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0Oz: Bu galismanin amaci, bazi ayva (Cydonia oblonga Mill.) genotiplerinde yaprak disklerinden in vitro
siirgiin organogenesisini uyarmaktir. Calismada bitkisel materyal olarak, Quince A (bodur), S.0. (Sabahattin
Ozbek) 39-200 (bodur), S.0. 18-82 (orta kuvvetli) ve S.0. 58-315 (kuvvetli) klon anaclari ile Esme, Limon ve
Cukurgobek cesitleri kullaniimistir. Organogenesis igin iki denemede TDZ + NAA kombinasyonlari ya da BA +
NAA, AgNOs; ve putrasin uygulamalarinin etkileri arastiriimistir. Stirgiin organogenesisi sadece 0.33 mg/l TDZ +
0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l AgNO; igeren MS (Murashige ve Skoog) temel besin ortaminda 6nemli dizeyde
uyariimigtir. Bu uygulama ile siirgiin olusturma orani Quince A'da %80.0, S.0. 39-200'de %56.7, S.0. 18-82'de
%17.5, S.0. 58-315'de %37.5, Esme’de %36.7, Limon'da %40.0 ve Gukurgdbek'de %43.3 olarak belirlenmistir.
Ortalama slirgiin sayisi ise genotiplere gore 0.4-2.7 adet/disk arasinda degismistir.

Anahtar Kelimeler: Ayva, Cydonia oblonga Mill., in vitro, organogenesis, yaprak diski, strglin

Shoot Organogenesis From Leaf Discs in Some Quince
(Cydonia oblonga Mill.) Genotypes

Abstract: The objective of this study was to stimulate organogenesis of in vitro shoots from leaf discs in
some quince (Cydonia oblonga Mill.) genotypes. Quince A (dwarf), S.0. (Sabahattin Ozbek) 39-200 (dwarf),
S.0. 18-82 (semi dwarf) and S.0. 58-315 (vigorous) clonal rootstocks, and Esme, Limon, and Cukurgébek
cultivars were used as plant materials. Effects of TDZ + NAA combinations or BA + NAA, AgNO; and putrescine
treatments were investigated in two experiments for organogenesis. Shoot organogenesis was significantly
induced on MS (Murashige and Skoog) basal medium containing 0.33 mg/l TDZ + 0.5mg/l NAA + 2.0 mgl/|
AgNOs. The rate of shoot formation was 80.0% in Quince A, 56.7% in S.0. 39-200, 17.5% in S.0. 18-82, 37.5%
in S.0. 58-315, 36.7% in Esme, 40.0% in Limon, and 43.3% in Gukurgdbek. The average shoot number per leaf
disc was changed between 0.4 and 2.7 among genotypes.
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Girig

Yakin ve uzak akraba tirler arasinda ve iginde
dogal ve yapay melezlemeler, ¢esit ve klonlarda dogal
ya da yapay mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan genetik
degisimlerin seleksiyonlar ile degerlendiriimesi meyve
islahinda yiiz vyillardir uygulanmaktadir. Bununla
birlikte uyusmazlik, kisirlik, genetik acgilim, uzun
genclik kisirhdr periyodu, cogaltim ve &zel kuilturel
uygulamalar gibi meyve tirlerine 6zgu birgok biyolojik,
fizyolojik ve yetistiricilik sorunlari geleneksel yontemler
ile 1slahta slreyi uzatmakta ya da c¢ogu zaman
basariyl olanaksiz kilmaktadir. Buna karsilik 6zellikle
20. ylzyihn sonlarindan itibaren biyoteknoloji
alaninda kaydedilen hizl gelismeler  klasik
islah kapsaminda ele alinan bu yéntemlerin etkinligini
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arttirmanin yaninda basariyr engelleyen sorunlara
karsi ¢6zimler sunmaktadir. Béylece meyve tirlerinin
karakterizasyonu genom analizleri ile yapilabilmekte,
kaltsal yapilari gen aktarimi, somaklonal varyasyon ve
somatik hibridizasyon gibi in vitro teknikler ile
taksonomik bir sinirlama olmaksizin hizli ve eftkili
bir sekilde degistirilebilmekte, hizli, yodun ve
viruslerden ari ¢ogaltim, gen kaynaklarinin korunmasi,
homozigotinin ¢ok kisa sirede saglanmasi, melezlerin
embriyo kultiri ile yasatiimasi ve bircok etkene karsi
genotiplerin reaksiyonlarinin kisa sirede test edilmesi
saglanabilmektedir (Litz ve Gray 1992, Schuerman ve
Dandekar 1993, Hatipoglu 1999, Jain 2001, Heslop-
Harrison 2005).
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Organogenesisi”

Belirtilen biyoteknolojik yéntemlerin birgogunun
bitki genotiplerinde uygulanabilmesinin én kosulu in
vitro kosullarda organogenesis i¢in gerekli protokollerin
olusturulmasidir. Kiltir tipi, besin ortamlarinin bilegimi
ve inklibasyon kosullarinin degistiriimesi ile hiicre ve
dokularin siirgiin ve kok taslagi meydana getirmesi
yénunde uyariimasi olarak tanimlanabilen in vitro
organogenesis, eksplanttan dogrudan ya da kallus
gelisiminden  sonra  dolayli olarak meydana
gelebilmektedir. Meyve genotiplerinde 1980'li yillardan
sonra baglayan, hem tohum (Korban ve Skirvin 1985,
Hiratsuka ve Katagiri 1988, Pieterse 1989, Mante ve
ark. 1989) ve hem de somatik dokularin (Swartz ve
ark. 1990, Dolcet-Sanjuan ve ark. 1991, Welander ve
Maheswaran 1992, Chevreau ve Leblay 1993, Baker
ve Bhatia 1993, Yancheva 1994, Sarwar ve Skirvin
1997, Tornero ve ark. 2000, Gamage ve Nakanishi
2000, Sun ve ark. 2003, Chevreau ve Bell 2005) esas
alindidi in vitro organogenesis calismalari, genellikle
gen ftransferi oncesinde rejenerasyon kosullarinin
belirlenmesi amaciyla planlanmistir.

Bu calisma, bazi ayva (Cydonia oblonga Mill.)
cesit ve anaglarinda gen transferi basta olmak Uzere in
vitro tekniklere temel olusturmak UGzere yaprak
disklerinden slirglin organogenesisi Uzerine farkl
ortam bilesimlerinin etkisini belirlemek amaciyla
yapilmigtir.

Materyal ve Yontem

Bitkisel materyal: Denemelerde East Malling
serisinden Quince A (bodur), Sabahattin Ozbek
serisinden S.0. 39-200 (bodur), S.0. 18-82 (orta
kuvvetli) ve S.0. 58-315 (kuvvetl) ayva anaclar ile
Esme, Limon, Cukurgdbek kiltir ayva gesitleri esas
alinmistir. Bu calismaya Sabahattin Ozbek serisinden
alinan G¢ ana¢ Williams armudu ile uyusur (Celik 1988)
ve gogalma giicu ylksek (Dumanoglu ve Aygiin 1999,
Aygun ve ark. 2006) olan klon anaglardir.
Organogenesis ¢alismalarinda eksplant kaynagi olarak
strgiin ucu kultiri ile elde edilmis in vitro mikro
celiklerden alinan yaprak diskleri kullaniimigtir.

Siirgiin ucu kiiltiirleri: ik dikim asamasi igin
ilkbahar gelisme doéneminde taze surginlerden
toplanan yaklasik 2-3 cm uzunluktaki surgin uglar
dezenfeksiyon amaciyla énce 5 dakika cesme suyu ve
ardindan 1 damla tween 20 ilave edilmis %20’lik ticari
sodyum hipoklorit solusyonu igerisinde 15 dakika
sureyle yikanmis ve steril saf su ile 5’er dakika sureyle
3 kez galkalanmistir. Laminar hava akisl kabinde steril
kosullarda yaklagik 0.7-1.0 cm uzunlukta hazirlanan
surgun uglari, 10 ml besin ortami iceren 25 x 120 mm
boyutlarindaki cam tiiplere dikilmistir. Ik dikimden 4
hafta sonra gelisen saglkli sirglnlerin  tamami
¢ogaltim amaciyla 4’er hafta ara ile 3 kez alt kultire
alinmistir. Alt kdltirler tamamlandiktan sonra yaprak

sayisini ve iriligini arttirmak ve bogum aralarini
uzatmak amaciyla surginler 3-4 hafta i¢in son bir kez
daha kiltire alinmistir. Alt kiltirler icin yaklasik 2 cm
uzunlugunda hazirlanan mikro c¢elikler, 50 ml ¢ogaltma
ortami bulunan 250 ml'lik erlenmayerlere dikilmistir.

Sirgiin ucu kiltirlerinde temel besin ortami
olarak modifiye edilmis MS ortaminin (Murashige ve
Skoog 1962, Dodds ve Roberts 1993) kullanildigi
galismada, bu ortama ilk dikim asamasinda 2.0 mg/I
BA (benziladenin), 0.1 mg/l IBA (indolbitirik asit) ve
0.5 mg/l GAs (gibberellik asit), gogaltma asamasinda
2.0 mg/l BA, 0.1 mg/l IAA (indolasetik asit) ve 0.1 mgl/l
GA3 (Gulsen ve Dumanoglu 1992), yaprak sayisini ve
iriligini arttirma ve bogum aralarini uzatma agsamasinda
ise sadece 0.3 mg/l GAs ilave edilmis, tim ortamlara
30 g/l sakaroz ve 7 g/l agar katiimistir. Ortamlarin
pH’s1 5.7’ye ayarlanmistir. Kiilturler floresans isik ile 16
saat aydinlatilan (35 pmol-m?:s”) 25+1°C sicakliktaki
iklim odasinda gelismeye birakilmigtir.

Organogenesis denemeleri: Bu amagla in vitro
surgunlerin yaprak ayalari steril kosullarda bir yaprak
delici ile 0.5 cm c¢apinda disklere ayriimis ve 35 ml
besin ortami bulunan 80 mm c¢apindaki cam petrilere
yapragin alt ylzeyi ortama bakacak sekilde hafifce
bastirilarak dikilmistir. Kulttrler 25+1°C sicaklikta 3
hafta siireyle 6nce tamamen karanlik ve daha sonra 3
hafta siireyle 16 saat aydinlik (35 pmol'm?s™)
kosullardaki iklim odasinda toplam 6 hafta sureyle
inkibe edilmistir.

Organogenensis igin iki deneme yapilmistir.

. deneme: Temel besin ortami olarak modifiye
edilmis MS temel besin ortami esas alinmis ve TDZ’nin
(thidiazuron) (0.0, 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 ve 9.0 mg/l), NAA
(naftalenasetik asit) (0.0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.3 ve 0.5
mg/l) ile olusturdugu 36 kombinasyon denenmistir.

Il. deneme: Welander (1988) ve Fasolo ve ark.
(1989) tarafindan elmada iyi sonug¢ verdigi bildirilmis
olan uygulamalarin sadece esas alindigi Il. denemede
temel besin ortami olarak makro element bilegsimi tam
ya da % kuvvetinde olan modifiye edilmis MS, LS
(Linsmaier ve Skoog) ya da N6 (Chu ve ark.'nin piring
anter ortami), mikro element ve vitaminleri tam
ya da 2 kuvvetinde olan modifiye edilmis MS ortamlari
secilmis ve bu ortamlara TDZ veya BA, NAA ve/veya
AgNQO3 ya da putrasin ilave edilmigtir. Boylece 6 farkli
kombinasyon denenmistir (Cizelge 1).

Deneme plani ve verilerin degerlendirilmesi: I.
deneme, her birisinde 7 eksplant (yaprak diski) olmak
Uzere 3 tekerrdrlu, Il. deneme her birisinde 10 eksplant
olmak Uzere 4 tekerrirli olarak Tesaduf Parselleri
Deneme Deseni’ne gore kurulmus ve her iki deneme
de iki kez yinelenmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda
yaprak disklerinde sirgin olusturma orani (%) ve
ortalama siirglin sayisi (adet/disk) belirlenmistir.
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Her bir deneme kapsaminda elde edilen veriler,
yinelemelerin ortalamasi olarak varyans analizi
yontemi ile Minitab Paket Programi (MINITAB Inc.814-
238-3280 WS 112102553) ile F-testine (P = 0.05) gére
kontrol edilmis, ortaya ¢gikan dnemli farkliliklar Duncan
testi ile (P < 0.05) saptanmis ve farkhliklar harfler
yardimiyla belirlenmigtir. istatistik analizlerde yiizde
bulgularin agi degeri karsiliklari esas alinmistir.

Bulgular

Siirgiin organogenesisi |. deneme: Cizelge
2’'de gorildigu gibi bu deneme kapsaminda Quince A
ayva anacinda yaprak disklerinde strgin olugsumu
sadece 1.0 mg/l TDZ'nin 0.01, 0.05, 0.1, 0.3 ve 0.5
mg/l NAA, 3.0 mg/l TDZ'nin 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/l NAA
ve 5.0 mg/l TDZ'nin 0.3 mg/l NAA ile olusturdugu
kombinasyonlarda meydana gelmistir. Istatistiksel
olarak énemli bir farkhlikla en yiksek sirgln olusturma
oranlari ise 1.0 mg/l TDZ’nin 0.3 ve 0.5 mg/l NAA ile
olusturdugu iki kombinasyonda sirasiyla %20 ve
%16.7 oranlarinda elde edilmistir. Ortalama surgiin
sayisi sadece 1.0 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA
kombinasyonunda 1.0 adet/disk ile digerlerinden
onemli diizeyde daha ylksek bulunmustur (Cizelge 2).

S.0. 39-200 ayva anacinda da 1.0 ve 3.0 mg/l
TDZ dozlan etkili olmus ve istatistiksel olarak en
yuksek oranlar 1.0 mg/l TDZ’nin 0.05 mg/l (%12.5),
0.1mg/l (%16.7) ve 0.3 mg/l (%8.3) NAA; 3.0 mgl/l
TDZ'nin 0.5 mg/l NAA (%16.7) ile olusturdugu
kombinasyonlardan alinmistir. Bunlarda ortalama
suirgiin sayisi 0.1 ve 0.3 adet/disk arasinda degismistir.

S.0. 18-82 anacinda ise istatistiksel olarak en
yuksek oran 3.0 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA’'dan (%16.79
elde edilmis ve bunu 1.0 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA
(%8.3) izlemistir. En ylksek ortalama slirglin sayisi
(0.6 adet/disk) énemli bir farkhlikla 1.0 mg/l TDZ + 0.3
mg/l NAA kombinasyonundan elde edilmigtir.

|. denemede organogenesis orani ve ortalama
siirgiin sayisi bakimlarindan S.0. 58-315 anaci (%0-
10; 0-0.5 adet/disk) ve Esme gesidinde (%0-9.5; 0.0-
0.3 adet/disk) TDZ + NAA kombinasyonlari arasindaki
farklliklar istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir.

Limon gesidinde sadece 1.0 mg/l TDZ + 0.3 mg/I
NAA, 1.0 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA ve 3.0 mg/l TDZ +
0.5 mg/l NAA kombinasyonlarinda siirglin olusumu
gozlenmistir. Surglin olugturma orani sirasiyla %20.8
ve %16.7 ile dnemli dizeyde en yuksek 3.0 mg/l TDZ
+ 0.5 mg/l NAA ve 1.0 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA
kombinasyonlarinda belirlenmistir. Ortalama surgln
sayisi 3.0 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA'de 0.5 adet/disk
ile digerlerinden Onemli dizeyde daha yulksek
bulunmustur.
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Cizelge 1. Organogenesis |l. denemede esas alinan ortamlar
ve kombinasyonlar

E'}/éar:](;%t E:\::'I:l?nt Vitamin | Kombinasyonlar
MS MS MS &ii mg/l TDZ + 0.5 mg/|
v | s | R T
%MS | %BMS | %MS %22 mg/l TDZ + 0.5 mg/l
IR I Y [ e
- MS Ms ﬁgAnlg1/I6 IE>’T1lag\;/l+pu(;l.'gsir:gll
N6 MS MS z.gAmg/I BA + 0.2 mgll

Cizelge 2. Quince A ayva anacinda yaprak disklerinden
organogenesis (l. deneme)

Sirgln Ortalama
No | Kombinasyonlar Oluosturma Sirgtin
rani Sayisi
(%) (adet/disk)
1 [ 0mg/l TDZ + 0.0 mg/l NAA 0.0(0.0)d 0.0b
2 | 0mg/I TDZ + 0.01 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
3 | 0mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 0.0(0.0)d 0.0b
4 | 0 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
5 | 0 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
6 | 0mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
7 | 1 mg/l TDZ + 0.0 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
8 | 1mg/I TDZ + 0.01 mg/l NAA 6.7 (10.0) bed 0.4b
9 | 1mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 6.7 (10.0) bed 0.2b
10 | 1 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 10.0 (16.9) bc 0.2b
11 | 1 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA 20.0 (29.5) a 1.0a
12 | 1 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 16.7 (21.9) ab 0.5b
13 | 3 mg/l TDZ + 0.0 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
14 | 3 mg/I TDZ + 0.01 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
15 | 3 mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 3.3(6.9)cd 0.04b
16 | 3 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 3.3(6.9) cd 0.1b
17 [ 3 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
18 | 3 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 10.0 (16.9) bc 04b
19 | 5mg/l TDZ + 0.0 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
20 | 5mg/l TDZ + 0.01 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
21 | 5 mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 0.0(0.0)d 0.0b
22 | 5mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
23 | 5mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA 3.3(6.9)cd 0.04b
24 | 5mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
25 | 7 mg/I TDZ + 0.0 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
26 | 7 mg/l TDZ + 0.01 mg/l NAA 0.0(0.0)d 0.0b
27 | 7. mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 0.0(0.0)d 0.0b
28 | 7 mg/I TDZ + 0.1 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
29 | 7 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
30 | 7 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
31 [ 9mg/l TDZ + 0.0 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
32 | 9mg/l TDZ + 0.01 mg/l NAA 0.0(0.0)d 0.0b
33 | 9 mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
34 |9 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
35 | 9mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
36 | 9 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 0.0 (0.0)d 0.0b
P<0.05 (12.4) 0.4

"Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri
kargiligidir.

Farkh harfler sttun igindeki degerler arasindaki farkliligi
gOstermektedir.
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Cukurgdbek gesidinde ise organogenesis sadece
3.0 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA (%4.8; 0.1 adet/disk) ile
5.0 mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA (%9.5; 0.1 adet/disk)
kombinasyonlarinda gérulmis, ancak bu denemede
hicbir kombinasyonun organogenesis Uuzerine etkisi
istatistiksel bakimdan énemli bulunmamistir.

Siirgiin organogenesisi Il. deneme: Genel
olarak tium ayva genotiplerinde putrasinin kullanildigi
kombinasyonlar disinda Il. denemede vyaprak
disklerinden sirgiin olusumu meydana gelmistir.

Quince A ayva anacinda 1/2 ve 11
kuvvetlerindeki MS temel besin ortamlarina ilave
edilmis 0.33 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l
AgNO3 kombinasyonu en iyi sonuglari vermistir
(Cizelge 3, Sekil 1). Bu uygulama ile siirgiin olusturma
orani ozellikle 2 MS temel besin ortami ile %80’e
ulagsmistir. Bununla birlikte farkh kuvvetlerdeki MS’in
kullanildigr iki uygulama arasindaki farkhlk istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamistir. Bu uygulamalari temel
besin ortaminda N6 makro, MS mikro ve vitaminlerinin
esas alindigi 5.0 mg/l BA + 02 mg/l NAA
kombinasyonu %50 orani ile izlemistir. Ancak ortalama
surglin sayisi bakimindan bu lg¢ uygulama da iyi sonug

vermis ve slirglin sayisini ortalama 2.0 adet/disk’in
(2.0-2.7 adet/disk) lizerine ¢ikarmigtir (Cizelge 3).

S.0. 39-200 ayva anacinda da 0.33 mg/l TDZ +
0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l AgNO3 kombinasyonu iyi
sonug vermistir (%56.7). Ortalama surgun sayisi 1/1
MS’de (2 nolu kombinasyon) 1.9 ve %2 MS’de (4 nolu
kombinasyon) 1.5 adet/disk olmustur (Cizelge 4).

Sekil 1. Quince A ayva anacinda 0.33 mg/l TDZ+0.5mg/I
NAA+2.0 mg/l AgNO; katilmig 1/2 MS ortami
Uzerinde yaprak diskinden slirglin organogenesisi

Cizelge 3. Quince A ayva anacinda yaprak disklerinden organogenesis (Il. deneme)

Makro Mikro Sirgn Olusturma Ortalama
No Element | Element Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sdrgin Sayisi
(%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 75(8.3)c 05b
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
2- MS MS MS 2.0 mg/l AGNO, 55.0 (48.7) ab 27a
3- 2 MS 2 MS % MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 7.5(13.8)c 0.2b
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
4- % MS % MS %2 MS 2.0 mg/l AgNO, 80.0 (63.8) a 20a
5 Ls MS Ms |20 mg/l BA*0.5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)¢c 0.0b
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/l NAA 50.0 (44.9) b 20a
P<0.05 (16.4) 1.1
:Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.
Farkl harfler sttun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.
Cizelge 4. S.0. 39-200 (bodur) ayva anacinda yaprak disklerinden organogenesis (Il. deneme)
. Sdrgun Olusturma Ortalama
No E,\I/elszlw(;cr)n Ell\glrlr?:nt Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sdrgin Sayisi
(%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 26.7 (31.0)b 0.6 bc
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
2- MS MS MS 2.0 mg/l AgNO, 56.7 (48.8) a 19a
3- Y% MS Y% MS 2 MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 10.0 (15.0) ¢ 0.2c
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
- 1 1 1
4 Y2 MS Y2 MS 2 MS 2.0 mg/l AgNO, 56.7 (48.8) a 1.5ab
5 LS MS Ms |20 mg/l BA*0.5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)¢ 0.0¢c
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/l NAA 30.0(33.2)b 0.8 abc
P<0.05 (13.6) 1.1

:Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.
Farkli harfler sutun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.
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S.0. 18-82 anacinda organogenesisi yine 1/2 ve
1/1 MS temel besin ortamlarina ilave edilmis 0.33 mg/I
TDZ + 0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l AgNO3; kombinasyonu
arttirmis ise de surglin olusturma orani en fazla %17.5
ve ortalama surgin sayisi 0.4 adet/disk olarak
kaydedilmistir (Cizelge 5).

S.0. 58-315 ayva anacinda > MS temel besin
ortamina ilave edilen 0.33 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA +
2.0 mg/l. AgNO3; kombinasyonu siirgiin olusturma
oranini (%37.5) ve ortalama surgin sayisini (1.0
adet/disk) 6nemli dizeyde arttirmigtir. Bu degerler
S.0. 58-315 anacinda ulasilan en yiiksek degerler
olarak belirlenmistir (Cizelge 6).

Esme cesidinde de siirgiin olusumu Il. deneme
ile 6nemli diizeyde artmistir. Slrgliin olusturma orani
ve ortalama surgln sayisi birlikte dustunildiginde bu
cesitte de 1/2 ve 1/1 kuvvetlerindeki MS temel besin
ortamlarina ilave edilmis 0.33 mg/l TDZ + 0.5 mgl/l
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NAA + 2.0 mg/l AgNO3; kombinasyonu digerlerinden
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir farkhilikla daha
iyi sonu¢ vermistir. Bu kombinasyonlarda sirgln
olusturma orani %33.3-36.7 ve ortalama surgin sayisi
0.6 adet/disk olarak belirlenmistir (Cizelge 7).

Limon g¢esidinde surglin olusturma orani 6zellikle
1/2 MS temel besin ortamina ilave edilmis 0.33 mg/l
TDZ + 05 mg/l NAA + 20 mg/l AgNOs;
kombinasyonunda |. denemenin en yuksek degerine
gore yaklasik iki kat artarak %40’a, ortalama surgln
sayisi da 0.8 adet/disk’e ulagsmigstir (Cizelge 8).

Cukurgdbek cesidinde de 1/2 MS temel besin
ortamina ilave edilmis 0.33 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA +
2.0 mg/l AgNOs; kombinasyonu o©nemli dlzeyde
farklilikla en iyi sonucu vermigtir. Bu kombinasyonun
kullanildigi  yaprak disklerinin  %43.3'0  slrgin
olusturmus ve ortalama surgiin sayisi da 1.4 adet/disk
olarak belirlenmistir (Cizelge 9).

Cizelge 5. S.0. 18-82 (orta kuvvetli) ayva anacinda yaprak disklerinden organogenesis (Il. deneme)

Makro Mikro Sirgiin Olusturma Ortalama
No Element | Element Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sirgln Sayisi
(%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 0.0(0.0)b 0.0b
: 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
2 MS MS MS 2.0 mg/l AgNO, 75(11.1)ab 0.2 ab
3- % MS % MS %2 MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 0.0(0.0)b 0.0b
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
- 1 1 1
4 Y2 MS Y2 MS 2 MS 2.0 mg/l AgNO, 17.5(28.8) a 04a
5 | Ls MS Ms |20 mg/ BA*0.5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)b 0.0b
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/l NAA 5.0(8.9)b 0.1b
P<0.05 18.05 0.3
Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.
Farkl harfler sttun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.
Cizelge 6. S.0. 58-315 (kuvvetli) ayva anacinda yaprak disklerinden organogenesis (Il. deneme)
. Sirgiin Olusturma Ortalama
No E'\I/elzarL(;%t Ell\glrlr(l':nt Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sdrgin Sayisi
(%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 25(6.1)c 0.03b
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
2- MS MS MS 2.0 mg/l AgNO, 7.5 (15.0) bc 0.2b
3- 2 MS Y MS 2 MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 25(06.1)c 0.03b
) 4 1 : 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
4 Y2 MS Y2 MS Y2 MS 2.0 mg/l AgNO, 37.5(45.0)a 1.0a
5 Ls MS Ms |20 mg/l BA*0.5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)c 0.0b
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/| NAA 15.0 (23.9) b 02b
P<0.05 (15.7) 0.3

Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.

Farkli harfler sutun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.
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Cizelge 7. Esme ayva gesidinde yaprak disklerinden organogenesis (ll. deneme)

Makro Mikro Sirgiin Olusturma Ortalama
No Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sdrgin Sayisi
Element | Element (%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 10.0 (11.1) b 0.2b
: 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
2 MS MS MS 2.0 mg/l AgNO, 33.3(35.0)a 06a
3- % MS Y% MS %2 MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 0.0(0.0)b 0.0b
) : 1 ’ 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
4 Y2 MS Y2 MS Y2 MS 2.0 mg/l AGNO, 36.7 (37.2) a 06a
5 | Ls MS Ms |20 mg/l BA*0.5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)b 0.0b
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/l NAA 13.3 (17.7) ab 02b
P<0.05 (18.7) 0.3
Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.
Farkl harfler sttun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.
Cizelge 8. Limon ayva gesidinde yaprak disklerinden organogenesis (Il. deneme)
. Sdrgiin Olusturma Ortalama
No Makro Mikro Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sdrgin Sayisi
Element | Element (%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 10.0 (15.0) bc 0.1b
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+ 23.3(24.1)ab 0.4 ab
| M MS MS | 5’0 mg/l AGNO,
3- 2 MS ¥ MS 2 MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 13.3(21.1) ab 0.3b
) 4 1 : 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+ 40.0 (39.1) a 0.8a
4 2 MS ¥ MS Y2 MS 2.0 mg/l AQNO,
5. LS MS MS 2.0 mg/l BA+0:5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)c 0.0b
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/| NAA 16.7 (23.9) ab 02b
P<0.05 (19.4) 0.4
:Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.
Farkl harfler sttun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.
Cizelge 9. Cukurgdbek ayva cesidinde yaprak disklerinden organogenesis (Il. deneme)
. Sirgiin Olusturma Ortalama
No Makro Mikro Vitamin | Kombinasyonlar Orani Sirgln Sayisi
Element | Element (%) (adet/disk)
1- MS MS MS 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 6.8(89)b 0.1cd
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
2- MS MS MS 2.0 mg/l AgNO, 33.3(35.0)a 09b
3- Y% MS Y% MS %2 MS | 0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA 20.0(26.2)a 0.7b
0.33 mg/l TDZ+0.5 mg/l NAA+
4- % MS Y2 MS 2 MS 2.0 mg/l AgNO, 43.3(41.1)a 14a
5 | Ls MS Ms |20 mg/l BA*0.5 mg/l NAA+ 0.0 (0.0)b 0.0d
16 mg/l putrasin
6- N6 MS MS 5.0 mg/l BA+0.2 mg/l NAA 20.0 (26.5) a 0.5 bc
P<0.05 (14.9) 0.5

Parantez icerisindeki rakamlar % oranlarin agi degeri karsiligidir.
Farkli harfler sutun igindeki degerler arasindaki farkliligi géstermektedir.

Tartisma ve Sonug

Ayvada (C. oblonga Mill.) vyaprak diski
eksplantlarindan in vitro surglin organogenesisi
amaciyla yapilan bu ¢alismada TDZ'nin (0.0, 1.0, 3.0,
5.0, 7.0 ve 9.0 mg/l), NAA (0.0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.3 ve
0.5 mg/l) ile olusturdugu kombinasyonlar ayva

genotiplerinin hi¢ birisinde slirglin olusturma oranini
%20’nin, ortalama siirglin sayisini da 1.0 adet/disk’in
Uzerine ¢ikaramamistir. Genotiplere gore degisen
bu degerler genel olarak TDZ'nin 1.0 ve 3.0 mg/l,
NAA'nin 0.05, 0.1, 0.3 ve 0.5 mg/l dozlarinin
kullanildigi kombinasyonlardan elde edilmistir. Oysa,
yaprak eksplantlarinda sirgin olusturma orani elmada
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2.2 mg/l TDZ'nin, 0.2-1.0 mg/l NAA ile olusturdugu
kombinasyonlarda %99 (Fasolo ve ark. 1989);
ahudududa 1.1 ve 2.2 mg/l TDZ dozlarinda %100
(Swartz ve ark. 1990); Quince A ayva anacinda 7.0
mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA kombinasyonunda %78
(Dolcet-Sanjuan ve ark. 1991); yine ayvada 0.33 mg/I
TZD ve 0.5 mg/l NAA kombinasyonunda %85 (Baker
ve Bhatia 1993); MciIntosh elmasinda 0.44, 0.66, 0.88
ve 1.1 mg/l TDZ uygulamalarinda %61-80 (Sarwar ve
Skirvin 1997) oranlarinda kaydedilmistir.

Ayvada yaprak basina ortalama sirgun sayisi ise
7.0 mg/l TDZ + 0.05 mg/l NAA ile 3.2 adet/eksplant
(Dolcet-Sanjuan ve ark. 1991) ve 0.33 mg/l TZD + 0.5
mg/l NAA ile 8 adet/disk (Baker ve Bhatia 1993),
Mcintosh elmasinda 0.44, 0.66, 0.88 ve 1.1 mg/l TDZ
uygulamalari ile 0.5-10 adet/eksplant (Sarwar ve
Skirvin 1997) olarak bildirilmigtir. Ayva ve dider bazi
meyve tirlerinde yapilan bu galismalarda TDZ ve NAA,
bulgularimizin aksine yaprak eksplantlarinda sirgin
olusumunu 6nemli diizeyde arttirmistir. Bununla birlikte
Tornero ve ark. (2000), Helena kayisi (P. armeniaca
L.) gesidinde yaprak eksplantlarinda 2.0 mg/l TDZ’nin
NAA (0.1, 0.3, 0.5, 0.8 ve 1.0 mg/l) ile olusturdugu
kombinasyonlarda en ylksek sirgln olusturma oranini
%24.3 olarak belirlemistir. Kayisida kaydedilen bu
deger ayva genotiplerinde elde ettigimiz bulgular ile
benzerlik gdstermektedir.

Ayvada yaprak eksplantlarindan sirgin olusumu
amaciyla Dolcet-Sanjuan ve ark. (1991) ve Baker ve
Bhatia (1993) tarafindan yapilan iki farkli ¢galismada en
uygun TDZ dozu sirasiyla 7.0 mg/l gibi ¢ok yliksek ya
da 0.33 mg/l gibi ¢ok dislk olarak bildirilmigtir.
Calismamizda, organogenesis |. deneme kapsaminda,
her ne kadar 7.0 mg/l TDZ dozu, 5.0 mg/l ve 9.0 mg/l
TDZ dozlar ile birlikte tim ayva genotiplerinde
denenmis ve higbir sonu¢ alinamamis ise de bu
denemede 1.0 mg/l TDZ en diglk dizey oldugundan
0.33 mg/l TDZ dozunun etkisi Il. deneme kapsaminda
ele alinmigtir. Bununla birlikte 0.33 mg/l TDZ + 0.5
mg/l NAA uygulamasi ayva genotiplerinin yaprak
disklerinde silirgin olusturma oranini en fazla %26.7'ye
(S.0. 39-200) vyiikseltmistir. Bu kombinasyonda en
yuksek ortalama slrglin sayisi ise |. denemede
kaydedilen en iyi dizeyin altinda (0.6 adet/disk)
kalmistir. |ki denemeden elde etti§imiz bulgular
AgNOgs’'siz TDZ + NAA kombinasyonlarinin ayva
genotiplerinde sirglin organogenesisi lzerinde yeterli
etkiyi yapmadigini gostermistir. Il. denemede TDZ
diginda BA, 5.0 mg/l BA + 0.2 mg/l NAA kombinasyonu
ile slrgin olusturma oranini Quince A'da %50 ve
S.0. 39-200'de %30'a yiikseltmis, ancak diger
genotiplerde bu oran %20 ve altinda belirlenmistir.
Ortalama silrglin sayisi bu uygulamada en yilksek
2.0+0.9 adet/disk ile Quince A'da ortaya cikmis,
diger genotiplerde 0.8 adet/disk’in altinda kalmistir.
Oysa Greensleeves elma g¢esidinde 2.0 mg/l BA + 0.5
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mg/l NAA kombinasyonunda bu degerler sirasiyla %90
ve 4-7 silrgln/eksplant (James ve ark. 1988); M26
elma anacinda 1.0 mg/l BA + 0.09 mg/l NAA
kombinasyonunda %100 (Predieri ve Malavasi 1989);
bazi elma gesitlerinde 5.0 mg/l BA'nin 0.2-1.0 mg/|
NAA dozlarinda %96-99 ve 6.1-6.5 adet/yaprak
(Fasolo ve ark. 1989) ve Mclintosh elmasinda 1.8, 2.7,
3.6 ve 4.5 mg/l BA uygulamalarinda %59-70 ve 0.6-4.9
adet (Sarwar ve Skirvin 1997) olarak bulgularimizin
cok Uzerinde kaydedilmistir. Bu sitokinin ile ilgili olarak
Quince A ve S.0. 39-200 anaclarindaki bulgularimiz,
Comice ve Passe Crassane armut cesitlerinde disik
BA (0.5 mg/l) dozunda elde edilen sirgun olusturma
orani (%30-47) ve ortalama sirgin sayisi (1-2.2
adet/eksplant) (Chevreau ve Leblay 1993) ile benzerlik
gOstermistir.

Calismamizda ayvada yaprak disklerinde siirgiin
organogenesisi sadece 0.33 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA
+ 2.0 mg/l AgNOs; ile 6nemli diizeyde uyarilabilmigtir.
Nitekim bu uygulama ile surgin olusturma orani,
Quince A'da %80.0, S.0. 39-200'de %56.7, gli¢ bir
genotip olan S.0. 18-82'de %17.5, S.0. 58-315 %37.5,
Esme’de %36.7, Limon’da %40.0 ve Cukurgbbek'de
%43.3 oranlarina g¢ikarilabilmistir. Ortalama surgiin
sayis| ise genotiplere gore 0.4-2.7 adet/disk arasinda
degismistir. Bu sonugta AgNOs'In organogenesis
Uzerine olan olumlu etkisinin payi buyuktur. Bais ve
ark. (2000) bir yabani hindiba genotipinde (Cichorium
intybus L. cv. Lucknow Local) 40 uM (1.7 mg/l)
AgNOs'in in vitro slrgin sayisini 36.8 adede
cikardigini bildirmistir. Arastiricilar AGQNO3’in bu etkisini
bitki blinyesinde etilen biyosentezini engellemesine ve
bdylece igsel poliaminlerin sentezini artirmasina
baglamiglardir. Poliaminler, prokaryot ve okaryotlarda
hicre bolinmesi ve gelismesinde 6nemli rol
oynamaktadirlar (Evans ve Malmberg 1989). Buna
bagli olarak bir poliamin olan putrasinin ayvada
surgun organogenesisi Uzerine etkilerini belirlemek
Uzere ¢alismamizda bu maddelerin 16 mg/l'lik dozu 2.0
mg/l BA + 0.5 mg/l NAA ile birlikte uygulanmis,
ancak higbir genotipte sonu¢ alinamamistir. Oysa,
James ve ark. (1988), elmada in vitro sirglnlerin
yapraklarindan hazirladiklari disk ve seritlerde slrgiin
olusturma oranini, 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA +
0.1 mM (1.6 mg/l) veya 1 mM (16 mg/l) putrasin ile
%90 dizeyine ¢ikarmiglardir. Yine Bais ve ark. (2000)
Cichorium intybus L. c¢v. Lucknow genotipinde
40 mM (6.44 g/l) putrasinin in vitro sirgin sayisini
34.6 adede  yuUkselttigini bildirmiglerdir. Bu
arastiricilarin esas aldigi putrasin dozu bizim ayvada,
James ve ark’nin (1988) elmada kullandiklar
dozun yaklasik 400 katidir. Putrasinin  sirgln
¢ogalmasina etkisini Bais ve ark. (2000), bir poliamin
olan putrasinin kendisine ve diger poliaminler,
spermidine ve spermine’in  sentezlenmesindeki
gorevine baglamislardir.
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Sonug olarak, ayva yaprak diski eksplantlarindan
slirgiin organogenesisi (zerinde planlanacak yeni
calismalar icin AgNOs; iceren Murashige ve Skoog
temel besin ortaminda farkh blylimeyi dizenleyici
madde kombinasyonlarinin etkilerinin belirlenmesi ve
Ozellikle disik TDZ dozlari Uzerinde durulmasi
Onerilmektedir.
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