BAHCE Ceviz 34 (1): 239 — 245 2005

SEBIN VE KR-2 CEVIZ CESITLERININ in vitro’DA
HIZLI COGALTILMA TEKNIiKLERINIiN
BELIRLENMESI

Ayse FIDANCI!

OZET

Sebin ve KR-2 ceviz cesitleri in vitro’da iiretilmeye calisilmis ve kiiltiir olusturma,
cogaltma (kardeslenme), koklendirme ve alistirma safhalarinm kapsayan calismalar
yapilmustir. Uc farkh eksplant kaynagindan alinan materyal ile ii¢ farkh eksplant tipi
kullanilarak (meristem, siirgiin ucu ve iizerinde bir goz bulunan nodal segment) ii¢
farkl ortamda(MS, WPM, DKW) Kkiiltiir olusturulmustur.

Cevizin mikro iiretiminde kiiltiir olusturma safhasinda karsilasilan en onemli
problem bulasma ve kararma olarak goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Juglans regia L., Mikro Uretim, Eksplant, Ortam

SUMMARY

DETERMINATION OF IN VITRO RAPID PROPAGATION TECNIQUES OF
SEBIN AND KR-2 WALNUT CULTIVARS

Sebin and KR-2 walnut cultivars were tried to propagate in vitro and the studies
were realized including culture establisment, multiplication, rooting, and
acclimatization stages.

In order to establisment of culture explants were taken from three different
source, choosen three different explant type (meristem, shoot tip, nodal segment) and
three different media (MS, WPM, DKW) were used.

At the culture establisment stage contamination and browning created the most
important problems.

Keywords: Juglans regia L., Micropropagation, Explant, Media

GIRiS dir. Meyveleri zengin bir yag, protein ve vita-

min kaynagidir. Meyvelerine ilaveten ceviz ke-

Ceviz hem meyveleri hem de kerestesi de- restesi, yaygin olarak yiiksek kalitede mobilya
gerli olan sert kabuklu meyve tiirlerinden birisi- imalatinda ve kaplamada kullanilir. Dért lider

1Zir. Miih., Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisiit YALOVA
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tiretici iilke; USA, Cin, fran ve Tiirkiye diinya
ceviz {iretiminin yaridan fazlasin iiretmektedir.

Ingiliz, fran ve Anadolu cevizi olarak bilinen
J. regia L. baz1 bolgelerde meyveleri bazi bol-
gelerde ise kerestesi ile deger kazanmistir. Sim-
dilerde yogun olarak Kuzey ve Giiney Ameri-
ka’da Avrupa’da, Asya’da, sinirh olarak Kuzey
Afrika, Avusturalya ve Yeni Zelanda’da iiretimi
yapilmaktadir.

Ulkemizde mevcut ceviz agaglarinin bilyiik
cogunlugu tohumdan elde edilmis ¢ogiir tipler-
dir (4).

Cevizin bilinen tekniklerle 6rnegin ¢elik ve-

ya daldirma yontemi ile tiretilmesi ¢ok gii¢c veya
imkansizdir (6,3).
Cevizin mikro iiretimindeki gelismelerin arka-
sindaki ana sebep, hem arastirmalarda hem de
ticari yetistiricilik icin anaglarin,
seleksiyonlarin ve elit agaclarin kendi kokleri
tizerinde yetistirilmesine ihtiya¢ duyulmasidir.
Cevizde mikro tiretim baglangicta bu tiirlerde
geleneksel iiretimde koklendirme metotlarinda
karsi karsiya gelinen giicliikleri yenmek igin
yapilmistir. Bununla birlikte genetik olarak iis-
tiin kaliteli kalemler rutin olarak ¢ogiir anaglari
tizerine asilanarak iiretilmektedir. Kalemlerden
koklenme yoluyla iiretim yapmak yetersizdir
(5).

Calismanin amaci, son yillarda ceviz iireti-
mine olan talep nedeni ile ismine dogru,
uniform ceviz fidanlarina ihtiya¢ artmistir. Ge-
lecekte ceviz doku kiiltiirii ile genis sekilde iire-
tilecektir. Bu iiretim sekli ile bir tomurcuktan
cok sayida birbirinin ayni, ismine dogru fidan
elde etmek miimkiin olacaktir. As1 isciligi orta-
dan kalkacak zamandan ve isgilikten tasarruf
saglanacaktir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Arastirma 2002-2004 yillar1 arasinda Ata-
tirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Ensti-
tisii doku kiiltiirii laboratuarinda yapilmistir.
Arastirmanin bitkisel materyalini yine enstitiide
mevcut Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitleri olustur-
mustur. Bunun igin ti¢ farkl eksplant kaynagin-
dan materyal alinmistir:

a) Kalem anag parseli,
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b) Giibreleme deneme parseli,

c¢) Serada saksilara dikilen 1 ve 2 yagh fidan-
lar. Bu kaynaklardan ii¢ farkli eksplant tipi kul-
lanilarak (meristem, siirgiin ucu, goz celigi
(nodal segment)) ti¢ farkli ortamda kiiltiir olus-
turulmustur.

Metot

Ele alinan KR-2 ve SEBIN ceviz cesitleri ile
kiiltiir olusturma, kardeslenme, koklenme ve a-
listirma safhalarin1 kapsayan caligsmalar tamam-
lanmistir. MS (Murashige and Skoog, 1962),
WPM (McCOWN’s Woody Plant Medium),
DKW (Driver and Kuniyuki, 1984) ortamlarin-
da meristem, siirgiin ucu ve iizerinde bir goz
bulunan 1,5-2 cm uzunlugundaki eksplantlar ile
olusturulan kiiltiirlerde MS ve WPM ortamla-
rinda DKW ortamina nazaran ¢ok daha fazla
kararma meydana gelmistir. Bu durum goz 6-
niine alinarak DKW ortami ile calismaya devam
edilmistir.  Alisirma serasinda  tutulan,
eksplantin alindig1 ana bitkilere her hafta 50
mg/L GA; ve 100 mg/L BAP karisimindan olu-
san soliisyon el spreyi ile puskiirtiilmiistiir. Ay-
rica her hafta fungusit ile koruyucu ilaglama
yapilmistir. Bu uygulamalar ile siirgiin gelisi-
mini hizlandirmak ve fungal hastaliklar kontrol
altina alinmak istenmistir (5).

Yerli ceviz gesitlerimizden KR-2 ve Sebin
ceviz cesitlerinin doku kiiltiirii ile tiretim safha-
lar1 olan kiiltiir olusturma, kardeslenme, co-
galtma ve alistirma sathalarin1 kapsayan calis-
malar planlandigi gibi tamamlanmistir. Bu asa-
malarla ilgili yapilan calismalar asagida acik-
lanmaktadir.

Uc farkli eksplant kaynagindan alinan siir-
giinler laboratuara getirilmis ve laboratuarin 6n
hazirlik odasinda yiizey sterlizasyonuna hazir-
lanmustir.

Yiizey Sterlizasyonu; Sera kosullarinda genis
saksilarda yetistirilen 1-2 yagli, saglikli ana bit-
kilerden aktif biiyiime doneminde (Mayis orta-
larindan baslayarak Temmuz ortasina kadar) a-
linan siirgiinlerin fazlaliklar1 uzaklastirilarak
genis bir beher i¢cine konan materyal 6nce mus-
luk suyu ile yikanmistir. Daha sonra icerisine
konan siv1 bulasik deterjan1 (10-20 ml/L) ile 3—
5 dakika yikanmig ve kopiikten armmincaya ka-
dar yikama islemine devam edilmistir. Sonra
antibakteriyel sabunla siirgiinler 6zellikle gozle-



rin bulundugu kisim hafifce ovularak temiz-
lenmis ve yikanmistir. Ardindan %96’lik alkol
ile 2-3 dakika (alinan siirgiinlerin hassasiyeti ve
kirlilik durumlarina gore siire tayin edilir) kadar
muamele edilmis ve bidestile su ile 3—4 defa y1-
kanmigtir. Son olarak sodyum hipoklorit
(%10’1luk) ve icerisine birka¢ damla tween—20
damlatilan soliisyonda 20 dakika zaman zaman
karistirilarak bekletilmis ve 3—4 defa bidestile
su ile yikanarak yiizey sterlizasyonu tamam-
lanmistir (2). Sterlizasyonun son asamasi steril
kabinde gerceklestirilmistir.

Kiiltiir Olusturma Asamasi; Onceden 2.5 x
15 cm ebatlarindaki tiiplere 15 ml dagitilmis ve
otoklavda sterlizasyonu tamamlanmis ortama
(Cizelge 1), tercih edilen eksplant tipi (meris-
tem; 0,1-0,5 mm, siirgiin ucu; iizerinde 2-3 yap-
rak taslagi olan, yan gozler; iizerinde bir goz
bulunan nodal segment 1,5-2 cm olarak alin-
muistir) steril kabinde tiip icerisine yerlestirilerek
uygun sicaklik ve 151k siddetine sahip (24-26°C,
5000 lux ) 8 saat karanlik ve 16 saat aydinlik
periyoda ayarli iklim odalarinda 4-6 hafta siireli
gelismeye birakilmistir.

Cizelge 1. Cevizin in vitro Uretiminde Kullanilan DKW Ortami*.
Table 1. Basal Medium (DKW) Used for Walnut Tissue Culture.

Bilesikler Kiiltiir Olusturma Kardeslenme Koklendirme
Compound (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Culture initation Multiplication Rooting

Ammonyum nitrate 1.416 1.416 708
Boric asit 4.8 4.8 4.8
Calcium chloride 149 149 74.5
Calcium nitrate 1.968 1.968 984
Cupric sulfate 0.25 0.25 0.25
Magnesium sulfate 740 740 335
Manganese siilfate 33.5 33.5 33.5
Nickel siilfate 0.005 0.005 0.005
Potasium phosphate 265 265 132.5
Potassium sulfate 1.559 1.559 779.5
Sodium molibdate 0.39 0.39 0.39
Zinc nitrate 17 17 17
Ferrous siilfate 33.8 33.8 16.9
Na,EDTA 454 454 22.7
Inositol 100 100 100
Thiamine HCL 2.0 2.0 2.0
Nicotinic asid 1.0 1.0 1.0
Glicine 2.0 2.0 2.0
IBA 0.01 1-2-3-4-5 mg/L.
BA 1.0 -
Sucrose 30.000 30.000 30.000
Gelrite 2.400 2.400 2.400

*Koklendirmede DKW makro elementleri yariya indirgenerek kullanilmistir. Otaklav oncesi pH=5,7-5,8’¢

ayarlanmustir.

*DKW, the macro elements half-strength. Media are adjusted to pH 5,7-5,8 before autoclaving.
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Cogaltma (kardeslenme) Asamasi; Kiiltiir
olusturmay1 takip eden 46 hafta sonra gelismis
olanlar ¢cogaltma ortami (Cizelge 1) iceren daha
genis kavanozlara aktarilmustir. iki tip kavanoz
kullanilmustir; kiigtik kavanozlar 180 ml, biiyiik
kavanozlar 350 ml ‘lik olup kiiciiklere 40 ml,
biiyiik kavanozlara 80 ml ortam konmus ve ¢o-
galtma islemi gerceklestirilmistir. Kavanozlara
genellikle 1, ara sira 2 mikrosiirgiin yerlestiril-
mistir. Cogaltma ortaminda kardeslenmeyi ve
biiyiimeyi tesvik etmek icin BAP’iIn (6-
Benzylaminopurine) farkli konsantrasyonlari
kullanilmis ve bu dozlarin siirgiin uzunlugu ve
kardeslenmeye etkileri belirlenmistir. Bu or-
tamda yaklasik 4-6 hafta sonra uygun biiyiiklii-
ge gelenler (3—5 cm uzunluga ulasanlar) bolme
yapilarak yine ¢ogaltma ortamina veya koklen-
dirme ortamina aktarilmistir. Daha kiiciik siir-
giinler ise ayrilarak yeniden kardeslenme orta-
mina konarak cogaltma islemine devam edil-
mistir.

Koklenme Asamasi; Koklenme boyuna ge-
lenler (3-5 cm) farkli dozda IBA (1,2,3,4,5
mg/L IBA) igeren koklendirme ortaminda; kok
sayisi, kok uzunlugu ve kok kalinligina etkileri
yoniinden arastirilmistir. Koklendirme ortami
olarak DKW makro elementleri yariya indirge-
nerek kullanmilmistir (8). Bu koklenme ortamin-
da (Cizelge 1) 30 giiniin sonunda koklenme du-
rumu gozlenmis ve degerlendirilmistir. Kok-
lenme ortaminda kokler 1-2 cm uzunluga eris-
tikten sonra dikim yapilmasi uygundur. Kokle-
rin ¢ok fazla uzamasi koklenme kabindan ¢ikar-
tirken zararlanmalara sebep olmakta ve uzun
kokler viyollere dikilirken dikim islemini zor-
lastirmaktadir (2). Koklenmis bitkicikler 1lik
musluk suyunda agardan arinincaya kadar yika-
narak, diisik dozda fungusit iceren soliisyona
daldirilmis ve uygun karisim ile doldurulmus
viyollere  dikilmislerdir. ~ Viyoller  kokos,
kokos+perlit (3:1 v), torf ve torf+perlit (3:1 v)
ile doldurulmustur. Doku kiiltiirii yontemi ile
tiretilen fidanlarin kok sistemleri geleneksel
metotla iiretilenlere nazaran daha kuvvetli ol-
maktadir.

Alistirma Safhasi; Koklenmis bitkicikler di-
kimi takiben uygun sartlara sahip olmayan sera-
larda; sera icerisinde olusturulmus alcak plastik
tiinel altinda dis sartlara yavas yavas alistiril-
mistir. Bu safhada bitkiciklerin ¢ikarildigi or-
tamin nemi yiiksek olmalidir. Alistirma esna-
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sinda doku kiiltiiriinden ¢ikmis bitkiciklerin ge-
leneksel metotla  yetistirilenlere  kiyasla
stomalarinin daha acgik olmasi su kaybinin fazla
olmasi anlamina geldigi icin ortam neminin
saglanamadigi sinirli kosullarda alcak plastik
tiinel altina alinan bitkiciklere zaman zaman el
spreyi ile piiskiirtme yapilarak nemli bir ortam
saglanmistir. Bu safhada bitkiciklere diisiik
dozda giibreleme yapilarak ayni zamanda ge-
lismeleri tesvik edilmis ve her hafta diisiik doz-
da fungusit ile koruyucu ilaglama yapilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitlerinin doku kiil-
tiirii ile tiretiminin amacglandigi bu calismada;
kullanilan besi ortaminin, eksplant tipi ve kay-
naginin onemli oldugu goriilmiistiir. MS, WPM,
DKW ortamlarinda meristem, siirgiin ucu ve
tizerinde bir goéz bulunan 1,5-2 cm uzunlugun-
daki eksplantlar ile olusturulan kiiltiirlerde MS
ve WPM ortamlarinda DKW ortamina nazaran
cok daha fazla kararma meydana gelmistir. Bu
durum g6z Oniine alinarak DKW ortamu ile ¢a-
lismaya devam edilmistir (5).

DKW ortaminda meristem ile olusturulan
kiiltiirlerde meristemler kararma ve bulagmaya
bagli sebeplerden dolayr kaybedilmistir. Birkag
kez bu deneme tekrar edilmis meristem Kkiiltii-
riinden sonug alinamayacagina karar verilmistir.
Siirglin ucu ile olusturulan kiiltiirlerde de ka-
rarma ve bulasma c¢ok yogun olmus ve bu
eksplant tipi ile de calismaya devam etmek
miimkiin goriilmemistir. Uciincii eksplant tipi
olarak secilen 1,5-2 cm uzunlugunda, iizerinde
bir gbz bulunan geng siirgiinlerle calismanin yii-
riitiilmesine karar verilmistir. Bunlarda eksplant
kaynagindan alinan siirgiinlerin orta kisimlari
kullanilmistir. Siirgiin ucuna yakin kisimlarda
cok fazla kararma meydana gelmistir. Son ki-
simlarin daha sert olmasi, odunsulasmasi nede-
niyle kullanilmamis ve siirgiiniin orta gozleri
tercih edilmistir. Her ii¢ eksplant tipinde de kiil-
tiir olusturmay: takip eden ilk giinlerde ortam-
daki kararma yogunlugu dikkate alinarak ma-
teryaller, 2—4 giinde bir taze ortama aktarilmig-
tir (5).

Ug farkli eksplant kaynagindan alman ma-
teryal ile olusturulan kiiltiirlerde bahgeden ali-
nan materyallerde, serada genis saksilarda tutu-



lan 1-2 yash bitkilerden alinan siirgiinlere naza-
ran yogun kallus olusumu, yavas gelisme ve
¢cok yogun bulagsma meydana gelmistir. Cevizin
mikro {iiretiminde Kkiiltiir olusturma safhasinda
karsilagilan en 6nemli problem bulagma ve ka-
rarma olarak goriilmiistiir. Ceviz eksplantlarinin
salgiladig1 fenollerin oksidasyonu sonucu olu-
san kararmalar eksplantlarin 6lmelerine neden
olmaktadir (5).

Doku kiiltiiriinde ceviz cesitlerinin hizl iire-
timini etkileyen en onemli faktorlerden biri de
mikro siirgiinlerin koklenmesindeki giicliiktiir
(1,4,5,8). Koklenmede IBA’nin 4 farkli dozun-
da farkli oranlarda koklenme elde edilmistir.
Mevcut calismada en yiiksek koklenme, kok
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sayis1, kok uzunlugu ve kok kalinligr yoniinden
her iki ¢esitte de 4 mg/L. IBA dozunda gercek-
lesmistir. Sebin ¢esidinde 4 mg/L IBA dozunda
%75, KR-2 ¢esidinde ise %63,9 oraninda kok-
lenme basarisi elde edilmistir (Sekil 1,2,3,4).
Alistirma safhasinda geng bitkilerin normal
sartlara alismasinda giicliikkler yasanmistir. In
vitro’da koklendirilmis bitkiciklerde alistirma
serasinda gelisme goriilmemis aksine 4. hafta-
dan itibaren bitkiciklerin siirgiin ucundan basla-
yarak kok bogazina dogru ilerleyen kararmalar
tespit edilmistir Bu durum bitkinin fizyolojik
yapisindan kaynaklanan hassasiyetin uygun ol-
mayan cevresel sartlarla birlesmesi ile olusan
strese baglanmustir.
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Sekil 1. Iki ceviz cesidinde IBA dozlarinin koklenmeye etkisi.
Figure 1. Effect of IBA concentrations on rooting rate of two walnut cultivars.
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Sekil 2. iki ceviz ¢esidinde IBA dozlarinin kok sayisina etkisi.
Figure 2. Effect of IBA concentrations on number of roots formed in vitro of two walnut cultivars.
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Sekil 3. iki ceviz gesidinde IBA dozlarinin kok uzunluguna etkisi.
Figure 3. Effect of IBA concentrations on lenght of root of two walnut cultivars.
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Sekil 4. Iki ceviz cesidinde IBA dozlarinin kok kalinligina etkisi.
Figure 4. Effect of IBA concentrations on thickness of root of two walnut cultivars.
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