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Ozet: Bu calisma, Kahramanmaras dogal ortamindan seleksiyon 1slahiyla elde edilen klonal ana¢ aday: SP-2
(Prunus spinosa) (Ugur ve Paydas Kargi 2017)’nin doku Kkiiltiiriiyle iiretilebilme olanaklarinin arastirilmasi
amaciyla 2017 yilinda yiiriitiilmiistiir. Calismada, MS (Murashige and Skoog) besi ortami ve bu ortama ilave
edilen iki farkli hormon ve bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlar1t MS-1 (TDZ 0.75 mg/l, NAA 0.5 mg/l,
GA:0.5 mg/l, 0.5 mg/l) MS-2 (TDZ 1.5 mg/l, NAA 1.5 mg/l, GA3 0.5 mg/l, 0.5 mg/l ), kontrol olarak ise MS-
0 (Hormonsuz normal MS) kullanilmistir. Calisma sonunda explant basina en yiiksek kardes bitkicik sayisinin
MS-1 ortamindan (12.60 adet/explant) ve en uzun siirgiin uzunlugunun 14.19 mm degeriyle MS-0 ortamindan
elde edildigi saptanmistir. Calisma sonunda en yiiksek kardeslenme oraninin elde edildigi ve daha az miktarda
hormonun kullanildigt MS1 ortaminin, MS2 ortamina gore daha basarili ve ekonomik olduguna karar verilmistir.

Anahtar kelimeler: Anag, Erik, in vitro, Prunus spinosa

Effects of Different Concentrations of Plant Growth Rugulators on in vitro Regeneration of SP-
2 (Prunus spinosa) Clonal Candidate Rootstock

Abstract: Progagation possibilities in vitro conditions with applied plant growth regulators concentration of
SP-2 (Prunus spinosa) (Ugur and Paydas Kargi 2017) candidate rootstock which obtained by selection breeding
programm in Kahramanmaras natural environment was determined in this study at 2017 year. MS (Murashige
and Skoog) medium, and this medium added two different plant growth regulator combinations MS-1 (TDZ 0.75
mg LY, NAAO5mg L, Ga30.5mgL*05mgL?)MS-2(TDZ1.5mg L% NAA15mgL? Ga305mg L7,
0.5 mg L) and MS-0 (normal MS without any hormone) as control was used material. Maximum cumulated
shoots per explant at the MS-1 medium (12.60 pieces explant?) and longest shoot lenght at the MS-0 medium
(14.19 mm) was found.It was decided that would be MS-1 medium more economic than MS-2 medium because
less amount of hormones used.

Keywords: Rootstock, Plum, in vitro, Prunus spinosa
Giris

Rejenerasyon siiresinin uzun olmast nedeniyle modern meyve yetistiriciliginde as1 ile ¢ogaltma en onemli
¢ogaltma metodu olmustur (Ugur ve ark. 2016). Bu metodun kullanilmaya baglanmasi ile beraber ana¢ kavrami
da konusulmaya baglanmistir. Anaglarin meyve verim ve kalitesi ile biiyiime kuvveti iizerine olan etkileri
gbzlemlenince arastiricilar bu konuda olduk¢a yogun ¢aligmalar yapmaya baslamislardir.

Basta kayis1 olmak iizere sert ¢ekirdekli meyve tiirleri i¢in yapilan anag 1slah ¢aligmalarinda ise en ¢ok calisilan
ana¢ adaylar1 degisik erik tiirleri iizerinde olmustur. Son elli yildan bugiine kadar Avrupa, Amerika ve
Avustralya’da degisik erik tiirlerinde anag 1slah ¢aligmalar1 yiiriitiilmiis, yillar siiren ¢alismalar sonunda farkl
ekolojilere uygun anaglar gelistirilmistir. Bunlar igerisinde ilk akla gelenler Myrobolan 29C (Prunus cerasifera),
Pixy (Prunus institia), Adara (Prunus cerasifera), Adesoto (Prunus institia), Penta (Prunus domestica), Tetra
(Prunus domestica) anaglaridir.

Ulkemiz, yabani erik tiirleri bakimindan zengin bir gesitlilige sahip olmasinin yam sira, bazilarinin da anavatani
konumundadir. Tiirkiye’de Prunus domestica, Prunus spinosa, Prunus cerasifera ve Prunus divaricata yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu zengin cesitlilik seleksiyon 1slahi ¢alismalarinda 6nemli varyasyon imkani
saglamaktadir (Giilsoy ve Balta 2014). Bu tiirler i¢in anag 1slah ¢aligsmalari iilkemizde de yapilmaya baglanmistir.
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Prunus spinosa, iilkemiz giiney ve dogu bolgelerinde ¢oke¢a rastlanan bir tiir olup diger erik tiirlerine gore
oldukca bodur gelisme gostermektedir. 2-3 yasl bitkilerinin genellikle dikenli olmasi, bolca dip ve kdk siirgiinii
vermeye yatkin olmasi nedeniyle anag 1slah ¢aligmalarinda (ara anag ve melez anag) tercih sebebidir (Milosevig
2006). Uzerine asilanan gesitlerin oldukca saglikli gelismesi, gecikmis as1 uyusmazligina az rastlanilmasi, besin
maddeleri iletiminde imitvar sonuglarin elde edilmesi ve en dnemlisi bodur gelismeyi tesvik etmesi nedeniyle
anag 1slahi ¢aligmalarinda her zaman kullanilmaya devam edecegi diistiniilmektedir (Ugur ve ark. 2016).

SP-2 (Prunus spinosa), kayisiyla uyusma gosteren, gecikmis ast uyusmazhigr gostermeyen, dip siirgiinii
vermeyen, lizerine asilanan kayisiya besin maddelerini iyi sekilde iletebilen ve doku kiiltiirii ile {iretilebilen bir
ana¢ adayidir (Ugur ve Paydas Kargi 2017). Bu ¢alisma, daha 6nce doku kiiltiirii ile iiretilebilme olanaklar
aragtirtlmis olan bu anag¢ adayinin, farkli bitki biiylime diizenleyicisi konsantrasyonlarindaki rejenerasyon ve
daha az besi ortami ile daha fazla sayida kardes bitkinin iiretilebilme olanaklarini ortaya koymak amaciyla
yapilmistir.

Odunsu bitkilerin vejetatif olarak klasik iretim yollarinin ticari degeri, doku kiiltiri ile tiretim teknikleri
gelistirildikten sonra 6nemini yitirmeye baglamis, bu yontem vejetatif iiretimle ilgili bir¢ok problemin de
¢Ozlimiine katki saglamistir (Andreu ve Marin 2005; Howard ve ark. 1989; Jones ve Hadlow 1989; Webster ve
Jones 1992; Hammat 1999). Ozellikle Prunus tohumlarinda gézlenen zayif ¢imlenme durumu ve genetik
cesitlilikten dolay1 doku kiiltiirii yontemiyle klonal ¢ogaltimi 6nemlidir (Pipinis ve ark. 2012).

Doku kiiltiiri ile dretimde en 6nemli asamalardan biri uygun besi ortamlarinda, uygun kombinasyonlarda
hormon ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin uygulanmasidir. Oyle ki her farkli kombinasyon ayni tiiriin farkli
klonlarinda bile farkli fizyolojik etkilere neden oldugu yapilan arastirmalarda gorilmektedir. Bu durum doku
kiiltiiri ¢aligmalarinda ideal besi ortamu ve uygun bitki biiylime diizenleyicisi bilegenlerinin tespit edilmesi i¢in
¢ok sayida ¢alisma yapilmasina neden olmaktadir. Prunuslarin mikro ¢ogaltiminda farkli kombinasyonlarda TDZ
(Thidiazuron) ve glimiis nitrat (AgNO3) (Escalettes ve Dosba 1993), phloroglucinol (PG) (Zou 2010), 2,4-D
(Nowak ve ark. 2004) uygulamalarinin farkli hormon konsantrasyonlariyla beraber uygulandigi ve basarili
sonuglar alindig1 bildirilmektedir. Bir¢ok erik anacinda in vitro mikro ¢ogaltim tekniklerinde MS ve WP besi
ortamlart ve bu ortamlara ilave edilen farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin (TDZ, BAP, KINETIN, NAA)
kombinasyonlari basariyla uygulanmistir (Andreu ve Marin 2005; Ruzij ve Vujovic 2008). Sitokinin kokenli
anagclar igerisinde ise TDZ nin kullaniminda bir artis oldugu ve olumlu sonuglarin alindig1 dikkati ¢gekmektedir.
Bunun esas sebebinin TDZ’nin ¢ok diisiik dozlarinin igsel olarak bitkide dogal sitokinin diizeyinde dikkati ¢eken
bir artiga neden oldugu bildirilmektedir (Mok ve ark. 1987). Ayrica TDZ’nin bu 6zelliginin igeriginde bulunan
adenin isimli piirin bazindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Huetteman ve Preece 1993).

Bu calisma ile MS besi ortami igerisinde kullanilan farkli kombinasyonlardaki bitki biiyiime diizenleyicilerinin
SP-2 (Prunus spinosa) anag adaymin in vitro kosullarda iretilebilme olanaklarina olan etkilerinin ortaya
konulmasi amag¢lanmustir.

Materyal ve Yontem

Calismanin materyalini Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisit Midiirligii’niin bahgesinde
mevcut olan 2 yillik SP-2 (Prunus spinosa) anacindan vejetatif gelismenin devam ettigi 2017 yilinda ilkbaharda
alman 5-10 cm’lik ug siirglinlerinden alinan siirgiin uclar1 ve yan tomurcuklar olusturmustur. Bu ¢elikler su
kaybina ugramamalar1 i¢in i¢inde su bulunan bir kapla laboratuvara getirilmistir. Materyaldeki kaba kirlerin
uzaklastirilmasi igin laboratuvarda musluk suyu altinda 20 dk tutulmustur. Daha sonra yesil siirgiinlerin
yapraklar1 alinmuis, siirgiin ucu ve {izerinde bir tomurcuk bulunduracak sekilde 20 mm’ lik yesil ¢elikler seklinde
kesilmistir (Sekil 1.). Doku kiiltiirii laboratuvarinda kesilen bu mikro gelikler eksplant kaynagini olusturmustur.
Caligsmada kullanilan cam kavanozlar, petriler, pensler, bistiiriler 121°C’de, 1 atmosfer basing altinda, 20 dakika
siire ile otoklavda sterilize edilmistir. Caligsma siiresince steril kabin igerisinde kullanilan pens ve bistiiriler %
96’lik etil alkole batirildiktan sonra sterilizasyon aletinde sik sik sterilize edilmistir. Eksplantlar yiizey
sterilizasyonu i¢in 6nce %70’lik ethanolde 30 saniye bekletildikten sonra bir-iki damla Tween 20 iceren % 35°lik
ticari ¢amagir suyu (NaOCI) igerisinde 20 dakika yiizey sterilizasyonuna tabii tutulmustur. Daha sonra 5’er
dakika siire ile 3 kez steril distile su ile yikanan celiklerin yiizey sterilizasyonu tamamlanmustir (Sekil 1).
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Sekil 1. Sterilizasyon agamasi (A) ve eksplantlarin in vitro kiiltiire alinist (B).

Sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar bitki biiytime diizenleyicileri igermeyen MS baslangi¢ ortaminda kiiltiire
almmustir. Kiiltiir ortami icerigi; MS mineral tuzlari, 0.5 mg 1" nikotinik, 0.1 mg It tiamin-HCL, 2.0 mg I glisin,
0.5 mg I, pridoksin-HCL, 30 g I* sakkaroz ve 7.0 g I"! agar (Plant Agar, Duchefa) igeren, pH’ s1 5.6’ya
ayarlanmis MS besi ortamindan olusmustur. Hazirlanan besin ortamlart 121°C’de, 1 atm basing altinda, 15
dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir. Arastirma boyunca tiim kiiltiir kosullar1 22 °C’de 16/8 saat
fotoperiyotta 15.000 liiks 151k altinda tam otomasyonlu iklim odasinda muhafaza edilmistir.

In vitro kosullarda 8 haftalik gelisimini tamamlamus in vitro bitkiciklerden alinan mikro gelikler eksplant kaynagi
olarak kullanilmistir. Denemede kullanilan eksplantlar 31.03.2017 tarihinde MS-0, MS-1 ve MS-2 olmak iizere
farkli bitki bitytime diizenleyici ve konsantrasyonlarini igeren MS (Murashige ve Skoog 1962) besi ortaminda in
vitro kiiltiire alimmustir (Cizelge 1). Yaklagik 3 ay sonra rejenere olan siirgiinlerden elde edilen eksplant basina
diisen kardes siirgiin sayis1 ve uzunlugu Olciilmiistiir. Her eksplantta olusan ortalama en az 8§ mm boyundaki
stirgiinlerde kardes siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu olgiildiikten sonra elde edilen degerlerin aritmetik
ortalamalar1 hesaplanmis, sonra ilgili tekerriirdeki degerler elde edilerek analize tabi tutulmustur.

Cizelge 1. Baslangig kiiltiirinden sonra SP-2 (Prunus spinosa) ana¢ adayimin alindigi ii¢ farkli besi ortam

bilesenleri
Besi Ortami TDZ (mg/l) NAA (mg/l) Gaz (mg/l) IBA (mg/l)
MS-0 0 0 0 0
MS-1 0.75 0.5 0.5 0.5
MS-2 3.00 1.5 0.5 1.0

Caligma tesadiif parselleri deneme deseninde ii¢ tekerriirli olarak kurulmustur. Her tekerriirdeki
kombinasyonlardan beser adet kavanoz, her kavanozda ise bes adet baslangi¢ materyali bulunmustur. Elde edilen
verilere varyans analizi (ANOVA) uygulandiktan sonra ¢oklu kargilagtirmalarda LSD testi kullanilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bitkilerin in vitro ¢ogaltiminda karsilasilan zorluklardan biri de baslangigta ve ¢ogaltim agamasinda karsilagilan
mikrobiyal kirliliklerden kaynaklanan kontaminasyonlardir. Caligmada kullanilan eksplantlar %35 lik NaOCl ile
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulup, kiiltiire alindiktan ortalama 5 giin sonra kiiltiirlerde belli oranda
kontaminasyona rastlanmistir. Yiizey sterilizasyonunun basarisinin bitkinin biiyiidligii ortam, tiirii, yasi, mikro
¢ogaltimda kullanilan bitki kismina ve alinan eksplantin yiizey kontaminasyon seviyesine bagl oldugu birgok
arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Sathyanarayana ve Varghese 2007; Wolella 2017). Yapilan bu ¢alismada
yiizey sterilizasyonu uygulamasindan sonra eksplantlarda % 10 oraninda kayip olsa da steril ve canli kalan
eksplant sayis1 % 70 olmustur ki bu oran baslangi¢ doku kiiltiirii calismalari i¢in yeterli sayida eksplant kaynagini
bize saglamistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Sterilizasyon agamasindan sonra besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantardan canli kalan, 6len ve
kontamine olan eksplant sayis1

Sterilizasyon Inokiile edilen 10 giin sonra Olen eksplant sayis1  Steril ve canli kalan

yontemi eksplant say1st kontamine olan (%) eksplant sayist
eksplant sayisi (%)

NaOClI 50 10 (% 20) 5 (% 10) 35 (% 70)

Farkli bitki bitytime diizenleyicileri igeren MS-1 ve MS-2 besi ortamlart ile kontrol uygulamasinin (MS-0) SP-2
(Prunus spinosa) ana¢ adaymin mikro ¢ogaltimina olan etkileri Cizelge-3’den izlenebilmektedir. Kardes bitki
sayis1 explant bagina 1.60 ile 12.60 adet arasinda degisim gdstermis olup aralarindaki farklarin istatistiksel olarak
%1 diizeyinde 6nemli oldugu saptanmistir. En yiiksek kardeslenme oraninin MS-1 ortamina alinan explantlarda
12.60 adet oldugu, bunu MS-2 ortamina alinan explantlarin (12.40 adet) izledigi goriilmiistiir. En diisiik kardes
sayisinin ise kontrol ortamina alinan explantlarda olustugu (1.60 adet) Cizelge-3’den anlasilmaktadir.

Cizelge 3. Baslangig kiiltiiriinden sonra ikinci kiiltiire alinan SP-2 (Prunus spinosa) anag adayimin ¢ farkli besi
ortaminda mikro ¢ogaltimi sonrasinda kardeslenme ve siirgiin olugturma durumlari

Besi Ortami Kardes Bitki Sayisi (Adet) Siirgiin Uzunlugu (mm)
MS-0 1.60° 36.002
MS-1 12.60? 14.19°
MS-2 12.40° 10.22°¢
LSD 0.005 2.14™ 1.73"
CV 17 6

Sekil.2. (A) MS-0, (B) MS-1 Besi ortamina alinan SP-2 (Prunus spinosa) ana¢ adaymin genel durumu.

Ancak MS-2 besi ortamina alinan eksplantlarda 8 mm.” nin altindaki kardes sayisimin oldukga fazla sayida,
yaprak yapisinin diger ortamlara alinan eksplantlara gére daha dar ve uzun yapida oldugu, bu durumun
dezavantaj olusturmayacagi ancak vitrifikasyon gozlemlendigi i¢in mikrogogaltimda dezavantaj olusturacagi
diistinilmektedir.

Zou (2010)’un Prunus salicina’ nin mikro ¢ogaltiminda farkli IBA ve BA kombinasyonlarinda elde ettigi kardes
sayisinin 60. giin sonunda 2.17 ile 3.97 arasinda dagilim gosterdigi bildirilmistir. Benzer bir ¢alismay1 Nowak
ve ark. (2004) yapmuglardir. Arastiricilar, Prunus domestica yapraklarinin mikro ¢ogaltiminda MS besi
ortaminda yaptiklar1 baz1 modifikasyonlar sonucunda olusturduklar1 besi ortamina bes farkli dozda sukroz ve
glukoz ilave ederek olusturduklar1 besi ortamina koyduklari explantlarin rejenerasyonlarini dlgmiiglerdir.
Calisma sonunda kardeslenme sayilarmin explant basma 6.62—13.75 arasinda degisim gosterdigini
saptamuglardir.  Yine Petri ve Scorza (2009), Fransiz erigi ¢esidinin mikrogogaltiminda MS ve QL besi
ortamlarma ilave edilen farkli hormon konsantrasyonlarinin etkilerini inceledikleri c¢aligmalarinda, kardes
bitkicik sayisinin explant basina ortalama 1.29 ile 187 adet arasinda degisim gostedigini saptamislardir. Yine
Wolella 2017°de yaptigi ¢alismada, Stanley (Prunus domestica) erik ¢esidinde tepe tomurcuklarint 0.5 mg/I BAP
ve 0.1 mg/l IBA ile kombine ettigi MS besi ortaminda kiiltiire almistir ve siirgiin bagina 3.08 £ 0.58 yeni siirgiin
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elde etmistir. Diger calismalarla karsilastirildiginda elde edilen sonuglarin oldukca yiiksek ciktigi ¢alismadan
anlasilmaktadir.

Sekil.3. MS-2 Besi ortamina alinan SP-2 (Prunus spinosa) ana¢ adaymin genel (A) ve vitrifiye olmus (B)
durumu.

Explantlarin ortalama siirgiin uzunlugu degerleri ise 10.22 mm ile 36.00 mm arasinda dagilim gdstermis olup bu
degerler arasindaki istatistiksel farklarin da %1 diizeyinde onemli oldugu saptanmustir. En yiiksek siirgiin
uzunlugunun kardes sayisi fazla olmadigindan dolayi kontrol grubunda (MS-0) olustugu (36.00 mm) gozlenirken
en diisiik slirgiin uzunlugunun ise 14.19 mm olarak gerceklestigi saptanmistir. Kontrol grubunda kardes sayisinin
azligiyla siirgiin uzunlugu arasindaki iligkinin MS-1 besi ortaminda daha diisiik oldugu, MS-1 besi ortaminin
kardes bitkicik sayisindaki artisa pozitif etki ederken siirgiin uzunlugunu da aym yonde tesvik ettigi
goriilmektedir. Rujic ve Vujovic (2008), Lapins kiraz ¢esidinin tepe tomurcuklarindan elde ettikleri explantlarin
rejenerasyonun ile ilgili Kinetin, BAP ve TDZ’nin etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, siirgiin uzunlugu
degerlerini yaklasik 8 ile 13 mm arasinda dagilim gdsterdigini saptamiglar, TDZ nin siirgiin olusumunu 6nemli
Olciide tesvik ettigini bildirmislerdir. Adi gegen arastirmacilarin elde ettigi degerlerin ¢alismamizda elde edilen
degerlerden yiiksek olmadigi, yakin degerler verdigi dikkati gekmektedir.

Sonug¢

Caligma sonunda TDZ’ nin kullanildigit MS-1 besi ortamimmmn SP-2 (Prunus spinosa) anag¢ adaymin
mikrogogaltiminda olduk¢a olumlu sonuglar verdigi, MS-2 besi ortaminin istatistiksel olarak MS-1 besi
ortamindan daha avantajli olmadig:r disiinilmektedir. Ayrica adi gegen besi ortamlarinda kullanilan bitki
biliyiime diizenleyici ve hormonlarin miktarlarinin MS-2 ortaminda neredeyse iki kati kadar kullanildig:
distiniildiigiinde MS-1 ortamiin MS-2 besi ortamina gore bitki mikro g¢ogaltiminda daha ekonomik olacagi
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica MS-2 besi ortamina alinan SP-2 (Prunus spinosa) anag¢ adayinin siirgiinlerinin daha
ince, kallus yapisinin daha gevsek yapida oldugu, bunun da koklendirme agsamasinda sorun yaratabilecegi
diigiiniilmektedir.
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