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OZET

Bu arastirmada, tulkemizin 6nemli gen kaynaklarindan karadutun
(Morus nigra L.), doku kiiltiirii yontemi ile cogaltilmasi i¢in en
uygun protokoliin belirlenmesi amaglanmigtir. Bunun i¢in en uygun
eksplant alma zamani, kiltiir baglatma ve slirglin ¢ogaltimi i¢in en
iyi 6-Benzilaminopiirin (BAP) konsantrasyonu ve koklenmeyi
saglamak icin en elverisli Indol-3-Biitirik Asit IBA) konsantrasyonu
arastirnlmigtir. Kiltir baglatmak i¢in Haziran ayinin uygun zaman
oldugu, besi ortamina 0.75 mg L1 BAP ilavesinin en iyi sonug verdigi
ve surgin ¢ogaltimi i¢in 1 mg L'! BAP1n 6ne ¢iktig1 saptanmastir. 1.5
mg L1 IBA uygulamasinda %95 kéklenme basarisi elde edilmistir.
Eksplantin alinmasindan aklimatizasyonun tamamlamas1 arasinda
gecen siire 20-25 hafta sirmustir. Geligtirilen mikrocogaltim
protokoli ile surdurilebilir, hizli ve ekonomik c¢ogaltim
yapilabilecegi kanitlanmigtir.
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the most suitable protocol
for the propagate of black mulberry (Morus nigra L.), one of the
important gene resources of our country, by tissue culture method.
For this, the most suitable explant taking time, the best
concentration of 6-Benzylaminopurine (BAP) for culture initiation
and the shoot propagation and the best Indole-3-Butyric Acid (IBA)
concentration to achieve rooting was investigated. It was determined
that June is the right time for culture initiation, 0.75 mg L1 BAP
addition to the nutrient medium gives the best results and 1 mg L1
BAP comes into prominence for shoot propagation. Overall, 95%
rooting success was achieved in 1.5 1 mg L IBA application. The
period between the receipt of the explant and the completion of
acclimatization lasted 20-25 weeks. It has been proved that
sustainable, fast and economical propagation can be made with the
developed micropropagation protocol.
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GIRIS (Gékmen, 1973). Siirgiinleri koyu kahverengi, hafif

Morus nigra L. (Karadut), Urticales takimi, Moraceae
familyasi, Morus cinsinin iginde bulunmaktadir
(Datta, 2002). Karadut, lezzetli meyvelerinin yam
sira, peyzajda siis bitkisi olarak, ayrica farmakolojik
ve  kozmetik sanayide kullannmi igin  de
yetistirilmektedir (Benedetta ve ark., 2007; Vijayan
ve ark., 2011, Vijayan ve ark. 2012). Meyvesi
bakimindan degerli olan M. nigramin, M. alba L.
(Beyaz dut) gibi fazla cesidi yoktur. M. nigra tiiriiniin,
Iran ve Kafkaslar'dan orijinlendigi bildirilmektedir

tiyla olup kesildiginde lateks salgilar. M. nigranin
adaptasyon kabiliyeti iyidir. Bu o0zelligi sayesinde
farkli iklim ve toprak sartlarina uyum yetenegi
yiksek oldugu i¢in 1liman ve subtropik iklim
bélgelerinde yetigebilir.

Karadut fidan turetiminde; asilama, hava daldirma,
gelik ve doku kultiri ile c¢ogaltim yontemleri
kullanilmaktadar. Karadutlarin asl ile
¢ogaltilmasinda genellikle anag¢ olarak yabani beyaz
dut kullanilmaktadir. Anaglarin as1 kalinhigina
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gelmesi yaklagik i1ki yil strmekte ve bu zaman
kaybina neden olmaktadir. As1 ile cogaltilmada goz (T
ve ters T) ve kalem (yarma, kakma) asilar1 kullanilir.
Beyaz dut anaglarina asilanan karadut fidanlarinda
as1 tuttuktan sonra ag1 bolgesinde sigkinlik olarak
ortaya ¢ikan kismi uyusmazlik goérilebilir. Bu kismi
uyusmazlik, agacin erken meyveye yatmasini da
etkilemektedir Cok sik gorilmemekle birlikte, ileri
safhalarda as1 atmasi olayr meydana gelebilir. (Vural
ve ark., 2008; Giines ve Cekic, 2011). Ayrica dutun
lateks cikarmasi, goz asisinda alinan ag1 goziinin
altinda genellikle bogluk bulunmasi, as1 gozlerinin iri
olmasi ve as1 uyusmazhigr gibi nedenler ag1 tutma
oraninin azalmasina neden olmaktadir. Genel olarak
beyaz dut ve mordutlarda as1 tutma orani %90'nin
tuzerindeyken karadutlarda bu oran  %20-40
arasindadir (Anonim, 2010). Karadutlarda as1 ile
¢ogaltmanin basarisi bir yana o6zellikle uyusmazlik
konusu nedeniyle karadutta fidan tretiminde diger
vejetatif cogaltim yontemleri tercih edilmelidir.

Hava daldirmas: ile ¢cogaltma, fazla iscilik ve masraf
gerektirdiginden bu yoéntem ticari tiretim i¢in yavas
ve pahal olmaktadir. Karadutun celikle
cogaltilmasinda istenilen basar1i henlz elde
edilememistir. Ayfer ve ark. (1986) ile Koyuncu ve
ark. (2004) karadutun yesil celikle ¢ogaltiminda, hic
koklenme saglayamamiglardir. Karadutlarin cgelikle
cogaltiminda, farkli yontemler kullanarak Unal ve
ark. (1992) %4-20, Ozkan ve ark. (1996) %57,
Koyuncu ve Senel (2003) %0-33, Karadeniz ve Sisman
(2004) %1-23 oraninda kéklenme elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Asilama, hava daldirmas1 ve celikle
cogaltimin dezavantajlar1 nedeniyle in vitro ¢ogaltim
gibi daha avantajli alternatif cogaltma metotlarinin
arastirilmas1 ihtiyacini ortaya cikarmigtir. Ayrica,
diger klonal cogaltim yontemleri ile
karsilastirildiginda in vitro ¢cogaltim, en hizli olanidir
(Bhojwani ve Razdan, 1996; Nas ve Read, 2004;
Suttie, 2002).

Bitki organ, doku ve hiucrelerinin in vitro kosullarda
manipule edilerek kiiltire alinmasi ve cogaltilmasa,
bitki doku kiltiri olarak adlandirilir. Steril
sartlarda ve gelistirilmis besi ortami tizerinde kultiire
alinmak suretiyle, bitkinin c¢esitli kisimlarindan
(meristem, yaprak vb.), hiicrelerinden veya bir
hiicreden tam bir bitki in vitro sartlarda elde
edilebilir. Boylelikle, elit bitki g¢esitleri klonal
cogaltilabilir, tehlike altindaki bitkiler muhafaza
edilebilir, meristem kultlra ile viriisten ari bitkiler
elde edilebilir, bitkisel gen kaynaklari1 saklanabilir ya
da bitki hicrelerinden sekonder metabolitler
tiretilebilir (Stewart, 2016). Ayrica, piyasaya yeni
sturulen cesitlerin fidanlarinin hizli bir sekilde
ureticilere  dagitilmasinda  6nemli  avantajlar
saglamaktadar. Doku kiltirinin bitkilerde
uygulanmasindaki amag, bitkisel iiretimde bilinen
klasik  yontemlerle ¢ézimi giic olan veya
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¢ozlilemeyen problemlere ¢oéziim getirmek, bitkisel
uretimin ekonomik, kalite ve kantite yoniinden daha
yiiksek olmasina yardime: olmaktir (Hatipoglu, 2018).

Bu arastirmanin amaci, ulkemizin O6nemli gen
kaynaklarindan karadutun (Morus nigra L. doku
kiltiri yontemi ile ¢ogaltilmasi i¢in en uygun
protokolii belirlemektir. Uretim i¢in, en uygun
eksplant alim zamani, baglangic, stirglin
proliferasyonu ve kéklendirme asamalar i¢in elverigli
bitki  bliyume  duzenleyici konsantrasyonunun
belirlenmesi  amaglanmigtir. Kullanim alanlan
genigleyen ve ticari olarak da 6nemi artan karaduta
olan talep son zamanlarda artmaktadir. Artan bu
talebi karsilayabilecek hizda ve yeterli miktarda
fidan tretimi, tlkemizde heniiz bulunmamaktadir.
Karadutta ticari kapama bahg¢e kurma ihtiyacinin
ortaya cikmasi, fidan talebinin ylksek olmasi gibi
nedenlerden dolay: hizli ¢ogaltmaya imkan veren in
vitro ¢ogaltim gibi alternatif metotlarin
geligtirilmesine ihtiyag vardir.

MATERYAL ve METOD
Bitki Materyalinin Alinmas

Bu arastirma, 2017-2019 yillarinda Kayis1 Arastirma
Enstitlisi'ne ait Doku Kiiltiirti Laboratuvari’nda ve
Inénii Universitesi Fen — Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boluimu  ile  birlikte  koordineli bir  gekilde
yuriatilmustir. Arastirmada kullanilan M. nigra
eksplantlari, Kayis1 Arastirma Enstitiisii arazisinde
bulunan  Ulkesel Dut  Genetik  Kaynaklar
Parseli'ndeki karadutun tescilli tek ¢esidi olan “Eksi
kara” gesidinden temin edilmigtir.

Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Doku kiiltiirti, biutiin asamalarin aseptik kosullarda
yapilmasi gerektigi ve sterilizasyonun c¢ok o6nemli
oldugu calismalardir. Calismada, polikarbonat
govdeli ve polipropilen kapakli kultur kaplar:
(Magenta Vessel GA-7) kullanilmigtir. Pens ve
bisturiler her kullanimdan énce aliuminyum folyoya
sarilarak otoklavda sterilize edilerek kullanilmigtir.
Arastirmada inokulasyon iglemleri i¢in steril kabin
kullanilmigtar.

Eksplantlarin Alinmasi

Eksplantlar, M. nigranmn in vitro ¢ogaltiminda uygun
vejetasyon donemini belirlemek i¢in; Haziran,
Temmuz ve  Agustos aylarinda bir yilhik
stirglinlerdeki nodal tomurcuklardan alinmistir.
Strgiinlerin u¢ kisimlarindan 5-10 cm uzunlugunda
geliklerden yararlanilmigtir. Celikler alindiktan
sonra, saf su igerisine konulup hizla doku kiltura
laboratuvarina getirilerek sterilizasyon iglemine tabi
tutulmustur.
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Yiizey Sterilizasyonu

Celikler laboratuvara getirildikten sonra yapraklar
kesilerek siirginden uzaklastirlmigtir. Celikler
nodyumlar igerecek sekilde 2-3 cm boyunda kesilerek
mikrocelikler elde edilmistir (Sekil 1). Mikroceliklerin
ust kism alt tarafa gore daha kisa birakilmigtir. Tim
eksplantlar 3 kez saf suda yikandiktan sonra
sterilizasyon asamalarina steril kabinde devam
edilmistir. Eksplantlar %3’lik CuSOs cozeltisinde,

manyetik  karigtiricida  ¢alkalanarak 20  dk
bekletilmig, daha sonra %707lik etil alkolde ise 1 dk
tutulmustur. Bu uygulamalardan sonra steril saf su
ile c¢alkalanan eksplantlar, %30luk NaOCl ve 5-6
damla Tween 20 igeren ¢ozeltiye alinarak burada 15
dk tutulmustur. %5 Proclin (ProClin 200, Sigma)
iceren suda 5 dk bekletildikten sonra 3’er kez 5 dk
olacak gekilde steril saf su ile yikanarak yilizey
sterilizasyon iglemi tamamlanmistir.

Sekil 1. Sturgtinlerin alinmasi ve sterilizasyona hazirlanmasi
Figure 1. Taking shoots and preparing them for sterilization

Baglangi¢ Kiiltiirii Asamasi

Kultura baslatma asamasinda; 4.4 g L1 vitaminli
Murashige ve Skoog (MS, M0222 Duchefa) 30 g L1
sukroz, 7 g L1 agar, 0.01 mg L1 indol-3-butirik asit
(IBA), 0.2 mg L1 giberellik asit (GAs), 3 mg L1
AgNOs, 0.5 mg L' Proclin iceren besi ortami
kullamilmistir. Ayrica 6-Benzilaminopiirin (BAP)1n
tomurcuklarin siirmesi lizerine etkisini belirlemek
icin besi ortamma 0.75, 1 ve 3 mg L1
konsantrasyonlarinda  BAP  eklenmigtir. Besi
ortamlarinin pH’s;, 0.1 N HCl ve 0.1 N NaOH

kullanilarak  5.75'¢  ayarlanmastir.  Hazirlanan
ortamlar, manyetik karistirici lizerinde agar
tamamen eriyinceye kadar tutularak kultur
kaplarina yaklastk 15 mL olacak sekilde

doldurularak 121 °C’de 1.1 atm basingta 20 dakika
stireyle sterilize edilmistir. Her kapta, dort eksplant
olacak sekilde dikim yapilmigtir. Dikim sonras1 4
hafta sureyle 25+1°C’de, 16 saat fotoperiyotta, 4000
lux floresan lamba altinda kiltire alinmigtir. 4
haftalik gelisme periyodu sonunda siirgin c¢ogaltim
asamasina transfer edilmistir.

Siirgiin Cogaltimi1 Agamasi

Stirglin ¢ogaltim asamasinda, baslangic ortamindan
elde edilen saglikli stirgiinler kullanilmistir. 4.4 g L'
MS, 30 g L't sukroz, 7 g L't agar, 0.01 mg L't IBA, 0.2
mg L1 GAs, 3 mg L't AgNOs, 0.5 mg L1 Proclin igeren
besi ortaminda strgilinlerin gelismesi saglanmigtir.
Ayrica stirgiin ¢ogaltiminda uygun BAP
konsantrasyonunu belirlemek igin besi ortamina 0.75,
1 ve 3 mg L' konsantrasyonlarinda BAP ilave
edilmigtir. Besin ortamlarinin pH’s1, 0.1 N HCI ve 0.1
N NaOH kullanilarak 5.75’¢  ayarlanmistir.
Hazirlanan ortamlar kultur kaplarina doldurularak
ve 121 °C'de 1.1 atm basingta 20 dakika stiireyle
sterilize edilmistir. Strgiinler 4 hafta siireyle 25+1
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°C’de, 16 saat fotoperiyotta florasan lamba altinda
kiltire alinmigtir.

Koéklendirme Agamasi

Koklendirme asamasinda, 4.4 g L1 MS, 30 g L1
sukroz, 7 g L1 agar, 3 mg L! AgNOs, 0.5 mg L1
Proclin iceren besi ortami kullanmilmistir. Ayrica besi
ortamina, kéklenmede uygun IBA dozunu belirlemek
uzere 0.5, 1.5 ve 2.5 mg L'! konsantrasyonlarinda IBA
eklenmigtir.

Kultur basglatma ve surgin c¢ogaltim asamasinda
eklenen 0.01 mg L1 IBA, 0.2 mg L' GAs ,ile kiltir
baslatma, stirgin cogaltim ve koklenme
asamalarinda eklenen 3 mg L' AgNOs, 0.5 mg L!

proclin sabit tutulmustur, sadece BAP ve IBA
konsantrasyonlar: degismistir.

Aklimatizasyon Agamasi

In vitro  kosullarda  koklendirilen  bitkiler,

aklimatizasyona alinmigtir. Kéklenmig bitkiler, akan
musluk suyu altinda yikanarak besi yeri kalintilari
uzaklastirilmigtir. Bu  islem, mikroorganizma
kaynakli ¢lirtimeleri en aza indirmek i¢in yapilmigtir.
Aklimatizasyon kabi olarak altina tek delik acilmig
plastik bardak kullanilmigtir. Ortam harc1 olarak

otoklavlanmig %80 torf %20 perlit karigimi
kullanilmigtir. Bitkiler, plastik bardaklara
dikildikten sonra otoklavlanmis distile su ile

sulanmistir ve bos bir plastik bardak ile Ttzeri
kapatilmigtir. 3 hafta sonra kademeli olarak tuzeri
acilarak aklimatizasyon agsamasi tamamlanmigtir.

Istatistiksel Analizler

Aragtirmada elde edilen verilerin analizleri, SPSS
(Statistical Program in Social Sciences) 25 programi
ile gerceklestirilmigtir. Test sonuglar1 i¢in, anlamhilhik
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diizeyi (p) 0.05 olarak alinmistir. Calismada verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk Testi ile,
varyanslarin homojenligi ise LEVENE testi ile
kontrol edilmigtir. Veriler normal dagilim sagladig:
i¢in, ¢ok gruplu degiskenlerin analizinde parametrik
test yontemlerinden ANOVA testi kullanilmig ve
gruplar arasi ikili karsilagtirmalar igin Duncan goklu
kargilagtirma testi yapilmistir. Tekrarli goézleme
sahip verilerde ise, tekrarlayan olgimlerde ANOVA
analizi yapilmis coklu karsilagtirmalarda ise, LSD
Testi kullanilmasgtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Yiizey Sterilizasyonu ve Baglangi¢c Kultiiri

Aylara ve  BAP  konsantrasyonlarina  baglh
sterilizasyon ve kiultir baslatma sonuclarinin

saptanan degerleri Cizelge 1’de verilmistir. Haziran,
Temmuz ve Agustos aylarinda alinan eksplantlar,
ayn1 sterilizasyon yontemine tabi tutulmustur.
Haziran ayinda baglatilan kiltirler %91 siirme ve
%8.67 kontaminasyon orani ile daha bagarih
bulunmustur. Agustos ayinda kontaminasyon orani

%13.33 1ile en yiksek ve stirme orani %79.33 ile en
dustik saptanmigtir. Bu durum, Temmuz ve Agustos
aylarinda karadut agaclarinda tomurcuklarin
buyluyerek tomurcuk pullarinda daha fazla toz
tutmas1 ve artan sicakliga bagli  inhibitor
hormonlarin  bitkide sentezi ile olabilecegini
digtindirmustir. Ayrica bu aylarda strgunler
tuylerle kaplanarak kalinlagmistir. Tiylerin tuttugu
mikroorganizmalar, besi ortaminda ¢ogalmalar: i¢in
uygun kosul bularak hizla ¢ogalmigtir. Kigin
yapragini déken turlerin yesil celikleri i¢in en 1iyi
sonuclar genellikle, ¢eliklerin mimkiin oldugu kadar
erken alinmasiyla elde edilir. Ancak bu sirada
yapraklar tam butunligini almis ve stirgtinler bir
dereceye kadar olgunlagmis olmalidir. Bir¢cok elma
gesitlerinde, yesil g¢eliklerin koklenmesi tizerinde
yapilan arastirmalarda, k6klenmeyi uyarici kimyasal
maddelerin optimum etkilerinde, ¢elik yasinin bir ay
artmasiyla bile azalma oldugu bulunmustur. En iyi
sonug, celiklerin Mayis ayinda, sturginler 10-17 cm
boyunda iken alinmalari halinde elde edilmigtir
(Hartman ve Kester, 1975).

Cizelge 1. Baslangi¢ kiiltlirti sonu¢larinin BAP degerlerine gore degisimi
Table 1. Change of culture initiation results by BAP values

BAP*Aylar
BAP(A) Aylar(B) (A*B)
Gruplar Aylar 0.75 mg L' BAP 1 mgL!BAP 3mgL1BAP pdegeri p degeri p degeri
Groups Months 0.75mgL?BAP 1mgL!BAP 38mgL?!BAP BAP(A) Months (B) BAP *Months
pvalue pvalue (A*B)
p value
Siirme orant (%) Haziran a91.0 +1.0a a88 + 1b a85.0 = 1.0a
Sprout rate (%) Temmuz b88.0+2.0a b85 + 1b b79.67+0.58a 0.001* 0.001* 0.134%*
Agustos  ¢84.33 + 1.15a c83 + 2b ¢79.33 £ 0.58a
Kontaminasyon = Haziran a8.67 +0.58a al0.33+1.53b a9.0 +1.0ab
g:;;a(;/gmﬁm Temmuz b10.0+1.0a b14.33+1.53b b13.67+0.58c ( 01%  0.030* 0.080%*
o Agustos ¢13.33 +1.53a ¢15.0 + 2.0b c13.33+0.58¢
rate (%)
Siirgiin uzunlugu Haziran a24.0+1.0a a22.0 + 1.0a al5.33 £ 0.58b
g;l]glo)t fength T?mmuz b22.33 + 0.58a b22.0 + 1.0b b16.67+0.58a  101% (001 0.089%*
(mm) Agustos ¢21.67 +0.58a c21.67+0.58a ¢15.33 +0.58a
Siirgiin sayis1 Haziran a3.67+0.58a a2.67+0.58a al.33 +£0.58a
(Adet) Temmuz b2.67 +0.58a b2.33 £ 0.58a al.33 +£0.58a 0.001* 0.001* 0.932%*
Shoot number Agustos  ¢3.0 +£0.0a c2.0+0.0a al.33 +0.58b
Bogum sayis1 Haziran a2.67 +0.58a a2.33 +0.58a a2.33 £ 0.58a
(Adet) Temmuz b3.0+1.0a a2.33 +0.58b b2.0 + 1.0a 0.001* 0.001* 0.513**
Node number Agustos  ¢3.67 £0.58.0a b2.0 £ 0.0b b2.0 £ 1.0c

p degeri; Tekrarli dlgimlerde ANOVA testi sonucu. *p<0.05 istatistiksel olarak anlamh fark vardir. **p>0.05 istatistiksel
olarak anlaml fark yoktur. Sol tarafta yer alan harfler aylara gore degisimi gosterirken, sag tarafta yer alan harfler gruplar

arasi degisimi gostermektedir.

p values ANOVA test result in repeated measurements. * p <0.05 statistically significant difference, ** p> 0.05 no statistically
significant difference. While the letters on the left show the change according to the months, the letters on the right show the

change between groups.

Kiltiirde kullanilan 0.75 mg L't BAP dozunun, en iyi
sirme orani, slrgin uzunlugu, sirgiin sayis1 ve
bogum sayis1 ile etkili oldugu saptandi. BAP
konsantrasyonunun artmasi stirgiinlerin daha kisa
olmasina neden olurken yaprak alanini artirdigi
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gozlendi. 3 mg L1 BAP igceren besi ortaminda
¢ogaltilan eksplantlarda en kisa siirglinler 6l¢uldd.
Balakrishnan ve ark. (2009) M. albanin nodal
tomurcuklarin1  kullanarak yaptiklar1 calismada,
besin ortamindaki BAP konsantrasyonu arttikca
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stirgiin uzunlugunda azalma oldugunu
bildirmislerdir. Ahalya ve ark. (2020) farklh dut
genotiplerinden = (Morus spp.) aliman  nodal
eksplantlarin stirme oranini, en yiksek M-5
genotipinde %83 ile 1 mg L't BAP ve 1 mg L' NAA
dozlarini iceren MS besi ortaminda bulmuglardir. En
disiik slrme oraninin ise % 56 ile Mysore
genotipinde, 0.5 mg L1 BAP ve 1 mg L1 NAA
dozlarini iceren ortamda bulundugunu
belirtmektedirler.  Arastirmacilar, tomurcuklarin
slirme oraninin, genotipik farkhiliga ve bitki biiytime
diizenleyicilerin konsantrasyonuna bagh oldugunu
bildirmektedirler.

Siirgiin Cogaltim1
Stirglin ¢ogaltiminda farkh BAP
konsantrasyonlarinin etkisi Cizelge 2’te verilmistir

(Sekil 2.

Besi ortamina eklenen BAP konsantrasyonunun
artmas1 vitrifikasyon oranini artirmistir. 3 mg L
BAP uygulamasinda %9.67 ile en yiksek
vitrifikasyon orani, 22.6 mm ile en dusuk siirgin
uzunlugu ve 2.33 adet ile en dusiik bogum sayisi
bulunmustur. Strgin uzunlugunun en yuksek 30.87
mm ve bogum sayisinin en fazla 5.3 adet olmas ile

stirglin ¢ogaltimi i¢in uygun konsantrasyonunun 1 mg
L1 BAP oldugu belirlenmistir. Gogoi ve ark. (2017) M.
Indicanin ¢ogaltiminda, nodal eksplant
kullanmiglardir. Slrgin ¢ogaltimi i¢cin MS besi
ortamimna 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mg L1 BAP
eklemiglerdir. Bu arastirmaya benzer olarak, BAP
konsantrasyonunun artmasi ile, siirgiin uzunlugunu
azaldigini, en uzun siirgiiniin (2 cm) 0.5 mg L1 BAP
ve en kisa siirgiiniin ise (1.2 cm) 2.5 mg L1 BAP
ilavesinde gozlemislerdir. Internodyum sayis1 en fazla
(4.2 adet) 1.5 mg L't BAP, en az (3.3 adet) ise 2.5 mg
L1 BAP konsantrasyonunda bulmuglardir. Zaki ve
ark. (2011) M. nigra bitkisinin in vitro ¢ogaltiminda,
MS besi ortamina eklenen 0.5 mg L1 ve 1.5 mg L1
BAP dozlarinin stirgiin proliferasyon oranlarini sirasi
ile %80 ve %90 olarak belirlemiglerdir. Arastirma
bulgularina gore siirgin proliferasyon oranlari her g
ayda da yiksek bulunmustur. En yuksek deger,
Haziran ayinda 0.75 mg L' BAP uygulanan grupta
%91 olarak saptanmistir (Cizelge 1). Odunsu
bitkilerin in wvitro kosgullardaki cogaltiminda BAP
konsantrasyonunun yani sira bitkilerin besi ortamina
tutunmasini saglayan agar gibi jel yapici maddeler de
vitrifikasyona sebep olabilmektedir.

Cizelge 2. Stirgiin ¢cogaltiminin BAP degerlerine gore degisimi
Table 2. Change of shoot propagation according to BAP values

Gruplar 0.75 mg L BAP 1 mgL!BAP 3 mg L't BAP
Groups 0.75mg L BAP 1mglL?BAP 3 mg L1 BAP
Alt kiiltiire alinabilir eksplant (%)

Explant that can be subcultured (%) a95.33 £1.15 a94.33 £ 2.08 b85.00 + 1.00
Vitrifikasyon orani (%) Vitrification rate (%) a2.33 + 0.58 a2.67 + 0.58 b9.67 + 0.58
Siirgiin uzunlugu (mm) Shoot length (mm) a27.9 +0.26 b30.87 + 0.91 ¢22.6 + 0.36
Bogum sayis1 (adet) Node number a3.33 + 0.58 b5.33 + 0.58 a2.33 + 0.58

Harfler satir icindeki degisimleri gostermektedir.
Letters indicate the changes within the Iine.

Sekil 2. M. nigrada strgiin ¢ogaltimi

Figure 2. Shoot propagation in M. nigra

Eksi kara gesidinde bogum sayis1 degisimi en yiiksek
1 mg L'* BAP grubunda 5.33 adet olup, en disiik ise 3
mg L1 BAP grubunda 2.33 adet Olgilmiistur.
Durkovi¢ ve ark. (2012) M. nigrada siirgiin
proliferasyonununda MS besi ortamina eklenen 0.5
mg L1 BAP ve 0.1 mg L't IBA kombinasyonunun en
iyl sonug verdigini; Mnl genotipinde 5.3 adet/siirgiin
ve Mn2 genotipinde 6.9 adet/stirgin elde ettiklerini
bildirmislerdir. Yildiz ve Yilmaz (1999) M. nigramin
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doku kiltiiri ile gogaltiminda MS besi ortamina 5 mg
L1 kinetin ilavesi ile eksplant basina en fazla stirgiin
(4.1 adet) saptamislardir. Kalkisim ve ark. (2013)
M. nigranin ¢ogaltimi i¢in MS besi ortamina 1.0 ve 2.0
mg L' BAP eklenmesinin; rejenerasyonu, sirgin
sayisini, surgin uzunlugunu ve yaprak sayisini
artirdigimi  bildirmiglerdir. Arastirma bulgularina
gore slrgin sayisi, en ylksek 3.67 adet olarak 0.75
mg L' BAP uygulanan grupta saptanmistir.
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Cesitli dut turleri ile yapilan calismalarda; sirgin
gelisimi ve g¢ogaltimi i¢in BAP diger sitokininler ile
karsilastirildiginda daha etkili oldugu belirlenmigtir
(Yadav ve ark. 1990; Pattnaik ve Chand 1997).
Bununla birlikte yiiksek BAP konsantrasyonunun
stirgiin ¢ogaltimin engelledigi, distk
konsantrasyonlarda daha basarili sonuglarin elde
edildigi belirtilmektedir (Bhau ve Wakhlu 2003;
Channuntapipat ve ark. 2003; Rugini ve Verma 1983;
Tabachnik ve Kester 1977). M. nigranin siirgiin ucu
ve koltuk tomurcugu eksplantlarinda en iyi siirgiin
gelisiminin 1 mg L1! BAP uygulamasinda elde
edildigini belirtmektedir (Yadav ve ark., 1990).
Dagman (2019) Myrobolan anacinin
mikrocogaltiminda 1 mg L1 BAP igeren MS besi
ortaminda kardeg sayisini 5.25 adet/ bitki ve siirgiin
boyunu 2.25 cm Olgmiustir. Yapilan arastirmada da
benzer sekilde 0.75 mg L' BAP uygulanan gruplarda
karadutun gelisiminin daha iyi oldugu gézlenmigtir.

Koklendirme

Koklenme tuzerine IBA konsantrasyonlarmin etkisi,
Cizelge 3’de verilmistir. /n wvitroda bitkicikler 3-4
haftada koklenmislerdir (Sekil 3).

Sekil 3. M. nigrada koklendirme

Figure 3. Rooting in M. nigra

En iyi koklenme orami %95 ile 1.5 mg L1 IBA
uygulamasinda tespit edilmigtir. Bu konsantrasyon;
stirglin uzunlugu, kok sayis1 ve kok uzunlugu
kriterleri ile de 6nemli bulunmustur. Kék uzunlugu
degisiminde en diisik deger, 52.8 mm ile 0.75 mg L1
IBA grubunda olup, en yliksek deger 66.6 mm ile 1.5
mg Lt IBA grubunda o6lgilmustiir. Stirgiin uzunlugu
degisiminde en yiiksek deger, 52.5 mm ile 1.5 mg L1
IBA grubunda olup, en diisik deger ise 34.37 mm ile
3 mg L! IBA grubunda ol¢ilmustir. Kok
sayisi/siirglin degisiminde en diisik deger, 3 mg L1
IBA grubunda 4.67 adet iken en yiiksek deger 1.5 mg
L1 IBA grubunda 6.67 adet olarak ¢l¢ilmiustiir.

Ozkul (2014) urmu dutunun (M. nigra) cogaltiminda
%84 koklenme orani ile 1 mg L' IBA'nin kéklenme
i¢in en uygun doz oldugu bildirmistir. Habib ve ark.
(2003) M. albanin cogaltimi {izerine yaptiklar
arastirmada, en yiiksek koklenmeyi MS ortaminda,
0.5 mg L1! IBA uygulamasinda elde etmislerdir.
Sengiil (2012) M. nigranin in vitro
koklendirilmesinde, MS besi ortamina eklenen 0.5 mg
L1 IBA ile %29.6 koklenme basarisi sagladigini, 1 mg
L1 IBA'da basarinin %25%e distigunia bildirmigtir.
0.5 mg L1 IBA uygulamasinin 3.8 adet kok sayisi,
67.2 mm kok uzunlugu ve 24.8 mm siirgiin uzunlugu
ile daha basarili oldugunu belirtmektedir. Goékdere
(2019) Prunus domestica’nin koklendirilmesinde, IBA
konsantrasyonunun kok sayis1 tlizerine etkisini
arastirildigr calismada kok sayisini, 0.3 mg Lt IBA
uygulamasinda 1.25 adet, 1 mg L't IBA’da 2.5 adet ve
2 mg L1 IBA’da ise 2 adet olarak saptamistir. Eksi
kara cesidinde in vitro ortamda kok gelisimi icin, 1.5
mg L1 IBA uygulamasinin en uygun konsantrasyon
oldugu bulunmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Koklendirme sonuc¢larinin IBA konsantrasyonlarina gére degisimi
Table 3. Variation of rooting results according to IBA concentrations

Gruplar 0.75 mg L1 IBA 1.5 mg L1 IBA 2.5 mg L1 IBA
Groups 0.75 mg L'! IBA 1.5 mg L1 IBA 2.6 mg L1 IBA
Koklenme orani (%) Rooting rate (%) ab92.00 + 1.00 a95.00 + 1.00 b87.33 + 3.06
Kok uzunlugu (mm) Root length (mm) a52.8 + 1.11 b66.6 + 1.18 ¢55.83 + 0.57
Siirgiin uzunlugu (mm) Shoot length (mm) a34.97 + 1.00 b52.5 + 1.50 a34.37 + 1.27
Kok say1sy/Siirgiin (Adet) Root Number/Shoot (Number) ab5.33 + 0.58 a6.67 + 0.58 b4.67 + 0.58

Harfler satir icindeki degisimleri géstermektedir.
Letters indicate the changes within the Iine.

SONUC ve ONERILER

Karadutun gida sanayisinde 6n plana c¢ikmasi ve
antosiyanin igerigi ile ila¢ sanayisinde kullanilmasi,
karadut yetigtiriciligine talebi artirmistir. Diger
cogaltim yontemleri ile karsilastirildiginda, birgok
avantaji bulunan in vitro ¢ogaltim igin en uygun
yontem  belirlenmeye  ¢alisilmigtir.  Karadutun
mikrogogaltim protokoliiniin belirlendigi bu
arastirmada, eksplant olarak nodal tomurcuklar
kullanilmigtar. Arastirma sonuclarina gore,
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eksplantlarin alinmasi igin Haziran ayinin uygun
oldugu, kiltiir baglatma i¢in 0.75 mg L1 BAP, stirgin
gogaltimi i¢in 1 mg L? BAP ve kéklenme i¢in 1.5 mg
L1 IBA konsantrasyonlarinin uygun oldugu
belirlenmigtir. Doku kiiltiirtinde nodal eksplanttan bu
mikrogogaltim protokoli kullanilarak 20-25 haftada
tam bir bitki elde edilmistir. Sonuc¢ olarak, bu
arastirmada karadutun mikrogogaltim yontemi ile
hizli ¢ogaltilmasi igin uygun protokoliin bulundugunu
ve bundan sonra yapilacak arastirmalar igin
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bulgularin bilim insanlarina énemli katk: saglayacag:
disunulmektedir.

TESEKKUR

Bu arastirma Duygu OZELCI'nin doktora tezinin bir
b6lumudir. Arastirmayr maddi olarak estekleyen
Inéniit  Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje
birimine (Proje No FDK-2017-682), Laboratuvar
imkanlar1 ve orneklerin temininin saglamasindaki
katkilarindan dolayr Kayis1 Arastirma Enstitiisi'ne
tesekkiir ederiz.

Aragtirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catigmas1 Beyani
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir cikar

catismasi olmadigini beyan ederler.
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