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Genellikle “Haskap”, “Mavi Yemisli Hanimeli”, “Tath Yemisli Hanimeli” gibi farkli
isimlerle anilan ve ¢ali formunda olan bal yemisi farkli iklim kosullarina adapte olup
yetisebilen iiziimsii bir meyvedir. Mavi yemis gibi diger lizimsii meyvelere kiyasla
daha yiiksek miktarda antioksidan ve vitamin igerigine sahiptir.

Calismada ‘Jugana’ ve ‘Bakczarskij velikan’ olmak iizere iki farkli bal yemisi cesidi
kullanilmistir. iki bal yemisi ¢esidinin mikrocogaltim performanslarmin belirlenmesi
icin doku kiiltiiri ile gogaltim agsamalarinin tamami gergeklestirilmis ve elde edilen
bitkilerde iiretim gergeklestirilmistir.

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu %70’lik etanolde 1 dk ve ardindan birka¢ damla
Tween-20 eklenmis %210’luk Sodyum hipoklorit ile 18 dk tutularak saglanmustir.
Dezenfeksiyon asamasindan sonra Jugana cesidinde %19,4 oraninda B. velikan
cesidinde ise %9,2 oraninda kontaminasyonlar gézlemlenmistir.

Cogaltim asamasinda 0,-0,4-0,7-1 mg/l BAP ve 0,01 mg/l NAA ile desteklenmis MS
ortami1 kullanilmistir. En iyi ¢ogaltma orani Jugana ¢esidinde ( 3,00 adet) 0,4 mg/lt BAP
eklenmis MS ortaminda goriilmiistiir. En diisiik ¢cogaltma orani her iki ¢esit icinde BAP
eklenmemis MS ortaminda gozlemlenmistir.

Koklendirme asamasinda 1 mg/lt 2 mg/l IBA konsantrasyonlart ve kontrol olarak
hormon ilave edilmemis MS ortami1 kullanilmistir. Her iki ¢esit i¢in de en iyi kdklenme
oran1 2,0 mg/lt IBA ile takviye edilmis MS ortaminda, ‘Jugana’ ¢esidi i¢in %87,50
olarak ‘B.velikan’ ¢esidi icin ise %75 olarak gerceklesmistir. ‘Jugana’ ¢esidi basarili bir
sekilde dis kosullara alistirilmistir fakat ‘B.velikan’ ¢esidinde ise topraga aktarildiktan
sonra olugan kontaminasyonlardan kaynakli materyalin tiimii kaybedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bal yemisi, Mikro ¢ogaltim, Doku kiiltiirii, BAP, IBA
2022, vii + 45 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF MiCROPROPAGATION PERFORMANCE OF SOME
HONEYBERRY (Lonicera ceaerulea) VARIETY

Tugba Nur BEYAZTAS

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nuray AKBUDAK

Generally known as "Haskap”, "Blue-berried Honeysuckle”, "Sweet-berried
Honeysuckle™ and in the form of a bush, the honeyberry is a berry that can adapt to
different climatic conditions and grow. It has higher antioxidant and vitamin content
compared to other berry fruits such as blueberry.

This study was carried out in plant tissue culture laboratory of the Atatiirk Central
Horticultural Research Institute in 2021 year. This study included two honeyberry
cultivars ‘Jugana’ and ‘Bakczarskij velikan’. All stages of tissue culture were carried
out in honeyberry cultivars and planlets were obtained.

The sterilization procedure based on application of 70% ethanol for 1 min. followed by
surface sterilization using 10% sodium hypoclorite with a few drops of Tween 20 for 18
minute and rinsing with sterile distilled water. After the disinfection stage,
contaminations was observed in ‘Jugana’ (19,4%) and 'B.velikan' (9,2%).

During multiplication stage 0,-0,4-0,7-1 mg/l BAP and 0,01 mg/l NAA concentrations
and MS medium with no hormones as the control were used. The best multiplication
rate was obtained for the cultivar ‘jugana’ that produced 3,00 shoots on the MS medium
containing 0,4 mg/l BAP. The lowest multiplication rate was obtained for each cultivar
producing only 1.00 shoot on MS medium without BAP.

During the rooting stage 0, 1, 2 mg/l IBA, concentrations and MS medium with no
hormones as the control were used. The best rooting rate for both cultivars was 87,50%
for 'Jugana’ and 75% for 'B.velikan' in MS medium supplemented with 2,0 mg/It IBA.
The cultivar 'Jugana’ was successfully acclimated to external conditions, but the cultivar
'B.velikan' lost all the material from contamination after transfer to the soil.

Key words: Honeyberry, micropropagation, Tissue culture, BAP, IBA
2021, vii + 45 pages.
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1. GIRIS

Bal yemisi, Dipsicales takimmin Caprifoliaceae (hanimeligiller) familyasindan
Lonicera (hanimeli) cinsine dahildir. Sistematik konumu karmasik olan, bir¢cok cesidi
bazen tiir olarak siniflandirilan Lonicera 'nin iKi yilize yakin tiirii vardir (Naugzemys ve
digerleri, 2007). Bu cinse ait tiirler genellikle yenilemeyen sar1 ve kirmizi renkteki
meyvelere sahip iken istisnai olarak bal yemisi gibi koyu mavi ve mor renk meyvesi
olanlar yenilebilir (Bors ve digerleri, 2012). Bal yemisi (Lonicera caerulea) ilk olarak
1894°te Rusya'da bir bahge bitkisi olarak rapor edilmis ve 1913°te ilk kiiltiire alma
calismalar1 yapilmistir (Hummer 2006). Su anda, en ¢ok kiiltlirii yapilan bal yemisi
cesitleri, Rusya, Japonya, Kanada ve Polonya orjinli olanlardir. En popiiler ve
yetistirilmesi en kolay cesitler ise Tundra, Borealis, indigo gem, Blue lightning ve
Kamchatka'dir (Lauritzen ve digerleri, 2015). Bitki dogal olarak Avrupa, Kuzey Asya
ve Kuzey Amerika ormanlarinda, ¢ogunlukla daglik ve diisiik rakimli nemli bolgelerde
bulunur (Bors ve digerleri, 2012). Son yillarda Avrupa'da 6zellikle Polonya, Slovenya,
Cek Cumbhuriyeti ve Slovakya’da yaygin olarak yetistiriciligi yapilmakta ve giderek
popiilerligi artmaktadir (Senica ve digerleri, 2018).

Genellikle “Haskap”, “Mavi Yemisli Hanimeli (Blue-berried Honeysuckle)”, “Tath
Yemisli Hanimeli (Sweetberry Honeysuckle)” gibi farkli isimlerle anilan ve cali
formunda olan bal yemisi farkli iklim kosullarina adapte olup yetisebilen iiziimsii bir
meyvedir (Kuyucu 2013). Plekhanova' ya (1996, 2000) gore, bu tiiriin ¢alilar1 -45°C’ye
kadar diisiik sicakliklara toleranslidir. Golis ve Gwozdecki (2007), -35°C' ye diisen
sicakliklarda bile bitkilerde herhangi bir don zarar1 olmadigini bildirmislerdir.
Cigeklenme doéneminde ise ¢igekler —8 © C sicaklikta dahi dona kars1 dayanikli oldugu
rapor edilmistir (Svarcova ve digerleri, 2007; Szot ve Lipa 2013). Kendilerine verimli
degillerdir ve tozlanabilmeleri i¢in farkli ¢esitlere ve bombus arilar1 gibi tozlayicilara
ihtiya¢ duyarlar (Hummer ve digerleri, 2012). Sekil, boyut ve yetistirme teknigi
acisindan mavi yemis ile benzerlik gosterir bu nedenle ayni dikim mesafesi kullanilarak
yetistirilebilir ve benzer sekilde hasat edilebilir fakat mavi yemise kiyasla daha genis bir

toprak pH araligin1 (pH 5'ten 8'e) tolere eder (Retamales ve Hancock 2012).



Erken meyve vermesi ve olgunlagsmasi, dona kars1 toleransli olmasi, kiif gibi zararlilara
ve hastaliklara kars1 direngli olmas1 gibi avantajlarindan dolayi ticari olarak yetistirmeye
uygundur (Hummer ve digerleri, 2012). Bu nedenle, bal yemisi 6zellikle karasal iklimin
hiikiim stirdiigii soguk bolgelerimizde ve yiiksek rakimli yorelerimizde dahi adapte olup
yetistisebilecek bir liziimsii meyve tiiriidiir. Tlirkiye’de tam olarak taninmiyor olmasi ile
birlikte baz1 fidan firmalar: tarafindan yurt disindan ithal edilen bal yemisi fidanlarinin
satis1 yapilmaya baslanmustir. Ulkemiz i¢in yeni sayilabilecek bir {iziimsii meyve olan
bal yemisinde yapilacak g¢alismalar ile iilkesel diizeyde taninirliginin ve iretiminin
zamanla artacag diisiiniilmektedir. Ozellikle kiiciik 6lcekli isletmeler ve pazar igin

alternatif bir {iriin olabileceginden ekonomik yonden tatminkar sonuclar elde edilebilir.

Tarih boyunca bal yemisi, 6zellikle Rusya'da ve Japonya'da dogal olarak yetistigi
bolgelerden yerel halk tarafindan toplanmis ve yliksek besin degerleri ve tibbi
ozellikleri bakimindan zengin oldugu icin her iki bdlge halki tarafindan bu meyveye
yonelim artmustir (Plekhanova ve digerleri, 1993; Tanaka ve Tanaka 1998;
Chaovanalakit ve digerleri, 2004). Japonya’da Ainu aborjinleri bal yemisi meyvelerini
bir "yasam iksiri" olarak kabul etmis ve Hokkaido Adasi'nda bu meyveden yapilan bir
meyve suyu, "ebedi genglik ve uzun Omiir i¢in altin ¢are" olarak satilmaktadir (Lefol
2007., Lauritzen ve digerleri, 2015). Mevsimsel tiikketimin yani sira bal yemisi
dondurularak kek, biskiivi, sekerleme, cikolata, regel, jole, sarap, meyve suyu,
mesrubat, sakiz veya aromali eriste olarak islenebilir (Lefol, 2007). Bal yemisi saglik
i¢in faydali polifenolleri igermesinden dolayr ¢ok fazla ilgi gormiistiir (Rupasinghe ve
digerleri, 2018). Meyveleri flavonoidler, fenolik asitler ve fizyolojik olarak aktif
polifenoller gibi saglikli bilesikleri ihtiva ettiginden, kanser, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesine
katkida bulunur (Thilakarathna ve Rupasinghe, 2012; Rupasinghe ve ark., 2015; George
ve digerleri, 2017; Rupasinghe ve Arumuggam, 2019). Dahasi bal yemisi, yaban
mersini gibi diger ilizlimsii meyvelere kiyasla daha yiliksek miktarda saglig1 tesvik eden
fitokimyasallar igerir; bu nedenle, fonksiyonel gida bilesenleri ve nutrasétiklerin (kapsiil
benzeri formdaki dogal {irlinler) iiretimi igin potansiyel bir kaynaktir (Celli ve digerleri,
2014; Rupasinghe ve digerleri, 2018). Meyvelerindeki C vitamini icerigi 30,5 ila 186,6
mg / 100 g taze agirlik arasinda degisebilir (Tanaka ve Tanaka 1998; Arus ve Kask



2007; Skupien ve digerleri, 2007; Palikova ve digerleri,2008; Thompson, 2008;
Ochmian ve digerleri, 2009; Jurikova ve digerleri, 2012), bilinen vitamin icerigine sahip
meyvelerle karsilastirildiginda bal yemisi meyvelerindeki askorbik asit igerigi, bu
bilesigin en zengin kaynaklarindan biri olarak kabul edilen mavi yemise kiyasla g ila
on kat daha yiiksektir (Harb ve digerleri, 2010).

Meyveleri Mayis aymin ortasindan Haziran ayinin basina kadar tam olgunluga ulasir
(Jurikova ve digerleri, 2009; Bors ve digerleri, 2012; Ochmian ve digerleri, 2012). Mavi
yemisin meyveleri ile kiyaslandiginda daha uzun bir sekle sahiptir. Hafif eksi-tath bir
tada sahip olan meyveleri, genotipe gore degismekle birlikte 1-2 cm ¢apinda 4-5 cm
uzunlugunda, 0,3 - 2,0 gr agirliginda, uzun eliptik ve ya silindirik sekilde, lizeri mumsu
bir tabaka ile kapli koyu mor renktedir (Hummer ve digerleri, 2012; Thompson, 2008).
Meyve igerisinde yaklagik olarak 20 adet tohum ihtiva eder fakat yeme sirasinda
farkedilmez. Tohumlarinin ¢imlenme kabiliyetleri oldukga diisiik oldugu i¢in tohum ile
iiretime uygun degildir ve ayni zamanda tohumla elde edilen bitkilerin ¢imlenmeleri
icin uzun zamana ihtiyag vardir ve uniform bir gelisim géstemezler. Bu nedenle doku
kiltiirti yontemi, hizli klonal ¢ogalma ve saglikli bitki materyalinin elde edilmesi igin

yararl bir arac olabilir.

Genotipik cesitliligin farkli bal yemisi popiilasyonlarinin tireme verimliligi tizerinde
onemli bir etkisi vardir. Geleneksel olarak {liziimsii meyvelerin ¢ogaltilmasinda odunsu
ve yar1 odunsu ¢elikler kullanilir. Bu iiretim sekli genel olarak basarili olmasina ragmen
yogun emek gerektirir. Yontemin basaris1 biiyiik olgiide genotipe, mevcut bitkisinin
yasina ve vejetasyon donemine baglidir (Hui ve digerleri, 2012). Doku kiiltiirii
tekniklerinin hiz1, potansiyel olarak secilen gesitleri geleneksel yontemlerden daha hizl
¢ogalmasina imkan saglayabilir (Dziedzic 2008; Hui ve digerleri, 2012; Krupa-
Matkiewicz ve Ochmian 2014).

Mikro cogaltma, daha kisa siirede daha fazla bitkinin {iretilmesi i¢in en umut verici
yontemlerden biridir. Doku kiltiirii teknikleri, gelecekteki 1slah programlarinda

kullanilacak olan bitki varyasyonunun korunmasi i¢in avantajli olabilir.



Lonicera tiirlerinin mikro g¢ogaltilmasinin etkinligi genotipe 6zgii olmakla birlikte
kullanilan ortama ve bitki biliylime diizenleyicilerinin etkinligine baglidir (Debnath,
2007; Sedlak ve Paprstein 2007; Hui ve digerleri, 2012; Krupa-Matkiewicz ve Ochmian
2014).

Bal yemisinin ¢ogaltilmasinda bir¢ok tiirde oldugu gibi kisa bir zaman diliminde ¢ok
sayida saglikli bitki iiretilmesine olanak saglayan, in vitro ¢ogaltim yontemlerinden de
yararlanilmaktadir. Diinya’da bal yemisinin in vitro ¢ogaltimi iizerine az sayida ¢alisma
yapilmis olup, iilkemizde ise bu konuda heniiz yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Farkli iklim oOzelliklerine sahip bdlgelerden olusan iilkemiz, yetisen ve yetistirilmesi
diisiiniilen meyve tiirleri i¢in de 6nemli avantajlara sahiptir. Modern meyve bahgelerinin
tesisinde ve iiretiminde ismine dogru, hastaliktan ari fidan kullanmak sarttir. Bu nedenle
in vitro ¢ogaltim metodu ile iretilen bitkiler tiim diinyada biiyiik talep gérmekte ve bu
metotla iiretilen bitkiler ismine dogru, klonal hastaliklardan bakimindan ari olmaktadir

(Fidanc1 ve digerleri, 2015).

Saglikli beslenmeye olan ilginin artisini takiben ihtiva ettikleri yararli bilesiklerden
dolayi, liziimsii meyvelerin saglik icin Oneminin anlasilmasiyla birlikte bu liziimsi
meyvenin popiileritesinin giderek artacagi diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma ile iilkemiz
kiiltiire alinmis bitki potansiyeli ve ihtiyaglar1 dikkate alinarak {ilkemiz agisindan yeni
sayilabilecek, O6nemli bulunan ve gelecek vadeden bir tiir oldugu diisiiniilen bal
yemisinin hizli bir sekilde klonal olarak g¢ogaltip iiretime kazandirmak ve projede
kullanilacak olan iki bal yemisi ¢esidinin in vitro gelisim performanslarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica calismada diisilk dozlarda sitokinin kullaniminin = siirgiin

rejenerasyonu lizerindeki etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Klonal ¢ogaltim olarak da isimlendirilen mikrogogaltim, ilk olarak 1902 yilinda
botanik¢i Haberlandt tarafindan yapilmigtir. Haberlandt izole etmeyi basardigi bazi bitki
hiicrelerini  kiiltiir ortamlarina yerlestirmis ve gelisimlerini gozlemlemistir. Bu
hiicrelerin  ortamlardaki hacimleri 11 kat artmasma ragmen g¢ogalamamislardir.
Haberlandt’dan sonra yapilan mikrogogaltim ¢alismalar1 bu basarisizligin sebebi olarak
o yillarda bitki bliylime diizenleyicilerin etkinliginin heniiz bilinmemesini géstermistir

(Mansuroglu ve Girel, 2001).

Petrovic ve Jacimovic-Plavsic (1992), Aronya melanocarpa’ya ait eliot ¢esidinin
yasindaki siirgiinlerin gozlerinden izole edilen meristemler ile siirgiin rejenerasyonu
gergeklestirilmistir. Elde edilen siirglinlerdeki en iyi gelisme yan tomurcuklarda
gozlemlenirken en iyi ¢ogaltim oranimi 0,5 mg/lt BAP+0,1 mg/lt IBA+0,1 mg/lt GA
iceren MS ortam1 vermistir. En iyi koklenme ise 1,5 mg/lt IBA ile desteklenmis MS

ortaminda olmustur.

Karhu (1997a), iki farkli genotip kullanarak (Lonicera caerulea var. caerulea ve L.
caerulea var. Edulis) yaptig1 bu ¢alismada, farkli mineral konsantrasyonlari (% 25 - %
100) ve farkli hormon (NAA ve IBA) konsantrasyonlarini igeren MS ortamini
kullanmigtir. Mikro siirgiinlerin oksin ile muamelesinin ardindan hormonsuz ortamda in
vitro koklendirme veya dogrudan ex vitro koklendirme calismalarimi yapmustir. iki
farkli bal yemisi genotipinin tepkisinin birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir. L.
caerulea var. caerulea koklenme yiizdeleri tim uygulamalarda % 90'n iizerinde oldugu
gorilmistiir. Oksinlerin etkiligi karsilastirildiginda, IBA'nin NAA'dan daha etkili
oldugu kanitlanmistir. 4 uM IBA ile desteklenmis %50 MS ortaminda, yiiksek
koklenme ve ¢ok sayida ana ve yan kok sagladigindan ¢ok etkili oldugu kanitlanmistir.
Lonicera caerulea var. edulis'te ise %50 MS ortaminda kdklenme gézlemlenmemisken

% 25'e distiriilen MS'de sadece % 10 koklenme olmustur.



Karhu (1997b), Lonicera caerulea var. caerulea ve Lonicera caerulea var. edulis olmak
tizere iki farkli genotip’in in vitro c¢ogaltimi iizerine yapilan bu c¢alismada c¢esitli
faktorleri (eksplant tipi, bliylimeyi diizenleyicilerin etkinliklerinin belirlenmesi, ¢esitli
BA konsantrasyonlari, yiiksek miktarda FeNaEDTA ile desteklenmis tam veya yari
giicte MS in vitro ¢ogaltim iizerinde sicakligin etkisi) inceleyerek birka¢ bagimsiz
deneyler gergeklestirilmistir. Bu calisma sonucunda BA’nin etkinliginin kinetinden
daha etkili oldugu kanitlanmistir. BA konsantrasyonlarmin 1,1’den 17,8 puM'ye
yiikseltilmesi proliferasyon oranlarinin artmasina sebep olmustur ancak aksiller
stirgiinlerin uzunlugu azalmis ve bitkinin tabanindaki kallus ¢ap1 artmistir. 28 © C'ye
kadar olan yiiksek sicakliklar da ¢ogalma oranlarini artirmistir. Yazar, 8,9 uM BAP ve
26 ° C'yi optimal olarak kabul etmistir. Kiiltlir ortamindaki mineral konsantrasyonunun
azaltilmasi, aksiller siirgiin ¢ogaltimini uyarsa da tepe nekrozu olusumunu arttirdigi

bildirilmistir.

Sedlak ve Paprstein (2007), iki bal yemisi genotipi olan Altaj ve 20/1 ile mikrogogaltim
caligmalarin1 yapmustir. Eksplant kaynagi olarak 3 yasindaki bitkilerin 5-10 mm
uzunlugunda olan siirgiin uclarin1 kullanmislardir. Eksplantlar civa kloriir ile dezenfekte
edilmistir. Her iki genotipte de hayatta kalma oranlar1 ¢ok yiiksek olmustur. En yiiksek
aksiller siirglin proliferasyonu, her iki genotipte de 2 mg/lt BAP ile desteklenmis MS
ortaminda gdzlemlenmistir. Ortamdaki BAP konsantrasyonundaki artiglar, Altaj
cesidinde gdzlenen yeni siirgiinlerin sayisini olumsuz etkilemistir. In vitro koklendirme,
2,5 mg / It IBA ile desteklenen, 1/3 oraninda seyreltilmis MS ortaminda basariyla

gerceklestirilmigtir. Her iki genotipte de % 100 oraninda kdklenme gézlemlenmistir.

Dziedzic (2008), iki farkli bal yemisi ¢esidinin (Czelabinska ve Duet) doku kiiltiirii ile
cogaltimi tizerine yapilan bir ¢alismada % 70 etanol ve % 10 kalsiyum hipoklorit ile
dezenfekte edilmis koltuk alti tomurcuklari kullanilmistir. Baslangigta eksplantlar,
igerisinde 1 mg/It BAP bulunan MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Stabilizasyon igin
6 aylik alt kiltiirlerden sonra, birka¢ farkli konsantrasyonda, 1-2 mg/lt BAP ile
zenginlestirilmis MS ortami (tam MS, %50 MS, %75 MS ) kullanilarak deneyler
gerceklestirilmistir: FeNaEDTA konsantrasyonu, normal MS ile karsilagtirildiginda iki

katina ¢ikarilmistir. Siirgiin ¢ogalmasi ve taze biyokiitle ile ilgili en iyi sonuglar, 2 mg/It



BAP ile desteklenmis % 75'e seyreltilmis MS iizerinde elde edilmistir. En yiiksek
cogalma orani ise 'Duet' ¢esidinde gozlemlenmistir. Mikro siirgilinler, 2 mg / It IBA ve 5
mg / It TAA ile desteklenmis ¢esitli bazal ortamlarda (MS,% 50 MS ve WPM)
koklenmistir. En  yliksek koklenme yilizdeleri WPM ortaminda goriilmiistiir.
Koklendirme yiizdeleri, 15 giin sonra ‘Czelabinska’ cesidi igin % 96 ve "Duet" ¢esidi

icin % 92 olarak hesaplanmustir.

Osburn vd. (2009), Lonicera japonica ve Lonicera maackii ilizerine mikrogogaltim
calismasi yapmislardir. Cogaltim asamasinda ii¢ farkli ortam denenmistir (MS, WPM,
DKW). Lonicera japonica i¢in diger ortamlarla karsilastirildiginda Driver ve Kuniyuki
(DKW) en etkili ortam oldugunu kanitlanmistir ve en yiiksek ¢ogalma oranmi uM (1,1
ppm) 6-benzyladenine (BA) ile desteklenmis DKW ortaminda oldugu belirlenmistir.
Lonicera maackii i¢in ise DKW ve MS ortamlarinin WPM’ye goére daha etkili oldugu
kanitlanmis ve en yiiksek ¢ogalma oranimni 2,5 uM (0,6 ppm) BA eklenmis MS ortami
vermistir. Koltuk alt1 filizleri, L. japonica ex vitro olarak basariyla koklendirilmistir. L.
maackii'de 200 mg/lt IBA ile islemden gegirilerek iyi koklenme sonuglari elde

edilmistir.

Wang vd. (2009), ciceklerinin ihtiva ettigi klorojenik asit igeriginden dolay1 ¢ok 6nemli
bir genotip olan Lonicera macranthoides’in 'Jincuilei' ¢esidinin mikro ¢ogaltilmasi
lizerine yaptiklar1 bu calismada, yaprak eksplantlarindan adventif siirgiinlerin
rejenerasyonuna dayanan etkili bir protokol gelistirmislerdir. Kallus indiiksiyonu igin,
Gamborg’un 2,4-D ve BAP ile desteklenen B5 ortamimi kullanmiglardir. Adventif
siirglin rejenerasyonu, kinetin ve NAA ile desteklenmis besin ortaminda gerceklestigi
bildirilmistir. Ayrica, kinetin ve NAA i¢in optimum konsantrasyonlarin sirasiyla 0,9 pM
ve 5,4 uM oldugu bildirilmistir. Rejenere edilmis tesadiifi siirgiinler, 14,8 uM IBA ile

takviye edilmis yar1t mukavemetli MS ortaminda kdklendirilmislerdir.

Jin vd. (2011), bu ¢alisma ile Lonicera edulis’e ait birkag tistiin bireyin doku kiiltiiriine
adaptasyonu incelenmistir. Kiiltlire alma, c¢ogaltma, koklendirme ve alistirma
denemeleri yapilmistir. Bu tiir i¢cin en uygun sitokininin BA (0,5 mg/It BA, 1 mg/lt BA,
1,5 mg/lt BA) oldugu sonucuna varilmistir (Kinetin ile karsilastirildiginda). Baglangic



ortami ve kardeslenme icin; modifiye edilmis MS+ 1 mg/lt 6-BA+0,2 mg/lt IBA,
koklenme i¢in ise; modifiye edilmis MS + 1,5 mg/lt IBA oldugu saptanmistir.
Koklenmeye alinan bitkiciklerde 30 giinliik kiiltiir siiresi sonunda %100 koklenme

oldugu goriilmiistiir.

Hui vd. (2012), calismada bes farkli bal yemisi tiiriiniin mikro ¢ogaltmasi igin etkili bir
protokol olusturulmustur. Eksplant olarak apikal tomurcuklar kullanilmistir. Cogaltma
ve koklendirme asamasinda ¢esitli konsantrasyonlarda sitokinin ve oksinler (BA, IBA
ve 1AA) ile desteklenen WPM ortami kullanmiglardir. Kullanilan kombinasyonlarin iyi
sonuglar verdigi rapor edilmistir ( 2, 6 ve 9 uM'de NAA + 2, 4,5 ve 8,5 uM BA ve 2, 6
ve 9 uM'de TAA + 2, 45 ve 85 uM BA). Koklendirme denemesi farkl
konsantrasyonlarda IAA ve IBA kullanilarak gergeklestirilmistir (0-5,5 uM TAA, 0-3
puM IBA ile birlikte). Tiim bu konsantrasyonlarda, % 80'den fazla kdklenme oldugu
bildirilmistir. En yiiksek sayida koklenme, 2,0 uM IBA + 2,5 uM IAA igeren ortamda
gozlemlenmistir. Mikro siirgiinler % 70'den fazla hayatta kalma ile ex vitro olarak

basarili bir sekilde dis kosullara aligtirilmistir.

Gawrowski vd. (2013), bu ¢alismada iki farkli bal yemisi ¢esidinin (Atut ve Duet) in
vitro iiretime uygunlugunu belirlemeyi amaglanmistir. Cogaltim asamasinda sitokinin
olarak BA ve Kinetin’in iki farkli dozu kullanilmis (2 mg/lt, 4 mg/lt). Her iki
poplilasyona ait bitkiciklerin %60°dan fazlasinin siirgiin uzunluklari 15mm fazla oldugu
bildirilmistir. ‘Atut’ ¢esidi i¢in en yliksek ¢cogaltma katsayisini Kinetin ile desteklenmis

MS ortami verirken, ‘Duet’ ¢esidi i¢in BA ile desteklenmis MS ortam1 vermistir.

Al vd. (2014), Lonicera kamtschaticanin "Atut" ¢esidi i¢cin mikro ¢ogaltim etkinligini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada 3 farkli eksplant tipi kullanilmis (li¢ bogumu
olan siirgiin parcalari, 2-3 cm uzunlugunda 3-5 bogumlu kisa yanal siirgiinler, yaklasik
5 cm uzunlugunda biitiin siirgiinler) ve 4 farkli sitokininin (1mg/It BAP, 1mg/It Zeatin,
1 mg/It Meta-topoline, 0,5- 1 mg/lt CPPU) etkinligini test etmislerdir. Sitokinin olarak
CPPU (sentetik sitokinin) kullanilarak uzun aksiller siirgiinler ve en yiiksek ¢ogaltma
oranlarina sahip bitkiler elde etmislerdir. Ayn1 zamanda jellestirici madde olarak agar

yerine 1 It ortam i¢in 50 gr bugday nisastasi kullanmiglardir. Ayrica in vitro ¢ogaltimda



bu tir i¢in en uygun demir kaynaginin FeNaEDDHA (Sequestrenel38) oldugu
belirlenmistir. En yiiksek ¢ogaltma oranlarmi veren eksplant tipinin ise 3-5 digiimli
yanal siirgiinler oldugunu belirlemislerdir. Mikro siirgiinler dogrudan dis kosullarda,

Ozel olarak iklimlendirilmis ortamda basarili bir sekilde koklendirilmistir.

Krupa-Malkiewicz ve Ochmian (2014), bu calismada tip 44, tip 46 ve ‘Brazowa’
¢esidinin mikrocogaltimini basar ile gergeklesmistir. Kiiltiir olusturma asamasinda 1
mg/lt, 2 mg/lt, 4 mg/lt BAP ile desteklenmis MS ortam: kullanilmis fakat siirgiin
gelisimi  bakimindan iki tip ve ‘Brazowa’ g¢esidi igin istatistiki olarak fark
bulunamamistir. Siirgiin ¢cogaltim asamasinda genotipe ve BAP konsantrasyonlarina
dayali farkliliklar goriilmiistiir. Tip 44 ve Tip 46 i¢in en yiiksek kardeslenme orani 2
mg/It BAP ile desteklenmis MS ortaminda goriilmiisken ‘Brazowa’ ¢esidi i¢in 1 mg/It
BAP cklenmis MS ortaminda goriilmiistiir. En iyi mikro siirgiin koklenme oranlani 2,5

mg/It IBA igeren MS besin ortami1 kullanildiginda tip 44 (%58) igin elde edilmistir.

Li vd. (2014), bu ¢alismada Lonicera macranthoides'in “Yuleil’ genotipinin geng govde
ve yapraklar1 eksplant olarak kullanilmistir. Temel ortam olarak MS kullanilmis ve
kiltliriin farkli agsamalarinda NAA, 6-BA, TDZ ve IBA gibi farkli konsantrasyonlarda
bitki biiyiime diizenleyicileri ile eklenmistir. Kallus indiiksiyonu, g¢ogalmasi ve
farklilasmas1 ile govde aksiller tomurcuk indiiksiyonu, c¢ogalmasi, koklenmesi
konusunda sistematik bir c¢alisma yapilmistir. Sonu¢ olarak aksiller tomurcuk
indiiksiyonu i¢gin MS + 6-BA 1,0 mg/L + NAA 0,5 mg/lt, aksillar tomurcuk
proliferasyonu i¢in MS + 6-BA 1,5 mg/lt + NAA 0,5 mg/It ve koklenme igin 1/2MS +
IBA 1,0 mg/lt + NAA 0,2 mg/It ortamlar1 en iyi sonucu vermistir.

Qi vd. (2015), bu ¢alismada Lonicera edulis’in in vitro olarak g¢ogaltilmasi
amaclanmistir. Baslangigta 5 farkli ortamin etkinligi degerlendirilmistir (1 mg/lt +0,2
mg/lt IBA ile desteklenmis MS, N6, B5, H and White media). L. edulis i¢in indiiksiyon
ve farklilagma iizerine en iyi etki MS ortaminda gézlemlenirken MS ortaminin L. edulis
stirglinlerinin farklilasmasi tizerinde belirgin bir etkisi oldugu, farklilasma oraninin ise
yiizde 98,5 oldugu rapor edilmistir. N6 ve B5 ortami ikinci en iyi etkiye sahip oldugu

bildirilmis ve en diisiik etki ise H ve White ortamininda gézlemlenmistir. Baglangic



kiiltiirinde BA (1 mg/lt, 2 mg/lt, 3 mg/lt) +IBA (0,1 mg/lt, 0,2 mg/lt, 0,3 mg/lt)
eklenmis MS ortami1 kullanilmistir. En iyi etki 1 mg/It BA+0,2 mg/lt IBA eklenmis MS
ortaminda gozlemlenmistir. Cogaltim asamasinda ise BA (0,5 mg/It, 1 mg/It, 1,5 mg/It)
+ IBA (0,1 mg/lt, 0,2 mg/lt, 0,3 mg/lt) + Kinetin (0,5mg/lt, 1 mg/It, 1,5 mg/It ) farkh
dozlardaki kombinasyonlarla desteklenmis MS ortami kullanilmigtir. Cogaltim
asamasinda en iyi etki 0,5 mg/lt BA + 0,3 mg/It IBA + 1,5 mg/It kinetin ile desteklenmis
MS ortami1 vermistir. Koklenme asamasinda farkli konsantrasyonlarda IBA ve NAA ile
desteklenmis MS, %2 MS ve ¥ MS kullanilmistir. En iyi koklenme oranin1 1,5 mg/It IBA

ile desteklenmis ¥4 MS ortaminda gozlemlenmistir.

Krupa-Malkiewicz vd. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, mavi hanimelinin 'Wojtek'
¢esidinin in vitro olarak kdklenmesinin etkinliginin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayrica,
odunsu ve otsu ¢eliklerin in vivo koklenmesi i¢in farkli toprak substratlarinin uygunlugu
degerlendirilmistir. ‘“Wojtek” mikro siirgiinlerinin = sterilizasyonu i¢in kullanilan
dezenfeksiyon soliisyonlar1 arasindan (%10 NaOCI ve %0,2 HgSO4) en iyi sonug
%10’luk NaOCl soliisyonu uygulamasindan sonra elde edilmistir. Kiiltiir ortam1 olarak
MS ortami kullanilmigtir. MS ortamina eklenen oksinlerin bal yemisi mikro
sirglinlerinin kok uzunlugu ve yapilari iizerinde uyarict etkiye sahip oldugu rapor
edilmis, en uzun kok gelisimi (52,0 mm), 2 mg/lt IBA ve 5,0 mg/lt 1AA ile takviye
edilmis mineral konsantrasyonu %50 azaltilmis MS ortaminda gozlemlenmistir. 2,5
mg/lt IBA ilavesi yapilan mineral konsantrasyonu %50 azaltilmig MS ortaminda ise en
yiiksek kok sayisi goriilmiistiir. Oksinler ile desteklenmemis olan MS ortaminda ise
mikro siirglinlerin %8’1 kéklenmistir. Bu ¢alisma ile otsu ve odunsu ¢eliklerin in vivo

olarak koklendirilmesi basari ile gergeklestirilmistir.

Pirlak ve Almokar (2018), bu ¢alismada, aronya bitkisinden elde edilen, uzunlugu 1 cm
olan yar1 sert agag tomurcuklar1 eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlar ilk ortama
alindiktan 21 giin sonra, yeni aronya filizleri, farkli BA (0,0-1,0-2,0 ve 3,0 mg/It) ve
IAA (0,0-0,01 ve 0,02 mg/) kombinasyonu igeren ortamlara aktarilmistir. Kardeslenme
asamasinda en uzun siirgiin uzunlugu (14,60 mm ) 8. kombinasyonda (1,0 mg/lt BA
+0,02 mg/lt IAA 0,1 mg/lt GA3) gorilmiistir. En yiiksek siirgiin sayist ise 6.
kombinasyonda (2,0 mg/lt BA +0,01 mg/lt 1AA+0,1 mg/lt GA3) goriilmiistiir. En
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yiiksek kok sayist kontrol IBA’da (0 mg/lt IBA) goriiliirken kdklenme i¢in en uygun
ortamin 1 mg/lt IBA i¢ceren MS ortami oldugu saptanmustir.

Kadhim vd. (2019), bu ¢alismada bal yemisinin in vitro olarak ¢ogaltilmasinda biiyiime
diizenleyicilerinin etkinliginin belirlenmesi amag¢lanmistir. Eksplant kaynagi olarak
olarak siirgiin uclar1 kullanilmistir. Baslangi¢ kiiltiirii asamasinda eksplantlar bes farkli
konsantrasyonda BA (0 - 1,0 - 1,5 - 2,0 ve 2,5 mg/It) ve kinetin iceren MS ortamina
konulmustur. Kardeslenme asamasinda ise bu konsantrasyonlara ek olarak 0,2 mg/It
IAA eklenmistir. 2.5 mg/It'lik sitokinin konsantrasyonu, kontrole kiyasla 6nemli ol¢iide
daha yiiksek dal sayisi, dal uzunlugu ve vejetatif parcalarin agirligini daha fazla
arttirdig1 bildirilmistir. Sitokinin tipinin etkisine gelince, BA, daha fazla dal {iretimi, dal
uzunlugu ve vejetatif kisimlarin yas ve kuru agirligt agisindan kinetinle kiyaslandiginda
tstiinliigiinii gostermistir. Koklenme asamasinda ise IBA ve NAA’in (0, 0,5-1,0 ve 1,5
mg/It) dort farkli konsantrasyonu kullanilmistir ve her konsantrasyona, 0,2 mg/l BA
eklenmistir. Oksin tiirleri ve konsantrasyonlar1 kok sayis1 ve uzunlugu ile yas ve kuru
agirliklarimi 6nemli 6l¢iide etkilemistir. 1,5 mg/1'lik IBA konsantrasyonu, hicbir oksin
uygulanmayan kontrole kiyasla mavi hanimelinin vejetatif kisimlarinin dal sayisi, dal

uzunlugu ve yas ve kuru agirligini 6nemli dlgiide artirmistir.

Kefayeti vd. (2019), bu g¢alismada, nodal segmentleri kullanarak 'Chester Thornless'
bogiirtlen ¢esidinin  in  vitro ¢ogaltilmasi i¢in protokoliin  optimizasyonuna
odaklanilmistir. Bu amacla, eksplantlar, en iyl ¢ogalmay1 saptamak i¢in bitki biiyiime
diizenleyicileri BAP (1,5-2-3 mg/l) ile NAA (0- 0,1-0,2-0,4 mg/l) kombinasyonu ile
takviye edilmis Woody Plant Medium (WPM) igerisinde kiiltiire alinmistir. Elde edilen
sonuglara gore en yiiksek ¢ogalma oran1 2 mg/l BAP+0,2 mg/l IBA kombinasyonu
igeren besin ortaminda 9.66 siirgiin veren ‘Chester Thornless’ ¢esidinde elde edilmistir.
Koklendirme i¢in farkli konsantrasyonlarda IBA ve NAA (0-0,1-0,2 ve 0,4 mg/l)
karsilastirilmistir. 0,4 mg/l NAA konsantrasyonu, en fazla kok sayisin1 ve maksimum

kok uzunlugunu vermistir.
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Mihaljevi¢ vd. (2019), bu ¢alisma ile ii¢ farkli bal yemisi g¢esidinin (Kalinka, Polar
Jewell ve Balalaika) mikro ¢ogaltim performanslari belirlenmistir. Cogaltim ortami
olarak farkli tipte ve konsantrasyonlarda (0,1,2,4 mg/lt BA + 0-0,1-0,5-1 mg/It IBA + 0-
1-1,5-2 mg/lt NAA) bitki biiytime diizenleyiciler ile desteklenmis DKW (Driver and
Kuniyuki medium) ortami kullanilmistir. Koklenme asamasinda ise igerisinde farkli
konsantrasyonlarda IBA (indol-3-butyric acid) hormonu bulunan DKW ve MS besin
ortamlar1 kullanilmistir. En yliksek ¢ogaltim oran1 “Balalaika” ve “Polar Jewell”
cesitleri icin 5 mg/lt BA ve 1 mg/lt IBA eklenmis DKW ortaminda gézlemlenirken
“Kalinka” c¢esidi i¢in 2 mg/lt BA ve 0,5 mg/lt IBA ihtiva eden DKW ortaminda
gozlemlenmistir. En iyi koklenme oranini ise 1 mg/It IBA ile desteklenmis DKW ortami

vermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Denemede materyal olarak Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii
tarafindan Slovakya'dan getirilen 2 farkli gesit (Jugana ve Bakczarskij velikan) bal
yemisi fidam1 kullanilmistir. Deneme Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez Arastirma
Enstitlisii Doku Kiiltiirli Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Bal yemisinde (Lonicera caerulea var. kamtschatica.) in vitro olarak gergeklestirilen
denemeler baslangig, siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirme olmak iizere 3 asamada

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1.1. Jugana ve B.velikan ¢esidine ait bitkilerden bir goriintii
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Sekil 3.1.2. Bal yemisi meyvelerinin goriiniisii

3.2. Yontem

Alternatif bir liretim tarzi olan ve glinimiizde pek ¢ok gelismis ililkede genis c¢apta
kitlesel tiretimde ve arastirmalarinda kullanilan doku kiiltiirii yonteminin safhalari olan;
yiizey sterilizasyonu, ortam hazirhigr ve kiiltiir olusturma, c¢ogaltma (kardeslenme),
koklendirme sathalarimi kapsayan bir calisma yapilmistir. Eksplant olarak fidanlarin

koltuk alt1 (aksiller) tomurcuklari kullanilmistir.

3.2.1. Baslangic Kiiltiirii Asamasi

3.2.1.1. Kiiltiir ortamlar1 hazirh@ ve kiiltiir kosullar:

Denemelerde, % 3’luk sucroz, % 0.65°lik agar (Duchefa Biochemie, P1001.1000) ilave
edilmis MS besin ortami (Murashige ve Skoog 1962) kullanilmistir. Ayrica baslangig
kiltiirii asamasinda bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 0,5 mg/lt BAP ortama

eklenmistir.
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Besin ortamlarinin pH’s1, 0,1 N HCI ve 0.1 N NaOH kullanilarak 5,78’e ayarlanmistir.
Hazirlanan ortamlar, 1siticili manyetik karistiricr iizerinde kaynamaya baslayana kadar
(92 °C) tutulmus ve sonrasinda 15x2.5 cm’lik test tliplerine yaklasik 15 ml olacak
sekilde doldurularak 121 °C’de 1.1 atm basingta 21 dakika siireyle sterilize edilmistir.

Cizelge 3.1. MS kiiltiir ortamimin kimyasal bilesimleri ve miktarlart (Murashige ve
Skoog 1962)

MAKRO ELEMENTLER | MIKRO ELEMENTLER VITAMINLER
Ortamda Ortamda Ortamda Doz
Bulunan Doz (mg/l) Bulunan Doz (mg/l) Bulunan (mg/l)
maddeler maddeler maddeler
NH4NO3 1650 Kl 0,83 Myo 100

Inositol
KNO3 1900 H3BO3 6.2 Nicotinic 05
Acid

CaCl2.2H20 | 440 | MnSO44H20 | 169 P"ﬁg‘f‘”' 05

MgSO4.7H20| 370 ZnSO4.7H20 8,6 Th'ﬂg'l”e' 0,1
KH2PO4 170 NazMo04.2H20 0,25 Glycine 2

CuSO4. 5H20 0,025

CoCl2. 6H20 0,025

Fe2(S04).7H20 27,85

Na2EDTA.2H20| 37,250
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3.2.1.2. Yiizey sterilizasyonu

Biiyiik saksilara dikilmis olan saglikli ana bitkilerden, aktif biiyiime donemlerinde
(Mart-Nisan) kesilerek alinan 10-15 cm uzunlugundaki siirgiinler laboratuvarin 6n
hazirlik odasina getirilmis ve ylizey sterilizasyonu i¢in hazirlanmistir. Celiklerin
yapraklart kesilerek uzaklastirilmis ve koltukalti tomurcuklarini igeren kii¢iik pargalara
ayrilmislardir. Beher igerisindeki eksplanlar akan su altinda antibakteriyal bir sivi
sabunla birkac dakika calkalanarak yikanmislardir. On islemler yapildiktan sonra steril
kabin igerisine alinan eksplantlar %70’lik etil alkol ile 1 dakika muamele edilmis
ardindan 2 kere steril bidestile su ile durulama islemi yapilmistir. Hemen sonra
icerisinde %10’luk konsantrasyonda sodyum hypoklorit ve birka¢ damla Tween 20
bulunan soliisyon ile 18 dakika boyunca muamele edilmis ardindan 3 defa steril
bidestile su ile durulanarak bal yemisi eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu asamasi

tamamlanmistir (Sekil 3.2.1).

Sekil 3.2.1. Biyogiivenlik kabini icerisindeki yiizey sterilizasyonu islemi
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3.2.1.3. Kiiltiir olusturma

Uygun ajanlar kullanilarak yiizey sterilizasyonu tamamlanmis (Antibakteriyal sivi
sabun, etil alkol, sodyum hipoklorit, Tween 20) eksplantlar (siirgiin ucu, koltukalti
tomurcugu) yiizey sterilizasyonu tamamlandiktan sonra steril kabin igerisinde bulunan
ve Onceden hazirlanmis igerisinde 10-15 ml uygun kiiltiir olusturma ortami olan (0,5
mg/l BAP eklenmis MS ortaminda) tiiplerin (15%2,5 cm’lik test tiipleri) tam orta
kismina yerlestirilmistir. Test tliplerine her tiip icin bir eksplant olacak sekilde dikim
yapilmustir. Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra stre¢ film ile sarilmistir. Istenilen
sayida olusturulan kiiltiirler 24 + 1 °C sicakliktaki 16 saat aydinlik 8 saat karanlik faza
ve 151k siddetine sahip iklim odasina yerlestirilmistir. 4 hafta sonunda gelisen mikro

stirglinler ¢ogaltma ortamina aktarilmistir.

4 haftalik gelisme periyodu sonunda, baslangic kiiltliriinde kullanilan kullanilan 2 farkli
ceside ait eksplantlarin birbirleri ile Karsilastirllmasi amaciyla, eksplantlarda asagidaki

parametreler degerlendirilmistir.

Enfeksiyon orant (%): Fungal, bakteriyel, diger mikroorganizmalar ve fiziksel
kosullardan dolay1 enfekte olan eksplantlarin, toplam eksplant sayisina oranini ifade
etmektedir.

Stirme orant (%): 4 haftalik kiiltiir sliresi sonunda tomurcuklari patlayip mikro siirgiin
olugturan (siirme meydana gelmis) eksplantlarin, total eksplant sayisina oranini ifade

etmektedir.

Bir eksplanttan alinan siirgiin sayist (adet): Eksplantin bir bogumundan cikan siirgiin

sayisini ifade eder.

Siirgiin uzunlugu (cm): Kiiltiir ortaminda gelisen mikro siirgiinlerin cetvel yardimiyla

oOl¢iilen uzunlugunu ifade etmektedir.

Yaprak sayisi (adet): Her bir mikro siirgiindeki yaprak sayisini ifade eder.
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Sekil 3.2.2. Test tiiplerinde bulunan eksplantlarin iklim odasindaki goriintiisti

3.2.2. Cogaltma (Kardeslenme) Asamasi

Bu asamada MS ortamma 4 farkli dozda BAP hormonu (0-0,4-0,7-1,0 mg/It) + 0,01
mg/lt NAA (Posser ve digerleri, 2001; Ahmad ve digerleri, 2003), % 3’luk sucroz, %
0,65’lik agar (Duchefa Biochemie, P1001.1000) ilave edilmistir. Kiiltiir ortaminin Ph’s1
5,78 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar 425 ml’lik cam kavanozlara 50
ml olacak sekilde doldurulmustur. Daha sonra 1.1 atm basingta 121 °C’de 21 dakika
boyunca sterilize edilmistir. Tiiplere aktarilan iki farkli ¢eside ait eksplantlardan gelisen
ortalama 4,5-5 cm uzunlugundaki mikro siirgiinler 4 haftanin sonunda igerisinde uygun

¢ogaltma ortami bulunan daha genis yetistirme kaplarina aktarilmistir.
Deneme her bir BAP konsantrasyonu ve gesit i¢in kavanozlarda bulunan besin

ortamina, her kavanozda 3 eksplant olacak sekilde dikim yapilmistir. Deneme 3

tekerrirlii ve her bir tekerriirde 12 bitki olacak sekilde olarak kurulmustur.

18



Cizelge 3.2. Kardeslenme denemesinde kapsaminda MS ortamina ilave edilen BAP ve
NAA konsantrasyonlar1 (mg/1)

CESIT BAP (mg/It)
0
0,4
07
1
0
0,4
07
1

Jugana

B. velikan

24+1 °C’de, 16 saat fotoperiyotta florasan lamba altinda 4 hafta boyunca bekletilmis
olan bitkiciklerin koklendirme ortamina transferi yapilmadan 6nce mikro siirgiinlerde

gelisme periyodu sonucunda asagidaki parametreler incelenmistir.

Bir eksplanttan c¢ikan yeni siirgiin sayisi (adet): Dort haftalik kiiltiir siiresi sonunda

meydana gelen yeni siirgilin sayisini ifade eder.

Siirgiin uzunlugu (cm): 4 haftalik gelisme donemi sonunda mikro siirgiinlerin ulastiklari

uzunluklarmn cetvel yardimiyla 6l¢iilmesi ile elde edilen veriyi ifade etmektedir.

Yaprak sayisi (adet): Bir bitkicikte bulunan yaprak sayisini ifade eder.

Sekil 3.2.3. Dort hafta sonunda eksplantlardan gelisen mikro siirgiinlerin belirlenen
parametreler bakimindan incelenmesi
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3.2.3. Koklendirme Asamasi

Bitkicikler koklenme asamasia alinmadan hemen once koklenme i¢in uygun ortam
hazirligt yapilmistir. Koklendirme asamasinda, % 3’luk sucroz, % 0.65’lik agar
(Duchefa Biochemie, P1001.1000) ilave edilmis MS besin ortami (Murashige ve Skoog
1962) ortami kullanilmis ve bitki biiylime diizenleyici olarak IBA’nin farkli
konsantrasyonlarmin (1,0 — 2,0 mg/L) etkisi kontrol grubu ile birlikte test edilmistir.
Hazirlanan Kkiiltir ortamimin Ph’st Onceki asamadaki gibi 5,78 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Kiiltiir kab1 olarak kullanilan 425 ml hacmindeki cam kavanozlarin her
birine 45-50 ml olacak sekilde ortam dolumu yapilmis daha sonra kavanozlarin
kapaklar1 kapatilarak 1,1 atm basingta 121 °C’de 21 dakika boyunca sterilize edilmistir.
Cogaltma asamasini tamamlayan mikro siirgiinlerin steril kabin igerisinde Onceden
hazirlanmis koklendirme ortamlarina aktarimi yapilmistir. Mikro siirglinlerin 4 haftalik
koklenme periyodu sonunda en etkili oksin dozunun belirlenebilmesi i¢in asagidaki

parametrelere bakilmistir;

Kok sayist (Adet) : Bir mikro siirglinde olusan kok sayisini ifade eder.

Kok uzunlugu (mm): Bir mikro siirgiinde olusan koklerin uzunlugu

Koklenme orani (%) : Koklenen siirgiinlerin toplam eksplant sayisina gére oranini ifade

eder.
Deneme her bir IBA konsantrasyonu ve genotip igin, her kavanozda 4 eksplant olacak

sekilde dikim yapilmistir. Deneme 3 tekerriirlii ve her bir tekerriirde 16 bitki olacak

sekilde kurulmustur.

3.2.4. D1s Kosullara Aktarma (Aklimatizasyon)
Kok ortamindan ¢ikarilan bitkiciklerin kokleri agardan tamamen armincaya kadar 1lik

musluk suyu ile yikanmig ve hemen ardindan hazirlanmis olan fungusit eriyigine

daldirilip ¢ikarilmistir. Daha sonra bu bitkicikler, otoklavda sterilize edilmis torf + perlit
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(1:1) ile doldurulmus 45°lik viyollere dikilmistir. Dikimin hemen ardindan viyoller nem
kontroliinii saglamak amaci ile 50 litrelik saklama kaplarmin igerisine konulmus ve
kapagi kapatilmig ardindan 25 + 1 °C sicakliktaki 16 saat aydinlik 8 saat karanlik faza
ve 151k siddetine sahip yetistirme odasina yerlestirilmislerdir. Icerisinde bitkicik bulunan
saklama kaplarmin kapaklart 2 hafta siire ile kapali tutulmus nem durumu kontrol
edilerek aralikli olarak el spreyi ile su piiskiirtiilmiistiir. 2 haftanin sonunda kapaklar
kademeli olarak acilarak bitkilerin dis kosullara adaptasyonu saglanmistir. Serada rutin

bakim islemlerine devam edilmistir.

Sekil 3.2.4. Fungusit eriyigine daldirilan koklenmis bitkiler
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Sekil 3.2.5. Viyollere dikilmis bitkiler

Sekil 3.2.6. D1s kosullara adaptasyonunu tamamlamis bal yemisi ¢esitleri

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi
Denemeler neticesinde elde edilen tiim verilerin varyans analizleri 0.05 Onemlilik

seviyesinde ve JMP 7 bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir. Denemede elde

edilen veriler varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farkliliklar %5
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onemlilik seviyesinde LSD testi ile karsilastirilmigtir. Siirgiin sayisina ait normal
dagilim gdstermeyen degerler Vn transformasyonunu tabi tutulmustur. Cogaltim kiiltiirii
denemeleri tesadif parselleri deneme desenine 4 faktorlii, koklendirme denemeleri ise

tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 faktorli olarak kurulmustur.

23



4. ARASTIRMA BULGULARI

Bal yemisi ¢esitlerinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltilabilme performansinin belirlenmesinde;
kontaminasyon orani (%), siirme orani (%), siirgiin sayis1 (adet), siirgiin uzunlugu (cm),

yaprak sayist (adet), koklenme orami (%), kok sayist (adet), kok uzunlugu (mm)
belirlenmistir.
4.1. Baslangic Kiiltiirii Asamasi

Cizelge 4.1. Bal yemisi c¢esitlerinde besin ortamlarinin, baslangi¢ kiiltiirii agsamasinda
incelenen parametreler {izerine etkileri

Kontaminasyon Bir eksplanttan Siirgiin
Y Siirme cikan siirgiin sun Yaprak
. orani Uzunlugu

Cesit (%) Orant sayist (cm) sayist
(%) (adet) (adet)

Jugana 19,4 91,0 2,02 6,77 9,65
B. 9,02 94,4 1,78 5,83 9,09

velikan

Ortalama 14,21 92,7 1,9 6,3 9,37

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar i¢in baslangic kiiltiirii asamasinda
icerisinde 0,5 mg/lt BAP hormonu bulunan MS ortami kullanilmigtir. Jugana ve B.
velikan gesitlerinde baslangig kiiltiirii ile ilgili olarak elde edilen veriler Cizelge 4.1 de

verilmistir. Jugana c¢esidi i¢cin kontaminasyon orani %19 iken B.velikan i¢in %9,02

olarak bulunmustur.

Nisan sonu Mayis basinda olusturulan kiiltiirlerde saglikli  siirgiin = gelisimi
gozlemlenmistir. En yiiksek slirme oran1 %94,4 ile B.velikan ¢esidinde tespit edilirken,

Jugana cesidinde stirme oran1 %91 diizeyinde meydana gelmistir.
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Ortalama eksplant bagina diisen yaprak sayisi Jugana g¢esidinde 9,65 B.velikan g¢esidinde
9,09 olarak hesaplanmigtir. Bir eksplanttan ¢ikan ortalama yeni siirglinlerin sayisi
Jugana cesidinde 2,02 iken B.velikan i¢in 1,78 olarak tespit edilmistir. Jugana c¢esidinde
ortalama siirgiin uzunluklar1 6,77 cm, B.velikan ¢esidinde siirgiin uzunluklari ortalama

5,83 cm olarak Olglilmiistiir.
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Sekil 4.1.1. Dort haftalik gelisim periyodundan sonra bal yemisi ¢esitlerine ait mikro
stirglinler

4.2. Siirgiin Cogaltim Asamasi

Bal yemisi ¢esitlerinde siirgiin ¢ogaltim agamasinda yapilan varyans analizine gore BAP
dozlarinin gesitlerin siirglin sayisina etkisinde genotip x doz interaksiyonu istatistiki
olarak % 5 seviyesinde 6nemli bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayis1 kullanilan
sitokinin oranina bagl olarak degisimler gostermistir. Her iki cesitte de en diisiik

cogalma orani kontrolde meydana gelmistir.
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Bu asamada en iyi uygulama; MS + 0,4 mg/lt BAP dozunda Jugana g¢esidinde mikro
slirgiin bagina ortalama 3 adet yeni siirgiin meydana gelmistir ve sitokinin dozunun
artisina paralel olarak yeni siirglin sayis1 azalmistir. Jugana ¢esidinin aksine B. velikan

cesidinde sitokinin dozunun artisiyla yeni siirgilin sayisinda artislar olmustur.
Kontrolden sonraki en diisiik ¢ogalma oran1 B. velikan ¢esidinde MS+0,4 mg/lt BAP
dozunda mikro siirgiin basina ortalama 1,72 adet yeni siirgiin meydana gelmistir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Bal yemisi cesitlerinde BAP dozlarinin siirgiin sayisina (adet) etkisi

Cesit Kontrol | 0,4 mg/lt BAP | 0,7 mg/lt BAP | 1mg/lt BAP Ortalama
Jugana 1d 3,00a 2,16 b 2,13 b 1,86
B.velikan 1d 1,72c 1,75¢ 2,12b 1,60
Ortalama 1 2,04 1,90 2,15

Varyans Analizi
CV % 3,28 (0,0328) PCesit x BAP dozlarl: <0,05 LSDCesitXBAP dozu: 0,22

Biitlin uygulamalar itibar1 ile siirglin uzunlugu ortalama 5,20 cm ile 6,67 cm arasinda

degismis olup cesitler arast ve uygulamalar arasi fark istatistiksel olarak onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Bal yemisi cesitlerinde BAP dozlarinin siirgiin uzunluguna (cm) etkisi

Cesit Kontrol | 0,4 mg/lt BAP | 0,7 mg/lt BAP | 1mg/lt BAP | Ortalama
Jugana 6,67 5,75 5,64 5,74 5,95
B.velikan 5,62 5,85 5,93 5,20 5,65
Ortalama 6,26 5,84 5,42 5,68

Varyans Analizi

Cv :%8,68 Peapdozu: 0.d.  PcesitxBAP dozu: 0.d.  Pcesit : 0.d.
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Eksplant basina diisen en yiiksek yaprak sayist Jugana ¢esidinde meydana gelmistir
(10,24). Jugana gesidindeki eksplant basina diisen yaprak sayisi 9,86 adet ile 10,59 adet
arasinda, B.velikan ¢esidi i¢in ise 7,72 adet ile 9,32 adet arasinda degismekle birlikte,
bu deger acgisindan gesitler arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur.

Uygulamalar arasi farkliliklar 6nemsiz bulunmustur. (Cizelge 4.4.)

Cizelge 4.4. Bal yemisi ¢esitlerinde BAP dozlarinin yaprak sayisina (adet) etkisi

Cesit Kontrol | 0,4 mg/lt BAP | 0,7 mg/lt BAP | 1mg/It BAP | Ortalama
Jugana 10,27 10,59 9,86 10,24 10,24 a
B.velikan 9,31 8,80 8,72 7,72 8,64 b
Ortalama 9,79 9,70 9,29 8,98
Varyans Analizi
Cv:% 11,44 LSDcesit : 0,93  Pcesit: <0,01  Peapdozu: 0.d.  PcesitxBAP dozu: 0.d.

4.3. Koklendirme Asamasi

Farkli IBA dozlar1 ile desteklenen MS besin ortammin iki farkli bal yemisi
stirgiinlerinde kok sayis1 iizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular Cizelge
4.5.de verilmistir. Bal yemisi ¢esitlerinde koklendirme asamasinda yapilan varyans
analizine gore IBA dozlarmin ¢esitlerin kok sayisina etkisinde genotip x doz
interaksiyonu istatistiki olarak %1 seviyesinde Onemli bulunmustur. Bal yemisi
cesitlerinde Cizelge 4.5.’de goriildiigli gibi en fazla kok sayis1 Jugana ¢esidinde 2 mg/It
IBA dozundan elde edilirken (3,47), bunu takiben ikinci en yiiksek kok sayist 2 mg/It
IBA dozunda B.velikan ¢esidinde (3,06) elde edilmistir. Uygulamalar kiyaslandiginda
ve ¢esitler kiyaslandiginda en az kok sayist her iki ¢esit icinde oksin ilave edilmemis

kontrol grubundan elde edilmistir.
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Cizelge 4.5. Bal yemisi cesitlerinde koklenme asamasinda IBA dozlarinin kok sayisina

(adet) etkisi

Cesit Kontrol 1 mg/lt IBA 2 mg/lt IBA Ortalama
Jugana 0,27 e 2,16 d 3,47 a 1,97
B. velikan 0,30e 2,79¢C 3,06 b 2,05
Ortalama 0,28 2,48 3,92
Varyans Analizi
Cv: % 6,64 LSDcesitxiBA dozu - 0,56 PcesitxiBA domu: <0,01 P 1BaI<0,01  Pcegit: 6.d.

Koklendirme asamasinda iki farkli bal yemisi ¢esidine ait in vitro siirgiinlerin her
birinde olusan tiim koklerin uzunluklarinin ortalamasi degerlendirildiginde ortaya ¢ikan
ortalama kok uzunluklar1 Cizelge 4.6. da verilmistir. Yapilan varyans analizine gore
IBA dozlarmin gesitlerin kok uzunluguna etkisinde genotip x doz interaksiyonu
istatistiki olarak %1 seviyesinde énemli bulunmustur. Her iki ¢esit i¢inde en diisiik kok
uzunlugu degeri kontrolde meydana gelmistir. Cizelge 4.6.’da goriildiigii gibi en uzun
kok degeri 2.0 mg/It IBA dozunda Jugana gesidinde (11,52mm) elde edilmistir. En uzun
ikinci kok uzunlugu degeri B.velikan ¢esidinde (9,36 mm) oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Bal yemisi c¢esitlerinde koklenme asamasinda IBA dozlarinin kok
uzunluguna (mm) etkisi

Cesit Kontrol 1 mg/lt IBA 2 mg/lt IBA Ortalama
Jugana 1,29e 8,28¢ 11,52a 7,02
B. velikan 0,62f 6,21d 9,36b 5,39
Ortalama 0,96 7,24 10,44

Varyans Analizi

Cv: % 5,09
PiBA dozu : <0,01

LSDigA dozu : 2,74
PCesit: <0,01

LSDeesitxiBA dozu ;0,56

PCesitXLBA: < 0101

MS temel besin ortamina eklenen farkli IBA dozlarinin bal yemisi siirglinlerinde kok

olusum oranlart iizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.7.’de

verilmistir.
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Iki farkli gesitte bitki bagmna diisen koklenme oranlari incelenmis, Cizelge 4.7.ye gore
her iki ¢esitte de en diisiik koklenme orani kontrol grubunda olmustur. IBA eklenmemis
kontrol grubunda koklenme orani B. velikan ¢esidi i¢in %14,58 olarak Jugana cesidi

icin ise %18,75 olarak hesaplanmustir.

En yiiksek koklenme orani her iki ¢esit icinde 2 mg IBA ile desteklenmis MS ortaminda
gorilmistiir. Buna gore 2 mg IBA ile desteklenmis MS ortaminda en yiiksek koklenme
orani Jugana g¢esidinde %87,50 olarak hesaplanmis ve bunu takiben ikinci en yiiksek

koklenme oranina sahip B.velikan ¢esidinde % 75 olarak hesaplanmuistir.

Cizelge 4.7. Bal yemisi gesitlerinde IBA dozlarinin koklenme %’sine etkisi

Cesit Kontrol 1 mg/lt IBA 2 mg/lt IBA Ortalama

Jugana %18,75 %70,80 %87,50 %59,01

B. velikan %14,58 %62,50 %75 %50,70
Ortalama %16,67 %66,65 %81,25
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JUGANA
KONTROL IBA

JUGANA
1 mg/It IBA

JUGANA
2 mg/lt IBA

A

e

B. VELIKAN
KONTROL

B.VELIiKAN
1 mg/lt IBA

B.VELIiKAN
2 mg/lt IBA

Sekil 4.1.2. Farkli IBA konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan bal yemisi

cesitlerinin haftalik gelisme periyodu sonundaki genel goriiniimleri
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4.3.1. D1s Kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

Agar ortamindan dis kosullara aktarilan bal yemisi gesitlerine ait bitkiler kontrollii
sartlar saglanamadigindan dolay1 sonuglar genel olarak degerlendirilmis ve sonuglar

Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Di1s kosullara aktarmada Jugana ¢esidinde 6nemli kayiplar yasanmamistir. %100 orani
ile bitkiler yasamaya devam etmistir. Bunun yani sira B.velikan cesidinde bitkilerin
kokleri agardan arindirildak sonra aktarildiklar1 viyolde kontaminasyon kaynakli

bitkilerin tamaminda kayip yaganmustir.

Cizelge 4.8. D1s kosullara aktarilan bitkilerin hayatta kalma oranlari

. Koklendirme Koklen.d lr:meye Koklenen Bitki | Canh kalma
Cesit alinan bitki sayisi
Uygulamalari Sayis1 (adet) orani (%0)
(adet)
Kontrol 16x3 9 100
Jugana 1 mg IBA 16%3 35 100
2 mg IBA 16x3 39 100
Kontrol 16x3 7 0
B.velikan 1 mg IBA 16x3 30
2mg IBA 16x3 36 0
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Sekil 4.1.4. Dis ortama alistirilmis bitkilerin iki ay sonraki goriiniimleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Degisen hayat kosullar1 ile birlikte saglikli besinlere olan ilgi artmistir. Uziimsii
meyvelerin saglik i¢in Oneminin anlasilmasiyla birlikte bal yemisi meyvelerinin
flavonoidler, fenolik asitler ve fizyolojik olarak aktif polifenoller gibi saglikli bilesikleri
icerdiginden dolayi, bu iizimsii meyvenin popiileritesinin giderek artacagi
diistiniilmektedir. Bu ¢aligsma ile tilkemiz kiiltiire alinmis bitki potansiyeli ve ihtiyaglari
dikkate alinarak iilkemiz agisindan yeni sayilabilecek, 6nemli bulunan ve gelecek
vadeden bir tiir oldugu disiiniilen bal yemisinin hizli bir sekilde klonal olarak ¢ogaltip
iretime kazandirmak ve projede kullanilacak olan iki bal yemisi ¢esidinin in vitro
gelisim performanslarinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica ¢alismada diisiik dozlarda
sitokinin  kullaniminin  siirglin  rejenerasyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

Bal yemisinin ¢ogaltilmasinda bir¢ok tiirde oldugu gibi kisa bir zaman diliminde ¢ok
sayida saglikli bitki iiretilmesine olanak saglayan, in vitro ¢ogaltim yOntemlerinden
yararlanilmaktadir. Diinya’da bal yemisinin in vitro ¢ogaltimi iizerine az sayida ¢alisma
yapilmis olup, iilkemizde ise bu konuda heniiz yapilmis bir ¢calisma bulunmamaktadir.
Modern bahge tesisinde ve iiretiminde giivenilir, hastaliktan ari fidan kullanmak
onemlidir. Bu nedenle in vitro c¢ogaltim metodu ile ftiretilen bitkiler biiylik talep

gormekte ve klonal hastaliklardan bakimindan ari olmaktadir.

Doku Kkiiltlirlinde kullanilan sterilizasyon yontemleri basariyr etkileyen en Onemli
unsurlardan biridir. Eksplantlarin saglikli olarak gelisebilmesi i¢in hazirlanan besin
ortami ayni zamanda mikrobiyal etmenlerin gelisimi i¢in de ideal bir ortam
hazirlamaktadir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda yapilan sterilizasyon yOnteminin
etkinligi kullanilan dezenfektan konsantrasyonuna ve uygulama siiresine gore
degisebilmektedir. Eksplantin alindigi bitkinin tiiriine ve yetisme kosullarma gore
uygulama siiresi ve kullanilan dezenfektanin konsantrasyonu belirlenmelidir. Bundan
dolayi, bir yiizey sterilizasyonu c¢alismasinda en etkili ve en diisiik konsantrasyonda
dezenfektan kullaniminin belirlenmesi onemlidir (Kyte, 1987). Bal yemisinin doku

kiltiirii ile c¢ogaltilmast konusunda yapilan g¢aligmalarda yiizey sterilizasyonu igin
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baslangigtaki eksplantlara, %15’lik civa kloriir (Sedlak ve Paprstein 2007), %0,2’lik
civa siilfat ve %10’luk NaOCI (Krupa-Matkiewicz ve Ochmian 2014), NaOCI (Karhu
1997; Osburn ve digerleri, 2009) ve %10’luk kalsiyum hipoklorit (Dziedzic, 2008) gibi
farkli kimyasal ¢ozeltiler kullanilmistir. Sedlak ve Paprstein (2007) dezenfeksiyon ig¢in
%0.15 civa kloriir (HgCl2) soliisyonu kullanmig ve Altaj cesidinin baslangigtaki
kontamine olmayan eksplantlarinin %350'sinin sterilizasyon prosediiriinden sonra
oldigini gozlemlemislerdir. Krupa-Malkiewicz ve digerleri’nin (2017) yaptiklari
calismada bal yemisine ait ‘Wojtek’ cesidinde yiizey sterilizasyonu igin %10’luk
NaOCI ve % 0,2’lik HgSO4 olmak iizere iki farkli kimyasal kullanmiglardir. Calisma
sonuclarina gore %0,2’lik HgSO4 soliisyonunda %62,9 bulasma olurken, %10’luk
NaOCl soliisyonunda %28,1 bulasma olmustur. Yapilan ¢alismalar 1s1ginda bu tez
calismasinda NaOCl (sodyum hipoklorit) kullanilaraktan dezenfeksiyon islemi
yaptlmistir. %10 NaOCI ile sterilizasyondan sonra kiiltlire alinan 'Jugana'
eksplantlarinda %14,4 oraninda, ‘B.velikan’ ecksplantlarinda %9,02 oraninda

kontaminasyon olmustur (Cizelge 4.1.).

Iki ¢eside ait eksplanlardaki siirme oranu, siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, yaprak sayisi,
parametrelerinde baslangic ortaminda 0,5 mg/lt BAP konsantrasyonunda basarili
sonuglar elde edilmistir. Baslangi¢ kiiltliriinde siirme orani Jugana c¢esidine ait
eksplanlarda % 91 iken B.velikan ¢esidine ait eksplantlarda % 94,4 dolayinda olmustur.
Qi ve digerleri (2015) Lonicera edulis’in mikrogogaltimi {izerine yaptiklari ¢alismada 5
farkli besin ortami denemislerdir (MS,Ng,Bs, H, White). MS ortam1 L. edulis
indiiksiyonu ve farklilagsmasi lizerinde en iyi etkiye sahip oldugu, N6 ve B5 ortamlarinin
ise en 1iyi ikinci etkiye sahip oldugu bildirilmistir. H ve White ortamlarinin en kotii
etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. MS ortaminin L. edulis siirgilinlerinin farklilagmasi
tizerinde belirgin bir etkisi oldugunu, siirme oraninin yiizde 98,5, N6 ve B5
ortamlarindaki siirme oranlar1 sirayla %71,6 ve %68,5 iken, H ve White ortamlarin

stirme oranlar1 sirayla %63,6 ve %62,3 oldugu kaydedilmistir.
Onceki calismalarda Lonicera tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi igin siirgiin gelisimi

asamasinda sitokinin olarak BAP'in basarili bir sekilde kullanilabilecegi kaydedilmistir

(Karhu 1997a). Krupa-Malkiewicz ve digerlerinin (2017) yaptiklari ¢alismada baslangig
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ortami olarak BAP’1n farkli dozlar1 (0 — 1,0 — 2,0 ve 4,0 mg/It) ile desteklenmis MS
ortami, bal yemisine ait Wojtek c¢esidinin siirgiin sayisi lizerinde istatistiksel olarak
anlaml bir etki gostermedigi ve eksplant basina diisen yeni silirgiin sayisi ise ayni
diizeyde (1,50 adet) oldugu bildirilmistir. Calismamizda baslangi¢ asamasinda 0,5 mg/It
BAP ile desteklenmis MS ortamindaki eksplant basina diisiin ortalama siirgiinlerin
sayis1 Jugana ¢esidi i¢in 2,02 iken B.velikan i¢in eksplant bagina diisen ortalama siirgiin
sayis1 1,78 olarak kaydedilmistir. Yiiksek sitokinin konsantrasyonlarmin siirgiin
olusumunu azalttigi, siirglin ¢ogalmasini engelledigi, basarili sonuglarin ise daha diisiik

dozlardan elde edildigi vurgulanmistir (Bhau ve Wakhlu 2003).

Calismamizda baslangic ortaminda 0,5 mg/lt BAP ile desteklenmis MS ortaminda
Jugana ¢esidinin ortalama siirgitinlerinin uzunlugu 6,77 cm olarak, B.velikan ¢esidinin
ortalama siirgtinlerinin uzunlugu 5,83 cm olarak kaydedilmistir. Krupa-Malkiewicz ve
Ochmian’in (2014) yaptiklar1 ¢alismada baslangi¢ ortaminda en iyi siirgiin uzunlugu 2,0
mg/It BAP ile takviye edilmis MS ortaminda Brazowa cesidi i¢in elde edilirken (5,0
cm), en disiik siirgiin uzunlugu degeri 4,0 mg/lt BAP ile takviye edilmis MS ortaminda
tip 44 (1,5cm) i¢in bildirilmistir.

Krupa-Malkiewicz ve digerleri’nin (2017) yaptiklar1 ¢alismada baslangi¢ ortaminda
farkli konsantrasyonlarda BAP ile desteklenmis MS ortaminin bal yemisinin ‘Wojtek’
cesidine ait siirglinlerdeki yaprak sayisi ilizerine etkisine bakilmis ve siirglin bagina
diisen en yiiksek yaprak sayisi (18,5 adet) 1 mg/lt konsantrasyonda BAP ile
desteklenmis MS ortaminda oldugu bildirilmistir. BAP eklenmemis MS ortaminda ise
stirgiin bagina 7 adet yaprak diistiigii belirtilmistir. Yaptigimiz ¢caligmada 0,5 mg/lt BAP
ile desteklenmis MS ortaminda ¢esitlerin ortalama siirgiin basina diisen yaprak sayisi
arasinda bir fark bulunmamis olup Jugana cesidinde siirgiin basina diisen ortalama

yaprak sayis1 9,65 adet iken B.velikan ¢esidinde bu say1 9,09 adet olarak hesaplanmuistir.

Mikrogogaltim calismalarinda basariyr etkileyen en Oonemli faktor her bitki tiiri ve
cesidi i¢in uygun biiylimeyi diizenleyicinin ve kullanilacak konsantrasyonunun
belirlenmesidir. Bu ¢alismada da kardeslenme asamasinda 0,01 mg/lt NAA eklenmis

farkli BAP konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir. Yaptigimiz ¢aligmada gogaltim
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asamasinda en fazla siirgiin sayist 0,4 mg/lt BAP dozunda Jugana ¢esidinde (3,00 adet)
olarak hesaplanmig ve sitokinin dozunun artigina paralel olarak yeni siirglinlerin sayist
azalmistir. B.velikan ¢esidinde ise BAP dozu artisina paralel olarak yeni siirgiinlerin
sayisinda artiglar gériilmiistiir ve en fazla yeni siirgiin 1 mg/lt BAP dozunda (2,12 adet)
olmustur. En diisiik deger BAP ilave edilmemis MS ortaminda (kontrol) elde edilmistir.
Sedlak ve Parpstein’in (2007) bal yemisine ait iki farkli genotip ile yaptiklari ¢aligmada
eksplant basina diisen siirgiin sayisinin genotipe ve BAP konsantrasyonuna bagli olarak
degistigini ve besin ortamindaki BAP konsantrasyonundaki artiglar bal yemisine ait
Altaj ¢esidinde yeni siirglinlerin sayisi tizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu
vurgulanmigtir. Yaptiklart caligmada Altaj genotipi 1 mg/lt BAP eklenmis MS
ortaminda 2,7 adet yeni siirgiin verirken 20/1 genotipi 4,2 adet siirgiin vermistir ve En
yiiksek siirglin sayis1 2 mg/lt BAP eklenmis MS ortaminda 20/1 (10,5) genotipinde
goriiliirken en diistik siirgiin sayist 4 mg/lt BAP eklenmis MS ortaminda Altaj (1,6)
¢esidinde goriildiigi kaydedilmistir. Farkli bir ¢calismada ise BAP konsantrasyonundaki
artiglara paralel olarak siirgiin sayisisinda da artis oldugunu bildirmislerdir (Krupa-
Malkiewicz ve Ochmian, 2014). Bu sonuglar bal yemisi gesitleri igin elde ettigimiz

bulgular destekler niteliktedir.

Cogaltim agamasinda uygulamalar itibari ile siirgiin uzunlugu ortalama 5,20 cm ile 6,67
cm arasinda degismis olup gesitler aras1 ve uygulamalar aras1 fark istatistiksel olarak
Oonemsiz bulunmustur (Cizelge 4.3.). Baska bir caligmada bal yemisine ait ‘Wojtek’
¢esidinde koltuk alt1 tomurcuklarindan elde edilen mikro siirgiinlerin uzunluklar1 1,0 ve
2,0 mg/lt BAP ile desteklenmis %100 ve %50 mineral tuzlar igeren MS ortaminda
cogalan siirgiinlerin uzunluklarinin kontrole kiyasla daha kisa oldugu ve BAP
eklenmemis ortamdaki siirgiinlerin ortalama uzunlugu 4,75 cm olarak bildirilmistir
(Krupa-Malkiewicz ve digerleri, 2017). Calismamiz bu c¢alisma ile kiyaslandiginda
diisik dozda BAP kullaniminin siirglin  uzunlugunu pozitif yonde etkiledigi

diistinilmiistiir.
Cogaltim asamasinda ortalama yaprak sayisi bakimindan yapilan hesaplamalarda ise

yaprak sayist bakimindan uygulamalar arast fark istatistiksel olarak Onemsiz

bulunurken, Jugana ve B. Velikan c¢esitlerinin ortalamalar1 arasindaki fark, yani
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cesitlerin genel davranisi bakimindan ortaya ¢ikan farklilik istatistiksel olarak anlam

tasimaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada BAP dozlarinin siirgiin gelisimi iizerindeki etkisinin yapilan diger
caligmalarda oldugu gibi ¢eside gore degisiklik gosterdigi anlasilmistir (Karhu,1997a)

BAP sentetik bir sitokinin olup, sitokininlerin biiylime ve farklilasmayi tesvik ettigi,
hiicre boliinmesini diizenledigi, siirgiin gelisimi ve yaprak patlamasina neden oldugu
ozellikle oksinlerle birlikte kullanildiginda kok gelisimini tesvik ettigi bilinmektedir
(McGaw ve Burch, 1995) Sitokininlerin bahsi gegen fizyolojik etkilerinden dolay1
mikrocogaltim calismalarinda siirglin rejenerasyonu asamasinda yeni siirgiin sayisini
artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada BAP dozlarinin siirgiin sayisi, siirgiin
uzunlugu ve yaprak sayisi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Osburn ve
digerlerinin 2009°deki yaptiklar1 calismada cogaltma asamasinda ortama eklenen

IBA’nin BA’nin etkinligini arttirmadigini rapor etmislerdir.

Calismamizda kardeslenme asamasinda siirgiinlerin yapraklarinda klorozlar ve
nekrozlar gézlemlenmistir. Siirgiinlerdeki geriye dogru dliimlerin en biiyiik sebebinin
kalsiyum eksikligine bagli oldugu bildirilmistir (Mccown & Sellmer, 1987). Farkli bir
calismada ise siirgiin ucu nekrozu ve yaprak sararmalarinin en 6nemli sebebinin diisiik
mineral  konsantrasyonu ve yiiksek sicakliktan kaynaklandigi  bildirilmistir
(Karhu,1997). Lonicera tiirleri ile yapilan diger c¢alismalarda kloroz problemleri ile
karsilagilmistir (Al ve digerleri, 2014; Karhu,1997). Al ve digerleri (2014) Lonicera
kamtschatica ‘Atut’ ¢esidinde yaptiklar1 ¢alismada yapraklardaki sararmayi ortama
ekledikleri FeNaEDDHA (Sequestrene 138) ile tedavi ettiklerini, bu uygulamadan sonra
klorozun biiyiik 6l¢iide azaldigini ve mikro siirglinlerin daha saglikli goriindiigii
bildirilmistir. Bir diger ¢calismada ise yapraklarda goriilen kloroz ortama eklenen demir

kaynaginin iki kat artirilmasi giderilmistir (Karhu,1997).

Onceki calismalarda Lonicera tiirlerinin in vitro olarak koklendirilebilmeleri icin oksin
kaynagi olarak IBA'nin kullanilabilecegi rapor edilmistir (Karhu, 1997b). Calismamizda
en yiksek koklenme orani 2 mg/lt IBA ile desteklenmis MS ortaminda ‘Jugana’
(%87,50) cesidinde goriilmiistiir. En diisiikk kdklenme orant IBA eklenmemis kontrol
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grubunda ‘B.velikan’ (%14,58) ¢esidinde meydana gelmistir ve bunu %18,75 kdklenme
oraniyla ‘Jugana’ ¢esidi izlemistir. Osborn ve digerleri (2009) yaptiklar1 ¢alismada
mikro siirgiinlerin koklenmelerinin yapilan uygulamaya ve genotipe gore degisiklik
gosterebilecegi bildirilmistir. Lonicera caerulea L. ‘Wojtek’ ¢esidinde yapilan
koklenme c¢aligmasin IBA eklenmemis kontrol grubundaki eksplantlarin yalnizca
%8’inin koklendigi bildirilmistir. IBA’nin koklenme {izerinde olumlu etkilerinin oldugu

anlasilmistir. (Krupa-Malkiewicz ve digerleri, 2017).

Yapilan ¢aligmalarda MS ortamina IBA ilavesi, bal yemisinin kok uzunluklar1 ve kok
sayilar1 lizerinde uyarici etki gosterdigi vurgulanmistir (Dziedzic, 2008; Qi ve digerleri,
2015; Krupa-Malkiewicz ve Ochmian, 2014; Krupa-Malkiewicz ve digerleri, 2017).
Krupa-Malkiewicz ve digerleri, (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada ‘Wojtek’ ¢esidinde
5,00 mm ile 52,0 mm arasinda kok uzunlugu elde etmislerdir ve en uzun kok uzunlugu
(52,0 mm), 2 mg/It IBA + 5 mg/It IAA ile takviye edilmis %50 MS ortaminda meydana
gelirken, en kisa kok uzunlugunun (5,00 mm) IBA eklenmemis MS ortaminda meydana
geldigi bildirilmistir. Krupa-Malkiewicz ve Ochmian, (2014) ise, en uzun kok olusumu
klon 44 i¢in (4,83 cm) 2,5 mg/lt IBA ile desteklenmis %50 MS ortaminda, klon 46 i¢in
(1,17 cm) 2 mg/It IBA+ 5,0 mg/1t IAA ile desteklenmis %50 MS ortaminda ve Brazowa
cesidi icin (0,67 cm) ise ve 2,0 mg/lt IBA ve 5,0 mg/lt IAA ile desteklenmis MS
ortaminda oldugu bildirilmistir. Klon 44’tin koklerinin morfolojik olarak degiskenlik
gosterdigini ve 2,0 mg/lt IBA ve 5,0 mg/lt IAA ile desteklenmis MS'li ortamda iiretilen
koklerin, 2,5 mg/lt IBA'l1 (4,83 cm) MS ortaminda olusturulan koklere gore daha kalin
ve daha kisa (2,0 cm) oldugunu kaydetmislerdir. Klon 46 i¢in ise yalmzca 2,0 mg/It
IBA+5,0 mg/lt IAA ile desteklenmis %50 MS ve MS ortamlarinda kok olusumu
gozlemlenmistir. Buna karsilik, Brazowa ¢esidi ise, in vitro olarak en zayif koklenmeyi
sergiledigi ve kok olusumunun sadece 2,0 mg/It IBA ve 5,0 mg/It IAA ile desteklenmis
MS ortaminda oldugu rapor edilmistir. Kok uzunlugu bakimindan elde ettigimiz
bulgularda IBA dozlarmin ¢esitlerin kok uzunluguna etkisinde genotip x doz
interaksiyonu istatistiki olarak %1 seviyesinde 6nemli bulunmustur. IBA dozundaki
artiga paralel olarak kok uzunlugunda artiglar olmustur. Jugana her iki ¢esitte de en uzun

kok 2 mg/lt IBA ile desteklenmis MS ortaminda goriilmiistiir.

38



Mikro siirglin bagima diisen kok sayis1 bakimmdan Krupa-Malkiewicz ve digerlerinin
(2017) yaptiklar1 ¢alismada 5 farkli IBA dozunu igeren MS ortami kullanmiglardir
(kontrol MS, %50 MS + 2,5 mg/It IBA, MS + 2,5 mg/It IBA, %50 MS + 2,0 mg/It IBA
+ 5 mg/lt IAA, MS + 2,0 mg/It IBA + 5 mg/lt IAA) ve en yiiksek kok sayisin1 %50 MS
+ 2,5 mg/lt IBA ihtiva eden ortamda (4,00 adet) elde etmislerdir. En diisiik kok sayisi
ise kontrol grubunda meydana gelirken (0,1 adet) en diisiik ikinci kok sayis1 (2,5 adet)
MS + 2,5 mg/lt IBA ihtiva eden ortamda meydana gelmistir. MS + 2,0 mg/It IBA + 5
mg/lt IAA ile desteklenmis ortamda bitki basina 2,8 adet kok olusmus ve ortama
eklenen ekstra 5 mg/lt IAA’in ¢ok fazla etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Calismamizda
bitki basina diisen en fazla kok sayisi Jugana gesidinde (3,47 adet) 2 mg/It IBA ile
desteklenmis MS ortaminda gézlemlenmistir. Bitki basina diisen en yiiksek ikinci kok
sayis1 B. Velikan ¢esidinde 2 mg/It IBA ihtiva eden MS ortaminda kaydedilmistir. Her

iki ¢esit i¢in de bitki basina diisen en diisiik kok sayisi kontrol grubunda goriilmiistiir.

In vitro da koklendirilen bitkicikler alistirilmalari i¢in topraga aktarilmislardir. Yapilan
bu ¢alismada, bal yemisinin in vitro yontemiyle tam bir bitki eldesi i¢in gegen siire 16-

20 hafta olmustur.

Jugana ve B.velikan in vitro olarak iiretimi gerceklestirilmistir. In vitro’da yapilan
cogaltma ve koklendirme caligsmalari her iki ¢esitte de basari ile tamamlanmistir. Jugana
¢esidinde alistirma sathasinda in vitro sartlarda koklendirilen bitkicikler dis sartlara
uyum saglamistir fakat B.velikan gesidine ait bitkicikler alistirma sathasinda yasanan

bir kontaminasyondan kaynakli ¢eside ait bitkiciklerin tamaminda kayip yasanmustir.

Bu calisma ile bal yemisinin kitlesel olarak {iretilebilecegi goriilmiistiir. Ulkemizde igin
yeni bir liziimsii meyve olan ve farkli iklim kosullarina adaptasyonu yiiksek olan bal
yemiginde ilerde yapilabilecek olan ¢alismalarda farkli ¢esitler, farkli ortamlar ve ortam
konsantrasyonlar1 (DKW, WPM, vb.), bitki biiylime diizenleyicileri (sitokinin ve oksin)
kullanilarak aragtirmalar yapilabilir. Ayrica organik iiretime uygun olmasi, organik

yetistiricilik i¢in farkl bir iiriin olacaktir.
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