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Ozet: Kivi (Actinidia deliciosa) tohumlarinim in vitro sartlarda ¢imlendirilmesine, ma-
teryal sekli, Murashige Skoog besi ortami (MS) konsantrasyonu, seker cesidi (sakka-
roz, maltoz ve dekstroz) nin etkisi ayr1 ayr arastirildi. 30 g/I sakkaroz ve Y4 MS in,
Kivi (Actinidia deliciosa) tohumlari icin ideal ¢cimlenme ortami oldugu saptanda.

Ayrica tohumlarin ¢imlendirilmesine bir sitokinin olan BAP (6-Benziloaminopurin)
konsantrasyonlarinin (0.5-1.0-2.0-4.0-6.0-8.0 mg 1) etkisi test edildi ve 2.0 mg I BAP
iceren MS besi ortaminin en iyi sonucu verdigi belirlendi. Elde edilen stirgtinler, 1.0
mg I NAA (naftalen asetik asit) I1 besi ortaminda koklendirilerek in vivo sartlara
adaptasyonu saglandi.

Anahtar kelimeler: Actinidia deliciosa, in vitro, cimlenme, BAP.

In vitro Germination of Kiwi (Actinidia deliciosa)

Abstract: Effects of explant source, strenght of MS (Murashige and Skoog medium),
types of sugar (sucrose, maltoz and dextroz) on axenic germination of seeds from kiwi
were examined and 30 g/1 sucrose and ¥4 MS were found to be optimum medium for
seeds of Kiwi (Actinidia deliciosa).

Also, effect of BAP (6-benzyloaminopurine- with a cytokinin) concentrations (0.5-1.0-
2.0-4.0-6.0-8.0 mg 1) on axenic germination of seeds were testedhe optimum result
for germination of seeds was obtained on MS medium containing 2.0 mg 1 BAP. The
shoots developed were rooted on MS medium with 1.0 mg 1" NAA (naphthaleneacetic
acid). The in vitro rooted shoots were succesfully adapted at in vivo condition.

Keywords: Actinidia deliciosa, in vitro, germination, BAP.

Batman University International participated Science and Batman University
Culture Symposium, 18-20 April 2012 Batman, TURKEY 139 Journal of Life Sciences, Volume 1, Number 2, (2012)



Filiz AKBAS, Cigdem ISIKALAN, Davut BASARAN, Siireyya NAMLI

1. GIRIS

Kivi bitkisi, son 30-50 yilda adindan en ¢ok s6z edilen ve tiretimi hizla ar-
tan meyve tirlerinden biridir. Genis adaptasyon yetenegi, bitki ve meyve
ozellikleri, depolama kolayliklari, ytiiksek fiyatla alic1 bulmasi, tiretimindeki
sicramay1 saglamustir.

Actinidia cinsine ait kivinin bilinen 50 kadar tiirti vardir. Bu tiirler Baltik De-
nizi kiyillarindan giineyde Endonezya’ya, doguda Cin’e kadar olan genis bir
cografyada, orman kenar1 bitkisi olarak yayilmislardir. Yabani kivi populas-
yonlarinin en yogun oldugu yer ve kivinin anavatani Cin dir. Giintimiizde
kilttirel olarak yetistiriciligi yapilan kivi gesitleri Yeni Zelanda’da 1slah edil-
mistir. i1k sera tipi kivi bahgeleri de bu tilkede 1930'lu yillarda kurulmustur.
Diinya kivi ticareti 1970’1i yillara kadar bu tilkenin tekelinde kalmistir. Bu
tarihten sonra kuzey Akdeniz tilkeleri, Avustralya, Giiney Afrika, Sili, ABD,
Japonya gibi bircok tilkede de yetistirilmeye baslanmistir [1,2].

Ulkemizde kivi tiretimi oldukga yenidir. Kivi ekolojisine uygun bolgelerin
basinda Karadeniz, Marmara ve Ege bolgesi gelmektedir. Ozellikle bitkinin
nem ve su ihtiyacinin fazla olusu, Dogu Karadeniz bolgesinde kivi {iretimi-
nin diger bolgelere nispeten daha ekonomik ve kaliteli yapilacagini goster-
mektedir [3].

Tablo.1. 100 gram kivinin gida degeri

Analizler Taze Meyve Konserve Donmus
Kalori 66 * 66
Rutubet 8l2¢g 730¢g 80.7 g
Protein 079 ¢ 089 ¢ 095 ¢g
Yag 0.07 g 0.06 g 0.08 g
Karbonhidratlar 175¢g 255¢g 176 g
Kiil 045¢g 045¢g 053 g
Kalsiyum 16 m 23 mg 18 mg
Demir 0.51 mg 0.40 mg 0.51 mg
Magnezyum 30 mg 30 mg 27 mg
Fosfor 64 mg 48 mg 67 mg
Thiamine 0.02 mg 0.02 mg 0.01 mg
Niacin 0.50 mg 0.40 mg 0.22 mg
Riboflavin 0.05 mg 0.02 mg 0.03 mg
Vitamin A 175 1.U. 155 1.U. 117 1L.U.
Ascorbic Acid 105 mg 103 mg 218 mg

Kaynak: Kaliforniye Universitesi [4].
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Kivi meyvesinden ¢ok farkli sekillerde yararlanilmaktadir (Tablo 1). Bunun ya-
ninda gida sanayiinde, pasta, tatl ve icki yapiminda kullanilmaktadir. Kivi mey-
ve bilesiminde en 6nemli ve dikkat cekici unsur, C vitamini igerigidir. Bu unsur,
kivi meyvesine deger katan ve aranan bir meyve olmasini saglayan etmenlerin
basinda gelmektedir. Kivi meyvesinin 100 graminda, ortalama 100 - 400 mg C
vitamini bulunur.

Kivi meyvesinin besin degeri yaninda, tipta kullanimi da s6z konusudur. Cin’de
yapilan analizlerde, meyve suyunda bulunan bazi maddelerin kansere neden
olan faktorleri 6nledigi ortaya ¢ikmustir. Yine bazi tibbi iceceklerle birlikte kul-
lamldiginda astim, okstirtik ve nefes agic1 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir

[4].

Bu tirtintin yaygmlastirilmast ve yetistiriciliginin hizlandirilmasi i¢in bircok {il-
kede alternatif cogaltma metodu olarak, doku ve organ kiiltiirti teknikleri ge-
listirilmistir. Bitki Doku Kiiltiirti; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda,
biittin bir bitki, hiicre (meristematik hticreler, stispansiyon veya kallus hiicrele-
ri), doku (cesitli bitki kisimlar1) veya organ (apikal meristem, kok vb) gibi bitki
kisimlarmdan yeni doku, bitki veya bitkisel tirtinlerin (metabolitler) tiretilme-
sidir. Bitki doku kdilttirleri, genetiksel iyilestirme calismalarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilma-
sinda, zor olan tiirlerin tiretiminde cesitli doku kiiltiirii teknikleri rutin olarak
uygulanmaktadir [5].

Actinidia deliciosa ile ilgili ilk mikrogogaltim calismalar1 Harada [6] tarafindan
yapilmis ve daha sonraki yillarda baska arastiricilar tarafindan gelistirilmistir
[7,8,9,10]. Kultiir baslatilmasinda baslangic materyali olarak stirgtin uglar1 [11],
stirgtin meristemleri [12], tomurcuklar ve nodal segmentler [13] kullanilmustir.
Mikrogogaltim calismalarinda en uygun baslangic materyalinin, genetik mu-
tasyonlar1 engelledigi ve virtissiiz bitki elde edildigi icin siirgiin meristemleri
oldugu belirlenmistir [12]. Bunun yamnda, organogenesis ve somatik embriyo-
genesis ¢calismalarinda baslangic materyali olarak, yaprak parcalari, yaprak peti-
yolleri ve zigotik embriyolar da kullanilmustir [14,15].

Bir saglik meyvesi olarak adlandirilan kivinin, tilkemizde yetistiriciliginin yapi-
labilecegi bolgelerin olmasina ragmen meyve talebinin biiytik cogunlugu yurt
disindan ithalat yoluyla temin edilmektedir. Gerek diinyada gerekse tilkemiz-
de biiytik 6nem kazanan kivi, geleneksel yontemlerin yani sira, doku kiiltiirti
yontemleriyle kisa stirede istenilen miktarda ¢ogaltilarak hizli fide-fidan tiretimi
yapilabilir. Zira, kivinin geleneksel yontemlerle cimlendirilmesi bir¢ok 6n uygu-
lama gerektirir ve uzun zaman almaktadir. Bu 6zellikler goz 6ntinde bulundu-
rularak kivi (Actinidia deliciosa)nin in vitro kosullarda cogaltilma olanaklarmimn
arastirilmast i¢in bir 6n calisma gerceklestirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

Kivinin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ¢alismalarina baslamadan 6nce
tohumlardan ytiksek verim randimani alabilmek icin ytizey sterilizasyonu ve
baslangic materyalinin tespiti arastirildi.

On sterilizasyon icin, kivi meyvesi musluk suyunda 3-5 dakika yikandi. Daha
sonra steril kabin icerisinde kahverengi tiiyli dis kabugu soyularak %70lik
alkolle yikandi. Yine steril kabin icerisinde steril pens ve bisttiri yardimu ile
filtre kagitlar1 arasinda tohumlar birer birer meyveden izole edildi. Tohum-
larin ¢cimlenmesi ve biiytimesi icin MS [16] besi ortami, 30 g/1 sakkaroz, 7 g/1
agar ve 1 mg 1! BAP ilavesi ile desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar ilavesinden
once, KOH veya NaOH ile 5.7-5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1 atm basingta
121 °C’de 25 dakika stire ile otoklavda steril edildi. Hazirlanan besi ortamu,
magenda GA-7 kiiltiir kaplarina, steril kabin icerisinde boltsttirtild. Izole
edilen tohumlar, 4 farkl sekilde (1.Tohum- miidahale edilmemis; 2. Tohum-
testasi catlatilmis; 3. Tohume-ikiye boliinmiis; 4. Tohum-etli meyve kismu ile),
besi ortaminin bulundugu kiiltiir kaplarina ekimi yapildi (Resim 1.)

Resim 1. Kivi tohumlarinin in vitro ortama ekimi.

Ekimi yapilan tohumlar, sicaklik ayar1 2542 °C olan ve 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyoda ayarlanmus kiilttir odasinda gelismeye birakildi.

Kivinin olgun tohumlarmin in vitro kosullarda ¢cimlenmesine etkisini test etmek
icin, besi ortamina, fakli MS yogunlugu (1/4 MS-1/2 MS-1/1 MS-2/1 MS), seker
cesidi olarak ise 30 g/1 sakkaroz, maltoz ve dekstroz ayr1 ayr1 ilave edildi.

Cimlenmeye hormonlarin etkisini tespit etmek icin bir sitokinin olan BAP

mn 6 farkli konsantrasyonu (0.5 -1.0 -2.0 -4.0-6.0 -8.0 mg 1) MS besi ortamina
ilave edilerek bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.
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3. BULGULAR

Kivi Tohumlarinin In Vitro Sartlarda Cimlenmesinde Materyal Seklinin Etkisi

Kulttre alindiktan bir hafta sonra, hi¢ bir test grubunda enfeksiyona rastla-
madi. Ancak birkag test grubunda ¢cimlenmenin belirtisi olarak radikula ¢ikis1
gozlendi.

Tohumlarin ikiye boliinerek ya da testasi catlatilarak kiiltiire alinmasi, ¢imlen-
meyi hizlandirmak amaciyla uygulandi. Ancak bu uygulamalarin ¢imlenme
hizim etkilemedigi belirlendi. [n vitro gimlendirme calismalarinda, baslangig
materyali olarak kullanulan kivi tohumlarimna herhangi bir miidahale uygulan-
madan besi ortamina birakilmas: gerektigi sonucuna varildu

Kivi Tohumlarinn In Vitro Sartlarda Cimlenmesinde MS Konsantrasyonunun Etkisi

Kivi tohumlarmin ¢imlenmesine MS konsantrasyonunun etkisini tespit icin ya-
pilan calismada ilk on giin icinde, 1/4 MS ve kontrol gruplarinda hizh bir gelis-
me ile ¢cimlenme belirtileri gortildii. MS in diger oranlarinda ise cimlenme hizi-
nmn daha yavas oldugu belirlendi. Daha sonraki gtinlerde kontrol grubunda test
edilen tohumlarin gelisiminin yavaslayip durdugunu, bunun yaninda 1/4 MS
oraninda bulunan tohumlarin ayni hizla gelismesine devam ettigi tespit edildi.

Sonug olarak, MS konsantrasyonuna gore tohumlarin ¢cimlenme orani ve hizi-
nin degistigi belirlendi. Sirastyla en iyi cimlenmenin1/4-1/2-1/1 MS oranla-
rinda oldugu tespit edildi. Yani, MS konsantrasyonu seyreltildikce, tohumlarm
¢imlenmesi ve gelismesinin daha iyi oldugu belirlendi (Resim 2,3,4).

1-!|

Resim 2. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesine, 1/4 Resim 3. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesine, 1/2

MS besi ortaminin etkisi. MS besi ortaminin etkisi.
Resim 4. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesine, 1/1  Resim 5. Kivi tohumlarinin ¢imlenmesinde,
MS besi ortaminin etkisi. sakkaroz seker cesidinin etkisi.
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Kivi Tohumlarmm In Vitro Sartlarda Cimlenmesinde Seker Cesidinin Etkisi

Kivinin olgun tohumlarmin, in vitro sartlarda gec ¢imlendigi ve ¢imlenme
hizina seker cesitlerinin etkili olmadig: goriildi. Bununla birlikte test edilen
gruplar icerisinde, 30 g/1 sakkarozlu MS besi ortaminin en iyi sonucu verdigi
belirlendi (Resim 5.)

Kivi Tohumlarmin In Vitro Sartlarda Cimlenmesinde BAP Oranlarimin Etkisi

Genel olarak kiiltiir besi ortaminda BAP orani arttikca ¢imlenme oraninin
azaldig1 ve hormon igermeyen yada diisiik hormon iceren ( 0.5-1.0 mg 1"
BAP) MS besi ortamlarinda, ¢ok az sayida tohumun c¢imlendigi, ¢cimlenen
tohumlarin da zayif gelistigi tespit edildi. Bununla birlikte, 2.0 mg 1" BAP ice-
ren besi ortaminin ¢cimlenme orani bakimindan, test edilen gruplar arasinda
en iyi oldugu tespit edildi (Resim 6,7,8,9).

Resim 6. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesinde Resim 7. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesinde 2.

.
ey

1.0 mg I" BAP'1 besi ortaminin etkisi. 0 mg " BAP’l1 besi ortaminin etkisi.
'
-l {
r I
»
Resim 8. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesinde Resim 9. Kivi tohumlarinin ¢cimlenmesinde
8.0 mg 1" BAP'l1 besi ortaminin etkisi. hormonsuz besi ortaminin etkisi.

In vitro kosullarda gimlendirilen kivi siirgiinleri, steril kabin icerisinde pens
ve bisttiri yardimu ile steril filtre kagitlar: arasinda jelozundan armdirildi ve
1.0 mg I'T"BAP 11 besi ortaminda kiilttire alinarak ¢ogaltildi (Resim 10). Elde
edilen surgitinler, 1.0 mg I NAA bulunan MS besi ortaminda koklendirilerek
in vivo sartlara adaptasyonu saglandi [17,18] (Resim 11,12).
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Resim 10. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra Resim 11. 1.0 mg I NAA’li besi ortaminda
siirgiinlerin proliferasyonuna 1.0 mg 1! BAP'1n kiiltiire alinan kivi siirgiinlerinin
etkisi. koklenmis hali.

Resim 12. Dogal sartlara adapte olmus Kivi fidelerinin goriiniisii.

4. TARTISMA VE SONUC

Virtisten ar1 stoklar1 tiretmek icin virtis ile bulasik olmayan tohumlar, kok
stoklar1 olarak kullanilmaktadir [5]. Bu goriisten yola ¢ikarak, tohumdan ¢o-
galtilan kivi stirgtinleri, asilama ¢alismalarinda saglikli anag olarak kullanil-
mak tizere, metod gelistirilmistir.

Kivinin geleneksel yontemlerle ¢imlendirilmesi bircok 6n uygulama gerek-
tirir. Tohumlar meyveden, pektinaz ve seliilaz enzimlerinin diistik konsant-
rasyonlarinda 7 giin bekletildikten sonra izole edilir. Cimlenmeden 6nce
yaklasik 1 ay kadar 4 °C de soguklamaya tabi tutulmasi gerekir. Soguklama-
dan sonra farkl: gibberellik asit soltisyonlariyla muamele edilerek cimlenme
iyilestirilir [19]. Oysa yaptigimiz calismada Kivi (Actinidia deliciosa) nin olgun
tohumlarini, 30 g/1 sakkaroz, %4 MS ve 2.0 mg 1! BAP’l1 besi ortaminda kiil-
tiire aldiktan kisa bir stire (3-4 hafta) sonra ¢imlenme elde edildi. Bu sekilde
geleneksel yontemlere gore ¢ok daha kisa zamanda ¢imlenmis tohumlarin
elde edilmesi, hem zaman hemde emek agisindan daha sonra yapilacak calis-
malar i¢in avantaj saglayan bir durumdur.
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Mancaleon ve ark. [20], Actinidia deliciosa strgiinlerinin in vitro ortamda go-
galtilmasinda sitokininlerin etkisini arastirmislar ve eksplantlarin kiiltiir
ortaminda gelisebilmesi igin, MS besi ortaminin mineral elementler bakimin-
dan yeterli oldugunu ancak igsel sitokininlerin yeterli olmadigini bildirmis-
lerdir. Biz de yaptigimiz calismada kivi tohumlarmin hormon icermeyen MS
besi ortaminda cok zayif gelistigini, BAP iceren, 6zellikle 2.0 mg 1" BAP'l1
ortamda cimlenmenin ¢ok daha iyi sonug¢ verdigini saptadik. Arastiricinin
belirttigi gibi, kivi tohumlarinin ¢cimlenmesi i¢in besi ortamina mutlak suretle
bir sitokinin ilavesinin gerekliligini tespit ettik.

Kivi meyvesinin yetistirilmesi ve topraga adaptasyonu ¢ok dikkat gerektirir.
Cinkti in vitro olarak gogaltilan bitkilerin kokleri ince ve tiiystizdiir. Kuvvet-
li kok yapisina sahip olmadiklarindan, topraga aktarimindan kisa bir stire
sonra bitkicikler yasayamaz ve olirler [21]. Yaptigimiz calismada, 1.0 mg 1™
NAA bulunan MS besi ortaminda koklendirilen bitkilerin topraga aktarim
basaril bir sekilde gerceklestirilerek, in vivo sartlarda yasamasi saglanmustir.
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