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Ozet: Bu arastirmada “Hayward” ve “Matua” kivi cesitlerinde mikro ¢ogaltim olanaklar
degerlendirilmistir. Baglangig kiiltiiriinde en basarili sonuglar, 2 mg/L BA, 22.5 g/L sukroz ve 7 g/L
difco-bacto agar ilave edilmis %4 doz MS ortamindan elde edilmistir. Elde edilen bulgular, her iki
cesitte de, in vitro kiiltiire baslamak i¢in siirglin ucu eksplantlarinin, tek bogumlu mikro geliklere
oranla daha avantajli oldugunu gostermistir. Bu nedenle siirgiin ¢ogaltim asamasinda sadece siirgiin
ucu eksplantlari kullanilmis ve farkli besin ortamlarinin eksplantlarda bilyiime ve ¢ogalma iizerine
etkileri incelenmistir. “Hayward” ¢esidinde, en yliksek ¢ogalma orani (5.3) ve siirgiin sayist (3.4);
sodyum fosfat (170 mg/L), adenin siilfat (80 mg/L), thiamin-HCI (0.3 mg/L), inositol (100 mg/L), BA
(2 mg/L), IBA (0.03 mg/L), sukroz (30 g/L) ve agar (6 g/L) ilave edilmis tam doz MS besin
ortamindan elde edilmistir. “Matua” kivi ¢esidinde ise maksimum g¢ogalma orani (5.22) ve siirgiin
sayisina (4.19) ulasabilmek i¢in s6z konusu besin ortaminin sivi formda kullanilmasi1 gerekmektedir.
Koklenmeyi temin etmek i¢in ¢ogalan kiiltiirlerden kesilen siirgiinler (>2cm), dnce bir seri IBA
¢ozeltisine bandirilmis, sonra 20 g/L sukroz ve 7 gr/L agar ilave edilmis 2 doz MS ortamina
aktarilmistir. En yiiksek koklenme oranlar1 “Hayward” g¢esidinde (%51.85) 20 mg/L IBA’nmn 15
saniye uygulamasi, “Matua” ¢esidinde (%70.37) ise 50 mg/L IBA’nin 2 saat uygulamas: ile
saglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Actinidia deliciosa, mikro ¢ogaltim, eksplant tipi, besin ortamlari, IBA.

Micropropagation of Kiwifruit Cultivars “Hayward” and “Matua”

Abstract: Possibilities of micropropagation of kiwifruit cultivars “Hayward” and “Matua” were
investigated in the present study. In the initiation culture, the best results were obtained from the %
strength MS medium supplemented with sucrose (22.5 g/L), difco-bacto agar (7 g/L) and BA (2
mg/L). In both cultivars, the results showed that shoot tip explants were more advantageous relative
to nodal cuttings in order to establish an in vitro culture. Therefore, at the proliferation stage of
culture only shoot tip explants were used and the effects of different culture media on growth and
proliferation of explants were evaluated. In “cv. Hayward”, the highest multiplication rate (5.3) and
shoot number (3.4) were obtained from the full strength MS medium (SA-K) supplemented with

Yiiksek lisans tezinden tiretilmistir.
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sodium phosphate (170 mg/L), adenine sulphate (80 mg/L), thiamine-HCI (0.3 mg/L), inositol (100
mg/L), BA (2 mg/L), IBA (0.03 mg/L), sucrose (30 g/L) and agar (6 g/L). However, in “cv. Matua”, it
was concluded that the above mentioned medium should be used in liquid form to reach maximum
multiplication rate (5.22) and shoot number (4.19). In order to induce rooting, shoots (>2cm) were cut
off from proliferating cultures and dipped in a series of IBA solutions and then transferred to the 'z
strength MS, supplemented with sucrose (20 g/L) and agar (7 g/L). The maximum ratio of rooting
was 51.85% in “cv. Hayward” with the 15 second treatment of 20 mg/L IBA, and it was 70.37% in
“cv. Matua” with the 2 hour treatment of 50 mg/L IBA.

Key Words: Actinidia deliciosa, micropropagation, explant type, culture media, IBA.

Giris

Kivi, generatif ya da vegetatif cogaltim metotlar1 ile cogaltilabilen bir bitkidir. Yine de
fidan tretiminde tohumla ¢ogaltim tercih edilmemektedir. Tohumdan elde edilen
populasyonda genetik varyasyon yiiksek olugu gibi, bitkinin dioik yapist geregi
populasyonun yaklasik %80’ini erkek, %20’sini disi karakterli bitkiler olusturmaktadir. Bu
nedenle kivi fidan1 diretiminde genellikle, vegetatif ¢ogalim tekniklerinden
yararlanilmaktadir (Tanimoto, 1994). Bununla birlikte biiyiik 6l¢ekli, hizli, ekonomik ve
kolay fidan tiretimi i¢in doku ve organ kiiltiirii teknikleri ile mikro ¢ogaltim onerilmektedir
(Kumar and Sharma, 2002). Mikro ¢ogaltim kisa siirede hizli bir kitlesel iiretim sagladigi
gibi, fenotipik ve genotipik acidan homojen, hastalik ve zararlilardan armndirilmis fidan
iiretimini de temin etmektedir (Wang ve ark., 1988; Marino ve Bertazza, 1990; Souad ve
ark., 1998).

Simdiye degin yapilan arastirmalar incelendiginde, kivide ¢ok farkli organ ve dokular
kullanilarak direk ve indirek organagenesis ile bitki rejenerasyonunun miimkiin oldugu
goriilmektedir (Kumar ve Sharma, 2002; Rugini ve Gutierrez-Pesce, 2003). Ancak indirek
organagenesisde siirgiin ¢ogaltimi kallustan saglandigi igin bitkilerin klonlanmasinda
sakincali goriilmektedir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri, genetik stabilitenin kontrol
edilememesidir (Kumar ve Sharma, 2002). Nitekim Prado ve ark. (2007)’nin yaprak ayasi
ve sapmdan alman eksplantlarda inderek organagenesis yolu ile iretilen erkek kivi
genotiplerinde yapmis oldugu AFLP analizleri, doku kiiltiiriinde iiretilen bitkiler ile anag
bitkiler arasinda genetik varyasyon oldugunu gostermistir.

Bu nedenle kivilerin klonal iiretiminde in vitro siirgiin ¢ogaltimimin aksiller tomurcuk
olusumu ile saglandig kiiltlir sekilleri tercih edilmektedir. Bu amagla kivilerde eksplant
olarak koltuk alt1 (aksiler) tomurcuklart veya koltuk alti tomurcugu iceren tek bogumlu
mikro gelikler ile siirgiin uglarmin kullanildig1 goériilmektedir (Monette, 1986; Wang ve
ark., 1988; Marino ve Bertazza, 1990; Wiyaporn ve ark., 1990; Pedroso ve ark., 1992; Ding
ve ark., 1997; Kumar ve ark., 1998; Souad ve ark., 1998). Ancak siirgiin ¢ogaltimi
bakimindan baslangi¢ materyali olarak hangi eksplant tipinin daha istiin oldugu
bilinmemektedir.

Hangi eksplant tipi segilirse secilsin mikro cogaltim yontemi ile {retilmis tam bir
bitkiye ulasabilmek i¢in; baslangic kiiltiirii, siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirme olmak iizere
ic temel asamanin basari ile tamamlanmasi gerekmektedir. Bu ii¢ asamada da basariy1
etkileyen temel faktorlerden biri kullanilan besin ortaminin bilesimidir. Kivide baslangic

6
ortami olarak bazi arastirmacilar IBA (indole 3-butirik asit) ve BA (N -Benziladenin)
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ilaveli tam doz, bazilart ise BA ve GA; (gibberellik asit) ilaveli % doz MS (Murashige and
Skoog ) ortami onermektedir (Monett, 1986, 1987; Marino ve Bertazza, 1990; Kyte ve
Kleyt 1996). Siirgiin ¢ogaltim asamasinda, genel olarak tam doz MS besin ortami
kullaniliyor ise de Marino ve Bertazza (1990), MS ortaminin myo-inositol, nikotinik asit,
pyridoxine, HCI, glycine, thiamine HCl ve biiylimeyi diizenleyici maddeler ile
zenginlestirilmesini ve agar ilavesiyle hazirlanmasini; Kyte ve Kleyt (1996) da sodyum
fosfat, adenin siilfat, inositol, thiamin HCI ve biiylimeyi diizenleyici maddeler ile
zenginlestirilmesini, fakat sivi halde kullanilmasini 6nermistir. Moncalean ve ark. (1999)
ise bunlarin tam tersine, fosfat kapsami harig¢, tam doz MS ortaminin 6zellikle sivi
hazirlandig1 durumlarda kivi i¢in gereginden fazla zengin oldugunu belirlemistir.

Bu agamada arastirmacilarin ¢cogu aksilleri dallanmay1 tesvik etmek igin tek basina ya
da kombinasyonlar halinde zeatin, kinetin, IAA (indol asetik asit), IBA, BA ve GA; gibi
biiylimeyi diizenleyici maddelerin kullanimmi 6nermektedir (Wessels ve ark., 1984;
Monett, 1986, Marino ve Bertazza, 1990; Nachtigal ve ark., 1995; Kyte ve Kleyn, 1996;
Ding ve ark., 1997; Sotiropoulos ve ark. 2006). Ancak arastirmalarin sonuglari ayni gesitte
bile ortak bir bilylimeyi diizenleyici madde ve dozunu isaret etmemektedir. Hatta Pedroso
ve ark. (1992), biiylimeyi diizenleyici maddelerden ari MS ortamimni tavsiye etmis ve 1
mg/L zeatin + 0.05 mg/L IAA ilavesinin kiiltirde %18 oraninda anormal siirgiin
gelismesine neden oldugunu bildirmislerdir.

Koklendirme ortami tercihleri agisindan da durum farkli degildir. Bazi aragtirmalarda
kivi i¢in koklendirme ortami olarak MS, tam doz kullanilirken (Wessels ve ark., 1984;
Wang ve ark., 1988; Canhoto ve Cruz, 1989; Kumar ve ark., 1998); bazi aragtirmalarda %2
doz kullanilmistir (Wiyaporn ve ark., 1990; Ding ve ark., 1997; Nasib ve ark., 2008). Kyte
ve Kleyn (1996) bu asamada inositol ve thiamin HCI ile zenginlestirilmig, sukroz orani
azaltllmis % doz MS kullanimmi Onerirken; Marino ve Bertazza (1990) ¢ok daha
zenginlestirilmis tam doz MS besin ortamini tercih etmiglerdir.

Kivide koklenmeyi tesvik etmek amaciyla biiylimeyi diizenleyici maddelerin ya besin
ortamina ilave edildigi ya da koklendirme ortamina dikilmeden 6nce dogrudan eksplantlara
uygulandigi goriilmektedir. Tatminkar bir koklenme orani igin Wessels ve ark. (1984) MS
ortamina 10 mg/L, Canhoto ve Cruz (1989) 1 mg/L, Ding ve ark. (1997) 0.7 mg/L, Nasib
ve ark. (2008) ise 0.2 mg/L IBA ilave edilmesini 6nermislerdir. Bunlardan farkli olarak
Wiyaporn ve ark. (1990), koklenme bakimindan en iyi sonuglarin 0.5 mg/L BA + 0.5 mg/L
NAA (naftalen asetik asit) ilave edilmis MS ortamindan, Kumar ve ark. (1998) ise 1 mg/L
IAA ilave edilmis MS ortamindan alindigin1 bildirmistir.

Oysa Wang ve ark. (1988), 2 saat siire ile 20 mg/L IBA c¢dzeltisinde bekletilen
stirgiinlerde, 10 gilin i¢inde koklenmenin bagladigini ve %90 oraninda koéklenme elde
edildigini bildirmektedir. Ayni dozdaki IBA uygulamasinda bekleme siiresini farkli
yazarlar sirasi ile 30 saniye, 5 dakika ve 24 saat olarak Onermislerdir (Kamenicka ve
Rypak, 1990; Sammarcelli ve Legave, 1990; Pedroso ve ark., 1992). Monette (1986) ise
IBA’nin birkag¢ saniye siireyle uygulanan 5, 10 ve 20 mg/L dozlar1 arasinda farklilik
olmadigini, ii¢ uygulama neticesinde de %50 koklenmeye ulasildigini bildirmektedir. Oysa
Xiao ve ark. (1991), uygulama siiresi ve dozunun arttirilmasi ile (2 saat, 50 mg/L IBA)
Hayward kivi ¢esidinde %80 oraninda kdklenme temin edilebilecegini belirlemislerdir.

Yapilan arastirmalar incelendiginde gerek kiiltliriin farkli asamalarinda (baslangic,
siirgiin ¢ogaltimi ve koklenme) kullanilacak besin ortamlarmin bilesimleri, gerekse
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cogalma ve koklenmeyi tesvik etmek amaci ile kullanilan biiylimeyi diizenleyici maddeler
ve konsantrasyonlar1 konusunda bir mutabakata varilamadigi goriilmektedir. Dolayisiyla
literatiirden faydalanarak kivinin klonal ¢ogaltimini saglayacak rutin bir mikro ¢ogaltim
programi olusturulmak miimkiin degildir. Bu nedenle iilkemiz kosullarina uygun bir mikro
cogaltim metodunun gelistirilmesi ve pratige aktarilmasi gerekmektedir.

Bu ¢aligmada, Hayward ve Matua kivi ¢esitlerinde rutin bir mikro ¢ogaltim programi
olusturmak amaci ile uygun eksplant tipi, baslangi¢ ve siirgiin ¢ogaltim asamalarinda
kullanilabilecek en uygun besin ortamlar ile kdklenmenin tesvik edildigi en uygun IBA
doz ve uygulama siiresinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Arastirmada materyal olarak Hayward (disi) ile ona dolleyici olarak kullanilan Matua
(erkek) kivi ¢esitleri (Actinidia deliciosa) kullanilmigtir. Mikro g¢ogaltim denemeleri
baslangig, siirgiin ¢ogaltimi ve kdklendirme olmak tizere 3 farkli asamada gergeklestirilmis;
her agamada kullanilan materyal ve yontemler asagida verilmistir.

Baslangi¢ Kiiltiirii

Bu agamada siirgiin ucu (shoot tip) ve tek bogumlu mikro ¢elik (nodal cutting) olmak
iizere iki farkli eksplant tipi kullanilmistir. Tiim eksplantlar vegetasyon baslangicinda
siirglinlerin u¢ kisimlarindan alinan 4-5 cm uzunlugundaki yesil ¢eliklerden hazirlanmistir.
Yesil celiklerden 1-1.5 cm uzunlugunda siirgiin uglar ¢ikartildiktan sonra, siirgiin ucuna
yakin 3 ila 5. bogumlardan tek bogumlu mikro ¢elikler hazirlanmistir.

Yiizey sterilizasyonuna eksplantlarin akan su altinda 30 dakika yikanmasiyla
baglanmigtir. Daha sonra % 70’lik etil alkolde (15 saniye) tutulan eksplantlar steril distile su
ile calkalanarak, Tween 20 ilave edilmis % 5’lik sodyum hipoklorit (NaOCI, ticari)
cozeltisine almmustir. Sodyum hipoklorit uygulamas1 10’ar dakikalik siirelerle, iki kez
tekrarlanmig ve eksplantlar steril distile su ile calkalanarak (3 kez) yiizey sterilizasyonu
tamamlanmistir. Sterilizasyondan sonra aseptik kabine alinan tek bogumlu eksplantlar,
bogumun alt ve {ist kismindan, materyal 0.4-0.6 cm kalacak sekilde; siirgiin uglari ise dip
kismindan, materyal 0.7-1.0 cm kalacak sekilde, kesilerek dikime hazirlanmistir.

Baslangig kiiltiiriinde dikim ortami olarak esit miktarlarda sukroz (22.5 g/L) ve BA (2
mg/L) ilave edilmis % doz Murashige ve Skoog (MS; M-5519, Sigma Chemical Co.) besin
ortaminin katt (7g/L difco-bakto agar ilavesi ile katilagtirilmis) ve sivi formlari
kullanilmistir. Kat1 olan ortam “B-K”, s1vi olan ise “B-S” olarak adlandirilmstir.

Besin ortamlarinin pH’s1, ortam sicakligi 70°C’e ulasmadan 6nce, 5.8’e ayarlanmustir.
Hazirlanan ortamlar 25 x 150 mm’lik kiiltiir tiiplerine, yaklagik 15 ml olacak sekilde
doldurulmus; sivi besin ortaminda, eksplantlari tagimasi i¢in kagit kopriler kullanilmistir.
Kiiltiir tiiplerine doldurulan besin ortamlar1 daha sonra 121°C’de, 1.5 p.s.i. basmgta 15
dakika stireyle sterilize edilmistir.

Kiltiir tiiplerinde besin ortamlarina, her tiipte bir eksplant olacak sekilde dikim
yapilmis; deneme, her bir ¢esit, eksplant tipi ve besin ortaminda 3 tekerriir ve tekerriirde 10
tiip olacak sekilde kurulmustur.
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Dikim sonrasi iklim dolabina yerlestirilen eksplantlar, 4 hafta siireyle 25£1°C’de, 16
saat fotoperiyotta florasan lamba altinda (30-35 pmol m? S™) kiiltiire almmustir. 4 haftalik
gelisme periyodu neticesinde, baslangi¢ kiiltiiriinde kullanilan besin ortamlar1 ve eksplant
tiplerinin karsilastirilmas1 amaciyla, eksplantlarda kontaminasyon orani (%), kararma orani
(%), kallus gelisme orani (%), slirme orant (%), siirgin uzunlugu (mm) ve bogum
sayisi/siirgiin parametrelerine bakilmistir.

Siirgiin Cogaltimi

Bu asamada eksplant olarak, 0.7-1.0 cm uzunluga ulagmis, tek bogumlu siirgiinler
(shoot tip) kullanilmistir. Bu siirgiinler, baslangi¢ kiiltliriinde tanimlanan siirgiin ucu
eksplantlarinin 4 haftada bir “B-K” besin ortaminda alt kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir.
Kiiltiir kosullart baslangi¢ agsamasinda belirtildigi gibidir.

Siirglin ¢ogaltim asamasinda, esit miktarlarda BA (2 mg/L), IBA (0.03 mg/L) ve
sukroz (30 g/L) ilave edilmis 4 farkli besin ortami1 denenmistir. Bu asamada denenen “SA-
S ortami, 170 mg/L sodyum fosfat, 80 mg/L adenin siilfat, 0.3 mg/L thiamin HCL ve 100
mg/L inositol ilave edilmis, tam doz MS besin ortaminin sivi halidir. “SA-K” ortami ise
“SA-S” ortaminin 6 g/L agar ilavesi ile katilagtirilmis halidir. “SB-S” olarak adlandirilmis
olan; tam doz MS besin ortamidir ve sividir. “SB-K” ortami ise 6 g/L agar ilave edilerek
katilagtirilan tam doz MS besin ortamidir. Besin ortamlarmin pH’s1 baslangi¢ kiiltiir
ortamlarinda oldugu gibi 5.8’e ayarlanmuigtir. Hazirlanan ortamlar, 150 ml’lik cam kiiltiir
kavanozlarma yaklagik 30 ml olacak sekilde doldurulmustur. Stvi halde olan “SA-S” ve
“SB-S”ortamlarinda, eksplantlar1 tagimasi igin, kavanozlarin tabanma kagit kopriiler
yerlestirilmistir. Ortam sterilizasyonu baglangig kiiltiiriinde belirtildigi gibidir.

Kiiltiir kavanozlarinda besin ortamlarna, her kavanozda 3 eksplant olacak sekilde

dikim yapilmis; deneme, her bir ¢esit ve besin ortaminda 3 tekerriir ve tekerriirde 3 kavanoz
olacak sekilde diizenlenmistir.

Dikim sonrasi eksplantlar baslangi¢ kiiltiiri ile ayni kosullara sahip iklim dolabinda
kiiltire alinmustir. 4 haftalik gelisme periyodu sonunda ortamlarindan ¢ikartilan
eksplantlarda eksplant taze agirhigi (mg), ¢cogalma orani (%), siirgiin sayisi/eksplant, 3 >
bogumlu siirgiin sayisi/eksplant, siirgiin uzunlugu (mm) ve yaprak sayisi/siirglin
parametrelerine bakilmistir.

Koklendirme

Bu agamada eksplant olarak 2-3 bogumlu (>2cm) siirgiinler kullanilmistir. Bu
siirglinler, siirglin ¢ogaltim asamasinda tanimlanan siirglin ucu eksplantlar1 ile “SA-K”
ortaminda yapilan alt kiiltiirler neticesinde elde edilmistir.

Koklendirme agamasinda eksplantlar, 20 g/L sukroz ve 7 gr/L agar ilave edilmis %2 doz
MS (M-5519, Sigma Chemical Co.) besin ortamina dikilmistir. Kiiltiir ortami1 olarak 8 cm
yiikseklikte 300 ml’lik cam kavanozlar kullanilmig, her kavanoza yaklasik 65 ml besin
ortam1 konulmustur. Besin ortaminin pH ayarlamasi ve sterilizasyonu daha onceki
asamalarda belirtildigi gibi yapilmustir.

Besin ortamina dikilmeden once eksplantlara kdklenmeyi tesvik etmek amaciyla, farkli
konsantrasyonlarda IBA uygulanmistir. Hayward kivi g¢esidine ait eksplantlar IBA’nin 0,
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10, 20, 30, 50 mg/L dozlarinda 15 saniye, 20 mg/L dozunda 2 saat; Matua kivi ¢esidine ait
eksplantlar ise 0, 10, 20, 50, 60 mg/L IBA c¢ozeltilerinde 15 saniye, 50 mg/L IBA
¢Ozeltisinde 2 saat bekletilmistir.

Deneme, her bir gesit ve IBA uygulamasi igin 3 tekerriir ve her tekerriirde 3 kavanoz
olacak sekilde diizenlenmis; her kavanozda besin ortamlarina 3 adet eksplant dikilmistir.

Eksplantlar, daha oOnceki mikro ¢ogaltim asamalarinda belirtilmis olan kiiltiir
kosullarinda, 5 hafta siireyle koklenmeye terk edilmistir. Koklenmenin temini agisindan en
uygun IBA uygulamasinin tespit edilebilmesi amaciyla, kiiltiir siiresince ve kiiltiir siiresinin
sonunda, eksplantlarda kdklenme orani (%), kok sayisi / siirgiin ve kdk uzunlugu (mm) ile
koklenmeye kadar gecen giin sayisi belirlenmistir. Varyans analizleri yapilirken kdklenme
meydana gelmeyen uygulamalar i¢in, maksimum siire olan 35 giin degeri kullanilmigtir.

Denemeler neticesinde elde edilen tiim verilerin varyans analizleri 0.05 onemlilik
seviyesinde ve Barnes bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasindaki
farkliliklar ise Mstat-C bilgisayar programinda, 0.05 6nemlilik seviyesinde LSD testi ile
saptanmuistir.

Arastirma Sonuglar1 ve Tartisma

Baglangi¢ kiiltiiriinde karsilagilan en 6nemli sorunlardan biri kontaminasyonlardir.
Hayward kivi ¢esidinde kontamine olmus eksplantlarin orani, istatistiki agidan onemli
bulunmasa da, kullanilan besin ortami ve eksplant tipine bagli olarak %10 ile %30 arasinda
degismistir. Matua ¢esidinde de durum pek farkli degildir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Hayward kivi ¢esidinde farki eksplan tipi ve besin ortamlarinin, baslangic
kiiltiirti agamasinda incelenen parametreler tizerine etkileri.

Eksplant Besin Kontaminasyon Kararma glzﬁl;::li Siirme Siirgiiil Bogum
tipi ortami orani orami oran oran1 uzunlugu Sflylil/
(%) (%) (%) (%) (mm) siirgiin
B-A 10.00 33.33  0.00 b* 53.33 17.10a 1.97
Stirgin Ucu  B-B 30.00 60.00 0.00 b 40.00 18.50 a 1.33
Tek bogumlu ~ B-A 10.00 10.00 70.00 a 3.33 14.00 a 1.33
mikro ¢elik  B-B 20.00 4333 40.00 @ 0.00 0.00 b 0.00
ANOVA
Eksplant tipi (A) od od *x *ok ok *ok
Besin Ortami (B) od ek ok ok *% ok
AxB od od ok od *E od

Incelenen parametreler bazinda eksplant tipi x besin ortami interaksiyonu bakimindan ortaya ¢ikan
farkliliklar gostermektedir (P<0.05).

Bagslangi¢ kiiltiiriinde, eksplant tipi ve besin ortamina bagl olarak, %3.33 ile %30
arasinda kontaminasyon tespit edilmistir. Her iki ¢esitte de siirgiin ucu eksplantlarinin kati
MS ortaminda kiiltiire alinmasi stiinlilk sagliyorsa da yiizey sterilizasyonun mutlak basari
saglamadigina isaret etmektedir. Monett (1986), yiizey sterilizasyonu ve meristem
izolasyonuna ragmen kivide anag bitkilerden gelen Aerococcus sp. ve Baccillus fastidiosus
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bakterilerinin elimine edilemedigini; bununla birlikte, ortamda gelisen bakterilerin mikro
cogaltimi etkilemedigini bildirmistir. Tezcan ve ark. (2001) ise Hayward kivi ¢esidinin
baslangic kiiltlirtinde, yillara bagli olarak, %1.7 ile %12.0 arasinda degisen oranlarda
bakteriyel bulasma oldugunu, asil problemin basta Alternaria spp. olmak iizere, Fusarium
spp. ve Penicillium spp. gibi fungal etmenlerden kaynaklandigini belirlemislerdir.
Aragtiricilar bu kontaminasyonlarin 6niine gegcmek bakimindan, eksplant alinmadan 10 giin
once, omcalarin 200 g/100 L chlorothanil ile ilaglanmasinin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Baslangig kiiltiiriinde basarty: etkileyen bir diger sorun da eksplantlarin kararmasidir.
Hayvard kivi g¢esidinde eksplantlarin kararmasi ile ilgili olarak eksplan tipinden g¢ok
kullanilan besin ortaminin belirleyici oldugu tespit edilmistir. Besin ortaminin sivi olmast
her iki explant tipinde de kararmay tesvik etmistir (Cizelge 1). Matua ¢esidinde de sivi
besin ortaminin kararmayr tesvik ettigi, bununla birlikte siirgiin ucu eksplantlarinin
kararmaya daha temayiillii oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2).

Aksiller tomurcuk olusumunun tesvik edildigi in vitro ¢ogaltim tekniklerinde, direk
organegenesis ile siirgiin ¢ogaltimi amaglandigindan, eksplantlarin kallus olusturmasi
arzulanmaz (Mansuroglu ve Giirel 2001). Bu acidan degerlendirildiginde Hayward
¢esidinde siirglin ucu eksplantlarinda hi¢ kallus gelisimi olmazken, tek bogumlu mikro
celiklerde hem kati (%40) hem de sivi ortamda (%70) kallus gelisimi gdzlenmistir. Bu
durum kiiltiiriin basarisini1 olumsuz yonde etkilemis, tek bogumlu mikro ¢eliklerde 4 hafta
sliresince siirme meydana gelmemistir. Matua kivi c¢esidinde de benzer durum gozlenmis,
tek bogumlu mikro celiklerin, &zellikle sivi MS ortaminda (% 90) asirt kallus gelisimi
nedeni ile siiremedigi belirlenmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Matua kivi ¢esidinde farki eksplant tipi ve besin ortamlarinin baslangi¢ kiiltiiri
asamasinda incelenen parametreler {izerine etkileri.

. Kontaminasyon Kararma Kz{llus Siirme Siirgiin  Bogum
. . Besin gelisme <
Eksplant tipi orani orani orami Uzunlugu, sayist/
ortami orani L
(%) (%) o (%) (mm) siirgiin
(%)
Siireiin Ucu BA 3.33 b* 90.006  0.00c 50.00 14.80a 1.23 a
& BB 26.67 ab 100.00a 6.67c¢ 30.00 0.005 0.00 b
Tek bogumlu BA 30.00 a 0.00d 90.00a 10.00 0.00b 0.00 b
micro gelik BB 20.00 ab 26.67c 50.006 3.33 3300 0.67 ab
ANOVA
Eksplant tipi (A) od *x *x ** ** od
Besin Ortami (B) od ok ok ok *ox od

Incelenen parametreler bazinda eksplant tipi x besin ortamu interaksiyonu bakimindan ortaya ¢ikan
farkliliklar gostermektedir (P<0.05).

Wiyaporn ve ark. (1990) Bruno, Pedrosa ve ark. (1992) Hayward kivi ¢esidinde tek
bogumlu eksplantlardan, birkag istisna diginda, siirglin elde edilemedigini bildirmiglerdir.
Diger bazi ¢ok yillik bahge bitkilerinin tersine, kivilerde kallustan siirgiin formasyonu ¢ok
uzun siirmektedir. Yapilan arastirmalar kallustan tomurcuk olusumunun alt1 ay (Barbieri ve
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Morini, 1988), siirgiin formasyonunun ise bir yil siirebildigini gostermistir (Sammarcelli ve
Legave, 1990). Siirme orani (% 53.33), siirgiin uzunlugu (17.10 mm) ve bogum sayis1
(1.97) acisindan degerlendirildiginde Hayvard kivi cesidinde en iyi sonuglar “BA”
ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlarindan elde edilmistir (Cizelge 1).

Siirme oran1 (% 50), siirgiin uzunlugu (14.80 mm) ve bogum sayisi (1.23) ile ilgili
olarak Matua kivi ¢esidinde de benzer sonuglar elde edilmis; siirgiin ucu eksplantlarinin tek
bogumlu mikro ¢eliklere, “BA” besin ortaminin da “BB” ortamima gore daha basarilt
oldugu belirlenmistir (Cizelge 2). Elde edilen bulgular Hayvard ve Matua kivi ¢esitlerinin
in vitro kosullarda klonal tiretimi i¢in baslangic kiiltiiriinde dikim ortami olarak sukroz
(225 g/L) ve BA (2 mg/L) ilave edilmis %% doz MS besin ortaminin kati formda
kullanilabilecegini gdstermistir.

Siirglin ¢ogaltim asamasiyla ilgili olarak elde edilen bulgular degerlendirildiginde;
Hayward kivi ¢esidinde, incelenen tiim parametreler agisindan sodyum fosfat, adenin siilfat,
thiamin HCL ve inositol ilave edilerek zenginlestirilmis MS besin ortamlarimin (SA-K ve
SA-S), diger iki besin ortamina gore daha avantajli oldugu goriilmektedir (Cizelge 3). “SA-
S” ve “SA-K” besin ortamlar1 karsilastirildiginda ise eksplant agirligi, cogalma orani,
sirglin uzunlugu ile yaprak sayisi1 bakimindan “SA-K” ortaminin tercih edilmesi
gerekmektedir. “SA-S” ortaminin tercih edilmeyisinin en 6nemli sebebi, sivi ortamlarda
kiiltiir yapilmasinin daha fazla el isciligi gerektirmesidir. Geng siirgiinlerin “SA-K” besin
ortaminda kiiltiire alinmasi ile 4 hafta gibi kisa bir siirede, eksplantlarda ¢ogalma orani
5.3’e yilikselmis ve her bir eksplantta ana bitkiden ayrilarak koklenme ortamina
aktarilabilecek nitelikte (ortalama 28.65 mm uzunlukta) 3.4 adet siirgiin geligmistir. Bu
stirgiinlerin 1.89 adeti 3 > boguma sahiptir. Burada siirgiin ¢ogaltimi agisindan ulasilan
maksimum degerler literatiirdeki ¢aligmalar ile uyum igerisindedir. Hayvard kivi ¢esidinde
en iyi sonucu verdigi belirtilen besin ortamlarinda maksimum ¢ogalma oranlarinin 4.5 ile
5.9, 2 mm ve iizerinde uzunluga sahip siirgiin sayilarmin ise 3.12 ile 3.78 arasinda degistigi
bildirilmektedir (Monette, 1986; 1987; Marino ve Bertazza, 1990; Sotiropoulos ve ark.,
2006).

Cizelge 3. Hayward kivi gesidinde farkli besin ortamlarinin siirgiin ¢ogaltim asamasinda
incelenen parametreler lizerine etkileri.

Eksplant o < -
>

Besin taze Cogalma Siirgiin sayisi 3 » I?.Ogumlu Surgu? Yaprak
N orani siirgiin sayisy/ uzunlugu sayis1/

ortam agirhg / eksplant L
(%) eksplant (mm) siirgiin

(mg)

S4-S 1078.46 b*  4.45ab 411a 1.89 25.37 ab 3.17

S4-K 1309.20 a 530a 3.41 ab 1.89 2865 a 3.22

SB-S 540.24 ¢ 4.11 ab 3.67a 1.48 22.09 b 2.65

SB-K 726.56 ¢ 3415 244 b 1.11 26.05 ab 2.65

“Iincelenen parametreler bazinda besin ortamlari bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklart gostermektedir (P<0.05).

Matu kivi ¢esidinde, Hayward’ i aksine, en iyi sonuglar sivi besin ortamlarindan (SA-
S ve SB-S) elde edilmistir (Cizelge 4).
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Cizelge 4. Matua kivi cesidinde farkli besin ortamlarinin siirglin ¢ogaltim asamasinda
incelenen parametreler iizerine etkileri.

Eksplant o o R
>
Besin taze Cogalma Siirgiin sayis1 / 3{._ ]§0gumlu Surguzl Yaprak
. orani siirgiin sayisy/ uzunlugu sayisy/
ortami agirh@ eksplant L
(mg) (%) eksplant (mm) Siirgiin
S54-S 1014.87 a* 522a 4.19a 3.04a 30.52a 3.08 ab
SA4-K 1079.38 a 637 a 341 ab 2.04b 23.53b 325a
SB-S 688.12 ab 3.48 b 3.19 ab 1.67 bc 20.56 b 2.63b
SB-K 361.33 b 3.15b 2.78 b 1.07 ¢ 21.59b 270 b

* Incelenen parametreler bazinda besin ortamlar1 bakimindan ortaya gikan farklihiklar1 gdstermektedir (P<0.05).

Bu iki ortam kiyaslandiginda ise, 6zellikle siirglin sayisi, 3 > siirglin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve yaprak sayisi bakimindan, fosfat, adenin siilfat, thiamin HCL ve inositol
ilavesi ile zenginlestirilmis tam doz MS besin ortamimin (SA-S) daha avantajli oldugu
goriilmektedir. Monette (1986, 1987)’nin bulgular1 da bu yondedir. Matua ¢esidine ait geng
siirglin uglarinin s6z konusu besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile 4 hafta sonunda, ¢cogalma
oraninin 5.22°e ulastig1 ve her bir eksplantta koklendirme ortamina aktarilabilecek nitelikte
(ortalama 30.52 mm uzunlukta) 4.19 adet siirgiin gelistigi belirlenmistir. Bu siirglinlerin
3.04 adedi de 3 > boguma sahiptir. Siirgiin ¢ogaltim agamasinda kullanilan kivi gesitlerinin
performanst kiyaslandiginda, genel olarak, Matua kivi ¢esidinde ¢ogalma orani ve siirgiin
formasyonun daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Spasenoski ve Neskovic (1987) de erkek
kivi bitkilerinde ¢ogalma oraninin yiiksek oldugunu belirlemistir.

Koklendirme asamasiyla ilgili olarak elde edilen bulgular, literatiirde belirtildigi gibi,
kivilerde koklenmenin temin edilmesi bakimindan biliylimeyi diizenleyici madde
kullaniminin zorunlu oldugunu gostermistir (Cizelge 5 ve 6).

Cizelge 5. Hayward kivi ¢esidinde farkli IBA uygulamalarinin kdklenme iizerine etkileri.

IBA uygulamalari Koklenm .. Kok
Uygulama di)gzu Uygulama 00":“1 : Kﬁklenmf: ye kadar Ko‘l‘( . “Z““(;UQU

(mg/L) siiresi (%) Begen BN sayist  sayssustirgin )

0 (Kontrol) 15 sn 11.11 b* 32.81 ab 0.33 b 11.00 ¢

10 15 sn 741b 33.74 ab 1.00 b 12.67 ¢

20 15 sn 51.85a 13.26 ¢ 1.30 b 26.70 a

30 15 sn 3.70 b 3430 a 0.33 b 435d

50 15 sn 22.22 ab 30.30 b 1.11b 17.94 b

20 2h 40.74 a 1247 ¢ 4.03 a 19.11 b

* [ncelenen parametre bazinda IBA uygulamalar bakimindan ortaya ¢ikan farklihklar: gostermektedir (P<0.05).
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Cizelge 6. Matua kivi ¢esidinde farkli IBA uygulamalariin kdklenme tizerine etkileri.

IBA uygulamalari h! !
Uygulama d}(,)gzu Uygulama KO(:(FI ::lllme Kﬁklenmf ve kadar Kﬁ.l.( .. llZlIl(n(illigu
(mg/L) siiresi (%) geeen gun sayist sayisy/siirgiin (mm)
0 (Kontrol) 15 sn 0.00 c* 35.00 a 0.00 e 0.00 d
10 15 sn 14.81 b 31.71 b 1.33d 28.50 a
20 15 sn 2222 b 30.92 bc 2.17d 19.72 ¢
50 15 sn 59.26 a 14.00 d 3.87d 26.92 a
60 15 sn 2592 b 2945 ¢ 5.78 b 21.22 be
50 2h 7037 a 13.57d 8.50 a 26.32 ab

* [ncelenen parametre bazinda IBA uygulamalar1 bakimindan ortaya ¢ikan farklihiklar1 gdstermektedir.

Hayward kivi gesidinde en yiiksek koklenme oranlar1 20 mg/L IBA uygulamalarindan
(15 saniye ve 2 saat) elde edilmistir. Uygulama siiresinin arttirilmas: kdklenme oranini
azaltmus, fakat kok sayisini arttirmistir. 20 mg/L IBA’nin 15 saniye siireyle uygulanmast ile
Hayward kivi ¢esidinde koklenme orani %51.85°e ulagmus, bitkilerde ortalama 1.3 adet ve
26.7 mm uzunlugunda kok olusumu saglanmigtir. Koklenmeye kadar gegen siire ise 13.20
giin olmustur. Matua kivi ¢esidi ise koklendirme asamasinda Hayward’a oranla daha iistiin
performans gostermis ve en yiiksek kdklenme oranlar1 50 mg/L IBA uygulamalarindan (15
saniye ve 2 saat) elde edilmistir. 50 mg/L IBA’nin 2 saat uygulanmasi ile koklenme orani
%70.37°e ulagmus, bitkilerde ortalama 8.5 adet ve 26.32 mm uzunlugunda kék olusumu
saptanmistir. Bununla birlikte koklenmeye kadar gecen siire Hayward cesidi ile ayni
olmustur.

Literatiirde, kullanilan biiylimeyi diizenleyici madde ve dozuna bagh olarak, kivilerde
koklenme oranlarinin %50 ile %100, koklenme siiresinin ise 10 ile 25 giin arasinda
degistigi bildirilmektedir (Wessels ve ark., 1984; Canhoto ve Cruz, 1989; Marino ve
Bertazza, 1990; Ding ve ark., 1997; Kumar ve ark., 1998). Monette (1986), 20 mg/L
IBA’ya hizli daldirma ile %50 kdklenme oldugunu bildirirken; Wang ve ark. (1988), ayn1
konsantrasyonda 2 saat bekletilen siirgiinlerde %90 koklenme oldugunu belirlemislerdir.
Xiao ve ark. (1991) ise 2 saat, 50 mg/L IBA uygulamasmin Hayward kivi gesidinde %80
oraninda koklenme temin edilebilecegini bildirmislerdir. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerin
koklenme tizerine etkileri bakimindan ortaya ¢ikan bu farkliliklar; koklenmede kullanilan
cesit, koklendirme ortami ve g¢evre kosullarinin da etkili olabilecegine isaret etmektedir.
Burada 6rneklenen ¢alismalarda gesit farkliligi oldugu gibi, her arastirmanin kendine 6zgii
koklendirme ortamlarina sahip oldugu goriilmektedir.

Literatiirde, biiylimeyi diizenleyici maddelerin kok kalitesi iizerine etkileri bakimindan
da farkli sonuglar elde edilmistir. Monett (1986), bir arastirmasinda IBA konsantrasyonuna
bagh olarak kok sayisinin 4.5 ile 15.9, uzunlugunun ise 26.6 ile 34.9 mm arasinda
degistigini bildirirken; bir bagka arastirmasinda kiiltiiriin muhafaza siiresine bagli olarak 5
mm ve daha uzun kok sayisinin 0.1 ile 2.2 arasinda degistigini belirlemistir (Monette 1987).
Marino ve Bertezza (1990) gesitlere ve IBA konsantrasyonlarina bagl olarak kok sayisini
2.67-15.24, kok uzunlugunun da 9.31-12.82 mm arasinda degistigini tespit etmistir.

Burada yiiriitiilen ¢aligmada kdklenme bakimindan tatminkar sonuclar elde edilmigse
de, yeni yapilacak arastirmalar ile 6zellikle Hayward kivi ¢esidinde kdklenme orani ve kok
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kalitesini iyilestirecek besin ortamlar1 ve bilyiimeyi diizenleyici madde uygulamalarinin
gelistirilmesi gerekmektedir.
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