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Ozet

Bu ¢alismada, “Golden Delicious” ve “Mondial Gala” elma ¢esitlerinin (Malus x domestica Borkh.) siirgiin ucu kiiltiirii ile cogaltiminda
Murashige ve Skoog (MS) temel besin ortamina amonyum nitratin 1/4, 1/3, 1/2 ve 1/1 diizeylerinde katilmasinin siirgiin ve kok olusumu {izerine
etkileri aragtirnlmigtir. Ortamlara siirgiin ¢ogaltma agamasinda 1.0 mg/I BA ve 0.5 mg/l GA,, koklendirme asamasinda 0.2 mg/l IBA+0.2 mg/l NAA
ilave edilmistir. Ayrica in vitro koklenmenin iyilestirilmesi amaciyla zor kdklenen “Golden Delicious” ve kolay koklenen “MM106” (kontrol)
genotiplerine ait mikro g¢elikler farkli dozlarda IBA (0.25, 0.50, 1,0, 1.5, 2.0 ve 3.0 mg/l) veya IBA+NAA (0.5+0.5 mg/l) ilave edilmis makro
element diizeyi 1/2 olan MS besin ortamina dogrudan ya da IBA solusyonlarina (1000 ve 4000 ppm) hizli daldirmanin ardindan dikilmistir.
Koklendirme denemelerinde kiiltiirler ilk 1 hafta karanlikta tutulmustur. En yiiksek siirgiin olusumu 8.7 adet/eksplant ile “Mondial Gala” ¢esidinde
1/4 NH,NO, diizeyinde elde edilmistir. “Golden Delicious” gesidinde 4.0-5.2 adet/eksplant arasinda degisen siirgiin sayisi iizerine NH,NO,
diizeylerinin etkisi istatistiksel anlamda benzer olmustur. Zor ve kolay koklenen elma genotiplerinde koklenme orani 1000 ppm IBA uygulamasi
ile %50 (Golden Delicious) ve %100 (MM106) diizeylerine ¢ikarilmistir.

Anahtar kelimeler: Elma, in vitro, amonyum nitrat, siirgiin olusumu, koklenme

Effect of Ammonium Nitrate Levels on Shoot and Root Formation in Micropropagation of

Apple Genotypes

Abstract

In this study, effect of ammonium nitrate at 1/4, 1/3, 1/2 and 1/1 strength within Murashige Skoog basal medium on shoot and root formation
of ‘Golden Delicious’ and ‘Mondial Gala’ apples Malus x (domestica Borkh.) was investigated for propagation by shoot tip culture. MS media was
supplemented with 1.0mg/l BA and 0.5 mg/l GA, at shoot multiplication stage and with 0.2 mg/l IBA+0.2 mg/l NAA at rooting stage. In addition,
to improve in vitro rooting, micro cuttings of difficult-to-root cultivar ‘Golden Delicious’ and easy-to-root rootstock ‘MM 106’ (control) were either
directly planted to MS media including 1/2 strength of macro elements plus IBA (0.25, 0.50, 1,0, 1.5, 2.0 and 3.0 mg/l) or IBA+NAA (0.5+0.5
mg/l), or they were planted to the media after fast dipping in 1000 and 4000 ppm IBA. Cultures were kept in dark during the first week of rooting
experiments. The highest number of shoots was obtained in “Mondial Gala’ (8.7) at 1/4 strength of NH,NO,. In ‘Golden Delicious’, number of
shoots per explant varied between 4.0 and 5.2, and the effect of NH,NO; strengths on shoot number was similar statistically. Rooting was increased
to 50% (Golden Delicious) and to 100% (MM106) by 1000 ppm IBA treatment in difficult-to root and easy-to root apple genotypes.
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GiRiS genotiplerde basarinin arttirilmasi i¢in mevcut protokol-
lerin iyilestirilmesi biiyiik deger tasimaktadir.

In vitro ¢aligmalarda temel besin ortam igeriginin or-
ganogenesis lizerine etkisi bilinmektedir [1-3]. Bu kap-

Stirgiin ucu kiiltiird, kisa siirede ¢ok sayida bir 6rnek
bitkisel materyalin {iretilmesine olanak saglayan 6nemli

bir vegetatif ¢ogaltma teknigidir. Meyve tiirlerinde 6zel-
likle klonal anaglarin ¢ogaltilmasinda yaygin olarak kul-
lanilan bu teknik ile kiiltiir gesitlerinin kendi kokleri {ize-
rinde yetistirilmesi de miimkiin olabilmektedir. Anacin
kullanilma zorunlulugunun bulunmadigi durumlarda ya
da anag¢ genotipinin etkisi olmadan ¢esitlerin farkli et-
menlere karsi performanslarinin in vitro ya da dis kosul-
larda belirlenmesini hedefleyen ¢alismalarda ¢esitlerin
kendi kokleri tizerinde gogaltilabilmesi 6nemlidir. Asi di-
sinda ¢elik, daldirma gibi klasik yontemler ile kendi kok-
leri tizerinde bitki elde edilmesinin genellikle gii¢ oldu-
gu tiirlerde tek segenek olan in vitro ¢ogaltimda ise farkli

samda bir ¢ok bitki tiiriinde yaygin olarak kullanilmak-
ta olan Murashige ve Skoog [4] temel besin ortaminda
yer alan inorganik maddeler, tam kuvvette kullanilabil-
digi gibi bu ortamin 6zellikle makro elementlerinin timii
ya da bir kismu farkli kuvvetlerde kullanildiginda siirgiin
ve kok olusumu, stirgiin kalitesi [5-7] ve saglikli in vitro
bitki tiretimi i¢in sinirlayici faktorler olan camlasma [8,
9], oksidasyon, siirgiin ucu nekrozu, kararma [10] gibi
fizyolojik sorunlara karsi iyi sonug verebilmektedir. Bu
kapsamda bitki dokularinin biiyiime ve gelismesinde oy-
nadigi rol nedeniyle {izerinde en fazla durulan makro ele-
mentin azot oldugu goriilmektedir.
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Ozellikle temel besin ortamindaki azot kaynaklarina
kars1 bitki dokularinin farkl tepkilerine dikkat ¢cekilmek-
te ve bu ortamlardaki amonyum nitrat (NH,NO,) ve po-
tasyum nitrat (KNO,) diizeylerinin azaltilmasi ile siirgiin
ve kok olusumunda artis saglandig bildirilmektedir [11,
12]. Bu ¢alismada, elmanin siirgiin ucu kiiltiirii ile ¢o-
galtimida MS [4] temel besin ortamina NH,NO,’n 1/4,
1/3, 1/2 ve 1/1 diizeylerinde katilmasinin siirgiin ve kok
olusumu tizerine etkileri “Golden Delicious” ve “Mondi-
al Gala” elma ¢esitlerinde arastirilmigtir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada bitkisel materyal olarak “Golden Deli-
cious” ve “Mondial Gala” elma ¢esitleri ile koklendir-
me asamasinda bu genotiplere ilave olarak kolay kokle-
nen “MM106” anacinin (kontrol) mikro siirgiinleri kulla-
nilmigtir. Mikro siirgiinler, elma ¢esit ve anag parselinde-
ki bitkilerden siirgilin ucu teknigine gore in vitro kosullara
alinan ve daha sonra 4’er hafta ara ile alt kiiltiirleri yapi-
lan eksplantlardan elde edilmistir. Bu amagla 2008 ilkba-
har gelisme doneminde taze siirgiinlerden yaklasik 3 cm
uzunlukta toplanan siirgiin uglar1 6nce ¢esme suyu altin-
da yikanmig ve ardindan sterilizasyon igin %15 klor ige-
ren ticari sodyum hipokloritin %20’lik solusyonunda 15
dakika siireyle ¢alkalanmistir. Sodyum hipokloritin do-
kulardan uzaklasmasi i¢in siirgiin uglari steril saf su ice-
risinde 5’er dakika siireyle 3 kez yikanmustir. Steril siir-
giin uglar1 laminar hava akigli kabin igerisinde aseptik
kosullarda meristem ve 2-3 yaprak taslagini igerecek se-
kilde bisturi yardimui ile yaklasik 10 mm uzunlukta kesi-
lerek dikime hazirlanmistir. Dikim, igerisinde 10 ml be-
sin ortami bulunan 120 mm x 25 mm boyutlarindaki cam
tiiplere yapilmustir. Kiiltiirler 25+1°C sicaklik ve 16 saat
aydinlik (35 umol'm?s™), 8 saat karanlik kosullara sa-
hip iklim odasinda 4 hafta siireyle gelismeye birakilmis-
tir. Tlk dikim asamasinin sonunda gelisen saglikli siirgiin-
lerin tamami1 4’er hafta ara ile 3 kez alt kiiltiire alinmis-
tir. Alt kiltiirler i¢in yaklasik 2 cm uzunlugunda hazir-
lanan mikro siirglinler, icerisinde 50 ml ortam bulunan
250 mI’lik cam erlenmayerlere dikilmistir. Alt kiiltiirler-
de besin ortami olarak 1.0 mg/l BA ve 0.5 mg/l GA ige-
ren pH’st 5.8’e ayarlanmis, %3 sakkaroz ve %0.6 agar
katilmig MS temel besin ortami kullanilmistir [4, 13, 14].
Ortamlarin sterilizasyonu Hirayama marka dijital otok-
lav ile 121°C ve 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sii-
reyle yapilmistir.

“Golden Delicious” ve “Mondial Gala” elma ¢esit-
lerinde siirglin olusumu {izerine NH,NO,’m etkilerinin
arastirildigi denemede NH,NO,, MS temel besin ortami-
na 1/1 (1650 mg/1) (20.6 mM), 1/2 (825 mg/1) (10.3 mM),
1/3 (550 mg/1) (6.9 mM) ya da 1/4 (412.5 mg/1) (5.1 mM)
diizeylerinde katilmigtir. Mikro siirgiinlerin bu ortamlar
tizerinde 4 hafta gelismesinin ardindan tiim kiiltlirlerde
eksplant (mikro siirgiin) basina yeni olusan siirgiin say1-
s1, siirglinlerin ortalama uzunluk seviyesi (1-4) (1 =5-10

mm, 2 = 11-20 mm, 3 = 21-30 mm, 4 =>30 mm), ortala-
ma kalinlik seviyesi (1-3) (1 =<1 mm, 2 =1-2 mm, 3 =
>2 mm) ve kallus biiylikliigii (cm) kaydedilmistir.

Koklendirme denemelerinde “Golden Delicious”,
“Mondial Gala” ve “MM106” elma genotiplerinde yak-
lasik 2 cm uzunlukta hazirlanan mikro geliklerin in vitro
koklenmesi {izerine NH,NO,’mn etkilerinin arastirildig
denemede, farkh diizeylerde (1/1, 1/2, 1/3 ve V4) NH NO,
igeren MS ortamlar1 ve ayrica makro element diizeyi 1/2
olan MS ortami kullanilmistir. Bu ortamlarin tamamina
Joshi ve ark. [14]’na gore 0.2 mg/l IBA+0.2 mg/l NAA
ilave edilmistir. Besin ortamlarina %?2 sakkaroz ve %0.6
agar katilmis ve pH 5.8’¢ ayarlanmistir. Koklenme ora-
ninin arttirilmast amaciyla zor (Golden Delicious) ve ko-
lay (MM106) koklenen iki elma genotipinde kurulan di-
ger bir koklendirme denemesinde mikro ¢elikler farkli
IBA (0.25, 0.50, 1,0, 1.5, 2.0 ve 3.0 mg/l) veya IBA (0.5
mg/l) + NAA (0.5 mg/l) ilave edilmis makro element dii-
zeyi 1/2 olan MS besin ortamina dogrudan ya da IBA so-
lusyonlarina (1000 ve 4000 ppm) 15 saniye siireyle hizli
daldirmanin ardindan dikilmistir. Kéklendirme deneme-
lerinde tiim kiiltiirler ilk 1 hafta karanlik kosullarda in-
kiibe edilmistir. Daha sonra 25+1°C sicaklik ve 16 saat
aydinlik (35 umol'm?s'), 8 saat karanlik kosullara sa-
hip iklim odasinda 7 hafta siireyle gelismeye birakilmis-
tir. Bu siirenin sonunda tiim kiiltiirlerde koklenme oranm
(%), koklenen celiklerde kok sayisi, en uzun kokiin ya-
ninda ortalama kok uzunlugu (cm) ve koklenme diizeyi
(1-4) (1=dusiik, 2= orta, 3=iyi, 4= ¢ok iyi) belirlenmistir.

Denemeler “Tesadiif Parselleri Deneme Deseni’ne
gore her birisinde 6 eksplant (mikro siirgiin, mikro ¢elik)
olmak tizere 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Tiim dene-
meler en az 2 kez tekrar edilmistir. Veriler, varyans ana-
lizi yontemi ile Minitab Paket Programi (MINITAB Inc.)
ile F testine (P < 0.05) gore kontrol edilmis, ortaya ¢ikan
6nemli farkliliklar Duncan testi ile %5 hata sinir1 esas ali-
narak saptanmis ve farkliliklar harfler yardimiyla belir-
lenmistir. Analizlerde yiizde oranlarin ac1 degeri karsilik-
lar1 kullanilmagtir.

BULGULAR

Caligsmada siirgilin sayist bakimindan ¢esit x uygula-
ma arasindaki interaksiyon istatistiksel anlamda 6nem-
li bulunmustur (P = 0.033). Cizelge 1°de de goriilebile-
cegi gibi farkli NH,NO, diizeylerinde “Mondial Gala”
¢esidinde elde edilen siirgiin sayilari (5.6-8.7 adet/eks-
plant), “Golden Delicious” ¢esidinde kaydedilenlerden
(4.0-5.2 adet/eksplant) daha yiiksek olmustur. Istatistik-
sel anlamda eksplant basina en yiiksek siirgiin sayis1 8.7
adet ile “Mondial Gala” gesidinde 1/4 NH NO, uygula-
masinda belirlenmistir. “Golden Delicious” ¢esidinde ise
tam kuvvetteki MS ortamina gore NH,NO, diizeyi 1/2,
1/3 ve 1/4 olan MS ortamlarinin siirgiin verimini artirdi-
g1 saptanmistir. Ozellikle 1/2 (5.2 adet/eksplant) ve 1/3
(4.6 adet/eksplant) NH,NO, uygulamalar1 diger diizeyle-
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Cizelge 1. MS ortamina farkli diizeylerde ilave edilen NH,NO,’mn bazi elma gesitlerinde in vitro siirgiin

olusumu tizerine etkileri

. NH,NO Siirgiin Sayist  Surgin Uzunlugu - Sirgin Kalinhgr o e siiisi
Cesit Dﬁéeyi ’ (adet/eksplant) Sev1yei51 Sev1yei§1 (cm)
1-4) (1-3)
1/4 87 A 23 23 0.4
Mondial Gala 1/3 65 B 2.3 22 0.2
1/2 5.6 BCD 2.6 2.1 0.3
11 6.1 BC 2.6 2.1 0.4
1/4 4.2 D 2.5 23 0.3
Golden 1/3 46 CD 2.6 2.2 0.3
Delicious 1/2 52 BCD 2.5 2.3 0.3
11 4.0 D 2.5 2.6 0.4

*Siirgiin Uzunlugu Seviyesi (1-4); 1 =5-10 mm, 2 = 11-20 mm, 3 =21-30 mm, 4 = >30 mm.
“Siirgiin Kalinligi Seviyesi (1-3); 1 =<1 mm, 2 =1-2 mm, 3 =>2 mm.

re gore daha yiiksek siirgiin sayisina sahip olmustur. Bu-
nunla birlikte bu c¢esitte slirgiin sayist bakimindan tiim
uygulamalar ayni istatistik grup igerisinde yer almigtir
(Cizelge 1). Siirglin uzunlugu ve kalinlig1 seviyeleri ile
kallus degerleri bakimlarindan ise ¢esit x uygulama ara-
sindaki interaksiyonlar, ¢esitler aras1 ve uygulamalar ara-
s1 farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamis-
tir. Stirgiin uzunluk diizeyi 2.3-2.6, siirgiin kalinlik diize-
yi 2.1-2.6 ve kallus degeri 0.2-0.4 cm arasinda degismis-
tir. Bir bagka ifade ile tiim uygulamalarda stirgiinler ka-
liteli olmus ve biiytik kallus gelisimleri belirlenmemis-
tir (Cizelge 1).

Stirgiin  sayist bakimindan yiiksek degerlerin elde
edildigi NH,NO, diizeyi diisiik olan MS ortamlari, benzer
etkiyi koklendirme denemesinde gosterememistir (Cizel-
ge 2). Koklendirme orani bakimindan sadece cesitler ara-
sindaki farkliligin istatistiksel anlamda énemli bulundu-
gu (P = 0.000) bu denemede en yiiksek kdklenme orani
%25.6 ile “MM106” anacindan elde edilmistir. “Mondi-
al Gala” cesidi %13.3 ile “MM106” anacini izlemis ve
en diisiik deger %]1.1 ile “Golden Delicious” ¢esidinde
kaydedilmistir (Cizelge 2). Koklenme ile ilgili diger pa-
rametreler bakimindan cesitler ve uygulamalar arasinda
istatistiksel farkliliklarin bulunmadig1 ¢alismada kokle-
nen mikro ¢eliklerde ortalama kok sayisi 1.0-4.0, orta-
lama kok uzunlugu 1.2-5.3 cm, en uzun kok uzunlugu
1.2-5.8 ve koklenme diizeyi 0.2-2.0 arasinda degismistir
(Cizelge 2). Bu denemede kdklenme orani, kok kalitesi
ve koklenme diizeyleri ¢ok diisiik seviyelerde kalmistir.
Bu bulgular, mikro ¢eliklerde kdklenmeyi uyarmak iize-
re 0.2 mg/l seviyesinde kullanilan IBA+NAA kombinas-
yonunun yetersiz kaldigini ve sonugta farkli NH,NO, uy-
gulamalarinin kdklenme tizerine etkisinin tam olarak be-
lirlenemedigini gdstermektedir.

Elma cesitlerinde in vitro koklenmenin iyilestirilmesi
amactyla gerceklestirilen diger denemede koklenme ora-
n1 bakimindan ¢esit x uygulama arasindaki interaksiyon
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P = 0.000).
Bu denemede en yiiksek koklenme oranlarinin (%88.9-
100.0) kaydedildigi “MM106” anacinda tim uygulama-
lar ayni istatistik grup icerisinde yer almistir. “Golden

Delicious” ¢esidinde ise koklenme orani 6zellikle 1000
ppm hizli daldirma uygulamasinda %50 ile en {ist sevi-
yesine ulasmistir. Belirtilen deger bu cesitte diger uygu-
lamalarda kaydedilen degerlerden istatistiksel anlamda
daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 3).

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, MS [4] temel besin ortamina normal
seviyesinin 1/4 oraninda NH NO,; ilave edilmesinin 6zel-
likle “Mondial Gala” ¢esidinde siirgiin sayisint 6nemli
diizeyde artirdig1 belirlenmistir. Bilindigi tizere MS be-
sin ortamu diger bir ¢ok bitkide oldugu gibi meyve tiir-
lerinin mikro c¢ogaltiminda da yaygin olarak kullanil-
maktadir. Bu besin ortaminda 60 mM diizeyinde bulu-
nan azot igin 6nemli kaynaklar olan NH,NO, 20.6 mM,
KNO, 18.8 mM konsantrasyonlarinda kullanilmakta ve
NH," : NO, orani 1 : 2 oranina sahip bulunmaktadir [4,
15]. Bu yapidan farkli olarak NH," besin ortamlarinda
tek bagina N kaynagi olarak kullanildiginda bir ¢ok bit-
kide morfogenesis ve biiylimenin engellendigi, bu ola-
ym serbest NH," iyonlarinin toksik etkisine ve ortamin
pH’sindaki degisimlere baglandigi, nitekim amonyumun
ortamin pH’sin1 diigiirdiigii ve diisiik pH degerlerinde mi-
neral maddelerin yarayisliliginin etkilendigi bildirilmek-
tedir [7, 16]. Calismamizda NH,/NO, tek basina N kay-
nagi olarak kullanilmadig gibi en yliksek NH,NO, kon-
santrasyonu MS ortaminda bulunmasi gereken miktara
esittir ve bu degerin tizerine ¢ikilmadigi icin her iki elma
¢esidinde de NH, " iyonlarmin biiyiime ve gelisme tizeri-
ne olumsuz etkisi ¢cok siddetli diizeyde ortaya ¢ikmamis-
tir. Ancak NH,NO, normal miktarin 1/4, 1/3 ya da 1/2
oranlarinda kullanildiginda stirgiin miktarinda ¢ogu kez
artislar saglanmistir. Bu bulgumuz bir ¢ok arastiricinin
bulgulari ile uyumludur. Onemli bir ingiliz elma g¢esidi
olan Queen Cox’da siirgiin proliferasyonu MS ortaminin
NH,NO, ve KNO, diizeylerinin yariya indirilmesi ile ar-
tis gdstermistir [ 17]. Bir orman agac tiirii olan Schizlobi-
um amazonicum’da 1/2 NH,NO, diizeyi nodal eksplant-
larda oksidasyonu dnemli diizeyde azaltmis ve siirglin
proliferasyonunu saglamistir [18].
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Cizelge 2. MS ortamina farkh diizeylerde ilave edilen NH,NO,’1n ve 1/2 diizeyinde katilan makro elementlerin bazi
elma gesitlerinde in vitro koklenme {izerine etkileri

Koklenme .. Orta.l.ama En l{zun Koklenme
Cesit Uygulama® Oram Kok Kok o Kok o Diizeyi
(%) Sayisi Uzunlugu Uzunlugu (1-4)"
(cm) (cm)
1/2 makro 16.7 2.7 2.9 5.6 2.2
element
Mondial 1/4 NH,NO, 22.2 2.3 1.2 2.5 1.5
Gala 1/3 NH,NO, 0.0 - - - -
1/2NHNO, 5.6 4.0 3.1 4.1 2.0
1/1 NH,NO, 222 1.5 4.2 4.7 1.7
Ortalama 13.3 B
12 makro 5.6 1.0 5.2 5.2 0.5
element
Golden 1/4 NH,NO, 0.0 - - - -
Delicious 1/3NH,NO, 0.0 - - - -
1/2NH,NO, 0.0 - - - -
1/1 NH,NO, 0.0 - - - -
Ortalama 1.1C
1/2 makro 38.9 1.6 3.7 4.4 1.4
element
1/4 NH,NO, 22.2 1.5 33 4.2 0.7
MM106 1/3 NH,NO, 22.2 2.1 53 5.8 1.2
1/2NHNO, 334 1.3 4.0 4.1 0.5
1/1 NH,NO, 11.1 1.0 1.2 1.2 0.2
Ortalama 25.6 A

" Tiim ortamlara 0.2 mg/l IBA + 0.2 mg/l NAA ilave edilmistir. Kiiltiirler ilk 1 hafta karanlikta tutulmustur.
**Koklenme diizeyi (1-4); 1=diisiik, 2=orta, 3=iyi, 4=¢ok iyi

Cizelge 3. Farkli IBA dozlar1 ve uygulamalarinin bazi elma ¢esitlerinde in vitro kdklenme iizerine etkileri

Ortalama

Koklenme Kok En Uzun Koklenme
Cesit Uygulama® Oram Kok Sayis1 o Kok Diizeyi
(%) Uzunlugu (cm) (1-4)"
(cm)
0.25 mg/l IBA 83CD 3.0 4.7 5.6 2.5
0.50 mg/l IBA 0.0D - - - -
0.50 mg/1 5.6 CD 1.0 2.5 2.5 0.5
IBA+NAA
Golden 1.0 mg/l IBA 0.0D - - - -
Delicious 1.5 mg/l IBA 0.0D - - - -
2.0 mg/l IBA 00D - - - -
3.0 mg/l IBA 15.0 CD 1.5 1.3 1.5 0.2
1000 ppm IBA 50.0 B 3.1 1.5 3.1 0.9
4000 ppm IBA 222C 2.7 2.4 3.1 1.4
0.25 mg/l IBA 100.0 A 4.7 2.5 43 1.1
0.50 mg/l IBA 100.0 A 6.9 3.2 52 1.4
0.50 mg/l 100.0 A 9.1 1.9 4.0 1.5
IBA+NAA
1.0 mg/l IBA 100.0 A 9.6 22 42 1.8
MM106 1.5 mg/l IBA 100.0 A 9.8 2.2 3.8 1.2
2.0 mg/l IBA 100.0 A 7.6 1.8 2.9 0.8
3.0 mg/l IBA 88.9A 8.1 1.3 2.4 0.8
1000 ppm IBA 100.0 A 2.6 2.4 3.5 0.8
4000 ppm IBA 889 A 5.7 2.0 34 1.1

* Temel besin ortam1 olarak makro element diizeyi /2 olan MS ortami kullanilmustir. Kiiltiirler ilk 1 hafta
karanlikta tutulmustur.

**Koklenme diizeyi (1-4); 1=diisiik, 2=orta, 3=iyi, 4=¢ok iyi
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Hipokotil ve yaprak segmenti eksplantlarmin kulla-
nildig1 brokoli kiiltiirlerinde proliferasyon orani yine 1/2
NH,NO, diizeyinin esas alindig1 MS besin ortaminda en
yliksek olmustur [19]. Sato ve ark. [20] ise manyok bit-
kisinin mikro ¢ogaltiminda kiiltiir ortaminin optimizas-
yonu i¢in amonyum nitrat konsantrasyonunun normal
miktarin yarisindan daha fazla disiiriilmesini 6nermis-
tir. Ogura-Tsujita ve Okubo [11] NHNO, ve KNO, in
%25 ve %50 oranlarinda azaltilmasi ile Japon orkide-
si rizomlarindan siirglin olusumunun uyarildigini belirt-
miglerdir. Ivanova ve Staden [9], zambakgiller familya-
sindan Aloe compressa’nin in vitro rejenerasyonu igin
NH,NO;1 10.3, 20.6 ve 61.8 mM seviyelerinde dene-
migler ve en yiiksek seviyede saglikli siirgiinii, diisiik
NH," (10.3 mM) ve diisiik sitokinin (I mg/l BA ya da
zeatin) miktarlari ile saglamiglardir. Calismamizda elma
¢esitlerinde koklenme iizerine MS besin ortamina farkli
seviyelerde NH,NO; ilave edilmesinin etkileri de arasti-
rilmigtir. Ancak, bu ortamda kullanilan oksin kombinas-
yonunun (IBA+NAA) dozunun (0.2+0.2 mg/l) kok olu-
sumunu uyarmada yetersiz kalmasi nedeniyle bu dene-
mede saglikli veriler elde edilememis ve farkli NH NO,
uygulamalari arasindaki farliliklar da 6nemli bulunma-
mustir. In vitro kosullarda koklenme yetenegi yiiksek
olan MM106 anacinda dahi v%25.6 oraninda bir koklen-
me elde edilirken “Golden Delicious” ve “Mondial Gala”
gesitlerinde bu oran sirasiyla %1.1 ve %13.3 olarak belir-
lenmistir. Buna karsin bir kiiltiir elma ¢esidi olan “Green
Sweet”’in mikro ¢eliklerinin kdklenmesi i¢in ayni1 doz-
da IBA+NAA kombinasyonunun %55.6 oraninda kok-
lenme sagladigi bildirilmektedir [14]. Diger vegetatif ¢o-
galtma tekniklerinde oldugu gibi mikro g¢eliklerin kok-
lenmesinde de genotipin etkisi biiyiiktiir. Caligmamizda
koklenmesi zor olan elma genotiplerinde mikro ¢elikle-
rin in vitro koklenme oranini artirmak tizere farkli uygu-
lamalar denenmistir. Bu kapsamda farkli IBA (0.25, 0.50,
1,0, 1.5, 2.0 ve 3.0 mg/l), IBA+NAA (0.5+0.5 mg/l) ila-
ve edilmis makro element diizeyi 1/2 olan MS besin or-
tamlaria mikro gelikler dogrudan ya da IBA solusyonla-
rma (1000 ve 4000 ppm) hizli daldirma yapildiktan son-
ra dikilmistir. Koklenmesi kolay olan “MM106” anacin-
da tiim uygulamalar iyi sonug verirken (%88.9 ve %100),
koklenmesi zor olan “Golden Delicious” ¢esidinde en iyi
sonug (%50) sadece 1000 ppm IBA solusyonuna hizli
daldirma uygulamasindan elde edilmistir. Bununla bir-
likte Yepes ve Aldwinckle [13] 6 farkli elma genotipin-
de mikro siirgiinlerde en iyi kdklenmeyi genotiplere bag-
It olarak %67-%100 arasinda degisen oranlarda 0.1-1.0
mg/l IBA ile saglamisglardir. Laszloffy ve ark. [21] ise
“Julyred” elma gesidinde 1/2 MS temel besin ortaminda
mikro silirglinlerde koklenme oranini kontrolde %40, 0.5
ve 1.0 mg/l IBA uygulamalarinda sirastyla %80 ve %90
olarak bildirmislerdir. Ma ve ark. [22] “Royal Gala” elma
¢esidinde 0.5 mg/l IBA uygulamasi ile %57.8 oraninda
koklenme elde etmislerdir. ZhongWu ve ark. [23] “Red
General Fuji” elma gesidinde 0.5 mg/l IBA+0.5 mg/l

NAA igeren 1/2 MS besin ortami iizerinde 15 giin karan-
lik uygulamasi sonrasinda %86 oraninda kdklenme sag-
lamiglardir. Bulgularimiz elmada in vitro kdklenme tize-
rine 1000 ppm IBA solusyonuna hizli daldirma uygula-
masinin zor koklenen genotiplerde dahi basarili olabile-
cegini gostermektedir. Bundan sonraki asamada in vitro
koklenmede basarili sonug veren bu uygulama kullanila-
rak ozellikle zor koklenen genotipler igin kdklenme ora-
n1 ve kok kalitesini arttirmak iizerine MS ortamina fark-
I diizeylerde NH,NO, ilave edilmesinin etkileri arastiri-
lacaktir.
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