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OZ: Bu arastirmada, P. mahaleb x P. avium melezi olan M x M klonlarmndan olan MaxMa 14
kiraz anacimin doku kiiltiirii ile ¢ogaltma olanaklar: arastirimustir. Siirgiin uglari, farkli hormon tipi ve
konsantrasyonu igeren 18 farkli MS (Murashige-Skoog) besin ortaminda kiiltiire alimmigtir. Genel olarak
cogalma ve gelisme iizerine GA; diisiik konsantrasyonda her hangi bir etkide bulunmamigtir. Ancak,
konsantrasyonun 0,25 mg I'' olmasi ¢cogalmanin azalmasna neden olmustur. Oksin olarak IBA veya NAA
arasinda onemli bir farklilik olmazken, bu hormonlarin konsantrasyonlarimin 0,1 mg I olmast, 0,25 veya
0,5 mg I'' olmasina gore daha olumlu sonug vermistir. En yiiksek koklenme 4 uM IBA / NAA iceren MS
ortaminda gergeklesmigstir. Ayrica, besin ortamlarina dikimden dnce, in vitro stirgiinlerin NAA ¢ozeltisine
batirlmalar:  koklenmeyi artarmustir. Koklii in  vitro bitkilerin dig ortama aktarilmast siwrasinda
kullanilabilecek en iyi ortam olarak torf ve har¢ bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: M x M Klonlari, MaxMa 14, anag, in vitro ¢ogaltma.

IN VITRO PROPAGATON OF MAXMA 14 SWEET CHERRY ROOTSTOCK

ABSTRACT: In this study, the possibilities of propagation of the one of the M x M clones cherry
rootstocks MaxMa 14 by tissue culture was investigated. Shoot tips of MaxMa 14 were cultured on 18
different MS (Murashige-Skoog) medium containing different kinds of hormones and concentrations. In
general, GA; remained quite ineffective in the development of newly formed shoots, but higher
concentration (0.25 mg I') was affected negatively. There was no significant difference between the two
auxins IBA and NAA used, however concentrations of 0.1 mg I'' gave better results then 0.25 or 0.5 mg I'.
The highest rooting was obtained on MS medium with the 4 uM IBA or NAA. Rooting was improved by
immersing in vitro shootlets to NAA solution prior to rooting medium. Peat and soil-sand-manure mixture
were the most effective media in acclimatization of rooted in vitro shootlets to outside conditions.

Keywords: M x M Clones, MaxMa 14, rootstock, in vitro propagation.

GIiRiS

Meyve agaclar1 generatif ve vegetatif metotlarla cogaltilmaktadirlar. Ancak
meyve tilirlerinin ¢ogunda yabanci déllenmenin olmasi, bunlarin heterozigot yapiya
sahip olmalarina neden olmaktadir. Bunun sonucunda da generatif yontem olan tohum
ile tretimle elde edilen bitkiler, tamamen ana bitki karakterinde olmayip, istenilen
ozellikleri genellikle tagimamaktadirlar. Bu nedenle, meyve agaglarmin vegetatif
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yontemlerle ¢ogaltilmasi gereklidir. Bu yontemler iginde de en ¢ok kullanilanlar, asi
ve celik ile cogaltmadir. Ast ile ¢ogaltma durumunda ana¢ sorunu giindeme
gelmektedir. Anaglar, ¢ogiir (generatif) ve klon (vegetatif) olmak iizere iki grupta
toplanirlar. Cogiir anaglari, genetik varyasyonlar nedeniyle, izerlerine asilanan
gesitlerin farkli verim ve gelisme gostermelerine, agi uyusmasi ile ilgili sorunlarin
ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bir 6rnek gelisme ve verimliligi
saglayan, iizerlerine asilanan g¢esitlerin farkli iklim ve toprak kosullarina uyum
gosteren klon anacglariin kullanilmasi gereklidir (Koksal, 1979).

Birgok iilkede meyveciligi gelistirmek, kaliteyi arttirmak amaci ile 1slah
caligmalar1 sonucunda, gesitli 6zellikleri yoniinden istiinliikleri olan klon anaclari
elde edilmistir. Meyveciligi gelismis olan iilkeler, uzun yillardan beri degisik toprak,
iklim sartlarima uygun olan, topraktan ve havadan bulagabilen hastalik ve zararlilara
dayanikli, kolay ¢ogaltilabilen, sik dikime uygun, meyve bahg¢esinin kurulmasinin
ikinci yilindan itibaren bol ve kaliteli {irlin veren, budama, hasat, ilaglama gibi
kiiltiirel islemlerin kolaylikla yapilmasina olanak saglayan, bodur klonal anaglarla
fidan tiretimi yapmaktadirlar.

Son yillarda, kiraz i¢in anac cesitliligini arttirabilmek amaciyla, tiir ici
melezlemeler ve seleksiyon calismalari olduk¢a yogunlagmistir. S6z konusu hibrit
klon anaglar1 arasinda, Colt, Cob - Cornflower, Camil (GM 79), Damil (GM 61/1),
Inmil (GM 9), VP - 1 (Orlovski 28768), 1P - C1 (77 - 18/1A), Gisela klonlar1, HL 4,
6, 50, 84, GM 8/2834, GM 156, M x M (MaxMa) klonlari, Pikv, P. canescens, P.
dropmoreana bulunmaktadir (Iezzoni ve ark., 1991).

Klon anaglarmin kitlesel g¢ogaltimi ¢elik ve daldirma gibi metotlarla
yapilmaktadir. Ancak, ¢ogaltma sirasinda meydana gelen abiyotik veya biyotik
sorunlar nedeniyle kayiplar biiyiik boyutlara ulasabilmektedir. Ayrica, mevsime bagl
olmast ve yeterli sayida anaglik bitkinin bulunmamasi da yine klasik vegetatif iiretim
yontemlerinin kullanimini siirlayan faktorler arasinda yer almaktadir. Doku kiiltiirii
ile cogaltma sayesinde, mevsime bagli olmaksizin, hizli olarak dar alanda kisa siirede
fazla sayida anag elde etmek miimkiin olmaktadir.

Bugiine kadar kiraz ile visne g¢esit ve anaglarinin mikro ¢ogaltimi iizerinde
yapilmis ¢aligmalar mevcuttur. Skirvin (1984), sert ¢ekirdekli tiirlere ait doku kiiltiiri
¢aligmalarimi derledigi makalesinde, kiraz ve vigsnede genellikle MS besin ortaminin
makro ve mikro elementlerinin kullanildigini, ancak bazi arastiricilarin, modifiye
ettikleri MS ortamlarindan da yararlandiklarint  belirtmektedir. Modifiye
islemlerinden birisi, sararma belirtisine karst besin ortaminda demir miktarinin
arttirtlmasidir. Vitamin olarak, 10 degisik vitamin karisimi (Skirvin ve Chu, 1979),
Linsmaier Skoog vitaminleri ve MS vitaminleri, besin ortami i¢inde yer almaktadir.
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Enerji kaynagi olarak, 20-30 g 1" konsantrasyonda sakkaroz kullanilmakta, bazi
ekstrem durumlarda ise daha yiiksek konsantrasyonda da kullanilmaktadir
(Borkowska ve Szczerba, 1991; Morini ve ark., 1992). Prunus tiirlerinde kati ortam,
stv1 ortama gore daha fazla tercih edilmekte olup, 6-8 g I agar ilavesi yapilmaktadr.
Kullanilan bitki bilylime diizenleyicileri ile konsantrasyonlar1 kiiltiir asamasina ve
bitki tiirtine gore farklilik gostermektedir.

In vitro ¢ogaltilmada ¢esitli sorunlar1 olan Mazzard anaci {izerinde calisan
Sauer (1985), geng siirgiinlerin tepe tomurcuklarinin meristemini 0,1 mg 1" NAA ve 2
mg 1" BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alarak, yan siirgiinlerin gelismesini
saglamistir. Kiiltiirler, 25 £ 1°C’de 16 h 151k-8 h karanlik periyotta ve 900 lux igikta
tutulmuslardir. Siirgiinler, 1/3 oraninda seyreltilmis, 2 mg 1" IAA igeren kat1 veya sivi
MS besin ortaminda koklendirilmislerdir. Koklendirme asamasi da aym sicaklik ve
fotoperiyotta gerceklesmis, ancak 1sik intensitesi 500-600 lux’e diisiiriilmiistiir. F 12/1
(Prunus avium), Colt (P. avium X P. pseudocerasus) kiraz anaglarini siirgiin ucu ile
tiretmeye ¢alisgan Hammantt and Grant (1993), besin ortammin pH’smin 5,0’a
diistiriilmesi, BA konsantrasyonunun 2.2 uM, agar konsantrasyonunun 5,5 veya 6,5 g
I"" olmasi ve besin ortamina 1,0 pM floroglisinol ilave edilmesi durumunda siirgiin
cogalmasinin arttigini tespit etmislerdir.

Duston (1981), F 12/1 (P. avium) anacinin 8§ pM NAA iceren ortamda
koklendigini saptamistir. Ancak, bu siirgiinler kallus olusturmuslar, meydana gelen
kokler birbirlerine yapigmislar ve daha ince olmuslardir. Ayrica, bu sekilde kdklenen
stirgiinler, topraga transfer edildikleri zaman Olmiiglerdir. 4,0 pM gibi daha diisiik
NAA ve 496 uM BA igeren MS besin ortaminda ise, in vitro siirgilinlerin
koklenmesinin daha iyi oldugu goézlenmistir. Riffaud and Cornu (1981), Prunus
avium sirgiinlerinin koklenmesinde, siirgiinlerin dikimden oénce 5,0 pM IBA’ya
batirma ile 5,0 uM IBA igeren besin ortamina dikim arasinda herhangi bir farklilik
olmadigini tespit etmislerdir. Vegetatif olarak zor iretilen, bir kiraz anact olan
Mazzard’n in vitro liretilmesi lizerinde ¢alisan Ranjit and Kester (1988), 50-100 mm
biiyiikliigiindeki bitkisel materyali, Tween 20 ilave edilmis olan % 20’lik klorakta
sterilize etmislerdir. Caligmada, besin ortami olarak modifiye edilmis MS ortami
kullanilmis, 6,0 g 1" agar ilave edilerek pH 5,7’ye ayarlanmustir. Bu galismada esas
olarak zor koklenen Mazzard anacinin, kolay koklenen Colt anaci ile birlikte
dikilmesi durumunda kéklenme durumunda degisiklik olup, olmayacagi saptanmaya
calistlmistir ve Colt ile birlikte kiiltiire alinmasi durumunda Mazzard anacinin
koklenme ve gelisme giiciiniin arttig1 saptanmustir. Calismadan elde edilen bir diger
bulgu da GAj;’lin kdklenme iizerine olumsuz etkide bulundugu, ancak siirgiinlerin
kuvveti lizerine olumlu etki yaparak, uzamay1 ve gelismeyi arttirmasidir. F 12/1 kiraz
anacmin siirgiin ucu ile ¢ogaltilmasi iizerinde ¢alisan Goudarzi ve ark., (1997),
eksplantlarin ¢ogalmas1 asamasinda besin ortami olarak, NAA ve BA bulunan MS

69



ANADOLU 14 (2) 2004

besin ortaminin tuzlart ile LS besin ortaminin vitaminlerini igeren bir ortam
kullanmislardir. Uzama asamasinda en iyi sonug, 0.25 mg I' NAA ile 1 mg I BA
bulunan ortaminda elde edilirken, in vitro bitkiciklerin koklenmesi, 1 mg I'' IBA
iceren modifiye edilmis LS besin ortaminda ger¢eklesmistir. Arastirmada koklii in
vitro bitkicikler bir ay siire ile hormon igermeyen MS besin ortaminda gelistirildikten
sonra, saksilara aktarilmigtir.

Bu c¢alismada, P. mahaleb x P. avium melezi olan M x M klonlarindan olan
MaxMa 14 kiraz anacinin silirgiin uclarindan yararlanarak in vitro ¢ogaltma
olanaklarinin arastirilmasi ve gelistirilmesi amaglanmuistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirmada, kiraz klon anacglarindan, P. mahaleb x P. avium melezlemesi
sonucunda elde edilen M x M klonlarindan MaxMa 14 kullanilmistir.

Calismada MS (Murashige-Skoog, 1962) besin ortami gelisme, ¢ogalma ve
koklenme olmak {izere degisik asamalarda, farkli hormon ¢esidi ve
konsantrasyonlariyla denenmistir. Hormon olarak, oksin grubundan, indol butirik asit
(IBA) ve naftalen asetik asit (NAA); gibberellin grubundan gibberellik asit (GA;),
sitokinin grubundan da benzil adenin (BA) kullanilmigtir. Besin ortamlarina 30 g I
sakkaroz ve 7 g 1" agar ilave edilmistir. Besin ortamlarimin pH degerleri, pH-metre
yardimi ile NaOH ve HCI kullanilarak 5,3’e ayarlanmustir.

Denemede cogalma ve gelisme amaci ile kullanilan MS besin ortamlarinin
hormon igerikleri ve bu ortamlara verilen numaralar asagida yer almaktadir.

.MS+ 1 mgl'BA+0,1 mgllIBA
.MS+1mgl'BA+0,1 mgl' NAA

.MS+ 1 mgl'BA+0,1 mgl"'IBA+0,1 mgl' GA,
.MS+ 1 mgl'BA+0,1 mgl' NAA +0,1 mgl"' GA,
.MS+1mgl'BA+0,25mgl" IBA
.MS+1mgl'BA+0,5mgl' IBA
.MS+1mgl'BA+0,25mgl' NAA
.MS+1mgl'BA+0,5mgl' NAA
9.MS+1mgl'BA+0,25mgl"' IBA+0,1 mgl"' GA;
10. MS+ 1 mgl' BA+0,5mg 1" IBA+0,1 mgl' GA,
11.MS+1mgl'BA+0,1 mgl'IBA+0,25mg 1" GA;
12.MS + 1 mg 1" BA+ 0,25 mg "' IBA 40,25 mg "' GA,
13.MS+ 1 mgl'BA+0,5mg 1" IBA+0,25mg 1" GA;
14.MS+ 1 mgl' BA+0.25mgl' NAA+0,1 mgl' GA;

01N N AW —
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15.MS+ 1 mgl' BA+0,5mgl" NAA +0,1 mg 1"’ GA,s
16.MS+ 1 mgl' BA+0,1 mgl' NAA +0,25 mg "' GA;
17.MS+ 1 mg 1" BA+0,25mg " NAA + 0,25 mg " GA;
18.MS+ 1 mgl' BA+0,5mg 1" NAA + 0,25 mg I'' GA;

Elde edilen in vitro bitkiciklerin koklendirilmesi amaciyla 0, 4 ve 8 pM
konsantrasyonda NAA ve IBA bulunan ve 2 g I aktif komiir ilave edilerek
hazirlanarak 1/2 oraninda seyreltilen MS besin ortamlar1 kullanilmistir. In vitro
bitkiciklerin besin ortamlarina dikimleri sirasinda iki metot uygulanmistir. Bunlardan
birincisi, bitkicigin dip kismi kesilerek, yara yeri tazelenmis ve koklendirme
ortamlarma dikilmesi seklindedir. Ikincisi ise, dip kisminin kesilmesini takiben, 1
saniye siire ile 666 mg 1" konsantrasyondaki NAA ¢ozeltisine batirildiktan sonra,
koklendirme ortamlarina dikimdir.

Steril saf su ile hazirlanan besin ortamlari, daha dnce steril hale getirilen tiip
veya kavanozlara konulduktan sonra, 121 °C’de 1,2 atmosfer basingtaki otoklavda 20
dakika tutularak sterilizasyonu yapilmustir.

MaxMa 14 anacina ait siirglin uglari, bitkide vegetatif geligmenin devam
ettigi siire icinde alinmistir. Alinan 6rnekler laboratuvara getirildikten sonra, boylar1
kisaltilip, kii¢iikk yapraklarin bir kismu uzaklastirilarak, tek tek cesme suyu ile
yikanarak, materyal {izerindeki kaba kir uzaklastirilmis, daha sonra sabunlu suya
konulmustur. Sabunlu suda ara sira karistirilarak 20 dakika bekletildikten sonra, akan
¢esme suyu altinda yine 20 dakika kadar yikanarak on sterilizasyon islemi
tamamlanmistir. Daha sonra steril kabinde, bir iki damla Tween 20 ilave edilen % 4
sodyum hipoklorit igeren, 1/2 oraninda seyreltilmis camasir suyunda 20 dakika
tutularak Orneklerin sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Sodyum hipoklorit igeren
sudan ¢ikarilan 6rnekler, li¢ kez beser dakika siire ile steril saf suda tutularak dikime
hazir duruma getirilmistir (Muriithi, ve ark., 1982; Ranjit ve Kester, 1988).

In vitro kosullarda koklendirme asamasindan sonra, koklii in vitro siirglinler
kiiltiir kaplarindan cikarilarak, koklerdeki agarlar 6nce elle temizlenmis, kalanlar ise
akan su altinda hi¢ agar kalmayincaya kadar yikanmiglardir. Daha sonra herhangi bir
fungal bulasmay1 dnlemek i¢in Pomarsol ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu islemden sonra,
daha once steril hale getirilmis alistirma materyalleri (curuf, perlit, torf ve esit oranda
karistirilan kum, bahge topragi ile giibre karisimindan olusan harg) ile doldurulan
kiiciikk plastik kaplara dikilerek sulama yapilmigtir. Dikim isleminden sonra,
ortamdaki nemi koruyabilmek amaci ile kaplarin iizerleri plastik ortii ile Srtiilmiistiir.

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirli olarak
yuriitiilmiis ve ortalamalarin karsilagtirnlmasinda LSD testi kullamilmistir. Yiizde
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olarak hesaplanan kriterlerde ag¢i transformasyonu uygulanmig ve buna ait LSD
degerleri verilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Siirgiin ucu metodu ile in vitro ¢ogaltma amaciyla alinan siirgiin uclarinin
sterilizasyonu yapildiktan sonra, materyal ve metot boliimiinde igerikleri verilen 1 — 4
no’lu MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiire alinan besin ortamlarinda
eksplantlarin canlilik oranlart ortalama % 42,92 olup, ortamlara gore, % 38,33 (2
no’lu) ile 48,33 (4 no’lu) arasinda degismistir. 1 no’lu ortamda % 41,67; 3 no’lu
ortamda ise, % 43,33 oraninda canlilik gerceklesmistir. Besin ortamlarinda 0,1 mg I
GA; bulunmasi canlilik oraninin artmasini saglamistir. Baglangigta kullanilan dort
besin ortaminda saglanan canlilik agisindan, ortamlar arasindaki farklilik 6nemlidir
(LSD 5= 0,034).

IBA, NAA ve GAj’lin degisik konsantrasyonlarinin denenmesi, oksin olarak
IBA veya NAA ve GAj’in etkilerinin ortaya konulabilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan
sayida eksplanta, s6z konusu dort besin ortamindaki ¢ogaltma ile ulagildiktan sonra,
18 farkli hormon icerigindeki MS besin ortamlarindaki ¢ogalma ve siirgiin gelisimi
durumu belirlenmistir.

Bir bitkiden meydana gelen siirgiin sayis1 besin ortamlarina bagl olarak 0,0
ile 4,0 arasinda degismis, ortalama olarak bir bitkiden 2,16 adet meydana gelmistir. 2,
1, 3 ve 4 no’lu besin ortamlarinda daha yiiksek bir cogalma meydana gelmistir. Bu
ortamlar 1 mg I'" BA + 0,1 mg "' IBA / NAA igeren MS ortamlari olup, 0,1 mg 1"
GA; ilave edilmesi ¢gogalmanin ¢ok az azalmasina neden olmakla birlikte bu 4 ortam
arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. Yine oksin olarak IBA veya
NAA kullanilmast durumunda da farklilik meydana gelmemistir (Cizelge 1).

Genel olarak GA; konsantrasyonunun 025 mg 1" e yikseltilmesi
eksplantlarda Oliimlere neden olmustur. 0,25 mg I'' GA; ile birlikte, oksin
konsantrasyonunun da 0,5 mg 1" olmasi durumunda eksplantlari tamaminda liimler
meydana gelmistir. En yiiksek GA; konsantrasyonunun (0,25 mg I"') yaninda oksin
grubundan IBA veya NAA Kkonsantrasyonunun biraz azaltlmasi (0,1 mg 17)
durumunda ise, eksplantlarin bir kisminda 6limler meydana gelmekle birlikte canli
kalanlar da olmustur. Ancak, canlilig1 siirdiiren eksplantlarda her hangi bir cogalma
meydana gelmemistir. Buradan, kullanilacak hormonlarin sadece
konsantrasyonlarinin degil, ortam i¢inde bulunan diger hormon konsantrasyonlariyla
olan oranmin 6nemli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 1. MaxMa 14 anacimin 18 farkli besin ortamindaki g¢ogalma orant

(adet/eksplant).
Table 1. Multiplication ratio of MaxMa 14 rootstock at 18 different culture media
(#/explant).
Ortam no Cogalma Ortam No Cogalma
# Media Multiplication # Media Multiplication
1 3,8 10 2,6
2 4,0 11 0,8
3 3,6 12 0,4
4 3,6 13 0,0
5 3,2 14 2,4
6 2,6 15 2,2
7 3,0 16 0,6
8 2,6 17 0,6
9 2,8 18 0,0
Ortalama (Average) 2,16
LSD g5 0,552*

Calismada, ¢ogalma iizerine besin ortamlarinin etkisinin belirlenmesi yan
sira, ¢cogalan bitkiciklerin gelismeleri de incelenmistir. Bu amagla, her bir bitkiden
meydana gelen yeni bitkicikler boylarma gore kiigiik (< lcm), orta (1 — 2,5 cm) ve
biiylik (> 2,5 cm) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Kiiltiire alinistan bes hafta sonra
meydana gelen yeni bitkiciklerin boylar1 incelendiginde, farkli hormon igerigine sahip
besin ortamlarinda meydana gelen siirgiin sayilar1 agisindan istatistiksel olarak bir
farklilik olmadigi saptanmistir. Denenen tiim besin ortamlarinda eksplant basina
meydana gelen kiigiik (< 1cm) ve orta (1 — 2,5 cm) boy siirgiin sayisi, biyiik (> 2,5
cm) siirgiin sayisindan daha fazla olmustur. 2,5 cm’den daha uzun siirgiin, oldukga az
sayida meydana gelmistir (Cizelge 2). Kiicik ve orta biiytkliikteki siirglinlerin
sayisinin daha fazla olmasi bazi ortamlarda, dliimlerin meydana gelmesinin yaninda,
bazi besin ortamlarinda da ¢ogalmanin gergeklesmeyip, dikilen eksplantin sadece bir
miktar uzamasindan ileri gelmektedir.
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Cizelge 2. Farkli besin ortamlarinda bir eksplanttan olusan siirgiinlerin boylarina gore
gruplandirilmasi.

Table 2. Classification according to length of shootlet excised from explant on the
different culture media.

Ortam no Siirgiin say1s1 (adet/eksplant)
# Media # Shoot (# / Explant)

(<1cm) (1-2,5cm) >2,5cm)
1 1 2 1
2 1 2 1
3 1 1 1
4 1 2 1
5 1 2 0
6 1 1 1
7 1 2 0
8 1 1 0
9 1 1 0
10 1 1 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0
14 1 1 1
15 1 1 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
LSD s O.d. 0.d. 0.d.

Elde edilen in vitro bitkiciklerin, koéklendirme ¢aligmalarinda 0, 4 ve 8 uM
konsantrasyonda NAA veya IBA bulunan ve 2 g 1" aktif komiir ilave edilerek
hazirlanarak 1/2 oraninda seyreltilmis MS besin ortamlar1 kullanilmistir. Fridborg and
Eriksson (1975), monokotiledon bitkilerin, Eliasson (1981) dikotiledon bitkilerin ve
Patel and Thorpe (1984) conifera familyasina ait bitkilerin in vitro iretilmeleri
sirasinda ortama aktif komiiriin eklenmesi durumunda koéklenmenin arttigini
belirtmektedirler. Daha 6nce diger bazi kiraz klon anaglarina ait in vitro bitkilerin
koklendirilmesi ile ilgili yapilan 6n g¢alismalarda ayni igerikteki besin ortamlarina
aktif komiir ilave edilmemesi durumunda kdklenmenin ¢ok diisiik oldugu veya hig
olmadig1 gozlendigi i¢in, ortamlara aktif kdmiir konulmustur. /n vitro bitkiciklerin bir
kismi, koklendirme ortamina dikilmeden once, dip kisimlari 666 mg I'' NAA
¢ozeltisine 1 saniye siire ile batirilmiglardir.
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Koklendirme c¢alismasinin yapildigi bes farkli icerikteki besin ortamlar
arasinda istatistiki olarak farklilik bulunmamistir (Cizelge 3). Bitkiciklere yapilan
NAA uygulamasi dikkate alinmadan ortamlardaki koklenme oranlar1 % 41,67 ile %
54,16 arasinda degismistir. En yiiksek koklenme orani 4 uM IBA bulunan besin
ortaminda gerceklesirken, en diisilk koklenme de hormon igermeyen ve 8§ puM
IBA/NAA igeren ortamlardaki bitkiciklerde meydana gelmistir. Ancak, oksin olarak
kullanilan NAA ve IBA’nin etkileri bakimindan her hangi bir fark tespit edilemedigi
gibi, denenen iki konsantrasyon arasinda da her hangi bir farklilik olmamuistir.
Bununla birlikte, elde edilen oranlara bakarak, 4 uM konsantrasyonun gerek kontrole
gore, gerekse 8 uM’e gore daha iyi oldugu sdylenebilir. Bu nedenle bazi arastiricilarin
belirttigi gibi 5 uM IBA veya NAA konsantrasyonunun ileride yapilacak ¢aligmalarda
denemesinde yarar vardir. Bazi arastiricilar IBA ve NAA iceren in vitro koklenme
ortamlarinda koklenme agisindan farklilik olmadigini saptarlarken (Jiangang ve
Jishan, 1994; Aksoy ve Hepaksoy, 2004), Paul ve Feucht (1985), baz1 kiraz ile visne
tiirlerinin anag¢ ve ¢esitlerinin in vitro kdklenmesi {lizerinde IBA’nin en etkili oksin
oldugunu bildirmektedir. Bu ¢alismada IBA ile NAA arasinda belirgin bir farklilik
saptanamamig olmakla birlikte IBA’nin biraz daha iyi oldugu soylenebilir.

Besin ortamlarina dikimden 6nce, in vitro bitkiciklerin 666 mg I NAA
¢ozeltisi ile muamele edilmesi, koklenen bitki sayisinin artmasina neden olmustur.
NAA uygulamasi yapilmadan dikilen bitkiciklerin ortalama olarak % 36,66’s1
koklenirken, NAA uygulamasi yapilan bitkiciklerin % 55,00°1 koklenmistir. NAA
uygulamasinin kéklenme oranini arttirmasi tiim besin ortamlarinda gerceklesmistir.
Bu nedenle dikim 6ncesi hormon uygulamasinin kdklenme iizerine yararli oldugunu
rahatlikla soylenebilir. Riffaud ve Cornu (1981), Prunus avium siirgiinlerinin
koklenmesinde, siirgiinlerin dikimden 6nce 5,0 uM IBA’ya batirma ile 5,0 pM IBA
iceren besin ortamina dikim arasinda herhangi bir farklilik olmadigini belirtmistir.
Ancak, besin ortamlarina konulan miktarlarda degil de, ¢ok daha yiiksek
konsantrasyonlarda uygulamalarin  olumlu sonu¢ verdigine dair sonuglar
bulunmaktadir. Bu konuda IBA wuygulamalarimin basarili olduguna dair bazi
caligmalar mevcuttur (Smith ve Thorpe, 1975; Phillion ve ark., 1983). Ancak
koklenmeyi tesvik edici diger hormonlarin da denenmesinde yarar vardir. Hormon tipi
yant sira, konsantrasyon {izerinde de c¢alismalar yapilmalhdir. Ancak
konsantrasyonlarin denenmesi sirasinda, bitkiciklerin kii¢iik ve ¢ok taze olduklari goz
ardi edilmemelidir. Aksi takdirde ¢ok yiiksek konsantrasyondaki hormon
¢ozeltileriyle muamele bitkilerin dliimlerine neden olabilir.
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Cizelge 3. In vitro siirgiinlerin 2 g 1" aktif komiir eklenmis 5 farkli MS besin
ortamindaki NAA uygulamasi yapilmast ve yapilmamasi durumundaki
koklenme oranlari (%).

Table 3. Rooting ratio of in vitro shootlets dipped with or without NAA on the 5
different MS medium supplemented 2 g I"' active coal (%).

Hormon konsantrasyonu NAA uygulamasi Koklenme orani

Hormone concentration NAA application Rooting ratio

(uM) (%)

0 NAA /IBA - 33,33

0 NAA /IBA + 50,00

4 NAA - 41,66

4 NAA + 58,33

8 NAA - 33,33

8 NAA + 50,00

4 IBA - 41,66

4 IBA + 66,66

8 IBA - 33,33

8 IBA + 50,00
LSD 4,05 ortam 0.d. LSD 05 naa uyg. 0,096* LSD 0,05 ortam x NAA uyg. 6.d.

- NAA uygulamasi yapilmayan + NAA uygulamasi yapilan

Doku kiiltiirii ile iiretimin en son ve en Oonemli asamasi, elde edilen kokli
bitkiciklerin dis kosullara aktarmadir. /n vitro kosullarda gelisen kokli bitkiciklerin
yaklasik % 100 oransal nem igeren ortamdan alinarak, yine oransal nemi yiiksek olan
yerlerde dis kosullara aktarilmasi aligtirma igin gereklidir. Aligtirma sirasinda kokli
bitkicikler, degisik yetistirme ortamlarima dikilebilirler.

Calismada koklenen in vitro bitkicikler, koklendirme ortamindan ¢ikarilarak,
gelisimlerinin engellenmemesi igin koklerindeki agar, akar su altinda iyice yikanarak,
temizlenmistir. Daha sonra, her hangi bir fungal bulasmay:1 engellemek amacryla,
bitkicikler bakirli preparat olan Pomarsol eriyigi ile muamele edilerek, dnceden
sterilize edilmis olan degisik ortamlarla doldurulan kiiciik plastik kaplara
sastrtilmiglardir. Sulama yapildiktan sonra, nemin korunabilmesi i¢in ilizerleri naylon
ortii ile kapatilmistir. Bitkicikler, bir siire biiylidiikten sonra, {izerleri giin iginde
kademeli olarak agilarak, dis ortama aligmalari saglanmis, daha sonra da tamamen
acilmustir.
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Ortam olarak, curuf, perlit, torf ve esit oranda karigtirilan kum, bahge topragi
ile giibre karisimindan olusan har¢ kullanilmigtir. Alistirma ortamlarina dikilen
bitkiciklerin gelisme performanslarini ortaya koyabilmek i¢in, tutum orani, dikim
oncesi ve dikimden 6 hafta sonraki kok ve siirglin uzunluklar ile yaprak sayilari
belirlenerek, aradaki fark hesaplanmistir. Boylece, bitkiciklerin ortamlardaki gelisme
farkliligt net olarak ortaya konulmustur. Ancak, bitkiciklerin kok sayilari
belirlenmemistir. Ciinkii, sokiim sirasinda ve daha sonra yapilan yikama islemi
sirasinda koklerde kopma ve kirilmalar meydana gelmektedir.

Elde edilen in vitro kokli bitkiciklerin dig ortama aktarilmasi sirasinda
kullanilan ortamlarda tutum oranlari % 40 ile % 60 arasinda degismistir. Perlit
ortaminda en diisiik tutum orani ger¢eklesmis olup, bu ortam digerlerinden istatistiki
olarak ayrilmistir. Diger ortamlar arasinda farklilik olmamakla birlikte, curuf ve torf
ortamina dikilen bitkilerde daha yiiksek oranda tutum olmustur (Cizelge 4).

Cizelge 4. Koklii bitkiciklerin farkli alistirma ortamlarindaki (%) tutum oranlart.
Table 4. Stand ratio of rooted in vitro shootlets on the different acclimatization
medium (%).

Ortam (Media) Tutum orani (Stand ratio) (%)
Curuf (Volcanic tuff) 60,00

Harg¢ (Mixture) 53,33

Perlit (Perite) 40,00

Torf (Peat) 60,00

Ortalama (Average) 53,33

LSD g5 0,109*

Koklii bitkilerin alistirma ortamlarina dikimlerinden sonra, 6 haftalik siire
icindeki gelismeleri incelendigi zaman, en fazla kok gelisiminin torf, daha sonra perlit
ortaminda gerceklestigi goriilmektedir. Bu iki ortami curuf ve har¢ izlemektedir
(Cizelge 5). Ortalama kdk uzunlugu agisindan tiim ortamlar birbirinden farkli olurken,
ortalama siirglin uzunlugu agisindan, torf ve har¢da ayni oranda gelisme saglanmistir.
Benzer sekilde curuf ve perlit ortamlarindaki bitkiler birbirlerine ¢ok yakin gelisme
gostermislerdir. Bitkilerde 6 hafta sonunda meydana gelen yeni yapraklar agisindan
alistirma ortamlarinin etkisi ise biraz daha farkli olmustur. En fazla yaprak olusumu
torf ve har¢ ortamlarinda gerceklesmis, bu iki ortam aym grupta yer almistir. Ugiincii
sirada yer alan curuf ortaminda yetisen bitkilerin yaprak sayisi bakimindan harg
ortaminda yetisenlere benzer olmustur. En az sayida yeni yaprak perlit ortaminda
yetisen bitkilerde meydana gelmistir.
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Cizelge 5. In vitro koklii bitkiciklerin farkli alistirma ortamlarinda 6 haftalik net
gelisgme durumlari.

Table 5. Net growing of rooed in vitro plantlets on the different acclimatization
medium in 6 weeks after planting.

Ortam Ortalama kok Ortalama siirgiin | Ortalama yaprak
Medium uzunlugu uzunlugu sayisi (adet)
Average length of | Average length of Average leaf
root (mm) shoot (mm) number (#)
Curuf (Volcanic tuff) 40,67 47,67 1,67
Harg (Mixture) 22,33 64,67 2,33
Perlit (Perite) 48,00 47,33 1,33
Torf (Peat) 54,33 68,67 3,00
Ortalama 41,33 57,09 2,08
Average
LSD 05 5,070* 7,190* 0,941%*

Bitkilerin gelismeleri genel olarak degerlendirildiginde, torf ve harcin diger
iki ortama gore daha iyi bir gelisim sagladig1 sOylenebilir. Ancak, har¢ ortaminda
bitkiciklerin tutum orani daha diisiik olmustur. Esit oranda karistiritlan kum, bahge
topragi ve giibre karisimindan olusan har¢ materyali, bitkinin kdklerinin gelisebilmesi
icin torfa gore daha sikisik, agir bir ortam olusturdugu igin, baslangigta tutum
sirasinda sorunlar ortaya ¢ikmakla beraber, tutumun gergeklesmesinden sonra, iginde
bulunan besin maddeleri nedeni ile 6zellikle siirgiin gelismesi ve buna bagli olarak
yaprak olusumu iizerine olumlu etkide bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
karigim oranlarmin degistirilmesi veya karisima torf, perlit gibi materyallerin de ilave
edilmesinde yarar olabilir.

SONUC

MaxMa 14 kiraz anacinin siirgiin ucu ile ¢cogaltilma olanaklarin belirlenmesi
amaciyla yapilan calismada ¢ogalma ve gelismeyi saglayabilmek amaciyla 1 mg 1"
BA sabit tutularak oksin olarak IBA veya NAA ile bunlarin konsantrasyonlarinin
(0,1; 0,25 ve 0,5 mg I'") etkisi arastirnlmistir. Ayrica ortama GA; eklenmesinin
etkisinin olup, olmadigi, varsa hangi konsantrasyonda besin ortaminda bulunmasi
gerektigi belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, gelisme ve ¢ogalma iizerine
GA;’iin olumlu etkisinin bulunmadigi, dzellikle yiiksek konsantrasyonda olumsuz
yonde etkili oldugu saptanmigtir. Oksin olarak kullanilan IBA ve NAA arasinda bir
farklilik olmadig1, benziladenin ile birlikte 0,1 mg 1" ortama eklenmesi durumunda en
yliksek ¢ogalmanin saglandigi tespit edilmistir. Koklenme ortamina 4 veya 8 pM
IBA/NAA eklenmesi koklenmeyi arttirmakla birlikte ¢ok tatminkar degildir.
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Koklenmesinin arttirilabilmesi igin, besin ortamlarina dikilmeden once in vitro
bitkiciklerin oksin ¢6zeltisine batirilmalari yararlidir. Bu ¢aligma sonucunda 666 mg I’
"NAA ¢ozeltisi olumlu sonug vermistir. Ancak, bu uygulamaya ragmen, koklenme %
66,66’ya cikarilabilmistir. Bu nedenle diger oksinler farkli konsantrasyonlarda
denenmelidir. Koklenmeyi arttirabilmek amaciyla, kdklendirme ortam denemelerinin
de yapilmasinda yarar vardir. Ayrica, aligtirma ortami denemelerinin de yapilarak, bu
asamadaki bitki kayiplarinin azaltilmasi gereklidir. Ciinkdi, bu ¢aligma sonucunda elde
edilen en yliksek koklenme ile bile bitkilerde koklenme asamasinda % 35°lik kayip
meydana gelmektedir. Alistirma asamasinda da en az kayip % 40 olmustur. Bu da goz
oniine alindiginda, elde edilen in vitro bitkilerin yaklasik olarak % 40’1 ana¢ olarak
degerlendirilebilecektir ki, bu yiiksek bir deger degildir.
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