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OZET

CAKILDAK FINDIK CESIDININ IN VITRO SURGUN UCU KULTURU ILE
COGALTILMASI

NURAY KAPLAN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BAHCE BITKILERI ANABILIiM DALI
YUKSEK LISANS TEZI, 36 SAYFA

TEZ DANISMANI: PROF. DR. ALI ISLAM

Bu ¢alisma, 2019 yilinda, Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolimii Doku Kiiltiirii laboratuvarinda yiriitilmistiir. Calismada eksplant olarak
Cakildak c¢esidinin aktif biiylime donemindeki siirglin  uglar1  kullanilmistir.
Eksplantlarin bir kism1 %70 etil alkolde 10 sn siire ile bekletilmis, diger yarisina ise etil
alkol uygulanmamustir. Etil alkol uygulanmis ve uygulanmamis tiim eksplantlar, farkli
dozlarda sodyum hipoklorid (%0, %5, %10 ve %15) c¢ozeltilerinde farkli siirelerde (0,
10, 15 ve 20 dakika) bekletilerek ylizey sterilizasyonlar1 yapilmistir. Yiizey
sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar 2-3 c¢cm uzunlugunda kesilerek hazirlanmistir.
Eksplantlar siirgiin tesviki amaciyla farkli dozlarda hazirlanan BA (0, 1, 2, 3, 4, 5 mg/l)
iceren MS ve DKW ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Ayrica DKW (5mg/l BA+100 pl
IBA+ 50 ul GA3) ve MS (1 mg/l BA+100 pl IBA+ 50 pl GAs, 1 mg/l BA+100 pl IBA+
50ul GA3+0.05 g 138 Fe-EDDHA) kombinasyonlar1 da test edilmistir. Kiiltiire alinan
eksplantlar dikimden 3 hafta sonra ayn1 dozlarda hazirlanan taze ortamlarda alt kiiltiire
almmiglardir. Deneme kapsaminda uygulamalarin karsilastirilmasi amaciyla ylizey
sterilizasyon asamasinda kararma orani (%), enfeksiyon orami (%), saglikli gelisen
eksplant oran1 (%); siirgiin olusumu asamasinda ise olusan siirgiinlerin eksplant canliligi
(%), stirgiin uzunlugu (cm), slirglin yas agirligi (g), siirgiin kuru agirligt (g), nisbi
klorofil i¢erigi (SPAD) 6zellikleri incelenmistir.

Calisma sonuclaria gore Cakildak c¢esidi icin siirglin olusumu asamasinda en
uygun ortam kombinasyonu MS 1 mg/l BA +100 ul IBA+50 ul GAz (1.240 cm) ile MS
3 mg/l BA (1.200 cm) oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Corylus avellana, Cakildak, In vitro, Mikro ¢ogalma, Siirgiin ucu.



ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF CAKILDAK HAZELNUT CULTIVAR USING
SHOOT TIP CULTURE

NURAY KAPLAN
ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

HORTICULTURE

MASTER THESIS, 36 PAGES
SUPERVISOR: PROF. DR. ALi iSLAM

This study was carried out in tissue culture laboratory of Ordu University
Faculty of Agriculture Depertmant of Horticulture in 2019. In this study, shoot tips of
Cakildak cultivar were used as explant material during active period of growth. Some of
the explants were submerged for 10 second in 70% ethyl alcohol, the other half were not
treated with ethyl alcohol. Ethyl alcohol was treated and not treated explants were kept
in different solutions of NaOCI (0%, 5%, 10%and 15%) for different periods (10, 15
and 20 minutes) and surface sterilization was performed. Explants sterilized were
prepared by cutting 2-3 cm in length. The explants are cultured in DKW and MS
nutrient medium containing different doses BA (0. 1, 2, 3, 4, 5 mg/l) prepared for shoot
formation. The combinations of DKW (5 mg/l BA+100 ul IBA+ 50 ul GAs) and MS (1
mg/l BA+100 pl IBA+ 50 pul GAs, 1 mg/l BA+100 ul IBA+ 50ul GA3+0.05 g 138 Fe-
EDDHA) were also tested. Cultured explants were sub-cultured every three weeks after
planting in fresh mediums. In order to compare the applications, in the surface
sterilization stage; contamination rate (%), browning rate (%), explant survival rate (%)
; in the shooting stage shoot dry weight (g), shoot fresh weight (g), survival rate (%),
shoot length (cm) was determined.in order to compare the applications, explant survival
rate (%), shoot length (cm), shoot fresh weight (g), shoot dry weight (g), root fresh
weight (g) and root dry weight (g) were determined.

The results of our study show that, the most suitable medium combination for
Cakildak cultivar was as MS 3 mg/l (1.200 cm) with MS 1 mg/l BA +100 pl IBA+50 pl
GAz (1.240 cm).

Keywords: Corylus avellana, Cakildak, In vitro, Micropropagation, Shoot Tip.



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi ve tiim asamalar esnasinda gosterdigi ilgi, katki ve
sabir icin basta danmigsman hocam Saymn Prof. Dr. Ali ISLAM’a tesekkiir ederim.
Calismanin yiiritilmesi asamasinda desteklerini esirgemeyen Saymn Dog. Dr. Hatice
BILIR EKBIC’e, iiniversite egitimim boyunca destegini her zaman hissettiren ve
yardimlarini esirgemeyen Saymn Dog¢. Dr. Atnan UGUR’a, tezimin diizenlenmesi
asamasinda yardimlarini esirgemeyen Ars. Gor. Serkan UZUN ve Ars. Gor. Orhan
KARAKAYA’ ya, her zaman yanimda olan Zir.Yiik.Miih. Giilbahar CEVAHIR e,
Zir.Yik.Miih. Yadigar AKIN’a, Zir.Yiik.Miih. Ceylan Ozlem OKAY’a, Zir.Yiik.Miih.
Ufuk UCAN, Zir.Yiik.Miih. Umut ATES, Zir.Yiik.Miih. Cenk CELIKBAS’a ve Ars.
Gor. Selim KARAGOL e tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca manevi desteklerini her an iizerimde hissettigim,
deneyim, bilgi ve emekleriyle bana 1s1ik tutan babam, annem ve kardeslerime tesekkiirii

bir borg bilirim.



ICINDEKILER

Sayfa
TEZ BILDIRIMI .......ooiiiiiiiii s |
OZET . ...coiiiiiie et I
ABSTRACT . ettt e et a e 1l
N DR ) (4 CQU) 2 SR \V]
ICINDEKILER .........oooivitiiieecceeee ettt en s \Y;
SEKIL LISTESI .......cooviiieccceeeee et Vi
CIZELGE LISTESI ........ooviviioeeeeeeeeeee e Vil
SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI .......cooooiiiiiinccen, VIII
| O 1 2 1RO 1
2. ONCEKI CALISMALAR .........cooooviiiiieeeeeeeeeee et 4
3. MATERYAL VE YONTEM........cooiiiiiiiniiniiiincinisessissss s 13
L IMAEEIYAL. ..o 13
TR ) 1 11< oo 13
3.2.1 Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu............ccccvevveniienieennennenn, 13
3.2.2 Besin Ortamlariin Hazirli1 ve SterilizaSyonu ..........cccoocvvveeiiiiineeniiiieeene 13
3.2.3 Eksplantlarin Hazirlig1 ve Kiiltiire AlInmast...........ccoovveviiiiiiniiic e 16
3.2.4 KUHHE KOSUILATT...ceiiiiiiiiiiiiic et 17
3.2.5 Incelenen OzZelliKIET.........c.coviviiieeceecieeeee et 17
3.2.5.1 Yiizey Sterilizasyon Asamasinda ...........cceeeviiiiiiiiiiiiiiennnniiiiiieceee e 17
3.2.5.2 Siirgiin Uglarindan Stirgiin Olusumu Asamasinda .............cccccvvvvveeeenniinnnnne. 17
3.2.6 Deneme Dizayn1 ve Istatistiksel ANANZ..........c.ccovveveeeveiieecee e 18
4. BULGULAR ve TARTISMA ...t 19
4.1 Yiizey Sterilizasyon Denemesi Bulgulart ..........cccccoooviiiiiiiiiiiiiiiee 19
4.2 Eksplantlardan Siirgiin Olusturma Denemesi Bulgulari...............occcvviiiiiinnnnnn 24
4.2.1 Eksplant canlilik orant (%0) .....cvvveviieeiiiiiiiiiiiiieeeeessciiiiec e 24
4.2.2 Eksplant EnfekSiyon Orant (26)........cccveeiiieeiiieeiiieesiiee e siee e siee e e siee e 24
4.2.3 Eksplant Kararma Or1anit (90).......uuuueeeiiiiiiiiiiiiieieeessisiiiiieee e ssiineeneee e 24
4.2.4 SUrglin Uzunlu@u (CIM).....ocoieiiiiiiiiieeeeiiiiiiiiiei et e e e s ssibnreeee e e e e s 26
4.2.5 SUrglin Yas AZITIGZ1 () «oovovevvriiiiiiiieiiiiiiiiiitt ettt 28
4.2.6 SUrglin Kurt AGITTIZT (€) «oooovvvrrieiiiieiiiiiiiiiie ettt 28
4.2.7 Yaprak UzunluU (CIMN) ..eeeeeiurreieiiiiiiee et e e 29
4.2.8 Nisbi Klorofil I¢erigi (SPAD) ........cceerviveeieieieteecieeee e, 30
5.SONUC Ve ONERILER .........coooviioiiieee oottt 32
6. KAYNAKLAR. ..ot e e 33
OZGECMIS ...ttt ettt ettt e et 36



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 3.1 Cakildak Cesidinin Celik ve Siirgiinlerinin GOriintimii...............ocveveenee. 13
SekKil 3.2 Ortam HazirliB1 ....cc.vvviiiiiiiiiicic e 15
Sekil 3.3 Siirgiinlerin yiizey Sterilizasyonundan GOrinim ...........c.ccvvveeriiveneennne 16
Sekil 3.4 Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasindan GOriintm ..........ccoccveevvveeiieeeiinnns 17
Sekil 4.1 Farki1 BA Dozlarmin Siirgiin Gelisim Uzerine Etkileri ............ccccevevvnnnn.n 31

VI



Cizelge 3.1
Cizelge 3.2
Cizelge 4.1
Cizelge 4.2
Cizelge 4.3
Cizelge 4.4

Cizelge 4.5

CIZELGE LISTESI

Sayfa
DKW Besin Ortaminin IGerigi ........ccoovvvriririririiriririreieiecceeeeee e 14
MS Temel Besin Ortaminin Igerigi ...........cooevevveevrirreierererereceeeene, 15

Uygulanan Sterilzantlarin Enfeksiyon Orani (%) Uzerine Etkileri....... 19
Uygulanan Sterilzasnyon ve siirelerinin Kararma Oran1 (%) Uzerine

BRI ..o 21
Uygulanan Sterilzasyon ve siirelerinin Saglikli Gelisen Eksplant Orani
(%) UZering BAKILETi.....c.vcveeveveeeeceeeceeeteeeeeee e, 22
DKW ve MS Ortamlarinda Farkli Ortam Iceriklerinin Siirgiin Uglarinda
Canli Kalma Enfeksiyon ve Kararma Orani Uzerine Etkileri.............. 25
Farkli Hormon Dozlarinin Bitkilerin Siirgiin Gelisimi Uzerine Etkileri
.......................................................................................................... 31

VII



SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI

%

pM

atm

BA

BAP

Ca

cm

DKW

Fe EDDHA
Fe EDTA
FeSO47H,0
g

g/L

GA3

HCI

IAA
IAAox
IBA

L

Mesos
mg

mg/I

mM

mm

MS

NAA
NaOCI
NaOH
NCGR-COR
NN

°C

TDZ
WPM

Yiizde

Mikro molar

Atmosfer basinci

N® Benziladenin

Benzylamino purine

Kalsiyum

Santimetre

Driver ve Kuniyuki Walnut ortami
Ferric ethylenediamine-N, N’ —bis (2-hydroxyphenylacetic acid)
Ferric ethylenediaminetetraacetic acid
Demir Siilfat Heptahidrat; Siilfiirik Asit Demir (11) tuzu
Gram

Gram/Litre

Giberellik asit

Hidroklorik asit

Indol Asetik asit

IAA Oksidaz

Indole-3-butyric acid

Litre

MgSO4ve KH2PO4

Miligram

Miligram/Litre

Milimolar

Milimetre

Murashige ve Skoog medium
Naftelen asetik asit

Sodyum hipoklorit

Sodyum hidroksit

Yu ve Reed findik ortami

Nitsch ve Nitsch

Santigrat derece

Thidiazuron

Woody Plant ortami

VI



1. GIRIS
Findik botanik olarak Fagales takimi Betulaceae familyas1 Coryleae alt
familyas1 ve Corylus cinsine dahildir (Gékmen, 1973; Islam, 2018).

Findik, Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahip sert kabuklu bir
meyve tiirii olup (Ozcagiran ve ark., 2014), anavatanlarindan biri de Tiirkiye’dir.
Tiirkiye’de ortalama 650.000 ton findik tiretimi ve 705.000 hektar alanda findik
yetistirilmekte olup diinyanin en 6nemli findik iireticisidir. Diinyada findik

{iretiminin yaklasik %70 ini Tiirkiye olusturmaktadir (Islam ve ark., 2018).

TUIK 2019 yili verilerine gére Karadeniz bolgesinde findik
yetistiriciliginin en fazla yapildig: iller sirasiyla Ordu (217 226 ton), Samsun
(137 841 ton), Sakarya (102 123 ton), Diizce (85 688 ton), Giresun (84 766 ton),
Trabzon (53 946 ton) ve Zonguldak (45 025 ton)’ dir (Anonim, 2020).

Findik meyvesinin yaklasik %90’1 kavrulmus halde, findik unu ve findik
piiresi olarak ¢ikolata, pasta, biskiivi, sekerleme, tatli, pasta, dondurma
yapiminda kullanilmakta olup ayrica odun, ev esyasi yapiminda, hayvanlara yem
olarak, kabuklar1 yakacak olarak ve boya sanayinde de kullanilmaktadir. Ayrica
findik meyve zurufu kompostu ve yapraklari giibre olarak kullanilmaktadir

(Ozgagiran ve ark., 2014).

Findik iilkemizde yaygin olarak dip siirgiinii ile c¢ogaltilmaktadir.
Tohumla, daldirma, gelikle ve kismen de as1 ile ¢ogaltilabilmektedir. Corylus
colurna’nin odun celikleri ile ¢ogaltilmasi konusunda yapilan bir ¢alismada
farkli IBA dozlar1 kullanilmis olup sonuglarda koklenme oranmin yiiksek
olmadig1 saptanmistir (Islam ve ark., 2019). Findigin yesil celikleri kullanilarak
yapilan diger bir ¢alismada koklenme basaris1 diisiik bulunmustur (Oz¢agiran ve
ark., 2014). Bu yontemler her zaman hizli ve ekonomik ¢ogaltma igin yeterli
olmadigindan meyve tiirlerinin tiretiminde diger bir kitlesel ¢ogaltim yontemi
olan doku Kkiiltiirii tizerinde yogun caligmalara baslanmistir. Doku kiiltiirii
cogaltma yontemi, diinyada son zamanlarda yaygin olarak kullanilan bir teknik
olup, geleneksel findik ¢ogaltma tekniklerine bir alternatif olarak kabul
edilmistir (Diaz-Sala ve ark., 1990; Yu ve Read, 1995; Nas ve Read, 2004).



Doku kiiltiird, steril sartlarda yapay besin ortaminda bitkinin hiicre, doku
ve organlarindan, ¢esitli yontemler kullanarak yeni hiicre, doku, organ veya bitki
iiretilmesidir. Bitki doku kiiltiirlerinin temel amac1 yeni ¢esit gelistirme veya var
olan gesitlerde genetik varyabilite saglamaktir ve bu yontemle bitki ¢ogaltimi
daha kisa siireli ve kolaydir. In vitro teknigi ile Gstiin ozelliklere sahip bitki
cesitlerinin seleksiyonu daha kisa siirmektedir. Ayrica, kaybolma tehlikesi olan
degerli tiirlerin korunmasi ve ¢ogaltilmasinda doku kiiltiirii teknikleri
kullanilmaktadir. Yil boyunca yapilabilir (Radojevic ve ark., 1975). Doku
kiiltiirti ile hastaliksiz saglam bitkiler elde edilebilir, kii¢iik bir alanda kitlesel
olarak bitki iiretiminin yapilabilmesi gibi bitkisel iiretimde bir¢cok kolayligi

bulunmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001).

Findigin in vitro ¢ogaltilmasi i¢in ilk olarak embriyo kiiltiiri
kullanilmistir (Radojevic ve ark., 1975). O zamandan beri yapilan arastirmalar,
cesitli bitki materyalleri ve ortamlarmi kullanarak findik doku kiiltiirii i¢in
protokoller gelistirilmislerdir (Hand, 2013). Daha sonra apikal meristem, kok,
slirgiin ucu, tomurcuk gibi bitki kisimlart kullanilmistir (Perez ve ark., 1987;
Diaz-Sala ve ark., 1990; Bassil ve ark., 1990; Yu ve Reed, 1995; Bacchetta ve
ark., 2008; Caboni ve ark., 2009).

Daha once yapilan c¢alismalarla Barcelona, Filbert, Dorris, Jefferson,
Tonda Gentile Romana’da in vitro kosullarda bitkisel tiretim gergeklestirilmistir.
Yu ve Reed (1993), Nonpareil ve Tonda Gentile Romana siirgiinlerini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada ¢ogalma i¢in en iyi ortamin BA (1.5-3 mg/l) bulunan DKW
oldugunu tespit etmis ve Nonpareil siirgiinlerinin Tonda Gentille Romana’dan
daha uzun siirgiinler {rettigini tespit etmislerdir. Hand ve ark. (2014)’nin
Jefferson, Dorris ve Sacajawea findik ¢esitlerinde DKW ortamin1 kullanarak
yaptiklar1 calismada en 1iyi siirgiin uzunlugu 5 mg/l BA+4 uM H3BOs
uygulamasindan elde edilirken, en yiiksek siirglin uzunluklar: sirastyla Dorris,
Jefferson ve Sacajawea olarak tespit edilmistir. Perez ve ark. (1985), Cheng’s
(Cheng’s, 1975) ortaminda Filbert findik siirgiinleri i¢in en iyi slirgiin gelisimini

25 uM BAP igeren ortamdan elde edildigini tespit etmislerdir.



Ulkemizin findik iiretimi ve ihracatinda diinya iilkeleri arasinda ¢ok
onemli bir konumda yer aldig: diistiniiliirse bu kadar yiiksek ticari dneme sahip
Tirk findik c¢esitlerinin in vitro ¢ogaltimina yonelik ¢alismalarin yeterli

olmamasi da olduk¢a manidardir.

Findikta yiiksek verim elde etmek i¢in kurulacak modern bahge tesisinde,
adina dogru ve bir Ornek fidan kullanmanin yolu sertifikali fidandan
geemektedir. Bu calismada, fidan iiretiminde yaygin olarak kullanilan doku
kiiltlirii yonteminin s6z konusu findik ¢esidi i¢in protokoliiniin olusturulmasi ve
kitlesel iiretimin yolunun agilmasi hedeflenmistir. Calismada Cakildak findik
¢esidinin siirgiin ucu kullanilarak in vitro mikro g¢ogaltilmasi ve siirgiin olusunu
tesvik edecek en uygun DKW ve MS gibi ortamlar ile BA dozlar1 ve diger ortam

kombinasyonlariin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Perez ve ark. (1985), findikta siirgiin ucu ve kotiledon bogumlarini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada Cheng’s ortamina siirgiin gelisimi i¢in 500 ml
kat1 ortama BAP (25 uM) eklenlendikten sonra bitkiler 15 giin kiiltiire alinmistir.
Daha sonra BAP konsantrasyonunu azaltarak (0.5 veya 2.5 uM) hazirladiklar
ortamda bitkileri 20 giin kiiltiire alarak siirgiin elde etmislerdir. Siirgiin elde
edilmesinin ardindan kéklenmenin tesviki amaciyla 500 ml Cheng ortamina 50
uM IBA ilave edilmis ve 5 giin kiiltiire alindiktan sonra 15 giinde bir taze ortama
transfer edilmistir. Fonksiyonel koklerin olustugunu, eksplantlarin %80" inde

koklenme bagladigini ve gelisme sagladigini tespit etmislerdir.

Yu ve Reed (1993), Nonpareil ve Tonda Gentile Romana cesitlerinin
stirglinlerini kullanarak ¢ogalma i¢in en iyi ortamin BA (1.5-3 mg/l) eklenerek
modifiye edilmis DKW oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmada, %3 glukoz
veya fruktoz bulunan ortamda yetistirilen siirgiinlerin sukroz bulunduran
ortamlara gore daha fazla ve daha uzun siirgiinler rettigini saptamigslardir.
Nonpareil siirgiinleri Tonda Gentille Romana’ dan daha uzun siirgilinler
iretmistir. Calismada, Glukoz ile modifiye edilmis DKW ortaminda fazla
genotip yayildigini tespit etmislerdir.

Yu ve Reed (1995), Barcelona, Gasaway, Willamette, Dundee ve
Newberg (Corylus avellana) findik ¢esitlerinde mikro ¢ogaltma sistemi
gergeklestirilmistir.  Serada yetistirilen asili  bitkiler, bahcede yetistirilen
agaclarin st dallarindan ¢ok daha canli eksplantlar {iretmistir. Mart-Temmuz
arasinda toplanan asilanmig serada yetistirilen bitkilerden siirgiinler ve Temmuz
ayinda toplanan bahgede yetistirilen agaclarin siirgiinleri en biiylik eksplantlari
(%46 ile %80) tiretmistir. 0.04 uM IBA+6.7 uM BA ile desteklenmis NCGR-
COR ortaminda 4 haftalik kiiltiirden sonra iig ile bes kat arasinda ¢ogaltma elde
edilmistir. Kokler, yar1 kuvvetli NCGR-COR mineral tuzlari iizerinde biiyiitiilen
siirglinlerin %64 ile %100'inde ve 4 hafta boyunca 4.9 uM IBA’da tiretilmistir.
1 veya 5 uM IBA'da kisa bir daldirma ile in vivo koklenme esit derecede basarilt
olmustur. Transferden sonra hayatta kalma oraninin %78’in iizerinde oldugu

tespit edilmislerdir.



Girel ve ark. (1998), badem siirgiin ucu explanti kullanarak MS
oratminda farkli seviyelerde IBA (0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l) ve BAP’n (0.0, 0.5, 1.0,
2.0 ve 3.0 mg/l) etkilerini arastirmiglardir. Calismanin baslangi¢ asamasinda
diistik IBA’l1 (0.1 mg/l) veya hormonsuz ortamin siirgiin gelisimi agisindan
uygun oldugu gorilmiistir. Arastirmada 0.1 mg/l IBA ve 1.0 mg/l BAP
kombinasyonunun yeni siirgiin lretimi ve gelisimi ag¢isindan en etkili

kombinasyon oldugu tespit edilmistir.

Ercisli ve ark. (2001), E-295-S, G-029-N ve S-182-C findik
genotiplerinin siirgiinlerini kullanarak demir kaynagmin ve ortamin fiziksel
durumunun eksplant gelisimi ve kalitesi tizerine etkisi arastirmislardir. Bitkiler
iki ay 4 mg/l BA+0.01 mg/l IBA+B5 vitaminleri iceren WPM ortaminda kiiltiire
alimmistir. Arastirmada farkli ortamlara (NN, DKW, MS, WPM) 5 mg/l
BA+0.01 mg/l IBA +30 g sukroz ve 0.2 um BS5 vitaminleri, Sequestrene 138 Fe-
EDDHA (200 mg/l), Sequestrene 330 Fe (120 mg/l), 33.8 mg/l demir siilfat
eklenmistir. Fe kaynagi olarak demir siilfat (33.8 mg/l) kullanildiginda siirgiin
uzunlugunda artig goriilmekle birlikte yapraklarda biiyiik oranda kloroz oldugu
da gozlemlenmistir. 138 Fe igeren ortamlarda gelisen siirgiinler koyu yesil renkte
ve saglikli goriiniirken, 330 Fe kullanilan ortamlarda gelisen siirgiinlerde
hiperhidrasyon gozlemlenmistir. En fazla kloroz MS ortaminda belirlenmis olup,
sonraki alt kiiltiirlerde MS ortamu iizerinde klorozlu eksplantlar biiyiitiildiiglinde,

hayatta kalan eksplant sayis1 6nemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir.

Nas ve Read (2001), D-295- S, G-029-N ve S-182-C genotiplerinde
eksplant kaynag1 olarak siirglin kullanmislardir. Demir kaynaginin ve ortamin
fiziksel durumunun eksplant gelisimi ve kalitesi lizerine etkisi arastirilmstir.
Bitkiler iki ay 4 mg/l BA+0.01 mg/l IBA+B5 vitaminleri iceren WPM iizerinde
kiiltiire alimmustir. Biitiin ortamlara 5 mg/l BA +0.01 mg/l IBA+30 g sukroz+0.2
pm BS5 vitamini+Sequestrene 138 Fe EDDHA (200 mg/l)+Sequestrene 330 Fe
(120 mg/l)+ 33.8 mg/l demir siilfat eklenmistir. Stvi DKW besin ortaminda
kiiltiire alinan findik bitkisinin eksplantlari, agar kullanilan ortamda kiiltiire
alinanlara gore daha uzun siirgiinler ve daha biiylik yapraklar iiretmistir. Demir
kaynagi silirgiin uzunlugu ve yaprak rengini etkilemis, ancak iiretilen siirglinlerin

sayisinda farklilik olmamistir. Demir kaynagi olarak demir siilfat (33.8 mg/l)
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kullanildiginda siirglin uzunlugu artmis ancak yapraklarda ¢ogunlukla sararma
olmustur. Sequestrene 138 Fe (200 mg/l) iceren ortamda olusan siirgiinler
saglikli ve koyu yesil iken, Sequestrene 330 Fe (120 mg/l) iceren ortamda
hiperhidrasyon gozlenmistir. BS vitaminleri ile takviye edilmis farkli ortam
bilesimleri siirgiin uzunlugu, siirglin sayisi, kallus miktar1 ve yaprak rengini
etkilemistir. WPM ortamindaki siirgiinler, Nitsch ve Nitsch (NN), DKW ve MS
ortamlarindan daha uzun olmustur. WPM ve NN'de eksplant basina siirgiin
sayist DKW ve MS' den daha fazla bulunmustur. En yesil yapraklar NN
ortaminda, en klorozlu yapraklar ise MS ortaminda meydana gelmistir. Sonraki
alt kiltirlerde MS ortami iizerinde klorozlu eksplantlar biiylidiigii zaman,
hayatta kalan eksplant sayis1 6nemli Olclide azaldig: tespit edilmistir. WPM ve
NN ortamlarinda kiiltiirlenen eksplantlar, DKW ve MS ortamlarina gére daha
fazla kallus iirettigi goriilmistir. Bu sonuglar hibrid findiklarin mikro-

cogaltiminda potansiyel pratik uygulamalara sahip oldugunu gostermistir.

Nas (2004), Corylus avellana L. (E-093-S, E-295-S, G-029-N)
genotiplerinde yaptiklar1 g¢alismada poliaminlerin siirgiin uzunlugu {iizerine
etkisini arastirmistir. Bunun i¢in taze siirgiinlerin gozlerinden alinan siirgiinleri
BA 6.7, 11.1 veya 15.5 uM) ile poliaminler (0.2 mM putresin+0.2 mM
spermidin+0.05 mM spermin) i¢eren veya icermeyen MS ortamina ve modifiye
DKW ortaminda kiiltiire almislardir. Ortama ilave edilen BA dozlarmnin bitki
iizerine etkileri Onemsiz bulunmustur. Poliaminlerin ortalama siirgiin
uzunlugunu %83 ve ortalama her siirgiin basina diisen ortalama tomurcuk
sayisin1 %41 arttirdiini tespit etmislerdir. Poliamin igeren ortamdaki siirgiinler
4.0 cm’ye kadar, poliamin igermeyen ortamdaki siirgiinler ise 2.0 cm’ye kadar

biiytidiikleri gézlemlenmistir.

Bacchetta ve ark. (2008), Tonda Giffoni, Tonda Romana, Mortarella,
Ghirara, Avellana Speciale, Napuletanedda findik gesitlerinde yerel Italyan
kaynaklarinin degerlendirilmesi ve korunmasi amaciyla in vitro’ da yiriittiikleri
calisgmada MS ve HM ortamlarin1 kullanmislardir. Saksida yetistirilen gesitlerin
sirglinleri bir saat musluk suyunda yikandiktan sonra %70 alkolde 5 saniye
bekletilmis ardindan %0.05 Na Merthiolate ve bir miktar Tween-20" de 10
dakika bekletmislerdir. Kig aymda toplanan siirgiinler icin ise %70 alkolde 5
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saniye bekletilmis ardindan sodyum hipokloridde (1:5 v/v) bir miktar Tween-
20°de 10 dakika bekletmislerdir. Arastiricilar bu ylizey sterilizasyon protokolii
ile siirgiinlerdeki kontaminasyon oranmni %20 ve %30 azaltmislardir.
Sterilizasyonu yapilan bitkiler HM ve MS iki ortama 0.4 mg/l GA3+0.05 mg/|
IBA+0.5 mg/l BA ve HM ortamma MS vitaminleri eklenmis ve kiiltiire
alinmiglardir. Ikinci alt kiiltiir asamasinda HM ortamina 1.5 mg/l BA+1 mg/I
zeatin ilave etmislerdir. Koklendirme asamasinda ise bitkiler 20 saniye IBA
cozeltisine daldirilmis ve hormon icermeyen HM ortaminda 20 giin kiiltiire
alinmiglardir. Daha sonra bitkiler 2 mg/l IBA eklenen HM ortaminda alt kiiltiire
alinmigtir. En yiiksek siirgiin uzunlugu 2.7 cm ile Ghirara g¢esidinde MS
ortammndan HM ortaminda ise en yiiksek siirgiin uzunlugu 2.5 cm ile yine
Ghirara ¢esidinde olustugunu tespit etmislerdir. Siirgiin yas agirhigi agisindan iki
ortamda da en yiiksek degerler Tonda Giffoni ¢esidi ve HM ortaminda 228 mg,
MS ortaminda 227 mg oldugunu belirlemislerdir. Kuru agirlik bakimdan en
yliksek degerler yine 80.3 mg ile Tonda Giffoni cesidinde oldugunu tespit

etmislerdir.

Gao ve ark. (2006), Kuixiang, Dawei, Hybrid 88, Hibrid 73 ve 84-402
findik hibritlerinde findik siirgiinleri Mart ve Mayis arasinda toplamislardir.
Toplanan siirgiinler musluk suyu ile yikandiktan sonra %75 etil alkolde 30
saniye dezenfekte edilmistir. Eksplantlar daha sonra 7 dakika boyunca birkag
damla Tween-20 ve %1 HgCl, ¢ozeltisi ile dezenfekte edilmis ve sonra steril
diyonize su ile 3-5 defa durulanmustir. Bitki materyali, temel ortam calismasi
hari¢ 5.0 mg/l BA ve 0.01 mg/l 1AA ilave edilmis DKW ortaminda kiiltiire
alinmustir. Ug sitokinin (1.0 mg/l BA, ZT ve TDZ), 0.02 mg/l 1AA ile kombine
olacak sekilde test edilmistir. Dort TDZ konsantrasyonu (1.0, 1.5, 2.0 ve 3.0
mg/l), 0.01 mg/l IBA ile kombinasyonlarinin etkisi incelenmistir. Koklenmeyi
uyarmak i¢in siirglinler gesitli ortamlarda kiiltiire alinmiglardir (1/2 MS, 1/2 MS
+ 0.1 mg/l NAA, MS ve MS+ 0.05 mg/l NAA). Mart ay1 sonlarinda ve Nisan
ortasinda alinan eksplantlarin kontaminasyon orani Mayis ortasi ve sonunda
alinan eksplantlardan daha fazla oldugu ve en yiiksek filizlenme yiizdesinin
(%68.67) Mayis ortasinda toplanan yan tomurcuklardan olustugunu tespit

etmislerdir. Filizlenme yiizdesi agisindan en uygun ortam 1.5 mg/l TDZ+ 0.01



mg/l IBA ile DKW ortam1 olmus ve siirgiinlerin daha yesil yapraklar iirettigini
gozlemlemislerdir. Cogalma orani ise genotipten etkilendigi belirlenmistir. En
iyi ve en fazla biiyime %68.67 oranla Kuixiang genotipinden; en erken
filizlenme ise %7.55 oranla Dawei genotipinde tespit edilmistir. Cogalma orani
icin ise en uygun dozun uygun 1.5 mg/l TDZ oldugunu saptamislardir. En
yiiksek siirglin uzunlugunu 1/2 MS ortamindan elde etmislerdir. Farklilasma igin
en uygun ortam 1.5 mg/l TDZ+0.01 mg/l IBA ilave edilen DKW ortami,
koklendirme igin etkili ortam ise %90’a varan koklenme orani ile 1/2 MS+NAA
0.1 mg/l oldugunu belirlemislerdir. Calismada bitkiler vermikiilit ve turbadan
olusan bir ortama transfer edildiginde hayatta kalma yiizdesinin %90 oldugu

tespit edilmistir.

Caboni ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada, in vitro yetistirilen
Montebello ve Tonda Gentile Romana Italyan gesitleri (Corylus avellana L.)
DKW ortami ile daha dnce belirlenmis bir bazal kiiltiir ortam1 kullanilarak gegici
daldirma sisteminde (TIS) kiiltiire almislardir. Siirgiin ¢ogalmasi i¢in en iyi
kiiltirel kosullar1 belirlemek igin farkli karbon kaynaklar1 (sakkaroz veya
glukoz) ve siireleri (giinde 30, 60 veya 120 dakika daldirma) uygulanmistir.
Gegici daldirma sistemi, siirglin ¢ogalmasini arttirmis ve hiperhidrasyona
ugramis Ve siirgiin vermemistir. Bu sistemle elde edilen siirgiinler, 80 mg/l IBA
soliisyonunda 1 giinlik daldirma ile koklendirilmis ve kok, agar ve/veya
vermikulit i¢inde gergeklestirilmistir. Koklenme ve iklime uyum agisindan en
etkili uygulama, vermikiilit ve agar ilave edilmis ortamin bir kombinasyonu
oldugunu tespit etmislerdir. Findik, gec¢ici daldirma sistemine iyi bir uyum
gostermis ve bu tiirlere TIS' in olas1 daha genis bir uygulamasi gbz Oniine
almarak protokolii optimize etmek icin ¢aligmalarin devam ettigini

belirtmislerdir.

Contessa ve ark. (2011), yaptiklar1 calismada iki farkli IBA
konsantrasyonunun (500 ve 1000 mg/l) ve IBA uygulamalarin1 iki etilen
inhibitori, 1 MCP (1-Metilsiklopropen) ve AgNOs kombinasyonu ile adventif
kok olusumu ve yari sert aga¢ kesimlerinin tomurcuk inhibisyonu tizerindeki
etkisini, “Tonda Gentile delle Langhe” ¢esidinde incelemislerdir. 500 mg/l IBA

uygulamasina ek olarak, 1000 mg/l IBA uygulamasi benzer sekilde koklenme
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yiizdesini (%70.0) desteklemis, ancak tomurcuk absisyonunu azalttig1 igin, koklii
kesimlerin %56.3' iinde en az bir tomurcuk ile sonuglanmistir. 1000 mg/1 IBA
uygulamasi, 1-MCP ve AgNOs kullanimi, koklenmeyi degistirmeden tomurcuk

patlamasini azaltigini tespit etmislerdir.

Thomson ve ark. (2011), Daviana findik ¢esidinin siirgiinlerini (10-20
mm) Knoxfield2 ortami kullanarak farkli sitokinin tipleri ve konsantrosyonunun
stirgiin cogalmasi {izerine etkisini incelemislerdir. Calismada Kinetin (1, 2.5, 5
mg/l), IPA (1, 2.5, 5 mg/l), Zeatin (1, 5, 10 mg/l), BAP (1, 5, 10 mg/l)
kullanilmigtir. En yiiksek siirgiin sayist (3.8 ve 3.5 ile) ve siirgiin uzunlugunu
(28.6 mm- 23.7 mm ile) sirasiyla 5 mg/l BAP ve 10 mg/l BAP eklenen ortamdan
elde edilmistir. Yeni olusan siirglinlerin uzunlugu agisindan en iyi sonucu 1 mg/I

zeatin (14.7 mm) eklenen ortamdan elde etmislerdir.

Nas ve Read (2013), yaptiklari ¢alismada, Amerikan kestane, melez
findik ve asma gesitlerini, Nas ve Read Kiiltiir Ortami’nda (NRM) kiiltiire
almigtir. Mikro-¢ogaltilmig siirgiinler, in vitro ¢ogaltilmis kokleri sokiilmemis
anaclar {izerinde el ile mikro asilanmistir. Siirgiinler (2—4 cm) ve anaglar (2-3
cm) elastik bir elektrik teli tiipii veya alginate jeli boncuklar1 kullanilarak tespit
edilmistir. Asilamadan sonra, anaglar, 5 s (asma) veya 10 s (Amerikan kestane
ve melez findik) i¢cin 1000 ppm BA soliisyonuna batirilmistir. Asili bitkicikler
daha sonra Jiffy turba tikaglar1 (plug) ig¢inde in vitro olarak kiiltiirlenmis veya
Jiffy turba tipalar1 ex vitro i¢ine yerlestirilmis ve yavas yavas iklimlendirilmistir.
In vitro kiiltiirlenmis asili siirgiinlerin hava kokleri gelistirilmis ve asilama
basarisiz olmustur. Asilamadan iki ay sonra, basarili ex vitro asili olanlarin
hayatta kalmasi yaklasik olarak {iziim i¢in %50, findik i¢in %70 ve kestane i¢in
%80 artmustir. Sonuglarda asilanmis bitkiler, kendi koklii bitkilere tercih
edildiginde, mikro ¢ogaltilmis siirgiin ve anaglarin ayni anda asilanabildigini,

koklendigini ve iklime aligkin hale getirilebildigi tespit etmiglerdir.

Ellena ve ark. (2014), in vitro ortamda koklenme asamasi igin
peroksidaz, polifenoloksiidaz, TAA oksidaz aktivitesi ve etilen {iretimininin
belirlenmesi amaciyla bir ¢alisma yiiritmislerdir. Calismada, pH 5.5 olacak
sekilde ayarlanmig DKW ortaminda (1 mg/l BA, 0.01 mg/l IBA, 0.5 mg/l



pyridoxine) Tonda Gentile Romana ¢esidinin 20-25 mm'lik siirgiinleri
kullanilmigtir. Uzama asamasinda, uzayan explantlar IBA' siz DKW ortamina
alinmistir. Koklendirme IBA (0, 0.25, 0.5 ve 1 mg/l) ilave edilmis DKW ortami
tizerinde gergeklestirilmistir. En iyi koklenme, 25. giinde %60 koklenme ile IBA
(1 mg/l) uygulamasinda meydana gelmistir. Ayrica, daha yiikksek IBA
konsantrasyonu koklerin sayisint ve uzunlugunu onemli 6l¢lide etkilemistir.
Bununla birlikte, koklerin sayisi 0.5 mg/l IBA uygulamasinda daha fazla
bulunmustur. Etilen iiretimi ile ilgili olarak, ilk giinden itibaren tiim kdklenme
uygulamalari, benzer bir aktivite gostermis ve art arda kombinasyon, kontrolde
koklenme isleminin sonuna kadar diisiik olma egiliminde olmus, etilen aktivitesi
egrisi, 10. giine kadar 0.5 ve 1mg/l IBA uygulamalari ile onemli Olgiide
artmigtir. Diger taraftan, IAAox aktivitesi, IBA' nin yiiksek dozda (1 mg/l) oksin
kullanim1 istatistik agisindan onemli bulunmustur. Yiiksek degerde 0, 0.25 ve
0.5 mg/l IBA kullanim110. giine kadar ¢ok karmasik bir davranis gostermistir.
Ayrica, POD aktivitesi, yiiksek konsantrasyonda IBA (1 mg/l) uygulamasinda
21. giinde daha yiiksek bir enzim aktivitesine sahip olan kompleks bir egilim
sergilemis, kontrol i¢in ise POD aktivitesi biitiin koklenme asamalarinda sabit

oldugu tespit etmislerdir.

Hand ve ark. (2014), C. avellana ¢esitlerinin mikro g¢ogaltilmasi i¢in
gerekli mineral besin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in aragtirma yapmislardir.
DKW ortaminda diisiik minor besin maddesi mineral faktoriiniin, li¢c findik
¢esidinin biiylimesi ve gelisimi lizerindeki etkisini belirlemek ve mindr besin
olan NiSOs’m findik siirgiin biiylimesini tesviki igin gerekli olup olmadigi
tizerinde calisilmistir.  Calismada HsBOs, CuS04.5H20, MnSQO4.H:0,
Na:M004.2H20, Zn (NO3)2.6H.0 ve NiSOs.6H.0’ un farkli dozlariyla
uygulamalar yapilmistir. Bunun igin Dorris, Felix, Jefferson, OSU 880.054 ve
Sacajawea, findik ¢esitlerinin siirglinleri materyal olarak kullanilmistir. 30 g/L
glukoz, 200 mg/l squestrene 138 (Fe-EDDHA), 2 mg/I tiamin, 2 mg/l nikotinik
asit, 2 mg/l glisin, 1 mg/l myo-inositol, 22.2 uM BA+ 0.049 uM IBA ve %0.5
agar olan DKW ortami kullanmistir. En iyi siirglin kalitesi Ni yoklugunda
yiikksek B ve diigsitk Cu kombinasyonundan elde edilmistir (%25.49). Jefferson

icin sadece B' un artmasi genel kaliteyi arttirmis ve diger faktorlerin higbiri
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anlamli olmamamistir. Sacajawea i¢in ortamda Ni olmadan, diisiik Mn, yiiksek
Cu, Zn, B ve Mo iceren konsantrasyonlari, silirgiin kalitesini onemli Olcilide
arttirdig1  belirlenmistir. Ug genotipten en yiiksek siirgiin uzunlugunu B
varhiginda sirastyla Dorris (19.03 cm), Jefferson (14.17 cm), Sacajawea (5.25
cm) vermistir. Arastirmada Nikelin varligi siirglin uzunlugunu diistirmiistiir.
“Dorris” i¢in diisik Zn ve Cu seviyelerinde, yliksek B seviyesi ile en fazla
stirglinii tirettigini, Jefferson i¢in Ni varliginda siirgiin Sayisinda artis oldugunu

tespit etmislerdir.

Prando ve ark. (2014), Tonda Gentile delle Langhe findik ¢esidinin
tomurcuklar kullanarak yaptiklari ¢alismada hindistan cevizi suyu, gibberellin
ve sitokininlerle kombineli ortamin, findigin in vitro c¢ogalmasi ve siirgiin
biiytimesi tizerindeki etkisini arastirmigladir. Bitkiler DKW ortaminda yatay ve
dikey olarak kiiltiire alinmistir. %20 hindistan cevizi 2 mg/l BAP, 0.01 mg/l IAA
ve 0.5 mg/l GAs kombinasyonu siirgiinlerin ¢ogalmasini ve siirgiin uzamasini
arttirdigini tespit etmislerdir. En yiiksek siirglin uzunlugu yatay pozisyonda

kiiltiire alinan bitkilerde meydana geldigi saptamiglardir.

Daryani ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada farkli bazal ortam ve bitki
biiyime diizenleyicilerinin in vitro kosullarda ve findigin biiytimesi tizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Bunun i¢in, baharda verimli apikal ve aksilar
tomurcuklar sterilize edilmis ve 0.01 mg/l IBA ve farkli BAP (0, 1, 2, 3, 4,5, 8
mg/l) seviyeleri igeren NRM, MS ve 1/2 MS bazal ortaminda kiiltiire alinmustir.
Sonuglar, eksplant biiyiime yiizdesinin (siirgiin), eksplant basina yaprak sayisi ve
sirglin  uzunlugunun, bazal ortam ve bitki biiylime diizenleyicisinin
konsantrasyonu ile 6nemli 6lgiide etkilendigini gostermistir. MS ortamu iizerinde
en yiiksek siirgiin yiizdesi elde edilmesine ragmen, NRM bazal ortami iizerinde
kiiltiirlenen eksplantlarin stirgiin uzunlugu, MS ve 1/2 MS' den 6nemli Ol¢iide
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kurulus asamasinda eksplantlarin en 1iyi
biiyiime yanit1 (%50 siirglin, silirgiinde %5.33 yaprak ve 1.6 cm siirgiin
uzunlugu), 0.01 mg/l IBA ve 1 mg/l BAP ile desteklenmis NRM ortamu ile elde
edilmistir. Kurulus asamasindan elde edilen siirgiinler, tek bogumlu eksplantlara
ayrilmis ve 0.05 mg/l IBA ve farkli BAP ve TDZ seviyeleri ile takviye edilmis

NRM ortami lizerine aktarilmistir. En diisiik eksplant kararma ile en yiiksek
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eksplant biiyiimesi yiizdesi, 0.05 mg/l IBA ve 5 mg/l BAP igeren NRM ortami

izerinde elde etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
Bu calisma, Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Materyal olarak Cakildak findik

c¢esidinin aktif biiylime donemindeki siirgiin uglar1 kullanilmistir.

Cakildak, adaptasyon yetenegi yiiksek olmakla birlikte kuraga duyarli, az
verimli toprak ve yiiksek alanlara da uyumlu bir gesittir. Kendine tozlanmada
meyve tutumu yliksektir. Burusuk i¢ oranmi yiiksek, periyodisiteye egilimi
fazladir. Geg olgunlasir ve ilkbahar ge¢ donlarina daha dayanikli bir gesittir.
Cesidin randiman orant %50.8, yag oran1 %60.6, protein oran1 %19.4 olan bir
cesittir  (Koksal, 2002). Cakildak c¢esidinin siirglinleri  Sekil 3.1°de

goriilmektedir.

Sekil 3.1 Cakildak Cesidinin Celik ve Siirgilinlerinin
Goriniimii

3.2 Yontem
3.2.1 Kullamlan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan tiipler, bistiiri, pens, kurutma kagitlarinin
sterilizasyonlar1 121°C’de ve 1.05 atm basincindaki otoklavda 15 dakika siireyle

tutularak yapilmustir.

3.2.2 Besin Ortamlarimin Hazirh@ ve Sterilizasyonu

Cizelge 3.1 ve 3.2° de igerikleri verilen DKW ve MS ortamlari
kullanilmistir. Ortamlara gerekli olan tiim kimyasallar ilave edilip saf su ile
hacim tamamlandiktan sonra pH diizeyi 1 N HCI asit ve 1 N KOH ile 5.8’¢
ayarlanmigtir. Son olarak da katilagtirici olarak ortama agar ilave edilip

kaynatilmistir (Sekil 3.2). Kaynamis olan ortam, her bir tiipe 10 ml olacak
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sekilde dagitilip tiiplerin kapaklar1 kapatilmis ve sonrasinda 121°C ve 1.05 atm
basincindaki otoklavda 15 dakika siireyle tutularak sterilizasyonlari

gercgeklestirilestirilmistir.

Cizelge 3.1 DKW Besin Ortaminm Igerigi (Driver and Kuniyuki, 1984)

Bilesik Standart ortam konstantrasyonu (mg/l)
Makro elementler (x10)

CaCl; 112.5
NHiNO3 1416.0
KH2PO4 265.0
MgSO, 361.49
K2SO4 1559.0
Ca(NOs)» 1367.0
Mikro Elementler (x100)

MnSQ4.H,0 33.5
HsBO3 4.8
Na;Mo004.2H20 0.39
CuS0..5H,0 0.25
Na,-EDTA 45.4
FeS04.7H.0 33.8
NiSO4 « 6H,0 0.005
Zn(NO3)2.6H.0 17.0

138 Fe-EDDHA sequestrene 200

Vitaminler (x100)

Nicotinic acid (free acid) 1.0
Thiamine-HCI 10.0
Pyridoxine-HCI 1.0
Biiyiimeyi Diizenleyiciler

BA (Benzil Adenin) 0 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, 4 mg/l, 5 mg/
IBA 100 pul
GA3 50 ul
Organik Maddeler

Myo- Inositol 100
Sukroz (g/l) 30
Agar 8

pH 5.8
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Cizelge 3.2 MS Temel Besin Ortammin Icerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Bilesik Standart ortam konstantrasyonu (mg/l)
Makro elementler (x10)

CaCl,.2H,0 440
KNO3 1900
NH4NO3 1650
KH2PO4 170
MgS0O47H,0 370
Mikro Elementler (x100)
MnS0..4H,0 22.3
H3BO3 6.2
ZnS04.7H,0 8.6
Na:Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
Kl 0.83
CoCl,.6H,0 0.025
Fe- EDDHA 200
Na.EDTA.2H,0 37.3
FeS04.7H,0 27.8
Vitaminler (x100)

Glycine 2.0
Nicotinic acid (free acid) 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Pyridoxine-HCI 0.5
Biiyiimeyi Diizenleyiciler

BA (Benzil Adenin) 0 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, 4 mg/l, 5mg/l
IBA 100 pul
GA3 50 pl
Organik Maddeler

Myo- Inositol 100
Sukroz (g/l) 30
Agar 8

pH 5.8

=

—
—
Sekil 3.2 Ortam Hazirlig
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3.2.3 Eksplantlarin Hazirh ve Kiiltiire Alinmasi

Calismada eksplant olarak Cakildak cesidine ait siirgiin uglar1 ¢eliklerden
elde edilmistir. Eksplantlarin ylizey sterilizasyonlar1 kapsaminda 6n deneme
gerceklestirilmistir. Bunun igin eksplantlarin bir kismi kontrol grubu olarak saf
suda (10, 15, 20 dakika) ve bir kismi da %70 etil alkolde 10 sn siire ile
bekletilmistir. Etil alkol uygulanmis ve uygulanmamis tiim eksplantlar, farkli
dozlarda sodyum hipoklorid (%5, %10 ve %15) ¢ozeltilerinde farkl siirelerde
(10, 15 ve 20 dakika) bekletilmistir. Eksplantlar sonrasinda steril kabin iginde
steril saf su ile 3’er defa galkalanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Siirgiinlerin yiizey sterilizasyonundan goriiniim

Calismada yiizey sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar 2-3 cm
uzunlugunda kesilerek hazirlanmistir. Kesilen eksplantlar siirglin uglarinin
stirmesinin tesviki amaciyla steril kabin igerisinde farkli dozlarda hazirlanan BA
0,1, 2, 3,4,5mg/l), 5mg/l BA+100 ul IBA+ 50 ul GAz iceren DKW ortaminin
yeraldigi ve BA (0, 1, 2, 3, 4, 5 mg/l), 1 mg/l BA+100 ul IBA+ 50 ul GA3z, 1
mg/l BA+100 ul IBA+ 50ul GA3+0.05 g 138 Fe-EDDHA igeren MS ortaminin
yeraldig1 tiiplerde (15 cm x 2.5 cm) kiiltiire alinmistir. Ardindan tiiplerin

kapaklari hava almayacak sekilde stre¢ film ile sikica kapatilmistir.

Kiiltiire alinan eksplantlar dikimden 3 hafta sonra steril kabin igerisinde
yukarda belirtilen taze ortamlara transfer edilerek alt kiiltiire alinmiglardir (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4 Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasindan Goriiniim

3.2.4 Kiiltiir Kosullar:

Dikimi tamamlanan eksplantlar, sicakligi 25+2°C, fotoperyodu 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde ve 1giklanmasi 3000-4000 liix siddetinde

olan beyaz floresan lambalarin yer aldig1 biliyiitme odalarinda tutulmustur.
3.2.5 incelenen Ozellikler
3.2.5.1 Yiizey Sterilizasyon Asamasinda

-Enfeksiyon Oram (%6): Farkli dozlarda BA, IBA ilaveli DKW ortamina dikimi
yapilan siirgiin uclarindan canli kalanlarinin sayisinin toplam eksplant sayisina
boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla bulunmus ve % ile gosterilmistir. % degerler

istatistik analiz sirasinda ag1 transformasyon degerine ¢evrilmistir.

-Kararma Oram (%): Farkli dozlarda BA, IBA ilaveli DKW ortamina dikimi
yapilan siirgiin uglarindan canli kalanlarinin sayisinin toplam eksplant sayisina
boliintip 100 ile carpilmasiyla bulunmus ve % ile gosterilmistir. % degerler

istatistik analiz sirasinda ac1 transformasyon degerine ¢evrilmistir.

-Saghkh Gelisen Eksplant Orani (%): Farkli dozlarda BA, IBA ilaveli DKW
ortamina dikimi yapilan siirgiin uglarindan canli kalanlarmin sayisinin toplam
cksplant sayisima boliniip 100 ile carpilmasiyla bulunmus ve % ile
gosterilmistir. % degerler istatistik analiz sirasinda ag1 transformasyon degerine

cevrilmistir.

3.2.5.2 Siirgiin U¢larindan Siirgiin Olusumu Asamasinda
-Eksplant Canhih@1 (%): Farkli dozlarda BA, IBA ilaveli DKW ortamina

dikimi yapilan siirgiin uglarindan canli kalanlarmin sayisinin toplam eksplant
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sayisina boliiniip 100 ile carpilmasiyla bulunmus ve % ile gosterilmistir. %

degerler istatistik analiz sirasinda ag1 transformasyon degerine ¢evrilmistir.

-Siirgiin Uzunlugu(cm): Bu 6zellik olusan siirglinlerin ortamdan ¢ikarilmasi
sirasinda her bitkicigin olusturdugu siirgiinlerin uzunlugunun cetvel yardimu ile

Ol¢iilmesiyle belirlenmistir.

-Yaprak Uzunlugu(ecm): Bu 6zellik olusan siirgiinlerin ortamdan g¢ikarilmasi
sirasinda her bitkicigin olusturdugu siirgiinlerin uzunlugunun cetvel yardimu ile

Olcililmesiyle belirlenmistir.

-Siirgiin Yas Agirhg (g): Bu 06zellik olusan siirgiinlerin ortamdan ¢ikarilmasi
sirasinda her bitkicigin olusturdugu siirgiinlerin yas agirhigimin £0.001 g

duyarliliktaki hassas terazi yardimi ile gram cinsinden belirlenmistir.

-Siirgiin Kuru Agirhig (g): Bu 6zellik olusan siirgiinlerin ortamdan ¢ikarilmasi
sirasinda her bitkicigin olusturdugu siirgiinler, 65°C’lik etiivde 72 saat tutulup
kurumast sonrast £0.001 g duyarliliktaki hassas terazi yardimi tartilip gram

cinsinden belirlenmistir.

-Nisbi Klorofil Icerigi (SPAD): Bu 6zellik olusan siirgiinlerin ortamdan
cikarilmasi sirasinda her bitkicigin olusturdugu siirgiinlerin orta kisminda yer

alan yapraklarda SPAD yardimiyla nisbi klorofil igerigi saptanmustir.
3.2.6 Deneme Deseni ve istatistiksel Analiz

Calisma 3 tekerrtirlii ve her tekerriirde 10’ar eksplant olacak sekilde Tesadif
Parselleri Deneme desenine gore diizenlenmistir. Farkli gruplarin tespiti %5
onem seviyesinde LSD testinden yararlanilarak JMP 10.0 istatistiki paket

programinda gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Yiizey Sterilizasyon Denemesi Bulgulari

Dikim Oncesi uygulanan farkli sterilzasyon yontemlerinin siirgiin
uclarinda enfeksiyon oranina ait sonuglar Cizelge 4.1°de, kararma oranina ait
sonuglar Cizelge 4.2 de, saglikli gelisen eksplant oranina ait sonuglar ise Cizelge

4.3’de verilmistir.

Yapilan yiizey sterilizasyon sonuglarina gore Cizelge 4.1’de sodyum
hipoklorid uygulamalarinin enfeksiyon orani {izeine etkisi istatistiki agidan
P<0.001 diizeyinde oOnemli bulunmustur. Sodyum hipoklorid enfeksiyon
oranlarma etkilerine bakildiginda tiim uygulamalar ayr1 bir istatistik grupta yer
almis ve en diisiik enfeksiyon orami %7.50 ile %15 NaOCI kullaniminda
belirlenmistir. Enfeksiyon oran1 {izerine uygulama siiresinin etkileri de
istatistiksel anlamda (P<0.01) onemli bulunmustur ve en diisiik enfeksiyon

oraninin 15 ve 20 dakika uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 Uygulanan Sterilzantlarin Enfeksiyon Oram (%) Uzerine Etkileri

Sodyum
hipoklorid Siire (dakika) Alkolsiiz AlKollii Ortalama
orani (%)
10 90.00 a 90.00 a 90.00 a
15 90.00 a 90.00 a 90.00 a
Kontrol
20 90.00 a 90.00 a 90.00 a
Ortalama 90.00 a 90.00 a 90.00 A
10 90.00 a 45,00 bc 67.50 b
15 90.00 a 0.00e 45.00c
%5
20 60.00 b 15.00 de 37.50 cd
Ortalama 80.00 a 20.00c 50.00 B
10 90.00 a 0.00e 45.00c
15 60.00 b 0.00e 30.00 cde
%10
20 30.00 cd 15.00 de 22.50 def
Ortalama 60.00 b 5.00 cd 3250C
10 30.00 cd 0.00e 15.00 efg
15 15.00 de 0.00e 7.50fg
%15
20 0.00e 0.00e 0.00g
Ortalama 15.00 cd 0.00d 750D
10 75.00 a 33.75 bc 54.38 A
15 63.75a 22.50¢c 43.13B
Ortalama
20 45.00b 30.00¢c 37.50B
Ortalama 61.25 A 28.75B
LSD LSD alkol:7.84***; LSD hypo:11.23***; LSD siire:9.73**; LSD alkol x hypo:15.89***;

LSD alkol x siire:13.76*; LSD hypo X siire:19.46 6d.;LSD alkol x hypo X siire:27.53*

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)
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Sterilizasyonda alkol kullanimi enfeksiyon oranmi istatiksel olarak etkilemis
(P<0.00) ve alkol kullanimi enfeksiyon oranmni yaklasik %353 oraninda
azaltmistir. Hypo*siire ikili interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur. Hypo orani ve
stiredeki artiglara bagl olarak enfeksiyon oraninda bir diigme goriilmekle birlikte
kontrol uygulamasinda siireye bagli enfeksiyon oraninda bir degisim
goriilmemistir. Hypo*alkol interaksiyonu degerleri incelendiginde NaOCI
oranindaki artisa bagh olarak enfeksiyon orani azalma goriilmiis olmakla birlikte
bu etki alkol varliginda daha belirgin bulunmustur. Alkol*siire interaksiyonu
istatistiksel anlamda P<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Alkol enfeksiyon
oranini azaltmis, siireye bagl degisimde farkliliklar belirlenmistir. Ayni1 durum
3’14 interaksiyon degerlerini de etkilemis ve hypo*siire*alkol interaksiyonu

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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Cizelge 4.2 Sterilizasyon Uygulamalar1 ve Siirelerinin Kararma Orani (%)
Uzerine Etkileri

Sodyum hipoklorid orani (%)  Siire (dakika) Alkolsiiz Alkollii Ortalama
10 0.00d 0.00d 0.00c
Kontrol 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 0.00d 0.00d 0.00c
Ortalama 0.00d 0.00d 0.00 D
10 0.00d 0.00d 0.00c
%5 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 30.00 cd 75.00 ab 52.50 b
Ortalama 10.00 cd 25.00 ¢ 1750 C
10 0.00d 90.00 a 45.00b
o 15 30.00 cd 90.00 a 60.00 b
%10
20 60.00 bc 45.00 be 52.50 b
Ortalama 30.00 b 75.00 a 52.50 B
10 45.00 be 75.00 ab 60.00 b
o 15 75.00 ab 90.00 a 82.50a
%15
20 90.00 a 90.00 a 90.00 a
Ortalama 70.00 a 85.00 a 77.50 A
10 11.25¢ 41.25 ab 26.25B
. . 15 26.25 bc 45.00a 35.63 B
Sodyum hipoklorid 20 45.00a 52.50 a 48.75 A
Ortalama 27.50 B 46.25 A
LSDalkol:8.70***; LSDhyp0:12.31***; LSDsiire:10.66**%*;
LSD LSDalkolxhypo:17.41**; LSDalkolxsiire:15.076d.;

LSDhypoxsiire:21.32**; LSDalkolxhypoxsiire:30.15%**

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)

Cizelge 4.2 incelendiginde farkli siirelerde sodyum hipoklorid ve alkol
uygulamalarinin kararma oranlarina etkilerine bakildiginda tiim uygulamalar
ayr1 bir istatistik grupta yer almis (P<0.001) ve en diisiik kararma oran1 %17.50
ile %5 NaOCI kullaniminda belirlenmistir. Kararma orani iizerine uygulama
stiresinin etkileri de istatistiksel anlamda 6nemli bulunmus (P<0.001) ve en
disik kararma oranmin 10 ve 15 dakika uygulamalarinda oldugu tespit
edilmistir. Sterilizasyonda alkol kullaniminin kararma oranim istatiksel olarak
etkilemis ve alkol kullanimi ile kararma orami artmis ve alkolsiiz uygulamada
%27.50 olan kararma orani alkollii uygulamada %46.25’e ¢ikmistir. Hypo*siire
ikili interaksiyonu istatistiki agidan P<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Sodyum hipoklorid oran1 ve siiredeki artiglara bagl olarak kararma oraninda bir
artma goriilmekle birlikte kontrol uygulamasinda siireye baglh kararma oraninda
bir degisim goriilmemistir. Hypo*alkol interaksiyonu istatistiki agidan dnemli
bulunmustur (P<0.01). Degerler incelendiginde NaOCI oranindaki artisa bagl
olarak kararma orani artma goriilmiis olmakla birlikte bu etki alkol varliginda
daha belirgin bulunmustur. Alkol*siire interaksiyonu istatistiksel anlamda

onemsiz bulunmustur. Hypo*alkol*siire ii¢lii interaksiyon istatistiksel agidan
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P<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genel bir ifade ile NaOCI dozu ve siire
artisina baglt bir kararmada artis oldugu goriilmiistiir. Alkol kullanimi ile

kararmalarin bir miktar artig gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3’de sodyum hipoklorid ve alkol uygulamalariin saglikli
gelisen eksplant oranlarina etkileri istatiksel olarak P<0.001 diizeyinde onemli
bulunmustur. En yiiksek saglikli gelisen eksplant orani1 %22.50 ile %5 NaOCI
kullaniminda belirlenmis, diger uygulamalar aym grupta yer almistir. Saglhkli
gelisen eksplant orani lizerine uygulama siiresinin etkileri istatistiksel anlamda
onemsiz oldugu belirlenmistir. Sterilizasyonda alkol kullaniminin saglikli
gelisen eksplant oranini istatiksel olarak etkilemis (P<0.001) ve alkol kullanimi
saglikli gelisen eksplant oranini arttirmistir. Alkolsiiz uygulamada %1.25 olan

saglikli gelisen eksplant orani alkol uygulamasinda %15.00’e kadar ¢ikmustir.

Cizelge 4.3  Sterilzasyon Uygulamalar1 ve Siirelerinin  Saglikli  Gelisen
Eksplant Oran1 (%) Uzerine Etkisi

Sodyum hipoklorid oram (%)  Siire (dakika) AlKkolsiiz Alkollii Ortalama
10 0.00d 0.00d 0.00c
Kontrol 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 0.00d 0.00d 0.00c
Ortalama 0.00 b 0.00 b 0.00 b
10 0.00d 45.00 b 22.50b
o 15 0.00d 90.00 a 45.00 a
%5
20 0.00d 0.00d 0.00c
Ortalama 0.00 b 45.00 a 22.50 a
10 0.00d 0.00d 0.00c
%10 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 0.00d 30.00 be 15.00 be
Ortalama 0.00b 10.00 b 5.00b
10 15.00 cd 15.00 cd 15.00 be
15 0.00d 0.00d 0.00c
%15 20 0.00d 0.00d 0.00c
Ortalama 5.00 b 5.00 b 5.00 b
10 3.75bc 15.00 ab 9.38A
15 0.00c 22.50a 11.25A
ORTALAMA 20 0.00c 7.50 bc 3.75A
Ortalama 1.25B 15.00 A
LSDalkot: 7.53***; LSDhypo: 10.66*** ; LSDsire: 0d.;
LSD LSDalkolxhypo:15.07*** ;' LSDalkolxsiire: Od.; LSDhypoxsiire: 18.46*** ;

LSDa_lkolxhypoxsijre: 25.93**

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)

Hypo*siire ikili interaksiyonu istatistiki acidan Onemli bulunmustur
(P<0.001). Sodyum hipoklorid orani1 ve siiredeki artiglara bagli olarak %5
NaOCl’nin 15 dakika uygulamasi ile saglikli gelisen eksplant oraninda en
yiikksek deger elde edilmistir (%45). Kontrol uygulamasinda ve %5 sodyum
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hipokloridin 20 dakikasi, %10 sodyum hipokloridin 10-15 dakikasi ile %15
sodyum hipokloridin 15-20 dakikasinda siireye bagli saglikli gelisen eksplant
oraninda bir degisim gorilmemistir. Hypo*alkol interaksiyonu istatistiksel
acidan 6nemli bulunmus (P<0.001). Degerler incelendiginde NaOC]l oranindaki
artisa bagl olarak saglikli gelisen eksplant oraninda artma goriilmiis ve bu etki
alkol varliginda daha belirgin bulunmustur. Alkol*siire interaksiyonu
istatistiksel anlamda Onemli bulunmamistir. Hipo*siire*alkol interaksiyonu
istatistiksel olarak onemli bulunmus olup (P<0.01) saglikli gelisen eksplant

oranini %1.25’ten %15°e kadar ¢ikarmustir.

Bu ylizden siirgiinler i¢in en uygun doz ile enfeksiyon orani ve kararma
oran1 %0, saglikli gelisen eksplant orani ise %90 olan alkol uygulanmis (10
saniye) %5 sodyum hipoklorid ve 1-2 damla Tween-20 bulunan ¢ozelti iginde 15
dakika tutularak ylizey sterilizasyon uygulamasi yapilmis ve steril kabin

igerisinde 3 defa steril saf su ile ¢alkalanmustir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda baz1 arastirmacilar findik
eksplantlarin yiizey sterilizasyonu asamasinda findik siirgiinlerini musluk suyu
ile yikadiktan sonra ve %75 etil alkolde 30 saniye beklettikten sonra 7 dakika
boyunca birka¢ damla Tween-20 ile %1 HQCl, ¢ozeltisi ile dezenfekte edilmis
ve sonra steril saf su ile 3-5 defa durulamiglardir (Gao ve ark., 2006), kimi
arastirmacilar Thomson ve ark. (2011), bir yasindaki siirgin ve dallart %70
etanolde 1 dakika boyunca beklettikten sonra biraz Tween-20 damlatilmis
%2.5’lik sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 15 dakika bekletilmis ve ardindan steril
saf su ile durulamiglardir. Silvestri ve ark. (2019) findik bogumlarin1 1 saat
boyunca 250 mg/l askorbik asit, 250 mg/I sitrik asit, 5 mg/l GAs ve %0.1 PPM
iceren sulu ¢ozeltiye daldirdiktan sonra birkag damla Tween-20 bulununan
%20'lik ticari agarticida 30 dakika boyunca bekletildikten sonra hizli bir sekilde
iki kez steril su ile durulamiglardir. Hand ve ark. (2016), findik eksplantlarini 10
dakika musluk suyunda yikadiktan sonra 4 damla Tween-20 bulununan %20’lik
sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 10 dakika bekletildikten sonra iki kez steril su
ile durulamiglardir. Perez ve ark. (1985), findik siirgiin ve kotiledonlarim 6nce
musluk suyunda yikamis ve ardindan %95 etanolde 5 dakika beklettikten sonra

saf su ile duruladiktan sonra %1.05 sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 30 dakika

23



bekletmis ve birkag kez steril saf su ile durulamiglardir. Ellena ve ark. (2014),
findik siirglin ucu eksplantlarin1 20 dakika musluk suyunda yikadiktan sonra
%95 etil alkolde 20 saniye bekletmis ve saf su ile duruladiktan sonra %9 NaOCI
ve 20 damla Tween-20 bulunan ¢ozeltide 20 dakika tutulduktan sonra 4 kez
steril saf su ile durulamislardir. Yu ve Reed (1993), findik siirgiin ucu
eksplantlarni 10 dakika boyunca sabunlu suda yikadiktan sonra musluk suyu ile
durulamistir. Ardindan %5 NaOCIl+Tween-20 bulunan ¢ozelti icinde 10 dakika

bekletilmis ardindan 2-3 defa steril saf su ile ¢alkalamiglardir.

4.2 Eksplantlardan Siirgiin Olusturma Denemesi Bulgular:
4.2.1 Eksplant canlilik oram (%)

MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan IBA
(100 pl), 138-Fe EDDHA (0.05 g) ve GAs (50 pl) dozlarinin denemede
kullanilan Cakildak siirgiin ucunun bitki canlilig iizerine etkisi istatistiki agidan
P<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Cizelge 4.4’ de izlenebilecegi gibi en
yiiksek eksplant canlilik oran1 %66.1’lik oranla MS 1mg/l BA+100ul IBA+50ul
GA3 uygulamasinda belirlenmistir. Bunu takiben en yiiksek eksplant canlilik
orani ayni istatistiki grupta yer alan DKW+5 mg/l BA (%57.8), DKW+5mg/|
BA+100ul IBA+50ul GA3s (%55), MS+ 3mg/l BA (%53.9), DKW+ 4 mg/l BA
(%50.9), DKW+3mg/l BA (%48.9), MS+4mg/l BA (%48.9) ortamlarindan elde
edilmistir. En diisiikk eksplant canlilik orani ise %0.0 oranla MS+1mg/l BA

uygulamasinda tespit edilmistir.

4.2.2 Eksplant Enfeksiyon Orani (%)
MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan

IBA, 138-Fe EDDHA ve GA3 dozlarinin denemede kullanilan Cakildak siirgiin
ucu enfeksiyon orami lizerine etkisi istatistiki acidan Onemli bulunmustur
(P<0.001). Cizelge 4.4 incelendiginde en yiiksek enfeksiyon orant %35.2 oranla
MS 4 mg/l BA ve MS 1mg/l BA+100ul IBA+50ul GAs uygulamalarinda
belirlenirken en diisiik enfeksiyon orani ise %0.0 oranla MS (1 ve 2 mg/l BA)

uygulamalarinda tespit edilmistir.

4.2.3 Eksplant Kararma Orani (%)
MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan
IBA, 138 Fe-EDDHA ve GAs3 dozlarinin kararma orani tlzerine etkisi
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istatistiksel agidan Onemli (P<0.001) bulunmustur (Cizelge 4.4). Siirgiin
olusturma asamasinda siirgiin uglarinda goriilen en Onemli sorun kararma
problemi olmustur. Siirgiin uglariin alt kiiltiire alindiktan yaklasik 3. haftanin
sonlarina dogru bitkilerde kararma sorunundan dolayr siirglinlerin ¢ogu
gelisemeden ya da gelistikten sonra karamislardir. Cizelge 4.4 incelendiginde en
yiiksek karama oranit %90 oranla MS 1 mg/l BA uygulamasinda belirlenirken
%72.8 oranla MS 2 mg/l BA ile %71.6 oranla MS 0 mg/l uygulamalarinda tespit
edilmistir.

Cizelge 4.4 DKW ve MS Ortamlarinda Farkli Ortam Iceriklerinin Siirgiin
Uglarinda Canli Kalma Enfeksiyon ve Kararma Orami Uzerine

Etkileri
Canh .
Ortamlar Kalma E)n:::f'(%/i? griﬁr(n;?)
Oram (%)

MS 1 mg/l BA +100 pl IBA+50 pl GAs 66.1a 12.3cd 18.4 fg
DKW 5 mg/l BA 57.8ab 15.0 be 28.1 defg
DKW 5 mg/l BA +100 pl IBA+50 ul GAs 55 ab 21.1abc 26.1 defg
MS 3 mg/l BA 53.9ab 12.3cd 28.1 defg
DKW 4 mg/l BA 50.9 ab 12.3cd 34.9 def
MS 4 mg/l BA 48.9 ab 35.2a 11.1g
DKW 3 mg/l BA 48.9 ab 12.3cd 37.1de
MS 5 mg/l BA 45.0b 23.9abc 35.2 def
MS 1 mg/l BA +100 ul IBA+50 pl GA3+0.05 g Fe 45.0b 35.2a 23.9 efg
DKW 1 mg/l BA 40.9b 28.3ab 37.1de
DKW 2 mg/l BA 40.8b 12.3cd 43.1cd
MS 2 mg/l BA 17.2¢ 0.0c 72.8ab
DKW 0 mg/l BA 17.2¢ 17.7 bc 59.0 bc
MS 0 mg/l BA 12.3¢c 0.0c 71.6b
MS 1 mg/l BA 0.0c 0.0c 90.0a
LSD 18.47%** 14, 45%*** 18.20***

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)

Nas ve Read (2001), E-295-S, G-029-N ve S-182-C findik genotiplerin
stirglinlerini  kullanarak demir kaynaginin ve ortamin fiziksel durumunun
eksplant gelisimi ve kalitesi iizerine etkisi arastirmislardir. Demir kaynagi olarak
demir siilfat (33.8 mg/l) kullanildiginda siirgiin uzunlugunda artis goriilmekle
birlikte yapraklarda biiylik oranda kloroz oldugunu goézlemlenmistir. 138 Fe
iceren ortamlarda gelisen siirglinler koyu yesil renkte ve saglikli goriinlirken.
330 Fe kullanilan ortamlarda gelisen siirgiinlerde  hiperhidrasyon

gozlemlenmistir. En klorotik yapraklar MS ortaminda belirlenmis olup, sonraki
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alt kiiltiirlerde MS ortamu tizerinde klorotik eksplantlar biiyiitiildiigiinde hayatta

kalan eksplant sayis1 6nemli lglide azaldig1 saptanmuslardir.

Gao ve ark. (2006), Kuixiang, Dawei, Hybrid 88, Hibrid 73 ve 84-402
hibrit findik eksplantlarini MS ortaminda kiiltiire alinan bitkilerde bir miktar
kloroz gozlemlemistir. Bizim calismamizda ise kararma orani agisindan en
yiikksek deger 1 ve 2 mg/l BA ilave edilen MS ortamlarinda oldugu tespit

etmislerdir.

DKW ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiinler belli bir silirgiin boyuna
ulastiktan kararma nedeniye 6lmiislerdir ve ayni sekilde kullanilan diger canlilik
oraninin diisiik olmasinin nedeni eksplantlarin siirgiin olusturamamasi yada belli
bir seviyede siirgiin olusturduktan sonra kararip 6lmesidir. Yapilan bir calismada
findik  bitkisinin dokularindaki kararmanin nedeni fenolik bilesiklerin
iretiminden kaynaklandigi bildirilmistir (Yu ve Reed, 1995). Yine bazi
aragtiricilar Corylus tiirlerinin doku kiiltiiriinde ¢ogaltiminin ¢ok zor oldugunu
ve yiiksek oranda mikrobiyal kontaminasyon, eksplantlarin kararmasi, diisiik
cogalma hizi, yetersiz siirgiin uzamasi ve hiperhidrasyon, mikro ¢ogalma
basarisin1 smirlayan faktorler olarak bildirilmistir (Diaz-Sala ve ark., 1990; Yu
ve Read, 1995; Nas ve Read, 2001).

4.2.4 Siirgiin Uzunlugu (cm)

MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan
IBA, 138 Fe-EDDHA ve GAs dozlarmin siirgiin uzunlugu iizerine etkisi
istatistiksel agidan o©nemli (P<0.001) bulunmustur (Cizelge 4.5). Ancak
calismada yapilan gozlemlere bakildiginda, en yiiksek siirgiin uzunlugu MS 1
mg/l BA +100 pul IBA+50 ul GAz (1.240 cm) ile MS 3 mg/l BA (1.200 cm)
uygulamalarinda belirlenirken en diisiik siirglin uzunlugu MS 4 mg/l BA (0.650
cm) ile MS 5 mg/l BA (0.600 cm) uygulamalarinda saptanmustir.

Bugiine kadar bir¢ok findik ¢esidi lizerine yapilan literatiir ¢aligmalarina
bakildiginda farkli ortamlar ve farkli oksin ve sitokinin hormonlar1 kullanildig
goriilmektedir. Garrison ve ark. (2013), Geneva ¢esidinin bogum eksplantlarin
kullanarak farkli demir kaynaklarmm in vitro siirgiin ¢ogalmas: tizerine etkisini

aragtirmiglardir. Eksplantlar1 100 mg/l tiamin+17.6 uM BA+0.014 uM
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IBA+0.029 uM GA3s ve 0, 230, 460, 690 uM Fe-EDDHA ve Fe-EDTA bulunan
NCGR-COR ortaminda kiiltiire almislardir. En yiiksek siirglin uzunlugunu 26.2-
22.3 mm ile sirasiyla 230, 460 uM Fe-EDDHA bulunan ortamlardan, en diisiik
strgiin uzunlugu ise Fe-EDTA igeren ortamlarinda gorildiigiini tespit

etmislerdir.

Hand ve ark. (2014), Jefferson, Dorris ve Sacajawe findik ¢esitlerinde
DKW ortamini kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada farkli mindr elementlerin
stirglin ucuna etkilerini arastirmislardir. En yiiksek siirgiin uzunlugununu 5 mg/I
BA+4 uM H3BO3 uygulamasindan elde etmislerdir. En yiiksek siirgiin uzunlugu
sirastyla Dorris (19.03 cm), Jefferson (14.17 cm) gesitlerinden elde edilmistir.
Ancak Sacajawea (9.10 cm) ig¢in 4 pM MnSO4.H2O ve Na:MoOas.2H,0
varhiginda elde edildigi belirlenmistir. Gentille ve ark., (2017)’ nin C. colurna’
da yaptiklari ¢alismada 4.1 ve 8.2 uM BA kullandiklar1 DKW ortaminda siirgiin

uzunlugu agisindan istatistiksel anlamda farklilik olmadigin1 tespit etmislerdir.

Buna karsin Thomson ve ark. (2011), yaptiklar1 bir ¢alismada Daviana
findik ¢esidinin siirgiinlerini Knoxfield2 ortami kullanarak farkli sitokinin tipleri
ve konsantrosyonunun siirglin ¢ogalmasi iizerine etkisini incelemislerdir.
Calismada siirgiin uzunlugunu (28.6 mm- 23.7 mm ile) sirasiyla 5 mg/l BAP ve
10 mg/l BAP eklenen ortamdan elde ectmislerdir. Yeni olusan siirgiinlerin
uzunlugu agisindan en iyi sonucu 1 mg/l zeatin (14.7 mm) eklenen ortamdan
elde etmislerdir. Yine Bacchetta ve ark. (2005)’ nmin yaptiklar1 ¢alismada siirgiin
uzamasi i¢in 1 mg/l zeatinin 0.5 mg /I BAP 'dan daha uygun oldugu sonucuna
varmuglardir. Nas (2004), Corylus avellana’nin farkli genotiplerinde yaptiklari
calisgmada poliaminlerin MS ve DKW siirgiin uzunlugu iizerine etkisini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda BA (6.7. 11.1 veya 15.5 uM) dozlarinin
bitkilerin siirgiin uzunlugu iizerine etkisi istatistiksel olarak farklilik olmadigin
tespit etmiglerdir. Poliaminlerin ise ortalama siirgiin uzunlugunu %83 arttirdigini
tespit etmislerdir. Perez ve ark. (1985), Cheng’s ortaminda Filbert findik
slirgiinleri i¢in en 1iyi silirgiin gelisimini 25 uM BAP igeren ortamdan elde
edildigini tespit etmislerdir. Prando ve ark. (2014), Tonda Gentile delle Langhe
findik ¢esinin aksiller tomurcuklar1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada eksplantlar
%20 hindistan cevizi+2 mg/l BAP+0.01 mg/l IAA+0.5 mg/l GA3z iceren DKW
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ortaminda yatay ve dikey olarak kiiltiire almiglardir ve bu kombinasyonun
stirglinlerin uzamasini arttirdigini en yiiksek siirgiin uzunlugunu ise yatay
pozisyonda kiiltiire alinan bitkilerde olustugunu tespit etmislerdir. Gao ve ark.
(2006), Kuixiang, Dawei, Hybrid 88. Hibrid 73 ve 84-402 hibrit findiklarinda
yaptiklar1 ¢aligmada en yiiksek siirgiin uzunlugunu 1/2 MS (4.60 cm) ortamindan
elde etmislerdir. Ortalama siirglin uzunluklari arasinda istatistiki agidan énemli
bir fark goriilmemekle birlikte en yiiksek siirgin uzunlugu 1.0 mg/l BA ilave
edilen ortamdan elde etmislerdir. En yiiksek siirgiin uzunlugunu 1.5 mg/l TDZ

bulunan ortamdan elde etmislerdir.

Nas ve Read (2001), E-295-S. G-029-N ve S-182-C genotiplerinin
stirglinlerini kullanarak demir kaynaginin eksplant gelisimi ve kalitesi iizerine
etkisini arastirmak i¢in yaptiklar1 calismada demir kaynaginin siirgiin
uzunlugunu 6nemli Ol¢iide etkiledigini tespit etmislerdir. Sequestrene 330 Fe
(120 mg/l) bulunan ortamlarda siirgiinler genellikle daha kisa ve genotiplerin
stirglin uzunluklar1 arasindaki farkin olduk¢a fazla FeSOs kullanildiginda
stirgiinlerin daha uzun ancak yapraklarinda ¢ogunlukla kloroz gozlendigini tespit
etmislerdir. WPM ortamindaki siirgiinler NN, DKW ve MS ortamindakilerden
daha uzun oldugunu belirlemislerdir. Bu c¢alismanin bulgular1 g6z Oniine
alindiginda siirgiin uzunlugu degerlerinin literatiir bulgularindan daha diisiik

oldugu ifade edilebilir.

4.2.5 Siirgiin Yas Agirhgi (g)

MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan IBA
138-Fe-EDDHA ve GAgz dozlarinin siirgiin yas agirligi tizerine etkisi istatistiksel
acidan oOnemli (P<0.05) gorilmiistiir (Cizelge 4.5). Calismada yapilan
gozlemlere bakildiginda en yiiksek siirgiin yas agirhgi MS 3 mg/l BA (0.050 cm)
ile bu uygulamay1 takiben MS 1mg/l BA+100 pl IBA+50 pl GAs (0.040 cm)
uygulamalarinda belirlenirken en disiik stirgiin yas agirhgit MS 4 mg/l BA
(0.017 cm) ile MS 5 mg/l BA (0.017 cm) uygulamalarindan elde edilmistir.

4.2.6 Siirgiin Kuru Agirhg (g)

MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan IBA
138 Fe-EDDHA ve GAs dozlarinin siirgin kuru agirhigi iizerine etkisi
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istatistiksel acidan oOnemli bulunmustur (Cizelge 4.5). Calismada yapilan
gozlemlerde en yiiksek siirglin kuru agirligt MS 1 mg/l BA +100 pl IBA+50 pl
GAs3 (1.20 g) ile MS 2 mg/l BA (0.013 g) uygulamalarinda belirlenirken en
diisiik siirgiin kuru agirligit MS 4 mg/l BA (0.004 g) ile MS 5 mg/l BA (0.003 g)
uygulamalarinda gozlenmistir. Silvestri ve ark. (2019), Tonda Gentille Romana
¢esidinin bogumlarini kullanarak yaptiklarn ¢alismada 1/2 MS (20 mg/l BAP+0.1
mg/l TDZ) ayrica demir kaynag1 olarak 100 ve 200 mg/l Sequestrene 138 Fe-
EDTA veya Fe-EDDHA formunda olarak eklemislerdir. Yapilan ¢alisma
sonucunda uygulanan dozlarin siirgiin kuru agirhg: iizerine etkisi istatistiksel
acidan 6nemli bulunmamistir. Ancak Garrison ve ark. (2013), Geneva ¢esidinin
bogum eksplantlarin kullanarak farkli demir kaynaklarmin in vitro siirgiin
cogalmasi lizerine etkisini arastirmislardir. Eksplantlar1 100 mg/l tiamin+17.6
uM BA+0.014 pM IBA+0.029 pM GAsz ve demir. 0, 230, 460, 690 uM Fe-
EDDHA ve Fe-EDTA bulunan NCGR-COR oratminda kiltiire almiglardir. En
yiiksek siirglin kuru agirlig sirasiyla 230, 460, 690 uM Fe-EDDHA,; en diisiik
ise 690 uM Fe-EDTA kullanildiginda tespit etmislerdir. Bu ¢alismalar dikkate
alindiginda elde edilen sonuglar, kullanilan ortamlar ile karsilastirildiginda

siirgiin kuru agirliginin 6nemli derecede diisiik oldugu saptanmustir.
4.2.7 Yaprak Uzunlugu (cm)

MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farkli BA ile ayrica uygulanan
IBA, 138-Fe EDDHA ve GA3 dozlarinin yaprak uzunlugu {izerine etkisi
istatistiksel agidan P<0.05 diizeyinde onemli etki gostermistir (Cizelge 4.5).
Cizelge 4.2°de gortldiigi gibi 1 mg/l BA +100 ul IBA+50 pl GA3 (1.033 cm) ile
MS 3 mg/l BA (0.933 cm) en yiiksek yaprak uzunluguna sahip olurken en diisiik
yaprak uzunlugu MS 4 mg/l BA (0.400 cm) ile MS 5 mg/l BA (0.450 cm)
uygulamalarinda tespit edilmistir. Gentille ve ark. (2017)’de C. colurna
yaptiklari caligmada 4.1 ve 8.2 uM meta-topolin kullandiklart DKW ortaminda
yaprak uzunlugu agisindan istatistiksel anlamda fark goriilmedigini tespit

etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise bu fark 6nemli bulunmustur.
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4.2.8 Nisbi Klorofil icerigi (SPAD)

MS ve DKW ortamlarinda uygulanan farklit BA ile ayrica uygulanan
IBA, 138 Fe-EDDHA ve GA3 nisbi klorofil igerigi iizerine etkisi istatistiksel
acidan P<0.05 diizeyinde 6nemli etki gostermistir (Cizelge 4.5). En yiiksek nispi
Klorofil igerigi 23.033 oranla MS 3 mg/l BA ve 17.433 oranla MS 1 mg/l BA
+100 pul IBA+50 pl GA3 dozlarinda goriilmiistiir. En diistik nispi kloril icerigi
ise 4.600 oranla MS 2 mg/l BA dozunda saptanmistir. Gentille ve ark., (2017)’
de C. colurna yaptiklart ¢alismada 8.2 uM meta-topolin ve 8.2 uM BA
kullandiklart DKW ortaminda en yiiksek klorofil igerigini 8.2 uM meta-topolin
uygulandiginda verdigini tespit etmislerdir. Bizim yaptigimiz g¢alismada ise

Klorofil igerigi daha yiiksek ¢ikmuistir.

Nas ve Read (2001), E-295-S, G-029-N ve S-182-C genotiplerinin
stirglinlerini kullanarak demir kaynaginin eksplant gelisimi ve kalitesi {lizerine
etkisi arastirdiklar1 ¢alismada farkli ortamlara (NN, DKW, MS, WPM) demir
kaynagi olarak Sequestrene 138 Fe EDDHA (200 mg/l), Sequestrene 330 Fe
(120 mg/l), FeSO4 33.8 mg/l ve biiyiime diizenleyicileri olarak 5 mg/l BA +
0.01 mg/l IBA + 0.2 uM B5 vitaminleri eklemislerdir. Sequestrene 200 mg/l 138
Fe-EDDHA igeren ortam fizerinde olusan siirgiinlerin saglikli goriinimlii ve
koyu yesil oldugunu belirlemis ve en yesil yapraklarin NN ortaminda oldugunu

saptamiglardir.

Garrison ve ark. (2013), Geneva ¢esidinin bogum eksplantlarin
kullanarak farkli demir kaynaklariin in vitro siirgiin gogalmasi {izerine etkisini
arastirmiglardir. Eksplantlar1 100 mg/l tiamin+17.6 pM BA+0.014 uM
IBA+0.029 uM GA3 ve 0, 230, 460, 690 uM Fe-EDDHA ve Fe-EDTA bulunan
NCGR-COR ortaminda kiiltire almiglardir. Calisma sonucunda en yiiksek
klorofil igerigi 230 uM ile Fe-EDDHA,; en diisiik klorofil icerigi ise 230 Fe-
EDTA bulunan ortamlardan elde etmislerdir. Bu ¢alisma sonuglart mevcut
calismamiz1 klorofil igerigi Fe-EDDHA bulunmayan MS 3 mg/l ve MS 1 mg/I
BA+100 pl IBA+50 pl GA3 bulunan ortamlardan elde edildiginden ¢aligmamizi

desteklememektedir.
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Cizelge 4.5 Farkli Hormon Dozlarinin Siirgiin Gelisimi Uzerine Etkileri

Siirgiin Siirgiin Siirgiin Yaprak
Ortamlar u %:1 YA wuru uzunlugu SPAD uzunlugu
BB ®  apri@  (cm) (cm)
DKW 5 mg/l BA +100 pl
IBA+50 ul GAs 0.037 abc 0.004 ab 0.743 bc 17.433 ab 0.557 bc
MS 1 mg/l BA +100 ul
IBA+50 pul GAs 0.040 ab 0.020 a 1.240a 19.433 ab 1.033a

MS 1 mg/l BA +100 ul

IBA+50 ul GAs+0.05 g Fe 0.037 abc 0.004 ab 0.813 abc 12.767 bc 0.643 abc

MS 2 mg/l BA 0.020 bc 0.013b 0.800 abc 4.600 c 0.467 ¢
MS 3 mg/l BA 0.050 a 0.004 ab 1.200 ab 23.033 a 0.933 ab
MS 4 mg/l BA 0.017 ¢ 0.004 b 0.600 ¢ 13.267 bc 0.400 ¢
MS 5 mg/l BA 0.017 ¢ 0.003 b 0.650 ¢ 12.433 bc 0.450 ¢
LSD 0.02* 0.016* 0.468* 9.60* 0.41*

MS 1 mg/l BA+100 ul IBA+50 pl GAs MS 1 mg/l BA+100 pl IBA+50 ul GAs
MS 5 ma/l BA +0.05a Fe

MS 2 mg/l BA
MS 3 ma/l BA MS 4 ma/l BA

DKW 5 mg/l BA+100 pl IBA+50 ul GAs

Sekil 4.1 Farki1 BA Dozlarmin Siirgiin Gelisim Uzerine Etkileri
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan c¢aligmada ylizey sterilizasyon asamasinda %0 enfeksiyon ve
kararma orani ve %90 eksplant canlilik orani agisindan en uygun dozun alkol
uygulanmis (10 saniye) %5 sodyum hipoklorid ve 1-2 damla TWEEN-20
bulunan ¢ozelti i¢inde 15 dakika tutularak yiizey sterilizasyonu yapilmasi ile

elde edildigi gozlenmistir.

Siirgiin gelisimi asamasinda ise elde edilen sonuglara gore siirgiin yas
agirligl agisindan en istiin sonu¢ 3 mg/l MS ortamdan alinirken; siirgiin kuru
agirh@i, sirglin uzunlugu, yaprak uzunlugu acisindan en iyi sonu¢ MS 1
mg/1+100 ul IBA+ 50 ul GAs ortamindan elde edilmistir. En yiiksek klorofil

icerigi ise 3 mg/l MS ortamindan elde edilmistir.

Aragtirmada kullanilan eksplantlarda farkli ortamlarda kiiltiire alinan
stirgiinlerde belli bir boya ulastiktan sonra kararma da goriilmiistiir. Disiik

cogalma hizi, yetersiz siirgiin uzamasi saptanmustir.

Sonug olarak, yapilan bu ¢alisma Cakildak findik ¢esidinde konu ile ilgili

ilk caligma niteligindedir. Bu nedenle bulgulari itibariyle 6nem arz etmektedir.

Doku kiiltiirii ile ¢ogaltma caligmalar1 aym1 zamanda bitkinin genetik
yapisi ve gesit ile de ilgilidir. Bu yiizden elde edilen bulgular literatiir ile az ¢ok

benzerlik gostermektedir.

Bu c¢alismanin farkli bliylime diizenleyicileri, doz ve kombinasyonlar ile
zenginlestirilerek devam ettirilmesi 6nerilmektedir. Yine diger kiiltiir ¢esitleri ile
doku kiiltiirii ile c¢ogaltma denemelerinin devam ettirilmesi de Onem arz

etmektedir.
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