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ASMADA IN VITRO MIKROASILAMA TEKNIGININ UYGULANISI VE
KULLANIM OLANAKLARI

_ Nilgiin GOKTURK BAYDAR
Siileyman Demirel Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, ISPARTA

Ozet

Bu derlemede, in vitro mikroagilama teknifinin tamm, asmada uygulamsi ve kullamm alanlan
konusunda detaylt bilgi verilmistir. Biiyiikliigii 0.1-0.8 mm arasinda degisen siirgiin ucu meristeminin, tepesi
vurularak degisik sekillerde kesit agilmg vejetatif ya da generatif anaglar iizerine steril kogullarda
yerlestirilme iglemi olarak tammlanabilen in vifro mikroasilama; asmaya, anacm yetistirilmesi, siirgiin ucu
meristemlerinin clde edilmesi, agilama, in vitro'da agth bitkilerin bakumi ve mikroagili bitkilerin dis
kosullara alistinlmasi olmak iizere birbirini takip eden 5 asamada uygulanmaktadir. Asmada in vitro
mikroasilama teknigi, viris ve benzeri etmenlerden anndinlmg bitki elde etme, ast uyusmazhig:
mekanizmasin incelenmesi, as1 yerinde meydana gelen hiicre aktivitelerinin morfolojik ve anatomik olarak
belirlenmesi, indeksleme ¢alismalanmin kisa siirede sonuglandinlmasi ve hastalik etmenlerinin yayilmasim
6nlemeye yonelik karantina dnlemleri gergevesinde kullanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Asma, /n Vitro Mikroagilama, Siirgiin Ucu Meristemi, Anag.

Application and Using Possibilities of Inn Vitro Micrografting Technique to Grapevine

Abstract

In this article, the in vitro micrografting technique was descripted and applications o grapevine
were submitted in detail. /n vitro micrografting is a technique that consists of grafting a shoot- tip meristem
of 0.1-0.8 mm on top of the decapitated surface of generative or vegetative rootstocks in steril conditions.
The technique is applicated to grapevine following 5 steps (obtaining of rootstocks, obtaining of shoot-tip
meristems, grafting procedure, growing of micrografied plant in vitro and acclimatization of micrografted
plants). In vitro micrografting is applied to grapevine for some purposes such as recovery of virus and virus-
like free plants, studies on graft incompatibilty mechanism, morpholocigal and anatomical studies on cell
activity of graft union, rapid diagnosis of virus and virus-like diseases and quarantine procedures.

Key Words: Grapevine, /n Vitro Micrografting, Shoot Tip Meristem, Rootstocks.

1. Girig

Doku kiiltiirtii tekniklerinden biri
olar in vitro mikroagilama; biiyiikligi
tirlere gore 0.1-0.8 mm arasinda degisen
sirglin ucu meristeminin, binokiiler
mikroskop altinda, tohumdan ya da in
vitro mikrogogaltma yoluyla elde edilmis
ve tepesi vurularak degisik bigimlerde
kesit agilmis anaglar lzerine, steril
kogullarda yerlestirilmesi iglemidir.

In vitro mikroagilama teknigi, ilk
olarak 1953 yilinda Doorenbos tarafindan
sarmagiklarda, 1956 yilinda da Holmes
tarafindan krizantemlerde uygulanmstir

(Jonard, 1986). Fakat asil gelismeler,
Stubbs (1968) ile Murashige ve ark.
(1972)’min viriis ve benzeri hastaliklardan
kaynaklanan ekonomik kayiplara karg,
bu hastalik etmenlerinden anndirilmis
gogaltma materyalleri elde etmek
amactyla, bu teknigi turunggillerde
uygulamalan ile baglamigtir,

Bagcilikta in vitro mikroasilama
¢aligmalan ise ¢ok daha yeni olup, 1980'l
yillardan bu yana agirlik kazanmistir. Bu
teknigin bagcilikta uygulanmasi,
klonlarin viriis ve benzeri etmenlerden
anndiriimas: ve temiz bitkilerle damizlik
parsellerin kurulmasinda diger
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yontemlere  gére  daha  avantajli
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Mikroagilama, bagcilikta viriisten
ari asma bitkileri elde etme siirecini
kisaltan bir yontem olmasmin yaminda,
ayrica ag1 uyugmazhg: mekanizmasinin
ve am yerinde meydana gelen
degigimlerin incelenmesinde, indeksleme
¢aligmalarinin kisa strede
sonuglandinimasinda ve bir karantina
tedbiri olarak hastalik  etmenlerinin
taginmasini  ve vayilmasim onlemede
kullamlan 6nemli bir tekniktir.

2. Asmada In Vitro Mikroasilama
Tekniginin Yapihs:

Olduk¢a yeni bir teknik olmasina
kargin, Onemi giderek artan, degisik
sorunlarin  ¢oztiminii  kolaylastiran ve
istiin ozelliklerdeki ¢esit/anag
kombinasyonlarina ait asili bitkilerin
saghkli olarak kisa sirede elde
edilmesine olanak saglayan in vitro
mikroasilama teknigi (Gebhardt ve
Goldbach, 1988), anacin yetistirilmesi ve
agtya  haazirlanmasi,  siirgiin @ ucu
meristemlerinin elde edilmesi, asilama, in
vitro'da agili bitkilerin bakimi ve asili
bitkilerin dig kosullara alistinlmas: olmak
tizere birbirini izleyen S asamadan
olugmaktadir (Deograties ve ark., 1986).

2.1. Anacm Yetigtirilmesi ve Agsiya
Hazirlanmas:

Asmada  uygulanan in  vitro
mikroastlama ¢aligmalarinda anag olarak,
ya vegetatif ya da tohumlann
¢imlendirilmesi ile elde edilen generatif
anaglar kullamlabilmektedir.

Vegetatif ana¢ olarak, siirgiin ucu
kultini ya da tek gozlii bogumlarnn in
vitro kosgullarda kiiltiire alinmasiyla elde
edilen bitkilerden yaklastk 2 cm
uzunlugunda kokli veya koksiiz olarak
izole edilen yumusgak dokulu
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mikrogelikler kullamlmaktadir. Ancak,
viriis ve benzeri etmenler gogunlukla
tohumla transfer edilemediklerinden bu
etmenlerden ari olmalan ve kisa sirede
agtya hazir hale gelmeleri nedeniyle,
birgok bitki tiirinde oldugu gibi asmada
da biyiikk cogunlukla generatif yani
¢Ogiir anaglar kullamimaktadir.

Asmada ¢oOgur anag¢ olarak, 41 B
M.G., Kober 5 BB, 1613 C gibi anaglarin
ornek olarak verilebilecegi disi gigek
yapisina  sahip, dolayisiyla  tohum
baglayabilen biitiin anaglar kullanilabilse
de, iri ve tanedeki ¢ekirdek sayisinin fazla
olmas: nedeniyle Vialla, bazi viriis
hastaliklannin indikatér bitkisi olmas:
nedeniyle de Mission en fazla tercih
edilen anaglardir.

Mikroagilama ¢aligmalaninda ¢ogiir
anag elde etmede kullanilacak
tohumlarm, in vivo ya da in vitro
kosullarda  ¢imlendirilmeden  once,
dinlenmenin kirlmasi i¢in +4°C’de 3 ay
boyunca sterii nemli kum iginde
katlanmalari  gerekmektedir. In  vitro
kosullarda  ¢imlendirilecek  tohumlar,
yuzey dezenfeksiyonu igin, 6énce %70’lik
etil alkol iginde 1 dakika, daha sonra da
%30’luk  sodyum hipoklorit gozeltisi
iginde 10 dakika tutulurlar. Bu islem
sonunda, dezenfektan maddelerin tohum
yuizeyinden uzaklastinlmast i¢in,
tohumlar, her biri en az 5’er dakika olmak
lizere 3 kez steril saf su ile galkalanarak
kiltire hazir hale getirilirler. Asma
tohumlarmin, sert tohum kabugunun
yumusatilarak, ¢imlenmenin uyanlmasi
igin steril saf su ya da gibberellik asit
katkili ¢Ozeltilerde 24 saat
bekletilmelerinin tohumlanin ¢imlenme
orammi  artirdifi  tespit  edildiginden
(Martino, 1991; Goktiirk-Baydar, 1997),
bu 6n uygulamanin ardindan tohumiar,
birgok meyve tiri ile asma tohumlarimn
¢imlenmesi tzerinde basanili sonuglar
verdig belirlenen (Navarro ve ark., 1975;
Edriss ve Burger, 1984; Plastira, 1987;
Martino, 1991) %3 sakkaroz ve %0.1



agar katkili Murashige ve Skoog (1962)
(MS) mineral tuzlannmt iceren besin
ortaminda ¢imlendirilirler. Bu  besin
ortamina ayrica 0.5 mg/l gibberellik asit
ilave edildiginde ¢imlenme oraninin daha
da artig1 belirlenmistir (Goktiirk-Baydar,
1997). Hazirlanan besin ortamina steril
kogullarda yerlestirilerek, sicakligr 25 °C
ve gin uzunlugu 16 saat olarak sabit
tutulmus iklim odalannda kiiltiire alinan
tohumlar, kiltiriin 3. haftasinda agtya
hazir hale gelirler.

Intakt  olarak  enfekte  edilen
tohumlarn in vitro kosullarda saglikh
olarak ¢imlendirilmesi ¢ofu zaman
miimkiin olamamaktadir. Boyle
durumlarda in  vivo  kosullarda
cimlendirilmis  ¢6gir  anaglar da
mikroagilamada kullamlabilmektedir. Bu
amagla tohumlar, steril perlit icinde ve
sicakligt 25 °C olan iklim odalaninda
yaklasik 3 hafta iginde ¢imlendirilmekte,
ardindan elde edilen c¢ogirler %10’luk
sodyum  hipoklorit ¢ozeltisi  iginde
dezenfekte edilmektedirler.

In vitro ya da in vivo kosullarda
yetistirilen ¢ogurler daha sonra, epikotil
kismi 1-1.5 cm, kék kismu da 2-2.5 cm
uzunlukta olacak sekilde kesilerek astya
hazir hale getirilirler.

2.2. Siurgiin Ucu Meristemlerinin Elde
Edilmesi

Asma mikroagilarinda siirgiin ucu
kaynags olarak in vivo (celiklerin
siirduriilmesi ile elde edilen siirginler,
sera ya da iklim odalannda yetistirilen
termoterapi  uygulanmg  ya da
uygulanmamg bitkiler ile bagda dogal
kosullarda yetigtirilen omcalardan izole
edilen) ya da in vitro (sirgiin ucu ya da
tek gozlii mikrogeliklerin steril kosullarda
kultire alinmasiyla elde edilen in vitro
bitkilerden ~ alman)  sirgin = ucu
meristemleri kullamlmaktadir.

In vivo sirgiin ucu meristemleri,
saglikli ve aktif gelisme donemindeki in

vivo bitkilerden alman 2.5-3 cm
uzunlugunda ve dezenfekte edilmis
surgiin uclanndan, 2 yaprak taslagini
igerecek sekilde izole edilirler.

In vitro siirgiin ucu meristemleri ise,
sera ya da bagda yetisen omcalardan
ahnan sirgiin uglanmin veya tek gozlii
bogumlanin dezenfekte edildikten sonra,
cesitlere gore farkh bilesime sahip besin
ortamlarinda kiltiire alinmalan ve yeterli
sirgiin ucu elde edilinceye kadar 3’er
haftalik araliklarla yapilan alt kiltiir
¢aligmalan sonucunda elde edilirler. Daha
sonra bu mikro stirgiinlerden, 0.3-0.8 mm
buyikligindeki 2 yaprak taslakl
meristemler binokiiler mikroskop altinda
izole edilerek, mikroagilama
caligmalarinda kullanilirlar.

Mikroagilamada her iki tipteki stirgiin
ucu meristemleri de kullanilabilmektedir.
Ancak degisik meyve tiirlerinde yapilan
arastirmalanin bazilan  in vivo sirgiin
uglaninin  gok daha bagsanli sonuglar
verdigini (Navarro ve ark., 1975), bazilart
da bunun tam tersini ortaya
koymaktadirlar (Huang ve Millikan,
1980; Deograties ve ark, 1986,
Deograties ve ark., 1991). Asmada ise,
Martino (1991) ile Cupidi ve Barba
(1993), in  vitro  sirgin  ucu
meristemlerinin asma igin en uygun
sirgiin ucu kaynagi oldugu
bildirilmiglerdir. Benzer gekilde Goktiirk-
Baydar ve Celik (1999) de asma
mikroagilan igin in vifro siirgiin uglannin,
bagdan alman ya da serada geliklerin
surdurilmesiyle elde edilen in vivo
sirgiin uglarina gore daha basanl
sonuglar verdigini belirlemislerdir.

2.3. Astlama

Kalem ve anacin steril kosullarda
birbirlerine  tutturulmast  islemlerinin
yapildigs agilama sirasinda, ast kalemi
olarak kullanilan siirgiin ucu meristemleri
degisik  sekillerde  ana¢  {izerine
yerlestirilirler. Asilama yontemi olarak da
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ifade edilen bu yerlesim gekilleri asagida
kisaca dzetlenmistir:

Tepeye yerlestirme asilama yontemi:
Anagta  epikotiin @ 1-1.5 cm

kisaltilmasindan baska herhangi bir islem
yapilmadigi bu asilama yoénteminde,
sirgiin ucu meristeminin taban kismi
epikotilin kesilmesi ile agikta kalan iletim
halkasma iyice temas edecek sekilde
yerlestirilir.

Ters T agilama yontemi.

Bu agillama yoOnteminde, anacin
epikotilinde tepe noktasindan itibaren 1
mm dikey, 1-2 mm yatay ters T seklinde
kesit agilir. Kesimlerin korteks dokusu
iginde kambiyuma dogru yapildig: bu
yontemde, siirgiin ucu meristeminin taban
kismu, yatay kesimle ortaya ¢ikan korteks
ylizeyine sikica temas edecek gekilde
yerlestirilir.

Ters T'den par¢a alma agilama yontemi:

Ters T seklinin bir modifikasyonu
olarak gelistirilen bu agpilama yonteminde,
aralannda 0.5 mm aralik olacak sekilde 1
mm uzunlugunda iki dikey ve buna
paralel 1-2 mm uzunlugunda yatay kesim
yapilarak, aradaki parga kambiyuma zarar
vermeyecek sekilde ¢ikartilir. Siirgiin ucu
meristeminin taban kism da ortaya ¢ikan
kortekse sikica temas edecek sekilde
yerlestirilir.

Cizgi agma asilama yontemi:
Anagta 1-2 mm uzunlugunda

yatay bir kesim disinda herhangi bir
kesimin  yapilmadifi  bu  asilama
yonteminde, sirgiin ucu meristeminin
taban kismi, govdede agilan yatay ¢izgi
ile ortaya gkan korteks iizerine
yerlestirilir.

Govdeye licgen kesim asilama yontemi:
Anagta epikotilin tepe noktasimn 3-4

mm altinda, herbir kenar uzunlugu 0.4-

0.5 mm olan dik kenar ig¢gen seklinde
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kesimlerin  vyapildigs  bu  astlama
yonteminde, korteks doku pargasi
¢ikartihir. Siirgiin ucu meristeminin taban
kismi, govdede olusturulan dik Gggenin
taban kisminda agi@a ¢ikan Korteks
tizerine  vyerlestirilirr.  Daha  sonra
meristemin Ust kismi, anagtan g¢ikanlan
parca ile zarar gormeyecek gekilde
yeniden kapatilir.

Asilama iglemi, ince uglu pens ve
igneler  yardimiyla siirglin ucu
meristemlerinin, bu agilama
yontemlerinden birine gore, anacta agilan
kesit tizerine mumkiin oldugunca hizh bir
sekilde yerlestirilmeleri ile
gergeklestirilir.

Sirgiin ucu meristemlerinin anag
tzerine yerlestirilme sekli, bir diger ifade
ile agilama yontemi, mikroasilamada elde
edilen basarty1 onemli olgiide etkileyen
ve bu baglamda tir ve gesitlere gore
farkl: sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden
olan bir faktordir. Turunggillerde ters T
agilama yoOnteminin tepeye yerlestirme
yontemine goére daha basanli sonuglar
verdiginin belirlendigi ¢aligmalar yaninda
(Murashige ve ark., 1972; Navarro ve
ark, 1975, Edriss ve Burger, 1984;
Deograties ve ark, 1991); Topakbag
(1992) turunggillerde en uygun agilama
yonteminin tir ve cegitlere gore
degistigini tespit etmistir. Kiraz (Kirbayr,
1995) ve asmada (Benin ve Grenan,
1984; Martino, 1991; Cupidi ve Barba,
1993; Goktirk-Baydar, 1997) ise siirgiin
ucu meristeminin taban kismmnin anagta
epikotilin kesilmesiyle ortaya gikan iletim
halkasi {zerine iyice temas edecek
sekilde verlestirildigi tepeye yerlestirme
agilama yonteminin en uygun agilama
yontemi oldugu saptanmigtir.

2.4. InVitro'da Asili Bitkilerin Bakim:

Anilan asilama yoOntemleri ile
ana¢ lzerine yerlestirilen sirgiin ucu
meristemleri, daha sonra aginin tutmasi ve
geligmenin saglanmasi i¢in degigik besin



ortamlarinda kiiltiire alinirlar. Kullanilan
temel besin ortamu, ortama ilave edilen
biiyiimeyi diizenleyici madde tip ve
konsantrasyonlarnt ile ortamin fiziksel
yapis: kiltiirin baganst tizerinde son
derece etkili olmaktadir.

Murashige ve Skoog (1962)
tuzlan ile White (1954) vitaminlerinden
olusan sivi ortam (MS+W) turunggillerde
(Navarro ve ark, 1975) ve asmada
(Martino, 1991) kullamlmaktadir. Oysa
mikroagiht bitkilerin filtre kagitlanndan
yapilmis kopriler iizerine yerlestirildigi
stvi ortamlann kirazlarda (Ozzambak ve
Schmidt, 1991) ve antepfistiklaninda
(Kuyucu, 1995) hi¢ de iyi sonuglar
vermedigi, Ozellikle bitkilerin topraga
sasirtilmasi strasinda gogunun
kaybedildigi tespit edilmisgtir. Asmada
yapilan bir c¢aligmada da (Goktirk-
Baydar, 1997), benzer sekilde biiyiimeyi
diizenleyici madde icermeyen kati MS
besin ortaminin, sivi MS+W ortamu ile
kat1 Chee ve Pool (1987) besin ortamina
gore agt tutma orammi Onemli oOlgide
artirdig: belirlenmigtir.

Besin ortamlarina katilan
buyiimeyi dizenleyici maddelerin, agi
tutma oranlan {izerine g¢ok farkl etkileri
bulunmaktadir.  Nitekim  seftalilerde
ortama ilave edilen naftalin asetik asit ve
indol asetik asidin ap1 tutma oranmi
artirdig belirlenirken (Martinez ve ark,
1979);, kayisilarda (Deograties ve ark,
1991), kirazlarda (Deograties ve ark.,
1986) ve seftalilerde (Jonard ve ark,
1983) ortama katilan gibberellik asit,
naftalin asetik asit ve indol asetik asitin,
mikroastlarm  tutma oram tzerinde
belirgin bir etkilerinin bulunmadig: tespit
edilmigtir. Asmada ise Hassani (1990),
buyiimeyi  diizenleyici maddelerin
astlamada kullanilan kalem/anag
kombinasyonuna gére farkh etkilerde
bulundugunu  belirlemigtir.  Goktirk-
Baydar (1997) ise Vialla ve Kober 5 BB
tizerine agih Kalecik karast ve Uslu
¢esitlerinde, naftalin asetik asit ve indol

butirik asitin as1 tutma oram Uzerinde
olumlu bir etkisinin bulunmadigin tespit
etmigtir.

Tur ve cesitlere gore en yiksek
agi tutma oramin veren besin ortami
belirlendikten sonra bu besin ortamina
yerlestirilen mikroagilar, daha sonra
sicaklign 25 °C  ve igiklanma siresi 16
saat olarak ayarlanmug iklim odalarinda
kultiire alinarak, mikroagilarda siirgiin ve
kok gelisimi saglanir.

2.5. Mikroasth  Bitkiciklerin  Dis
Kosullara Ahgtirilmasi

Agilamanin ardindan yaklagik 2
ay sonra, siurgin ve kok gelisimini
saglayan mikroagilar, kiltir tiiplerinden
gikanlarak kok kisimlan steril saf su
icinde iyice temizlenir. Ardindan iginde
steril perlit ve toprak karnigimi bulunan
saksilara dikilirler. Nemle doygun bir
ortamdan g¢iktiklart i¢in su kaybina karst
son derece hassas olan mikroasili
bitkilerin Gzerine seffaf ortiiler veya cam
kavanozlar ortilerek ya da mistleme
sistemi altinda tutularak nem oram
yuksek bir ortamda kalmalari saglanir.
1/8 coraninda seyreltilmis MS tuzlan ile
zaman zaman sulanan bitkiciklerin Gzeri
8-10 giin iginde yavas yavas agilarak 2-3
hafta i¢inde tamamen dig kosullara
aligsmalar: saglanir.

3. Asmada Mikroasilama TekniZinin
Uygulama Alanlan

3.1. Viriis ve Benzeri FEtmenlerden
Armdirdmg  Bitkilerin Elde
Edilmesi

Viriis ve benzeri etmenler, baglarda
onemli zararlara neden olmaktadiriar. Bu
etmenlerin neden oldugu Thastaliklar,
asmalarin  zayiflamasina, dolayis1 ile
gelismenin gerileyerek verim ve kalitenin
diismesine ve giderek artan zararlanmalar
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sonucu baglarn timiyle elden ¢tkmasina
neden olmaktadirlar.

Kimyasal savasim yontemleri ile yok
edilemeyen virislerin, yayilmalarinin
kontrol altma alinmas: igin, temiz toprak
ve ¢ogaltma materyallerinin kullanilmasi
gerekmektedir. Asma heterozigot yapi
nedeniyle, vegetatif yontemlerle
¢ogaltilan bir bitkidir. Oysa, virisler en
cok ast gozi, ayt kalemi, celik gibi
vegetatif  Uretim  materyalleri  ile
tasinmakta ve yayilmaktadirlar. Ozellikle
virisleri latent olarak tagiyan Amerikan
asmalarn bulasmada en etkin roli
oynamaktadirlar.

Viriis ve benzeri etmenlerie bulagik
bitkilerden saglikh bitkiler elde etmek
amaciyla kullanilan termoterapi
yonteminin uzun zaman almasi ve
bitkilerde bulunabilecek birden fazla
viriis etmeninin eleminasyonunda farkli
sire ve sicaklik gerekmesi nedeniyle
Ozellikle sicakhigi dayaniklarin
patojenlerin eleminasyonunda her zaman
glivenilir sonuglar vermemektedir
(Kassanis ve Posnetta, 1961; Tamer,
1988).

Bir diger yontem arayisinin sonucu
olarak gelistirilen meristem kiiltiri,
bagcilikta viriisten ari bitki elde etme
amaciyla ya tek basina ya da termoterapi
ile kombine olarak kullamilmaktadir.
Ancak son yillarda, viriis ve benzeri
etmenlerden anndinimis bitki elde etme
surecinin daha kisa ve daha etkin bir
yontem olmas: nedeniyle, basta Fransa,
Ispanya ve Italya olmak iizere bagciligin
son derece Onem tasidigr iilkelerde
meristem kulttrii yerini hizla
mikroagilama teknigine birakmaktadir.

Saglikli bitkiler elde etmek amaciyla,
mikroagilama teknifi turunggiller basta
olmak iizere (Murashige ve ark., 1972;
Navarro ve ark., 1975; Plastira, 1987;
Tamer, 1988; Vogel ve ark., 1988; Paiva
ve ark., 1993), elma (Huang ve Millikan,
1980), kiraz  (Carnaggia, 1986;
Deograties ve ark., 1986), seftali (Mosella
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ve ark., 1979; Navarro ve ark., 1982;
Jonard ve ark, 1983; Juarez ve ark,
1988) ve bademde (Juarez ve ark., 1992)
de uygulanmaktadir.

Asmada ise, Ozellikle yaprak
kivircikligi, kisa bogum, flek ve mozaik
virus gibi etmenlerden arindiriims
¢ogaltma materyalleri elde etmek
amaciyla (Pena-Iglesias ve Ayuso, 1980;
Benin ve Grenan, 1984; Cupidi ve Barba,
1993), 1980°li yillardan beri agirhkh
olarak kullamilmakta olan mikroasiiama
teknigi ile, saghikl bitkiler elde etmede
izlenen islem basamaklari Sekil 1’de
sunulmustur.

3.2. Ast Uyusmazligs Mekanizmasinin
Incelenmesi

Heterozigot ~ yapt  nedeniyle
vegetatif olarak ¢ogaltilma zorunlulugu
bulunan asmada, ast ile ¢ogaltma
filoksera nedeniyle, pratikte en fazla
kullamlan ¢ogaltma seklidic. As1 ile
¢ogaltmada farkl: iki yapidaki bireyin bir
araya gelmesi s6z konusu oldugu igin,
anag/kalem  iligkisi  biiyik  Gnem
tagimaktadir. Ancak farkl iki yapidaki
bireyin bir araya gelmesi her zaman
basarili sonuglanmayabilir. Anag¢ ve
kalem bir birey olusturamiyor ve tek bir
bitki gibi yasamina devam edemiyorsa
anag/kalem uyusmazhigi s6z konusu
olabilmektedir.

Bitki tir ve gesitlerine bagh
olarak degismekle birlikte, birgok
belirtileri  igeren,  fizyolojik  bir
rahatsizlik olarak da ifade edilen asi
uyusmazhigr (Bauer ve ark, 1989),
birbiri ile agilanmg iki farkli bitkinin
basarili  bir  birlesme meydana
getirememesi clayidir. Bu durumun tersi
ise uyusma olarak tanimlanmaktadir.

Kromozom sayilarindaki farkiiliklar
nedeniyle V. rotundifolia ile V. vinifera
arasinda goriilen uyusmaziiklar diginda,
agt uyusmazhigi asmada ¢ok yaygin
gorilen bir durum degildir. Ancak her
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lzam g¢estdi degisik anaglar Uzerinde
erkencilik, tiriin miktari, kalite, gelisme
kuvveti gibi 6zellikler bakimindan farkl
performans gosterebilmekte, hatta bazi
durumlarda uyusmazlhiga benzer belirtiler
olusturabilmektedirler. Asmada gériilen
bu belirtiler, iklim ve toprak
faktorlerinin  anag ve ¢esidi farkli
dizeylerde etkilenmelerinden,
viriislerden ya da anag ve kalemin farkli
biiyime  kuvvetinde olmalarindan
kaynaklanabilmektedir.

Asmada  Jaoumet/157 R awm
kombinasyonunda rastlanildigi  gibi
(Boubals ve Huglin, 1950; Mosse,
1962), hareket halindeki bazi etmenlerin
ast yerinden kargi tarafa tasinmasi
nedeniyle floem bozulmalarinin ortaya
¢iktig1 ve kabuk dokusunda nekrotik bir
alanin ya da kahverengi bir hattin
olugsmas: ile tammlanabilen “tasinan
uyusmazhk” yamnda, “differe” olarak
isimlendirilen farkhi bir uyusmazlik tipi
daha gorillmektedir. Syrah klon 101/
504 klon 5 ast kombinasyonunda
gorilen (Grenan ve Valat, 1987) bu tip
uyusmazhkta, belirtiler bitkiler kultiire
alindiktan ancak 3-4 wyil sonra
gorilmekte ve bunda ozellikle viritik
etmenlerin etkili olabilecegi tizerinde
durulmaktadir (D'khili ve ark., 1995).

Degisik faktorlerin etkisi altinda
ortaya ¢tkan uyusmazhik  benzeri
belirtilerin incelenmesinde, in vifro
mikroagilama teknigi etkin bir bigimde
kullamiimaktadir.

Bagda klasik yontemlerle
agilandiklarinda  tomurcuklarin  geg
stirmesi, yaprak kenarlanmin sararmasi,
strgunlerin iyi piskinlegememesi
seklinde uyusmazlik benzeri belirtilerin
gozlendigi Vitis vinifera x Vitis rupestris
3309 C anaci iizerine agith Chein,
Cabernet Sauvignon, Colombard ve
Sauvignon iizim  cesitlerinde bu
belirtilerin nedenleri tizerinde c¢alisan
D’khili ve ark, (1994) bu amagla
mikroagilama teknigini kullanmustardir.
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Vitis vinifera x Vitis rupestris 101-14
Mgt anacimt kontrol kabul ederek,
yukanida anilan gegitleri 3309 C ve 101-
14 Mgt anaglan iizerine mikroagilayan
aragtiricilar, elde ettikleri bitkilerde

morfolojik  ve  histolojik  olarak
uyusmazhkla ilgili hicbir  belirtiye
rastlamlmadigini, arazi  kosullarinda

3309 C anact uzerine agih gesitlerde
ortaya  ¢ikan  vegetatif  gelisme
sorunlaninitn ~ ve  zayiflamamn  agi
uyusmazlhiindan degil, 3309 C anacinin
kurakliga karsi ¢ok hassas olmasi
nedeniyle, omcalardaki su dengesinin
bozulmasindan kaynaklandigim
belirlemiglerdir.

Yine kalem, anag ve ast yerindeki

peroksidaz aktiviteleri ile asi
uyusmazligi arasindaki iligkiyi
mikroagtlama teknigi ile inceleyen

D’khili ve ark., (1995), peroksidaz
aktivitesinin  sadece Jaoumet/57 R
kombinasyonunda oldugu gibi uyusmaz
gruplara 6zgii olmadigini; normalde
uyusur kombinasyonlarda da ayni hatta
daha fazla peroksidaz aktivitesinin
goriilebildigini belirtmiglerdir.

Mikroagilama, asmada ast
uyusmazhigini mekanizmasinin
incelenmesinde oldugu kadar, birgok
meyve tirinde a1 uyusmaziiginin erken
donemde belirlenmesinde de
kullamilmaktadir (Martinez ve ark,
1981; Jonard ve ark., 1983; Jonard ve
ark., 1990).

3.3 Ast Yerinde Meydana Gelen
Degisimlerin Incelenmesi

Ast yerinde histolojik gahgmalar
igin kullanilabilecek miitkemme! dokular
olusturan mikroagilama(De Lange ve
ark., 1981), agi kaynagmasi sirasindaki
hiicre farklilagmasini  kontrol  eden
faktorienn belirlenmesinde de
kullanilabilmektedir.

Asmada, mikroagtlama sonucunda
ag1 yerinde olusan hiicre faaliyetleri ile



ortaya gikan degigsimlerin belirlenmesine
yonelik bir aragtirmada Contas ve ark.
(1995), 110 R, 161-49 C ve 41 B M.G.
anaglar tizerine mikroagilanmig Palomino
Fino, Pedro Ximenez ve Zalema
cesitlerinde ast yerinde kallus
olusumunun agilamadan 6 giin sonra
gergeklestigi ve birkag giin iginde daha da
kuvvetlendigi  kaydetmiglerdirr.  Bu
asamadan sonra  hicbir asth asma
bitkisinin kaybedilmedigi aragtirmada,
iletim dokularindaki ik baglantimin
agtlamadan 8 gin sonra gorildugu, 12.
ginde butiniyle tamamlandig, 20-30
gin soma da aw yerinde kallus

olusumunun  tamamen  gergeklestidi
belirlenmigtir ~ Yapilan  incelemeler
sonucunda, farklt ¢esit/anag

kombinasyonlarina goére as1 yerinde
meydana gelen degigimlerin herhangi bir
farkhilik gostermeksizin, biitiiniiyle aym
sekilde gergeklegtigi belirlenmisgtir.

As1 yerinde meydana gelen hiicre
faaliyetleri ile ortaya gikan degisimlerin
incelendigi benzer ¢aligmalar, diger
meyve turlerinde de gergeklestirilmistir
(De Lange ve ark., 1981; Jonard, 1986;
Abboussalim ve Mantell 1992).

3.4. Indeksleme Calismalarmmn Kisa
Siirede Sonug¢landirilmasi

Mikroagtlama, oOzellikle zaman
bakimindan biyilk avantaj saglamas:
nedeniyle, viriis indeksleme galigmalarin
kisa siirede sonuglandinilmasi amaciyla
da kullanilmaktadir.

Asmada mikroagilama ile, damar
nekrotik simtomlarinin erken dénemde
belirlenmesi amaciyla, damar nekrotik
simtomlanmn indikator bitkisi olan 110 R
anacina ait in vitro mikrogelikler tizerine
enfekte olmus gesitlerden alinan siirgiin
uglann mikroagilannugtir. Hastaliga  ait
siddetli simtomlarin, agilamayi takip eden
en az 30 glin i¢inde ortaya ¢iktifi, en son
bulgularin ise, agilamadan 45 giin sonra
gorildigu tespit edilmistir. Hastalik

simtomlantnin ~ yapraklarda,  yaprak
saplarinda,  surginlerde ve  baz
durumlarda da kallusta gorildigiinin
belirlendigi aragtirmada, bu indeksleme
yonteminin, aligila gelmis yesil asilama
teknigi ile biiyiik bir paralellik gosterdigi;
buna kargin klasik asilama yonteminde
belirtilerin 2-3 ay gibi daha uzun bir siire

sonunda gorulebildigi  kaydedilmigtir
(D’Khili ve Grenan, 1995).
Cogir ana¢ olarak Mission

kullanildiginda ise, bu anacin damar
bantlagmasi, san mozaik ve kisa
bogumun  indikatér  bitkisi  olmasi
nedeniyle, viriissiiz bitki elde etme ile
indeksleme stirece aynt anda
tamamlanabilmekte ve zaman agisindan
buyiik kazang saglanmaktadir.

3.5. Karantina

Gerek ulusal, gerekse uluslarars
diizeyde basta viriis ve benzeri hastaliklar
olmak uizere, toleransin ¢ok diisiik oldugu
hastaliklarin bulagimimt ve yayiimasim
Onlemek amaciyla bir dizi onlemler
alinmistir.  Yeni islah edilmig stiin
ozelliklere sahip gesitlerin, uluslararas:
alanlarda  ithal edilmesi, ozellikle
hastaliklanin yayilmas: bakimindan biiyiik
sakincalar vyaratmaktadir. Bu nedenle
viris ve benzeri hastaliklari ithal etme
olasihgr nedeniyle, c¢ogu ilkeler ag
kalemi, gelik gibi vegetatif g¢ogaltma
materyallerinin ithalatim yasaklamiglar ve
sadece tohumla sinirlanmasina karar
vermislerdir.

Son yillarda kullanilan bir teknik
olarak mikroasilama ile hastalikli ast
kalemi ithal etme olasihig: sifira
indirilmekte ve karantina onlemleri igin
de buyiik kolayhklar saglanmaktadir. Bu
amagla 3 yontem kullanilmaktadur:

1. Kuvvetli bir ana¢ tizerine ithal
edilen gozler agilanir ve agilanmug
gozlerden olusan surgiinler, serada ya da
cevre kosullar1 kontrolli iklim odalarda
yetistirilir. Bu bitkilerden elde edilen

139



surgiin uglan mikroasilamada kullanilir
ve bu mikroastli bitkiler toprakta geligtigi
zaman ast kalemi kaynaZi yok edilir
(Navarro 1983).

2. Ithal edilecek gozler in vitro'da
kilture alinarak g¢ok sayida siirgiin
olusturulur. Bu stirgiin uglan
mikroagilamada  kullanildiktan  sonra
orijinal kiiltiirler yok edilir (Roistacher
1978).

3. Ithal edilmis gozlerden
dogrudan dogruya gikanlmig siirgin
uglan mikroagilamada kullanilir ve kalan
bitki parcalan yokedilir (Navarro 1983).

Bu islemler, mantar, bakteri, ile
viriis ve benzeri hastaliklarin gogundan
arnmig sadece 0.1-0.2 mm
buyukligindeki kigik siirgin uglart ile
yapildigindan ¢ok emniyetli bir yontem
olmakta ve karantina bakimmdan biyik
yarar saglamaktadir.

Mikroagtlama  teknigi, asmada
sayllan bu uygulama alanlan disinda,
yaslandikga koklenme yetenegini yitiren
bitkilerden gen¢ ¢ogaltma materyalleri
elde etmek(Alfora ve Murashige, 1987:
Pliego ve ark., 1987, Tranvan ve ark,
1991; Monteuuis ve Dumas, 1992; Perrin
ve ark., 1994; Monteuuis, 1995); hastalik
etmenlerinin  hayat  devresi,  bitki
Uzerindeki  etkisi gibi  konularda
kullanilabilmek amaciyla bir¢ok hastalik
etmeni ile bulastk bitkilerden tek bir
hastalik etmenini tasiyan bitkiler elde
etmek (Roistacher ve Kitto, 1977;
Gonzales ve ark., 1980; Juarez ve ark,,
1990); diger doku kiiltiirii teknikleri ile
koklendirilemeyen bitki tirlerinde tam
bitki elde etmek (Bricolti ve Chiari, 1994;
Yamamoto ve Matsumato, 1994); ve geg
meyveye yatan tirlerde genglik kisirlig
devresini kisaltmak (Nauer ve ark., 1983;
Kee wve ark, 1993)  amaglan
dogrultusunda birgok bitki tir ve
¢esidinde kullamimaktadr.
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4. Sonuc¢

Bu derleme ile, in vitro
mikroagilama tekniginin tanmmi
yapilarak, asmaya uygulamsi ve
kullamm alanlann ile ilgili bilgiler
verilmis ve bu konularda yapilmis
aragtirmalar kisaca ozetlenmistir. Buna
gore, birgok bitki turinde denenmis ve
bazi bitki tiirlerinde de pratik olarak
kullaniimakta olan in vitro mikroagilama
teknigi, yukarida maddeler halinde
belirtilen amaglara yonelik olarak bagta
Fransa, Ispanya ve ltalya olmak iizere
bagcihigin - onem tamdign  ilkelerde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu denli genis bir yelpazede
birgok sorunun ¢éziimiinde etkin rol
oynayan bu teknigin iilkemizde de
yaygin olarak kullamlmasi, o6zellikle
virus hastaliklarindan anndinlmig yeni
tesislerin kurulmasinda ve bu hastaliklar
nedeniyle her yil baglarda ortaya ¢ikan
verim ve kalite kayiplarinin  6niine

gecilmesi  bakimindan  biyik  6nem
tasimaktadir.
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