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Ozet: Bag alanlar1 ve toplam iiziim iiretimi bakimindan diinyanin sayil iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye, birim alandan elde
edilen iiziim miktar1 géz 6niine alindiginda istenilen diizeyde bulunmamaktadir. Bu durumun en énemli nedenlerinin basinda,
Uzum Uretiminin temel materyali olan fidanin tiretimi sirasinda tilkemizde genellikle kalite dzellikleri belli olmayan, hastalik
ve zararllarla ilgili durumu dikkate alinmayan materyallerin kullanilmasi gelmektedir. Fidan tiretim siirecinde, bilinen herhangi
bir kultirel veya kimyasal micadelesi olmayan bitki patojeni viriisler, diger hastalik ve zararlilar arasinda 6n planda
bulunmaktadir. Bageilikta fidan iiretiminde kullanilacak olan baz materyallerin viriislerden arindirilmasi iglemi termoterapi ve
beraberinde meristem kiiltilirii uygulamalari ile miimkiin olmaktadir. Bu ¢alismada iilkemiz i¢in ekonomik 6nemi bulunan 14
asma c¢esit (Vitis vinifera L.) ve 6 anacina ait klonlar kullanilarak Avrupa Birligi iilkeleri ve iilkemiz sertifikasyon sisteminde
belirlenmis olan viriislerden ve asma patojeni Agrobacterium vitis'ten, termoterapi ve meristem kiiltiirii yontemleri ile arindirma
yapilmistir. Arindirma igslemleri sonucunda caligilan asma ¢esit ve anag klonlarindan 93 bitki elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meristem kiiltiirii, termoterapi, viriis, asma, arindirma, tel sera.

Purification of Some Grape Cultivar (Vitis vinifera L.) and Rootstock Clones Eliminated
from Viruses with Thermotherapy and Meristem Culture

Abstract: Turkey, one of the few important countries in the world concerning the total area of the vineyards and grape
production is not in a desired level considering the amount of grape yield per unit area. The use of materials of unknown quality
and whose disease and pest related conditions are not taken into account in sapling production, which is the basic material of
grape production, is the main cause of this fact. Plant pathogen viruses, for which no cultural or chemical fight against are
unknown, are more important than other disease and pest organisms during sapling production processes. Elimination of the
viruses from the base materials used in sapling production in viticulture is only possible with thermotherapy and meristem
culture. In this study, the clones of fourteen grape varieties (Vitis vinifera L.) and six rootstocks that have economic importance
for our country were used to purify from Agrobacterium vitis and viruses specified in the certification system of our country
and European Union countries using thermotherapy and meristem culture methods. 93 plants were obtained at the end of
purification processes of the studied clones grape cultivars and rootstocks.

Key words: Meristem culture, thermotherapy, virus, grapevine, purification, screen house.

Giris

Tirkiye, diinyada bagcilik yapilan en Onemli
iilkelerden birisidir. Buna karsin birim alandan elde edilen
Uzum Uretimi dikkate alindiginda 6880 kg/ha verimle
45’inci sirada yer almaktadir (Anonim 2005) ve bizim gibi
sofralik ve kurutmalik {iziim tiretimi agisindan 6nde gelen
iilkelerde verim daha yliksek degerlerdedir. Bu verim
diisiikliigiiniin en 6nemli nedenlerinden birisi, bagciligin
temel materyali olarak kalite ozellikleri ile hastalik ve
zararli durumu dikkate alinmaksizin {iretilen fidanlarin bag
tesisinde kullanilmasidir. Bu nedenle 1979 yilindan
itibaren Glke genelinde ilgili Enstiti ve Universitelerde
baglatilan klon seleksiyonu projeleri (Tablo 1) ile
giiniimiize kadar Tirkiye’de yetistirilen ve ekonomik
oneme sahip bir ¢ok ¢esit ve anacta klon seleksiyonu

caligmalar1 tamamlanmus, Ustiin 6zelliklere sahip klonlar
se¢ilmistir (Tablo 2).

Ulkemizin yillik asma fidami ihtiyact degisik
kaynaklara gore 5 milyon ile 30 milyon arasinda
degismektedir. Bu iiretim bagcilik yoniinden diinyanin en
ileri tilkelerinde oldugu gibi se¢ilmis klon materyalinden
yapilmalidir. Ancak, bu se¢ilmis materyallerin saglikli
olup olmadigt kontrol edilmeden yapilan iiretimlerde
verim ve kalite acisindan artiglar saglansa da, genetik
iistiinliiklerinden kaynaklanan gercek performanslarinin
ortaya ¢ikmasi miimkiin olamayacaktir. Bu nedenle,
calisma kapsaminda secilen klonlar Avrupa Birligi
Ulkelerinde ve Ulkemiz  sertifikasyon sisteminde
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Tablo 1. Klon seleksiyonu tamamlanan cesit ve klon sayilari
(Soylemezoglu ve ark. 2015).

Uziim Klon Asma  Asma
Kurum Cesidi Anaa  Klonu
Sayis1

Sayisi Sayis1  Sayisi
Manisa Bagcilik Al 11 29 2 4
Xeiklrdag Bagcilik 15 49 5 16
Yalova Atatiirk
Bahce Kiiltrleri 9 21 - -
MAE
Erzincan Bahce 1 6 ) )
Kiiltiirleri Al
Ankara Universitesi 1 7 - -
Toplam 37 112 7 20

belirlenmis olan viriislerden (Arabis mosaic nepovirus,
Grapevine fanleaf nepovirus, Grapevine fleck virus,
Grapevine leafroll closterovirus 1,-2,-3,-6,-7, Grapevine
virus A, Raspberry ringspot nepovirus, Strawberry latent
ringspot nepovirus, Tomato black ring nepovirus) ve
Agrobacterium vitis Ophel and Kerr 1990 yoninden
arindirilarak temiz materyaller elde edilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calisma, tilkemizde {iziim tiretimi agisindan ekonomik
O6neme sahip olan ve Tablo 2'de belirtilen 14 tiziim ¢esidi
ile 6 Amerikan asma anacinin toplam 60 klonu {izerinde
yiriitiilmiistlir. Testlemeler ile makro ve mikro ¢ogaltimda
kullanilan materyallerinin tiimii Tekirdag Bagcilik

Aragtirma  Enstitlisii ~ biinyesinde  bulunan  {iziim
parsellerinden tedarik edilmistir.
Metot

Tablo 2'de gosterilen klonlar, ¢alisma cergevesinde
¢ok yillik bitkilerde sertifikali fidan iiretimine esas Arabis
mosaic  nepovirus, Grapevine fanleaf nepovirus,
Grapevine fleck virus, Grapevine leafroll closterovirus -1,-
2,-3,-6,-7, Grapevine virus A, Raspberry ringspot
nepovirus, Strawbeery latent ringspot nepovirus, Tomato
black ring nepovirus virisleri ve Agrobacterium vitis
hastaliginin  belirlenmesine yonelik testlemeye tabi
tutulmuglardir. Virlislerden en az biri veya A. vitis ile
bulagiklik tespit edilmis klonlar ise bu hastaliklarin bitki
materyallerinden uzaklastirilmasini saglayan arindirma
igslemlerine  (termoterapi + meristem  kultlrd)  tabi
tutulmuslardir.  Testleme sonucunda temiz ¢ikan
materyaller ise celikle cogaltimlar1 yapilarak, bundan
sonraki siiregte viriis vektdrlerinden korunmalar1 amaciyla
bocek gecirmez tel seralara aktarilmiglardir.

Testleme

Caligtlan  {izim ¢esit ve anaglarin  klonlarinin
bakteriyolojik ve virolojik yonden testlemeleri Zirai

Miicadele Merkez Arastirma Enstitlisii tarafindan
yapilmistir.  Virtis varhi@ DAS-ELISA testleri ile
belirlenmis, testler antiserumlarin alindigr firmanin

0. Ergoniil & L. Oztiirk

Tablo 2. Uzerinde ¢alisilan tiim iiziim gesit ve anag klonlari.

Cesit/Anag ismi Klon Numaralari
Ada Karasi 146, 153, 157
Amasya Beyazi 175, 259
Bozcaada Cavusu 98, 275, 161
Cinsaut 357, 389, 434
Clairette 124, 156, 377
Hafizali 20, 183, 293
: Hamburg Misketi 58, 13, 6

CESIT Gamay 192, 365, 212
Karasakiz 7, 160, 64, 103
Kozak Beyazi 292, 270, 222
Kozak Siyahi 250, 181, 198
Papazkarasi 289, 194, 207
Semillon 225,197, 171, 169
Yapincak 175, 132, 13
1103 Paulsen 5/5, 8/5, 17/16, 24/14
110R 20, 19, 26, 31, 30
5BB 59, 56, 72, 61

ANAG 5¢ 1119, 19/4
9 R 20
Rup. du Lot 105

protokoliine goére yapilmig ve testlerde bir yasindaki
stirgiinlerin floem dokular1 kullanilmistir. Bakteriyolojik
testlemeler ise Benlioglu ve Ozakman (1998)'e gore
gerceklestirilmistir.

Termoterapi uygulamalari

Termoterapi ve meristem kiiltiirii islemleri, testlemeler
sonucu virlis veya A. vitis yoniinden bulagik bulunan ve
Tablo 4'te verilen klonlar iizerinde gerceklestirilmistir.
Caligmada kullanilan asma gesit ve anaglarimin kalem ve
celikleri 2 litrelik kiiglik plastik saksilara dikilerek
koklenmeleri ve siirgiin olusturmalari saglanmigtir. Daha
sonra bu saksilardaki bitkiler 30°C sicaklik, % 60-70
oransal nem ve 16 saat 4000-5000 liiks aydinlatmali
termoterapi kabinine yerlestirilmistir (Stellmach 1980).

Termoterapi  kabinine  yerlestirildikten  sonra
saksilardaki asmalardan yeni gelisen siirgiin uglar
toplanarak yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus, bu siirgiin
uglar1 binokiiler altinda 0,2-0,5mm biyUklukte izole
edilerek i¢inde kagit koprii bulunan sivi besi ortami
doldurulmus tiiplere ekilmistir. Bir ay sonra BAP (Benzil
Amino Piirin) katkili 2 MS (Murashige Skoog) besiyerine
aktarilan materyallerden her ay sasirtma yapilarak siirgiin
ve kok gelismesi saglanmistir (Sekil 1a-c). Koklenen
bitkiler dis sartlara alistirnlmig (Sekil 1d), daha sonra
toprak-perlit karigimina sasirtilarak tel seraya aktarilmistir
(Sekil 1d-f).

Meristem kiiltiirti uygulamalari

Termoterapi yontemi ile bazi zararl viriisleri asmadan
temizlemek mimkin olmakla beraber tiim virlsleri
temizlemek miimkiin degildir. Barlass et al., (1982), 27 ve
35°C’de yetistirilen meristemlerden birinci  sicaklik
uygulamasinda "Asma Yelpaze Yaprak Virlisii", ikinci
sicaklik uygulamasinda ise "Sar1 Benek Viriisii (Yellow
Speckle)" hastaligindan temizlenmenin gergeklesmedigi
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Sekil 1. Meristem kiiltiirii caligmalarinin degisik asamalart. a. In vitro siirglin rejenerasyonu; b. In vitro siirgiin gelisme
asamast; C. In vitro koklenme; d. Dis kosullara alistirma; e, f. Tel serada muhafaza altina alinmis materyaller.

Yaprak Kivrilma ile Leke ve Yaz Beneklenmesi (Summer
Mottle) hastaliklarinin ise her iki sicaklik uygulamasinda
da kolaylikla temizlendigini bildirmislerdir. Bu nedenle,
termoterapi uygulamast ile temizlenemeyen virisler igin
asmanin silirgiin uglarindan alinan pargalarla meristem
kiiltiirii yapilarak basari saglanabilmektedir.

Yontemin basarist  igin  termoterapi  kabininde
biiyiitiilmekte olan asmanin siirgiin ucundan 0,2-0,5 mm
biiyiikliigiinde bir par¢a alinmaktadir. Parca ne kadar
kiiciik olursa viriislerden temiz materyal elde etme sansi1 o
kadar yiikselmekte, fakat iretimdeki basari sansi ise o
kadar diismektedir.

Trakya Uni J Nat Sci, 16(2): 57-61, 2015

Meristem kiiltiirii i¢in s6z konusu parcalarin steril
ortamlar altinda alinmasi gerekir. Bu amagla kullanilan
bitkisel materyalin besi ortaminin ve meristem kiiltiird igin
kullanilan aletlerin de sterilizasyonu gereklidir.

Kullanilan Bitki Materyalinin Sterilizasyonu

Serada gelismekte olan asmalarin siirgiin  uglart
kesilerek laboratuvarda boylart 1-1,5 cm'ye Kkadar
kisaltilmig, % 0,6'ik Na-hipoklorit ¢ozeltisi icinde 20
dakika bekletilmek suretiyle ylizey sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Ultraviyole lamba ile sterilize edilen
steril odadaki steril kabin icinde yuzey sterilizasyonuna
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Tablo 3. MS besi yerinin kimyasal icerigi (Murashige ve Skoog
1962).

0. Ergonill & L. Oztiirk

Tablo 4. Arindirma ¢alismalar1 sonucu elde edilen bitkisel
materyal.

1 Litre Besi Yerinde

Lzl Kullamlacak Miktar (mg)
NHsNO3 1650
CaCl2.2H:0 440
MgS04.7 H20 370
KH2PO4 170
HsBOs3 6,2
MnS04.4 H.0 22,3
ZnS04.7 H20 8,6
Kl 0,83
Na2MoOas. 2 H20 0,25
CuS04.5 H20 0,025
CoCl2. 6 H20 0,025
FeSO4. 7 H20 27,85
Na2 EDTA 37,25
Nicotinic Acid 0,5
Pyridoxin HCI 1
Thiamine HCI 0,1
KNOs 1900
Sakaroz 30000
Agar 6000
BAP! 1-2
IBA? 1

1 In vitro siirgiin gelistirme siirecinde kullanilmaktadir.
2 In vitro koklendirme siirecinde kullanilmaktadir.

tabi tutulan materyal bu islemden sonra steril saf su ile ii¢
kez durulanmustir.

Daha sonra steril kabin igine yerlestirilen binokiiler
mikroskop altinda steril petri kaplari igerisinde yine steril
bisturi ve igne yardimi ile 0,2-0,5 mm biiyiikliigiinde
apikal meristemler ¢ikarilmig ve icerisinde MS besiyeri
(MS besiyeri icerigi Tablo 3'de verilmektedir) bulunan
tiplere yerlestirilmistir. Hazirlanan bu tiipler 22-27°C
sicaklikta %60-70 oransal nem iceren, 2000-3000 liks
aydinlatmali iklim odasinda gelismeye birakilmustir.

Besi Yeri Sterilizasyonu

Amaca uygun olarak hazirlanan besi yerinin
sterilizasyonu 1 atmosfer basing altinda 121°C sicakliktaki
otoklavda 30 dakika tutmak suretiyle yapilmistir.

Kullanilan Aletlerin Sterilizasyonu

Kullanilacak tiim aletler (pens, bisturi, vb.) 121°C
sicakliktaki otoklavda 15 dakika tutularak steril hale
getirilmistir.

Sonuglar ve Tartiyma

Ulkemizde halen viriis ve bakteriden ari asma fidani
iiretiminde sorunlar yasanmaktadir. Ozellikle viriisten ari
baz materyal temini, yasanilan sikintilarin basinda
gelmektedir. Virusten ari asma baz materyali temin etmeye
yonelik olarak 4 yil boyunca asma patojeni viriis ve A. Vitis
bakterisinin arindirilmast  amaciyla  siirdiiriilen bu
arastirmada 60 asma klonu iizerinde ¢aligilmig, dncelikle
bu klonlara viriis ve A. vitis testlemeleri yapilmistir. 30
klon temiz, geri kalani ise en az bir viriis veya A. vitis
yoniinden bulasik bulunmustur (Tablo 4).

q D1s Kosullara
Cesit/Anac 100 No  Aktarilmis Bitki
Ismi
Sayisi
Ada Karasi 153 11
175 4
Amasya Beyazi 259 22
275 2
-
d 98 1
389 3
Cinsaut 357 1
434 1
124 1
. Clairette 156 1
CESIT 377 1
365 -
Gamay 192 1
212 1
Hafizali 183 1
Hamburg 6 2
Misketi 58 3
64 1
Karasakiz 103 1
Semillon 225 3
Yapincak 13 10
8/5 -
1103 P 17/16 )
30 10
110R 19 1
ANAC 31 1
72 5
5BB 59 3
5C 19/14 -
Toplam 30 93

Testleme sonucu temiz ¢ikan materyaller celik ile
¢ogaltilarak dogrudan virlis vektorlerinin  bitkilerle
temasint kesmek amaciyla bocek gegirmez tel seraya
aktarilmiglardir. Bu agamada tel seraya aktarilan materyal
sayisi 177'dir. Testlemede bulasik ¢ikan klonlarda ise
termoterapi sonrasinda in vitro kosullarda meristem
kiiltiirii uygulamalar1 yapilarak toplamda 93 bitki elde
edilmisgtir (Tablo 4). Bu materyaller de yine virls
vektorlerinden izole olmalart ig¢in bdcek gecirmez tel
seraya aktarilmigtir. Bulagik klonlar igerisinde Gamay
lizlim ¢esidinin 365 nolu, 1103 P asma anacinin 8/5 ve
17/16 ile 5 C asma anacinin 19/14 klonlarindan,
termoterapi uygulamasindan sonra meristematik bolgeler
izole edilerek doku Kkiiltiiriine alinmis ancak in vitro
sartlarda tam bitki elde edilmesi miimkiin olmamugtir.

Arindirma  islemine tabi tutularak elde edilen
materyallerin bir kisminda, arindirma igleminin basarili
olup olmadigim tespit etmek amaciyla Zirai Mucadele
Merkez Arastirma Enstitiisii'nce tekrar testleme yapilmus,
testleme sonucunda arindirma islemine tabi tutulan
materyallerin  viris ve A.vitis’ten ari olduklar
belirlenmistir.
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Arastirma sonunda daha Onceki yillarda klon
seleksiyonu yapilan asma klonlar1 kullanilarak asma
sertifikasyon sisteminde yer alan viriislerden ve A. vitis 'ten
ari materyaller elde edilmis ve baz materyal olarak tel
seralara aktarilmistir. Elde edilen baz materyaller Tekirdag
Bagcilik Aragtirma Enstitiisii Midiirliigii biinyesinde,

asma  sertifikasyon  sistemine  peyderpey  dahil
edilmektedir.
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