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OZET

Yiksek Lisans tezi
ASMA MERISTEM KULTURUNDE DONOR BITKININ FiZYOLOJIK GELISME
DONEMI ve EKSPLANT ORIJINININ MERISTEM CANLILIGI ve GELISIMINE ETKISIi

Onur ERGONUL

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Salih CELIK

Bu calisma ile, asmada meristem kiltlirii ¢calismalarini etkileyen faktérlerden donor
bitkinin  fizyolojik  gelisim donemi ve eksplantin  dondr  bitki  {izerindeki
pozisyonlarinin(orijininin) meristem canliligit ve gelisimine etkileri incelenmistir. Bu
kapsamda ii¢ farkli gesidin (Gamay, Trakya Ilkeren ve italia), ii¢ degisik fizyolojik gelisim
donemi (¢igeklenme baslangici, tane tutumu ve tanelerin bezelye biiyiikliigi aldigi donem) ile
eksplantin bitki iizerindeki pozisyonu olarak ana siirgiin uglart ve koltuk siirglinlerinin
uclarindan izole edilen meristemler kullanilmistir. izole edilen meristemler in vitro kosullarda
MS yapay besin ortaminda kiiltiire alinmislar ve bunlarin {i¢ hafta sonraki canlilik ve gelisim
diizeyleri degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda asmada, meristem canlilig
ve meristem gelisimi agisindan en uygun meristem alim doneminin tanelerin bezelye
blytikligl aldigi donem oldugu ve bitki iizerinde koltuk siirgiinlerinden alinan meristematik
dokularin ana siirglin ucundan alinan meristematik dokulara oranla daha yiiksek degerler

verdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meristem kulturd, in vitro, fizyolojik gelisim donemi, eksplant, koltuk

surgund.

2011, 43 sayfa



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECT OF PHYSIOLOGICAL DEVELOPMENT PERIOD OF DONOR PLANT
AND EXPLANT ORIGIN ON THE SURVIVAL AND GROWTH OF MERISTEM FOR
GRAPEVINE

Onur ERGONUL

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Scienses
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Salih CELIK

In this study,two of the important factors that affect meristem culture, the effect of
physiological development period of donor plant and the position(origin) of explant on
meristem survival and growth were tried to evaluate. Three different physiological growth
periods of three different varieties and meristems isolated from main shoot tips and axillary
shoots of explants were used. The isolated meristems were cultured in MS in in vitro
conditions for three weeks and parameters such as survival and growth levels were
evaluated. According to results of this study, it is concluded that in the point of meristem
survival and growth the most suitable period for isolation of meristems were found as period
when the berries are in size like pea. Besides, meristems isolated from axillary shoots gave

more values than meristems isolated from main shoot tips.

Keywords: Meristem culture, in vitro, physiological growth period, explant, axillary shoot.
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1.GIRIS

Son yillarda lkemizde asma fidan iretimleri, sertifikali iiretimden ¢ok standart asma
fidan1 olarak yapilabilmektedir. Oysa yeni kurulacak baglarda, uzun yillar boyunca yeterli ve
kaliteli Grtin elde edilebilmesini saglamak, sertifikali yani ismine dogru, saglikli, standartlara
uygun fidanlarla baglarin tesis edilmesi ile miimkiin olmaktadir.

Ulkemiz bagciliginda o6zellikle 3 Temmuz 2009 tarihinde 27277 Sayili Resmi
Gazetede yayinlanarak vyiiriirliige giren ‘Asma Fidani1 ve Uretim Materyali Sertifikasyonu ile
Pazarlanmas1 YoOnetmeligi® sonrasinda, sertifikali asma fidami iiretimi cesitli kosullara
baglanmistir. Yonetmelik ile sertifikali asma fidanmi iretiminde kullanilacak damizliklarin
sertifikasyona tabi zararlilar agisindan ari materyaller olmasi kosulu getirilmistir. Asma igin
sertifikasyona tabi zararli organizmalari inceledigimizde ise bunlarin neredeyse yarisini viriis
hastaliklarinin olusturdugunu gérmekteyiz (Cizelge 1.1).

Virlis hastaliklariin bu kadar 6nem arz etmesi asmada gelisme, verim ve iriin
kalitesini sinirlamasi, ayrica asi tutma oraninda diigiislere, Uretim materyallerinde kdklenme
zorluklarina sebep olmasindandir. Yani virlis hastaliklarinin bagcilik agisindan olumsuz
etkisi, dogrudan {iriin kaybi ile olabildigi gibi fidan iiretimine yaptigi olumsuzluklar nedeniyle
dolayli bir sekilde de olabilmektedir. Ayrica viriis hastaligina yakalanmis bitkinin hastalik
kontrolii ve tedavi edici hi¢bir uygulamasi da yoktur. Boyle bir durumda ¢ogunlukla en etkili

hastalik kontrol segenegi, bulasik bitki ya da bitkileri sokmektir.

Cizelge 1.1 Meyve ve Asma Fidani ile Uretim Materyallerinde Bitki Saglig: Standartlari
Talimati’nda Yeralan Asma Viriis Hastaliklar:

Viriis Hastali@inin Adi

Kisa bogum hastaligi (Grapevine fanleaf nepovirus)

Strawberry latent ringspot sadwavirus

Arabis mozik hastaligi (Arabis mosaic nepovirus)

Domates siyah halka hastaligi (Tomato black ring nepovirus)

Ahududu halka leke hastaligi (Raspberry ring spot nepovirus)

Grapevine leafroll associated ampelovirusesl (GLRaV all types)
Grapevine vitivirus A (GVA)
Grapevine fleck maculovirus (GFkV)

Ol N ool D WIDN|F

Grapevine rupestris stem pitting associated foveavirus(GRSPV)




Bitkilerin ¢ogaltilmasi ve 1slahinda yeni bir ¢igir acan doku kiiltiirii ¢alismalarinin
sagladigi en Oonemli yararlardan birisi; asmalarin da aralarinda bulundugu pek ¢ok kiiltiir
bitkisini kimyasal ve biyolojik yontemlerle kontroli mumkin olmayan virus ve virls benzeri
hastalik etmenlerinden arindirabilmesidir. Bu amagla en yaygin olarak kullanilan in vitro
mikro ¢ogaltma teknigi, meristem kiiltiiriidiir (Celik ve ark. 2000).

Giliniimiizde, virlisten ari asma fidani iiretim materyali elde edilmesinde meristem
kiiltiirtinden genis 6l¢iide yararlanilmaktadir. Yontemin esasi, asma siirgiinlerinin 0.1-1.0 mm
biiyiikliigiindeki siirgiin ucu meristemlerinin in vitro kosullarda aseptik olarak Kkiiltiire
alimmasidir. Bu yontem asmalarin virlisten arindirilmasinda yalniz basma kullanildigi gibi,
termoterapi ile kombine edilerek de uygulanmaktadir (Celik ve ark. 2000).

Bitkiler, meristematik doku sayesinde canli kaldigi siirece yeni dokular meydana
getirerek siiresiz gelisme yetenegi gostermektedirler (Biiriin ve Tirkoglu, 1996). Kultur
baslangici, herhangi bir bitkinin mikro ¢ogaltilmasinda ¢ok 6nemli bir asamadir (Tangolar ve
ark. 1999). Meristem kiiltiirinde de izole edilen eksplantlarin kiiltiir ortamina
yerlestirilmesinden sonra canliliklarini devam ettirmeleri, farklilagarak yeni siirgiinler
olusturup koklenmeleri ve tam tesekkiillii bitki meydana getirmelerinde bir takim faktorlerin
etkisi s6z konusudur. Meristem ucu kultlrlerinde basariy1 etkileyen faktorler;

1. Bitki materyali ile ilgili baz1 6zellikler

2. Kiiltlir ortaminin bilesimi

3. Kiiltiir kosullart olarak {i¢ grup altinda toplanabilir (Babaoglu ve ark. 2001).

Bitki materyali ile ilgili olarak eksplantin biiyiikliigli, dondr bitkinin fizyolojik
durumu, eksplantin bitki tizerindeki pozisyonu, dondr bitkinin yetistirilme kosullar1 ve gesit
faktorleri etkili olmaktadir. Kiiltiir ortami faktorlerinde ise ortamin igerdigi mineral tuzlar,
sekerler, agar ve bliylime diizenleyicilerin konsantrasyonlar1 etkin rol oynamaktadir. Kiiltiir
kosullar1 ise materyallerin gelisim siiresi i¢erisinde maruz kaldig1 ¢evresel faktorler olan 151k,
sicaklik ve fotoperiyottur.

Meristem kiiltiiriinde ¢ok kiigiik eksplantlar ile c¢alisilmaktadir. Bdylesine kuguk
eksplantlarin kesilip c¢ikarilmasi olduk¢a zordur ve bu eksplantlarin yasama sansi ¢ok
diigiiktiir; ayrica, bitkilerin in vitro ¢ogaltimi igin de pratik degildir (Dodds ve Roberts 1993).
Cok kiiciik bir eksplantin kiiltiire alinmasi, eksplantin gelisme sansini diisiirmekte ve kiiltiirde
basariy1 sinirlamaktadir. Bu nedenle meristemin yaprak taslaklariyla birlikte kiiltiire alinmasi
basarili bir kiiltiir igin gerekli olmaktadir (Grout 1990).

Mayer ve Roman (1991), Kober 5BB anacinin siirgiin ug¢larini bahar aylarinda arazide

yetisen asmalardan ve Agustos-Eyliil aylarinda serada yetisen asmalardan izole ederek kiiltiire



almislardir. Sonugta siirgiin rejenerasyonunda biiyiik farklar goriilmiis olup, sera kosullarinda
yetistirilmis materyallerden alinan eksplantlarin rejenerasyon kapasitesi bakimindan tavsiye
edilebilir oldugu belirlenmistir.

Asma meristemlerinin rejeneratif kapasitelerindeki sapmalar {izerinde yapilan
caligmada, meristemlerin rejeneratif kapasitedeki farklarinin genotipe bagli oldugu, ayrica bu
degisimin kaynaginin viriis enfeksiyonuna bagli olarak da farklilik gosterebildigini 6ne
stirmislerdir (Smerea ve ark. 2010).

Kiiltiir ortaminin bilesimi ile ilgili ¢alismalara baktigimizda, Berljak ve Koruza
(2006)’nin asmada meristem farklilasmasina ilk kiiltiir ortaminin etkisini incelendikleri
arastirmada, iki farkli kompozisyonda (a= 2 mg/l BA, b= 1,5 mg/l BA+ 0,2 mg/l IAA) MS
ortam1 degerlendirilmis, sonugta a bllylimeyi diizenleyicileri ile desteklenmis MS ortaminda
% 21 meristem farklilagmasi, b biliylimeyi diizenleyicileri ile desteklenmis MS ortaminda ise
% 77 meristem farklilasmasi elde edilmistir.

Kiiltlir ortaminin bilesimi ile ilgili olarak diger bir etken, bilesime agar eklenmesidir.
Bununla ilgili olarak yapilan bir aragtirmada, rejenerasyon aktivitesini artirmak igin, aktif
gelisme gosteren meristem taslaklarinin baslangic ve devam eden siireci i¢in 2 adim tavsiye
edilmistir. Ik olarak kat1 ortam {izerinde 3-4 hafta, ikinci adimda ise eksplantlarin igerisinde
stvi ortam ve filtre kagitlarindan kopriilerin bulundugu tiiplere aktarimlari Onerilmistir
(Doroshenko (1997).

Meristem ucu kiiltlirlerinde basariyr etkileyen faktorlerin {igiincii ana basligr olan
kiiltiir kosullar1 ile ilgili de calismalar mevcuttur. Ornegin, Sobolev ve Doroshenko (2004)
1siklandirma yogunlugu ve siiresinin, asma meristem eksplantlarinin gelisimi {izerindeki
etkilerini inceledikleri ¢alismada, en iyi meristem rejenerasyonunun 1800-2000 Ik’lik
1s1klandirmada gergeklestigini gozlemisler (%100), en uygun aydinlatma siiresinin ise 14 ve
16 saat gilinliik aydinlatma oldugunu belirlemislerdir. Kartha (1981) ise kiiltiire alinan
materyallerin gelisimi i¢in en uygun cevresel faktorlerin 26°C sabit sicaklik, 16 saat
fotoperiyot ve 3000-4000 liiks 1s1k yogunlugunun oldugunu belirtmistir.

Aragtirmamiz, meristem gelisimi ve canlilifina etki eden faktorler iizerine
oldugundan, meristemlerin kiiltiire alindig1 ve ii¢ haftalik gelisim siirecini kapsayan baslangic
doneminde gergeklestirilmistir. Daha Onceden belirtilen meristem Kkdltlrind etkileyen
faktorler, meristemlerin kiiltiire alindig1 ve baslangic ortami olarak adlandirilan donemde de
etkindirler.

Dondr bitkinin fizyolojik durumu dikkate alinarak meristem gelisim ve canliliklarinin

degerlendirildigi caligmalardan Choi ve ark. (1992) kiiltiire alim zaman1 olarak Haziran ayimin



en uygun oldugunu belirlemislerdir. Diger taraftan Botti ve ark. (1993)’nin yaptig1 ¢alismada
ise vejetasyon donemi icerisinde 15 gilin ara ile eksplant almiglar ve farkliliklar1 bu sekilde
degerlendirilmistir. Kebeli ve ark. (1996), NAA kapsamayan 2,0 mg/lI’ lik BAP dozunun
Temmuz doneminde alinan meristem dokular iizerinde en etkili doz oldugunu belirlemislerdir.
Bu caligmalarin asmanin fizyolojik gelisim donemleri iizerinden degil, tarihler bazinda
yuratildiga gorilmektedir. Oysa farkli ekolojilerde, bu tarihlerin uygun meristem alim
donemini tespitinde bir anlam tasimadigi bilinmektedir. Bu yilizden bu calismada cesitler
bazinda ii¢ farkli fizyolojik gelisme donemi se¢ilmis ve bunlarin sonucunun degisik
ekolojilerde de uygulanabilmesi amaglanmustir.

Meristem kiiltliriinde kullanilan eksplantlarin bitki {izerindeki pozisyonunun diger bir
ifadeyle orijininin meristem gelisim ve canliligina etkileri konusunda yapilan ¢aligmalarda ise
net bir sonucun ortaya konamadigi gorilmektedir. Nitekim Corte ve Mendonca (1985), 14
Vinifera ¢esidi, 11 anag¢ ve Vitis rupestris’in 2 formunun tepe ve koltuk tomurcuklarindan
alinan meristemler in vitro’da kiiltire almislar, materyalin ¢ogunda meristemin orijini
kiiltiriin basarisim1 etkilemedigi goriilmistiir. Diger bir ¢alismada (Dan-Hua ve Meredith,
1986) koltuk siirgiinii uglarinin, daha fazla 1s1k alan terminal siirgiin u¢larina nazaran yasama
oraninin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Arastirmamizda, koltuk ve ana sirgtinlerden
aliman meristematik dokularin canlilik oranlar1 ve gelisim diizeyleri ii¢ ¢esit iizerinde
incelenmistir.

Bu calisma ile donor bitkinin fizyolojik gelisim donemi, eksplantin dondr bitki
Uzerindeki yeri (orijini) ve genotipin, asma i¢in meristem canliligi ve gelisimine etkileri tek
tek ele alindigi gibi, dondr bitkinin fizyolojik gelisim donemi ile eksplantin donor bitki

Uzerindeki yeri (orijini) arasindaki etkilesimi de degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Goniilsen ve Ozcan (1980) tarafindan yapilan bir arastirmada, genetik materyalin
muhafazasindan Onceki ¢ogaltma sorunlar1 incelenmis, asmanin siirgiin ucu ve 6. boguma
kadar olan her bir bogumundan alinan pargalar, Knop, Murashige ve Skoog ile Knudson B
ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Calismada en iyi sonuclar, 5.ve 6. bogumdan alinan
pargalarla, Knudson B temel ortaminda yapilan kiiltiirlerden saglanmistir.

Kartha (1981), meristem farklilagmasinin bir dizi faktér tarafindan yodnetildigini
belirtmistir. Bunlar; (1) meristem ucu boyutu, (2) kiiltiir ortam1 tipi, (3) Blyume
diizenleyicilerin konsantrasyonlar1 ve c¢esitleri, (4) cevresel faktorler (1s1k, sicaklik ve
fotoperiyot), (5) diger faktorlerden mevsimsel degisimler ve kullanilan yetistirme tiiplerinin
tipidir. Genellikle meristem boyutu blylk ise rejenere materyal sayisi daha fazla olmakta,
ancak daha kiigiik boyutlu meristemlerinde viriisten arindirilmis olma sans1 ise daha fazla
olmaktadir. Cogu bitki tiiriinde MS ortami meristem kiiltiirii i¢in yeterli bulunmaktadir. Bazi
bitkilerde dokularindaki yliksek fenolik bilesik miktarlar1 ortamda toksik etki
olusturabilmektedirler. Buna benzer durumlarda sivi ortamlarin kullanimi tercih edilmektedir.
Meristemlerin gelisimi, genellikle pH’s1 5,6-5,8 olan asidik ortamlarda desteklenmekte,
Kiiltiire alinan materyallerin gelisimi igin en uygun c¢evresel faktorlerin 26°C sabit sicaklik, 16
saat fotoperiyot ve 3000-4000 liiks 151k yogunlugunun oldugu belirtilmistir. Donér bitkinin
mevsimsel  degisimleri, kiiltiire alinan meristemlerin morfogenetik  potansiyelini
etkilemektedir.

Asma, domates, karanfil, ¢ilek ve frenk lizlimiiniin meristematik dokularini kiiltiire
almak i¢in besi ortamina NAA, IAA, 2-4 D veya Kinetin ekleyen (lzvorska ve Lilov 1981),
biiyiimeyi diizenleyicilerin her zaman organ farklilasmasini uyarmadigini, bunun nedeninin
muhtemelen ic¢sel oksin ve sitokinin varligindan kaynaklandigini, oksin ve sitokininlerin
miktariin her dokuya ve bitki tiiriine gére degistigini belirlemiglerdir.

Meristem kiiltiirii ile cogaltmada saglanacak basari lizerine, bitkilerin genotipi, yasi ve
fizyolojik durumu kadar, kullanilan besi ortami bilesiminin de 6nemli derecede etkili oldugu
bildirilmektedir (Fidan ve ark. 1984).

Dan-Hua ve Meredith (1986), Chenin blanc, Zinfandel, Pinot noir, White Riesling gibi
genotiplerde eksplant kaynaginin, 1sitklanmanin ve ana bitkinin gelisme kuvvetinin etkilerinin
incelendigi ¢aligmalarinda siirgiin ortami olarak 2 mg/l BA katkili s1vi, alt kiiltiirler i¢in de 6
g/l agar ile katilastirilmig MS ortamini (pH 5.8) kullanmiglardir. Arastirma bulgularina gore;
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daha yiikksek olmustur. Bunun yanisira, eksplantin alindigi pozisyonun Chenin blanc,
Zinfandel gibi gesitlerde giiglii bir etkisi ortaya ¢ikmisken; Pinot noir, White Riesling gibi
cesitlerde ise 1stklanma durumunun daha etkili oldugu saptanmistir. Ayrica, siirglin geligme
kuvvetinin de dokunun yasama sansin1 etkiledigi ve daha zayif gelisme gdsteren siirgiinlerden
alinan meristemlerin ¢ok daha yiiksek yasama sansina sahip oldugu belirlenmistir. En iyi
gelisme gosteren ana siirgiin uglarindan en diislik siirgiin sayisi elde edilmis ve bu
eksplantlarda kahverengilesmenin yanisira kallus olusumu da daha fazla gézlenmistir. Ayrica,
eksplant kaynagi ya da adventif stirgtinlerin etkisi, dokunun fenolik madde igerigi ile negatif
iliskili bulunmustur.

Corte ve Mendonce (1985), viriissliz asma klonlarinin hizli ¢ogaltiminda meristem
kiiltiiriiniin 6nemini arastirmislardir. 14 Vinifera ¢esidi, 11 anag¢ ve Vitis rupestris’in 2
formunun tepe ve koltuk tomurcuklarindan alinan meristemler in vitro’da kaltire
almmislardir. Materyalin ¢ogunda meristemin orijini kiiltlirlin bagarisin1 etkilememistir.
Ancak Sercial, Boal ve Negro c¢esitleri ve Jacquez anacinda ise sadece koltuk tomurcuklarinda
basar1 saglanmistir. 99R, 161-49 ve 420 A anaglari, meristemin orijini ne olursa olsun, diistik
cogaltim oranina sahip genotipler olarak saptanmislardir. Sercial, Boal, Negro, Jacquez, 99R
ve 161-49°da bitki elde etmek icin gerekli olan zaman diger materyaller igin gereken zamanin
2 kat1 diizeyinde bulunmus (7 aya kars1 14 ay), 420 A’da ise hi¢ bitki elde edilememistir. Bu
calismanin sonuglarina gore, gen bankalarinin olusumunda in vitro tekniklerinin
kullanilabilecegi one siiriilmiistir.

Meristem kiiltiiriiniin basarisina ¢esitli faktorlerin etkili oldugu Goniilsen (1987)
tarafindan ifade edilmekte, bunlar; ¢esit, gida ortami, bitki parcasinin 6zelligi, cevre sartlari,
meristem kiiltlirlinlin - yapildigi mevsim ve izole edilen meristemin iriligi seklinde
siralanmaktadir.

Celik ve ark. (1988) yaptiklart bir arastirmada, Kalecik Karas1 {iziim ¢esidi ile 41B
Amerikan asma anacinin meristem kiiltiirii ile cogaltiminda besin ortaminin mineral yapisini,
GAs igerigi ve vitamin kompozisyonunun basarisini, oksin-stokinin kombinasyonlarinin ise
siirglin ve kok gelisimi {izerindeki etkilerini arastirmiglardir. Yiiriitilen {i¢ denemenin
ikisinde, MS besin ortaminin mineral bilesimi; normal, %25 ve %50 oraninda {li¢ degisik
konsantrasyonda seyreltilerek kullanilmis, ayrica bu ortamlara degisik konsantrasyonlarda
(0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l) katilan GA3’iin etkileri arastirilmis ve her iki genotip i¢in ‘normal dozda
MS x 0.5 mg/l GAs kombinasyonunun en elverisli kombinasyon oldugu belirlenmistir. Ayni
arastiricilarin yapmis olduklar ikinci denemede ise, MS ortaminin mineral bilesimi normal ve
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Inositol’ den olusan ii¢ farkl1 vitamin formiilasyonunun etkileri incelenmis ve en iyi sonug
normal MS mineral kompozisyonu ve MS vitamin formiilasyonundan elde edilmistir. Ugiincii
denemede ise, ilk iki denemenin sonuglar1 esas alinarak, normal dozda MS mineral ve vitamin
formiilasyonuna sahip besin ortamina kombinasyon halinde katilan BAP ve IBA’nin (0.0, 0.5
ve 1.0 mg /) yine her iki genotipten izole edilen blylime ucu meristemlerinin strgiin ve kdk
olusturma yetenekleri iizerine etkileri incelenmistir. Bu denemenin sonucunda ise Kalecik
Karas1 iizim ¢esidi i¢in siirgiin agsamasinda “1.0 mg/l BAP” koklenme asamasinda ise “1.0
mg/l IBA” katkilit MS ortami en iyi sonucu vermistir. 41B MG anacinda da benzer sonuglar
alinmis, siirgiin olusturma ve koklenme yoniinden “1 mg/l BAP” kombinasyonundan iyi
sonu¢ alinmustir.

Cok kiiciik bir eksplantin kiiltiire alinmasi gelisme sansini diistirmekte ve kiiltlirde
basarty1 sinirlamaktadir. Bu nedenle meristemin yaprak taslaklartyla birlikte kiiltlire alinmasi
basarili bir kiiltiir icin gerekli olmaktadir ve bu ‘meristem ucu kiltiirii’ olarak
tanimlanmaktadir (Grout 1990).

In vivo Ve in vitro’da yetistirilen bitkiciklerden alinan eksplantlar1 kullanan Clog ve
ark. (1990) da in vitro’da yetistirilen bitkiciklerden alinan eksplantlarin in vitro kosullarda
daha iyi rejenere oldugunu belirtmis ve bunun nedeninin de in vivo’da yetistirilen bitkilerden
alman eksplantlarin ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmasi ve doku zararlanmasindan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Benzer sonuglar Gok Tangolar (2002) da in vitro da
yetistirilen bitkiciklerden alinan yaprak eksplantlarin, bagdan alinanlara gore in vitro
kosullarda daha basarili sonucglar vermesiyle elde edilmistir.

Yae ve ark. (1990) Rhizamat iiziimiiniin slirgin uglarmin kiiltiir ortaminda
farklilasmalarini incelemisler. MS ortamimin 0-10 mg/l BA ve 0,01-0,5 mg/l IBA, 1AA veya
NAA ile desteklenmis modifikasyonlar1 iizerinde ¢alisilmis. Optimum BA konsantrasyonu 1
mg/l olarak tespit edilmis. Ayrica IBA veya IAA’nin, NAA’dan daha etkili oldugu ve
optimum oksin konsantrasyonun 0,05 mg/l oldugu belirlenmistir. GA3 ise siirgiin uzamasini
arttirmasina karsin siirgiin cogalmasini1 engellemistir. Calismada ayrica eksplantlarin ortama
yatay yerlestirilmelerinin dikey veya ters yerlestirilmelerine gore daha fazla siirgiin {iretimi
sagladig1 da belirtilmistir.

Sudarsono ve Goldy (1991)’nin dort Muscadine tiziim ¢esidinin in vitro meristem
kiltiirii ile ¢ogaltilabilme yeteneklerinin belirlenmesine yonelik yapmis olduklar1 ¢alismada,
Chee ile degistirilen MS besin ortamina degisik oranlarda BA, kinetin ve TDZ ilave edilerek
degisik eksplant pozisyonlarinin siirgiin olusumuna ve eksplant gelisimine etkileri
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BA ya da kinetin igeren ortamlara gore daha fazla taze agirlik elde edilmistir. Sadece BA veya
sadece kinetin igeren ortamlarda tek siirgiin olusurken, TDZ ile BA ya da Kinetin
kombinasyonlarinin denendigi uygulamalarda daha fazla sayida siirgiin elde edilmistir.
Ayrica, TDZ igeren ortamlarda kallus olusmamistir. Arastirmada farkli pozisyonlardan alinan
aktif tomurcuklar arasinda in vitroda siirgiin iiretimi arasinda farkliliklar gortilmistiir. Stirgiin
tizerinde alttaki 10 bogum ile ugtaki 10 bogum {izerinde bulunan aktif tomurcuklarin in
vitrodaki siirgiin olusturma farkliliklar1 incelenmistir. Genellikle siirglin iizerinde alt
kisimdaki bogumlardan alinan aktif tomurcuklardan olusan siirgiinlerin sayis1 daha yiiksek
olmustur.

Gray ve Benton (1991), degisik sitokininlerin farkli konsantrasyonlarinin meristem
kiltiiriinde basar1 iizerine etkilerini incelemek i¢in MS ortamini kullanmislardir. Daha
onceden 5 uM BA igceren MS ortamlarindan elde ettikleri apikal meristem eksplantlarini 5, 10
ve 20 uM BA; 10, 20 ve 40 pM kinetin ve 0.5, 1 ve 5 uM TDZ kombinasyonlarinda test
etmislerdir. In vitro kbklenme igin surglnler 1 uM NAA igeren veya igermeyen MS ortamina
aktarilmigtir. Farkli sitokinin kombinasyonlar1 icerisinde BA hem kinetin hem de TDZ’ ye
gore ¢ok daha iyi sonu¢ vermistir. 5 ve 20 uM BA iki farkli {iziim ¢esidi i¢in de (sirastyla
Carlos ve Fry) en iyi sonucu vermistir. In vitro koklendirme ¢aligmalarinda 1 uM NAA katkili
ortam, koklenme oranini, kok uzunlugunu ve siirgiin basina diisen kok sayisini arttirmistir.

Mayer ve Roman (1991), surgin ucu kaltarG igin eksplant orijinlerinin etkilerini
tanimladig1 calismada, farkli asma cesitleri ile SBB asma anaci iizerinde c¢alismislardir.
Eksplantlar bahar aylarinda arazide yetisen asmalardan ve Agustos-Eylul aylarinda serada
yetisen asmalardan alinmistir. Siirgiin rejenerasyonunda biiyiik farklar goriilmiis olup sera
sartlarinda yetistirilen Kober 5BB anacindan alinan eksplantlarin rejenerasyon kapasitesi
bakimindan tavsiye edilebilir oldugu belirtilmistir.

Choi ve ark. (1992), 1986-1988 yillar1 arasindaki arastirmalari ile meristemlerin
kiiltiire alim zamani olarak Haziran ayini en uygun zaman olarak belirlemislerdir. Ayrica
meristemlerin kiiltiire aliminda, yarim giigteki MS ortamimin tam giigteki MS ortamindan
daha olumlu sonuglar verdigini tespit etmislerdir. Kiiltiirlerin olusturulmasi ve siirgiin
olusumunu baglatmada en iyi yapmnin, 0,1 mg NAA+ 1,0 mg BA+ 0,5 mg kinetin/litre
birlemisi oldugu, siirgiin farklilagsmasi i¢in tam gilicteki ortamin daha iyi sonu¢ verdigi
bulunmustur. Yapilan ¢alismada Kyoho iiziim ¢esidi i¢in ise en iyi kombinasyon 1,0 mg BA+
0,1 mg IAA/litre ( 0,5 mg/litre kinetin ile birlikte veya olmadan) olmustur.

Meristem bolgesi, etil alkol ile silinmis binokiiler stereomikroskobu altinda yatay hava
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olmasmi saglamak bakimindan sik sik degistirilmesi ve sterilize edildikten sonra
kullanilmalidir. Oncelikle dis yapraklar ve yaprak taslaklar1 temizlenmeli ve sonra
meristematik bolge alinmalidir. Meristematik bdlge cabuk kuruyabilir ve zarar gorebilir.
Kurumay1 6nlemek i¢in sterilize edilen aletlerin sicak olmamasina dikkat edilmeli ve ¢alisma
bolgesinin aydinlatilmasinda 1sinmaya meydan verilmemesi gereklidir (Sherwood 1993).

Botti ve ark. (1993), Vitis tlrlerinde in vitro ¢ogalmaya verilen yanitta, genotipin ¢ok
onemli bir faktor oldugu, bitkinin sahip oldugu fizyolojik durumun siirgiin ¢ogalma orani
tizerinde belirgin etkilerinin oldugunu vurgulamislardir. Ayrica eksplant boyutu ve fizyolojik
yasin meristem sec¢imi, onun hayatta kalma orani ve ¢ogaltimi i¢in 6nemli faktorler oldugu
tespit edilmistir.

Birkag yaprak taslagi ile beraber 1 mm.den kiiciik eksplantlarin kiiltiirii ‘meristem ucu
kiiltirii’ olarak ifade edilmektedir. Bazi kaynaklarda meristem ucu 0,1-0,5 mm olarak
belirtilmekte ve u¢ 0,5 mm’den biiyiikk oldugunda siirgiin ucu (0,5-5,0 mm) olarak
tanimlanmaktadir (Biiriin 2002). Ancak genellikle 1 mm’ den kiiciik eksplantlar viriisten ari
bitkileri elde etmek amaci ile kullanilmaktadir ve meristem ucu eksplantlarimin optimal
biiyiikliigii 0.2-1.0 mm arasidir. Apikal meristem sadece siirgiin ucu bolgesini, siirgiin ucu ise
apikal meristem ile birlikte birka¢ yaprak taslagini belirtmektedir: Boylesine kiigiik
eksplantlarin kesilip ¢ikarilmasi olduk¢a zordur ve bu eksplantlarin yasama sansit ¢ok
diisliktiir; ayrica, bitkilerin in vitro ¢ogaltimi igin pratik degildir (Dodds ve Roberts 1993).

Asmalarda meristem kiiltiirlinde ¢esit veya tiirlere gore besin ortamlarindan farkl
sonuglar  almabilmektedir. Genel olarak Murashige Skoog ortami1 ve bunun
modifikasyonlarindan olumlu sonuglar alinmistir (Uzun ve Sarikaya 1994).

Benson (1995), sogukta muhafaza sonrasinda tiim bitki parcalarmin rejenerasyon
kabiliyetine sahip, yeni slirgiin gelistirme potansiyelinde oldugunu belirttigi arastirmada
ayrica siirgiin ucu biiylikliigii ve orijinin (u¢ veya koltuk siirgiinii), dokularin dondurularak
hayatta kalma kabiliyetlerini etkileyen kritik faktorlerden oldugunu belirtmislerdir.

Kebeli ve ark. (1996), Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisiinde gergeklestirilmis
oldugu calismasinda, Clairette saraplik iizim c¢esidinin meristem kiltiri ile in vitro
kosullarda siirgiin  ucu ¢ogaltimi {izerine, NAA ve BAP’dan olusturulan sekiz ayrn
kombinasyonun etkilerini Mayis aymin ikinci yarisi, Haziran aymin ilk ve ikinci yaris1 ve
Temmuz aymin ilk yarisi olmak lizere dort ayr1 devrede belirlemeye calismistir. Arastirma
sonucunda, NAA kapsamayan 2,0 mg/l’ lik BAP dozunun Temmuz doneminde alinan

meristem dokular iizerinde en etkili doz oldugu belirlenmistir.



Burin ve Tiirkoglu (1996), meristem ve sirgiin ucu kilturlerine etki eden faktorleri
irdelemisler, buna gore dondr bitki ilizerinde eksplantin pozisyonun da etkili bir faktor
oldugunu belirtmislerdir. Giiglii apikal dominansi gosteren bitkilerde terminal ugtan alinan
meristemlerin lateral pozisyonlardan alinanlara gore daha iyi in vitro cevap vermesine ragmen
bircok bitkide u¢ meristemi kadar yan dallarin koltuk altlarindan izole edilen meristemlerden
de iyi sonu¢ alimmustir. Vitis vinifera ve Vitis rupestris tirlerinin apikal ve aksilar
tomurcuklarindan alinan meristemlerde bazi ¢esitlerde sadece aksilar meristemlerin basarili
oldugu belirtilmektedir.

Abdallah ve ark. (1997), meristemlerin biiylimesinin ve gelismesinin, baslangi¢ kiiltiir
ortamindaki besin maddelerinin degiskenligi ile ilgili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica gévde
izerinde meristemlerin pozisyonunun ve boyutunun, drnekleme déneminin, rejenere olmus
bitkiciklerin biliylime ve kaliteleri {izerinde ¢alisilmistir.

Doroshenko (1997)’nun yaptigi bir ¢alismada Vitis vinifera’nin bazi ¢esitlerinin
meristem dokular1, kiigiik (0,17-0,25) ve ekstra kiglik (0,075-0,1) boyutlarda 1-2 yaprak
taslagi ile birlikte izole edilerek sivi ve kati MS ortamlarda farkli BAP konsantrasyonlarinda
(0.5, 1, 2 ve 3 mg/l) kiiltiire alinmislardir. Arastirmada rejenerasyon aktivitesini artirmak igin,
aktif gelisme goOsteren meristem taslaklarinin baslangic ve devam eden siireci i¢in 2 adim
tavsiye edilmistir. Ilk olarak kati ortam {izerinde 3-4 hafta, ikinci adimda ise eksplantlarin
igerisinde siv1 ortam ve filtre kagitlarindan kopriilerin bulundugu tiiplere aktarimlaridir. Her
iki siiregte de optimum gelisim 1 mg/l BAP konsantrasyonundan elde edilmistir.

Meristem kiiltiirtintin ilk uygulandig1 yillarda White ortami en sik kullanilan besi
ortamiyd1 (Hatipoglu 1997). Daha sonra Murshige ve Skoog ortaminin (MS) daha uygun
oldugu bulunmustur (Buriin ve Tiirkoglu (1996). Murashige ve Skoog (MS) veya Linsmaier
ve Skoog (LS) ortamlarinin mineral madde kompozisyonu. O6zellikle bitki rejenerasyon
ortamlarinda ¢ok sik kullanilmaktaysa da (Hatipoglu 1997) halen meristem, siirgiin ucu ve
tomurcuk kiiltiirii icin genel bir ortam mevcut degildir. MS ortami bazi modifikasyonlar
yapilarak en fazla kullanilan ve en basarili sonuglar veren besi ortamidir ancak, Roubelakis-
Angelakis ve Katsirdakis (1990) tarafindan bildirildigine gore; kiiltiir ortam1 ve genotip
arasinda siki bir iligki bulundugu da unutulmamalidar.

Meristem kiiltiirii, siirgiin ucundaki meristematik biiylime konisi ile hemen altindaki
birka¢ yaprak taslagini igeren kismin binokiiler mikroskop altinda kesilerek ¢ikarilmasi ve in
vitro kosularda yapay besin ortamlarinda kiiltiire alinarak bunlardan tam ve saglikli bitkiler

elde edilmesini kapsamaktadir (Hatipoglu 1997, Celik ve ark. 1998).
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Kebeli ve ark. (1999), Yapincak, Hafizali, Papazkarasi, Bozcaada Cavusu, Kozak
Beyazi, Gamay, Clairette, Semillon iiziim ¢esitleri ve 99R, Kober 5BB, Rupestris du Lot
anaclarinin  silirgiinlerinden alman meristematik dokular1 kullanarak bazi1 virilislerden
arindirilmig bitkiler elde edilmesine yonelik olarak meristem kiiltiirii yonteminin kullanildig:
bu calismada, besin ortami olarak Murashige Skoog (1962) ortami kullanilmistir. Baslangi¢
ve slirglin olusturma asamasinda biiyliimeyi diizenleyici maddelerden ¢eside gore degistirilen
dozlarda (1-2 mg/1) olmak tizere BAP, koklendirme asamasinda ise oksin grubundan IBA 1
mg/1 dozunda kullanilmistir.

Tangolar ve ark. (1999) Perlette iiziim ¢esidi ile Harmony, Salt Creek, Rupestris du
Lot, 41 B ve 5BB Amerikan asma anaclarinin siirgiin uglarindaki toplam fenolik bilesik
miktarlari, vejetasyon periyodu boyunca yaklagik iicer hafta araliklarla alinan 6rneklerde
incelenmistir. Bunun yani sira siirgin uglart 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l GAj; igeren MS
ortaminda da kiiltiire alinmis ve besi ortamindaki canliliklar1 ve ortamda olusturduklar
kahverengilesme ile toplam fenol miktarlar1 arasindaki iligkiler de arastirilmistir. Sonugta,
toplam fenol miktarinin tiim c¢esit ve anaglarda vejetasyon periyodu boyunca arttig1
gozlenmistir. Besi ortamina dikilen siirgiin uglarinin canliliklarinda ve ortamda meydana
getirdigi kahverengilesmede ise diizensiz degisimler saptanmistir. Eksplant canlilig1 ile ortam
kahverengilesmesi arasinda negatif bir korelasyon belirlenmistir. Ayrica, giines etkisindeki
celiklerden elde edilen siirgiin uclariin golgedekilere kiyasla daha yiiksek miktarlarda toplam
fenol icerdigi saptanmis, ancak eksplant canliligi bakimindan aralarinda 6nemli farkliliklar
saptanmamuigtir.

Dokular ana bitkiden ayrilip eksplant hazirlanmasi sirasinda yaralanirlar; bu durum
cogunlukla hava tarafindan okside edilen, peroksidazlar tarafindan okside edilen, veya
polifenoloksidazlar tarafindan okside edilen ve hem dokuda, hem de kiiltiir ortaminda
kahverengilesme veya kararma ile sonuglanan ¢esitli bilesiklerin aciga ¢ikmasina neden olur.
Eksplant hazirlama sirasinda eksplanta az zarar verme, antioksidanlarin kiiltiir ortaminda
kullanimi, ortamdaki mineral tuzlarin azaltilmasi, 6n ortam kullanilmasi, biiyliime diizenleyici
maddelerin kontrolii, aktif komiir kullanimi, 151k diizeyinin azaltilmasi, eksplantlart gesitli
cOzeltilerde bekletme ve hizli transferin, dokulardan zararli bilesiklerin agiga ¢ikmasini
onlemede ve dolayisiyla dokulardaki kararmalar1 engelleyebilecek ¢oziim yollari oldugu
belirtilmektedir (Ellialtioglu, 1999).

Goktirk Baydar ve ark. (2003) vejetasyon siiresince 15 giin araliklarla 4 farkli {iziim
cesidinden alman siirgiin uclarinda Indol asetik asit (IAA), Gibberellik Asit (GAs), zeatin ve
absisik asit (ABA) ile fenolik bilesiklerde meydana gelen degisiklikler ile bu degisikliklerin
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asma siirgiin ucu kulturd tizerine olan etkilerinin belirlenmesine c¢alisgilmistir. Gerek siirgiin
ucu kiltiirii gerekse toplam fenolik madde, i¢sel hormon ve fenolik bilesikler bakimindan elde
edilen basarinin 6rnek alim tarihlerine ve gesitlere gore degistiginin belirlendigi arastirmada,
toplam fenolik madde miktari ile biiyiime gosteren eksplant orani arasinda negatif bir iliskinin
bulundugu tespit edilmistir. Arastirmada ayrica i¢sel hormonlarin birbirlerine olan oranlarinin,
Ozellikle de biliylimeyi uyarici/engelleyici hormon (U/E) oranminin yikselmesiyle buyume
gosteren eksplant oraninin arttig1 belirlenmistir. Ayrica fenolik madde miktarlarinin ¢esitlere
gore degistigi ve basta gallik asit, katesin ve katesol olmak iizere bazi fenolik bilesiklerin
bliylime gosteren eksplant orani iizerinde negatif etkilerinin bulundugu da tespit edilmistir.

Sobolev ve Doroshenko (2004) 1siklandirma yogunlugu ve siiresinin, asma meristem
eksplantlarinin  gelisimi {izerindeki etkilerin incelendigi calismada, en iyi meristem
rejenerasyonunun 1800-2000 luks’lik 1siklandirmada gerceklestigi gozlenmis (%100). En
uygun aydinlatma siiresinin ise 14 ve 16 saat giinliik aydinlatma oldugu belirlenmistir.

Asma siirglin uclarinda bulunan fenolik bilesiklerin vegetasyon dénemi iginde
gostermis olduklar1 degisimin incelendigi arastirmalarda (Gokturk Baydar ve ark. 2006;
Goktirk Baydar ve ark. 2003), mayis, haziran, temmuz ve agustos aylarinda alinan siirgiin
uclarinda en diisiik toplam fenolik madde igerigi, mayis ayinda alinan oOrneklerde tespit
edilirken; temmuz ve agustos aylarinda yiikseldigi tespit edilmistir.

Berljak ve Koruza (2006) asmada meristem farklilagmasina ilk kiiltiir ortaminin
etkisini incelendikleri arastirmada, iki farkli asma ¢esidi ve iki farkli kompozisyonda (a= 2
mg/l BA, b= 1,5 mg/l BA+ 0,2 mg/l JAA) MS ortam1 degerlendirilmis. Sonugta a biiyiimeyi
diizenleyicileri ile desteklenmis MS ortaminda % 21 meristem farklilasmasi, b biiyiimeyi
diizenleyicileri ile desteklenmis MS ortaminda ise % 77 meristem farklilagmasi elde
edilmistir.

Perez-Tornero ve ark. (2006) 4 kayisi g¢esidinin in vitroda baslangi¢ ve gelisimleri
{izerine eksplant orijininin (meristem veya koltuk siirgiinii) etkilerini incelenmislerdir. /n vitro
kiiltiir baslangicinda koltuk siirgilinleri kullanildig1 zaman bulasma oranlarinin énemli 6lciide
yiiksek oldugu bulunmustur, meristemlerin kullanilmasina gore. Ancak baslangi¢ ortaminda,
koltuk stirgiinleri kullanildig1 zaman eksplantlarin hayatta kalma oranlarinin daha iyi oldugu
ve gelismis siirglinler tretmek icin gerekli zamanin daha kisa oldugu belirtilmektedir.
Meristemler ve koltuk siirgiinlerinden elde edilen siirgiinlerin koklenme kabiliyetleri arasinda
fark bulunmamustir.

Sultanin ve Sahebi asma g¢esitlerinin in vitro rejenerasyonu igin surgin ucu

meristemlerinin kullanildigi arastirmada, MS ortamimin 4 farkli biliylime diizenleyici ile
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modifiye edilmis halleri degerlendirilmistir. Bunlar, A (1 mg/l BA), B (1,5 mg/l BA), C (1
mg/l IBA+ 1,5 mg/l BA) ve D (1 mg/l TDZ) dir. Arastirma sonucunda, eksplant basina
tiretilen siirgilin sayis1 bakimindan en yiiksek ortalamay1 B ve C kiiltiir ortamlarinin (3,8-5,4)
verdigi tespit edilmistir (Aazami 2010).

Shatnawi ve ark. (2009) yaptiklar1 arastirmada, Salty Kodari {iziim ¢esidinin siirgiin
uclarini yarim giigteki MS ortaminda kiiltiire almislar ve siirgiin farklilagsmasi iizerine BAP ve
Kinetinin etkilerini incelemislerdir. Bunun i¢in degerlendirdikleri parametreler, eksplant
basina yeni olusan siirgiin sayisi, siirgiin uzunluklar1 ve eksplant basina yeni olusan yaprak
sayilaridir. En yiiksek in vitro ¢ogalma oranin1 0,8 mg/l BAP vermistir (eksplant basina 5,25
adet siirgiin ve 9,75 olusan yaprak sayisi ile). En yiiksek uzama oranina ise Kinetinin 0,2
mg/I’lik konsantrasyonunda ulasilmistir (28,5 mm ile).

Smerea ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada meristemlerin rejeneratif kapasitelerindeki
sapmalar tlizerinde yogunlasmislardir. Buna goére meristemlerin rejeneratif kapasitedeki
farklarinin genotipe bagl oldugu, ayrica bu degisimin kaynaginin virlis enfeksiyonuna bagh

olarak ta farklilik gdsterebildigini 6ne stirmiislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Arastirmada, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisti Midiirliigi arazisinde Kober 5BB
anaci iizerine asili olarak tesis edilmis Trakya Ilkeren, Gamay ve Italia {iziim gesitlerinin ana
(yazlik) ve koltuk siirgiinleri iizerindeki biiyiime Kkonilerinden izole edilen 0.1-0.4 mm
capindaki meristematik dokular kullanilmistir. Arastirmaya konu ¢esitlerin 6zellikleri kisaca

sOyledir:

3.1.1 Trakya ilkeren: 1993 yilinda tescil edilen gesit Alphonse Lavallée X Perlette
melezidir. Yumusak cekirdekli, cok erkenci bir ¢esittir. Koyu kirmizi, iri (6-7 g) tanesi olup
salkimlarda iridir (400-500 g). Omcalarin gelismesi ve verimi iyi olup karisik ve uzun
budama 6Onerilir (Anonim 2005). Siirgiin ucu tiiylilligi yok veya ¢ok seyrek, siirgiin gelismesi
yar1 dik yonliidiir.

3.1.2 Gamay: Sinonimleri Gamay noir, Gamay beaujolais ve Petit gamai’dir. Mavi-siyah tane
rengine ve 2-3 adet ¢ekirdege sahip saraplik bir ¢esittir. Taneleri yuvarlak ve kiigiiktiir. Orta-
erken donemde olgunlagsmakta ve uzun budama onerilmektedir (Celik 2006). Siirgiin ucu

tiyliligi az, stirgiin gelisimi diktir.
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Sekil 3.2 Gamay Cesidi

3.1.3 italia: Bicane X Muscat Hamburg melezidir. Iri taneli (6-7 g), aromali, kalin kabuklu,
cekirdekli (1-3), iri salkimli (400-500 g), beyaz sofralik bir gesittir. Orta mevsimde (Eyliil
sonu) olgunlasir. Kisa budamaya uygundur (Anonim 1990). Siirgiin ucu tiiyliliigii seyrek,

stirglin gelismesi yatay yonliidiir.
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Laboratuar calismalari, Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitiisi Miidiirligii Doku
Kiiltiirti Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 Besin Ortaminmin Bilesimi ve Hazirlanmasi

Arastirmada besin ortami olarak Barlass ve ark. (1982) tarafindan 6nerilen, asma igin
standart Slgiilerde vitamin ve mineral kompozisyona sahip Murashige ve Skoog (1962) ortam1
kullanilmistir. Bu ortamin igerdigi vitamin ve mineraller ile konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1’de
verilmisgtir.

Baslangi¢c ortami olarak tanmimlanan meristem kiiltiiriiniin bu asamasinda besin
ortamina, biiyiimeyi diizenleyici maddelerden 1.5 mg/l BAP eklenmistir. Ayrica ortam Celik
(2002)’de oldugu gibi 6 g/l ile yar1 kati hale getirilmistir. Besin ortaminin pH’s1 agar
eklendikten sonra 5,8 olarak ayarlanmis, uzunlugu 100 mm, ¢ap1 25 mm olan tuplerin
icerisine 10 ml doldurulmustur. Calismada kullanilacak diger malzemeler (bisturi, pens vs.)
ile icerisinde besin ortamimin bulundugu tiipler, icerdikleri besin ortami miktarina uygun

olarak 121°C’de 15 dakika siireyle sterilizasyona tabi tutulmuslardir (Sekil 3.4) .

Sekil 3.4 Meristem Izolasyonunda Kullanilan Malzemeler
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Cizelge 3.1 MS Besin Ortaminda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Miktarlari

Ortam Bilesenleri Kullanilacak Miktar (mg/l)
NH;NO3 1650
CaCl,.2H,0 440
MgSQO,.7 H,O 370
KH,PO,4 170
H3BO3 6.2
MnSQO,.4 H,O 22.3
ZnS0,4.7 H,0O 8.6
Kl 0.83
Na;MoQ, 2 H,0 0.25
CuS0,4.5 H,O 0.025
CoCl,. 6 H,0 0.025
Na, EDTA 37.25
Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxin HCI 1
Thiamine HCI 0.1
KNO3 1900
Sakkaroz 30000
Agar 6000

3.2.2 Siirgiin U¢larinin Toplanmasi ve Dezenfeksiyonu

Meristematik dokulari kullanilacak siirgiin uglari, herhangi bir su kaybma
ugramamalart i¢in igerisinde su bulunan kaplarla laboratuara tasmmistir. Laboratuvara
getirilen siirgiin uglari, % 15°1ik sodyumhipoklorit i¢erisinde 15 dakika bekletilmis, ardindan
3 kez 5’er dakika siire ile steril saf su ile calkalanarak yikanmistir. Tiim bu islemler, steril
kabin igerisinde gergeklestirilmistir. Laminar hava akigh steril kabin, her ¢alisma Oncesi

%96’1ik etil alkol ile temizlenmis ve 30 dakika UV 1sikta birakilmistir.
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Sekil 3.5 Gamay Cesidinde Ana Siirgiin (a) ve Koltuk Siirgiinu (b)

Sekil 3.6 Trakya ilkeren Cesidinde Ana Siirgiin (a) ve Koltuk Siirgiinii (b)
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Sekil 3.7 Italia Cesidinde Ana Siirgiin (a) ve Koltuk Siirgiinii (b)

3.2.3 Meristemlerin izolasyonu ve Kiiltiire Alnmasi

Stirgiin uclari, ince uclu enjektdr ve pens kullanilarak distan i¢e dogru yaprak
taslaklar, siiliik taslaklari, pullar ve tiiylerin alinmasi ve ucta 1-2 yaprak taslag: ile apikal
meristem kismi kalacak sekilde 0.1-0.4 mm biiyiikliiglinde eksplantlar izole edilmistir (Sekil
3.8). Bu blyuklikte olan meristem dokusu ile birlikte iki yaprak taslaginin bulunmasi,
eksplantlarin in vitro kosullarda gelisme sansini1 daha da yiikseltmektedir (Kara 1992). Cok
kiigiik materyaller ile ¢alisildigindan bu islemler binokiiler stereomikroskopta ve herhangi bir
bulasmanin dniine gegmek amaciyla laminar hava akish kabinde gergeklestirilmistir. izole
edilen meristemler her tiipte bir adet meristem olacak sekilde tiiplere aktarilarak, 3 hafta
stireyle kiiltiire almmuslardir (Celik 2002). Su kaybina karst son derece duyarli olan bu
dokunun kurumamasi igin izolasyon ve dikim iglemlerinin miimkiin oldugu kadar hizl
yapilmasina ¢aligilmistir. Ayn1 zamanda islemler sirasinda kullanilan tiim aletler %96’lik etil

alkole daldirilip aleve tutularak, eller ise yine bu alkolle yikanarak dezenfekte edilmislerdir.
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7

Sekil 3.8 Eksplant Olarak Kullanilan Meristematik Doku

Sekil 3.9 Iklim Odas1 ve Kullanilan Tiiplerin Genel Goriiniisii
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3.2.4 Kiiltiir Kosullar:

Izole edilen dokularin gelistirilmesinde Tekirdag Bagcilik Arastirma Enstitisi
Miidiirliigii’'nde bulunan iklim odasi kullanilmistir (Sekil 3.9). Burada iklim kosullar1 25+1°C
sicaklikta, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta, 4000 liks aydinlatma ile
saglanmustir.

3.2.5 incelenen Ozellikler ve Denemelerin Degerlendirilmesi

Calismada ii¢ degisik gelisme periyodunda (¢igeklenme baslangici, tane tutumu,
tanelerin bezelye biiyiikliigii aldigi donemi) ve bunlardan da 2 degisik eksplant kaynagindan
(yazlik ve koltuk siirglinii) materyaller alinmigtir. Dolayisiyla 6 degisik uygulama sz
konusudur. Bu 6 uygulamanin her biri 3 tekerrirden olusturulmus ve tekerrurlerde 10’ar
materyal ile ¢alisilmistir. Burada bahsi gecen kavramlarin agiklamast;

Cigceklenme Baglangict Donemi: Salkim sapma yakin kisimlardaki ¢iceklerin agilmaya
basladig1 donemdir.

Tane Tutum Donemi: Déllenen tanelerin perikarpinda hizli bir biiylimenin gergeklestigi ve
tanelerin yaklasik 3-4 mm c¢apina eristigi donemdir.

Tanelerin Bezelye Biiyiikliigii Aldigi Donem: Salkimlardaki tanelerin bezelye (iri sagma)
biiyiikliigiinii aldig1 ve salkimlarin asagiya dogru iyice sarktigi donemdir.

Ana(yazlik, terminal) Surgin: Vejetasyon doneminin baglamasiyla primer tomurcugun
kabarmasi ve patlamasi sonucu olusan siirgiinlerdir.

Koltuk Siirgiinii: Asmanin kisa siirgiinleri olup, olustugu vejetasyon déneminde siren aktif
tomurcugun patlamasi sonucunda yaprak koltuklarindan ¢ikan siirgiinlerdir.

Veriler Tesadlf Parsellerinde Faktoryel Deneme Desenine gore JMP programi
kullanilarak degerlendirilmis, olusan farklilik diizeyleri de LSMeans Student’s t testine gore
belirlenmistir. Arastirmada uygulamalar igerisinde ve arasinda su 6zellikler incelenmistir:

1. Meristem Canlilik Orani (%)

2. Meristem Gelisim Diizeyi (mm)

Meristem canlilik oranlari, 3 haftalik gelisimden sonra canli materyal sayilarinin
yiizde oranlar1 hesaplanmasiyla bulunmustur. Bunun yaninda binokiiler mikroskop altinda ve
kadranli lam {izerinde en ve boy olgtimleri yapilmis, ilk 6l¢tim ile i¢ haftalik gelisim sonrasi
yapilan Ol¢iim arasindaki fark, eksplantlardaki gelisme farklarini olusturmustur. Elde edilen
en ve boy fark degerlerinin toplaminin ikiye boliinmesiyle eksplant basina gelisim diizeyleri

hesap edilerek veriler istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Cesitlerin Fenolojik Gozlemleri ve Uygulama Tarihleri

Tez caligmamizin uygulama zamanlaria iligkin olarak tespit ettigimiz fenolojik

gozlemlere ait veriler Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu tarihler baz alinarak meristem izolasyonu

ve kiiltlire alim uygulamalar, Cizelge 4.2°de goOsterilen tarihlerde gergeklestirilmistir.

Tarihlere baktigimizda en erken ciceklenen ve tane tutumuna ulasan c¢esit Gamay olmustur.

Trakya Ilkeren cesidi hasat tarihi olarak Gamay cesidinden daha 6nce olgunlasmasina karsin,

ciceklenme baslangici, tam ¢i¢ceklenme ve tane tutumu doénemleri Gamay ¢esidinden daha

ge¢, ancak tanelerin bezelye biyiikliigiini aldigi donemi Gamay cesidine gore daha erken

gerceklesmistir. Bu {i¢ cesit arasinda tiim donemler bazinda Italia ¢esidi daha gegci bir

gorliiniim ¢izmistir.

Cizelge 4.1 Cesit Bazinda 2010 Yilina iliskin Fenolojik Gozlemler

Biiyiikliigii Aldig1 Donemi

Gamay Trakya ilkeren Italia
Ciceklenme Baslangici 24.05.2010 26.05.2010 30.05.2010
Tane Tutumu 03.062010 |  06.06.2010 07.06.2010
UEelErln el 25.06.2010 23.06.2010 28.06.2010

Cizelge 4.2 Meristem Izolasyonu ve Kiiltiire Alim Tarihleri

Gamay Trakya ilkeren italia

Ana Koltuk Ana Koltuk Ana Koltuk
Slrgin Sdrglnd Silrgin Sdrgdnd Slrgin Sirglna

Ciceklenme
24.05.2010 | 25.05.2010 | 27.05.2010 | 27.05.2010 | 31.05.2010 | 01.06.2010

Baslangici
ngjnnem 03.06.2010 | 04.06.2010 | 07.06.2010 | 07.06.2010 | 08.06.2010 | 08.06.2010
g’gﬁﬂr{ﬁ 25.06.2010 | 25.06.2010 | 23.06.2010 | 24.06.2010 | 28.06.2010 | 29.06.2010
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Meristemlerin izole edilerek besin ortamlarinda kiiltiire alinmalarindan 3 hafta sonra
eksplantlarin canliliklar1 ile doku gelisimleri en ve boy olarak Ol¢lilmiistiir. Bu Olc¢timler
binokiiler mikroskop altinda, 0,01 mm hassasiyetli kadrana sahip lam (zerinde

gerceklestirilmistir.

4.2 Meristemlerin Gelisim Diizeyleri

Meristem izolasyonu sirasinda, izole edilen meristemlerin en ve boylar1 binokiiler
mikroskop altinda, 0,01 mm duyarliliktaki lam Gzerinde Ol¢iimleri yapilan materyaller (¢
haftalik gelisim siiresi sonrasinda oncelikle canliliklar1 kontrol edilmek suretiyle daha sonra
yine binokiiler mikroskop altinda ve kadranli lam {izerinde en ve boy dlgiimleri yapilmistir.
Ik 6lgiim ile {i¢ haftalik gelisim sonrasi yapilan 6lgiim arasindaki fark, eksplantlardaki
gelisme farklarini olusturmustur. Elde edilen en ve boy fark degerlerinin toplaminin ikiye
boliinmesiyle eksplant basina gelisim diizeyleri hesap edilmistir. Elde edilen veriler

istatistiksel degerlendirmeye alinmiglardir.

Sekil 4.1 izole Edildikten Sonra (a) ve 3 Haftalik Gelisim Sonrasi (b) Meristem Eksplant1
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4.2.1 Fizyolojik Gelisme Donemleri Bazinda Meristem Gelisim Diizeyleri

Caligilan toplam 540 eksplant verileri goz Oniine alinarak yapilan degerlendirmede,
eksplant basina meristem gelisim diizeyinin en yiiksek degeri tanelerin bezelye biiyiikligii
aldig1 dénemde (0.116 mm), en diisiik degeri ise gigeklenme baslangici doneminde (0.039
mm) verdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.3).

Gelisim diizeylerinin donemler ortalamasina baktigimizda c¢igeklenme baslangici
doneminden tanelerin bezelye biiylkligii aldigi déneme dogru ilerleyen fizyolojik gelisim
stirecinde, donemler ilerledikce izole edilen meristemlerin gelisim diizeylerinin de arttigi, bu
artisin istatistiki olarak ta anlamli oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiki gruplandirmada
ise tanelerin bezelye biiyiikligii aldigi donemin diger iki doneme gore anlamli bir farklilik

gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3 Fizyolojik Gelisme Donemleri Bazinda Meristem Gelisim Diizeyleri (mm)

Tanelerin Bezelye

el Tane Tutumu | Biiyiikliigii Aldig: Cesitler
Baslangici ) Ortalamasi
Donem
GAMAY 0.027 b 0.039b 0.116 a 0.061
TRAKYA
ILKEREN 0.054 0.086 0.092 0.078
ITALIA 0.035 b 0.056 b 0.139 a 0.077
Dénemler 0.039 B 0.060 B 0.116 A
Ortalamasi
(LSD= % 5)

Meristem gelisim diizeylerinin g¢esitler ortalamasinin karsilastirilmasinda istatistiksel
bir farklilik belirlenmemesine kargin, Gamay ¢esidinde elde edilen gelisim diizeyinin (0.061
mm) diger iki ¢eside oranla diisiik oldugu ortaya ¢cikmustir (Cizelge 4.3). Italia (0.078 mm) ve
Trakya Ilkeren (0.077 mm) cesitlerinde ise gelisim diizeyleri birbirine ¢ok yakin bulunmustur.
Caligilan ti¢ gesidin gelisim diizeylerini kendi i¢lerinde inceledigimizde, ii¢ gesidin de

ciceklenme baslangici doneminde alinan materyallerinin gelisim diizeyleri, diger donemlere
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nazaran en diisiik degerleri vermis, bu ¢esitlerin tanelerin bezelye biiyiikliigii aldigi dénemde
izole edilen materyalleri ise en yiiksek degerleri gostermistir.

Yapilan istatistiki degerlendirmeye gore Gamay ve ltalia gesitlerinde tanelerin bezelye
biyiikliigii aldigi donemde izole edilen meristemlerin gelisim diizeyleri diger donemlere
nazaran 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Trakya ilkeren ¢esidinde ise tanelerin bezelye
blytikligl aldigt donemde izole edilen meristemlerin gelisim diizeyleri diger donemlere

oranla yliksek bir deger vermesine karsin burada istatistiki agidan bir fark tespit edilmemistir.

0,16

0,14 +
=
e 0,12 +
E
E 01T Gamay
o ~——Trakya ilkeren
5 0,08 + e
o Italia
g 0,06 + e Genel
2
] 0,04 -
=

0,02 +

0 t
Ciceklenme Tane Tutumu Tanelerin
Baslangici bezelye

buyuklagi
aldig1 dénem

Sekil 4.2 Cesitlerin Fizyolojik Gelisme Dénemlerine Ait Meristem Gelisim Diizeyleri (mm)
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4.2.2 Orijin Bazinda Meristemlerin Gelisim Diizeyleri

Meristem gelisim diizeylerinin orijin ortalamalar1 acgisindan yapilan degerlendirmede
koltuk strgiiniinden izole edilen meristem eksplantlarinin (0.081 mm), ana (yazlik)surgiinden
izole edilen meristem eksplantlaria (0.062 mm) gore daha iyi bir gelisim gosterdigi tespit
edilmistir.

Koltuk surgunlerinden izole edilen meristematik dokularin ana (yazlik) strginden
izole edilen meristematik dokulara oranla daha iyi sonug¢ verdigi istatistiksel olarak da

dogrulanmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Orijin Bazinda Meristemlerin Gelisim Diizeyleri (mm)

Koltuk Ana (Yazhk)
Surgund Surgun
GAMAY 0,076 a 0,046 b
TRAKYA
ILKEREN 0,096 a 0,059 b
ITALIA 0,077 0,076
ST 0,081 A 0,062 B
Ortalamasi
(LSD=%5)

Cizelge 4.4’de c¢esitleri tek tek degerlendirdigimizde tiim gesitlerin  koltuk
sirglinlinden alinan eksplantlarda meristem gelisim diizeylerinin ana siirgiinden alinan
eksplantlara gore daha yiiksek bir degerde oldugu, bu durumun italia ¢esidi disinda Trakya
[lkeren ve Gamay cesitlerinde istatistiki olarak anlamli bir farkliliga isaret ettigini sdylemek
gerekir. Italia gesidinde iki orijin arasindaki meristem gelisim diizeyi farklilig: yok denecek

kadar azdir.
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~ Genel
, Italia
0,011 Trakya llkeren

Gamay

Meristem Gelisim
Dizeyi

Koltuk Sarguni
Ana Sirgin

Sekil 4.3 Orijin Bazinda Meristemlerin Gelisim Diizeyleri

4.2.3 Orijin-Dénem interaksiyonunda Meristemlerin Gelisim Diizeyleri

Meristemlerin gelisim diizeylerinin orijin-donem etkilesimine baktigimizda, koltuk
stirgununden izole edilen eksplantlardaki gelisim diizeylerinin tiim donemlerde ana siirgiinden

izole edilen eksplantlara gore yiiksek oldugu goriilse de bu durum istatistiki olarak anlamli

bulunmamustir. (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Orijin-Donem Interaksiyonunda Meristemlerin Gelisim Diizeyleri (mm)

Ana
SISOIth.. (Terminal)
argund N
Surgun
Gigeklenme 0.044 0.033
Baslangic1 Donemi
Tane Tutumu 0.073 0.047
Donemi
Tanelerin Bezelye
Biiyiikliigii Aldig: 0.127 0.104
Donem
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Baslangici  Tutumu Bezelye
Buyuklagi
Aldigi
Donem

Sekil 4.4 Orijin-Donem Interaksiyonunda Meristemlerin Gelisim Diizeyleri

4.3 Meristem Canliliklar:

Denemenin bu asamasinda kiiltiire alinan meristem eksplantlarinin, {i¢ haftalik gelisim
siireci sonrasindaki canliliklart gézlenmistir. Islem yine binokiiler mikroskop altinda

gerceklestirilmis olup, canliligini devam ettiren materyaller tespit edilmistir.

Sekil 4.5 Canliliginm1 Yitirmis Meristem
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4.3.1 Donem Bazinda Meristem Canhliklar:

Meristem canliliklarinin dénem ortalamalari incelendiginde, tane tutumu (% 45.53) ve
tanelerin bezelye biiylikligii aldigi donemde (% 48.86) izole edilen eksplantlarin ¢iceklenme
baslangicina (% 37.56) gore daha yiiksek degerler verdigi goriilmektedir. Burada da tipki
meristem gelisim dlzeylerinde oldugu gibi, dénemler ilerledik¢e meristem canliliklarinda
artis oldugu goze carpmaktadir. Bu calismada genel olarak elde edilen meristem canlilik
oranlarinin diisiik oldugu soylenebilir. Bunun nedeninin izole edilen meristematik dokularin
kisa da olsa bir middet 6lciim i¢in bekletilmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda tane tutum doénemi ve tanelerin bezelye
biyiikliigii aldigt donemde izole edilen meristematik dokularin ¢i¢eklenme baslangict
doneminde izole edilen dokulara oranla meristem canliligi acisindan anlamli bir farklilik

olusturdugunu gérmekteyiz(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Fizyolojik Gelisme Donemleri Bazinda Meristem Canliliklar (%)

Tanelerin Bezelye

BT Tane Tutumu | Biiyiikliigii Aldig: Cesitler
Baslangici ) . Ortalamasi
Ddnemi
GAMAY 29.64 b 41.92 ab 53.50 a 41.69b
TRAKYA
iLKEREN 45.96 50.81 48.12 48.30 a
ITALIA 37.08 43.85 44.96 41.96 b
Donemler 37.56 b 4553 a 48.86 a
Ortalamasi
(LSD=%5)

Meristem canliliklarina gesitler ortalamalar1 dikkate alinarak baktigimizda Trakya
Ilkeren cesidinin diger iki ceside oranla daha yiiksek degerler verdigi Cizelge 4.6’da
goriilmektedir. Trakya ilkeren’nin meristem canlih@indaki bu farklilik istatistiksel olarak da
diger cesitlere gore anlamli bulunmustur. Gamay ve Italia cesitleri arasinda ise meristem

canlilik degerleri birbirine yakindir.
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Sekil 4.6 Donem Bazinda Meristem Canliliklar1 (%)

Calisilan ti¢ ¢esit kendi iclerinde fizyolojik gelisme donemlerine gore meristem
canliliklar1 ag¢isindan incelendiginde, ti¢ g¢esidin de ¢igeklenme baslangict déneminde izole
edilen materyallerinin canlilik oranlari, diger donemlere nazaran en diisiik degerleri vermis,
bu cesitlerin tanelerin bezelye biiytikligii aldigi doneminde izole edilen materyalleri ise en
yiiksek degerleri(Trakya Ilkeren hari¢) gostermistir (Cizelge 4.6). Bu  durumu istatistiksel
acidan degerlendirdigimizde, sadece Gamay c¢esidinin tanelerin bezelye biiyilikligii aldig
doneminde tespit edilen meristem canliliklart diger donemlere nazaran énemli derecede farkli
bulunmustur. Diger iki c¢esitte ise istatistiki agidan donemler arasinda bir fark tespit

edilememistir.

4.3.2 Orijin Bazinda Meristem Canlhiliklar:

Meristem canliliklarinin orijin ortalamalar1 dikkate alinarak incelendiginde, koltuk
strgununden (% 47.06) izole edilen materyallerin ana surglinden (% 40.90) izole edilen
materyallere gore daha iyi sonuclar verdigi saptanmistir. Orijin ortalamalar1 bazinda meristem

canliliklar1 arasindaki fark yapilan istatistiksel analiz ile de anlamli bulunmustur(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7 Orijin Bazinda Meristem Canliliklar1 (%)

Koltuk Strgint AIE! (Ter_r_mnal)
Surgin
GAMAY 48.02 a 35.36 b
TRAKYA
ILKEREN 53.57 a 43.02 b
ITALIA 39.59 44.33
Orijinler
Ortalamasi 47.06 a 40.90 b
(LSD=%5)

Cesitleri kendi i¢lerinde meristem canlilik oranlar1 agisindan orijinleri dikkate alarak

degerlendirdigimizde, Trakya Ilkeren ve Gamay cesitlerinde koltuk siirgiinlerinden izole

edilen meristematik dokularin ana siirgiinden izole edilen dokulara gore yiiksek degerler

verdigi (sirasiyla % 53.57 ve % 48.02) tespit edilmistir. Bu farklilik istatistiksel analiz

sonucunda da anlamli bulunmustur. Bunun yaninda Italia cesidinde ana siirgiinden alian

dokularin meristem canlilik oranlar1 (% 44.33) koltuk siirgiinlerinden alinanlara gore (%

39.59) yiiksek oldugu, ancak bu durumun yapilan istatistiki degerlendirmede énemli olmadig1

belirlenmistir. (Cizelge 4.7).
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4.3.3 Orijin-Dénem Interaksiyonunda Meristem Canhliklar

Son olarak fizyolojik gelisim donemi ile orijinin meristem canliliklart bakimindan
etkilesimi degerlendirilmistir. Burada yapilan istatistiki degerlendirmede incelenen iki
ozelligin (Fizyolojik gelisim donemi ve eksplant kaynagi) meristem canliligi bakimindan
birbirleriyle etkilesim iginde bulunmadiklari tespit edilmistir. Buna ragmen tanelerin bezelye
biiyiikliigii aldigr doneminde koltuk siirgiinlerinden alinan materyallerin daha yiiksek canlilik
gosterdikleri (53.31), giceklenme baslangicinda ana siirgiinden alinan materyallerin ise diisiik
canlilik gosterdikleri (36.07) gorulmektedir (Cizelge 4.8). Ayrica dikkat ¢eken bir diger konu,
incelenen lic donemin tiimiinde koltuk siirgiinlerinden alinan materyallerin, ana siirgiinden

alinan materyallere oranla canlilik oranlarinin yiiksek oldugudur.
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Cizelge 4.8 Orijin-Donem Interaksiyonunda Meristem Canliliklar (%)

Meristem Canlilik Oranlari (%)
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Sekil 4.8 Orijin-Donem Interaksiyonunda Meristem Canliliklar1 (%)
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5. TARTISMA ve SONUC

Asma meristem kilturinde 0.2-0.5 mm boyutlarinda ¢ok kiigiik dokular ile
calisiilmaktadir. Bu dokularin canliliklarin1 korumalari ve farklilasmalari ile birlikte 6ncelikle
strgunler, daha sonra bu surginlerin kdklenmeleri ile de tam bitkiler elde edilmektedir.
Dolayisiyla calistigimiz bu kii¢iik materyallerin ilk olarak yasamlarini siirdiirebilmelerini,
daha sonrada gelismelerini saglamak biiylik onem arz etmektedir. Meristematik dokularin
hayatta kalma oranlari ve gelisimleri Giris boliimiinde de kisaca deginildigi gibi bir¢ok
etmene baghdir.

Calismamizda, meristem gelisim diizeyi ve canliliklari bakimindan, donor bitkinin
fizyolojik gelisme donemi, eksplantin dondr bitki Uzerindeki yeri (orijini) ile bu etmenlerin
birbiri arasindaki interaksiyonu incelenmistir.

Meristem gelisim diizeyleri ile canlhiliklarinin dondr bitkinin fizyolojik gelisme
donemleri bakimindan yapilan degerlendirmeye gore ciceklenme baslangict doneminden,
tanelerin bezelye biiyiikliigii aldigi doneme dogru gidildikce degerlerde artislarin oldugu
saptanmistir. Her iki Olciit dikkate alindiginda tanelerin bezelye biiyiikliigiine ulastigi
donemde izole edilen meristem eksplantlarinin daha iyi gelisim gosterdigi sonucuna
varilmigtir. Ayrica, tane tutum doneminde izole edilen meristematik dokularin en az tanelerin
bezelye biiyiikliigline ulastigi donemdeki kadar meristem canlilifina sahip olduklar
istatistiksel degerlendirmede ortaya ¢ikmustir. Tanelerin bezelye biiyiikligi aldigi dénem,
deneme yili olan 2010 yilinda Cizelge 4.1’de goriildiigii iizere Haziran ay1r sonuna denk
gelmektedir. Bu tiir ¢alismalar tarih bazinda yiiriitildiigiinde sonuglar1 degisik ekolojilere
uyarlamakta zorluklar yasanabilecegi goz oniline alinmalidir. Kebeli ve ark. (1996) Tekirdag
ekolojisinde yaptiklar1 arastirmada Clairette iiziim cesidinden Mayis, Haziran 1. donem,
Haziran 2. donem ve Temmuz dénemlerinde meristem izole ederek kiiltiire almislardir.
Burada meristem yasama oranlari agisindan en iyi sonucu Temmuz doneminde alinan
eksplantlarin verdigi tespit edilmistir. Ikinci olarak haziran aymnn 2. déneminde alinan
materyallerin yiiksek yasama oranina sahip olduklar1 belirlenmis olup, bu sonuglar tez
caligmamizdan elde edilen sonuglar ile benzerdir. Diger bir caligmada ise meristemlerin
kiiltiire alim zamani olarak Haziran ay1 en uygun zaman olarak bulunmustur (Choi ve ark.
1992). Konuyla dogrudan ilgili ¢ok fazla ¢alisma olmadigindan, ¢alismamizin sonuglarini
stirgiin ucu kiiltiirii ile ilgili ¢caligmalarla kiyaslama geregi duyulmustur. Siirgiin uc¢larinin
vejetasyon donemi igerisinde 3’er haftalik araliklar ile izole edilmesiyle siirgiin ucu

kiiltiiriiniin uygulandig1 bir diger ¢alismada (Tangolar ve ark. 1999), vejetasyon ddénemi
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ilerledikce toplam fenollerin miktar1 yiikselmesine karsin eksplant canliliklarinda diizensiz
degisimler goriilmiistiir. Dolayisiyla bu ¢alismada toplam fenol miktar1 ile eksplant canlilig
arasinda dogrudan bir ilgi kurulamamistir. Bu sonuglara karsilik, bir bagska calismada ise
vejetasyon siiresi icerisinde 15’er giin araliklar ile dort farkli iiziim ¢esidinden alinan siirgiin
ucu eksplantlarinin gelisimleri incelenmistir. Gerek siirglin ucu kiiltiirii gerekse toplam fenolik
madde, i¢sel hormon ve fenolik bilesikler bakimindan elde edilen basarinin 6rnek alim
tarihlerine ve cesitlere gore degistigi belirlenmistir. Ancak, bu calismada vejetasyon donemi
ilerledik¢e eksplantlardaki fenolik madde miktarlariin arttii, igsel hormonlarin
uyarici/engelleyici oraninin ise bu siiregte azaldigi dolayisiyla biiylime gosteren eksplant
oraninin ise azaldigi tespit edilmistir (Baydar ve ark. 2003). Ancak surgln ucu Kkaltaru ile
ilgili yapilan bu iki ¢alismanin meristem kiiltiirii ile karsilastirilmasinin ne kadar dogru oldugu
tartigilir. Nitekim meristem kalttrinde surgun ucu kaltirine oranla ¢ok daha kiguk
materyaller ile ¢alisildig1 ve bunlarin hayatta kalma oranlarinin siirgiin ucu eksplantlarina gore
diisiik oldugunu belirtmek gerekir.

Dondr bitki iizerinde eksplantin alindigi yer ile ilgili olarak elde edilen bulgulara
baktigimizda hem meristem gelisim diizeyi hem de meristem canliligi bakimidan koltuk
siirglinlerinden alinan materyaller daha basarili sonuglar vermistir. Benzer g¢alismalarda,
ornegin Corte ve Mendonca (1985) 14 vinifera ¢esidi, 11 anag ve 2 V.rupestris formunun tepe
ve koltuk siirgiinlerinden alinan meristemleri in vitro’da kiiltiire almislardir. Materyallerin
cogunda meristem orijini kiiltiiriin basarisini etkilememis olmasina karsin, 3 ¢esit ve 1 anacta
sadece Kkoltuk siirgiinlerinde basar1 saglamislardir. Diger bir arastirma (Dan-Hua ve Meredith
1985) bulgularina gore ise koltuk siirgiinlerinden alinan siirgiin ucu eksplantlariin daha fazla
151k alan terminal siirgiinlerden alinan siirglin ucu eksplantlarina nazaran yasama oraninin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Burada yasama oranlar1 bakimindan eksplant
pozisyonunun etkisi 15181n etkisinden daha fazla bulunmustur. Ancak bu etki bazi ¢esitlerde
(Zinfandel ve Chenin Blanc) gii¢lii baz1 ¢esitlerde zayif bulunmustur. Perez-Tornero ve ark.
(2006) 4 kayist ¢esidinin in vitroda baslangic ve gelisimleri iizerine eksplant orijininin
etkilerini incelemiglerdir. Baslangi¢ ortaminda koltuk siirglinleri kullanildigi zaman
eksplantlarin hayatta kalma oranlarinin daha yiksek oldugu tespit edilmistir.

Yapilan calismalar cesitler bazinda degerlendirildiginde, meristem gelisim diizeyleri
acisindan herhangi bir fark goriilmese de meristem canliliklar1 agisindan Trakya Ilkeren
cesidinin diger iki c¢eside oranla daha iyi sonuglar verdigi goriilmistiir. Burada meristem
gelisim diizeyleri bakimindan Trakya ilkeren ¢esidine ait degerlerin diger cesitlere oranla

yiiksek oldugu, ancak bunun istatistiksel olarak anlamli bulunmadigimi belirtmek
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gerekmektedir. Calismamizin meristem canlilig ile ilgili sonuglarina benzer olarak, cesit
etmeninin meristem gelisimleri tizerine etkili oldugunu vurgulayan arastirmalar gogunluktadir
(Fidan ve ark. 1984, Goniilsen 1987, Botti ve ark. 1993, Smerea ve ark. 2010).

Bunun yaninda ¢alisilan ii¢ ¢esidin koltuk siirgiiniinden izole edilen eksplantlarinda
meristem gelisim diizeylerinin ana siirgiinden izole edilen eksplantlara gére daha yiiksek bir
degerde oldugu, bu durumun Italia cesidi disinda Trakya Ilkeren ve Gamay cesitlerinde
istatistiki olarak anlamli bir farkliliga isaret ettiini sdylemek gerekir. Italia cesidinde iki
orijin arasindaki meristem gelisim diizeyi farklilig1 yok denecek kadar azdir. Benzer sonuglar
meristem canliligi verilerinde de s6z konusudur. Nitekim Gamay ve Trakya Ilkeren
cesitlerinin koltuk siirgiinlerinden izole edilen dokularin meristem canlilik oranlar1 ana
stirgiinden izole edilen dokularin meristem canlilik oranlarmma gore yiiksek c¢iktig
gorilmektedir.

Meristem gelisim diizeyi ve meristem canlilig1 6zelliklerinin fizyolojik gelisim donemi
ile orijin interaksiyonuna baktigimizda, incelenen bu iki 6zellik agisindan da etkilesimin s6z
konusu olmadig1 belirlenmistir.

Sonug olarak asma meristem kiiltiirii ¢alismalarinin baglangi¢ asamasinda, alinacak
meristematik dokularin meristem gelisim diizeyi degerlendirmesine gore tanelerin bezelye
blytikligline ulastigi donemde, meristem canliligi degerlendirmesine goére ise hem tane
tutumu hem de tanelerin bezelye biiyiikliigline ulastigt dénemde izole edilerek Kkiiltiire
alinmasinin diger donemlere oranla olumlu sonuclar verdigi tespit edilmistir. Bu sonug,
tarithler bazinda ytiriitiilen ¢alismalardan farkli olarak fizyolojik gelisme donemleri {izerinden
yiirlitiilmesi ve anlamli sonuglar vermesi itibariyle de pratige aktarimi etkin olabilecektir.
Ayrica alinacak meristematik dokularin ana (yazlik) siirglinlerden degil koltuk siirgiinlerinden
alinmasinin hem meristem gelisim diizeyi hem de meristem canliligt bakimindan daha iyi
sonuglar verdigi c¢alismamiz ile ortaya konmustur. Ancak incelenen donem ve orijin
Ozellikleri arasinda meristem gelisim diizeyi ve meristem canlilig1 agisindan bir etkilesim
bulunmamastir.

Tez caligmasi sirasinda yapilan gozlemler neticesinde bundan sonraki ¢aligmalara 151k
tutmasi agisindan bazi onerilere de dikkat ¢ekmek gerekmistir. Vejetasyon sureci igerisinde
diger fizyolojik gelisim donemleri tzerinde de ¢alisilmasi, 6rnegin tam ¢igeklenme ve ben
disme doneminde de bu calismalarin yiiriitiilmesi, ayrica c¢alismalara amerikan asma
anaglarmin da eklenmesinin uygun olacagi Ongoriilmektedir. Ayrica bu tip ¢aligmalarda

meristematik dokularin donemler ve orijinler bazinda icerdikleri fenolik bilesikler ile igsel

36



hormon miktarlar1 tespitinin, elde edilecek sonuglarin yorumlanmasinda etkili olacagi

diistiniilmektedir.
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