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Bu ¢alismada, Isabella iiziim ¢esidinden alinan 1 mm
uzunluktaki meristem uglari ile 2-3 yaprak taslagin
iceren siirgiin uglar1 eksplant olarak kullanilarak
doku
gerceklestirilmistir. Siirglin uglar: siirgiin olusturma

kiltiri ortaminda cogaltma
asamasinda (kardeslenme) MS ortamina 0, 1, 2, 3 ve
4 mg/l dozlarinda BA

tiiplerinde kiiltire alinmistir. Bitkicikler iicer hafta

ilavesi yapilmis deney

ara ile taze ortama aktarilmis ve bu islem 5. alt
kiiltiire kadar devam ettirilmistir. Ko6klendirme
asamasinda ise ortamdan BA ¢ikarilmis ve IBA’ in 0,
0.5, 1, 2 ve 4 mg/l konsantrasyonlar1 eklenerek
koklenmeleri incelenmistir. Denenen BA dozlan
arasinda en yiiksek bitki basina ortalama siirgiin
sayisi, 5. alt kiltirde 1 mg/ BA ilave edilen MS
ortamindan elde edilmistir. En yiiksek koklenme
oran1 ve gelisim parametreleri acisindan ise en
uygun koklendirme ortami 2 mg/l IBA olarak tespit
edilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Vitis labrusca, doku kiltird,
slirgilin ucu, benziladenin, indol butirik asit

In vitro propagation of Isabella (Vitis labrusca)
grape cultivar by shoot tips

Abstract

This sudy was carried out at the tissue culture
laboratory of Horticultural Department, Agricultural

Faculty, Ordu University between 2013 and 2014. In
this study, shoot tips containing 2-3 draft leaves and
meristematic tips in 1 mm length were used as
explant in Isabella grape cultivars. Shoot tips were
cultured in MS medium containing 0, 1, 2, 3 and 4
mgl! doses of BA during the shoot formation.
Plantlets
triweekly and this process was continued until the

were transferred to fresh medium
5th subculture. In the rooting stage, BA is removed
from medium and is rooting is examined as adding
IBA in the doses of IBA 0, 0.5, 1, 2 ve 4 mgl-l. The
highest average shoot number per plant, was
obtained from the MS medium added 1 mgl-! BA in
5th subculture. The most suitable rooting medium
for rooting and growth parameters is determined as
2 mgl1 IBA.

Key words: Vitis labrusca, tissue culture, shoot tip,
benzyladenin, indole butyric acid

Giris

Ulkemiz, asmanin anavatani olmasi ve bagcihigin
oldukea eskiye dayanmasinin yaninda gerek iiretim
miktar1 gerekse cesit zenginligi agisindan diinyanin
say1l iilkeleri arasinda yer almaktadir. Tiirkiye'nin
hemen hemen tim  bolgelerinde  bagcilik
yapilabilirken Dogu Anadolu Boélgesi ve yillik 2000
mm ve lizerinde yagmur alan Karadeniz Boélgesinin
ozellikle sahil seridinde Avrupa grubunda yer alan
tirler ile bagclik yapilamamaktadir. Karadeniz

Bolgesinde Amerika {iziimid, kokulu kara {izlim,
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Isabella veya cilek tiziimii gibi degisik isimlerle
adlandirilan labrusca grubu iizim tip ve cesitleri
yetistirilmektedir (Celik ve ark. 2009). Ordu ilinde
ekonomik anlamda bagcilik yapilmazken, asmasi
olmayan bahgenin de bulunmadig1 bildirilmektedir.
Bolgemizde iiziim yetistiriciligi

hastaliklardan
dolayisiyla bu cesitlerle yapilan yetistiricilikte ilag¢

icin kullanilan
cesitlerin  mantari etkilenmedigi

kullanimina  gereksinim  duyulmadigi  degisik
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Cangi, 1999;

Celik, 2004; Celik ve ark., 2009).

Asmanin, gesitlere gore degismekle birlikte, cesitli
oldugu
bildirilmektedir. Onemli verim kayiplarina neden

hastaliklara hassasiyeti olan bir tir
olan bu hastaliklar fungus, bakteri, viriis ve nematod

kaynakli  olabilmektedir. Asmalarda filoksera,
bakteri, nematod ve akar gibi ¢ok sayida hastalik ve
zararlilar c¢ogaltma materyaliyle tasinabilmektedir

(Murrell ve Lo, 2000; Hartman ve Bachi, 2009).

Baz1 ¢ogaltma yontemlerinin uzun zaman siirecinde
ve sinirll sayida bitki liretimine olanak tanimasi,
olan hastaliklarin

sistemik tasinmalarina ve

genis
¢ogaltma alanlarina ihtiya¢ duymasi ile elde edilen

istenmeyen mutasyonlara neden olmas;i,

bitkilerin ¢ogaltma materyalleri iiretimleri i¢in daha

fazla siireye ihtiyag¢ duymalarn gibi olumsuz

o6zelliklerinden dolay1 giintimizde bitki ¢ogaltiminda
daha hizl ve kitlesel iiretimde daha etkin olan doku
kultiira yontemlerinin 6nem
Doku

genetiksel olarak homojen bitki popiilasyonlarinin

kazandig1

goriilmektedir. kiltiri  yontemleri ile
olusturulmasi ile gii¢lii ve saglikli bitkilerin iiretimi
saglanabilmektedir (Murashige, 1974; Blazina ve

ark.,, 1991).

Asmalarda mikro c¢ogaltma ilk olarak mikro
celiklerden bitkicik elde edilmesi amaciyla
kullanildig1 bilinmektedir (Jean ve ark., 1998; Kinfe,
2010). Meristem, siirgiin ucu, bogum gibi eksplantlar
kullanilarak bitkicik olusturulmasi ise degisik
arastiricilar tarafindan saglanmistir (Barlas ve
Skene, 1980; Gray ve Fischer, 1985). Bu ¢alismada
kullanilan siirgiin ucu kiiltiirli yontemi ise daha kisa
stirede ve daha kiiciik bir alanda kitlesel iiretimin
yapilmasina olanak tanimasi agisindan 6nemli bir
mikro c¢ogaltim yontemlerinden biridir. Yapilan
ozellikle

c¢alismalarda silirglin  ucu kiltiriinin

Agrobacterium  tumafaciens  bakteri  tiirliniin

tasinmasina engel olmasi agisindan 6nemli oldugu
vurgulanmaktadir (Burr ve ark., 1988; Robacker ve
Chang, 1992).

Bu calismayla V. labrusca tiirii i¢inde yer alan kokulu
lizim ya da kokulu kara iizim olarak da
isimlendirilen Isabella {iziim cesidinde in vitro
kosullarda mikro cogaltilmasi ve kéklendirilmesinin
saglanmasi  amaciyla kultira

siurgin  ucu

gerceklestirilmistir. Yapilan bu calismayla
bolgemizde yetistiriciligi tercih edilen Isabella iiziim
cesidinin, klonal ¢ogaltimi amaciyla doku Kkiiltiirii
tekniklerinden biri olan siirglin ucu kiltiird ile
¢ogaltilmasi hedeflenmistir. Ayrica, V. labrusca tiiri
icinde yer alan bu ¢esidin in vitro siirgiin ucu yoluyla
¢ogaltilmasinda  bir

protokol  olusturulmaya

calisilmistir.

Materyal ve Yontem

Bu calisma, 2013-2015 tarihleri arasinda Ordu
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii
Biyoteknoloji laboratuvarinda  yiritilmistir.
Calisma kapsaminda Giresun Findik Arastirma
Enstitiisii baginda acikta yetisen V. labrusca tiiriine
aktif

donemindeki siirgiinlerinden alinan siirgiin uglari

ait Isabella Uzim ¢esidinin biiyiime

kullanilmistir.

Alinan siirglin uclarinin yiizey sterilizasyonlari i¢in
strgiin uglar1t % 10 sodyum hipoklorid ve % 0.01
Tween 20 iceren c¢ozeltide 20 dakika siireyle
tutulmus ve sonrasinda steril kabin icinde steril saf
su ile 3 defa durulanmistir. Daha sonra yaklasik 1
mm uzunluktaki meristematik u¢ ile 2-3 yaprak
taslagini iceren ug¢ kisimlar aseptik kosullarda ve
dikey hava akimli kabinde bir bistiiri yardimiyla
cikarilarak kiltire alinmistir. Alinan eksplant
ornekleri pH 5.7-5.8’e ayarlanan MS (Murashige and
1962)
alinmistir. Besin ortamlar1 kullanim 6ncesinde
otoklavda 121°C ve 1.05 atm basingta 15 dakika

slireyle sterilize edilmistir.

Skoog, temel besi ortaminda kiltiire

Siirgiin olusturma (kardeslenme) asamasinda MS
ortamina 0, 1, 2, 3 ve 4 mg/] dozlarinda BA ilave
edilmis ve 15 c¢cm x 2.5 cm boyutlarinda deney
tiiplerinde kiiltiire alinmistir. Alt kiltiire alma islemi
yaklasik 3-4 haftada bir yapilmis ve bu islem 5. alt

kiiltiire kadar devam ettirilmistir. Koéklendirme



asamasinda ise ortamina BA eklenmemis ve 0, 0.5, 1,

2 ya da 4 mg/]l IBA eklenmistir. Kiilttrler, sicaklig
26+2 °C, fotoperyodu 16 saat, 1sitklanmasi1 3000-4000
liikks
biiylitme kabininde tutulmustur.

olan soguk beyaz lambalarin bulundugu

Deneme kapsaminda uygulamalarin karsilastirilmasi
amaciyla eksplant basina siirgiin sayisi (n), koklenen
eksplant orani (%), kok sayisi/bitkicik orani (n),
bogum sayisi/bitkicik orani (n), siirgiin uzunlugu
(n),

ozelliklerinde inceleme gerceklestirilmistir.

(cm), yaprak sayisi koék uzunlugu (cm)

Deneme 3 yinelemeli, her yinelemede 15’ser bitki
materyali kullanilacak sekilde Tesadif Parselleri
Deneme desenine gore diizenlenmis, farkli gruplarin
tespitinde P<0.05 6nem seviyesinde LSD testinden
faydalanilmistir. Yiizde (%) olarak ifade edilen
degerlerin analizinde a¢1 degerleri kullanilmis ve
gruplamalar buna goére yapilmistir.

Bulgular

Eksplant Basina Diisen Siirgiin Sayisi (n): Farkli BA
dozlarinin eksplant basina diisen bitki sayisi izerine
etkisi 1’de
incelendiginde, 1. ve 2. alt kiltiirlerde BA dozlarinin

Cizelge gosterilmistir. Cizelge 1
kardes sayisi lizerinde farkliliga neden olmadig

dikkat cekmektedir.

Alt kiltiir sayist arttik¢a dozlar arasi farkliligin daha
belirgin hale geldigi ve dozlarin artisiyla da eksplant
basina diisen bitki sayisinda paralel olarak artis
gosterdigi tespit edilmistir. Dérdiinci alt kiiltiirde en
yiksek kardes sayis1 2 ve 3 mg/l BA iceren MS
ortamindan elde edildigi (3 adet/eksplant); bu
ortami ise 2 adet/eksplant ile 1 mg/l BA ortaminin
izledigi tespit edilmistir. Besinci alt kiiltlirde ise en
yliksek kardes sayisinin ¢ok belirgin farklilikla 1
mg/l BA iceren ortamdan elde edildigi, 3 mg/1 BA
iceren ortamdan ise kontrol ile ayni sayida bitkinin
elde edildigi ise dikkat cekmistir (1 adet/eksplant).

Cizelge 1. Farkli BA dozlarinin 1sabella iiziim tiplerinde eksplant basina diisen bitki sayisi (n) lizerine etkisi

Uygulama 1. altkiiltir 2. altkiiltiir 3.alt kiiltiir 4 alt kiiltir 5. alt kiiltiir
Kontrol 1 1 1lc lc lc
1.0 mg/1 BA 1 2 2b 2b 4a
2.0 mg/1 BA 1 2 2b 3a 2b
3.0 mg/l BA 1 2 3a 3a lc
LSD %5 0.D 0.D 0.2 1 0.4

Kok Uzunlugu (cm): MS besin ortamina ilave edilen
farkli dozdaki IBA'min kok uzunlugu iizerine
etkisinin istatistiki bulunmustur
(Cizelge 2). Sonuglara gore en yiiksek kok uzunlugu
1.76 cm ile MS ortammma 2 mg/l IBA
edilmesinden elde edildigi belirlenmistir. Diger tiim
IBA dozlar ise ayni istatistiksel grupta yer alarak 2
mg/] IBA dozundan elde edilenden daha kisa koklii
bitkiler olusturmustur.

Kok Sayis1 (n)/bitkicik: Farkli IBA dozlarinin
bitkiciklerin kok sayisi lizerine olan sonuglarinin kék
uzunlugu  sonuglaryla  paralellik  gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 2). Buna gore en fazla kok

olarak oOnemli

ilave

olan bitkiciklerin 2 mg/l IBA ilave edilen MS
saglandigr  tespit edilmistir (5
adet/bitkicik). Kontrol uygulamasi bitkiciklerinde ise
kék olusumunun olmadig gézlenmistir.

Koklenen Eksplant (%): Farkhh IBA

dozlarinin koklenen eksplant orani iizerine etkisi
Cizelge 2’de gosterilmistir.

ortamindan

Oran

Kok uzunlugu ve kok sayisi sonuglariyla paralellik
gostererek en yiiksek koklenmenin % 71.4’lik
degerle 2 mg/1 IBA ilave edilmis MS ortamindan elde
edildigi tespit edilmistir. Bu ortami ise %29.3’liik
oranla 4 mg/l IBA dozunun izledigi belirlenmistir
(Sekil 1).
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Cizelge 2. Farkl Dozdaki IBA dozlarinin Kék Uzunlugu (cm), Kok Sayisi (n) ve Koklenen Eksplant Orani (%)

Uzerine Etkisi

Uygulama Kok Uzunlugu Kok Sayisi Koklenen Eksplant Orani
(cm) (adet) (%)

Kontrol 0.25b Oc 11.8d

0.5 mg/1 IBA 0.69b 1bc 20.7 c

1.0 mg/1 IBA 0.59b 2b 23.2bc

2.0 mg/11BA 176 a 5a 71.4a

4 mg/11BA 0.28b 1bc 29.3b

LSD %5 0.60 1 7.9

Sekil 1. Aktarmasi yapilan kokli bitkicikten goriiniim

Bogum Sayisi/Bitkicik Oram (n): Arastirmada, her
bitkicigin sahip oldugu bogum sayisinin farkli IBA
dozlarindan  istatistiksel = olarak  etkilendigi
belirlenmistir (Cizelge 3). Elde edilen sonuglara goére
diger cogu bitkisel gelisim 6zelliklerinde oldugu gibi
2 mg/l IBA dozunun ortama ilave edilmesiyle en
yuksek bogum sayisi tasiyan bitkicikler elde
edilebilmistir (4 adet/bitkicik).

Yaprak Sayisi (n): MS ortamina farkli IBA dozlan
ilavesinin bitkicikteki yaprak sayisini istatistiksel
olarak etkiledigi tespit edilmistir (Cizelge 3). En
yiksek yaprak sayisi diger ozellik sonuglariyla
paralellik gostererek 2 mg/l IBA dozundan elde
edilmistir (4 adet/bitkicik). En diisiik yaprak sayisi
ise kontrol grubu bitkiciklerinde tespit edilmistir.
Siirgiin Uzunlugu (cm): Siirgiin uzunlugu tzerine
farkli IBA dozlarinin etkisini gdsteren sonuglar
Cizelge  3’de  gosterilmektedir.  Cizelge 3
incelendiginde, 3.17 cm ile en uzun siirglinii olan
bitkicikler 2 mg/l IBA iceren MS ortamindan elde
edildigi belirlenmistir (3.17 cm). Bu ortami 4 mg/]
IBA ilave edilen ortam izlemistir (1.45 cm).

Cizelge 3. Farkli Dozdaki IBA dozlarinin Bogum Sayisi (adet), Yaprak Sayisi (n) ve Kéklenen Eksplant Orani

(%) Uzerine Etkisi

Uygulama Bogum Sayis: (adet) Yaprak Sayisi Siirgiin Uzunlugu
(adet) (cm)

Kontrol lc 1c 1.13c

0.5 mg/1 IBA 3ab 2b 1.26 bc

1.0 mg/1 IBA lc 2b 1.25¢

2.0 mg/1 IBA 4a 4a 3.17a

4 mg/1 1BA 2bc 2b 1.45b

LSD %5 1 0 0.19




Sonuclar ve Tartisma

Bu ¢alismada kardeslendirme ve koklendirme icin
gerekli olan optimum BA ve IBA dozunun
belirlenmesi amaglanmistir. Elde edilen sonuglara
gore Kkardeslendirme agisindan denenen BA
hormonu dozlari iginde en iistlin sonuglar, 1 mg/1 BA
ve Uzeri dozlardan elde edilmistir. Tangolar ve ark.
(1995)'n1n siirgiin olusturma ve kdklenmeleri icin en
uygun sitokinin ve oksin konsantrasyonlarini
belirledikleri calismada surgiin olusturan
eksplantlarin yiizdesi ve siirgiin sayisi/eksplant
orani iizerine 110 R ve 5 BB anaglarinda 0.5 ve 1.0
mg/l; 41 B'de ise siirgiin olusturan eksplant
yluzdesinde 4 mg/], stirgiin sayisi/eksplant oraninda
2.0 ve 4.0 mg/l BA'nin en iyi sonu¢ verdigini
belirlemislerdir. Bu a¢idan yapilan bu arastirma
sonuglariyla Tangolar ve ark. (1995) ile Compton ve
Gray (1994) in yaptiklar1 arastirma sonuglariyla
paralellik gosterdigi yani MS ortamina BA ilavesinin
yapilmasiyla elde edilen kardes sayisinda artisin
oldugu belirlenmistir.

Arastirmada elde edilen kardes bitkiciklerin
koklenmesi amaciyla MS besin ortamina ilave edilen
degisik dozlardaki IBA’'in koklenme iizerine olan
ozelliklere olan etkisi degerlendirilmistir. Ortama
oksin ilavesinin bitkiciklerin koklenmesini ve kok
ettigi  diger
sonuclarina dayali olarak vurgulanmistir (Gray ve
Benton, 1990, Compton ve Gray, 1994, Tangolar ve
ark, 1995, Kinfe, 2010). Bu arastirmada da kok
sayist (adet), kok uzunlugu (cm) ve koklenen
eksplant orani (%) agisindan en istiin sonuglar MS

kalitesini  tesvik bircok c¢alisma

besin ortamina 2 mg/1 IBA dozunun ilave edilmesiyle
saglanmistir. Daha once gergeklestirilen bu tir
calismalarda materyal olarak daha ¢ok Vitis vinifera
tlirline ait cesitler kullanilmistir.

Yapilan bu calismanin V. labrusca tiiriinde yer alan
I[sabella iiziim ¢esidini icermesi a¢isindan ayr1 énem
tasimaktadir. Bunun yaninda bu c¢alismadan elde
edilen sonuglarin ileride bu tiiriin ¢esit ve tiplerinde
gerceklestirilecek olan 1slah ve 6zellikle de abiyotik
stres ¢alismalarinda doku kiiltiiriiniin kullanilmasina
onciiliik etmesi agisindan anahtar rolii oynayacagi
distinilmektedir.
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