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KESTANENIN (Castanea sativa Mill.) YARI-KATI VE SIVI
ORTAMLARDA MiKROCOGALTIMI

Burak Erdem ALGUL

Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Gonca GUNVER DALKILIC
2012, 50 sayfa

Bu ¢alismada ii¢ farkli kestane genotipinin GD+ MS (1/2*NH4NO3 ve KNO3) ve
MS  (1/2*NHsNO3 ve KNO3) yari-kati ortamlarinda mikrogogaltimini
kargilagtirmak hedeflenmistir. Ayrica yari-kati ortamlara gére daha diisiik isgiicii
maliyetlerine sahip sivi ortamda (MS 1/2*NH4NO3 ve KNO3) calkalama
kiiltiirinde kestane bitkisinin gelisme durumunu saptamak amaglanmistir.
Calismada  kullanilan  kestane genotiplerini, Aydin ili Nazilli ilgesi
kestaneliklerinde meyve kalite dzelliklerine gore selekte edilmis N-3-4 no’lu, N-
23-1 no’lu ve N-7-3 no’lu genotipler olusturmustur. Denemede Ocak ayinda GD
ortaminda kiiltiire alinan kestane tomurcuklar1 6 hafta sonra Mart ayinda MS (1/2
Nitrat) ortamina aktarilarak 6 hafta siire ile gelismeleri gézlenmistir. Ayrica Mart
ayinda araziden tekrar tomurcuklar alimarak MS (1/2 Nitrat) ortamima dikim
yapilmis ve 6 hafta siire ile gelismeler kaydedilmistir. Denemede elde edilen
sonuglar genel olarak degerlendirildigine, MS (1/2 Nitrat) ortaminda %41.48
oraninda, GD+ MS (1/2 Nitrat) ortaminda ise %25.51 oraninda siirgiin gelisimi
elde edilmistir. MS (1/2 Nitrat) ortaminin en yiiksek siirgiin gelisimi ise N-23-1
genotipinde (%47.48) gbzlemlenmistir. En yiiksek kabaran tomurcuk orani ve en
diisiik kararma ylizdesi GD+ MS (1/2 Nitrat) besin ortaminda, en yiiksek ortalama
yaprak sayist MS (1/2 Nitrat) ortaminda elde edilmistir. Sivi MS (1/2 Nitrat)
ortami igeren g¢alkalama kiiltiiriinde bitki eksplantlarinda kararmalar olusmus ve
gelisme gozlenmeden 3. haftada kayiplar yaganmistir.

Anahtar Kelimeler: Kestane, Castanea sativa Mill., yari-kat1 ortam, sivi ortam,
mikrogogaltim, GD ortami, MS ortami1






ABSTRACT
MICROPROPAGATION OF CHESTNUT (Castanea sativa Mill.)

IN SEMI-SOLID AND LIQUID CULTURE

Burak Erdem ALGUL

M.Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Gonca GUNVER DALKILIC
2012, 50 pages

In this study, micropropagation of three different chestnut genotypes have been
compared in the GD+MS (1/2*NH4NO3 and KNO3) and MS (1/2*NH4NO3 and
KNO3) semi-solid media. In addition to semi-solid media, their status of
development has been observed in liquid medium (MS 1/2*NH4NO3 ve KNO3)
shake culture which having less workforce cost. Genotypes used in this study have
been selected among the chestnut stands from Nazilli district of Aydin province.
The genotype numbers are N-3-4, N-23-1 and N-7-3. During the experiments,
chestnut buds cultured in January in GD medium have been transferred in to MS
(1/2 Nitrate) medium after six weeks, in March. Their development in this culture
has been observed for a period time of six weeks. Moreover, in March another set
of buds have been directly planted into MS (1/2 Nitrate) medium and they were
also observed for six weeks. From our results, it can be seen that the shoot
formation level has reached to 41.48% for MS (1/2 nitrate) medium and 25.51%
for GD+ MS (1/2 Nitrate) medium relatively. The highest value of development
has been obtained with offshoots from the N-3-4 (37.21%) genotype for MS (1/2
nitrate) medium. In addition, while the highest value of bud out and browning
percentage isobserved in the GD+ MS (1/2 Nitrate) medium, the number of
avarage leaves is achieved in the MS (1/2 nitrate) medium.

When the results of liquid MS (1/2 Nitrate) are taken into consideration, it can be
seen that a browning has been appeared on the explants. Some losses occured
already before the third week of cultuvation.

Keywords: Chestnut, Castanea sativa Mill., semi-solid medium, liquid medium,

micropropagation, GD medium, MS medium.
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ONSOZ

Ulkemizde kestane yetistiriciliginde Aydm ili birinci siradadir. Aydin ydresi igin
bliyiik ekonomik 6neme sahip kestane yetistiriciliginde en dnemli sorunlardan bir
tanesi standart ¢esitlerin olmayisidir. Her bolgede ydoresel olarak yetistiriciligi
yapilan cesit ve tipler bulunmaktadir. Bu durumda standart 6zelliklere sahip,
kaliteli bir iiretime engel olmaktadir. Ustiin 6zellikte kestane genotiplerinin tespit
edilip, iiretime gegirilmesi ve yayginlastirilmas1 meyvecilik adma biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Bu c¢alismada klasik {retim yontemlerini tamamlayict olarak
kullanilan doku kiiltiiri teknikleriyle secilmis kestane genotiplerinin yari-kati ve
stvi ortamlarda mikrogogaltimi hedeflenmistir.

Yiiksek lisans tez konumun belirlenmesi, yiriitilmesi ve yazim asamasinda
yonlendirici katkilariyla her zaman destek olan Danisman Hocam Sayin Prof. Dr.
Gonca GUNVER DALKILIC’a, bitki materyali temininde ve yazim asamasinda
siirekli yardimda bulunan Yrd. Do¢ Dr. Ugur SIRIN’e ve Dog. Dr. Engin
ERTAN’a sonsuz sayg: ve tesekkiirlerimi sunarim. Tiim c¢aligmalarim siiresince
beni yalniz birakmayan, siirekli destek olan ve varligiyla mutlu oldugum sevgili
nisanlim Ozlem YURUK’e ve canim aileme her zaman yanimda olduklari igin
tesekkiir ederim. Ayrica icten yardimlarini higbir zaman esirgemeyen arkadasim
Zir. Mith. Melih AYDINLI’ya, tezimi maddi olarak destekleyen Adnan Menderes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Bagkanlhigma tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Fagales takimi igerisinde yer alan kestaneler (Castanea sp.), mese (Quercus sp.)
ve kayin (Fagus sp.)’larla birlikte Fagaceae (Kayingiller) familyasina girmektedir
(Soylu, 2004). Tirkiye ve Diinya {izerinde kestanenin bilinen 13 tiirli vardir ve
genellikle kuzey yarimkiirede; Asya, Giliney Avrupa ve Kuzey Amerika’nin 1liman
iklim tiirleri arasinda yer alir (Soylu, 2004). Kestanenin kiiltiir bakimindan énemli
birkag tlirii bulunmaktadir. Bu tiirler diinyanin farkli bélgelerinde meydana
gelmistir. Castanea sativa Mill. (Avrupa kestanesi), Castanea dentata (Marsh)
Borkh. (Amerikan kestanesi), Castanea crenata Siebold & Zucc. (Japon
kestanesi), Castanea mollissima Blume (Cin kestanesi) ekonomik degeri olan bazi

kestane tirlerindendir.

Kestanenin diinyada ilk yayilis merkezinin neresi oldugu kesin olarak
bilinmemekle beraber, eski Yunanli ve Romali yazarlara gére, M.O. 5. yiizyilda
Anadolu’dan Yunanistan’a, buradan da Giiney Italya ve Ispanya’ya gétiiriildiigii
ifade edilmistir (Erdem, 1951). Bazi1 yazarlar ise, kestanenin ilk yayilis merkezinin
Anadolu’da Kastanis (Kastamonu) sehri dolay1 oldugu, cins ismine ait “Castanea”

adimi da buradan aldig1 kanisindadirlar.

Kestane eskiden beri degerli bir aga¢ olarak bilinmektedir. Kabuklari, odunu, yapragi
ve komiirii degisik amaclarla endiistride kullanilmaktadir. Ekonomik agidan en énemli
iirlinii ise meyveleridir. Kestane iiretim miktarimizin fazla olmasi ekonomik agidan
yarar sagladig1 gibi, kestanenin sosyal yapimizda da biiyiik 6nemi vardir. Ciinkii
kestanelikler gogunlukla yiiksek rakimli, dik, orman karakterli alanlar oldugu i¢in bu

bolgelerde yasayan halkin baslica gecim kaynagini olusturur (Delen, 1992).

Diinyada baslica kestane iireticisi iilkeler ile iiretim alan (ha) ve miktarlar1 (ton) dikkate
alindiginda; Cin, Kore, italya, Tiirkiye, Bolivya, Portekiz ve Japonya’nin en énemli
uiretici iilkeler oldugu goriilmektedir.

2010 y1li rakamlarina gore, Diinya kestane iiretiminin 1 milyon 620 bin tonu Cin
tarafindan karsilanmigtir. Tiirkiye ise 59 bin 171 ton kestane iiretimi ile Diinya
tretiminin %3,65’ini karsilamistir (Cizelge 1.1). Bu baglamda Tiirkiye’nin Diinya
iiretimindeki payi1 diisiik gibi degerlendirilse de, bu pay yillara gore degismekte,
ticlincli veya dordiincii sirada olacak sekilde ger¢eklesmektedir. Kaldi ki, meyve
ozellikleri oldukga iyi olan Avrupa Kestaneleri (Castanea sativa Mill.) agisindan



konu incelendiginde; iiretim miktar1 agisindan Tiirkiye, Italya ve Portekiz’den

daha fazla iiretime sahiptir.

Cizelge 1.1. Diinyada baglica kestane {ireticisi iilkelerin yillara gore iiretim
miktarlar1 degisimi (FAO, 2010)

Uretim Miktarlar1 (ton)
Ulkeler 2006 2007 2008 2009 2010
Cin 1139660 | 1266510 | 1450450 | 1550000 | 1620000
Kore 82 450 77524 75171 75911 82 200
Italya 53 000 50 000 55 000 52 146 42 700
Tiirkiye 53 814 55100 55395 61 697 59171
Bolivya 55 000 42 801 58 442 53 577 53 577
Portekiz 30900 22 000 21990 20 752 22 400
Japonya 23100 22 100 25 300 21700 23500
TOPLAM 1492324 | 1592613 |1785439 | 1881376 | 1958547
(Diinya)




Cizelge 1.2. Tirkiye’de iller itibariyle kestane aga¢ sayilar1 ve iiretim miktarlar
(Anonim, 2003)

ILLER Meyve Veren | Meyve Toplam Agag | Uretim
Vermeyen Yasta | Sayist Miktari

Yasta Agag¢ | Agag Sayisi

Sayist (Adet) | (Adet) (Adet) (ton)
Aydin 611.125 98.094 709.219 18.605
Kastamonu 164.145 12.169 176.314 9.225
[zmir 310.830 85.620 396.450 8.659
Sinop 153.300 25.250 178.550 4.504
Bartin 84.950 15.960 100.910 2.501
Kiitahya 69.620 68.165 137.785 2.374
Manisa 55.850 4.650 60.500 2.050
Denizli 63.550 11.965 75.515 1.487
Bursa 46.200 3.020 49.220 1.455
TOPLAM 1.920.235 393.760 2.313.995 59.171
(Tiirkiye)

Tiirkiye’de kestane iiretiminin yapildigi baslica bolgeler; Ege, Karadeniz, ve
Marmara bolgeleridir. Ulkemizde, Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2009 yili
verilerine gore, 1 milyon 952 bin adet meyve veren yasta ve 442 bin adet meyve
vermeyen yasta olmak iizere toplam 2 milyon 394 bin civarinda kestane agaci
bulunmaktadir (Anonim, 2010).




Kestanenin Anadolu’ da ¢ok eski zamanlardan beri kiiltiiriiniin yapilmasi sebebiyle, bu
uzun zaman siireci igerisinde meyve kalitesi ve aga¢ Ozellikleri yoniinden pek ¢ok
kestane tipi olugsmustur (Soylu ve Ufuk, 1994). Nitekim giiniimiizde pazarda satilan
kestanelerin tat, renk, irilik ve soyulabilirlik agisindan biiylik farkliliklar gostermesi de
bunun en belirgin kanitidir. Anadolu’da 2,5 milyon dolayinda olan kestane agaci varlig
icerisinde ¢ok fazla varyabilite mevcuttur. Bu zengin kaynak i¢inde verimli, renkleri
cekici ve parlak, iri tiplerin yaninda; kii¢lik meyveli, verimsiz ve diisiik kaliteli tipler de

bulunmaktadir.

Dogada bulunan birbirinden farkli binlerce tip, 1slah agisindan arzulanan bir durumdur.
Cilinkii melezlemesi dogal olarak yapilmis ve farkl topraklara ve farkli iklimlere adapte
olmus hazir bir materyaldir. Bunlarin icerisinden iistiin nitelikli olanlar1 secip vegetatif
olarak cogaltmak 1slahcilara kalmaktadir. Iste buradan hareketle, diinyada 1slah¢ilar bu
dogal populasyondaki kestaneler iizerinde seleksiyon galigmalar1 yapmuislar ve bugiin
yaygin olarak kullanilan standart cesitleri elde etmislerdir. Oysa iilkemizde bu sekilde
kestane seleksiyon caligmalari sinirli kalmistir. Bunun yani sira standart cesitler elde
edilememis; cesitler yerel cesit olarak kalmaktan pek oteye gidememistir (Ertan ve
Kiling, 2005).

Fagaceae familyasina ait mese ve kaym gibi diger bitki tiirlerinde oldugu gibi,
kestane ¢ogaltimi olduk¢a zor olan bir bitki tiiriidiir. Kestanenin en 6nemli iiretim
yontemi, bircok problem barindirmasina karsin agilama islemidir. Asilama
isleminde yara yerlerinden kestane kanseri (Cryphonectria parasitica) ve kestane
miirekkep hastaligt (Phytophthora cinnamoni) gibi bir ¢ok patojen giris
yapabilmekte ve ana¢-kalem uyusmazliklar1 agilama islemini basarisiz
kilabilmektedir (Osterc vd., 2001). Tiim bu olumsuzluklar kestanenin vegetatif
olarak biiyiik 6lgeklerde iiretimine engel olmaktadir. Son yillarda iistiin 6zellikteki
kestane genotiplerinin iiretilmesinde klasik vegetatif iiretim metodlarina alternatif
olarak in vitro teknikler ile tiretim akla gelmektedir.

Biyoteknoloji kavram igerisinde ele alinan in vitro teknikler, bitkilerde ¢ogaltim
ve 1slah bagta olmak tizere birgok konuda klasik yontemlerle ¢oziimii giic ya da
olanaksiz olan sorunlara karsi bazen tek basina ve bazen de klasik yontemler ile
birlikte kullanilan tekniklerdir. Bu teknikler ile bitki genotipleri kontrollii
kosullarda yogun ve ¢ok hizli bir sekilde klonal olarak ¢ogaltilabilmekte,
viriislerden armdirilabilmekte, gen kaynaklar1 dar alanlarda uzun siireli muhafaza

edilebilmekte, somatik embriyolar, homozigot hatlar, taksonomik sinirlama



olmaksizin farkli genetik kombinasyonlar elde edilebilmektedir. Ayrica yasama
sans1 disiik olan ya da bulunmayan zigotik embriyolarin gelisimi ve ¢imlenmesi
saglanabilmekte, sekonder metabolitler iiretilebilmekte, somaklonal varyasyonlar
ve mutasyonlar ile genetik varyasyonlar yaratilabilmekte, stres kosullarma karsi
genotiplerin direngleri test edilebilmekte ve temel fizyolojik-biyolojik olaylarin
seyri kontrollii olarak izlenebilmektedir (Sezgin ve Dumanlioglu, 2009).

Son yillarda Diinya’da in vitro doku kiiltiirii teknikleri alaninda yasanan
gelismeler, ticari dneme sahip bircok siis bitkisi, tibbi bitki ve meyve tiirlerinin
mikrogogaltimima olanak saglamistir. Doku kiiltiirii ile iiretim diinyanin bir¢ok
iilkesinde yapilmakta ve yilda yaklasik olarak 600 milyon bitki iiretimi
gergeklestirilmektedir (Altman ve Loberant, 2000). Giinlimiizde kiraz, erik, seftali
ve armut gibi odunlu tiirlere ait meyvecilikte biiyiik 6neme sahip klonal anag
dretimi in vitro sartlarda doku kiiltliri yontemleri ile endiistriyel boyutta
gerceklestirilmektedir. Ayrica Anthurium, Spathiphyllum, Dahlia, Dieffenbachia,
Ficus, Nephrolepis, Phalaenopsis, Saintpaulia, Philodendron ve Caladium gibi

stis bitkileri tiirlerinin ticari olarak mikrogogaltimi yapilmaktadir.

Genellikle mikrogogaltima siirglin ucu ve bir goz tasiyan tekli bogumlar ile
baslanilmaktadir. Siirgiin u¢larinin siirmesi sonucu olugan uzun siirgiinlerden goz
iceren bogumlarin, tekrar kiiltiire alinmasi yoluyla (tek bogum kiiltiiri) ya da
siirglin uclarinin, yaprak koltuklarinda bulunan uyur gozlerin, sitokinin
uygulamalariyla siirdiiriilmesi sonucu yan dallarin olusturulmasi yoluyla ¢ogaltma
saglanabilmektedir (Rowe, 1986; Zimmerman, 1991). Bu iki metot ayr1 ayr
uygulanabildigi gibi, birlikte de kullanilabilmekte ve bdylece iiretim hizi
arttirilabilmektedir.

In vitro vegetatif {iretimin baslangic asamasinda, eksplant alinacak bitkilerin
secilerek, bakimlarinin gerceklestirilmesi gereklidir. Iyi gelisen, saglikli bitkilerle
kiltire baslanmasi, basar1 sansini arttirarak, temiz kiiltiir elde edilmesini
kolaylastirmaktadir. Daha sonraki asamada, meristem, tomurcuk veya siirgiin ucu
gibi eksplantlarin steril olarak izolasyonu gergeklestirilir. Bir sonraki agama ise,
eksplantin regenerasyon kabiliyetini kaybetmeden ¢ogaltilmanin gergeklestigi
stirdiirme asamasidir (Hepaksoy, 2004).



Aydin yoresi icin stratejik oneme sahip olan kestane agaglarinin bir bolimii
tohumdan olustugu i¢in standart bir {iretim yapilamamaktadir. Bu nedenle yeni
kestane plantasyonlarinin olusturulmasinda, vegetatif yollarla (as1, in vitro kiiltiir
teknikleri) c¢ogaltma islemi yapilmalidir. Kestane yetistiriciliginde asilama,
celiklerin koklendirilmesi ve daldirma gibi ¢esitli vegetatif ¢ogaltim yontemleri
kullanilabilmesine ragmen, bu yontemler her zaman seri bir ¢ogaltim igin yeterli
olmamaktadir. Artik gliniimiizde yapilan ¢alismalar meyve tiirlerinin liretiminde

alternatif bir yontem olarak doku kiiltiirii iizerinde yogunlagmaya baglamstir.

Kestanenin mikrogogaltimi i¢in yillardir Murashige ve Skoog (1962) (MS), Gresshoff
Doy (1972) (GD), Woody Plant Medium (1980) (WPM), ve Heller’s medium (1953)
(HM), gibi gesitli kiiltiir ortamlart denenmektedir. Bir ¢ok arastirma sonunda GD ve
yart nitrat konsantrasyonlu MS temel besin ortamlarinin Avrupa kestanelerinin geng ve
yash materyal kullanim1 igin uygun oldugu tespit edilmistir. GD ve MS ortamlarimin
kullanimiyla siirgiin ucu 6liimii ve sararma oranlar1 diger besin ortamlarina gore daha
diisiik olarak saptanmustir. (Veitez vd., 1986; Sanchez vd., 1997; Gongalvez vd., 1998;
Ballaster vd., 2001).

Kestanelerin mikrogogaltimda yan tomurcuklar ve meristemlerin kullaniminin
basarilt sonuglar verdigi ve ana bitkinin yasina ve kiiltiire alma zamanina bagh
olarak, basarili kiiltiir baslatma oranlarinin % 0-90 arasinda degiserek biiyiik
farkliliklar meydana getirdigi bildirilmektedir (Chauvin ve Salesses, 1988).
Mikrogogaltimda kestane {retim materyelinin geliserek salkim olusturabilme
durumu arastirildiginda, basarili bir ¢cogaltim i¢in diisiik oranda N ve NHzNO3
oranlar1 Onerilmistir (Piagnani ve Eccher, 1988). Castanea sativa X Castane
crenata melez grubuna ait farkli kestane klonlarmin farkli ortamlarda siirgiin
salkimi olusturabilme oranlar1 karsilastirildiginda, Heller (1953) ve diisiik
konsantrasyonlu NHsNOs igeren MS ortaminda en ¢ok sayida siirgiin elde edilmis,
stirgiin uzunluguna bakildiginda ise, yar1 NOs konsantrasyonlu MS ortami ve
Lepoivre ortaminda en yiiksek siirgiin uzunlugu elde edilmistir. Farkli
sitokininlerin yan siirglin gelisimi iizerinde etkileri arastirildiginda ise, BAP 1n (6-
benzylaminopurine) siirglin gelisimini tesvik etmede en iyi sonucu verdigi tespit
edilmigtir (Veitez ve Veitez, 1980). Kestane mikrogogaltiminda geng ve yash
bitkilerinden alinan eksplantlar kullanilabilmesine ragmen, genel olarak geng
bitkilerden yapilan mikrogogaltim daha basarili olmaktadir (Veitez vd., 1986).



Kestane mikrogogaltiminda siirglin elde edilme islemi basarili bir sekilde
yapilabilmesine ragmen, diisiik oranlarda koklenme gergeklesmektedir (Yang vd.,
1999). Diisiik koklenme yiizdesi ve ¢ogaltilan siirgiinlerde goriilen u¢ kurumasi,
doku kiiltiirii teknikleri kullanarak kestane tiretimini smirlayan en 6nemli iki
faktordiir (Xing vd., 1997).

Doku kiiltiirli teknikleri kullanilarak yapilan mikrogogaltimda genel olarak katilastirict
agar kullamlmastyla kat1 kiiltlir uygulanmaktadir. Klasik doku kiiltiirii teknikleri yogun
isgiicline ve yiiksek tiretim maliyetlerine sahiptir. Her bir iiretim materyali yaklagik
0.10-0.15 US$ maliyete sahiptir. Toplam tiretim maliyetinin %50-85’ini yogun isgiicii
maliyetleri olusturmaktadir (Dey, 2005). Egitimli ve tecriibeli bir is¢i dahi bir glinde en
fazla 1000 dikim yapabilmektedir. Klasik kat1 kiiltiir yonteminin kullanilmastyla ¢ok
sayida kiltiir kabmna gereksinim duyulmakta ve bu durum da genis aydinlatma
alanlarinin bulunmasinmi zorunlu hale getirmektedir. Tiim bu olumsuz sartlar doku
kiiltiirleri araciligiyla tiretimin endiistriyel boyutta gelismesine engel olmaktadir
(Takayama ve Misawa, 1981). Son yillarda iiretim maliyetleri diisiik, kisa zamanda
biiylik Olcekte tiretimin yapilabilecegi, etkili iiretim sekilleri arayisi dogmustur. Bu
amagla, uygun protokollerin kurulmasi halinde, kati kiiltiirden daha etkili iiretim
olanaklar tagtyan sivi kiiltiirlerin kullanilmas1 giindeme gelmistir. Sivi kiiltiirlerin
kullanilmasi ile yiiksek hacimde c¢aligma imkani saglamir. Kiiltiir atmosferinin
yenilenmesini saglanir. Inokulasyon ve hasat gibi uygulamalarm kolay olmasi ile
isglicii maliyeti dengede tutulur. Apikal dominansinin ortadan kalkmasiyla ¢ogaltim
katsayis1 artar. Cok sayida bitkicik biiylik olcekte cogaltilabilir. Eksplantlarm sivi
kiiltirde ortamla devamli temas halinde olmasindan dolay1r besin maddesi alim
kolaylagir ve gelisme orani artar. Besleyici bir madde olmamasina ragmen ortamdaki
en maliyetli bilesen olan katilastici agarin kullanilmamast ile maliyet diiser (Takayama
ve Akita, 2005).

Gilinlimiizde s1v1 kiiltiir caligmalarinda akla ilk gelen iiretim sekli biyoreaktorler ile
yapilan kitlesel cogaltim seklidir. Biyoreaktor teknolojisinin, etkili ve hizli klonal
bitki cogaltiminda kulanimi gelecek vaad etmektedir. Biyoreaktorler; kati, yar1 kati
ortaml1 klasik doku kiiltiirii teknolojisi ile karsilastirildiginda isgiicii, maliyet ve
yerden tasarruf saglamaktadir. Hiicre, doku, somatik embriyo ya da organogenik
yapilarin sivi ortamda kitlesel {iretimine olanak vermektedir. Biiyiik 6l¢ekli sivi
kiiltiirler, organogenesis ya da somatik embriyogenesis yollartyla mikro gogaltim
icin kullanilmaktadir. Biyoreaktdrler, otomasyon imkanlar1 ile propagiillerin



yiiksek verimde ve kalitede {iretimini olabildigince diisik maliyetli olarak

gerceklestirebilirler.

Biyoreaktdrler; sivi ortamda bitki dokusu ve hiicrelerin gelisimi igin gerekli;
sicaklik, pH, oksijen, besin maddesi gibi fiziksel ve kimyasal parametreleri
diizenleyerek, optimum gelisme kosullarini saglayan cihazlardir (Celiktas vd.,
2010).

Biyoreaktorlerin 1981 tarihinden bu yana birgok bitki tiirii ve bitki organlan i¢in
(stirglin, sogan, yumru, soganimsi govde (corms) ve somatik embriyolar)
uygulanabilir oldugu ispatlanmistir. Son yillarda, biyoreaktorlerin avantajlari,
cesitli dizayn tipleri ve uygulama stratejileri iizerinde cesitli yayinlar
yapilmaktadir (Ziv, 2000; Takayama ve Akita, 2005; Preil, 2005; Takayama ve
Akita, 2008).

Bitkilerin biyoreaktorde iiretimi i¢in, ilk olarak bitkiler sivi ortamda kiiltiire
alinmalidir. Birgok bitkinin sivi ortamda gelisimi smirlidir. Bu gercege ragmen
stv1 kiiltiirde havalandirma isleminin gergeklestirilmesiyle ¢cogu bitkinin geligimi
tesvik edilebilmektedir. Sivi ortamda monokotiledon ve otsu kapali tohumlu
bitkiler iyi gelisme gosterirken, 6zellikle agik tohumlu odunsu tiirlerin geligimi
zordur. Stvi ortamda gelisen bitkiciklerin yapraklar ve gdvdeleri vitrifikasyon
(camsilagma) gosterme egilimindedir. Vitrifikasyon zararinin kiiltiir ortamlarinda
tuz ve seker konsantrasyonlarinin azaltilmast ve 1518 arttirilmasiyla kismen
oniine gecilebilmektedir. Sivi ortamda gelisen bitki eksplantlari; ortam igerigi,
1siklanma ve sicaklik gibi kiiltiir kosullarindan etkilenmektedir. Sivi ortamda
basarili bir dretim i¢in morfolojik ve fizyolojik kosullarin diizenlenmesi
gerekmektedir (Takayama ve Akita, 2005).

Biyoreaktorlerde kitlesel bitki tiretim protokollerinin kurulabilmesi i¢in, kat1 kiiltiir
ve sivi ortamda calkalama kiiltiirii kullanarak kiiltiir kosullar1 dikkatli bir sekilde
gozden gecirilmelidir. Calkalama kiltiirii  bitki tilirlerinin  biyoreaktorde
kiiltlivasyonuna uygunlugunu tespit edebilmek i¢in kullanilabilmektedir.
Calkalama kiiltiirinde basariyla gelisebilen bitki tlirlerinin sivi  ortamda
biyoreaktorde biiyiik Olgekte iiretimi yapilabilmektedir. Calkalama kiiltiirii kati
kiiltiirle  karsilastirildiginda  olduk¢a kolaydir ve daha disiik isgiicii
gerektirmektedir. Bu tip avantajlar ¢alkalama kiiltiiriinii etkili bir bitki kitlesel
dretimi i¢in uygun hale getirmektedir. Calkalama kiltiiri kati kiltiir ile



biyorekator kiiltiirli arasinda bir gecis asamasidir. Biyoreaktorde Kkitlesel bitki
iretimini etkinligi kati kiiltlir ve ¢calkalama kiiltiiriine kiyasla oldukga yiiksektir ve
yaklagik 1/12.5 oraninda isgiicii maliyetini diislirmektedir (Takayama ve Akita,
2005).

Bitki mikrogogaltiminda klasik doku kiiltiir metotlarinin kullanilmasindan
kaynaklanan yogun isgiicii ve yiiksek maliyet, endistriyel boyutta bitki
mikrocogaltiminin gelisimine engel olmaktadir. Bu c¢aligmada, iiretim maliyetleri
diisiik, kisa zamanda biiyiik Olcekte iiretimin yapilabilecegi sivi kiiltiirlerin
kullanimint hedeflemek adina kestanenin klasik yari-katt kiiltiir metoduyla
cogaltimi ile calkalayici (shaker) kullanilarak sivi  kiiltirde ¢ogaltimi

karsilagtirilmas1 amaglanmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Yar-Kati Ortamda Kestane Mikrocogaltimi ile ilgili Yapilmis
Cahsmalar

Yapilan arastirmalarda yillar boyunca kestanenin mikrogogaltimi i¢in farkli temel
besin ortamlar1 (MS, modifiye MS, GD, DKW, Heller, WPM) ve baslangig
eksplantlar1 kullanmilmistir (Veitez vd., 1986; Sanchez vd., 1997; Gongalvez vd.,
1998; Ballaster vd., 2001). Calismalar sonucunda kestanenin diisiik nitrat
konsantrasyonlu MS ortami ile GD ortamlarinda daha iyi gelisme gosterdigi
belirlenmistir (Vieitez vd., 2007).

Mert ve Soylu (2009)’nun yaptiklar1 aragtirmada, MS (1/2XNH4NO3 ve KNO3) ve
DKW (Driver- Kuniyuki Walnut medium) ortamlarinda siirgiin elde etmek igin
baslangi¢ eksplant1 olarak dormant tomurcuklar1 kullanmiglardir. Kiiltiir baglatma,
cogaltma ve koklendirme seklinde {i¢ asamadan olusan calismada, baslangic
ortaminda 0.1 mg/L gibberelik asit (GA3) + 0.1 mg/L IBA, 0.5 ve 1 mg/L olmak
tizere iki konsantrasyonlu 6-benzyl-aminopurine (BAP) kullanilmistir. Cogaltma
ortaminda, 2007 yilinda 0.5, 1, 1,5 mg/L BAP, 2008 yilinda ise sadece 1 mg/L
BAP igerikli MS (1/2 Nitrat) ortami iceren, koklendirme agsamasinda ise 2007
yilinda 1 mg/L IBA, 2008 yilinda 2 mg/L IBA olmak tizere MS (1/2XNH4NO3 ve
KNO3) ortami kullamilmstir. Siirglin olusturma oranlarina bakildiginda 1 mg/L
BAP igeren MS(1/2 Nitrat) ortaminin en iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir. MS (1/2
Nitrat) ortaminda DKW ortamina kiyasla siirgiin gelisimi doneminde vitrifikasyon
ve kahverengilesme daha diisiik oranda olmustur. Aragtirmada siirgiinlerde kallus

olusumu goézlenmesine karsin koklenmenin ger¢eklesmedigi belirtilmistir.

Diger bir ¢alismada baz1 kestane hibritlerinde, yerel ¢esitlerinde ve tiplerinde MS,
modifiye MS ve WPM temel ortamlar kullanilarak siirgiin ucu ve yan tomurcuk
kiiltiirii araciligiyla mikrogogaltim olanaklart arastirilmistir. Calismada bazi
ortamlara BAP, IBA ve thidiazuron ilavesi yapilmistir. Sonug¢ olarak yillar
arasinda degismekle birlikte yan tomurcuk kiiltiiriiniin basarili sonug verdigi buna
karsin siirgiin ucu kiiltiiriinden sonug alinamadi: tespit edilmistir. Ozellikle serada
yetisen 1, 2 ve 3 yash ¢ogirlerden alinan tomurcuklarin daha iyi gelisme
gosterdigi belirtilmistir. Genel olarak farkli donemlerinde araziden alinan 5-7
yaglarinda agaglarin yan tomurcuklarinin iyi gelisme gostermedigi goriilmiistiir.
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Calismada eksplant kaynagi bitkinin gen¢ yasta olmasinin kestane

mikrogogaltiminda en 6nemli faktor oldugu belirtilmistir (Soylu ve Ertiirk 1998)

MS ' Nitrat ortamimin kullanildigi farkli bir ¢alismada, kestane siirgiinlerinin in
vitro sartlarda farkli besin ortamlarinda mikrogogaltimi yapilmistir. Calismada MS
Y2 Nitrat ve BW besin ortamlarinin mikrogogaltim etkinlikleri karsilastirilmistir.
Sonug olarak siirgiin kalitesi bakimindan MS ortam1 BW ortamina kiyasla daha iyi
sonug verdigi belirtilmis ve ¢ogaltim i¢in uygun siirgiin oran1 MS ortaminda % 86,
BW ortaminda ise % 71.25 olarak bulundugu bildirilmistir (Osterc vd., 2005).

Piagnani ve Eccher (1988) ise modifiye MS ortaminda farkli N ve NH4
seviyelerinin gelisen silirgiinler T{izerinde etkilerini arastirmistir. Arastirma
sonucunda en yiiksek ¢ogalma orani ve en diigiik vitrifikasyon oraninin diisiik N
ve NH4/NO3 igeren ortamda gerceklestigi belirtilmistir. Cogalma ve kdklenme, 3
farkli kestane klonunun embriyolarindan gelisen siirglinlerde yan tomurcuklardan

gelisen siirgiinlere kiyasla daha yiiksek olmustur.

MS besin ortami ile Heller besin ortamininin siirgiin olusumu {izerinde
etkinliklerinin karsilastirildigi bir ¢alisma sonucu olarak; MS ortaminda gogaltim
yapilmasi sonucu vitrifiye olmus siirgiinler elde edilirken, 1 uM (NHy)2 SO4
iceren ya da igermeyen Heller besin ortaminin kullanilmasiyla normal siirgiinler
elde edildigi bildirilmistir (Vieitez vd., 2006).

Kestanenin Heller besi ortaminda mikrogogaltimima 6rnek olabilecek baska bir
caligmada ise Avrupa kestanesinin diisilk mineral madde icerikli ortamlarda kok,
hipokotil ve epikotil segmentleri kullanarak mikrogogaltim gergeklestirmistir. En
yiiksek tomurcuk farklilasmasi 2 mg/L BA + 0.01 mg/L NAA ya da IBA
uygulamasinda meydana gelmistir. Adventif tomurcuklara 0.1 mg/L BA etkili
olmustur. Koklenme i¢in IBA uygulamasmin gerekli oldugu belirlenmistir (San
Jose vd., 1984).

Temel besin ortami olarak GD besin ortami kullanilmasimin basarili sonuglar
verebilecegine iligkin 6rnekler bulunmaktadir. Sanchez ve Vieitez (1991) bes
olgun kestane klonunun (Castanea sativa Mill. ve C.sativa x C.crenata Siebold &
Zucc.) bazal siirgiinleri ve tag siirglinlerinin GD ortaminda in vitro sartlara
uygunluk kapasitelerini kargilagtirmigtir. Siirgiin gelistiren eksplant orani, eksplant
basina ortalama siirgiin sayisi, her Kkiiltiiriin en yiiksek silirgiin uzunlugu ve
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cogaltim katsayisi baz alindiginda ayni agagtan alinan bazal siirgiinlerin tag
siirglinlerine kiyasla daha yiiksek c¢ogalma kapasitesine sahip olduklart
belirtilmistir.

Farkli bir ¢caligmada ise, GD temel besin ortami (baslangi¢ asamasinda 0.5 mg/L
BA, 30 g/L sakkaroz ve 7 g/L agar; siirgiin ¢ogaltiminda 0.2 mg/L BA) kullanarak
kestane hibritlerinde siirgiin ucu ve bogum eksplantlariinin mikrogogaltimini
gerceklestirmistir. Koklendirme i¢in 2 uygulama yapilmig; 1/3 konsantrayonlu GD
ortamina 3 mg/l IBA (ilk 5 giinii karanlikta olmak {izere 7 giin) ya da 25-50 mg/L
IBA igeren ortamda 24 saat siireyle kiiltire almmistir. Caligmada koklenme
(%17.6-96.4) igin 25-50 mg/L IBA igeren ortamda 24 saat siireyle kiiltiire alma
uygulamasi ve bazi klonlarda %1 aktif komiir ilavesi 6nerilmistir (Sanchez vd.,
1997).

Cogaltim ortami olarak GD, MS, HM, LP, B1, SH ortamlan kullanilan ve farkl
mineral ortam ve karbon kaynaklarinin Castanea sativa x C. Crenata melezlerinde
cogalma kapasiteleri tizerine etkileri arastirilan bir ¢aligmada, cesitler arasi
gelisme farkliliklar1 goriilmesine karsin en uygun ¢ogaltim ortaminin GD ve MS
(1/2XNH4NO3 ve KNO3) ortamlar1 oldugu belirtilmistir. Karbon kaynagi olarak
sukroz, glukoz, fruktoz ve sorbitol kullanilmistir. Ana karbon kaynagi olarak
sorbitol kullaniminin tiim ¢esitlerde ¢ogalma oranlarin1 6nemli derecede
diislirdiigli ve diger karbon kaynaklarinin gesitler arasinda siirgiin ¢ogalmasi
tizerine farkl etkiler yaptig1 bildirilmistir (Ballaster vd., 2001).

Kestanenin in vitro sartlarda iretimini engelleyen etkenlerden biri de yogun
fenolik madde salgisidir. Chauvin ve Salesses (1988), uygun ¢ogaltim materyalini
belirlemek ve fenolik madde salgisinin olumsuz etkilerini azaltabilmek igin
meristem ve yan tomurcuklari kullanarak mikrogogaltim gergeklestirmistir.
Calismada: genotip, eksplantlarin alinma tarihi ve ana bitkinin durumu
tomurcuklarin geligme oranini belirleyici rol {istlenmistir. Meristemlerden siirgiin
olusumu sadece BAP, IBA ve GA3 iceren ortamda meydana gelmistir. Ortama
askorbik asit ilave edilmesiyle fenolik madde salgisinin olumsuz etkisinin kismen
oniine gecildigi belirtilmistir. Olusan siirgiinlerin dip kismina oksin solusyonu
muamelesi ile kdklenme elde edilmis ve dis kosullara adaptasyonun basar ile
yapildig1 belirtilmistir.
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Kestane mikrogogaltimi ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde tomurcuk, bogum ve
siirgiin ucu kiltiirlerinin yaninda tohumdan siirgiin elde edilmesi seklinde
yiriitiilen ¢aligmalara da rastlanilmaktadir. Buna 6rnek olabilecek bir ¢aligmada
Japon kestanesinde (Castanea crenata Sieb. Et Zucc) rejenere organ kiiltiirii
yoluyla, tohumlardan mikro cogaltim yolu arastirilmustir. /n vitro sartlarda
tohumdan siirgiin ¢ogaltimi i¢in sadece sitokinin kullanilan ¢aligmada, kinetin ve
2-Ip kullanimmin siirgiin - olusturmada basarisiz  oldugu, ancak yiiksek
konsantrasyonlarda (25-50 uM) BAP kullanimiyla tohumdan ¢oklu siirgiinler elde
edildigi belirtilmistir. Calismada tek siirgiinden goklu siirgiin iiretimi i¢in sitokinin
ve oksin kombinasyonu (0.5 uM BAP ve IBA 0.025 uM) kullanilmistir. Her dort
haftada bir siirgiinlerin %41 kesilerek taze ortama dikilmis ve yeni ¢oklu siirgiinler
elde edilmistir. Bu teknikle bir yilda tek bir siirgiinden yaklasik olarak 1.600,000
stirgiin elde edilebilecegi belirtilmistir (Hisajima vd., 1989).

Kestane koklenmesi oldukg¢a zor olan bir bitki tiirtidiir (Vieitez vd., 2007). Yillar
boyunca arastiricilar ¢esitli yontemlerle ve farkli besin ortamlarinda kestane
koklenmesine iligkin ¢aligmalar gergeklestirmistir. Koklenme ile ilgili ¢caligmalara
ornek olarak Tetsumura ve Yamashita (2004) Japon kestanesinde (C.crenata)
farkli temel besin ortamlarini kullanarak bogum kiiltiirii gerceklestirmistir. Farkli
besin ortamlari, biiyiimeyi diizenleyiciler ve uygulamalarin bogum kiiltiirlerinde
stirgiin olusumu, gelisimi ve koklenme iizerine etkileri incelenmistir. DKW
ortaminda vitrifikasyon sorunu belirlenmigtir. Koklenme, 15uM IBA ilave edilmis
Y konsantrasyonundaki BW ortaminda 5 giin uyarimdan sonra vermikulit ilave
edilmis yar1 kati 2 BW ortaminda daha iyi saglanmistir. Sato’nun BW ortami
.NO3z’lt MS ortamiyla ayni etkiyi gostermis ve SuM zeatinin ayni dozda BA ve
TDZ’den daha etkili oldugu gorilmistiir. Ayrica koklenen bitkilerin  dig
kosullarda daha kuvvetli gelistigi belirtilmistir.

Woody Plant ortaminda Amerikan kestanesinin (Castanea dentata (Marsh.)
Borkh.) mikro ¢eliklerinin koklendirmesi gergeklestirilen bagka bir ¢aligmada ti¢
asamali koklendirme uygulamasi yapilmistir. ilk olarak baslangic siirgiinleri 2-3
c¢m uzunluguna ulagincaya kadar 4-8 hafta siireligine 0.89 uM BA iceren Woody
Plant ortaminda tutulmustur. Daha sonra siirgiinler dikey olarak 2 mm
uzunlugunda yarilarak 1 dk siire ile 5-10 uM IBA solusyonuna daldirilmis ve 2
hafta siire ile yar1 konsantrasyonlu MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Bu agamada
koklenmesi gergeklesen siirglinler 3 hafta siire ile siirgiin uzama ortamina

aktarilmstir.
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Calismada sonu¢ olarak kullanilan siirgiinlerin %57 ile %73’ kdklenme
gostermistir Ayrica koklenen siirgiinlerin %27’den azinda siirgiin ucu kurumasi
goriildiigi bildirilmistir (Xing vd., 1997).

WPM ortaminda farkli konsantrasyonlardaki biiylime diizenleyicilerinin (oksin ve
sitokinin) Amerikan kestanelerinde (Castanea dentate) in vitro siirgiin ¢ogalmasi,
kallus olusumu ve koklenme iizerine etkilerini arastirildigi diger bir ¢aligmada ise
oksin grubundan IBA, NAA, 2,4 D, ve 2,4,5-T, sitokinin grubundan ise Kinetin,
TDZ, CCPU ve zeatin kullanilmigtir. Sonug olarak WPM besin ortaminda diigiik
konsantrasyonlu CPPU VE TDZ kullaniminda diger sitokininlere gore daha
yiiksek oranda siirgiin olusumu gézlenmistir. Oksin uygulamalarinda ise; 2,4-D,
2,45-T" nin kallus olusumunda etkili oldugu, 2,4-D, 2,4,5-T ve NAA
uygulamalariin ise koklenmeyi baslattig1 tespit edilmistir (Yang vd., 2009)

Yine WPM besin ortamu kullanilarak IBA, Sukroz ve temel ortam
konsantrasyonlarinin ~ Amerikan kestanesinin (Castanea dentata (Marsh))
koklenme performansi {izerine etkileri arastirilan bir caligmada iki asamali
koklendirme yontemi izlenmistir. Calismada kisa siireli oksin (IBA) muamelesini
oksin bulunmayan ortama transfer takip etmistir. Arastirmada siirgiin bagina
gelisen kok sayisi ele alindiginda yar1 konsantrasyonlu WPM ortaminda, %4’liik
(w/v) sukroz konsantrasyonunda ve 369 uM IBA konsantrasyonlarinda en iyi
sonucun alindig1 belirtilmistir (Serres vd., 1990).

WPM besin ortami kullanilarak yiiriitiilen farkli bir ¢aligmada ise Avrupa
kestanesi siirgiin ucu ve bogumlar (baslangicta 1.0 mg/L BA+0.01 mg/L IBA,
siirgiin ¢ogaltmada 0.1 mg/L BA) kiiltiire alinmigtir. Kdklendirme i¢in mikro
celikler 3 mg/L IBA ilave edilmis makro element diizeyi 1/3 konsantrasyonunda
olan temel besin ortami {izerinde 5 giin siireyle karanlik kosullarda ve daha sonra
oksin icermeyen besin ortaminin katildigi steril perlitte tutulmustur. Caligma
sonucu olarak geng¢ bitkilerden kaynagini alan in vitro siirgiinlerde koklenme
basarisinin %65.5, bitkileri dig kosullara basar1 ile alistirma oranmin ise %40
olarak elde edildigi belirtilmistir (Giovannelli ve Giannini 1999).

Gongalves vd. (1998) kestanede (Castanea sativa X C.crenata) bitki canliligin
arttirmak ve koklenme siirecini daha iyi anlayabilmek i¢in farkli koklendirme
uygulamalarini karsilagtirmistir. Koklenmeyi baslatmak igin siirgiinlerin dip kismi
1 dk siire ile 1 g/ L IBA solusyonuna batirilmis ya da 5 giin siire ile 3 mg/l IBA
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agar ortamina yerlestirilmistir. Kok gelisimi i¢in bu siirglinler oksin bulunmayan
agar ortamma (in vitro koklendirme) ya da torf-perlit ortamina (ex vitro
koklendirme) dikilmigtir. Koklenen siirgiinlerin  dis  ortama adaptasyonu
saglanmistir. IBA solusyonuna daldirma isleminden sonra koklenme yiizdesi in
vitro sartlarda %97, ex vitro sartlarda %77 olarak tespit edilmistir. IBA’l1 agar
ortamindan sonra ise kok gelisme kosullarinin koklenme yiizdesini etkilemedigi
bildirilmistir (in vitro kdklenme %93, ex vitro koklenme %87). Dis kosullara
adaptasyon doneminde ex vitro sartlarda kok gelistiren bitkiciklerin %1001
saglikli gelistigi, in vitro’da gelisen bitkiciklerin ise sadece %50’sinin hayatta
kaldig1 belirtilmistir.

Nas vd. (2003) Nas ve Read ortamlarinda American kestanesi, hibrid findik ve
asmanin in vitro kiltiirlerini gergeklestirmistir. Mikrogogaltimi yapilmis siirgiinler
(2-4 cm), yine in vitro sartlarda ¢ogaltilan koklenmemis anaglara (2-3 cm)
astlanmistir. Asilama isleminden sonra anaclarin dip kismi, Amerikan kestanesi ve
findik i¢in 10 sn, asma i¢in 5 sn olacak sekilde 1000 ppm IBA solusyonuna
daldirilmistir. Daha sonra asilanmis bitkiciklerin bir kismi in vitro sartlarda torf
ortamina aktarilmis, bir kismi da ex vitro sartlarda torf ortamina aktarilarak
kademeli bir sekilde dis ortam adaptasyonu saglanmistir. In vitro sartlarda tutulan
stirglinlerde havai kokler olusmus ve asilama islemi basarisiz olmustur. Asilama
isleminden iki ay sonra ex vitro sartlarda tutulmus bitkilerde yagsam orani, asmada
%50, findikta % 70, kestanede ise % 80 olarak saptanmistir.

Mato ve Vieitez (2006) in vitro sartlarda, IBA uygulamas: yapilmis kestane
(Castanea sativa Mill.) siirgiinlerinin alt ve st kisimlarindaki TAA ve Oksin
aktivitesini karsilagtirmali olarak analiz etmigtir. Siirgiin olusumuyla oksin alt
kisimlarda artmig, {ist kisimlarda ise azalmistir. Bunun yaninda koklenme
siirecinde siirgiin alt kisimlarinda IAA oksidaz aktivitesi azalirken iist kisimlarda
artis gostermistir. Bu biyokimyasal olaylar siirgiinlerdeki kdklenme bolgesinde
IAA seviyesini arttirmistir. Uygulama yapilmamis koklenme gergeklesmeyen
siirgiinlerde TAA oksidaz aktivitesi {ist kisimlarda diisiik, alt kisimlarda yiiksek
olmustur. Sonuglar oksin uygulamasinin geliklerde igsel oksin seviyesini kontrol
edebildigini gostermistir.



16

Kestane mikrogogaltiminda organogenesis teknikleri ile mikrogogaltim diginda
somatik embriyogenesis yolu ile liretime pek ¢ok 6rnek bulunmaktadir. Somatik
embriyogenesis teknikleri kullanilarak yapilan caligmalara &rnek olarak Vieitez
vd. (1990) farkli kestane hibritlerinin (C. sativa x C. crenata) olgun ve
olgunlagsmamis zigotik embriyolarini kiiltiire alarak somatik embriyo iiretimini
gerceklestirmistir. Calisma sonucu; 0.5-1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L zeatin, 0.1 mg/L
2,4-D ve 1-2 mg/L BA igeren ya da BA igcermeyen MS temel besin ortaminda
embriyogenik kallus diisiik oranda (%6-8) elde edilmis ve embriyonik kalluslar
2,4-D icermeyen MS ortamina transfer edilmistir. Calismada globular ve kalp
sekilli somatik embriyolar elde edilmis, bu embriyolar WPM ortaminda
olgunlastirilmig, ancak ¢imlenme olmamustir.

Amerikan kestanesinde (C. dentata (Marsh.) Borkh.) ovul ve olgunlagsmamis
embriyolar1 kullanarak somatik embriyogenesis gerceklestirilen farkli bir
¢aligmada 0.25 mg/l BA + 6 mg/l NAA ya da 4 mg/L 2,4-D ilave edilmis WPM
temel besin ortami1 kullanilmigtir. Bu ortamda 1 veya 2 hafta inkiibasyondan sonra
0.25 mg/L BA igeren ya da igermeyen ortama eksplantlar transfer edilmistir.
Ayrica eksplantlarin  bir kismi baslangic ortaminda alt kiiltiire alinmistir.
Cigeklenmeden 6—7 hafta sonra kiiltiire alinan ovuller, 1-2 hafta bitki biiylime
diizenleyici maddesi iceren ortamda tutulduktan sonra oksinsiz ortama alindiginda
radikula direkt somatik embriyogenesis meydana geldigi belirtilmistir (Merkle vd.,
1991).

Carraway ve Merkle (1997) Amerikan kestanesinde ovul ve olgunlagsmamis ya da
olgun zigotik embriyolar1 kullanarak WPM ortaminda, BA (0.25 mg/l) ve TDZ
(0.1 mg/l)’nin, 2,4-D, IAA ve NAA (0.1, 0.5, 3.0, 10.0, 20.0 mg/l) ile olusturdugu
farkli kombinasyonlar denemislerdir. Inkiibasyon 25°C’de karanlikta yapilmistir.
Somatik embriyolar WPM ortaminda ¢imlendirilmistir. Embriyogenik kiiltiirler 3
mg/L 2,4-D ve 0.25 mg/L BA ilave edilmis sivi WPM ortaminda ¢ok hizli gelisim
gostermistir. Aktif komiir (5 g/L) somatik embriyolarin miktarini ve geligimini
iyilestirdigi gozlemlenmistir.

Xing vd. (1999) tarafindan Amerikan kestanesi (Castanea dentata (Marsh.)
Borkh.) bitkileri, somatik embriyogenesis yoluyla gelisen ovullerden rejenere
edilmistir. Baglangi¢ ortaminda ovullerden proembriyonik kitleler gelismistir.
Gelisen kitleler gelisme ortaminda dort hafta siire ile kiiltire alinmistir. Baglangig

somatik embriyolar1 siirgiin meristemleri ve radikiiller gelisinceye kadar
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olgunlastirma ortaminda en az bir ay silire ile gelismistir. Tiim gelistirme ve
olgunlastirma ortamlarinda Gamborg’un B-5 temel besin ortami kullanilmistir.
Kotiledon agamasindan sonra her bir gram proembriyonik kitleden 86-586 arasi
degisen sayida embriyo olustugu belirtilmistir. Cimlenen embriyolarin ise % 6,3

oraninda siirgiin olusturdugu ve % 3.3 oraninda bitkicik olusturdugu bildirilmistir.

San-Jose vd. (2001) Avrupa kestanesi embriyo, hipokotil, epikotil ve kotiledon
eksplantlarini kullanarak, embriyo ¢imlendirilmesi i¢in MS temel besin ortami (0.1
mg/L TDZ ya da 1 mg/L BA ilave edilmis); siirgiin olusumu i¢in MS besin ortami
(farkli TDZ dozlari+0.01 mg/L NAA ilave edilmis), alt kiltiirler i¢in TDZ
icermeyen diisiik BA dozlart kullanilmigtir. Siirgiin gelisimi sadece kotiledon
eksplantlarda meydana gelmistir. Cimlenme igin BA; siirgin olusumu igin 1-2
mg/l TDZ en uygun doz olarak bulunmus, siirgiin uzamasi 0.05 mg/L BA igeren
GD ortamida saglanmistir. 21 klonun 16’sinda koklenmenin geceklestigi

gorilmiistiir.

Vieitez ve Vieitez (2006) BAP igeren besin ortaminda kestane embriyonik
ekseninin izolasyonuyla yan siirgiin gelisimini gerceklestirmistir. Calismada
embriyonik dokudan ve alt kiiltiiri yapilan siirgiinlerden meydana gelen yan
siirgiin gelisimi igin optimum BAP konsantrasyonlar1 belirlenmistir. {1k y1l siirgiin
cogaltimindan sonra ¢ogalma oraninda 6nemli bir degisme olmadan arka arkaya

¢ok sayida stirgiin elde edilmistir.

San vd. (2007) dort Avrupa kestane ¢esidinde (Hacibig, Karamehmet, Osmanoglu
ve Sariaglama) tam ciceklenmeden 5. 6. 7 ve 8 hafta sonra toplanan serbest
tozlanmig tohumlarin olgunlasmamis kotiledonlarini, DKW ceviz ortaminda
kiltire alarak somatik embriyogenesis gerceklestirmiglerdir. Embriyonik
kotiledon yiizdesi ve embriyonik kotiledon bagma embriyo sayist ikinci alt
kiiltiirtin  sonunda kaydedilmistir. Caligma sonuglarina gore, embriyogenesis
oraninin %40-70 ve embriyogenik kotiledon basina embriyo sayisinin 4.04-7.70
arasinda degistigi goriilmistiir. Tam ¢iceklenmeden 5, 6 ve 7 hafta sonra
toplanmis kotiledonlarda daha ¢ok embriyogenesis oldugu bildirilmistir.

Corredoira vd., (2008) Avrupa kestanesinde somatik embriyogenesis tizerine bir
caligma gerceklestirmis ve somatik embriyolarda ¢gimlenme diizeyinin artirilmasi
amaciyla farkli uygulamalar yapmislardir. Somatik embriyolar Once biiylime
diizenleyici madde icermeyen MS ortami (makro elementleri Y2 diizeyinde, %3
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maltoz ve %0.7 agar ilave edilmis) (olgunlastirma ortami) iizerinde 4 hafta siireyle
kiiltiire alinmis ve daha sonra ¢imlendirme ortamlarina transfer edilerek 4°C’de 2
ay soguklatilmistir. Cimlendirme uygulamalar1 1) kismi olarak yavas ya da hizl
kurutma, 2) ¢imlenme ortamina biiyliime diizenleyici maddeleri (BA, NAA ya da
IBA) veya glutamin ilavesi olacak sekilde yapilmistir. En iyi sonu¢ somatik
embriyolarin laminar hava akisli kabin igerisinde 2 saat siireyle hizli kurutma
yapilmasi ile elde edilmistir. Embriyolarda nem kapsami %57-58’dir. Cimlenme
ortamima (%16-19) 0.44 uM BA ve 200-438 mg/L glutamin ilavesi rejenerasyonu
artirmigtir. Bitki kalitesi i¢in BA’in yaninda 0.49 pM IBA’nin olumlu etkisi
oldugu belirtilmistir.

2.2. Sivi Ortamda Yapilmis Baz1 Mikrocogaltim Calismalari

Raghuvanshi ve Srivastava (1995) mango bitkisinde, fenolik madde salgisinin
gelismeyi olumsuz etksini azaltmak i¢in sivi kiiltiir kullanarak eksplantlara 6n
uygulama yapilmasinin etkilerini arastirmistir. 250 ml’lik erlenmayerlerde, 75 rpm
calkalama hizinda caligtirilan karistiricida  eksplantlar sivi MS  ortaminda
tutulmuslardir. Siv1 kiiltiir kullanarak eksplantlara 6n uygulamalar yapilmasinin in
vitro kabiliyetini arttirdigi belirtilmistir.

Tewary ve Oka (1999) dutun (Morus indica) koltuk alti tomurcuklar1 ve siirgiin
uglarimi s1vi MS ortaminda kiiltiire almistir. Bitki eksplantlar1 120 rpm calkalama
hizinda 6 hafta siire ile ayn1 ortamda kiiltiire alinmustir. Ik dért hafta siiresince
siirglin olugsumu ve uzamasi goriilmiis, bu siireyi takip eden iki haftada ise
stirgiinlerde koklenme meydana gelmistir. Ayn1 ortamda tek asamali s1v1 kiiltiiriin;
dutun disiik isgiicii maliyetli ve etkili cogaltimi i¢in uygun bulundugu
belirtilmistir.

Grigoriadou vd., (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, VITRO Yunanistan S.A
laboratuarinda dizayn edilen bir gegici daldirma sistemi (TIS) zeytin mikro
stirglinlerinin stvi kiiltiirii i¢in kullanilmigtir. Bu sistem; kontrol olarak kullanilmig
kat1 agar ortami, LifeReactor ve calkalamali erlenmayer siv1 kiiltiir sistemleri ile
WP ortaminda karsilastinnllmigtir.  Kiiltiirin - 30. giin sonunda, c¢alkalamali
erlenmayer sivi kiiltlirlinde eksplant bagma 1.93 siirgiin gelisimi ile en yiiksek
sonug elde edilmistir. Gegici daldirmali sistemin (TIS) sonuglari (eksplant bagina
1.93 yeni siirgiin, 0.95 cm silirglin uzunlugu) istatistiksel olarak kontrol kati
kiiltiirle ayn1 ¢ikmus, LifeReactor de ise en diisiik sonug elde edilmistir.
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Ancak, tiim sivi kiiltiirler vitrifikasyondan zarar gormiistiir. En yiiksek
vitrifikasyon zararinin erlenmeyer kiiltiiriinde, en diisiikk zararin ise gecici

daldirmali sistemde (TIS) goriildiigii bildirilmistir.

Shim (2002)’ye atfen Paek (2005) tarafindan ele alinan bir ¢aligmada, asma SBB
klon anacimnin bogumlar1 balon-tipi kabarcikli biyoreaktdrde; daldirmali ve
akigkan, oksijen destekli raft (sandal) kiiltiirii ve oksijen desteksiz raft kiiltiirii
seklinde ii¢ farkli kiiltiir metoduyla ¢ogaltilmistir Bitkicikler oksijen destekli raft
kiiltiirtinde en iyi gelisimi gostermisler ve maksimum yas agirlik, kuru agirlik ve
strgiin uzunlugu elde edilmistir. Deneylerde kullanilan bogumlarin morfolojik
pozisyonu gelismeyi ve yasam giiciinii etkilemigtir. Ust boliimlerden alinan

bogumlarin en iyi eksplant kaynagi oldugu bulunmustur.

Zhu Li-Hua vd. (2005) RITA kaplarinda gegici daldirma prensibi ile elma M26
klon anacinin mikrogogaltimini gerceklestirmistir. Caligmada farkli tipte ve
boyutlarda eksplantlar ile farkli gelisme diizenleyicilerinin (BAP, kinetin ve IBA)
etkileri karsilagtirlmigtir. Calismada siirgiin  ¢ogalmasi doneminde, siirgiin
uzamas1l donemine kiyasla daha cok sitokinin gereksinimi oldugu goriilmiistiir.
Siirglin sayis1 ve siirgiin kalitesi agisindan en iyi {iretimin; siirgiin ¢ogalmasi
doneminde 4.4 mmol BAP ve 0.5 mmol IBA  kullanimiyla elde edildigi, siirgiin
uzama doneminde ise 1.1 mmol BAP ve 0.5 mmol IBA kullanarak elde edildigi
tespit edilmistir. RITA kaplarinda bitki eksplantlarinin besin ortamina giinde 16
kez daldirmasiyla, giinde sekiz kez daldirma yapilmasina gore daha yiiksek
cogalma oran1 ve daha yiiksek siirglin uzunlugu elde edildigi saptanmustir.

Roschke ve Pijut (2007) tarafindan, selekte edilmis kara ceviz ¢6giir genotiplerinin
yari-katt DKW ortaminda siirgiin kiiltlirii kurulmustur. Gelisen mikro siirgiinlerde
bogumlar kesilerek sivi DKW ortamina aktarilmistir. Calkalayicida 100 rpm hizla
kiiltiire alinan bogumlarda bulunan tomurcuklar patlamis ve siirgiin salkimi
seklinde geligmistir. Salkimlarda bulunan mikrosiirgiinlerin bogumlari kesilerek
kiltiir kaplarinda gelistirilmistir.

Chakrabarty (2007) iki farkli biyoreaktor tipi (gegici ve siirekli daldirmali 3L
balontipi) kullanarak M9 EMLA elma klon anacinin in vitro ¢ogalma siirecindeki,
gelisme ve fizyolojik parametreleri aragtirmigtir. M9 EMLA elma klon anacinin
bogumlar1 yari-kat1 MS ortaminda gelistirilmis ve dort hafta siire sonunda gelisen
sirgiinlerden tekli bogumlar kesilerek sivi MS ortaminda biyorektorde kiiltiire
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almmigtir.  Siirekli daldirmali biyoreaktdrde, siirglinler tiim kiiltiir periyodu
stiresince sivi ortam iginde tutulmusglardir. Gegici daldirmali biyoreaktorde ise
siirglinler her giin 4 kere 15 dakika daldirilacak sekilde programlanmistir. Bu
calisma sonucu gecici daldirmali biyoreaktorden elde edilmis siirgiinler, siirekli
daldirmal1 biyoreaktorden elde edilmis siirgiinlere gére daha yiiksek kuru agirliga
ve kaliteye sahip olmuslardir. Diigilk kuru agirliga sahip siirekli daldirmali
biyoreaktorde gelismis siirgiinlerin yapraklar1 %91.2 su igerigine sahip iken, gegici
daldirmali biyoreaktordeki silirglin yapraklart %83.4 oraninda su igerdigi
goriilmiistiir. Vitrifikasyon siirekli daldirmali kiiltiirlerde, gecici daldirma yapilan
kiiltiirlere gére daha yiiksek oranda goriilmistiir. Kiiltlir sliresi sonunda iiretilmis
bitkicikler, ex vitro koklenme ve alistirma i¢in hidroponik ortamlara

taginmiglardir.

Choi vd., (2008) tarafindan yapilmis bir c¢aligmada, bitkilerin biyoreaktor
kiiltiirlerinde, inokulum yogunlugu bitkiciklerin gelisimini ve ¢ogalimini etkileyen
onemli bir faktor oldugu tespit edilmistir. Bu c¢aligmada; biyoreaktorlerde SBB
asma anacinin siirglin gelisimini ve ¢ogalimimi arttirmak igin, 3 litre balon-tipi
biyoreaktorde 40 giin siiresince 15, 30, 45, 60’11 tekli bogum uygulamalari
yapilmigtir. Biyoreaktdrde inokulasyon yogunlugu, bitkiciklerin gelisme ve
fotosentez kapasitelerini onemli derecede etkilemistir. inokulasyon yogunlugu 45
bogum olan kiiltiirde en iyi gelisme (910.4 mg/stirgiin yas agirligi, 764.4 mg/kok
yas agirligl) gozlenmistir. En iyi gelismeyi 30 bogumlu kiiltiir takip etmistir. En
yiiksek COz2 asimilasyon orani ve terleme oram1 45 bogumlu inokulasyonlarda
goriilmiistir. 60 bogumlu inokulasyonda siirgiin ve kok gelisiminde onemli
derecede diisiisler meydana geldigi gozlenmistir (426.5 mg/siirgiin yas agirligi,
284 mg/kék yas agirhigl). Inokulum yogunlugu 15 boguma diistiigiinde,
bitkiciklerde en yiiksek vitrifikasyon ve terleme oranit ile en disiik CO2

asimilasyon oran1 gériilmiistiir.

Ozden vd. (2010) tarafindan yiiriitiilen bir calismada ‘Edremit yaglik’ cesidine ait
zeytin fidanlarindan alinan nodal tomurcuklari kullanarak mikrogogaltim igin
farkli karbon kaynaklarmin (sukroz, mannitol ve glikoz) ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin (zeatin ve dikegulak) etkileri, hem yar1 kat1 besin ortami hem de
gecici  daldirmali  biyoreaktdr sistemleri (TIS) kullanilarak arastirilmistir.
Sonuglara gore mikrogogaltim igin sivi besiyerine karbon kaynagi olarak sadece
mannitol eklenmesi gerektigi goriilmiistiir. Yari-kat1 besiyerinde ¢ogaltilan zeytin
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govdelerinde giiclii apikal dominans nedeniyle daha cok tekli govde olusumu
gerceklesmistir.  Ancak TIS sistemi kullanildiginda bitki eksplantlarinda
dominansin kirildigi ve yanal govdelerin gelisme gostererek, c¢oklu govde
olusumunun gergeklestigi tespit edilmistir. Yine TIS sisteminde besi ortamina
zeatine ek olarak, dikegulak eklenmesinin ¢oklu gévde olusumu iizerine olumlu
etkisi oldugu saptanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alisma Aralik 2010-Temmuz 2012 yillar1 arasinda Adnan Menderes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Doku  Kiiltiirii
Laboratuari’nda yuriitilmiistiir.

3.1. Materyal

“Aydin li Nazilli Ilgesi Kestanelerinin Seleksiyon Yolu ile 1slahi Uzerinde
Aragtirmalar” isimli (TUBITAK-TOGTAG 2835 nolu proje) sonuglanan proje ile
genel Kalite, irilik, erkencilik ve kestane hamuru yapimina uygunluk bakimimdan
secilmis kestane genotiplerine ait agaglarin dal ve siirgiinleri ¢alismanin ana
materyalini olusturmustur (Ertan vd., 2007).

Denemede kullanilan kestane dal ve siirgiinleri Nazilli Ilgesi Sinekgiler, Kuscular
ve Kavacik kdoylerinde bulunan sirast ile N-3-4, N-23-1 ve N-7-3 no’lu
genotiplerden alinmugtr.

3.2. Yontem
3.2.1. Kiiltiir ortamlar1 ve hazirh@

Temel besin ortami olarak Avrupa kestanelerinin mikrogogaltiminda yapilan
caligmalarin biiyiilk ¢ogunlugunda kullanilan Gresshoff and Doy (GD) ve yari
nitrat konsantrasyonlu Murashige and Skoog (MS) mineral ortamlar
kullanilmisgtir. Caligmada kullanilan MS ve GD ortamlar igerikleri ¢izelge 3.1°de

verilmistir.



Cizelge 3.1. MS ve GD ortamlarmin igerikleri

Besin ortami

Kimyasal madde

MS ortami (mg/L)

GD Ortam1 (mg/L)

NH4NO3 1650 1000
KNO3 1900 1000
CaCl2.2H20 440 -
CaNOs - 241.2
MgS04.7H20 370 -
MgSOa4 - 17,099
KH2PO4 170 -
K2PO4 Monobasic - 300.0
MnS0O4.H20 16.9 1.0
ZnS04.7H20 8.6 0.3
H3BOs 6.2 0.3
Kl 0.83 0.8
Na2Mo04.2H20 0.25 -
CuS04.5H20 0025 0.025
CoCl2.6H20 0.025 0.025
Naz2-EDTA 37.3 37.25
FeSO4.7TH20 27.8 27.85
Molybic Acid (Sodium - 0.025
Salt).2H20

Potassium Chloride - 65.0
D-Biotin - 0.2
Mezo-inositol 100 10
Glycine 2.0 4.0
Thiamine HCI 0.1 1.0
Pyridoxine HCI 0.5 0.1
Nicotinic Asit 0.5 0.1

Kaynak: Sigma BioSciences Katalog (1996)
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Besin ortamlarinin hazirlik agamasi stok soliisyonlardan gerekli miktarlarda pipet
yardimiyla sivi gekilerek bir erlenmayer igerisinde steril saf su ile belirli miktara
tamamlanmasi seklinde gergeklestirilmistir. Hazirlanan GD ve MS (1/2 Nitrat)
temel besin ortamlar1 baslangic ve c¢ogaltim ortamlar1 olmak iizere iki farkh
sekilde hazirlanmistir. GD baslangic¢ ortami 0.5 mg/l BA, siirgiin cogaltiminda 0.1-
0.2 mg/l BA igerecek sekilde hazirlanmistir. MS (1/2 Nitrat) baslangi¢ ortami 0.1
mg/L GA3, 0.1 mg/L IBA ve 1mg/L BAP icgerecek sekilde hazirlanmistir. MS (1/2
Nitrat) c¢ogaltma ortami ise sadece 1 mg/L BAP icermistir. Besin ortamlarinda
katilagtirict olarak 8 g¢/L difco bacto agar, seker olarak 30 g/L sakkaroz
kullanilmigtir. Ortamlari pH degeri 1.0 N HCI ve 1.0 N NaOH kullanarak 5.7’ye
ayarlanmistir (Vieitez vd., 2007). Hazirlanan besin ortaminin 121 C’de 1,2 kg/cm?
basi¢ altinda 35 dk (500 mL igin) otoklavda (Hirayama 25 L) tutularak
sterilizasyonu gergeklestirilmis ve besin ortami steril kabin igerisinde steril
petrilere dokiilerek sogutulmaya birakilmistir. Tiim kiiltiirler 16 saat fotoperiyotta,
30 umol m?s™ 151k siddetinde ve 25 °C sicaklikta iklim odasinda tutulmustur.

3.2.2. Bitkisel materyalin hazirhg: ve dikim

Calisma kiiltiirlerde meydana gelen kayiplar nedeniyle 2011-2012 yillar1 arasinda
farkli donemlerde kurularak yiiriitilmistiir.

1. Dénem: 27.12.2010 tarihinde Kuscular, Sinekgiler ve Kavacik koylerinde
se¢ilmis kestane genotiplerinden dormant gozler barindiran dallar kesilmistir.
Kesilen dallar benomyl etken maddeli Safomyl adli fungusitle (200mg/l)
ilaglanarak nemli sartlar altinda 4 C’de buzdolabina kaldirilmig ve 19.01.2011
tarihinde buzdolabindan cikarilmig ve ¢elik hazirlanarak steril perlite dikilmistir.
Celikler iklim odasinda 25 °C’de 16 saat fotoperiyotta tutularak tomurcuklar
stirdiiriilmiistiir. Tomurcuklarin stirmesinden 15-20 giin sonra siirgiinler toplanarak
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Toplanan siirgiinlerin  yapraklari
uzaklastirilarak yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Bunun igin siirgiinler musluk
suyu altinda yikandiktan sonra %70 ethanole 30 s, ve 2-3 damla Tween 80 i¢eren
% 20 ticari sodyumhipoklorid solusyonuna 15 dk siire ile daldirilmis ve steril
distile su ile 3 defa 5’er dk olacak sekilde durulama islemi gergeklestirilmistir.
Dezenfekte edilen siirgiinlerden siirgiin uglar1 ve bogumlar (baslangi¢ eksplantlari)
5 mm uzunlugunda kesilmistir. Eksplantlar GD baslangi¢ ortami igeren petri
kaplarina dikey olarak yerlestirilmistir. Baglangic eksplantlar1 24 saat sonra

ortamda kararma ve eksudasyonun zararli etkilerini azaltmak i¢in, ayni petride
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farkli yere tasinmig ve daha sonra eksplantlar her iki haftada bir taze ortama

transfer edilmistir

2. Donem: 01.04.2011 tarihinde se¢ilmis kestane genotiplerinden dormant gozler
barindiran dallar kesilmistir. Benomyl etken maddeli Safomyl ticari isimli
fungusitle (200mg/l) ilaglanan ¢elikler 21.04.2011 tarihinde steril perlite dikilmis
ve tomurcuklarin patlayarak silirmesi saglanmistir. Bu siirglinlerin uglari ve

bogumlari GD ortaminda kiiltlire alinmistir.

3. Donem: 22.05.2011 tarihinde segilmis kestane genotiplerinden siirgiinler
kesilmigtir. Stirgiinlerden alinan bogumlarin ve siirgiin uglarimin sterilizasyon
isleminden sonra GD besin ortamina dikim islemi gerceklestirilmistir.

4. Donem:18.11.2011 tarihinde secilmis genotiplerden fiizerinde dormant
tomurcuklar bulunan dallar kesilmistir. Kesilen dallardan hazirlanan ¢elikler iklim
odasinda 25 °C’de 16 saat fotoperiyotta steril nemli perlite dikilmistir. Celikler
tomurcuklarin kabarmasina kadar nemli sartlarda tutulmustur. 18.01.2012
tarihinde kabaran tomurcuklarda agilma gerg¢eklesmeden yaklasik 0,5 cm odun
parcasi barindiracak sekilde bogumlar kesilmis ve sterilize edilerek tomurcuklarin
yaprak taslaklar1 soyulmustur. GD ortaminda, tekerriirde 45 tomurcuk olacak
sekilde 3 tekerriirlii deneme kurulmustur. GD ortaminda kiiltiire alinan
tomurcuklar 01.03.2012 tarihinde ' Nitrat konsantrasyonlu MS ortamina
aktarilmistir.

5. Donem: 29.03-09.04.2012 tarihleri arasinda kestane genotiplerinden tekrar
dallar kesilmis ve tomurcuklarm ' Nitrat konsantrasyonlu MS ortamina dikimi
gergeklestirilmistir. Her genotipten 15’er tomurcuk igerecek sekilde bes tekerriir

olusturulmustur.

6. Donem: 17.05.2012 tarihinde kabarmis ve siirglin olusturmus tomurcuklar
sterilize edilerek siv1 kiiltiire transfer edilmistir. 100 mL’lik erlenmayerlere 40 mL
s1v1 % nitrat konsantrasyonlu MS ortami dokiilmiis ve her erlende 5’er tomurcuk
olacak sekilde 4 tekerriirli deneme kurulmustur. Calkalayici (IKA KS 260) hiz1
100 rpm hizina ayarlanmis ve 16 saat fotoperiyotta, 25 C’de iklim odasinda
kiiltiirler tutulmustur. Sivi ortamda bulunan tomurcuklar ve bogumlar 4-5 giinde

bir taze ortama aktarilmistir.
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7. Donem: 20.06.2012 tarihinde Sinekgiler, Kuscular ve Kavacik koylerinde
secilmis kestane genotiplerinden siirgiinler kesilmistir. Doku kiiltiirii laboratuarina
getirilen siirglinler 0.5 cm uzunlugunda bogumlar seklinde kesilerek sterilize
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra steril kabin igerisinde bogumlar 40 mL
Y, nitrat konsantrasyonlu sivi MS ortami igeren 100 mL’lik erlenmayerlere
aktarilmistir. Her erlenmayerde 5 bogum bulunacak sekilde 4 tekerriirlii deneme

kurulmustur.

Denemede yar1 kat1 ortamlarda kurulan GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat)
kiltiirleri; tomurcuk kabarmasi, Siirgiin gelismesi, yaprak sayis1 ve kararma gibi
parametreler esas alinarak istatistiksel olarak karsilagtirilmistir. Calismada elde
edilen degerler, TARIST istatiksel analiz programinda ‘Tesadiif Parselleri’
deneme desenine gore degerlendirilerek varyans analizi yapilmistir. Ortalamalar
arasindaki farkliliklarin ortaya konmasi igin LSD testi kullanilmig ve buradan

¢ikan sonuglara gore ortalamalar gruplandirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. 2011 Yii Denemeleri

Aydin ili Nazilli ilcesi kestaneliklerinde, se¢ilmis N-3-4, N-23-1 ve N-7-3 kestane
genotiplerinden Aralik 2010 (1. Donem) tarihinde alinan c¢eliklerin perlit
ortaminda siirdiiriilmesiyle elde edilen bogumlar ve siirgiin uglart GD besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiirlerde kisa siirede fenolik madde salgisindan
kaynaklanan kararmalar ve gelisen yogun enfeksiyon nedeniyle kisa siirede tiim
kiiltiirler kaybedilmigtir. Ayrica dikimi yapilan eksplantlarda bogum ucundan
geriye dogru kurumalar gerceklestigi tespit edilmistir.

[Ik denemede yasanan kayiplar nedeniyle Nisan 2011 (2.Dénem) ve Mayis 2011
(3.D6nem) tarihlerinde ayni genotiplerden tekrar dal ve siirgiinler kesilmis ve yeni
bitki eksplantlar1 elde edilmistir. Bogum ve siirgiin uglariin GD besin ortamina
dikilmesiyle olusturulan kiiltiirlerde, ilk denemede yasanan sorunlarla
karsilasilmistir. Sekil 4.1.’de goriildiigti gibi kiiltiir siiresince diisiik enfeksiyon
orani goriilmesine ragmen, bitki eksplantlarinda kararmalar ve kurumalar meydana

gelerek yeni siirgiin olusumu gézlenmemis ve ¢ogaltim yapilamamustir.

Sekil 4.1. Mayis 2011 tarihinde kiiltiire alinan N-3-4 genotipinde dikimden 1 hafta

sonra meydana gelen kararma
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4.2. 2012 Yili Denemeleri
4.2.1. Yari-Kat1 GD ve MS ortamlar:

Ocak 2012 tarihinde yari-kati GD ortaminda kiiltiire alinan tomurcuklar 6 hafta
sonra Y2 nitrat iceren yari-katt MS ortamina aktarilmistir (4.Donem). Ayrica Mart
2012 tarihinde tekrar alinan kestane dallarindan ¢ikarilan tomurcuklar, % nitrat
iceren yari-katt MS ortaminda kiiltiire alinmistir (5. Donem). Her iki denemede
tomurcuk kabarmasi, yapraklanma, yaprak sayisi, siirglin gelisimi, kararma ve

enfeksiyon olusma durumlari degerlendirilmistir.
4.2.1.1. Tomurcuk Kabarmasi

GD+MS ve MS ortamlarinda kiiltiire alinan kestane genotiplerinde kabaran
tomurcuk oranlar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Kiiltire alman baz1 tomurcuklarda dikimden birkag giin sonra kabarma
gozlenmistir (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.). Kestane genotiplerinin kabaran tomurcuk
oranlari, yapilan varyans analizi sonucuna gore besin ortamlari arasinda ve
kullanilan genotipler arasinda istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Cizelge
4.1.de goriildiigii gibi kabaran tomurcuk orant GD+MS (1/2 Nitrat) ortaminda
%35.87 iken, MS (1/2 Nitrat) ortaminda %28.52 olmustur. Ayni sekilde kestane
genotipleri kabaran tomurcuk orani agisindan incelendiginde, N-3-4 genotipi
(%40.26) istatistiksel olarak, N-23-1 (%31.41) ve N-7-3 (%24.92) genotiplerinden
ayr1 grupta yer almistir. Genotip*Ortam interaksiyonlari incelendiginde GD+MS
(1/2 Nitrat) ortaminda N-3-4 (%44.96) genotipi en yiiksek kabaran tomurcuk
oranin1 (%44.96) gosterirken, bu genotipi N-23-1 (%31.71) ve N-7-3 (%30.95)
genotipleri izlemistir. MS (1/2 Nitrat) ortamina dikilen genotiplere bakildiginda
ise kabaran tomurcuk oran1 %35.55 ile %8.88 arasinda degismis, en yiiksek oran
(%35.55) N-3-4 genotipinde saptanmistir (Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.1. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan
N-3-4, N-23-1 ve N-7-3 genotiplerinde kabaran tomurcuk oranlari (%)

Ortam

TOMURCUK KABARMASI (%)

Genotip GD+MS (1/2Nitrat) | MS (1/2 Nitrat) | Genotip ortalamasi
N-3-4 44.96 (42.07) 35.55 (36.56) | 40.26 (39.31) a
N-23-1 31.71 (34.24) 31.11(33.89) | 31.41(34.06) b
N-7-3 30.95 (33.79) 8.88 (25.53) | 24.92 (29.66 b
LSD %5 0.d. 7.073**

Ortam ortalamasi

35.87 (36.70) a

28.52 (31.10) b

LSD %5

5.775*

6.d: Onemli degil

*. p=0.05"¢ gore onemli

**: p=0.01"e gore onemli

Veriler arc-sin moduna gore transforme edilerek varyans analizi yapilmis ve

ortalamalar karsilagtirilmistir. Cizelge icindeki degerler %, parantez igindeki

degerler ise transforme edilmis verilerdir.
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Sekil 4.2. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda N-3-4, N-23-1 ve

N-7-3 genotiplerinin kabaran tomurcuk yiizdeleri
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Sekil 4.3. GD ortaminda kiiltiire alinan Sekil 4.4. GD ortaminda kiiltiire alinan

N-3-4 genotipinde bogumlarin dikimi N-3-4 genotipinde meydana gelen
kabarma

4.2.1.2. Siirgiin gelismesi

GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltire alinan kestane
genotiplerinde siirgiin gelisme oranlar1 Cizelge 4.2’ de verilmistir.

Dikimi yapilan tomurcuklarin bir kisminda siirgiin olusumu tespit edilmis (Sekil
4.6.), tekrar ¢ogaltim yapilabilecek uzunluga erisebilen siirgiin oraninin diisiik
diizeyde kaldigi saptanmistir (Sekil 4.7). Olusan siirgiinlerin Yapilan varyans
analizi sonucuna gore kullanilan besin ortamlari ve genotipler arasinda istatistiksel
acidan farklar bulunmustur. Sirgiin gelisme orani, MS (1/2 Nitrat) ortaminda
ortalama %41.48, GD+MS (1/2 Nitrat) ortaminda %25.52 olarak elde edilmistir
(Cizelge 4.2.). MS (1/2 Nitrat) ortaminda elde edilen sonuglara benzer olarak,
Mert ve Soylu, (2009); Soylu ve Ertiirk, (1998); Tetsumura ve Yamashita, (2004);
Osterc vd., (2005) siirgiin elde edilmesi igin en uygun ortamm MS (1/2 NH4NOs-
KNO3) ortami oldugunu bildirmektedirler. Chauvin ve Saless, (1988) ise basarili
kiiltiir baglatma oranlarinin genotipe, ana bitkinin yasma ve kiiltiir baslatma
tarihine bagli olarak %0-90 arasinda degisebildigini belirtmistir. MS (% Nitrat)
ortaminda, genotiplerde gelisen siirgiin oranina bakildiginda, N-23-1 genotipinde
en yiksek siirgiin gelisme oram (%47.48) elde edilirken, bu genotipi N-3-4
(%45.45) ve N-7-3 (%31.11) no’lu genotipler izlemistir (Sekil 4.5.). Mert ve
Soylu, (2009), MS (1/2 NH4NO3-KNO3) besin ortami kullanarak farkli kestane
cesitlerinde %37.50 ile %90.00 arasinda degisen oranlarda siirglin olusumu elde
etmislerdir.
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Cizelge 4.2. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan

N-3-4, N-23-1 ve N-7-3 genotiplerinde gelisen siirgiin oranlar1 (%)

N-3-4 37.21 (37.56) 45.45 (42.44) | 41.38 (40.00) a
N-23-1 19.51 (26.18) 47.48 (43.71) | 33.64 (34.95) ab
N-7-3 19.84 (26.39) 31.11(22.29) | 25.47 (29.84) b
LSD %5 6.d. 9.638*
Ortam ortalamas: 2552 (30.05)b | 41.48 (39.815) a

LSD %5 7.870%*

6.d: Onemli degil

*: p=0.05’e gore 6nemli

**: p=0.01"e gore onemli

Veriler arc-siniis moduna gore transforme edilerek varyans analizi yapilmig ve

ortalamalar karsilastinlmistir. Cizelge igindeki degerler %, parantez igindeki

degerler ise transforme edilmis verilerdir.
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Surgin gelismesi
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Sekil 4.5. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan

N-3-4, N-23-1 ve N-7-3 genotiplerinin siirgiin gelisim yiizdeleri

Sekil 4.6. MS Y% Nitrat ortamina dikimi yapilan N-23-1 ve N-7-3 genotiplerinde

stirglin olusumu
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Sekil 4.7. GD+MS 2 Nitrat ortamma dikimi yapilan N-3-4 genotipinde ¢ogaltim

yapilabilecek uzunluga gelen siirgiin

4.2.1.3. Yaprak Sayis1

GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan N-3-4, N-23-1
ve N-7-3 genotiplerinde elde edilen ortalama yaprak sayilar1 Cizelge 4.3.°de
verilmistir.

Kestane  genotipleri  yaprak  sayilari  ac¢isindan  istatistiksel ~ olarak
degerlendirildiginde, GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlar1 arasinda
istatistiksel olarak onemli farklar tespit edilmistir. Cizelge 4.3’te goriildigi gibi
MS (1/2 Nitrat) ortaminda ortalama 6.47 yaprak sayisi elde edilirken, GD+MS
(1/2 Nitrat) ortaminda ortalama 5.16 yaprak sayisi elde edilmistir. Kullanilan
kestane genotipleri arasinda yaprak sayilar1 agisindan istatistiksel onemde fark
tespit edilmezken, N-3-4 genotipinde 6.39, N-7-3 genotipinde 5.61, N-23-1
genotipinde ise ortalama 5.46 yaprak sayisi elde edilmistir. Istatistiksel éneme
sahip olmamakla birlikte genotip*ortam interaksiyonu incelendiginde GD+MS
(1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortaminda kiiltiire alinan genotiplerden N-3-4
genotipinin MS (1/2 Nitrat) ortaminda en yiiksek ortalama yaprak sayisini (7.19)
verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.8.).
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Cizelge 4.3. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan

kestane genotiplerinde elde edilen ortalama yaprak sayilari (adet)

Ortam YAPRAK SAYISI (Adet)
Genotip GD+MS (1/2Nitrat) MS (1/2 Nitrat) | Genotip ortalamasi
N-3-4 5.58 7.19 6.39
N-23-1 4.70 6.16 5.46
N-7-3 5.16 6.07 5.61
LSD %5 0.d O.d.
Ortam ortalamasi 5.16b 6.47 a
LSD %5 0.689**

6.d: Onemli degil

Yaprak sayist (ort)

O = N W B U o~

*: p=0.05"e gore onemli

**: p=0.01"e gdre onemli

719 Yaprak Sayisi
6,16
4,7
N-3-4 N-23-1

Kestane genotipleri

GD+MS(1/2 Nitrat)

W MS (1/2 Nitrat)

6,07

5,16

N-7-3

Sekil 4.8.GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda N-3-4, N-23-1 ve

N-7-3 genotiplerinin ortalama yaprak sayilart.
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Sekil 4.9. N-7-3 genotipinde yaprak gelisimi

4.2.1.4. Kararma

GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan kestane
genotiplerinde ortaya ¢ikan kararma oranlar1 Cizelge 4.4.”de verilmistir.

Kiltiire alinan kestane genotiplerinin GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat)
ortamlarindaki kararma yiizdeleri istatistiksel a¢idan degerlendirilmistir. Yapilan
varyans analizi sonucunda kararma agisindan ortamlar arasi istatistiksel dnemde
farklilik gdzlenmezken, kullanilan genotipler arasi ve genotip*ortam interaksiyonu
acisindan 6nemli farklilik géze carpmistir. Chevre vd., (1983)’e atfen Ellialtioglu
(1999) kestane aksillar tomurcuklari kiiltiire alindiginda, ortamin tuz igeriginde
azaltma yapilarak ortamdaki kararmanin diisik diizeyde tutulabildigini
belirtmesine karsin, ¢alismamizda daha disiik tuz igerigine sahip MS (1/2 Nitrat)
ortaminda %14.44 oraninda kararma gozlenirken, GD+MS ortaminda %13.84
oraninda kararma gdzlenmistir (Cizelge 4.4.). Istatistiksel agidan 6neme sahip
genotiplerin kararma yiizdelerine bakildiginda, en yiiksek kararma N-7-3 (%19.20)
genotipinde gorillmistiir. N-7-3 genotipini N-23-1 (%14.35) ve N-3-4 (%8.87)
genotipleri izlemistir. Mert ve Soylu (2009), 1mg/L BAP igerikli MS (1/2 Nitrat)
ortaminda gesitler arasinda %4.50-44.50 arasinda degisen kararma yiizdeleri elde
etmis ve kararmanin genotiplere bagli olarak degistigini belirtmistir.
Genotip*ortam interaksiyonlar1 kararma yiizdeleri agisindan incelendiginde en
diisiik kararma GD+MS (1/2 Nitrat) besin ortaminda N-3-4 (%7.75) genotipinde,
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MS (1/2 Nitrat) ortaminda N-3-4 (%10.00) ve N-7-3 (%10.00) genotiplerinde
gbzlenmistir (Sekil 4.10.). Kiiltiirii yapilan kestane genotiplerinde yara yerlerinden
salgilanan fenolik bilesikler kararma ytizdelerini 6nemli derecede arttirmistir. Bitki
eksplantlarinin diizenli olarak taze ortama alt kiiltiirii yapilmasina karsin 6zellikle
kiiltiir baslangicinda fenolik madde salgisinin fazla olmasi kayiplar yasanmasina
neden olmustur. Benzer sekilde Mert ve Soylu (2009); Osterc vd., (2005); Sanchez
ve Vieitez (1990) o6zellikle baslangi¢ eksplantlarinda olmak tizere siirgiin olusumu
esnasinda da kararmalar tespit etmis ve kayiplar yasamustir.

Cizelge 4.4. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda kiiltiire alinan
N-3-4, N-23-1 ve N-7-3 genotiplerinde kararan tomurcuk oranlari.

N-3-4 7.25(15.90) 6.d. | 10.00 (18.27) 6.d. | 8.87 (17.08) a
N-23-1 18.70 (25.61) b 10.00 (18.27) a 14.35(21.94) b
N-7-3 15.08 (22.58) a 23.33(28.85) b 19.20 (25.72) ¢
LSD %5 6.651** 4.703**
Ortam ortalamasi 13.84 (21.36) 14.44 (21.79)

LSD %5 o.d.

6.d: Onemli degil *: p=0.05"e gore onemli **: p=0.01"e gore onemli

Veriler transforme edilerek varyans analizi yapilmis ve ortalamalar
karsilastirilmistir. Cizelge igindeki degerler %, parantez icindeki degerler ise
transforme edilmis verilerdir. Cizelgedeki harflendirmeler besin ortamlari

arasindaki farklilig1 belirtmektedir.
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Sekil 4.10. GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlarinda N-3-4, N-23-1

ve N-7-3 genotiplerinin kararma gosteren tomurcuk yiizdeleri

4.2.2. Siv1 Kiiltiir

Yari-kat1 ortamda kiiltiire alinan kabarmis ve siirgiin olusturmus tomurcuklarin
stvi kiiltiire transferi gergeklestirilmis (6. Donem) ve calkalayicida kiiltiirlerdeki
gelisim izlenmistir (Sekil 4.11.). Bitki eksplantlarinin sivi kiiltiire aktarilmasini
takip eden 3-4 giinlikk siire iginde sivi ortamda fenolik madde salgisina bagh
kararmalar meydana geldigi gozlenmistir. Bu nedenle bitki eksplantlar1 kiiltiir
baslangicindan 3-4 giin sonra taze ortamlara aktarilmigtir. Ayni sekilde diizenli
olarak tiim kiiltiirler haftada bir kez olmak iizere yeni ortamlara aktarilmistir.
Kiiltiir baglangicindan 10 giin sonra eksplantlarda kararmalar meydana geldigi
goriilmiigtiir. Bitki eksplantlarinda, haftalik olarak taze ortama aktarma islemi
uygulanmasina ragmen kararmalar giderek artarak 3. haftada 6limler meydana
gelmistir. Bu siire icerisinde bitki eksplantlarinda gelisme gozlenmemistir.
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Sekil 4.11. Sivi ortam ¢alkalama kiiltiirii

Haziran 2012 tarihinde (7. Donem) kestane genotiplerinin siirgiinleri kesilerek
kurulan denemede bitki eksplantlarinin sivi MS (1/2 Nitrat) ortaminda gelisimi
izlenmigtir. MS (1/2 Nitrat) besin ortami iceren sivi1 kiiltiire aktarilan bogumlarda
kiiltiir baglangicindan 1 hafta siire sonunda kararmalar meydana geldigi tespit
edilmistir. Siv1 kiiltiiriin 3. haftasinda sivi kiiltiirde bogumlar tamamen kararma
gostererek gelisme goriilmeden kaybedilmistir. Denememizde kullanilan Avrupa
kestanesi bogumlart sivi kiiltirde kararma gostererek gelismemesine karsin,
Roschke ve Pijut (2007) sert kabuklu meyve tiirlerinden Amerikan cevizinde
DKW besin ortaminda galkalama kiiltiirii gerceklestirmis ve basarili sonuglar
almigtir. Caligmada Amerikan cevizi bogumlari kullanilmis ve bogumlar iizerinde
bulunan tomurcuklar patlayarak yeni mikrosiirgiin olusumu gerceklesmistir.
Grigoriadou vd., (2005) tarafindan yiirtitiilen bir ¢alismada, DKW besin ortami
kullanarak farkli zeytin gesitlerinin gelisme durumlar1 agar igerikli kat1 ortam ile
calkalamali siv1 kiiltiirde karsilastirilmistir. Calismada sivi ortamda, kati kiiltiire
gore daha yiiksek gelisim elde edilmis, ancak olusan mikrostirgiinlerde stirekli sivi
ortam ile temastan dolay1 siddetli vitrifikasyon goriilerek zararlanma meydana
geldigi belirtilmistir Literatiirde sert kabuklu meyve tiirlerinden Amerikan
cevizinin basarili olarak sivi ortamda mikrogogaltimi (Roschke ve Pijut 2007) bir
ornek olmasina ragmen, genel olarak odun dokulu bitki tiirlerinin sivi ortama
adaptasyonu olduk¢a diisiik olmaktadir. Chakrabarty vd.,(2007) ve Zhu vd.,
(2005), tarafindan elma klon anaglarinda ve Grigoriadou vd., (2005) tarafindan
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farkli zeytin g¢esitlerinde yapilan c¢alismalarda, gegici daldirma sistemli
biyoreaktorlerde bitki eksplantlar1 aralikli olarak sivi ortamda tutularak basarili
sonuglar edilmstir. Gegici daldirmali sistemlerin, siirekli daldirmali sistemlere ve
calkalama kiiltiirline gore daha basarili sonuglar elde etmesi, bitki eksplantlarinin
gelisme icin  havalanmayla saglanabilen oksijene ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir.
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SONUC

Calismada “Aydin Ili Nazilli Ilcesi Kestanelerinin Seleksiyon Yolu ile 1slahi
Uzerinde Arastirmalar” isimli (TUBITAK-TOGTAG 2835 nolu proje) sonuclanan
proje ile 1. sirada secilen N-3-4 nolu genotip (Sinekgiler Koyii), 3. sirada segilen
N-23-1 nolu genotip (Kusgular Ko6yii) ve 6. sirada segilen N-7-3 nolu genotip
(Kavacik Koyii) bitki materyali olarak kullanilmustir.

Calisma kestane genotiplerinin  GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat)
ortamlarinda yari-kat1 ve sivi kiiltiirde gelisimlerini kargilastirmak amaciyla 2011
ve 2012 wyillar1 arasinda yiritilmistir. 2011 yili denemesi genel olarak
degerlendirildiginde, GD yari-kat1 besin ortaminda kiiltiire alinan N-3-4, N-23-1
ve N-7-3 genotiplerine ait bogum ve siirgiin ucu eksplantlarinda, fenolik madde
salgisindan kaynaklanan kararma, bogum ucundan geriye dogru kuruma ve
gelisen yogun enfeksiyon nedeniyle tiim eksplantlarda kayip gerceklesmis ve
cogaltim yapilamamistir.

2012 yili denemesi sonuglarina genel olarak bakildiginda, kestane genotiplerinin
gelisme seviyeleri, kullanilan GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) yari-kati
ortamlarinda farkli bulunmugtur. GD+MS (1/2 Nitrat) ortaminda %25.51, MS (1/2
Nitrat) ortaminda %41.48 oraninda siirgiin elde edilmistir. Besin ortam1 ve genotip
birlikte degerlendirildiginde ise GD+MS (1/2 Nitrat) ortaminda N-3-4 genotipinin
(% 37.21) ve MS (1/2 Nitrat) ortaminda ise N-23-1 genotipinin (% 47.48) en

yiiksek siirgiin gelisim oranlarini verdigi goriilmiistiir.

Kabaran tomurcuk orani acisindan kullanilan besin ortamlar1 ve genotipler
incelendiginde, GD+MS (1/2 Nitrat) ortaminda en yiiksek kabaran tomurcuk
degerleri elde edilirken, her iki besin ortaminda da N-3-4 genotipi en yiiksek
degerleri gostermistir.

GD+MS (1/2 Nitrat) ve MS (1/2 Nitrat) ortamlar1 olusan yaprak sayist agisindan
degerlendirildiginde istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar saptanmistir. MS (1/2
nitrat) ortaminda ortalama 6.47 yaprak sayisi olusurken GD+MS (1/2 Nitrat)
ortaminda ortalama 5.16 yaprak sayist olusmustur. Her iki ortamda da N-3-4
genotipinin en yiiksek degerleri verdigi tespit edilmistir.
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Kararan tomurcuk oranlar ile ilgili degerler incelendiginde, ortamlar aras1 6nemli
farkliliklar saptanmamig ve MS (1/2 Nitrat) ortaminda GD+MS (1/2 Nitrat)
ortamina kiyasla daha yiiksek kararma gézlenmistir. En diisiik kararma yiizdeleri,
GD+MS (1/2 Nitrat) ortaminda N-3-4 genotipinde, MS (1/2 Nitrat) ortaminda ise
N-3-4 ve N-23-1 genotiplerinde saptanmustir. Her iki ortamda da en yiiksek
kararma ytizdesi N-7-3 genotipinde goriilmiistiir.

Deneme genel olarak degerlendirildiginde, kullanilan kestane genotiplerinden
stirglin elde edilebilmesine ragmen, tekrar cogaltim yapilabilecek uzunlukta olusan
siirglin oran1 diisiik diizeyde kalmistir. Kestane mikrogogaltimi ile ilgili
caligmalarda genotipin, kiiltiir baglatma tarihlerinin ve ana bitki durumunun
gelisme durumlarini oldukea etkiledigi belirtilmistir (Chauvin ve Saless, 1988).
Calismada kullanilan genotiplerin doku kiiltiirii sartlarina az tepki vermesine bu tip
faktorlerin etkili oldugu kanaatine varilmistir. Ayrica kestane mikrogogaltiminda
bitki eksplantlarinin hazirliginda kesim yerlerinden kisa zamanda yiiksek diizeyde
fenolik madde salgilanmasinin ve eksplantlarda goriilen geriye dogru kurumalarin
basarilh  kiiltir =~ baglatmma  engel  oldugu  belirlenmistir. ~ Kestane
mikrogogaltuminda bu tip sorunlarin ¢oziimiine yonelik calismalara agirlik
verilmelidir.

Sivi ortamda calkalama kiiltirii sonuglarina bakildiginda, bitki eksplantlarinda
kararmalar meydana gelmis ve kiiltirde gelisme gozlenmeden kayiplar
yasanmigtir. Kestane eksplantlarinin sivi  ortamla devamli temas halinde
tutulmasindan kaynaklanan havasiz ortam, kiiltiirlerin kaybedilmesine yol
agmustir. Kestane gibi odun dokulu bitki tiirlerinin sivi ortamda mikrogogaltimi
icin, biyoreaktorler gibi havalandirma olanaklar1 bulunan ve bitkileri belirli
sirelerde  sivi  ortamda tutan gecici daldirmali otomatize sistemlerin
kullanilmasinin daha basarili sonuglar verecegi diisiiniilmektedir. Ayrica sivi
ortamda kontaminasyon gergeklesmesi durumunda, enfeksiyonun tiim sivi ortama

yayilmasi 6nemli bir sorun olusturmaktadir
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Tiirkiye 6. Ulusal Bahge Bitkileri Kongresi 04-08
Ekim 2011 Sanliurfa Poster Bildirimi.

Fistikgami Kotiledonlarinda In vitro Adventif
Tomurcuk Olusumu Uzerine Bakir ve Thiaminin
etkisi. Gonca GUNVER DALKILIC, Burak Erdem
ALGUL, Zeynel DALKILIC Tiirkiye 6. Ulusal
Bahge Bitkileri Kongresi 04-08 Ekim 2011

Sanlurfa Poster Bildirimi.

‘Burkett’ Pikan Tohumlarinin Cimlenme Hizina
GA3 ve ASA’nin EtKisi. Giilsim KARAKAYA,
Burak Erdem ALGUL, Gékhan ORUC, Melih
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IS DENEYIMI

Calistigi Kurumlar ve Yil

ILETISIM
E-posta Adresi

Tarih

AYDINLI, Zeynel DALKILIC Tiirkiye 6. Ulusal
Bahge Bitkileri Kongresi 04-08 Ekim 2011

Sanliurfa Poster Bildirimi.

: Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Boliimii / 2010-2012

: burakerdem@adu.edu.tr

:10.08.2012



