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BAZI CEVIZ CESITLERINDE /N VITRO MIKROCOGALTIM

Halime Tuba YILDIRIM

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

Tiirkiye’de ceviz bitkisinde doku kiiltiirii ile ilgili ¢aligmalar giiniimiizde hiz kazanmis
ancak talebi karsilayacak seviyelere ulasamamistir. Yapilan ¢aligmada ceviz bitkisinin hizli,
klonal ve hastaliksiz bir sekilde ana¢ ve fidan iiretiminin saglanmasi i¢in mikrogogaltim
calismasi yapilmigtir. Bu amagla bazi ceviz ¢esitlerinden (Vlach, Chandler, Yalova-1) elde
edilen koltukalti tomurcuklarindan elde edilen eksplantlarin sterilizasyonu i¢in en az
kontaminasyon ve kararma oraninin %70’lik actijende, 5 dakika siireyle uygulanip 3 kez 5
dakika steril saf su ile durulanmasiyla elde edilmistir. Siirglin rejenerasyonu asamasinda
kullanilan ii¢ farkli ceviz cesidinde farklilik gorilmemistir. Ancak kullanilan farkli doz ve
kombinasyon bitki biiyiime diizenleyicisi denemelerinde eksplant basina en fazla siirgiin
olusumu 2 mg/L TDZ, 1 mg/L NAA, 0,2 mg/L GA3 igeren MS besin ortamindan 2,36 adet
olarak elde edilmistir. Rejenerasyon ¢alismasinda her ii¢ ¢esittede gelisim gosteren siirgiinler
koklendirme ¢alismasinda kullanilmis ancak sadece Yalova-1 ¢esidinde koklenme goriilmiistiir.
Siirgiinlerin koklendirilmesinde modifiye olarak hazirlanmig MS besin ortamia 4 mg/L IBA
ilave edilerek koklendirilmistir. Koklenen siirgiinler steril edilmis torf-perlit (1:1) karisima

dikilip kontrollii bir sekilde 28 giin boyunca dis kosullara alistirma islemi yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Ceviz, mikrogogaltim, in vitro, doku kiiltiirii, siirgiin rejenerasyonu
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ABSTRACT

MSc. Thesis

IN VITRO MICROPROPAGATION IN SOME WALNUT GENOTYPES

Halime Tuba YILDIRIM

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

Nowadays, studies on walnut tissue culture has gained grounds in Turkey, however it
has not reached to the level that can meet the demands. In the present study, micro-propagation
was carried out in order to produce walnut’s rootstock and seedling in a rapid, clonal, and
disease-free way. For this purpose and in order to sterilize explants obtained from auxiliary buds
of specific walnuts (Vlach, Chandler, Yalova-1), the least contamination and a 70% actigen was
applied for 5 minutes, was rinsed three times, each time the action of rinsing took 5 minutes. For
shoot regeneration no difference was observed in terms of shoot regeneration in the three
different walnut varieties used However, the different doses and combinations used in plant
growth regulatory experiments, the maximum shoot formation per explant was 2,36 in MS
medium containing 2 mg/L TDZ, 1 mg/L NAA, 0,2 mg/L GAs. To develop shoots’ rooting
procedure, the roots were supplemented with 4 mg / L of IBA in a modified MS medium in the
Yalova-1 variety. The rooted shoots were treated with sterilized turf-perlite (1:1) mixture and

conditioned for 28 days in a controlled conditions.
Keywords: Walnut, micropropagation, in vitro, tissue culture, shoot regeneration
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1.GIRIS

Tiirkiye konumu nedeniyle oldukca zengin bir cografik konuma sahiptir. Birgok bitkiye
ev sahipligi yaptig1 gibi sert kabuklu meyvelerinde 6nemli gen kaynaklari bulunmaktadir (Simsek
2016). Sert kabuklu meyveler arasinda yer alan cevizin de Tirkiye’de dnemli gen kaynaklar
bulunmaktadir (Sekil 1.2). Tirkiye’nin her bolgesinde yetistiriciligi yapilan Juglans regia L.,
Anadolu cevizi olarak bilinmektedir. Yetistirilen cevizden daha kaliteli ve yiiksek verim

alabilmek i¢in uygun ¢esit ve anag¢ kullanimi olduk¢a onemlidir.

Sekil 1.2. Ceviz agaci ve meyve goriiniimii



1.1 Ceviz Hakkinda Genel Bilgiler

Antik Roma’ da cevizin ismi Jovis Glans ve Jiipiter’'in meyvesi olarak
adlandirilmaktadir. Cevizin ismi bat1 kaynaklarinda ise Royalnut olarak bilinmektedir (Sen 2005).
Ceviz, sistematik olarak; Bitkiler alemi Magnoliophyta (Manolyagiller, Cicekli Bitkiler) bolimii,
Magnoliopsida (Manolyalar, Cift Cenekliler) smifi, Juglandales (Cevizgiller) takimu,
Juglandaceae (Cevizler) familyas1 ve Juglans (Ceviz) cinsi olarak adlandirilmaktadir. Ceviz
yabani formlari ile diinyanin birgok bolgesinde (Kuzey ve Giiney Amerika’da, Kolombiya’da
Arjantin’de Ant Daglari’nda, Japonya, Cin, Hindistan ve Tiirkiye’ye uzanan Giiney Asya ve
Giiney Avrupa’ya kadar) ¢ok genis bir yayilhm gostermektedir. 2n=32 kromozoma ve 22 tiire
sahip olup, bu tiirler igerisinde en 6nemli ve yaygin olani ise Juglans regia L.’dir. Bu tiir tim

diinyada Ingiliz, iran, Anadolu, Karpat Cevizi ve Adi Ceviz olarak bilinmektedir (Sen 1986).

Sert kabuklu bir meyve olan ceviz; yesil kabuk, sert kabuk ve i¢ cevizden olugmaktadir
(Sekil 1.1). Yesil kabuk kilif ve ¢igek ortiisiinden, sert kabuk ise yumurtalik duvarindan
olusmaktadir. I¢ cevizde embriyo bulunmaktadir. Tohum endosperm bulundurmaz ve yedek
besin kotiledonda birikmektedir (Esen 2013). Geng dallar piiriizsiizdiir, ilerleyen yillarda ise
govdede catlaklar olusur ve kabuk rengi gri ve siyahimsi bir renk alir. Ceviz agaci gerekli
kosullar saglandiginda 25 m’ye kadar boylanabilmektedir. Biiyiik yuvarlak tag yapmasina ragmen
tag Ozelligi cesitlerine gore degisebilmektedir (Sen 1986).



Sekil.1.1. Ceviz, yesil kabuk, sert kabuk, disi ¢igek, yaprak (Anonim 2018a)

Juglans regia L. haricinde ki diger 6nemli ceviz tiirleri ise;

e Juglans australis Grisebach (Arjantin cevizi)

e Juglans boliviana (C.D.C) Dode (Bolivya cevizi)

e Juglans californica L. (Kaliforniya cevizi)

e Juglans cathayensis Dode (Cin cevizi)

e Juglans cinerae L. (Yag cevizi)

e Juglans ailantifolia Carr (J.sieboldiana Maxim) (Japon cevizi)
e Juglans ailantifolia var. Cordiformis (Kalp cevizi)

e Juglans hindsii Japs. (Koylii cevizi)

e Juglans jamaicensis C.D.C. (Bat1 Hint Adalar1 cevizi)

e Juglans major Heller (Arizona cevizi)

e Juglans mandshurica Maxim (Mangurya cevizi)
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e Juglans microcarpa Berlandier (Kiigiik ceviz)
e Juglans mollis Engelm (Guatemala cevizi)

e Juglans neotropica Diels (Ant Daglar1 cevizi)
e Juglans nigra L. (Siyah ceviz)

e Juglans olanchana Standley and Williams (Siyah sedir cevizi)’dir ( Sen, 1986).

Ceviz agaci1 ayrica sert ve odunsu Ozelliginden dolayr kerestecilik sanayisinde de
kullanilmaktadir. Kaliteli mobilya iiretiminde ve i¢ mekan dekorasyonunda oldukc¢a fazla

kullanilan bir ana malzemedir (Polat ve ark. 2014).

1.2 Cevizin Saglikh Beslenmede Onemi

Diinya genelinde saglikli beslenmeye yonelik bilinglenme giderek artmaktadir.
Sagligimiz i¢in yag asitlerince zengin olan ceviz tiiketimi olduk¢a 6nemlidir. Diizenli beslenme
aligkanliginda 6nemli bir yere sahip olan ceviz, fonksiyonel gida olarak tanimlanmaktadir.
Cevizin igeriginde ki dnemli yag asitlerinden Omega 3 ve Omega 6’nin insan beslenmesinde

onemli bir yeri vardir (Yigit ve ark. 2005).

Ceviz, en ¢ok cerezlik olarak tiiketilmektedir. Besin igerigi bakimdan oldukg¢a zengin
olmasmin yaninda, viicudumuzun giinliik ihtiya¢ duydugu bircok besin elementlerine sahiptir.
Yiiksek oranda yag (%50’den fazlasi) ve protein icerdiginden dolay: besleyicilik degeri oldukca
yiiksektir. Ceviz yagmin en onemli 6zelligi doymamis yag asitleri bakimindan zengin olmasidir.
Son yapilan galismalardan edinilen bilgilere gore ceviz tiikketiminin kardiyovaskiiler 6limleri
onemli 6l¢iide azalttigr bildirilmistir. Cevizin bu 6zelligi, icerdigi polifenollerin antioksidan
ozelliginden kaynaklandig tespit edilmistir (Yigit ve ark. 2005). Ayrica ceviz, igeriginde ki
omega-3 sayesinde beynin dostu bir gida maddesidir. Hafizay1 giiclendirici ve unutkanlig
onleyici etkileri vardir. Insan beyninin %60’nin yaglardan meydana geldigi diisiiniiliirse beynin

diizgiin bir islevle ¢alisabilmesi i¢in bu yaglarin 6nemi anlasiimaktadir (Stevens ve ark. 1995).

Insan viicudu i¢in nadir besinlerden biri olan ceviz, 2,5-4,5 ng/g melatonin icermektedir.
Iceriginde ki melatonin sayesinde antiagin bakimindan zengin olan on gida arasinda yer

almaktadir. Ayrica melatonin uyku sagligimin diizene sokulmasinda olduk¢a 6nemli etkiye



sahiptir. Iceriginde ki ellagic asit sayesinde de bagisiklik sistemini gii¢lendirerek kanseri
onlemektedir. Glinlimiiziin en biiyiik problemlerinden biri olan kanseri dnlemek i¢in giinliik ceviz

tilketimi diizenli bir sekilde saglanmasi gerekmektedir (Sen 2017).

1.3 Ceviz Fidam Yetistiriciliginde Ana¢ ve Cesitler

Ceviz bitkisinde ana¢ ve fidan yetistiriciligi Diinya’da ve Tiirkiye’de ticareti yapilan
Oonemli tarim faaliyetleri arasindadir. Ceviz gesitlerinin asilanmasi ve ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
anaclar; agac¢ gelisimi, meyve verimi, lirlin miktar1 ve en énemlisi farkli ekolojik sartlara uyum,
hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler bakimindan 6nemlidir. Bu amagla
Diinya’da doku kiiltlirii yontemleriyle gelistirilerek yetistirilen bir takim anaglar mevcuttur.

Cevizin Diinya genelinde kullanilan baz1 anag tiirleri asagida belirtilmistir.

Juglans hindsii: Kaliforniya bdlgesinde en yaygin kullanilan anagtir. Derin ve verimli
topraklarda tercih edilmektedir. Agir ve yiiksek kirece sahip topraklara toleransi yoktur.

Phytophthora, nematod ve siyah ¢izgi olmayan topraklarda kullanilir.

Juglans regia: Tim diinyada en yaygin kullanima sahip olan Anadolu cevizi (Juglans
regia) anacidir. Siyah ¢izgi hastaligina kars1 dayaniklidir. Asir1 tuzlu topraklara, kok urlarina,
nemotadlara, kok ¢iirtikliigii etmeni olan Armillaria, kok kanserine ve tag ¢iiriikliigiine duyarli bir

tirdiir.

Paradox (J. hindsii X J. regia) : Bu anacin en 6nemli 6zelligi Phytophthor a tiirlerine ve
nematodlara kars1 ebeveynlerine gore daha dayanikli olmasidir. Hizli gelisim gostermesinin

yaninda, Blackline hastaligina ve kok kanserine karsi duyarlidir.

Paradox anacindan son yillarda gelistirilen klonal ti¢ farkli anag mevcuttur. Bunlar; Vlach,
RX1 ve VX211’dir. VX211 anact nemotodlara kars1 diger paradox klon anaglarina kiyasla daha
dayanikli oldugu bilinmektedir. RX1 anaci, Phytophthora citricola ve P. citricola tiirlerine kars1
olduk¢a dayanikli bir ana¢ ¢esididir. Vlach, giiclii yapisiyla ilk klon paradoks anacidir.
Nematodlara kars1 duyarli olmasinin yaninda kok enfeksiyon hastaliklarina karsi direngli oldugu

bilinmektedir (Anonim 2018).

Royal (J. nigra X J. hindsii): Oldukga kuvvetli bir ceviz anacidir. Cok hizli biiyiir.

Ozellikle kereste yoniinden degerli bir agactir. Ancak yaygin bir kullanima ulasamamustir.



Juglans major: Yiiksek pH igeren topraklara uygundur. Diger anaglara gore fazla bir

iistinliige sahip olmamasi nedeniyle kullanimi yaygin degildir (Sen 1986).

Tirkiye’de yetistirilen yerli ceviz gesitleri; Sen 1, Sen 2, Tokat 1, Yalova-1, Yalova-2,
Yalova-3, Yalova-4, Sebin, Bilecik, Giiltekin, Yavuz-1, Kaplan-86, Oguzlar-77, Siityemez-1,
Maras-18 veKaman1’dir. Ulkemizde ceviz galismalar1 yeni gelismekte oldugu icin gesit sayisi
siirl kalmaktadir. Yabanci ceviz gesitleri ise; Franguette, Scharsch Franquette, Hartley, Payne,
Ashley, Eureka, Amigo, Chico, Sundland, Pedro, Cisco, Vina, Chandler, Serr, Hovward,
Dublin’s Glory, Fernor, Fernette, Lara, Hebei, Stan (BLE 300), Rex (C 152), Sexton (UC90-31-
10), Forde (UC95-26-37), Gillet (UC95-22-26) gibi gesitler bulunmaktadir (Sen 1986).

1.4 Ceviz Bitkisinde Doku Kiiltiirii Yontemiyle Ana¢ Uretimi

Yiizyillardir kolay, hizli ve ucuz fidan cogaltim teknigi olarak kullanilan tohumla
cogaltim, en ¢ok kullanilan c¢ogaltim teknigi olarak bilinmektedir. Ancak ceviz ¢esitlerini
¢ogaltmak icin bu yontem basarisiz olmaktadir. Ceviz bitkisi, tek evcikli (erkek ve disi organlar
aynt ¢igekte) olmasi, dikogami egilimi gostermesi (erkek ve disi organli ciceklerin ayri
zamanlarda agilmasi ve olgunlagmasi), tozlamanin riizgar ile ger¢eklesmesi nedeniyle heterezigot
(genetik yapinin farkli olmasi) yapidadir. Bu sebepten dolayr tohumdan gelisen yeni bitki ana
bitkinin ozelliklerini tasimaz. Bu da istenilen tir ve cesitte ceviz agact c¢ogaltimini
engellemektedir. Generatif cogaltma, genellikle ¢ogiir tiretimi ve 1slah ¢aligmalari igin
kullanilmaktadir. Fidan dretiminde ise vejetatif yontemler kullanilmaktadir. Pratikte en ¢ok
kullanilan as1 ile ¢ogaltma, daldirma, celikleme gibi yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu gibi
geleneksel ve zaman alici yontemlerin yerine hizli ve klonal anaglarin elde edilmesi i¢in bitki

doku kiiltiirii yontemleri daha 1yi bir segenek haline gelmektedir (Sen 2011).

Cevizin anag¢ ve fidan yetistiriciligi tilkemizde ticareti yapilan 6nemli tarim faaliyetleri
arasinda yer almaktadir. Cesitli yontemler kullanilarak yetistiriciligin yapilmasina ragmen
giinimiizde daha hizli, hastaliksiz ve viriislerden arindirilmis olarak ¢ok sayida klonal bitki
anacini elde etmek onem kazanmistir. Giin gectik¢e artan arza sahip olmasi yetistiriciliginin
artmasinda ki en 6nemli nedendir. Cevizde mikrogogaltim, sahip oldugu avantajlarla birlikte

istenilen hatlarin ¢ok sayida kitlesel olarak tiretilmesine imkan saglamaktadir (Fidanci, 2005).

Mikrogogaltim; bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme 6zelligine sahip bitki
kisimlarinin yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullarda yeni bitkilerin elde edilmesidir.
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Bitkilerin in vitro kosullarda ki mikrogogaltimin basarisi, eksplantlarin alindigi anag¢ bitkinin
genotipi, saglik durumu ve yetistirme kosullar1 ile baglantilidir. Meristem ve siirgiin ucu
kiltlirlerinde donor bitkinin fizyolojik durumu, eksplantin tipi ve biiyiikliigii ile alindig1 mevsim,
cesit, kiiltiir ortamindaki mineral tuzlar, sekerler, katilastirici agar ve benzeri kimyasal maddeler,
bitki biiylime diizenleyicileri, 151k, sicaklik, nem, fotoperiyot gibi ¢evre sartlari basariyr oldukca
etkileyen faktorlerdir ve goz ardi edilemez bilgilerdir. Optimal kosullar ise her bitki, tiir ve cesit

i¢in farkli olabilmektedir (Babaoglu ve ark. 2002).

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiiltiirii yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle li¢ kistmda
incelenebilmektedir. Bunlar; 1) organize olmus meristematik hiicreleri (hipokotil, yaprak) igeren
somatik dokulardan rejenerasyon, 2) meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon, ve
3) mayoz boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon’dur. Birinci tip rejenerasyonda ug
ve yan meristemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Buna meristem kiiltiiri yoluyla mikrogogaltim denilir.
Elde edilen hiicreler tamamen dondr bitkiye benzerdir. Ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bitki
eksplantinin bitki biiyiime diizenleyicilerinin (etkisi sonucu, embriyo ve daha sonra bitkiyi
olusturmas1 seklinde olabilir. Ugiincii tip ise gametlerden haploid bitki elde etmedir. (Babaoglu
ve ark. 2002)

Doku kiiltiirii yontemleri tohum, ¢elik, daldirma ve asilama gibi geleneksel ve zaman alan
cogaltim yoOntemlerine karsi onemli bir secenek haline gelmektedir. Fakat odunsu bitkilerin
rejenerasyonu, otsu bitkilerin rejenerasyonuna gore oldukga zor bir siirece sahiptir Bu nedenle
secilen sert kabuklu meyve klonlarinin rejenerasyonunda uygun fizyolojik donem, eksplant
secimi ve toksik bilesiklerin zararl etkilerinin iistesinden gelinmesi siirglin ¢gogaltim oraninda ve

stirglinlerin koklendirilmesinde olduk¢a 6nemlidir (Karvar 1990).

Klonal ¢ogaltim da genotipi korumak olduk¢a 6nemli oldugundan in vitro iiretimde
siirglin uclarin (tepe tomurcuklarl) veya aksiller (koltukalti) tomurcuklarin kullanilmasi
meristem dokularinin genotip bakimindan ayni oldugundan dolayi tercih edilmektedir. Bu olay,
meristem hiicrelerin DNA sentezi ve mitoz boliinme diizeninin tam kontrol altinda olmasi,
boylece de somatik poliplodiye yol acan ekstra DNA duplikasyonlarinin gerceklesmemesi ve
diger genetik bozukluklar1 engelleyen ve siirekli hiicre bolinmesinin olmasi o6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir ( Sirin 2014; Emiroglu ve Giirel 2005; D'Amato 1977) .



Odunsu bitkilerdeki rejenerasyon galismalar1 otsu bitkilere gore daha uzun ve zahmetli
stiregtir. Bu gibi sorunlarin 6niine ge¢mek i¢in dikkatli ve diizenli ¢aligmak rejenerasyon
basarisinda oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir (Nas ve Read 2004). Bunun haricinde ¢alismada bir
diger onemli nokta ise sterilizasyondur. Sterilizasyon ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan kimyasal
ise sodyum hipoklorittir (NaClO). Bunun haricinde HgCl,, H,O,, AgNO; gibi kimyasallar da
sterilizasyon i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica Actijen (%100 dogal su bazli ve % 0,015 aktif klor
iceren sivi, yer ve yiizey dezenfektani) kullanilarak da yapilan sterilizasyon ¢alismalari
bulunmaktadir (Pehlivan ve ark 2017). Kontaminasyon gergeklesmemesi igin eksplantin
tizerindeki mikroorganizmalardan veya endojen olan kontaminasyonlardan tamamen
arindirilarak steril edilmis olmasi gerekmektedir. Ayrica uzun siire steril kiiltiir ortaminda

bulunan eksplantlarda da kronik kontaminasyon olusabilmektedir (Babaoglu 2002).
Doku kiiltiirii islemi birgok asamadan olusmaktadir. Bunlar;
a) Uygun bir laboratuar diizeninin kurulmasi,

b) Kullanilacak bitki eksplantlarinin ve besin ortamlarinin dogru se¢imi, hazirlanmasi ve

sterilizasyon islemi,

c) Somatik ve gametik hiicrelerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasi (organogenesis,

somatik embriyogenesis veya meristem ¢ogaltimi yoluyla),
d) Olusan siirgiinlerin gogaltilmasi ve boylarinin uzatilmast,
e) Uzayan siirgiinlerin koklendirilmesi,

f)Koklenen bitkilerin dis ortama aligtiritlmasi (aklimatizayon) asamalarindan olusmaktadir

(Babaoglu ve ark. 2002).

1.5 Tiirkiye’de ve Diinya’da Ceviz Yetistiriciligi

Tiirkiye’de birgok sert kabuklu meyve yetistiriciligi yapilmaktadir. Ceviz, iilkenin
elverisli iklim ve toprak ozelliklerinden dolayr oldukg¢a yaygin olarak yetistiricilii ve ticareti
yapilan {rlinler arasinda yer almaktadir. Ancak yetistiricilikte istenilen seviyelere
ulasilamamistir. TUIK 2016-2017 verilerine gére, meyve veren aga¢ sayisi 8.767, meyve
vermeyen agag¢ sayist ise 7,895°dir. Cevizin 2017 yili i¢in toplam tiretim miktar1 210,000 tondur.
(Cizelde 1.1). Uretim kayiplar1 4,560 ton iken kullanilabilir iiretim miktar1 ise 185,440, arz edilen
{iriin miktar1 292,240, ithalat 63,800 ve ihracat ise 7,917 tondur (TUIK 2018).
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FAO 2016 verilerine gore diinyada en fazla ceviz iiretimi yapan iilke, 1,785,879 ton ile
Cin ilk sirada yer almaktadir. 607,814 ton ile A.B.D ikinci, 405,281 ton ile fran tiglincii, 195,000
ton ile Tirkiye dordiincii sirada yer almaktadir. Bu veriler géz oniine alinarak Tiirkiye’nin ceviz
iretiminde ki paymin artmasi ig¢in, fidan yetistiricili§inin ve {irlin verimlerinin artirilmasi
gerekmektedir. OGM’nin (Orman Genel Miudiirligil) 2017 yili ceviz eylem planinda, 1,377
hektar ceviz agaglandirmast yapilmasi planlanmis ve 1,336 hektar ceviz agaglandirmasi yapilmis

ve yaklasik 275,000 adet ceviz fidanmi dikilmistir (FAO 2018).

Cizelge 1.1. TUIK Verilerine gére son on yilin ceviz agaci meyve veren/vermeyen/iiretim

miktarlart
Yillar Meyve Meyve Uretim
Veren Vermeyen (ton)
Agac Sayisi Agac Sayisi
2008 5095 2952 170897
2009 5192 3200 177298
2010 5441 3643 178142
2011 5594 4045 183240
2012 5977 4541 203212
2013 6526 4878 212140
2014 7001 5374 180807
2015 7596 5560 190000
2016 8171 6873 195000
2017 8767 7895 210000

Yapilan istatiksel veriler sonucunda meyve veren agag sayisinda yillara oranla giderek

artig goriilmiistiir. Ancak iiretim miktar1 2013 yilina kadar artmis, sonraki bir kag¢ yil diisiisiin
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ardindan 2017 yilinda tekrar eski seviyelere ulasarak artisa devam ettigi goriilmektedir (TUIK
2018).

Tiirkiye’de ceviz bitkisinde doku kiiltiirii ile ilgili calismalar glinlimiizde hiz kazanmis
ancak talebi karsilayacak seviyelere ulasamamustir. Yeterli miktarda ana¢ ve fidan iiretimi igin
mikrogogaltim ¢alismalarinin artirilmasi gerekmektedir. Bu tez calismasinda, ceviz bitkisinin
hizli, klonal ve hastaliksiz bir sekilde ana¢ ve fidan iiretiminin saglanmasi i¢in mikrogogaltim

calismasi yapilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Sterilizasyon

In vitro kosullarda yapilacak olan mikrocogaltim calismalarinda oncelikli olarak her
bitki i¢in uygun sterilizasyon yoOnteminin bulunmasi, mikrogogaltim calismasimnin basariya
ulagmasi ig¢in olduk¢a Onemlidir. Dis kosullardan alinan bir eksplantin in vitro kosullarinda
kontaminasyona yol agmamasi ic¢in en dogru sterilizasyon yonteminin belirlenmesi
gerckmektedir. Bu sebeple daha Once ki yapilan c¢alismalara ait literatiir bilgileri 6nem arz

etmektedir.

Cevizde mikrogogaltim ¢alismasi igin sterilizasyon isleminde ¢ogunlukla sodyum
hipoklorit kullanilmistir.

Fu Yulan ve ark. (2003), Carya illinoensis bitkisinin siirgiin uglar1 kullanilarak, en
uygun sterilizasyon yonteminin 6nce %70 etil alkole batirilip ve 15 dakika boyunca %0,2 HgCI'
ye (birka¢ damla Tween 20 ilave edilerek) karistirilip ve daha sonra 10 kez steril saf su ile
durulanmasiyla elde edilmistir. Eksplantlar karanlik ortamda ve aktif komiir ilave edilerek,
kararma engellenmistir. Penisilin ve streptomisinin besin ortamina ilave etmenin kontaminasyon

olusmasini engellendigi bildirilmistir.

Damiano ve ark. (2004), 'Montebello’ ve 'Tonda Gentile Romana' findik ¢esitlerinin
mikrogogaltim protokoliinii gelistirmek igin ¢alismalar gergeklestirilmistir.  Sterilizasyon
isleminde etil alkol, NaOCI ve Na mertiyolat kullanilarak steril eksplantlar elde edilebilecegi

arastirilmastir.

Fidanc1 (2005), Sebin ve KR-2 ceviz c¢esitlerinden alinan ekplantlarin sterilizasyonu igin
oncelikle antibakteriyal sabunla tomurcuklar yikanmis ve durulanana kadar yikama islemine
devam edilmistir. Ardindan %10’luk NaOCI igerisine birkag damla tween-20 damlatilip 20
dakika boyunca sterilizasyon islemi gerceklestirilerek 3-4 kez steril distile su ile durulanip

sterilizasyon islemi tamamlanmaistir.

Dong ve ark. (2007), cevizden alinan ekplantlarin rejenerasyonundan dnce basarili bir
sekilde sterilizasyon gergeklestirilmesi igin, %70’lik etil alkolde bir siire bekletilen ekplantlar
ardindan %0,1 HgCl, ile sterilizasyon islemi tamamlanip ardindan steril distile su ile durulandigi

bildirilmistir.
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Sevgin (2010), yaptig1 ¢alismada eksplant olarak Nanporeil, Ferraduel, Ferragnes ve
Tuano badem gesitlerinde 6n sterilizasyon i¢in %70 etil alkolde 20 saniye bekletildikten sonra
sterilizasyon i¢in %20 oraninda NaOCI igerisine 10 damla Tween-20 damlatilarak 15 dakika

bekletilip ardindan steril saf su ile durulanmustir.

Gotea ve ark. (2012), Chandler, Franquette ve Jupanesti ceviz ¢esitlerinde sterilizasyon
protokoliinin belirlenmesi i¢in 1 ve 1,2 cm boyutundaki tek nodlu eksplantlar1 sterilizasyon
islemine tabi tutmustur. Eksplantlar deterjanli su ile yikanip ardindan alkolle muamele ettikten
sonra %5 NaOCI ¢ozeltisi ile steril edilip sonrasinda steril saf su ile durulanarak en uygun

sterilizasyon protolokii belirlenmistir.

Sirin (2014), Kaman 1 ve Kaman 5 ceviz cesitlerinin koltukalti tomurcuklarinda
sterilizasyon protokiilii gelistirmek amaciyla, eksplantlar1 %70’lik etil alkolde 1 dakika maruz
birakilip ardindan %0,2’lik HgClI, i¢inde 5 dakika boyunca sterilizasyon islemi gergeklestirmistir.
Cevizde yapilan rejenerasyon calismalarinda yogun olarak goriilen kararmay1 onlemek i¢in 100
mg/L askorbik asit, 100 mg/L sitrik asit ilave edilerek 6nlenmeye ¢alisilmis, ayrica 3, 24 ve 48

saat araliklarla alt kiiltiire alinarak ¢aligmaya devam edildigi bildirilmistir.

Pehlivan ve ark. (2017), Vitis vinifera siirgiin uglarina uyguladig: sterilizasyon isleminde
%10 Actijen’ e birka¢ damla Tween-20 ekleyerek 5 ve 10 dakika boyunca sterilizasyon islemi

gerceklestirilmistir ve ardindan siirgiin uglari 3 kez steril saf su ile durulanmustir.
2.2 In Vitro Kosullarda Mikrogogaltim

Sterilizasyon asamasi tamamlanmis olan eksplantlarin in vitro kosullarda basarili bir
mikrogogaltim ¢alismasi gergeklestirilebilmesi i¢in uygun besin ortamai ile birlikte igerigine ilave
edilecek olan bitki biliylime diizenleyicilerinin (B.B.D) dogru ve uygun dozlarda kullanilmasi
gerekmektedir. Her bitki i¢in degigkenlik gosteren B.B.D. dozlar1 ve besin ortami igerigi, ceviz
icin de daha Once ki litaratiir ¢aligmalarindan yararlanilarak en uygun protokol hazirlanmasi

amaclanmstir.

Cornu ve Jay- Allemand (1989), Juglans. regiaxJuglans regia hibritlerinin siirgiin
poliferasyonunda katilastirici olarak Gelrite kullanilmasinin Difto Bacto Agar’a oranla

rejenerasyon calismalarinda daha iyi sonuglar elde edilebilecegini belirtmistir.

Grusella ve Poxus (1990), cevizde yaptiklart mikrogogaltim ¢alismasinda MS besin

ortamina 0,5 mg/L BAP ilave edilerek en iyi siirgiin rejenerasyonunun elde edildigini bildirmistir.
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Dolcet-Sanjuan (1995), Pistacia vera'nin mikrogogaltimi, uzama ve koklendirme
islemlerini MS ortamina MeJA ekleyerek gergeklestirmistir. Siirgiin ucu kiiltiirleri 5 uM BAP ve
0.05 uM IBA igeren bir MS ortamina aktarmistir. Calismada, 0,3, 1 ve 3,2 uM MeJA ekleyerek

sirastyla 2,5, 3,0 ve 2,3 cm civart siirgiinler gelistirmistir.

Scaltsoyiannes ve ark. (1997) Juglans regia L. yaptiklari rejenerasyon galismasinda en
iyi aksiller siirglinlerin 4,44 uM BAP ve 0,005 uM IBA iceren DKW (Driver ile Kuniyuki ve
McGranahan, 1987) besin ortaminda gergeklestigini bildirmistir. Siirglin uzunlugunun en fazla
2,22 uM BAP igeren kiiltiir ortaminda oldugu belirtilmistir.

Puthra ve ark. (2002), in vitro’ da ¢imlendirilen tohumlardan alinan siirgiin ucu / nodal
eksplantlantlart MS, WPM besi ortamlarinda ve TDZ, BAP, NAA, IBA B.B.D’leri ile
kiyaslanarak en iyi sonucu 0,05 ile 2 mg/L arasinda degisen TDZ iceren WPM kat1 ortamindan

elde etmistir.

Saadat ve ark. (2002) tarafindan Juglans regia L. ¢ogaltilmasi, ii¢ farkli besin ortami
DKW, MS, WPM ve ii¢ farkl katilastirici Phytagel, Difco Bacto agar ve Phytagel'in bir karigimi
ve Difco Bacto Agar ile besin ortamlar1 arasinda ki farkliliklar: incelemistir. Elde edilen sonugta
eksplantlarin rejenere olma orani ve gelisim farkliliklarini incelemistir. Eksplantlarin gelisimi
DKW ortami, MS ve WPM ortamlarina gore daha iyi sonu¢ verdigini belirtmistir. Phytagel
katilagtiricisinin Difto Bacto Agar, Difto Bacto Agar + Phytagel © den daha iyi sonug verdigini de
calisma da belirtmistir.

Tetsumura ve ark. (2002) yaptiklart mikrogogaltim calismasinda, DKW besin ortamina 5
uM BAP ve 0,05 uM IBA ilave edilen kiiltiir ortamlarinda basarili sonug elde etmistir.

Nas (2004), yaptigi mikrocogaltim calismasinda poliaminlerin siirgiin gelisimi ve
uzamasi Tlzerine etkileri arasgtirmigtir. Corylus avellana L. yeni gelisen siirglinlerinin
tomurcuklari, MS ortaminda ve DKW besin ortamlarinda kiiltiire almistir. 0,2 mM putrescine +
0,2 mM spermidine + 0,05 mM spermine olarak besin ortamina eklemistir. Ayrica 6,7 uM, 11,1
uM ve 155 pM BAP arasinda gozlem yapmustir. Poliaminlerin hem siirgiin basina
tomurcuklanmay1 hem de siirgiin uzamasina giiclii bir etkisi oldugunu tespit etmistir. BAP nin ise
etkisinin daha diisiik kaldigini belirtmistir. Poliaminlerin kullanildigi ortamda siirglin uzamasinin

% 83 arttifim1 gérmiistiir. Siirgiin uzunlugu poliaminli ortamda 4,0 cm seviyelerine ulasirken
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yoklugunda 2,0 cm civarinda kalmistir. Sonug olarak, poliaminlerin rejenerasyon oranini yiiksek

oranda artirdigin1 ve eksplantlarin morfolojik yapisini gelistirdigini ortaya koymustur.

Fidanc1 (2005) yaptig1 ¢alismada, Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitlerinde li¢ farkli eksplant
kullanmistir (meristem, siirgiin ucu, nodal segment) ve {li¢ farkli ortamda Kkiiltiir ortamlari
olusturmustur. Besin ortami olarak; MS, DKW, WPM ortamlarin1 kullanmistir. DKW ortaminda
daha iyi gelisim gozlemlenmistir. Siirgiin cogaltimi ortaminda 1,0 mg/L BAP ve 0,01mg/L IBA

kullanilarak mikrogogaltim gergeklestirmistir.

Dong ve ark. (2007) eksplant kaynaklarin1 %70’lik etil alkol ve % 0,1 HgCl, ile steril
etmistir. Siirglin cogaltimi, 4,4 uM BAP ile 4,9 uM ilave edilerek hazirlanan kiiltiir ortaminda
gergeklestirmistir.

Leal ve ark (2007), cevizin mikro g¢ogaltiminda, alt kiiltiire alma siiresiyle siirgiin
gelisimi ve koklenme arasinda onemli bir parametre oldugunu belirtmistir. Gelisim oraninin ilk

alt kiiltiirlerde diisiik oldugu, daha sonraki alt kiiltiirlerde ise bu oranin arttigini agiklamistir.

Bosela ve ark. (2008) tarafindan siyah ceviz c¢esidinde yapilan calismada, siirgiin
rejenerasyonunun (MS, DKW, ' DKW) besin ortami ve sitokininlerin (ZEA, KIN, BAP)
arasinda ki gelisim farkliliklarini incelemis DKW ve 2 DKW ortamlarinda gelisimin belirgin
sekilde daha iyi oldugunu belirtmistir.

Payghamzadeh ve ark. (2009) tarafindan yapilan calismada ceviz'deki olgunlagsmamis
embriyolarin in vitro ¢imlenmesi lizerine BAP, IBA ve genotiplerin etkilerini degerlendirmistir.
Cevizin olgunlasmamis embriyolar1 DKW ortaminda farkl bitki biiylime diizenleyicilerini igeren
ortamlarda kiiltiire almistir. BAP ve IBA 'nin farkli konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli farkliliklar
gozlendigini belirtmistir. Olgunlagsmamis embriyo ¢imlenmesi i¢in en iyi performans gosteren
ortam, 0,01, 0,05 ve 0,1 mg/L IBA ile birlikte tek bagina 1 mg/L ve 1,5 mg/L BAP ile
desteklenmis DKW ortami1 oldugunu belirtmistir.

Ashrafi ve ark. (2010), cevizin mikro ¢ogaltilmasinda DKW besin ortaminda modifiye
edilerek hazirlanan farkli minerallerin etkilerini arastirmistir. Yeni gelistirilerek hazirlanan besin

ortaminda siirgiin gelisimlerinin daha iyi oldugunu belirtmistir.

Amiri ve Gharati (2011) yaptiklart c¢alismada, besin ortaminda bulunan makro
elementlerin mikrogogaltim ve kdklenme tizerinde ki etkilerini aragtirmistir. Bu ¢alismada 1, 1/2,

1/3, 1/5 oranlarinda DKW besin ortami kullanmis, siirgiin gelisimi ve ¢ogaltilmasinda makro
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elementlerin orani artirilarak gelisimin de buna bagh olarak arttigt yapilan calismada

gozlenmistir.

Al-Mizory ve Mayi (2012), cevizde nodal eksplantlarla yaptiklar1 ¢alismada, kinetinin
BAP’dan daha iyi sonu¢ verdigini kaydetmistir. Aynm1 ¢alismada BAP ile kinetin ve BAP ile
NAA’nm farkli kombinasyonlar1 kullanilmis ve 2 mg/L BAP + 1 mg/L KiN kombinasyonundan

en iyi sonucu almustir.

Gotea (2012), Jupanesti, Chandler ve Franquette Fars ceviz gesitlerinin in vitro ortamda
gelisimi ve cogaltilmasi i¢in rejenerasyon calismas: yapmustir. Ug tip katilastirict madde ve farkli
sitokinin konsantrasyonlar1 kullanarak en iyi gelisim gdsteren besin ortaminda ki katilagtirict
maddenin roliinli ve rejenerasyon i¢in sitokinin rolii arastirmistir. Phytagel ile jellestirilen DKW
kiiltiir ortaminda iyi bir gelisim orani elde etmistir. Cogaltma asamasinda, DKW kiiltiir ortaminda
1 mg/L BAP, 2,1 g/L Phytagel ve %3 sukroz ile iyi bir siirgiin gelisimi ve c¢ogaltimin
gerceklestirmistir.

Mangal ve ark. (2012), embriyo kiiltiiri yoluyla bitki rejenerasyonu ve elit genotiplerin
cogaltilmasi i¢in daha yiiksek ve daha hizli bir oran elde ederek dollenme sorunlarinin listesinden
gelmek i¢in bir ¢alisma da cevizin embriyo kiiltlirii yoluyla bitki rejenerasyonu igin bir protokol
elde etmistir. En iyi gelisim, 3 uM BAP ve 5 uM IBA ile takviye edilmis DKW ortaminda

%94,66 oraninda oldugu saptanmaistir.

Sirin (2014), Kaman 1 ceviz ¢esidinde yaptigi mikrogogaltim calismast ile en iyi

sonucun 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L IBA ya da 1 mg/L IBA ile elde edilebilecegini bildirmistir.

Zarghami ve Salari (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Chandler, Hartely ve Z60 ceviz
cesitleriyle mikrogogaltim ve koklendirme g¢alismasi yapmustir. Siirgiin ¢ogaltim i¢in 1,5 mg/L

BAP ve 0,01 mg/L IBA igeren B.B.D kullanilarak en iyi sonucu elde etmistir.

Moreno ve ark. (2015), phloroglucinol, karbon ve FeEDDHA kombinasyonlarinin
kullanilmasimin mikrogogaltim {izerinde gelisimi artiran ve kronik semptonlart 6nledigini

belirtmistir.

Kepenek ve Kolagast (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Chandler, Kaplan-86 ve
Yalova-1 ceviz c¢esitlerinin siirglin uglarin1 kullanarak ceviz igin rejenerasyon galigmalari
gerceklestirmistir. Yapilan ¢alismada en yiiksek ortalama siirgiin oran1 5 mg/L TDZ + 2,5 mg/L
IBA ortamindan elde edilmistir.
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Tuan ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, farkli melez ceviz ¢esitlerinde DKW ve
Ruguni besin ortamlar1 ve Oxoid agar, Kobe agar, Gelrite gibi katilastirict maddeler kullanilarak
denemeler kurmustur. Ayrica besin ortamlarina farkli konsantrasyonlarda BAP ilave edilmistir.
En iyi siirglin gelisiminin Ruguni besin ortaminda ve Kobe agar ile gerceklestirildigini ¢alisma

sonunda belirtmistir.

Sekmen ve ark. (2017), ceviz’in in vitro kosullarda ¢ogaltim protokolii olusturabilmek
icin, Chandler g¢esidinin siirgiinlerinde bir géz bulunan nodal segmentleri eksplant olarak
kullanmistir. DKW, DKW-C ve MS besin ortamlar1 igerisinde ise tiger farkli hormon
konsantrasyonlar1 ile 9 farkli kiiltiir olusturmustur. Yapilan ¢alismada en iyi mikrogogaltim
sonucunun, DKW-C besin ortami igerisinde 1 mg/L BAP + 0,5 mg/L IBA + 1 mg/L GAs
hormonlari ile aktif komiir ilavesi yapilan ortamda %45 oraninda siirgiin gelisiminin oldugunu

belirtmistir.

2.3 Koklendirme ve Alistirma (Aklimatizasyon)

Odunsu bitkilerin in vitro kosullarda koklendirme islemi otsu bitkilere gore olduk¢a zor
oldugu bilinmektedir. Odunsu bitkiler arasinda yer alan cevizde yapilan ¢alismalarda da
koklendirme isleminde ¢esitli sorunlarla Kkarsilasiimaktadir. Koklendirme ve alistirma

(aklimatizasyon) isleminde yapilan ¢aligmalara asagida yer verilmektedir.

Grusella ve ark. (1990), ceviz bitkisinde mikrogogaltim ile gelistirilen siirgiinlerin

koklendirme galismalarinda 1 mg/L IBA uygulamasinin daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.

Lievens ve ark. (1989) tarafindan, rejenerasyon calismasindan elde edilen mikro
siirgiinleri IBA’ya batirilarak 10 giin boyunca karanlik ortama birakilmasi sonucunda %30

oraninda koklenmeye ulasildig: belirtilmistir.

Grusella ve Poxus (1990) ceviz bitkisinde yaptiklari mikrogogaltim ¢alismasinda, yeterli
uzunluga ulasan siirgiinlerin koklendirilmesi icin DKW besin ortaminin en uygun igerige sahip
oldugu belirtilmistir. Kklenmenin DKW ortamina 2 mg/L IBA ve 1 mg/L riboflavin ilave edilip
10 giin karanlikta bekletilmesiyle elde edildigi bildirilmistir.

Heloir ve ark. (1996) ceviz bitkisinin in vitro kosullarda koklenmesi {izerine oksin ve
poliaminlerin etkisini arastirmistir. Siirginler IAA’l1 ortamda 48 saat karanlik kosullarda

birakildiginda etkisinin daha fazla oldugunun fakat daha sonra gelisimin durdugu belirtilmistir.
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Kok ¢ikist olan siirglinlerin oksinsiz torf + pellit karistmina aktarilarak gelisiminin devam

ettirilmesinin olumlu sonuglanacagi belirtmistir.

Sanjuan (1995)’1n yaptig1 ¢calismasinda oksinler ve sicaklik arasinda 6nemli bir etkilesim
oldugunu gérmiistiir. 25°C’de koklenmenin 28°C’ye gére daha iyi oldugunu tespit etmistir.
Uygun sicaklik ve oksinlerin varliginda besin ortamina eklenecek MeJA’ ’nin gelisim i¢in 6nemli

etkisinin oldugu bildirilmektedir.

Dolcet-Sanjuan ve Claveria (1996), kok uzatma ortamindaki sukroz oraninin
diistiriilmesiyle fotosentetik kapasitenin uyarilmasiyla topraga alisma sirasinda bitkilerin hayatta

kalma oraninin daha yiiksek oldugunu belirtmistir.

Scaltsoyiannes ve ark. (1997), gelisen siirglinlerin koklendirilmesi i¢in DKW besin
ortaminda 40 g/L sukroz ve 4,4 puM IBA kullanarak 6 giin karanlikta bekletmesiyle
gerceklestigini belirtmistir.

Puthra ve ark. (1998), mikrogogaltim c¢alismasi gerceklestirilen —siirgiinlerin
koklendirilmesi i¢in IBA iceren (2,5 mg/L) yar1 kati WPM ortaminda maksimum kdklenme
(%80) olusturmustur.

Onay (2000) Antep fistiginda yaptigi mikrogogaltim g¢alismasinda mikro stirgiinleri
koklendirilme galigsmasi yapmistir. Koklendirme ¢alismasinda en fazla sayida kok, 9,8 uM IBA
ilave edilen MS besin ortamindan elde etmistir. Kokli bitkileri, torf ve perlitte 4-5 hafta dis
kosullara alistirma yaptiktan sonra sera kosullarina transfer etmistir. Bitkilerin yaklasik %50'si

dis kosullara alistirma isleminden sonra biiyiimeye devam ettigini belirtmistir.

Kamali ve ark. (2001) GF-677 anaglarmin koklendirme isleminde, besin ortamina 0,3
mg/L NAA ile 1,6 mg/L thiamine igeren ortamdan kok elde etmistir. 7 giinliik karanlk

uygulamasinin ise koklenme i¢in olumlu sonug verdigini belirtmistir.

Tetsumura ve ark. (2002), ceviz bitkisinden elde edilen mikro siirgiinleri koklendirme
icin, DKW ortaminda 25 pM IBA igeren ve vermikiilit + gelrite karisiminda 5 giin karanlikta
bekletilmesiyle elde edilebilecegi yaptigi ¢alismada belirtmistir.

Fidanci (2005) yaptig1 calismada, Sebin ve KR-2 ceviz gesitlerinde ti¢ farkli eksplant ile
mikrocogaltim calismast gergeklestirmistir. Elde ettigi siirglinlerde en yliksek koklenme, kok
sayist, kok uzunlugu ve kok kalinligimin her iki cesitte de 4 mg/L IBA igeren ortamda oldugu

belirlenmistir.
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Ozkaynak ve Samanci (2005), mikrocogaltimla elde edilen in vitro bitkilerin, ex vitro
kosullara aligtirllmasinda ki ani hava, su, nem, sukroz gibi degisikliklerin bitkilerde stres oranini
artirdigin1 belirtmistir. Basarili bir alistirma islemi i¢in bitkinin fizyolojik degisiklikleri dikkatle

izlenerek yapilmasi gerektigi bildirmistir.

Dong ve ark. (2007), ceviz bitkisinden ¢ogaltilan siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in %
oraninda DKW iceren IBA ilave edilmemis vermikiilit ortamimnin kullanilmasi gerektigini

belirtmistir. Koklenme oraninin ise %60.5 diizeyinde oldugu bildirmistir.

Tilkat (2009) Antep fistig1 bitkisinden elde edilen mikro siirgiinlerin koklendirilmesi
icin,2 mg/L IBA ile desteklenen ortamda en iyi kok gelisimi saglandiktan sonra kokli bitkiler,
toprak, kum ve torf karigimi (1: 1: 1) ile doldurulmus kaplara aktarilmistir. Bliylime odasindan

ayrilarak bir seraya transfer edilmistir.

Sevgin (2010) bademde yaptig1 ¢alismada koklendirme i¢in mikro siirgiinlerin bir hafta
karanlikta birakilmasi koklenmeyi olumlu etkilemedigi goriilmiistiir. En 1yi koklenme, GF-677

(badem x seftali) anacinda 1 mg/L IBA igeren ortamda oldugu bildirmistir.

Amiri ve Gharati (2011) cevizde yaptiklar ¢alismada, besin ortaminda bulunan makro
elementlerin kéklenme iizerinde ki etkileri arastirmistir. Bu ¢alismada 1, 1/2, 1/3, 1/5 oranlarinda
DKW besin ortami kullanmistir. Bu ¢alismada kok ¢ikisi ve gelisiminin, en diisiik makro element
iceren ortamda gerceklestigi bildirilmistir.

Al-Mizory ve Mayi (2012) cevizde yaptiklari rejenerasyon g¢aligmasinda elde edilen

stirglinlerin koklenmesi %60 oraninda 1 mg/L IBA i¢eren MS ortaminda oldugu belirtilmistir.

Moreno ve ark. (2015) melez ceviz gesitlerinde yaptiklart ¢alismada FeEDTA ile
FeDDHA arasida ki farklari ve sukrozun koklenme oranina, koék uzunluguna etkilerini

aragtirmistir. FEEDTA ve 40-60 mg/L sukroz kullaniminin kéklenmeyi artiracagi belirtilmistir.

Nas ve ark. (2013) badem bitkisinde yaptiklari ¢aligmada, tiim odunsu bitkilerde oldugu
gibi koklenme asamasinin uzun siirdiigii ve otsu bitkilere gore daha zor oldugu belirtmistir.
Koklenme i¢in en iyi sonucun alt kiiltiir sayisinin artmastyla alindig belirlenmistir.

Sirin (2014) ceviz ¢esitlerinde yaptig1r mikrogogaltim calismasinda, koklendirme igin 4

mg/L IBA uygulamasimin koklenme i¢in basarisiz oldugunu belirtmistir.
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Kepenek ve Kolagasi (2016), elde edilen mikro siirgiinlerin en iyi kdklenmenin 5 mg/L
IBA igeren besin ortamlarindan elde edildigi bildirilmistir.

Zarghami ve Salari (2015) koklendirme ¢alismasinda, Chandler ¢esidi ceviz igin 3 mg/L

IBA igeren ortamin en iyi sonucu verdigini bildirmistir.

Tuan ve ark. (2016) yaptiklar1 calismada, farkli melez ceviz gesitlerinde en iyi kok
gelisiminin 12 uM IBA igeren DKW ortamina eklenen vermikiilit + gelrite kiiltiir kosullarinda
gerceklestigini belirtmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Bitki materyali

In vitro kosularda mikrogogaltim igin kullanilacak eksplant materyali Vlach, Chandler
ve Yalova-1 fidanlarindan alimmistir (Sekil 3.1). Vlach anaci iizerine asili Chandler fidanlar
Ceviz Uretim ve Pazarlama A.S. tarafindan Yalova-1 ¢esidi ceviz fidan1 ise Edirne merkezden

tedarik  edilmistir.  Kullanilan  eksplant  koltukaltt  siirgiinlerinden elde edilmistir.

Sekil 3.1. Eksplant kaynagi olarak a ve b; Vlach anaci iizerine asili Chandler fidanlari, c;
Yalova-1 fidan1 (Anonim 2018c)

3.1.2 Besin ortamu ve in vitro Kiiltiir kosullar:

Yapilan c¢alismalarda, %3 sukroz ilave edilerek hazirlanan MS besin ortami ve
koklendirme isleminde modiye edilerek yeniden hazirlanan MS (Murashige ve Skoog 1962)
besin ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1). Besin ortamlar1 hazirlanirken saf su kullanigsmus,

ortam pH’s1 bitkinin saglikli gelisim géstermesi i¢in 1 N NaOH ve 1 N HCI ile istenilen en
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uygun deger olan 5,6-5,8 araliginda ayarlanmistir. Hazirlanan besin ortamlarina en son
katilagtiric1 olarak %0,65 oraninda Plant Agar ilave edilip 121°C’de 1.1 atm basing altinda 20
dakika otoklavlanmistir. Besin ortamlarinin igine otoklavlanlandiktan sonra c¢alisma igin gerekli
olan oksin, sitokinin ve giberrellik asit ilave edilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin

sterilizasyonu igin mikro filtre kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Besin ortamlarinda bulunan makro-mikro elementler ve vitaminler

Mikro Elementler MS (mg/L) Modifiye MS (mg/L)
CoCl,.6H,0 0,025 0,025
CuS0,.5H,0 0,025 0,025
FeNaEDTA 36,70 36,70
H3BOs 6,20 6,20
Kl 0,83 0,83
MnSQO,4.H,0 16,90 16,90

0,25 0,25
Na,M00,.2H,0
8,60 17,00
ZnS0,.7H,0
Makro Elementler
332,02 332,02
CaCl,
170,00 265,00
KH,PO,
1900,00 1900,00
KNO;
180,54 361,49
MgSO4
1650,00 1650,00
NH,4NO;
Vitaminler
2,00 2,00
Glisin
100 100
Myo-Inositol
0,50 0,50
Nikotinik asit
0,50 0,50
Pyridoksine HCI
0,10 0,10

Tiamin HCI
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Bitki biiylime diizenleyicilerinin kullanilmadan 6nce stok soliisyonlart 1/1 oraninda
hazirlanmistir. Her B.B.D. farkli ¢oziiciiler ile ¢ozdiriildiikten sonra steril saf su ile seyreltilip
vortekslendikten sonra kullanima hazir hale getirilmistir. Stok soliisyonlar +4°C’de buzdolabinda

saklanmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Stok soliisyonlarda kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢d6ziiciileri ve

seyreltilmesi
Bitki Biilyiime Coziicii Seyreltme
Diizenleyicileri
Sitokininler
BAP NaOH Steril Saf Su

(6-Benzilaminopiirin)

TDZ DMSO Steril Saf Su

(Thidiazuron)

Oksinler
NAA NaOH Steril Saf Su
(a-Naftalinasetik asit)
IBA Ethanol Steril Saf Su
(indol-3-biitirik asit) ya da

NaOH
2,4-D Ethanol Steril Saf Su
(2,4-Diklorofenoksi asit) ya da

NaOH
Giberellinler
GA; Ethanol Steril Saf Su
(Giberellik asit A3)

22




3.2 Yontem
3.2.1 Rejenerasyon i¢in eksplant alimi ve sterilizasyon

Yapilan calismada ilk olarak ceviz bitkisinin li¢ farkli ¢esidi olan Vlach, Chandler,
Yalova-1 fidanlarin tepeden itibaren 1.-3. koltukalti tomurcuklar1 alinip, yaprak vb. gibi
fazlaliklardan temizlenmistir (Sekil 3.2). Daha sonra 6n sterilizasyon islemi i¢in antibakteriyel
stivi sabun ve firga yardimiyla temizlenerek akan musluk suyu altinda 2-3 saat kadar
bekletildikten sonra eksplantlar %70°1ik etil alkolde 2-3 dakika bekletilip saf su ile durulanmustir.
Ikinci asamada yapilan sterilizasyon islemleri laminer hava akish steril kabinde
gerceklestirilmistir. Eksplantlar %70°lik Actijen ile ((Natural Protection System, NPS Biyosidal)
%100 dogal su bazli ve % 0,015 aktif klor igeren sivi, yer ve yiizey dezenfektani) 5 dakika
boyunca steril edildikten sonra 3 kez 5’er dakika boyunca steril saf su ile durulanmigtir. Bir diger
sterilizasyon ¢aligmasinda eksplantlar % 30 ve % 50 ’lik NaOCl ile 5 dakika boyunca steril
edilerek 3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.2. Koltukalt1 eksplantlarinin fidanlardan alinma asamasi
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Sekil 3.3. Steril kabin igerisinde eksplantlarin yiizey sterilizasyon islemi

3.2.2 Eksplantlarin rejenerasyon icin hazirlanan ortamlara aktarilmasi

Koltuk alti tomurcuklarindan gelisen siirglinlerin mikrogogaltimi i¢in %0,44 MS
(Murashige and Skoog 1962), %3 sukroz, %0,01 aktif komiir eklenerek besin ortami saf su ile
hazirlanmis ardindan pH 5,8’e ayarlanmistir. En son besin ortamina katilastirict madde olarak %
0,65 Plant Agar eklenmistir. Hazirlanan besin ortami 121°C’de 1.1 atm basing altinda 20 dakika
boyunca otoklavda steril edilmistir.

Hazirlanan kiiltiir ortamlarina BAP, TDZ, NAA, IBA, 2,4 D, GA; bitki biiyiime
diizenleyicileri eklenerek yedi farkli kiiltiir ortam hazirlanmigtir (Cizelge 3.3). Mikrogogaltim igin
hazirlanan yedi ortam R-1, R-2, R-3, R-4, R-5, R-6, R-7 olarak adlandirilmistir. In vitro kiiltiirler
3 tekerrtirlii olmak kosuluyla 21 giin boyunca kiiltiire alinmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4. Ceviz bitkisinden alinan koltuk alt1 eksplantlarinin in vitro kiiltiir goériintimii

Cizelge 3.3. Mikrogogaltim asamasinda kullanilan ortamlarda ki B.B.D oranlar1

Ortamlar/ BAP TDZ NAA GA3 2,4-D
B.B.D.

R-1 2 mg/L - 0,5 mg/L 0,2 mg/L -

R-2 1,5 mg/L - 0,5 mg/L 0,2 mg/L -

R-3 - 2 mg/L 1 mg/L 0,2 mg/L -
R-4 - 1,5 mg/L 1 mg/L 0,2 mg/L -
R-5 - - 0,5 mg/L - 1 mg/L
R-6 - - 1 mg/L - 1 mg/L
R-7 - - 0,3 mg/L - 0,5 mg/L
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Sekil 3.5. Eksplantlarin kiiltiire alinma iglemi

Biitlin kiiltiir ortamina akltarilan eksplantlar beyaz ve kirmiz1 led 1siklar altinda 16 saat
151k 8 saat karanlik fotoperiyodunda 24+2°C sicaklifinda tam kontrollii bitki biiyiitme odalarinda
gelistirilmistir (Sekil 3.4).
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3.2.3 Koklendirme

Koklendirme c¢alismast 2 c¢cm ve daha uzun olan siirgiinlerde gerceklestirilmistir.
Koklendirme ¢aligmasit 2 farkli besin ortaminda gergeklestirilmistir. MS (Murashige and Skoog
1962) besin ortami ve Modifiye olarak hazirlanan %0,44 MS %3 sukroz, 0,1 mg/L demir selat-
EDDHA ve %0,65 Plant Agar ilave edilerek hazirlanan besin ortami 121°C 1.1 atm basing
altinda 20 dk boyunca steril edilmistir. Besin ortamlarinin igerisine steril kabinde 1 mg/L, 1,5
mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L IBA ilave edilmistir (Cizelge 3.4). Siirgiinler besin ortamina 3
tekerriirlii olacak sekilde aktarilmistir. Kok kiiltiir ortamlart dort giin karanlikta bekletildikten
sonra kirmizi beyaz led igik altinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodunda 24+2°C

sicakliginda bitki biiylitme odalarinda bekletilmistir.

Cizelge 3.4 Koklendirme ¢alismasinda kullanilan besin ortami ve bitki biiyiime diizenleyicileri

MS Besin Ortam Modifiye MS Besin ortami
(K-1) 1 mg/L IBA (A) 1 mg/L IBA

(K-2) 1,5 mg/L IBA (B) 1,5mg/L IBA

(K-3) 2 mg/L IBA (C) 2mg/L IBA

(K-4) 3 mg/L IBA (D) 3mg/L IBA

(K-5) 4 mg/L IBA (E) 4 mg/L IBA

3.2.4 Alstirma (Aklimatizasyon)

Koklenen siirgiinler saf su ile yikandiktan sonra 1:1 oraninda steril torf-perlit karisimi
iceren beherlere dikilmis ve sulanmistir. Nemini korumasi igin beherin istii stre¢ film ile
sarilarak hava girigi engellenmistir. Stre¢ film birer giin arayla delinerek hava girisi yavas yavas

arttirtlmistir. 24 giiniin sonunda koklii bitkiler tamamen acilip saksilara aktarilmigtir.

Kok olusmayan siirgiinler ise; 500 ve 1000 ppm IBA soliisyonunda 15 sn bekletilmistir.
Ardindan 1:1 oraninda steril edilmis torf-perlit karistmi igeren beherlere dikilmistir. Nem kaybi
olmamasi i¢in stregle sarilmistir. Birer giin arayla hava girisi yavas yavas artirilmistir. 14 giin

boyunca siirgiin canlilig1 ve kdklenme olusumu kontrol edilmistir.

27



3.2.5 Rejenerasyon ¢alismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

Ceviz bitkisinin ii¢ farkli ¢esidinde (Vlach, Chandler, Yalova-1) rejenerasyon
ortamlarinin farkli kombinasyon ve dozlarina goére denemeler 3 tekerriirlii olarak yapilmistir.
Calismadan elde edilen verilerin istatistikel degerlendirilmesi SPSS ( Statistical Package for the
Social Sciences) ver. 22 istatistik programinda One-Way Anova post hoc testlerinden Duncan

testi ile yapilmustir (Snedecor ve Cochran 1982).
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4. BULGULAR

4.1 Yiizey Sterilizasyon Bulgular:

Ug farkli ceviz (Vlach, Chandler, Yalova-1) ¢esidinden almman koltukalt: (apikal
meristem) eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in oncelikle eksplant yiizeyi antibakteriyel sivi
sabun ile yikandiktan sonra 2-3 saat devamli akan musluk suyunda durulanmistir. Ardindan
%70’lik etil alkole 30-40 saniye maruz birakilmistir. Yiizey sterilizasyonu igin steril kabinde
manyetik karistirici kullanilarak 500 rpm’de Actijen ve NaOCI kullanilarak gergeklestirilmistir.
Actijen temizlik soliisyonu ile %70 ve %90 dozlarinda 5 dakika siire ile yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulmustur. Sodyum hipoklorit kullanilarak ise %30 ve %50 dozlarinda 5 dakika siire ile
yiizey sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra her iki sterilizasyon asamasi 3 kez 5’er
dakika boyunca steril saf su ile durulanmistir. Sterilizasyon sonuglar1 7 ile 14 giinliik siire
araliginda kontaminasyon orani olarak 7-14 giin arasi tiiplere aktarilan eksplantlarda olusan

kontaminasyon ve kararma miktar1 belirlenerek kontaminasyon orani belirlenmistir. (Sekil 4.1.)

NaOCI ile gergeklestirilen sterilizasyon isleminde kararma ve kontaminasyon orani
Actijen’e oranla daha yiiksek seviyede olmustur. Actijen soliisyonunda ise %90-5 dakika siireyle
yapilan sterilizasyon isleminde kararma oraninin fazla olmasindan dolayr ¢alismaya Actijen

soliisyonu ile %70-5 dakika siiresi ile devam edilmeye karar verilmistir.
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B- — 8
Sekil 4.1. NaOCl uygulamasinda kararan ve kontamine olan eksplantlar (a,b,c) ile actijen
uygulamasinda gelisen eksplantlar (d,e,f)

4.2. Mikrocogaltim Calismasi Bulgular:

Sterilizasyon asamasindan sonra saglikli olan Vlach, Chandler ve Yalova-1 ¢esitlerinden
alian eksplant sayis1 az oldugu i¢in eksplantlar isaretlenerek ancak bir arada (ayirmadan) siirgiin
rejenerasyon ortamlarina aktarilmistir. Bu asamada koltuk alti tomurcuklarindan gelisen
stirgiinlerin mikrogogaltimi i¢in %0,44 MS, %3 sukroz, %0,01 aktif komiir eklenerek besin
ortam1 manyetik karistiricida saf su ile hazirlanmistir ve ardindan pH 5,8’e ayarlanmistir. Daha
sonra ortama katilastirict madde olarak %0,65 Plant Agar eklenmistir. Hazirlanan besin ortami

121°C’de 1.1 atm basing altinda 20 dakika boyunca otoklavda steril edilmistir.

Hazirlanan kiiltiir ortamlarma (R-1, R-2, R-3, R-4, R-5, R-6, R-7) bitki biiyiime
diizenleyicileri eklenerek yedi farkli kiiltiir ortami hazirlanmistir. Bu tez ¢alismasinda rejenerasyon

asamasinda yapilan analizler cesit lizerinden degil farkli bitki biiylime diizenleyicileri iizerinden
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yapilmstir. Ug farkli ceviz ¢esidinden alinan eksplantlar karisik bir sekilde 3 tekerriirlii olmak
kosuluyla 21 giin boyunca kiiltiire alinmistir. 21 giinliik kiltiiriin sonunda vlach, chandler ve
Yalova-1 gesitleri arasinda regenerasyon ag¢isindan farklilik goriilmemistir her i ¢esiten 7 farkli
bitki biiylime diizenleyici igeren kiiltiir ortamina alinan eksplantlarda; eksplant basina gelisen
stirglinler, siirgiin olusum ylizdesi, siirgiin uzunlugu ortalamasi, eksplant basina yaprak sayisi

ortalamasi olarak sonuglar degerlendirilmistir (Cizelge 4.1).

Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 Ortalamasi: Duncan testi sonucuna gore eksplant
basina siirgiin olusum sayist %0,00 ile %2,36 arasinda degismistir. Eksplant bagina en az siirgiin
olusum sayis1 R-5 R-6 besin ortamlarinda gozlemlenmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin

olusum sayisi R-3 besin ortamindan elde edilmistir.

Sekil 4.2. Eksplant basina siirgiin sayis1

Siirgiin olusum Yiizdesi : Siirgiin olususmu %0,00 ile %61,06 arasinda degismistir.

Siirgiin olusum yiizdesi en yiiksek R-3 besin ortamindan elde edilmistir.

Siirgiin Uzunlugu Ortalamasi: Siirgiin uzunluklar1 %1,06 ile %2,36 arasinda degisim
gostermistir. Ancak daha sonra kiiltiir ortaminda uzamaya devam etmistir (Sekil 4.2). En kisa
stirglinler R-1, R-2 ve R-3 besin ortamlarindan elde edilirken, en uzun siirgiin ise R-4 besin

ortamindan elde edilmistir.
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Sekil 4.3. Ceviz bitkisinden elde edilen siirgiin uzunluklar1 a; Chandler, b; Vlach, c; Yalova-1

Eksplant Basina Yaprak Sayis1 Ortalamasi : %0222 ile %5,02 arasinda degisim
gostermistir. En az yaprak sayist R-2 besin ortamindan elde edilirken en fazla yaprak sayist R-3

besin ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 4.1 R-1, R-2, R-3, R-4, R-5, R-6, R-7

Uygulama | E.B.S.S.0.** S.0.Y.** S.U.0.* E.B.Y.S.0**
(mg/L)

R-1 153+0,50a 33,30+16,70 b 1,70+ 0,26 a 3,75+ 1,08 ab
R-2 10 +£0,86ab |22,20+19,22bc | 1,06 +0,92 ab 2,22 +1,95 bc
R-3 2,36 0,32 a 61,06 + 9,58 a 193+0,11a 5,02+0,54 a
R-4 183+1,60a |16,63+16,65bc| 2,36 £2,12a 3,17+ 2,80 ab
R-5 0 +£0,00b 0,00+ 0,00 c 0,00 +£0,00 b 0,00+ 0,00c
R-6 0+0,00b 0,00 +£0,00c 0,00 +£0,00 b 0,00 +£0,00c
R-7 0+£0,00b 0,00 £0,00¢c 0,00+ 0,00 b 0,00+0,00c
(F) p=0,004 p=0,000 p=0,015 p=0,002

** p<0,01, * p<0,05
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Not: E.B.S.S.0O.; Eksplant basina siirglin sayis1 ortalamasi, S.0.Y.; Siirglin olusum
yiizdesi, S.U.O.; Siirgiin uzunlugu ortalamalari, E.B.Y.S.O; Eksplant basina yaprak sayisi
ortalamasi

4.3 Koklendirme

In vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunun saglandigi besin ortamlarinda kéklenmeyi
saglamak ozellikle odunsu bitkilerde miimkiin olmamaktadir. Odunsu bitkilerde en biiyiik
problemlerden biri koklenme sorunudur ve genelde siirgiinler uzun siire i¢inde kdklenmektedir.
Bu nedenle siirgiinlerin sitokinin igermeyen, fakat koklenmeyi tesvik edici B.B.D (IBA, NAA,
IAA gibi) bulundugu ortamlara transfer edilmesi gerekmektedir. Odunsu bitkilerin
koklendirilmesinde besin ortamiin igerigindeki bitki biiyiime diizenleyicilerinin onemi kadar
besin ortamlarinin igeriginde ki makro ve mikro elementler ile vitaminlerin miktar1 da oldukca
Oonem arz etmektedir. Bu nedenle koklendirme ortaminda kullanilacak besin ortami degistirilerek
yeni bir modifiye olarak hazirlanan MS ortami ve MS besin ortamini kullanilmustir. 3 farkli ¢esit
Vlach, Chandler ve Yalova-1 gesitlerinin lateral tomurcuk (koltukalt: siirgiinleri) eksplantlarindan
rejenere olan siirgiinler 1- 2 cm uzunluguna geldiklerinde kesilerek 3 tekerriirlii olacak sekilde 1
mg/L, 1,5 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L IBA ve 0,1 mg/L demir selat-EDDHA i¢eren modifiye
MS ve MS ortamlarina aktarilmistir. Her ii¢ c¢esidin siirgiinlerinden MS besin ortaminda
koklenme gozlemlenmezken modifiye MS besin ortaminda Yalova-1 ¢esidinde ilk koklenme
belirtileri 6 hafta sonra ortaya ¢ikmistir ve siirgiinler 3 haftada bir alt kiiltiire alinmistir (Cizelge
4.2). Farkli dozlarda kullanilan IBA’nin 6 hafta sonra koklenen siirgiinlerin oranina ait verilere
gore 3mg/L ve 4 mg/L IBA igeren modifiye MS ortamlarinda koklenme gozlemlenmistir. En
yiiksek koklenme 4 mg/L IBA igeren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinan Yalova-1 g¢esidinin

stirgiinlerde ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.3). Koklenen siirgiin orani ise %83,3 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Modifiye olarak hazirlanan MS besin ortaminda kdklendirme sonuglari

Ortam Koklenen Kok olusum Kok sayisi Kok
sirgiin sayisi yiizdesi ortalamasi uzunlugu
ortalamasi

A-1 mg/L IBA 0 0 0 0
B-15mg/LIBA| 0 0 0 0
C-2mg/L IBA 0 0 0 0

D- 3 mg/L IBA 2 %33,3 1,5 2,2

E- 4 mg/L IBA 5 %83,3 3,2 2,5
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Sekil 4.4. Modifiye MS ortamlarinda ki kéklenme oranlari; A: 1 mg/L IBA, B: 1,5 mg/L IBA, C:
2 mg/L IBA, D: 3 mg/L IBA, E: 4 mg/L IBA

4.4 Koklenen Siirgiinlerin Dis Kosullara Alistirilmasi (Aklimatizasyon)

4-7 cm uzunlugunda ceviz mikro fidanlar1 musluk suyu ile yaprak ve koklere zarar
vermeyecek sekilde besin ortamindan armincaya kadar yikanip cam beherlerde otaklavda
121°C’de 1.1 atm basigta 20 dakika boyunca steril edilmis nemli torf perlit (1:1) karisimina
aktarilmigtir. Beherdeki bitkilerin tizeri stregle hava almayacak sekilde sarilip iklim odasinda
biiyiimeye birakilmistir. Ikinci hafta strec iizerinde delikler agilarak 1 hafta arayla kademeli
olarak nem orani diislirlilmistiir. Stre¢ tamamen 28 giin sonunda ag¢ilmistir. Daha sonra bitkiler
saksilara aktarilarak 24+1°C ve %50 nem igeren iklim odasinda biiyliimeye birakilmis ve 7
bitkiden 5 tanesi saglikli olarak gelisime devam etmistir ve dis kosullara alistirilmistir (Sekil 4.4,
Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. a; Kkiiltiir tliplinde patlayan tomurcuk (3 haftalik) b; ¢ogaltim ortamindan ¢ikan
siirgiinler (3 haftalik) c¢; gelisen siirgiin (3 haftalik) d; kok kiiltiir ortamina transfer
edilen siirgiin (1 haftalik) e; koklenen siirgiin (6 haftalik) f; kok ortaminda koklenen
siirgiin g; alistirma (aklimatizasyon) asamasinda gelisen bitki ( 2 haftalik) h; dis
kosullara alistirma asamasi tamamlanmis ceviz (7 haftalik)
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5. TARTISMA

Ceviz bitkisi, bir evcikli (erkek ve disi organlar ayni ¢icekte) olmasi, dikogami egilim
gostermesi (erkek ve disi organli ¢iceklerin ayr1 zamanlarda agilmasi ve olgunlagmasi),
tozlagsmanin riizgar ile gergeklesmesi nedeniyle heterezigot (genetik yapinin farkli olmasi)
yapidadir. Bu sebepten dolayr tohumdan gelisen yeni bitki ana bitkinin 6zelliklerini
tasimamaktadir (Sen 1986). Bu da istenilen tir ve c¢esitte ceviz fidan1 ¢ogaltimini
engellemektedir. Bu nedenle yapilan kaynak incelemeleri sonucunda istenilen hatlarin hizli ve
hastaliksiz olarak klonal bir sekilde iiretilmesi olduk¢a 6nemlidir ve istenilen 6zelligi tasiyan
fidan yetistirmek igin in vitro kosullarda mikrogogaltim teknikleri basarili bir sekilde

kullanilmaktadir.

5.1. Yiizey Sterilizasyonu

Bu caligmada, bitkisel materyal olarak kullanilan fidanlardan alinan eksplantlarin yiizey
sterilizasyonu i¢in %70 ve %90 konsantrasyonda Actijen ile 5 dakika ve %30 - %50
konsantrasyonda 5 dakika siireyle NaOCI kullanilmistir. Ancak en iyi sterilizasyon sonucunun
%70’1ik Actijen sollisyonundan elde edilmistir. Buna benzer olarak Pehlivan ve ark. (2017), Vitis
vinifera siirgiin uglarina uyguladig sterilizasyon isleminde %10 Actijen’ e birka¢ damla Tween-
20 ekleyerek 5 ve 10 dakika boyunca sterilizasyon islemi gergeklestirilmis ardindan siirgiinler 3
kez steril saf su ile durulanmstir. Bir diger ¢calismada, Gotea ve ark. (2012) Chandler, Franquette
ve Jupanesti ¢esitlerinde sterilizasyon igin eksplantlart deterjanli su ile yikayip ardindan alkolle
muamele ettikten sonra %5 NaOCI ¢ozeltisi ile steril edip sonrasinda steril saf su ile durulanarak
basarili bir sterilizasyon protokolii bildirmistir. Bagka bir ¢aligmada ise Fidanci (2005), Sebin ve
KR-2 ceviz gesitlerinden alinan ekplantlarin sterilizasyonu i¢in dncelikle antibakteriyal sabunla
tomurcuklar yikanip durulanana kadar yikama islemine devam edilmistir. Ardindan %10’ luk
NaOCIl igerisine birkag damla tween-20 damlatilp 20 dakika boyunca sterilizasyon
gerceklestirilerek 3-4 kez steril distile su ile durulanip sterilizasyon islemi tamamlanmistir. Bir
diger ¢alismada HQCl, ile sterilizasyon yontemi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Dong ve
ark. (2007), ceviz eksplantlariin %70’lik etil alkolde bir siire bekletilen ekplantlar ardindan %
0,1 HgClI, ile sterilizasyon islemi tamamlanip ardindan steril distile su ile durulandig:
bildirilmistir. Fu Yulan ve ark. (2004), Carya illinoensis (Pikan cevizi ) siirgiin uglar1 kullanilarak

gerceklestirdigi mikrogogaltim galismasinda sterilizasyon yonteminde oncelikli olarak %70 etil
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alkole batirilip sonrasinda 15 dakika boyunca %0,2 HQCl ile (birka¢ damla Tween 20 ilave
edilerek) karigtirillip ve daha sonra 10 kez steril saf su ile durulanmasiyla elde edilmistir.
Eksplantlar karanlik ortamda ve besin ortamima aktif komiir ilave edilerek, kararma
engellenmistir. Penisilin ve streptomisinin besin ortami igerisine ilave etmenin kontaminasyon
olugmasini engellendigi bildirilmistir. Nas (2013) bademde sterilizasyon igsleminin %1 aktif klor
iceren NaOCI igine 10 damla tween-20 ilave ederek 15 dakika boyunca sterizasyon islemini
tamamlay1p 3 kez steril saf su durulandiktan sonra basarili bir sterilizasyon yonteminin optimize

edildigini bildirmistir.
5.2 In Vitro Kosullarda Mikrocogaltim

Ceviz (Juglans regia L.), gerezlik ve kereste sanayisinde kullanilan 6nemli bir ¢erezlik
odunsu bitkidir. Cerezlik olarak besin degerinin yiiksek olmasi, kerestecilik olarak ise sert ve
dayanikli odunsu 6zelliginden dolay1 tercih edilmektedir. Bu gibi gerezlik ve kereste ihtiyaclarini
karsilamak igin yeterli miktarda fidan yetistiriciliginin yapilmas1 gerekmektedir. Vejatatif
¢ogaltim teknikleri ise bu konuda basar1 saglamaktadir ve fidan {iretiminde yasanan zorluklar ile
uzun siirelerde iiretilmesine alternatif bir ¢6ziim haline gelen vejetatif ¢ogaltim tekniklerinden
biri olan in vitro kosullarda mikrogogaltim c¢alismalar1 hastaliksiz ve klonal fidan anaci
tiretiminde hiz kazanmistir. Ceviz bitkisinin klonal {iretiminde bir takim zorluklarindan biride
odunsu bitkiler otsu bitkilere gore daha zor rejenere olurken ceviz bitkisinde yogun bir sekilde
salgilanan fenolik bilesikler mikrogogaltim islemini daha fazla gii¢lestirmektir (Karvar 1990).
Diinya’da ceviz iiretiminde ilk sirada yer alan Cin, 1,785,879 ton iiretim yapmaktadir. Ardindan
A.B.D ve Iran gelirken Tiirkiye 195,000 ton iiretim ile dordiincii sirada yer almaktadir (FAO
2016). Tiirkiye’nin cografik konumu ve ikliminin ceviz yetistiriciligine elverisli olmasina ragmen
iiretimde diinyada ilk siralarda yer almamaktadir. Diger iilkelerde doku kiiltiirii yontemlerinden
olan mikrogogaltimla ceviz anaci lretim calismalart daha gelismis ve hizli vaziyettedir.
Tiirkiye’nin de klonal ceviz anaci iiretimi artirmasi i¢in daha fazla calismanin yapilmasi
gerekmektedir. Yapilan ¢alismada bitkisel materyal olarak kullanilan koltuk alti tomurcuklarinin
BAP, IBA, GA; bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlari i¢ceren besin ortaminda eksplant
basina siirgiin sayisi ortalamasi ve siirgiin olusum ortalamasi olarak en yiiksek 2 mg/L TDZ, 1
mg/L NAA, 0,2 mg/L GAskiiltiir ortamindan elde edilmistir. En uzun siirgiin ise 1,5 mg/L TDZ,
1 mg/L NAA ve 0,2 mg/L GAj; igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ceviz bitkisinin
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mikrocogaltim caligmalarina bakildiginda Gotea (2012), Jupanesti, Chandler ve Franquette Fars
ceviz gesitlerinin in vitro ortamda gelisimi ve gogaltilmasi igin calismalar yapmstir. Ug tip
katilastirict madde ve farkl sitokinin konsantrasyonlar1 kullanilarak en iyi gelisim gosteren besin
ortamindaki katilagtirici maddenin rolii ve rejenerasyon i¢in sitokinin Onemi arastirilmistir.
Phytagel ile katilagtirllan DKW Kkiiltiir ortaminda iyi bir gelisim orani elde edilmistir. Cogaltma
asamasinda, DKW kiiltiir ortamina 1 mg/L BAP, 2,1 g/L phytagel ve %3 sukroz ile iyi bir siirglin
gelisimi ve ¢ogaltimi gergeklestirilmistir. Buna benzer olarak, Grusella ve ark. (1987) cevizin
doku kiiltiiri yontemi ile gogaltilmasi iizerine yaptiklari ¢alismada, siirgiin olusumu tizerine farkli
sitokinin tiirleri ve konsantrasyonlarinin etkileri arastirmistir. Calismada en iyi sonu¢ 1 mg/L
BAP uygulamasindan elde edilmistir. Gelisim asamasinda elde edilen siirglinleri uzatmak igin,
farkli konsantrasyonda GAj ve fenolik bilesikleri azaltmak icin aktif komiir iceren ortamlara
aktarilmis ve en iyi siirgiin uzunlugu 0,1 mg/L GAj; iceren ortamdan elde edilmistir. Bir diger
calismada Fidanci (2005), Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitlerinde ti¢ farkli eksplant kullanmig
(meristem, siirgiin ucu, nodal segment) ve ti¢ farkli ortamda kiiltiir ortamlar1 olusturmustur. Besin
ortami olarak; MS, DKW, WPM ortamlari kullanilmistir. Calistigi besin ortamlarinda DKW
ortaminin daha iyi gelisim gosterdigini belirtmistir. Siirgiin ¢ogaltimi i¢in ise 1 mg/L BAP ve
0,01 mg/L IBA kullanarak mikrogogaltim1 ger¢eklestirmistir. Yine besin ortami ve katilastiric ile
ilgili Saadat ve ark. (2002) cevizin g¢ogaltilmasini, ti¢ farkli besin ortam1 (DKW, MS, WPM) ve
ti¢ farkli katilastiric1 (Phytagel, Difco Bacto agar ve Phytagel'in bir karisimi ve Difco Bacto agar)
ile besin ortamlar1 arasindaki farkliliklar incelenmistir. Elde edilen sonucta eksplantlarin rejenere
olma orani ve gelisim farkliliklar1 incelenmistir. Eksplantlarin gelisimi DKW ortami, MS ve
WPM ortamlarina goére daha iyi sonu¢ verdigi belirtilmistir. Phytagel katilastiricisinin Difto
Bacto Agar, Difto Bacto Agar + Phytagel ortamindan daha iyi sonu¢ verdigi de calismada
belirtilmigtir. Sitokininlerin kombinasyon halinde kullanilmasiyla Al-Mizory ve Mayi (2012)
cevizde nodal eksplantlar ile, kinetinin BAP’dan daha iyi sonug¢ verdigi kaydedilmistir. Ayni
calismada BAP ile Kinetin ve BAP ile NAA’ ’nin farkli kombinasyonlar1 kullanilmis ve 2 mg/L
BAP+ 1 mg/L KIN kombinasyonundan en iyi sonug alinmistir. Sekmen ve ark. (2017) cevizin in
vitro kosullarda ¢ogaltim protokolii olusturabilmek i¢in, Chandler ¢esidinin siirgiinlerinden bir
g6z bulunan nodal segmentler eksplant olarak kullanmistir. DKW, DKW-C ve MS besin
ortamlar1 igerisinde ise liger farkli hormon konsantrasyonlar: ile 9 farkli kiiltiir olusturmustur.

Yapilan ¢aligmada en iyi mikrogogaltim sonucunun DKW-C besin ortami igerisinde 1 mg/L. BAP
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+ 0,5 mg/L IBA + 1 mg/L GA3 hormonlari ile aktif komiir ilavesi yapilan ortamda %45 oraninda
stirgiin gelisimi elde edildigi belirtilmistir. Nas (2004), findikta yaptigi mikrogogaltim
calismasinda poliaminlerin siirgiin gelisimi ve uzamasi tizerine etkilerini arastirmistir. Yeni
gelisen siirglinlerinin  tomurcuklari, MS ortaminda ve DKW  besin ortamlarinda kiiltiire
alinmistir. 0,2 mM putresin + 0,2 mM spermidin + 0,05 mM spermin olarak besin ortamina
eklemistir. Ayrica 6,7 uM, 11,1 pM ve 155 uM BA ortamlarinda gozlem yapilmigtir.
Poliaminlerin hem siirgiin basina tomurcuklanmayr hem de siirgiin uzamasina giiglii bir etkisi
oldugu tespit edilmistir. BA’nin etkisin ise daha diisiik kaldigi belirtilmistir. Poliaminlerin
kullanildig1 ortamda siirgiin uzamasimi %83 artis goriilmistiir. Siirglin uzunlugu poliaminli
ortamda 4,0 cm seviyelerine ulasirken yoklugunda 2,0 cm civarinda kalmistir. Sonug olarak;
poliaminlerin rejenerasyon oranini yiiksek oranda artirdigini ve eksplantlarin morfolojik yapisini
gelistirdigi agiklanmigtir. Yang (1994), Antep fistigmin siirgiin uglarini eksplant olarak
kullanmistir. Bitki biiylime diizenleyicileri eklenmis olan MS ortami, G ortami, Gamborg BS5
ortam1 ve WPM iizerinde kiiltiire almistir. MS 0,5 mg/L BA + 0,1 mg/L IBA ile takviye edilmis
ortam diger ortamlara gore daha iyi siirglin olusturmustur. Mneney (2002) Tanzanya da kaju
(Anacardium occidentale L.) elit klon olarak kullanilan AC4 anacini klonal olarak ¢ogaltmak igin
mikrogogaltim ¢aligmalar1 yapmustir. Siirgiin ¢ogalmasini, siirgiiniin uzamasini ve kok geligimini
etkileyen kiiltiir faktorlerini arastirmistir. Tam degerlere sahip makro element igeren MS ortami
stirgiin ¢gogalmasi ve siirgiin uzamasinda en iyi oldugu bulunmus ve stok bitkilerinin yaslarmin
artmasi, aksiller tomurcuklarin filizlenme ve uzamaya yonelik kabiliyetlerinde ciddi diisiislerin
oldugu belirtilmistir. Alt1 sitokinin arasindan 30 uM uygulanan BAP ve 5 uM ZEA 'nin sirasiyla
aksiller siirgiin ¢ogalmasi ve siirglin uzamasi i¢in en iyi sitokinin ve en iyi doz olarak
belirlenmistir. Onay (2000), olgun Antep fistigi agaglarinda mikrgogaltim c¢alismistir. MS
ortaminda, BAP ile desteklenmis Pistacia vera olgun agaglarinin nodal bdliimlerinden birden
fazla siirglin alinarak gergeklestirmistir. En ¢ok siirglin ¢ogaltilmasi, 8,8 uM BA iceren MS
ortaminda kiiltiirlenen in vitro siirgiinlerden alinan siirgiin uglarindan elde edilmistir. Benmahioul
(2012) yaptig1 ¢alismada antep fistigininin aksiller tomurcuklarini kullanarak mikrogogaltimini
ve ex vitro koklenmesini saglamistir. En yiiksek siirgiin ¢cogalmasi, Gamborg B5 vitaminleri
iceren ve 4 mg/L BA ile takviye edilmis MS ortamlarinda kiltiirlenen eksplantlardan elde
edilmistir. 2 mg/L meta-topolin (mT) ilavesi uygun morfolojik 6zelliklere sahip optimum sayida

stirgiin tiretirken, KIN ilavesinin antepfistig siirgiin ¢ogalmasi i¢in uygun bulunmamistir. Prando
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ve ark. (2014) Avrupa birligi iilkelerinde biiyiik bir ekonomik degere sahip Corylus avellana
findik c¢esidi ile yaptig1 ¢alismada, besin ortamina Hindistan cevizi suyu ekleyerek biiyiime ve
gelisime etkisi arastirilmistir. Alinan tekli aksiller tomurcuklar, Hindistan cevizi suyu (%20)
BAP, IBA ve GA3 ile zenginlestirilmis DKW ortaminda kiiltiire alinmistir. Eksplant basina en iyi
tomurcuk, siirgiin gelisimi ve uzamasi, 2 mg/L BAP, 0.01 mg/L IAA ve 0.5 mg/L GA3
ortamindan elde edilmistir. Hindistan cevizi suyunun ¢ogalmay1 hizlandirici olumlu etkisi oldugu
belirtilmistir. Kog¢ (2014) sakiz agacinda yaptig1 mikrogogaltim ¢alismasinda, 1 mg/L BAP ve 0.3
mg/L GA3 ortamimin maksimum siirgiin gelisimine katki saglayacagini belirtmistir. Kose (2015)
yaptig1 Garnem ve GF-677 anaglarinda yaptig1 mikrogogaltim ¢aligmasinda, kardeslenmesini BA
ve TDZ bitki biliylime diizenleyicilerinin farkli dozlarinin siirgiin ¢ogaltilmasi, siirgiin uzunlugu
ve slirgiin sayis1 bakimindan etkileri MS besin ortaminda aragtirmistir. Garnem anacinda yapilan
rejenerasyon calismasi sonucu en iyi kardeslenme 20 uM BA ve 6.8 uM TDZ iceren ortamdan
elde edilmistir. GF-677 anacinda ise kardeslenme 5 uM BA ve 2.27 uM igeren ortamdan daha iyi

sonugclar elde edilmistir.

5.3. Koklendirme ve Alistirma (Aklimatizasyon)

Odunsu bitkilerde yapilan mikrogogaltim c¢aligmalarinda en biiylik problem
koklendirmedir. Elde edilen mikro siirgiinlerin koklendirilmesi zaman alic1 bir siiregtir. Ceviz
diger odunsu bitkilere gére daha zor ve uzun siirede koklenmektedir (Fidanci 2005). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda basarisiz sonuglar bulunsa da yapilan aragtirmalarda siirgiin koklendirme
calismalarinda basarili sonuclar da bulunmaktadir. Daha hizli ve kolay koklendirme yolunu
bulmak i¢in de daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir. Yapilan tez c¢aligmasinda
koklendirme i¢in 1 mg/L, 1.5 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L IBA igeren modifiye MS besin
ortamlarina aktarilmistir. {lk koklenme belirtileri Yalova-1 ¢esidinde 6 hafta sonra ortaya
cikmistir. 3 mg/L ve 4 mg/L IBA iceren modifiye MS besin ortamlarinda koklenme
gozlemlenmistir. En yiiksek kdklenmenin ise 4 mg/L IBA igeren modifiye MS besin ortaminda
kiiltiire alinan siirglinlerde ortaya ¢ikmistir. Kokli siirgiinler, cam beherlerde steril edilmis nemli
torf perlit (1:1) karisimina aktarilmistir. Beherdeki bitkilerin tizeri stregle hava almayacak sekilde
sartlip iklim odasinda biiyiimeye birakilmistir. ikinci hafta streg iizerinde delikler acilarak 1 hafta
arayla kademeli olarak nem orani diisiiriilmiistiir. Stre¢ tamamen 28 giin sonunda agilmistir. Daha

sonra bitkiler steril torf perlit (1:1) iceren saksilara aktarilarak 24+1°C ve %50 nem igeren iklim
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odasinda biiylimeye birakilmig ve bitkiler gelisimini tamamladiktan sonra 7 bitkiden 5 tanesi dis
kosullara aligtirilmistir. Yapilan koklendirme caligmasina benzer olarak Fidanci (2005) yaptigi
calismada, Sebin ve KR-2 ceviz ¢esitlerinden mikrogogaltimla elde edilen siirgiinlerin en yiiksek
koklenme, kok sayisi, kok uzunlugu ve kok kalinligr yoniinden her iki gesitte de 4 mg/L IBA
dozunda gergeklestigini belirlemistir. Yine benzer olarak Kepenek ve Kolagas: (2016), elde
edilen mikro siirgiinlerde en iyi koklenmenin 5 mg/L IBA iceren besin ortamlarindan elde ettigini
bildirmistir. Daha diisiik dozda IBA iceren ortamlardan elde edilen koklenme sonuglari da
bulunmaktadir. Al-Mizory ve Mayi (2012) yaptiklar1 rejenerasyon ¢alismasindan elde ettikleri
stirgiinlerin koklendirmesini %60 oraninda saglanmistir. Bu sonug i¢in 1 mg/L IBA igeren MS
ortaminin kullanildig1 belirtilmistir. Kullanilan besin ortamindaki makro ve mikro elementlerin
oraninin diisitiriilerek koklenmeye daha fazla tegvik ettigini belirten ¢alismada, Amiri ve Gharati
(2011) besin ortaminda bulunan makro elementlerin koklenme tizerindeki etkilerini arastirmistir.
Bu calismada 1, 1/2, 1/3, 1/5 oranlarinda DKW besin ortami kullanilmistir. Kok ¢ikist ve
gelisimi, en diisiik makro element varliginda gergeklestigi bildirilmistir. Tuan ve ark. (2016)
yaptiklar1 calismada farkli melez cevizlerinde en iyi kok gelisiminin 12 uM IBA iceren DKW
ortamina ilave edilen vermikulit+gelrite kiiltiir kosullarinda gergeklestigini belirtmistir. Zarghami
ve Salari (2015) yaptiklari calismada ise koklendirme igin farkli IBA konsantrasyonlarini
degerlendirmis ve Chandler gesidinde 3 mg/L IBA igeren ortamin en iyi sonucu verdigini
bildirmistir. Bu sonuglarin yaninda Sirin (2014) yaptigi mikrogogaltim c¢alismasinda,
koklendirme i¢in 4 mg/L IBA uygulamasinda koklenmenin basarisiz oldugunu belirtmistir. Dong
ve ark. (2007) c¢ogaltilan siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in % oraninda DKW igeren IBA ilave
edilmemis vermikiilit ortaminin kullanildigin1 belirtmistir. Koklenme oraninin ise %60.5
diizeyinde oldugu bildirilmistir. Tetsumura ve ark. (2002) koklendirme i¢in siirgiinlerin, DKW
ortaminda 25 uM IBA igeren ve vermikiilit + gelrite karistminda 5 giin karanlikta bekletilmesiyle
elde edilebilecegini yaptiklari ¢calismada belirtmislerdir. Baska bir calismada Scaltsoyiannes ve
ark. (1997) gelisen siirgiinlerin koklendirilmesi icin DKW besin ortaminda 40 g/L sukroz ve 4,4
uM IBA kullanarak 6 giin karanlikta bekletmesiyle koklenmenin gergeklesebilecegi belirtilmistir.
Nas ve ark. (2013) bademde yaptig1 mikrogogaltim ¢alismasinda tim odunsu bitkilerde oldugu
gibi koklenme agamasinin uzun siirdiigii ve otsu bitkilere gore daha zor oldugunu belirtmistir.
Koklenme i¢in en iyi sonucun ise alt kiiltlir sayisinin artmasiyla alindigi belirtilmistir. Tilkat

(2009) Antep fistiginda yaptigi mikrocogaltim calismasi sonucunda elde ettigi siirglinlerin
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koklendirilmesi i¢in 2 mg/L. IBA ile desteklenen ortamda en iyi kdk gelisimi saglandiktan sonra
kokli bitkileri toprak, kum ve torf (1: 1: 1) ile doldurulmus kaplara aktarmistir. Biiylime
odasindan ayrilarak bir seraya transfer edildigi belirtilmektedir. Yine Antep fistiginda Onay
(2000) mikro siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in, IBA’ nin MS ortaminda ilave edilmesiyle elde
edilmistir ve en fazla sayida kokiin 9.8 uM IBA ile yapilan ¢alismada olusmustur. Koklii bitkiler
torf ve perlitte 4-5 hafta alistirma yapildiktan sonra sera kosullarina transfer edilmistir. Bitkilerin
yaklagik %50'si bir yildan sonra biiyiimeye devam etmistir. Kamali ve ark. (2001) GF-677
anacindan elde edilen siirgiinlerde en yiiksek koklenmenin besin ortamina 0,3 mg/L NAA ile 1,6
mg/L tiamin igeren ortamda elde edildigini belirtmistir. 7 giinliikk karanlik uygulamasi ise
koklenme i¢in olumlu sonu¢ vermistir. Sevgin (2010) ise kdklendirme i¢in mikro siirgiinlerin bir
hafta karanlikta birakilmasinin  koklenmeyi olumlu etkilemedigini belirtmistir. En iyi
koklenmenin GF-677 (badem x seftali) anacinda 1 mg/L IBA B.B.D igeren ortamda oldugunu
bildirmistir. Benmahioul (2012) yaptigi calismada, Antep fistiginin aksiller tomurcuklarindan
elde ettigi mikro siirgiinlerin ex vitro koklenmesini saglamistir. Ex vitro koklenme tepkisi
slirglinlerin %2 IBA’ya batirilmasindan sonra elde edilmistir. Kokli bitkiler torf-perlit-vermikiilit
(1:1:1) karisimu igeren plastik kaplara aktarildiktan sonra seraya aktarilmistir. 2 ay sonra kokli
klon bitkilerin %81,5' nin hayatta kaldig1 goriilmiistiir. Sevgin (2010), badem bitkisinde yaptigi
mikrogogaltim sonucunda koklen bitkileri dis kosullara alistirma i¢in kokleri ¢esme suyu altinda
lyice yikanarak besin ortami ve agardan arindirilmistir. Daha sonra 3:1 oraninda torf ve perlit
karigim1 igerigine aktarilip {izeri seffaf plastik bardak ile kapatilarak nem kaybetmesi
engellenmistir. 2342 °C sicakliga sahip iklim odasinda 16/8 (aydinlik/karanlik) fotoperiyot
altinda gelisime birakilmistir. Bir hafta sonra nem diisiiriilmeye baslanmis ve ikinci haftanin
sonunda tamamen iizeri agilmigtir. Dis ortama aktarildiktan bir ay sonra gelisim gosteren saglikli
bitkiler seraya transfer edilip biiylimeleri saglanmigtir. Kose (2015) Garnem ve GF-677
anaglarinda yaptig1r mikrogogaltim g¢aligmasinin ardindan koklendirilen bitkilerin dis kosullara
alistirilmast igin steril edilmis toprakli kavanozlarin i¢ine besin ortama ile birlikte aktarilmistir. 2-
3 ay boyunca steril toprakli kavanozlarda bitkilerin gelismesi saglandiktan sonra 8x8 cm torf
bulunan saksilara alinarak bitkilerin dig kosullara alistirilmasi saglandigr belirtilmektedir.
Tiirkézii (2014) Tarhun bitkisinde yaptig1 caligma sonunda dis kosullara alistirma asamasinda
nem ve iklimlendirme kosullarinin optimize edilmesinin énemli oldugunu ve havadaki nemin

yeterli olmamasi halinde bitkilerin yasama sansinin olmadigini belirtmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Cevizin ekonomik olarak anag ve fidan yetistiriciliginin yapilmasinda hastaliksiz, hizli ve
klonal bir sekilde iiretim oldukca onemlidir. Tiirkiye’de ceviz anag¢ iiretimi sadece tohumla
gerceklestirilirken az sayida yurt disindan klonal anaglar ithal edilmektedir. Tohumla yapilan
iiretimlerde istenilen hatlarin elde edilmesi ve hastaliklardan ari olmasi1 imkansiz olmaktadir. /n
vitro kosullarda mikrogogaltim teknigi kullanilarak fidan tiretimi gergeklestirip istenilen 6zellige
sahip fidan {iretim imkam saglanacaktir. Ulkemizde giderek artan anag talebini karsilamak ve
ihra¢ eder bir konuma gelmek isteginden yola ¢ikilarak bu calismada in vitro kosullarda
mikrogogaltim ¢alismasi yiiriitiilmistiir. Bu sebeple yapilan ¢alismada ceviz fidanlarindan alinan
eksplant materyallerinden mikrogogaltim islemi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir ve bundan

sonra yapilacak mikrogogaltim ¢alismalarina yon verebilecek sonuglar alinmistir.

Yapilan calismada eksplant materyallerinin sterilizasyonu i¢cin NaOClI'nin yeterli
uygunlukta olmadigi eger uygun dozda kullanilmazsa eksplantlarda yogun kararmalara yol actig
goriilmiistiir. Ancak actijenle yapilan sterilizasyon c¢alismasinda ceviz eksplantlarinin

sterilizasyonunda daha az kararma ve yanma oldugu belirlenmistir.

Mikrogogaltim i¢in bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisinin olduk¢a 6nemli oldugu
anlasilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ortalamasi ve slirgiin olusum ortalamasi olarak 2
mg/L TDZ, 1 mg/L NAA, 0,2 mg/L GA; kiiltiir ortamindan elde edilmistir. En uzun siirgiin ise
1,5 mg/L TDZ, 1 mg/L NAA ve 0,2 mg/L GA; igeren besin ortamindan elde edilmistir. Farkli
sitokinin dozlartyla da cevizde basarili sonuglar alindigi onceki yapilan mikrogogaltim
caligmalarinda belirtilirken TDZ ile de basarili sonucun alinabilecegi anlagilmistir. Cogaltilan
stirgiinlerin koklendirilmesi i¢in ise en fazla 4 mg/L IBA iceren modifiye MS besin ortaminda
kiiltire alinan Yalova-1 stirgiinlerinde ortaya ¢ikmistir. Ancak kdklenme uzun siirede olusmustur.
Daha hizl1 ve kolay kdklendirme igin yeni ¢alismalara devam edilmesi gerekmektedir. Ozellikle
koklendirme ¢alismasinda MS besin ortaminin yeterli olmadigi farkli oranlarda makro ve mikro
elementler ile vitaminlerin kombinasyonu olarak yeni hazirlanan modifiye MS besin ortaminda

daha yiiksek koklenme sonucunun elde edilebilecegi belirlenmistir.

Koklenen bitkilerin dis kosullara basarili bir sekilde alistirilmast diger asamalar kadar
onemlidir. Nem diizeyini kaybetmeden kontrollii bir sekilde alistirma islemi gerceklestirmeyle

basarili bir sonuca ulagilacagi belirlenmistir. Kokl bitkiler musluk suyu ile yaprak ve koklere
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zarar vermeyecek sekilde besin ortamindan armincaya kadar yikanip cam beherlerde steril
edilmis nemli torf perlit (1:1) karisimina aktarilmigtir. Beherdeki bitkilerin tizeri stregle hava
almayacak sekilde sarilip iklim odasinda biiyiimeye birakilmustir. ikinci hafta stre¢ iizerinde
delikler agilarak 1 hafta arayla kademeli olarak nem orani diisiiriilmiistiir. Stre¢ tamamen 28 giin
sonunda agilmigtir. Daha sonra bitkiler steril torf perlit (1:1) igeren saksilara aktarilarak +24+1°C
ve %50 nem igeren iklim odasinda biiyiimeye birakilmis ve bitkiler gelisimini tamamladiktan

sonra dis kosullara alistirtlmistir.

Yapilan mikrogogaltim ¢alismasinin sonu¢ olarak, ticari ceviz anag ve fidan
yetistirilmesine uygun imkanlarin saglanmasi i¢in yardimei olacagi diisiiniilmektedir. Ulkemizin
ceviz fidam yetistiriciliginde istenilen seviyelere ulagip talebi karsilamasi, kaliteli ve saglikli
anaglarin iiretilmesinde gelismis tilkelerle birlikte ceviz ihracaati pazarina girmesi i¢in daha fazla

calismalarin yiiriitiilmesi 6n goériilmektedir.
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