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Gisela 6 ve SL 64 Anaclarmin in vitro Kosullarda Cogalma

Performanslarinin Belirlenmesi

Erol Aydin'"**, Belgin Turung Bi¢en? “', Tarik Yarilgac®

OZET

Bu caligmada Gisela 6 ve SL 64 anaglarinin in vitro kosullarda ¢ogaltilabilme
performanslart arastirilmistir. Eksplant kaynagi olarak siirglin ucu, besi ortami
olarak ise MS besi ortami ile farkli hormon doz kombinasyonlar1 kullanilmistir
eksplantlar baslangic asamasinda 0.5 mgl* BAP+0.1 mgl! GA3+0.1 mgl! IBA
igeren MS besi ortamina dikilerek kiiltiire alinmigtir. Siirglin ¢ogaltma agamasinda
farkli BAP (0, 0.5 ve 1 mgl™) dozlarmin etkisini belirlemek icin ¢alisma yapilmustir.
BAP dozunun artmasi ile siirgiin sayisinin arttigi belirlenirken, en fazla siirgiin
sayis1 Gisela 6 anacinda 0.5 mgl™? BAP dozunda SL 64 anacinda ise 1 mgl™' BAP
dozunda gergeklesmistir. Koklendirme ortaminda % MS besi ortaminda farkli IBA
(0, 0.5, 1, 2 mglY) dozlarmm kdklenme oranina etkisi incelenmistir. Gisela 6 ve SL
64 anaclarinda IBA dozunun artmasi ile koklenme oraninin arttigt ve en yiiksek
koklenme oram 2 mgl? IBA dozundan elde edilmistir.

Gisela 6 and SL 64 Rootstock of in vitro Conditions
Determination of Production Performance

ABSTRACT

This study, was carried out in order to determine the propagation performance in in
vitro conditions of Gisela 6 and SL 64 rootstocks. The explants prepared from the
shoot tips of Gisela 6 and SL 64 rootstocks as plant material were cultured in the
initial stage by planting on MS nutrient medium containing 0.5 mgl™* BAP + 0.1 mgl*
GA3 + 0.1 mgl? IBA. The effect of different BAP doses (0, 0.5 and 1 mgl) was
determined in the shoot propagation stage. While increasing the number of shoots
with the increase of BAP dose is determined, the maximum number of shoots was
obtained from 0.5 mgl BAP dose in Gisela 6 rootstock and 1 mgl* BAP dose SL 64
rootstock.
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Kiraz iiretiminde ¢ogunlukla kus kirazi (Prunus avium), visne (Prunus cerasus) ve
mahlep (Prunus mahaleb) ¢ogiirleri kullanilmaktadir [1]. Cogiir anaglar tohumla

kolaylikla ¢ogaltilabilmesine ragmen, heterozigot yapi1 nedeniyle genetik olarak agilim
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gOstermesi, verim ¢agia gelmesi i¢in uzun zamana ihtiya¢ duymasi ve modern meyve
bahge tesisi i¢in ¢ok uygun olamamaktadir. Coglir anaglardaki bu tiir sorunlardan dolay1
kiraz fidan tiretiminde tiniform bitki olusturan, daha erken meyveye yatan ve modern
meyve yetistiriciligi i¢in uygun olan klon anaglar tercih edilmektedir.

Kiraz yetistiriciliginde agaclarin biiylime kuvvetinin kontrol altinda tutulamamasi
yetistiricilik sorunlarinin baginda gelmektedir. Bu nedenle agac¢ habituslarinin
kiiciiltiilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bodur anaglarla kurulan meyve bahgelerinde
verim ve meyve Kalitesi artmakta, kiiltiirel bakim islemleri daha kolay yapildigindan
masraflar azalmaktadir.

Diinyada son 70-80 yilda meyvecilikte ana¢ 1slahi konusunda yapilan caligmalar
kapsaminda Almanya’da gelistirilen Gisela serisi, italya’da gelistirilen CAB 6P ve E-11
ve Fransa’da gelistirilen MxM serisi, Weriot ve Tabel Edabriz, klon anaglarinin
kullanim1 yayginlagmistir [2]. SL 64 anaci seleksiyonla elde edilmis mahlep klonudur.
Mahlep ¢ogiiriiniin %75-80’1 kadar gelisme gostermektedir. Mahlep tiplerine gore farkl
toprak tiplerine adaptasyonu daha iyidir.

Klon anaglarinin ¢ogaltilmasinda geleneksel yontemlerin (daldirma, ¢elik vb.) yani sira,
kisa zamanda az sayida materyalden ¢ok fazla sayida materyal elde edilmesini saglayan
doku kiiltiiri yontemleri dnem kazanmuistir. Doku kiiltiirti teknikleri 6zellikle klonal

Prunus anaglarmin doku kiiltiirti ile ¢ogaltimi biiytik bir ticari sektor haline gelmistir
[3].

Kiraz anaglarinin in vitro kosullarda g¢ogaltilmasinda genellikle MS besi ortaminin
modifiye edilmis sekli kullanilarak basarili sonuglar elde edilmektedir. Genel olarak
hazirlanan ortama 20-30 gl sakkaroz ilave edilmek ile birlikte baz1 durumlarda ise daha
yiikksek konsantrasyonlarda sakkaroz kullanilmaktadir. Prunus tiirlerinde kati1 besi
ortami, sivi besi ortamina gére daha yaygin olarak kullanilmakta olup ve besi ortami
icin 6-8 gl agar uygun bir dozdur. Besi ortamma ilave edilen bitki biiyiimeyi
diizenleyici miktarlar1 kiiltiir asamasina ve bitki tilirlerine gore degisiklik
gosterebilmektedir [4, 5]. MxM 14, Tabel Edabriz ve Gisela 5 anaglarinin in vitro
kosullarda c¢ogaltma performanslarinin belirlenmesine yonelik yapilan c¢alismada
baslangic sathasinda enfeksiyon disinda Onemli bir sorun ile karsilasmazken,
kardeslenme safhasinda vitrifikasyon (camsilasma) Onemli bir sorun olarak tespit

etmislerdir [6]. Gisela 5 MS ve 2 MS besi ortaminda biiylime ve gelisme bakimindan iyi
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performans gostermistir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda basar1 saglanmasinda genotipin
de onemli diizeyde etkili olmasi nedeniyle her klon anag¢ icin ayri bir protokoliin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu bakimdan kiraz anclarinin ¢ogalma katsayilarinin
artirilmasi amaciyla yeni biiyiimeyi diizenleyici madde kombinasyonlarinin denenmesi
gerekmektedir [7]. Bu calismada MS besi ortamina ilave edilmis farkli biiylimeyi
diizenleyici madde kombinasyonlarinin Gisela 6 ve SL 64 kiraz anaglarinin in vitro

kosullarda ¢ogaltma performanslarinin belirlenmesi amaciyla yapilmastir.

Materyal ve Metot

Calisma 2015-2016 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezinde yiiriitiilmiistiir. Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii genetik
kaynaklar parselindeki 5 yasindaki Gisela 6 ve SL 64 anaglar1 ¢calismanin materyalini
olusturmaktadir.

Genetik kaynaklar parselinden alinan Gisela 6 ve SL 64 anaglarinin yillik siirgtinleri,
nemli kagit havluya sarilarak ara¢ tipi buzdolabi icerisinde laboratuvar ortamina
getirilmistir. Slirgiin ucu ve yan tomurcuk hazirlanan eksplantlar yabact maddelerden
uzaklagtirilmasi i¢in 30 dakika ¢esme suyu altinda yikanmistir. Steril kabin igerisine
alinan eksplantlar %70’lik etil alkolde 3 dakika bekletildikten sonra 3 defa steril saf
sudan gecirilmistir. Daha sonra materyaller 1-2 damla tween 20 igeren ticari sodyum
hipokloritin (%10 active chlorine) %10 konsantrasyonunda 10 dakika siire ile
bekletilmistir. Eksplantlar sodyum hipokloritten sonra 3 defa steril saf sudan gegirilerek
sterilizasyon islemi tamamlanmistir.

Eksplantlarin kiiltiire alinmasinda MS temel besi ortami kullanilmis ve ortama 30 gl
sakkaroz eklenmis, ortamm pH’s1 5.7°e ayarlanmis ve ortama 7 gl agar eklenmistir.
Cogaltma asamasinda alt kiiltlirler olusturulurken, en ¢ok kullanilan sitokininlerden olan
BAP’mn 0, 0.5, 1.0 mgl? konsantrasyonlarmin MS ortaminda siirgiin ¢ogaltmaya olan
etkisi incelenmistir. Koklenme denemeleri igin 0, 0.5, 1 ve 2 mgl™t IBA igeren % MS

besi ortami kullanilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1 Baslangig, cogaltma ve koklendirme ortamlarindaki bitki bitylimeyi diizenleyicilerin

kombinasyonlari
Ortam Adi Bitki biiyiimeyi diizenleyici dozlar1 ve kombinasyonlar:
Baslangi¢ Ortan MS + 0.5 mgl* BAP + 0.1 mgl"t GA3; + 0.1 mgl* IBA
+0mgl! BAP
Cogaltma Ortami MS + 0.1 mgl* GA; + 0.1 mgl? IBA + 0.5 mgl™ BAP
+1mgl! BAP
+0mglt IBA
“»MS  +0.5mglt IBA
Koklendirme Ortami
+1mglt IBA
+2mglt IBA

Hazirlanan ortamlar baslangic asamasinda cam tiiplere, ¢ogaltma ve koklendirme
asamasinda ise cam kavonozlara dokiilerek 1.2 kg/cm? basing altinda ve 121 °C sicaklik
20 dakika otoklavlanmis ve otoklavdan g¢ikarilan ortamlar sogumasi igin steril kabin
icerisine konulmustur. Cam tiip ve kavanoz igerisindeki ortamlara dikilen eksplantlar
25+1 °C sicaklikta 2500 lux aydinlatmada 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik karanlik
kosullardaki iklim odasinda baslangi¢ ve ¢ogaltma ortaminda 4’er hafta bekletilerek
steril kabin icerisinde alt kiiltiire alma islemi gerceklestirilmis ve dordiincii alt kiiltiirden
sonra da eksplantlar kok ortamina aktarilmistir.

Calismada incelenen ozellikler

Enfeksiyonlu kiiltiir orani (%)

Kiilttirlerin geligsmeleri dikkate alinarak 28 giinliik kiiltiir sonunda, enfekte olan kiiltiir
sayisinin tiim kiiltiirlere oran1 hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir [8].

Siirgiin sayisi (adet)

Ik dikim, sasirtma ve ¢ogaltma asamalarinda, her bir eksplanttan olusan siirgiinler
sayilarak tespit edilmistir [9].

Koklenme orani (%)

Koklendirme ortamina alinan siirgiinlerden 30 giin sonra koklenme goriilenlerin oranini
ifade etmektedir [9]. Calismadaki tiim denemeler tesadiif parselleri boliinmiis parseller
deneme desenine gore bitki biiylimeyi diizenleyiciler ana parselde, anaglar ise alt

parselde yer almak kosulu ile 3 tekerriir ve her tekerriirde 20 eksplant olacak sekilde
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kurulmustur. Denemeden elde edilen veriler ANOVA istatistik paket programinda tek
yonlli analiz edilmis olup, genotipler arasindaki farkliliklar LSD c¢oklu karsilagtirma

testi ile karsilastiriimistir.
Bulgular ve Tartisma

Eksplant alma zamaninin, enfeksiyon orani {izerine ait sonuglar Tablo 2’de verilmistir.
Yillar ortalamasina gore Tablo 2 incelendiginde Gisela 6 ve SL 64 anaglarindaki
enfeksiyon oran1 %17.72 ve %18.57 dur.

Tablo 2 Gisela 6 ve SL 64 anacinin enfeksiyonlu kiiltiir oran1 (%)

Yil Gisela 6 SL 64
2015 13.21+2.00 17.14+1.56
2016 22.22+1.91 20.0+3.25

Ortalama 17.72+1.93 18.574+2.20

Bulgularimiza paralel olarak SL 64, F12/1, Gisela 5 ve Gisela 6 klon anaglari ile sar1 ve
kara idris ¢Ogiir anaglar1 ile yapilan ¢alismalarda enfeksiyonlu kiiltiir oran1 %35.0-45.0
arasinda oldugunu bildirmislerdir [9, 10]. Gisela 5, MxM 14 ve Tabel Edabriz kiraz
anaclar1 ile in vitro sartlarda yaptiklar1 ¢alismada, Nisan ay1 son haftasi ile Haziran
aymin ilk haftasi arasinda eksplant alinmasi ig¢in en uygun dénemin oldugunu, daha
erken donemde eksplant alindiginda enfeksiyon oraninin arttigi, daha ge¢ dénemde
alinan eksplantlar ile baslatilan kiiltiirde ise siirgiin olusumunun azaldigini bildirmistir
[11].

Farkli BAP dozlarmin siirgiin sayist tizerine etkisi Tablo 3’de verilmistir. Yillar
ortalamasina gore BAP dozlarmin siirgiin sayis1 lizerine etkisinde ¢esitxdoz
interaksiyonu istatistiki olarak 6dnemli bulunmamak ile birlikte Gisela 6 anacinda 0.5
mgl™, SL 64 anacinda ise 1 mgl™ BAP dozunda siirgiin sayisi en fazladir.

Gisela 6 kiraz anacinin ¢ogaltiminda 1 mglt BAP, 0.1 mglt NAA ve 0.1 mglt GA;
konsantrasyonunun iyi sonu¢ verdigini belirtmistir [18]. SL 64 kiraz anacinin in vitro
kosullarda MS, WPM besi ortamlarinda farkli BAP ve IBA konsantrasyonlarinda
cogaltilmasi igin yapilan calismalarda en fazla siirgiin sayis1 1.0 mgl™* BAP + 0.5 mgl*
IBA igeren ortamdan elde edilmistir [19]. Bitki biiylimeyi diizenleyici olarak sadece

BAP’in  kullanildigt QL besi ortaminda Prunus anaglarinin  ¢ogaltilabilme
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performanslarimi belirlemek igin yapilan ¢alismada 0.5 mgl? BAP dozunda siirgiin
sayisinin en fazla oldugunu tespit etmistir [ 20].

Tablo 3 BAP dozlarinin Gisela 6 ve SL 64 anacindaki siirgiin sayisi ortalamalari (adet) ve LSD
¢oklu gruplandirmalari

BAP Doz

Yil Anac 0 mgl” 05 mgl Lmgl Ortalama
Gisela 6 1.29¢ 3.41a 3.04b 2.58
SL 64 1.67c 2.17b 3.33b 2.39
Ortalama 1.48B 2.79A 3.19A
2015-2016 VK (%) 12.04
Cesit OD -
Doz fale AOF 0.47
Cesit x Doz ol 0.47

Tablo 4’te belirtildigi gibi yillar ortalamasina gére IBA dozlarmin kéklenme orani
iizerine etkisinde Gisela 6 ve SL 64 anaglar1 2 mgl™ IBA uygulamasinda en yiiksek
koklenme oranina sahip olurken, en diisiik koklenme orani kontrol uygulamasindan elde
edilmistir.

SL 64 anacinin farkli IBA konsantrasyonlarinda kdklenme oranini belirlemeye yonelik
yapilan calismada en yiiksek koklenme oram1 2 mgl? IBA konsantrasyonunda
gerceklesmistir [21]. Gisela 5 ve MxM 14 kiraz anaglarinin in vitro kosullarda
koklendirilmesi ile ilgili yapilan ¢alismada en yliksek koklenme orani Gisela 5 anacinda
0.5-1 mgl? IBA igeren ortamda, MxM 14 anacinda ise IBA icermeyen ortamda
gerceklestigini  belirlemistir  [22]. Prunus tiirlerinde IBA dozunun artmasinin
koklenmeyi olumlu etkiledigini bildirmistir [3]. Kiraz ve visne g¢esitlerinin
yapraklarindan bitki rejenerasyonu ile ilgili yaptiklar1 calismada en yiiksek koklenme
oranmi1 (%65-92) 2 mgl™ IBA dozundan veya NAA ile destekli ¥» MS besi ortamindan
elde etmistir [23]. SL 64 ve F 12/1 anaglarinin koklendirme performanslarini belirlemek
icin yapilan calismada en yiiksek kdklenme oranim (%75-91.7) 0.5 ve 2.0 mgl IBA
iceren ortamlardan elde etmistir. Oblacinska visne anacinin 4 genotipiyle yapilan
koklendirme g¢alisgmasinda 2 MS besi ortami ile dort farklt IBA konsantrasyonun
kullanildig1 ¢alismada en yiiksek koklenme oranini %71.3-81.3 olarak belirlemislerdir
[23, 24, 25]. Calismalardan elde edilen sonuglar ile elde etmis oldugumuz sonuglar

benzerlik gostermektedir.
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Tablo 4 IBA dozlarinin Gisela 6 ve SL 64 anacindaki kdklenme orani ortalamalari (%) ve LSD

¢oklu gruplandirmalari
IBA Doz
Yil Anag Ortalama
Omglt 0.5 mgl? 1 mgl? 2 mgl?
Gisela 6 69.17c 97.42a 95.00a 96.95a 89.64A
SL 64 50.00d 50.50d 70.83c 81.67b 63.25B
Ortalama 59.59D 73.96C 82.92B 89.31A
2015-2016 VK (%) 4.05
Genotip faled 2.40
Doz *x AOF 3.68
Cesit x Doz il 477

Sekil 1 Gisela 6 anacinin koklenme ve dis ortam kosullarina uyum saglama agsamasi (A, B, C).
SL 64 anacinin koklenme ve dis ortam kosullarina uyum saglama asamasi (D, E, F).

Sonuc¢

in vitro kosullarda ii¢ farkli BAP dozu (0, 0.5 ve 1 mgl™) ile 4 IBA dozu (0, 0.5, 1 ve 2
mgl™?) uygulanarak Gisela 6 ve SL 64 anaglarinin gogaltilabilme performanslarmin
belirlenmesi amaci ile yapilmistir. Arastirma bulgularina gore Gisela 6 anacinda SL 64
anacina gore daha az enfeksiyon gergeklesmistir. Siirgiin sayist bakimindan Gisela 6

anacinda 0.5 mgl?, SL 64 anacinda ise 1 mgl? BAP dozu en iyi sonucu vermistir.
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Ayrica IBA dozunun artmasiyla da Gisela 6 ve SL 64 anacinda koklenme oraninin
arttig1 gorillmiistiir.

Kisaltmalar

AOF: Asgari 6nemli fark, BAP: 6-Benzilaminopurin; °C: Santigrad derece; cm? Santimetre Kare; g:
gram; GAg: Gibberellik asit; IBA: Indol-3-butirik asit; Kg: Kilogram; I: litre; LSD: Least significant
difference; MxM: Maxma; MS: Murashige ve Skoog; NAA: a-Naftalen asetik asit; O.D: Onemli degil;
pH: Hidrojen konsantrasyonunun eksi logaritmasi; VK: Varyasyon katsayisi; %: Yiizde; ™: %1 diizeyinde
o6nemli
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