bu uygulamalarda yiiksek kallus
olusumunun nedeninin, yiiksek BA konsantrasyonu igeren besin ortamlarindan alinan
strglinlerin  blinyelerindeki sitokinin oranmin ortamdaki IBA diizeyine yakin
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Mikrogogaltimda koklenmenin
gerceklesebilmesi icin koklendirmeyi tesvik edici oksinlerin sitokininlerden daha fazla
olmas1 gerekmekte, oksin/ sitokinin oraninin esit oldugunda durumlarda kallus olusumu

gozlenmektedir.

Koklenme uygulamalarinda siirglin uzunlugunda en yiiksek degerler, eksplant ‘A’ ve
‘B’ eksplant tiplerinde 0.5 mg/L’den alinan ¢ogaltim asamasinda 3 mg/L BA’ya alinan
ve koklendirmede putresine aktarilanlarda sirasiyla 27.3 mm, 23.1 mm olarak
belirlenmistir. ‘C’ eksplant tipinde 0.5 mg/L’den 2 mg/LL BA’ya ve kdklendirmede 1
mg/L IBA uygulamasina aktarilan eksplantlarda en yiiksek sonu¢ (36.5 mm) elde

edilirken, kontrol ve putresin uygulamalarindan da benzer sonuglar alinmistir.

Karadutun in vitro ¢ogaltimi ile ilgili olarak yapilan bu ¢alismada, elde edilen biitiin
bulgular degerlendirildiginde, baslangi¢ kiiltiirii asamasinda ‘B’ eksplant tipinde
kararma oraninin diger eksplant tiplerine gore daha yiiksek oldugu gorilmiistiir. Bu
eksplantlarda goriilen kararmanin nedeninin donor bitkinin yasi ile yakindan iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle eksplant alimacak aga¢larin miimkiin oldugu kadar
genc olmasina 6zen gosterilmelidir. Diger taraftan ekplantlarin dikimden once steril
askorbik asitli suda bekletilmesi ve kiiltiir baglangic asamasinda kiiltiir ortamlarinin sik
stk degistirilmesi yada sivi ortam kullanilmasi ile bu sorunun kismen ¢doziilebilecegi
diisiiniilmektedir.

‘C’ eksplant tipinde yogun olmak iizere, her {i¢ eksplant tipinde de, baslangic kiiltiirii
asamasimnda kallus olusumu gozlenmistir. ‘C’ eksplantlarinda yiliksek oranda kallus

gelisiminin nedeni, bunlarin yiiksek BA konsantrasyonlar1 igeren ortamlarda tretilen



bitkilerden almman eksplantlar olmasi ve tekrar yiikksek BA konsantrasyonlari i¢eren
ortamlarda kiiltiire alinmalar1 olabilir. Eksplantlarin tabanindaki meydana yogun kallus
genetik stabilitenin saglanmasinda sorun olusturabilir ve kallus tlizerinde rastgele gelisen
tomurcuklar genetik agidan farkl bitkiler olusturabilir. Bu nedenle baslangig kiiltiiriinde
meydana gelen yogun kallus olusumunun mimkiin oldugu kadar azaltilmasi
gerekmektedir. Baslangi¢ asamasinda daha diisik BA konsantrasyonlar1 ya da farkli
sitokininler kullanilarak bu sorunun ¢o6ziimlenmesine yonelik yeni c¢aligmalar
yapilmalidir.

Karadutun in vitro g¢ogaltiminda Kkarsilagsilan en Onemli sorunlardan biriside
vitrifikasyondur. Ozellikle ‘C’ eksplant tipi basta olmak iizere, diger eksplant tiplerinde
de cogaltim ortaminda kullanilan yiikksek BA konsantrasyonlarina bagli olarak
vitrifikasyon goriilmiistiir. Vitrifikasyon oraninin yiiksek olmasi1 mikrogogaltimda basar1
oranin1 oldukg¢a diistirmektedir. Vitrifikasyona bircok faktor etki etmektedir. Bu
calismada meydana gelen vitrifikasyonun daha ¢ok yiiksek BA konsantrasyonundan ve
kiiltiir kaplarindaki yogun nemden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bundan sonra
yapilacak ¢alismalarda g¢ogaltim asamasinda BA diizeyinin disiiriilmesi ve kiiltiir
kaplar1 icerisindeki nem diizeyinin diisiirlilmesine imkan veren kaplar kullanilarak

vitrifikasyonu sorununu ¢6zmek gerekmektedir.

Karadutun in vitro ¢ogaltimma yonelik olarak yapilan bu ¢alisma sonunda elde edilen
veriler dogrultusunda, baslangi¢ kiiltiiriinde daha diisiik diizeylerde kararma ve kallus
olusumu goriilen ‘A’ eksplant tipi digerlerine gore daha timitvar goriilmektedir. Ayni
eksplant tipinde baslangic kiltliriinde kullanilan 1 mg/LL BA konsantrasyonunun
0.5mg/L BA dozuna gore daha yiiksek slirme orani ve hemen hemen ayni oran kallus
olusturmasi nedeniyle daha avantajli oldugu gorilmiistiir. Cogaltim asamasinda,
cogalma ve vitrifikasyon oranlar1 dikkate alindiginda 3 mg/L BA konsantrasyonunun
‘A’ ve ‘B’ eksplant tiplerinde daha basarili oldugu goriilmiistiir. ‘C’ eksplant tipinde ise
baslangi¢ kiiltiiriinde BA konsantrasyonlarinda yiiksek oranda kallus, ve g¢ogaltim
asamasimnda ise yiiksek oranda vitrifikasyon goriilmesi nedeniyle, kullanilan BA
diizeylerinin yapilacak ¢aligmalar ile yeniden belirlenmesi gerekmektedir. Ancak genel
bir degerlendirme yapilacak olursa baslangi¢ asamasinda 1 mg/L BA, ¢ogaltma
asamasimnda ise 2 mg/L BA konsantrasyonunun ‘C’ eksplant tipinde daha timitvar

sonuglar verdigi soylenebilir. Koklendirme asamasinda kontrol uygulamalarinin,



yiiksek koklenme orani veren putresin uygulamalarina yakin degerler vermis olmasi,
caligilan karadut ¢esidinin in vitro koklendirilmesinde biiylimeyi diizenleyici

kullaniminin zorunlu olmadigini géstermistir.

In vitro da koklendirilen bitkicikler aklimatizasyon igin topraga aktarilmiglardir.
Yiriitiilen bu ¢alismada, karadutta in vitro yontemiyle tam bir bitki eldesi igin gegen

stire 20-22 hafta olmustur.
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