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Odunsu Bitki Tiirlerinde In-vitro Asilama-I
(Anacg, Kalem, As1 Teknigi)”

Hakan YILDIRIM', Nazan CALAR?, Ahmet ONAY? Hiiseyin KARLIDAG!, Tuncay KAN!

OZET: in-vitro asilama, aksenik kiiltiir kosullarinda minyatiir as1 kalemlerinin asilanmasini kapsayan ve diger
tekniklere nazaran en son vejetatif cogaltim tekniklerinden biridir. Bu yontem, siirgiin ucu kiiltiirti ve agilamanin bazi
smirlayicr 6zelliklerinin iistesinden gelmekle birlikte, her iki metodun avantajlarini da bir arada bulundurmaktadir.
[k uygulandig1 zamanlarda baz1 meyve tiir ve cesitlerindeki viriis ve benzeri endojen patojenlerin eradikasyonu
icin gelistirilen in-vitro agilama, bitki gelisim ve fizyolojisinin farkli alanlarinda cesitli odunsu bitki tiirlerinde hizla
gelismigtir. Bunlar birgok odunsu tiirlerin olgun genotiplerinin klonal ¢ogaltiminda bir 6n kosul olarak fizyolojik
rejuvenasyonu ve asida uyusmazligi da kapsamaktadir. Sonug olarak in-vitro asilama, yogun olarak kullanilan ve
diger vejatatif ¢ogaltim metodlarinda bulunan olumsuzluklarimn iistesinden gelebilmek i¢in daha ¢ok diistintilmeyi
ve kullanilmay1 hak eden orijinal ve tecriibe gerektiren bir tekniktir. Doku ve hiicreler arasindaki genetik benzerlik
ve farkliliklarin ayrintili incelenmesine imkan saglamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, 1970°1i yillarda turunggillerde
viriisten ari bitki iiretimi amaciyla baglayan in-vitro asilama ¢aligsmalarinin giiniimiize kadar nasil bir siiregten
gectigi ve Ozellikle meyve tiirlerinin de dahil oldugu odunsu bitki tiirlerinde bitki 1slah1 ve gogaltimi1 amaciyla ne
tiir caligmalarin yapildiginin ortaya ¢ikarilmasi ve belli bir diizende sunulmasidir.
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ABSTRACT: In vitro micrografting is a propagation technique, involving the grafting of relatively miniature
cuttings under axenic culture conditions and it is one of the recent developed propagation techniques compared to
other conventional vegetative propagation techniques. This method overcomes some of the limitations of shoot tip
culture and grafting, while it also keeps together the advantages of both methods. Micrografting was applied for the
eradication viruses and pathogens from some fruit species and cultivars during the first application period, but later,
the technique was further developed on various woody plant species in different research areas of plant physiology
and development. These includes physiological rejuvenation and incompatibility grafting as a prerequisite for the
clonally propagation of mature genotypes of many woody species. Consequently, in vitro micrografting is used
in large scale propagation and an original technique which needs experience by overcoming the disadvantages of
other propagation technique. It also enables to examine in detail the genetic similarities and differences between the
tissues and cells. The aims of this study were (1) to review how micrografting studies passed a process from 1970s
until today, first started to obtain virus-free plants from citrus; (2) to reveal what kind of work has been presented
particularly on the plant breeding and propagation of the woody plant species, including the type of fruit breeding
and reproduction and (3) and to present those studies in a specific order.
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GIRIS
1970’11
agirlikl olarak farkli meyve tiirlerinde 6ncelikli olarak

In vitro asilama yillarin  baslarinda
turunggillerde (Murashige et al., 1972; Navarro et
al., 1975) baslayan daha sonra sert ¢ekirdekli meyve
tiirlerinde (Colin and Verhoyen, 1976) ve yumusak
cekirdeklilerde (Alskief and Villemur, 1978) ve
nihayetinde siis bitkilerinin de (Creze, 1984) igerisinde
bulundugu odunsu bitki tiirleriyle devam eden viriis
eliminasyonu i¢in gelistirilen ve diger tekniklere gore
nisbeten yeni bir vejetatif ¢ogaltim teknigidir. Bu teknik
sonraki zamanlarda yogun olarak sahil ¢cam1 (Tranvan
and David, 1985), boylu mazi (Misson and Giot-
Wirgot, 1985), sekoya (Monteuuis, 1986) gibi odunsu
bitki tiirlerinde secilmis olgun genotiplerin fizyolojik
genclesmesi islemlerinde kullamilmustir. In  vitro
asilama, genellikle 100 pm’den 1-2 cm’ye kadar degisen
uzunluktaki kiiciik as1 kalemlerinin agilanmasina imkan
tanimakla birlikte, arazi kosullarindaki anaglarin kesim
yerlerinde goriilen kararma ve bazi fungus irklarinin
zararindan dolay1 diisiik olan as1 tutma oraninin
arttirilmasm  saglamaktadir. Bazi tiirlerde siirgiin
uglari, siirglin ucu meristemi olarak siirlandirilmistr.
Siirgiin ucu meristemi ise apikal u¢ yaninda bir kag
yaprak primordiyasin1 igermekle birlikte tiirlere gore

degisiklik gosterebilmektedir.

In vitro siirgiin ucu meristem kiiltiirii, 6zellikle
kaynaklanan endojen kontaminasyonlu
materyallerden temiz materyal iiretimi i¢in kullanilir.
Ayni zamanda klonal anacglarin kullanilmasi yoluyla
olgun genotiplerin fizyolojik olarak genclestirilmesini
saglamaktadir (Hacket, 1985; Monteuuis, 1989).
Kullanilan nisbeten daha kiiciik siirgiin ucu eksplanti
patojenlerin daha etkili eliminasyonunu saglarken,
kiiltiirdeki  basar1  sansinin neden
olmustur. Bununla birlikte silirgiin ucu meristem
kiiltiirii ¢aligmalar1 ¢ok sayida odunsu bitki tiiriinde
basarisizlikla sonuclanmistir (George, 1993). Bunun
temel nedeninin; tiirlere goére kullanilan doku kiiltiirii
besi ortamlarmin uygun olmamasi ve yasli dondr
bitkilerden alinan eksplantlarin besi ortamina karsi
hassasiyetlerinin oldugu bildirilmektedir (Monteuuis,
1987a). In vitro asilama bu sinirlamalara kars1 alternatif
bir teknik olarak uygulanmakta olup; in vitro iiretilen
anaglarin yapay besi ortamina gore daha dogal olmasi
nedeniyle basar1 arttirmaktadir.  In  vitro

viristen

azalmasina

sansini
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asilanmis bitkiler daha farkli amaglar i¢in dis kosullara
aktarilabilirken; mikrogogaltim veya asilama islemleri
icin in vitro kosullarda damizlik bitki olarak saglikli
siirglin Uretimi i¢in muhafaza edilmeleri miimkiin
olabilmektedir.

Bugaligmaninamaci, 1970’liyillarda turunggillerde
virlisten ari bitki iiretimi amaciyla baslayan in vitro
asilama ¢aligmalarinin giinlimiize kadar nasil bir
stiregten gectigi ve 6zellikle meyve tiirlerinin de iginde
bulundugu odunsu bitki tiirlerinde in vitro asilama i¢in
kullanilan ana¢ ve kalem o6zelliklerinin belirlenmesi
ve ayrica agilama teknigiyle ilgili yapilan ¢aligmalarin
bir araya getirilmesi ve bunun i¢in ne tiir caligmalarin
yapildig1 ve nasil uygulandiginin ortaya ¢ikarilmasi ve
belli bir diizende sunulmasidir.

KULLANILAN MATERYALLERIN
OZELLIKLERI

1. Anag

In vitro agilamada genellikle ayn tiire ait as1 kalemi
ve anaglar kullanilirken, ¢ok nadiren farkli tiirlerin
anaglari da kullanilabilmektedir. Ladin ¢esitleriyle ilgili
yapilan calismalarda ayni1 ya da farkli tiirlere yapilan
agilamalarda as1 basarisinda Onemli farkliliklarin
olmadigi bildirilmistir (Ponsonby and Mantell, 1993).
Anacin ne olduguna bakmaksizin kiiltiir ortaminin
aksenik kosullarda uygun sekilde
gerekmektedir. Bazi arastiricilar tarafindan farkli anag

ayarlanmasi

iiretim sistemleri kullanilmig olup, sivi besi ortamlari
(Gebhardth and Goldba, 1988), daha iyi kiiltiir baglatma
icin filtre kagitlar1 (Murashige et al., 1972; Huang et
al., 1988) lizerinde durulmustur. Perlit ve vermikulit
ortamlar1 tam s1v1 besi ortamlarina gore kok sistemi i¢in
daha rahat ortamlar oldugu bildirilmistir (Tranvan and
David, 1985; Monteuuis, 1987). Torf ve polypropilen
lifler ve seliillozik tamponlar da farkli arastiricilar
tarafindan kullanilmistir (Deogratias et al., 1986;
Dumas et al., 1989; Ewald and Kretzschmar, 1986).
Kat1 besi ortamlariyla kiyaslandigi zaman bu tampon
sistemlerinin en onemli avantaji anacin kok sistemine
zarar vermeden asilamanin rahatlikla yapilmasi ve
kiilttr kaplarindan kolayca ¢ikarilabilmesidir.

Anacin  gelisim devresi ve

seftali, ladin,

bityiikliigiiniin
sekoya, sandal agaci
gibi odunsu tiirlerde mikroasida basariy1 etkiledigi

turunggiller,

bildirilmistir. Beyaz ¢am agacinin asilanmasinda
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kullanilmak iizere {iretilecek anaglar i¢in embriyo
kiiltiiriniin kullanilmasinin as1 basarisi ve bitki gelisim
agisinda iyi sonuglandigi bildirilmistir (Goldfarb et al.,
1992). Bazi meyve tiirlerinde de tohumdan kotiledonlar
ayrildiktan sonra ekilen materyalden iiretilen geng
anaglar kullamilmistir. Sekoya agacinda ise in
vitro {liretilen ana¢ siirglinler iizerine mikroasilama
yapildiktan sonra koklenme ortamima aktarildig

bildirilmektedir (Huang et al., 1992a).

Turunggillerde in vitro iiretilen fideler anag olarak
kullanilmadan &nce birka¢ giin karanlik ortamda
edilmektedir
et al., 1975). Ayrica besi ortamina bitki biiylime

bulundurulmas1  tavsiye (Navarro
diizenleyicilerinin ilave edilmesinin farkli meyve
tiirlerindeki as1 basarisint arttirdigi bildirilmektedir

(Jonard et al., 1987).
2. As1 Kalemi

a. Tiir - cesit etkisi: In vitro asilamada basari,
tiir ve gesitler arasinda farklilik gostermektedir. Igne
yaprakli bitki tlirlerinde mikroasilama teknik ve
yontemleri basarili bir sekilde gelistirilmis olmakla
birlikte (Monteuuis, 1986, 1994), tik agac1 ve okaliptus
tirlerinde ayni arastiricilar  benzer ¢aligmalarla
heniiz bir gelisme saglanamadigini bildirmektedirler.
Mavi ladinin ‘Koster’ ¢esidiyle %43 mikroagilama
basaris1 saglanirken, Avrupa Ladininde as1 kaleminin
hazirlanmasi1 sirasinda dokularda meydana gelen
kararmadan dolay1 a1 tutma oranmnin %7 oldugu
bildirilmektedir (Ponsonby and Mantell, 1993). Fistik
cami, sahil cami ve badem bitkilerinin ayni1 yastaki
mikroagilt bitkilerindeki siirglin gelisimleri arasinda
onemli farkliliklarin ~ bulundugu  bildirilmektedir
(Dumas et al., 1989; Cortizoe et al., 2004; Yildirim ve
ark., 2013). Siirgiin ucu asilamanin bazi turunggillerde
farkll kullanilarak
yapildig1 bildirilmistir (Edriss and Burger, 1984;

Kapari-Isaia et al., 2002). Saraplik {iziim ¢esitlerinde

anag-kalem kombinasyonlari

anag ve ¢esitlerde yapilan farkli kombinasyonlarda
in vitro agilamada fazla bir farklilik goriilmezken, in
vivo yapilan asilamalarda biiytik farkliliklarin oldugu
goriilmiistiir (Pathirana and McKenzie, 2005).

b. Kalem tipi: As1 kalemi olarak genellikle
sirgiin ucu kullanim1 tercih edilmektedir. Kalem
bliytikliigli arastiricilara ve tiirlere gore 0.1 mm’den
2-3 cm’ye kadar degisiklik gostermektedir. Ornegin
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sekoya agacmin 100 yasindaki bitkilerinden alinan
0.4 mm biiyiikligiindeki slirgiin ucu meristemleriyle
elde edilen as1 bagarisinin %35 oldugu bildirilmektedir
(Monteuuis, 1986). Ladin ve goknar agaclarinda
0.1-0.25 mm uzunlugundaki meristemlerden %50
ast basarist elde edilmistir (Monteuuis, 1994). 140
Yasindaki Avrupa Karacam agacindan alinan 0.3-
0.5 mm biyikligindeki meristemlerden %69 as1
tutma oranmin elde edildigi bildirilmistir (Ewald
and Kretzschmar, 1996). Kaju fistiginda yapilan bir
in vitro asilama calismasinda 1-2 cm uzunlugunda
kullanilan siirgiin u¢larindan %60-80 as1 tutma orani
elde edilmistir (Mneney and Mantell, 2001). Khalafalla
ve Daffalla (2008) tarafindan Senegal Akasya’sinda
1.5-3.0 cm uzunlugundaki as1 kalemleri kullanilarak
%70-90 arasinda degisen mikroasi basarisi elde ettigini
bildirmistir. Kiraz agaci ve 20 yasindaki Garcinia indica
(Kokum) agaglarinda sirasiyla 0.4-1 mm ve 0.5-1 cm
uzunlugunda siirgiin kullaniminin mikroagilama igin
uygun olacagi bildirilmektedir (Deogratis et al., 1986;
Chabukswar and Deodhar, 2006). Hem genclestirme
hem de bitki sagligi amaciyla as1 kalemi biiyiikliigiiniin
uygun sekilde diisiiriilmesi gerekmektedir. Asilamada
kullanilacak as1 kaleminin; bitki tiirii, uygulayicilara
(aseptik kosullar altinda hizli ve dikkatli bir sekilde
as1 kalemini hazirlama ve asty1 yapma) ve kullanilan
mikroas1 teknigine goére 0.1-0.2 mm biiyiikliigiinde
uygun ve yeterli olabilmektedir. Akasya mangium
bitkisinde as1 kalemi biiyiikliigliniin 0.4-0.8 mm’den 0.2
mm’ye disiliriilmesinin as1 tutma oranmin azalmasina
neden oldugu bildirilmistir (Monteuuis, 1996). Ornegin
Sekoya agacinda 0.2-0.3 mm biiyiikliigiinde siirgiin ucu
meristemleriyle elde edilen as1 basarisi %23 olurken,
0.4-0.5 mm’lik siirgiin uglariyla %61 as1 tutma oraninin
elde edildigi bildirilmektedir (Monteuuis, 1987b).
Turunggil tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda 0.4-0.7 mm
as1 kalemleriyle %47 as1 basarist saglanirken, 0.05-
0.1 mm’ye diisiiriilen as1 kalemleriyle elde edilen asi
basarisinin %1.8 gibi ¢ok diisiik oranlarda gerceklestigi
bildirilmektedir (Navarro et al., 1975). Aym1 durum
elmanindai¢inde bulundugubir ok odunsubitki tiiriinde
benzer sekilde cereyan etmistir. Kamelya bitkisinde as1
kalemi biiyiikliigiiniin 8 mm’den 3-5 mm diisiirmenin
ast basarisinin %67°den %8¢ diismesine neden
olmustur (Creze, 1984). Baz1 sert ¢ekirdekli meyve
tiirlerinde 0.4 mm’den daha kiiclik as1 kalemlerinden
herhangi bir as1 basarisi elde edilemezken, 0.4-0.6 mm
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biiytikliigiindeki as1 kalemleriyle daha iyi as1 basarisi
elde edildigi goriilmiistiir (Colin and Verhoyen, 1976).
Antepfistiginin Siirt ¢esidiyle ilgili Onay ve ark., (2004)
tarafindan yapilan bir ¢alismada; sirasiyla 2-4 mm ve
4-6 mm uzunlugundaki as1 kalemlerinden %56.7 ve
9%79.2 as1 basarist saglanirken, 0.5-1 mm ve 0.5 mm
uzunlugundaki as1 kalemleriyle elde edilen as1 tutma
oranlarinin%?27.2 ve %0 olarak c¢ok diisiik cereyan
ettigi bildirilmektedir. Baz1 turuncgil tiirlerinde siirgiin
uclarina yapilan 6n uygulamalarla as1 basarisinin %100
olarak elde edildigi bildirilmektedir (Jonard et al.,
1987). Farkli badem cesitleriyle ilgili olarak yapilan
bir ¢aligmada, kullanilan 4-8-15 mm uzunlugundaki
as1 kalemlerinden elde edilen asi1 basarilari arasinda
bir farklilik goriillmezken, as1 kaleminin kiiglilmesiyle
birlikte 28 giinliik kiiltiir periyodundan sonra gelisen
sirgin  gelisiminin  de bildirilmektedir
(Yildirim ve ark., 2010).

azaldig1

c. Donér bitkinin yasi: In vitro asilama basarisi
iizerine as1 kaleminin alindigi dondr bitkinin yasinin
etkisiyle ilgili olarak birka¢ tiirde bazi c¢alismalar
yapimustir. Sahil camu bitkisinde 2-3 aylik bitkilerden
ve 11 yasindaki agactan alinan 5-7 mm uzunlugundaki
stirgiin uclartyla yapilan mikroagilamalarda birbirine
yakin sonuglar alinirken sirasiyla %43 ve %45 basarinin
elde edildigi bildirilmistir (Tranvan and David, 1985).
Monteri cami bitkisinde agilamadan sonraki siirgiin
gelisimi bakimindan geng bitkilerin yaslilara gore daha
iyi oldugu bildirilirken, as1 tutma oranlar1 bakimindan
donor bitki yaginin 6nemli olmadigi goriilmistiir (Fraga
et al., 2002). Ewald ve ark., (1991), tarafindan Avrupa
Ladini agaglarinda 11, 19 ve 55 yaslarindaki bitkilerin
mikroasilama basarisint benzer oranda etkiledigini
bildirmistir. Semsiye agaci1 bitkisinde in vitro asilama
isleminden sonra yasayan as1 kalemi oran1 bakimidan
2 yaslh dondr bitkilerin 11 yash agaglara gore daha iyi
oldugu bildirilmistir (Detrez, 1994). Akasya magnium
bitkisinde 0.3-0.4 m’lik siirglin uglanyla yapilan
mikroasilama bagarisinin geng bitkilerde %52, olgun
agacglarda %46 oldugu; ancak in vivo kosullarda bu
basarinin %49 ve %0 olarak gerceklestigi bildirilmistir
(Monteuuis, 1995b).

d. Fizyolojik kosullar: In vitro asilama basarisi
ve ag1 kaleminin gelisimi {izerine en Onemli etki
donér bitkilerden eksplant alma zamanina aittir.
Elma’da yapilan bir calismada Kasim-Mart aylari
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arasinda alinan materyallerle yapilan as1 basarist %10
iken, Mayis ayinda %70 olmus, sonraki zamanlarda
Haziran aymdan Ekim ayma kadar basarinin her
ay %10 oraninda diistiigii bildirilmistir (Huang and
Millikan, 1980). Antepfistiginin Siirt g¢esidiyle ilgili
ana bitkilerden alinma zamanlarina gore elde edilen
basarmmin Nisan %70, Haziran %80 oldugu, bunun
aksine Subat ay1 icerisinde alinan eksplantlardaki asi
basarisinin %10 oldugu bildirilmistir (Onay ve ark.,
2004). Fistik ¢gami ve monteri cami bitkilerde yapilan
asilamalarda mevsimsel degisim agisindan en iyi asi
basaris1 bitkilerin kis dinlenme periyodunda alinan
eksplantlarindan elde edilmistir (Fraga et al., 2002;
Cortizo et al., 2004). Dinlenme halindeki siirgiinlerde
daha iyi as1 basarisi saglanan tiirler olmakla birlikte;
bunun aksine aktif gelisme doneminde daha iyi sonug
veren tlirlerde bulunmaktadir. Seftalide ilk mikroasilama
calismalarinda as1 basarist ortalama %14 olurken,
eksplant alinan dondr bitkilerin iginde bulunduklar
fizyolojik durumun 6nemli oldugu ve 6zellikle Haziran
ayinda alinan materyallerdeki basarinin daha iyi oldugu
bildirilmistir. Bunun nedeninin ise aktif donemde
bulunan bitki biinyesindeki oksin metabolizmasi
ve peroksidaz aktivitesinden kaynaklandigi One
siiriilmiistiir (Poessel et al., 1980; Jonard, 1986). Elma,
kiraz, hindistan erigi, semsiye akasya, antepfistigi,
kokum gibi belli bazi tiirlerde yapilan c¢alismalarda
in vitro mikrogelik kullaniminin, in vivo ¢elik
kullanimindan daha iyi oldugu bildirilmistir (Detrez,
1994; Chabukswar and Deodhar, 2006).

Mikroasida elde edilen basarinin, aslinda bitkinin
gelisme durumuna gore bir dalgalanma gosterdigi
yapilan bazi calismalarda bildirilmektedir. Ornegin
Jonard ve ark. (1983), tarafindan yapilan bir ¢aligmada
agilama Oncesinde bitkileri zeatin 6n uygulamasi
yapilarak asi kaleminin ve as1 basarisinin arttirilmasinin
saglandig1 bildirilmistir. Oldukga spesifik bir 6rnek
olarak turunggillerde Jonard ve ark. (1987), asi
kalemlerini BA-2,4D ve GA, ile destekli MS besi
ortaminda tamamen karanlik ortamda 5 giin beklettikten
sonra asilamadan 2 giin Once 16/8 fotoperiyoda
tabi tutularak asilamanin yapildigt bildirilmektedir.
Yapilan uygulamalardan 6zellikle kinetin, 2,4 D veya
kombinasyonlarinin a1 tutma oranint arttirdigini
bildirmistir. Farkli arastiricilar bu uygulamalar1 farkl
turunggil ana¢ ve kalemlerinde de uygulamislardir
(Edriss and Burger, 1984; Burger, 1985).
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3. Asilama Teknigi

Bitki tiirlerine gore ve degisen basari oranlariyla
daha klasik asilama prosediirleri yaninda farkli in vitro
asilama teknikleri de kullanilmaktadir (Hartman et al.,
1997). In vitro kabukalt: asis1 teknigi; aktif gelisen 2-3
mm uzunlugundaki siirgiin ucu meristeminin kesilerek
in vitro iretilmis anaglara asilamasini i¢cermektedir.
Kaju fistiginda asinin epikotil veya hipokotil {izerine
yapilmasi arasinda bir farklilik gériilmedigi (%70 ve
%63), fakat hipokotil asilamalarinin epikotile gore
daha iyi gelistigi goriilmiistiir (Mneney and Mantell,
2001). Anac¢ hipokotilleri {izerinde bulunan aksiler
tomurcuklarin  temizlenmesi 1iyi bir anag-kalem
uyusmasi i¢in onemli bir kosuldur. Epikotil asilarda
ise sirglinlin tamamen dikkatlice temizlenmesi
gerekir. Siirgiin ucu meristemi ve siirglin uclar1 ladin
cesitleri (Ponsonby and Mantell, 1993) ve Douglas
Goknari’nda (Monteuuis, 1995a) kotiledonlarin arasina
gelecek sekilde asilandigr bildirilmistir. Sahil ¢ami
gibi bazi regineli bitki tlirlerinde dokunun yarilmasina
gerek olmayip; epikotil iizerine yatay bir kesik agilip
yerlestirilmesi yeterlidir. Ustten dilcikli asilamanin
aksine kabukalti asilamada kalem gelisimini tesvik
etmek i¢in ve anacla arasindaki rekabeti 6nlemek i¢in
as1 yerinin Ust tarafinda anagta gelisen stirgiinlerin
temizlenmesi gerekir.

In vitro dilcikli asilama baslangigta (Murashige et
al., 1972; Navarro et al., 1975) tarafindan gelistirilmis
olup, sonradan genis yaprakl tiirlere (Alskief and
Villemur, 1978; Jonard et al., 1983; Deogratis et al.,
1986) ve igne yaprakl tiirlere (Monteuuis, 1994)
basarili bir sekilde uygulanmistir. Turunggillerde
bazi arastiricilar tarafindan kesilen anaglarin epikotil
iizerine as1 kaleminin yerlestirildigi yere bagli olarak as1
tutma oranlarimin farkli oldugu bildirilmistir. Bu iglem
sonradan bazi turunggillerde pratik hale getirilerek
epikotil alt kismima ters T asisina donistiiriilerek
uygulanmigtir. Senegal akasyasinda epikotil iizerine
yapilan asilamanin as1 uyusma kalitesinin epikotille
kiyaslandig1 zaman histolojik ag¢idan daha iyi oldugu
gbzlenmistir (Palma et al., 1997).

In vitro yarma as1 daha pratik olmakla birlikte;
stirgiin ucu “V” seklinde her iki tarafindan 20-30°’1ik
acryla kesilir. Bu uygulama biiyiikligi 0.3 mm ile 3
cm arasinda olan biitiin ag1 kalemlerine uygulanabilir.
Kullanilan anaglarin tepesi kesildikten sonra olusturulan
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yarik kismina yerlestirili. Bu yontemle yapilan
asilamada Hindistan eriginin anaglar1 {izerine 0.5-1
cm uzunlugundaki siirgiin uclar1 agilandiginda yagama
oraninin %90 oldugu ve geleneksel asilamalarda
goriilen dip siirgiinii riskinin ortadan kaldirildig:
bildirilmektedir (Dahthu et al., 2004). Uziim ¢esitlerinde
in vitro yarma aginin anatomik ve morfolojik ¢alismalari
sirasinda anag ve kalem arasindaki mekanik baglantinin
o6nemli ilk adim oldugu goriilmiistiir (Hartmann et al.,
1997). Asilamadan bir hafta sonra kallus olusumunun
meydana geldigi ve kayip yasanmadigi bildirilmistir.
Asidan 8-12 saat sonra anag ve kalem vaskiiler dokulari
arasinda ilk kaynagmanin saglandigi, 20-30 giin sonra
ise asilarda tutmanin meydana geldigi bildirilmektedir
(Cantos et al., 1995).

18 yasindaki Dogu Ladini ve 15 yasindaki Douglas
Goknariagaglarinda yapilan mikroasilama caligmalarinda
kabukalt1 agisinin dilcikli agilamadan daha etkili oldugu
goriilmiigtiir (Monteuuis, 1994; 1995a). Bu bulgular ayni
zamanda baz1 sert ¢cekirdekli meyve tiirlerinde 0.4-0.6 m
uzunlugundaki siirglin uglariyla ve antepfistigi, badem
ve kaju fistiginda uygulanma imkani1 bulmustur (Colin
and Verhoyen, 1976; Onay ve ark., 2004; Yildirim ve
ark., 2010; Yildirim ve ark., 2013). Bunun aksine Acacia
magnium ve Picea gibi farkli siis bitkisi tiirlerinden
yarma asi tekniginin kabukalti as1 tekniginden daha
etkili oldugu bildirilmistir (Monteuuis, 1996; Ponsoby
and Mantell, 1993).

Ekleme as1 teknigi farkli arastiricilar tarafindan
uygulanmis olup; Gabherdt and Cooldba, (1988)
tarafindan bazi sert ¢ekirdekli tiirlerinde as1 uyusma
karakterleriyle ilgili bir kisim c¢alismalar igin
uygulanmigtir. Ancak bu metodun kullanimi oldukca
sinirh kalmustir.

Dilcikli ve yarma as1 tekniklerinde asilamadan 6nce
anaclarm kesik yiizeylerine DIECA, PVP ve askorbik
asit uygulamasinin bazi meyve tiirlerinde meydana
gelen doku bozulmalarinin 6niine gectigi bildirilmigtir
(Mosella-Chancel et al., 1980). Ayrica seftali gibi
farkli meyve tiirlerinde ve kamelya bitkisinde steril
su damlalari, vitamin-seker-besin maddesi ve biiylime
maddeleri ihtiva eden jel bloklarinin kullanimiyla in
vitro asilamanin gelistirildigi bildirilmistir (Creze,
1984; Chimot-Schall et al., 1986). Sahil ¢am1 agacinda
%0.8 gliserin igeren ve agar bulunduran kiiciik jeloz
bloklar kullanilmistir (Tranvan and David, 1985).
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Bununla birlikte agilama oncesinde as1 noktasina
veya asi kalemlerine yapilan dis uygulamalarin bazi
ibreli agac tiirlerinde faydasiz oldugu bildirilmistir.
Anag ve kalem arasindaki baglantiy1 giiclendirmek i¢in
farkli arastiricilar tarafindan parafilm, silikon halka,
aliminyum folyo kullanildigi; ancak 0.5 cm’den daha
kiigiik anaglar i¢in bunun pratik olmadig: bildirilmistir
(Corizo et al., 2004; Fraga et al., 2002). Son yillarda
hiinnap, sekoya ve avrupa ladini benzeri farkli bitkilerde
asilamadan sonra 1-3 hafta kadar karanlik ortamda
bekletilmelerinin siirglin ucu meristem asilarinda
basar1 oranini arttirdigi bildirilmistir (Monteuus, 1994;
Danthu et al., 2002a).

SONUC

In vitro mikroasilama, in vitro siirgiin ucu
ve/veya siirglin ucu meristemleriyle birlikte agilamanin
avantajlarin1 bir araya getirirken; vejatatif cogaltim
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