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Kiraz Tomurcuklarinda Kiiltiir Baglatilmasina Baz Sitokininlerin Etkisi
Zafer AKTURK" Ahmet ONAY? Hakan YILDIRIM®

OZET: Bu calismada, kirazin lateral tomurcuklari kullanilarak kiiltiir baslatilmasina, sitokininlerden
benzilaminopurin (BAP), thidiazuron (TDZ) ve kinetinin bazi konsantrasyonlarinin etkisi iizerinde
calisilmistir. Tomurcuklar, 0900-Ziraat ¢esidine ait 5 yasindaki agaclarin bir yash dallarindan dormant
donemde alinmistir. Arastirmada BAP ve kinetinin 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mgl'1 konsantrasyonlari
incelenmis, TDZ’de bunlarla beraber 0.05 mgl' konsantrasyonuna vyer verilmistir. Kiraz
tomurcuklarindan kiltir baslatmak icin kinetinin 4 mgl' konsantrasyona kadar besi ortamma
ilavesinin olumlu bir etkisinin olmadigi anlagilmistir. Kullanilan sitokinin tip ve konsantrasyonlari
icinde en basarili sonuglar 2 mgl" BAP ve 2 mgl” TDZ ilaveli besi ortamlarindan alinmistir. Ancak,
TDZ bulunan besi ortamlarinda gelisen rozet bitkilerin canliligi, kiiltiir siiresinin sonuna dogru
azalmistir. BAP igeren besi ortamlarindaki kiiltiirlerin daha saglikli ve canli oldugu tespit edilmistir.
Besi ortammnda 2 mgl' BAP igeren kiiltiirlerde, %80.0 + 9.2 oraninda eksplantin alt kiiltiire
alinabildigi, %43.8 + 12.8 oraninda rozet siirgiin elde edildigi tespit edilmis ve ortalama yaprak sayisi
1.71 £ 0.36 adet olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kiiltiir baslatma, sitokinin, kiraz, tomurcuk
Effect of Some Cytokinins on the Culture Initiation of Cherry Buds

ABSTRACT: In this study, the effect of different concentrations benzylaminopurine (BAP),
thidiazuron (TDZ) and kinetin on culture initiation from cherry lateral buds was investigated. Buds
was taken from one-year branches during the dormant period of 5-year-old trees belonging to 0900-
Ziraat variety. Concentrations of 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mgl'1 of each of the three cytokinins were
used and in addition to these concentrations, 0.05 mgl™' was used for TDZ. It has been understood that
the addition of kinetin to culture medium up to a concentration of 4 mgl'1 does not have a positive
effect in order to initiate culture from cherry buds. The most successful results in the types and
concentrations of cytokinins used were taken from 2 mgl”" BAP and 2 mgl™ TDZ supplemented media.
However, the viability of rosette plants grown in TDZ containing media has decreased towards the end
of the culture period. In the BAP supplemented medium, more vigorous and healthy rosette shoots
were obtained. In cultures containing 2 mgl™ BAP in the medium, the rate of subculture explants was
80.0 £ 9.2%, the rosette shoot rate was 43.8 + 12.8% and the number of leaves was 1.71 £ 0.36.
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GIRIS

Kiraz, diinyada iliman iklimin hiikiim siirdiigi
bircok iilkede yetistirilen bir meyve tiirtidiir.
Kiraz yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi
yerler arasinda Anadolu, kuzey Afrika, tim
Avrupa, Ortadogu’nun bazi bolgeleri, Hazar
Denizi ve civari, Gliney ve Kuzey Amerika
sayilabilir  (Westwood, 1995). Tirkiye’de
Karadeniz Bolgesindeki daglarda ve Toros
daglarinda kirazin yabani formlarina siklikla

rastlanmaktadir (Ozbek, 1978; Ozcagiran ve ark.
2003).

Diinya kiraz tiretimi 2016 yil1 verilerine gore
2 317 956 ton olup, iiretimde ilk siray1r 599 650
ton ile Tiirkiye almaktadir. En ¢ok {iretim yapan
diger iilkeler sirasiyla ABD, fran ve Sili’dir
(Anonim, 2018).

Kendine 0zgii aromasi ve tadi ile kiraz
severek tiiketilen bir meyvedir. I¢ ve dis
pazarlarda siirekli talep edilen ve iyi fiyatla
satilan meyvelerin basinda gelmektedir (Giilcan
ve ark., 1995). Bu taleplerle orantili olarak
bircok iilkede yeni kiraz cesitleri elde etmek
tizere 1slah programlan yiiriitilmektedir. Kiraz
1slah calismalarinda temel amag; daha verimli
saglayarak maliyeti azaltmak, bitki
koruma sorunlarim1 ¢6zmek, muhafaza siiresi
uzun olan kalitesi yliksek c¢esitleri iireticiye
sunmaktir. Bu hedefler dogrultusunda, klasik
1slah calismalarinin, biyomiihendislik ve gen
haritalama caligmalar1 ile birlikte yiiriitiilmesi
onemlidir (Scorza, 2001).

Heterozigotik yap1 ve poligenik oOzellikler
nedeniyle, tiir i¢i ve tiirler aras1 melezlemelerin

uretim

kullanildig1 klasik 1slah ¢aligmalarinda ilerleme
saglamak oldukca zaman alicidir. Genetik
miihendisligi, yeni ¢esitlerinin
gelistirilmesi  yolundaki  sorunlara  ¢oziim
tiretebilmektedir.  Ancak ileri  molekiiler
arastirmalar  i¢in  Oncelikle
saglandigr bitki doku kiiltiirii yOontemlerinin
oturmus olmasi gerekmektedir (Tang ve ark.,

kiraz

rejenerasyonun

2002). Diger bir ifadeyle; in vitro doku kiiltiirii
protokollerini  olusturan; sterilizasyon, besi
ortami igerikleri, uygun bitki  biiyiime
diizenleyiciler ve kiiltlir sartlar1 gibi konularin
acikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Doku kiiltiirii  ¢aligmalar1, 1slah amagl
aragtirmalar yaninda, artik iiretime doniik ticari
potansiyele sahip bir sektdr konumuna gelmistir.
Basta sert cekirdekli meyveler olmak {izere
bir¢ok meyve tiiriinde mikrogogaltim yontemleri
ile klon anag yaygin
yapilmaktadir. Ana¢ genotipler yaninda, iiretici
ve tiiketici tarafindan talep edilen gesitlerin de
mikrocogaltim protokollerinin ortaya
konmastyla, bir ileri seviyede mikroast gibi
yontemlerle hizli ve saglikli bitkisel materyal
iiretimi s6z konusu olacaktir.

In vitro sartlardaki mikrogogaltim, ¢evrenin

uretimi olarak

etkisinden tamamen izole olarak yiiriitiilmekte
ve geleneksel cogaltma metotlarina alternatif
olusturmaktadir. Uretim miktarmin boyutlari
arttikca, mekan ve yoniinden
mikrocogaltim yontemleri daha fazla avantaj
saglamaktadir (Aka-Kacar ve ark., 2001).

Meyve tiirleri lizerinde yapilan
arastirmalarda kiiltiir baglatmak i¢in yaprak ayasi
veya meristem wucu gibi farkli organlar
kullanilabilmekle birlikte, Prunus tiirlerinde bu
amag ic¢in arastirmacilar daha c¢ok siirgiin ucu
veya tomurcuklar1 kullanmaktadir (Sauer, 1985;
Pevalek-Kozlina ve Jelaska, 1987; Zilkah ve
ark., 1992; Buzkan ve ark., 1997; Muna ve ark.,
1999; Pruski ve ark., 2000; Fidanci ve ark.,
2001; Tang ve ark., 2002; Osterc ve ark., 2004;
Pruski ve ark., 2005; Durkovi¢, 2006; Espinosa
ve ark., 2006; Yildirim, 2006; Demiral ve Ulger,
2008; Fidanci ve ark., 2008; Xilogiannis ve ark.,
2008; Bouzari ve ark., 2009).

Sitokininlerin, bitki doku kiiltiiriinde hiicre
boliinmesini ve hiicre genislemesini destekledigi
bilinmektedir. Prunus tiirleri i¢in uygun sitokinin
tiplerinin  ve bunlarin  konsantrasyonlarinin
arastirildigr  calismalarda yaygin  kullanilan

zaman

in Vitro
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sitokininin Benzilaminopurin (BAP) oldugu,
ardindan Thidiazuron (TDZ) ve kinetin iizerinde
duruldugu bilinmektedir (Theiler-Hedtrich ve
Feucht, 1985; Hammatt ve Grant, 1998; Pérez-
Tornero ve ark., 1999; Grant ve Hammatt, 2000;
Tang ve ark., 2002; Takashina ve ark., 2003;
Bhagwat ve Lane, 2004; Matt ve Jehle, 2005;
Pruski ve ark., 2005; Song ve Sink, 2005;
Durkovié, 2006; Sedlak ve Paprtein, 2008;
Ruzi¢ ve Vujovi¢, 2008; Canli ve Tian, 2008).
Zeatin,  N-(2-kloro-4-pyridil)-N”-fenil ~ {ire
(CPPU) ve N-izopentil adenin (2iP) ise lizerinde
calisma yapilan diger sitokininlerdir (Ambrozic
Turk ve ark., 1992; Murai ve ark., 1997; Ruzi¢
ve Vujovié, 2008; Sedlak ve Paprstein, 2008).

Bu arastirma, Tirkiye’nin O6nemli bir kiraz
¢esidi olan 0900-Ziraat ¢esidinin mikrogogaltim
yontemlerinin  tespit edilmesi ile genetik
caligmalara ve 1slah programlarina konu olmasi
amactyla yiiriitiilmis bir calismanin
asamalarindan birisidir. Lateral tomurcuklardan
kiltiir baglatma iizerine sitokininlerden BAP,
TDZ ve kinetinin besi ortamina farkli oranlarda
ilave edilmesinin etkisi incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Kiiltir baglatmada kullanilan tomurcuklar,
Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Bahgesi’ndeki 0900-Ziraat cesidine
ait 5 yasindaki agaclardan alinmistir.

Agaglarin dormant halde oldugu aralik ayi
icerisinde alinan bir yagh dallar, laboratuvar
kosullarinda tek bogumlu olacak sekilde
kesilmis ve yiizey sterilizasyonu yapilmistir.
Calismada kullanilan tomurcuklarin 1yi gelismis
olmasina dikkat edilmis, tepe tomurcugu ile dip
bogumlardaki tomurcuklar alinmamagtir.

Lateral tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu
icin; sirastyla, cesme suyunda 30 dakika yikama,
saf suda 30 dakika birakma, %70’lik alkolde 30
saniye bekletme, %15’lik NaOCl’de (100 ml’ye
2 damla Tween 20 eklenmis) 25 dakika
calkalama, steril saf suda 5 defa 5’er dakika
durulama, calkalayicida 1 saat siireyle 150 rpm

hizla steril saf suda bekletme asamalarini igeren
yiizey sterilizasyonu protokoli uygulanmistir.
Yiizey sterilizasyonu
tomurcuklarin pullar1 ve odun dokusu steril
kabin icerisinde temizlenerek besi ortamina

tamamlanan

dikilmis ve kiltir odasinda biiylimeye
birakilmistir.
Deneylerde  besi  ortami  olarak MS

(Murashige ve Skoog, 1962), jel yapici olarak
6.4 gl agar ve karbon kaynagi olarak 30 gl
sukroz kullanilmistir. Besi
otoklavdan 6nce 5.8’e ayarlanmustir.
Sitokininlerden BAP, TDZ ve kinetinin 0.1,
0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mgl" konsantrasyonlari
kullanilmistir. Besi ortamina TDZ’nin daha
diistik oranlarda ilave edilebildigi
bildirildiginden (Huetteman ve Preece, 1993), bu
uygulamalara ek olarak TDZ’nin 0.05 mgl”
konsantrasyonu calismaya dahil edilmistir. Her

ortaminin pH’s1

seride en az 20 eksplant kullanilmis ve 4 haftalik
kiiltir ~ periyodunun  ardindan  deneyler
sonuclandirilarak; “alt kiiltiire alinabilir eksplant
oran1”, “rozet silirgiin oran1” ve “ortalama yaprak
sayis1” gozlemleri alinmstir:

Alt Kiiltiire Alnabilir Eksplant Oram (%):
Besi ortamindaki tomurcuklardan, canliligini
devam ettiren ve tomurcuk pullar1 arasindan
yaprak taslaklar1 goriinecek seviyede geligmis
eksplantlar.

Rozet Siirgiin Oram (%): Kiiltiire alinan

tomurcuklardan  1-2  adet tam  yaprak
gelistirenler.
Ortalama Yaprak Sayis1 (adet): Rozet

strgtinler iizerindeki tam seklini alan yapraklar.

Caligsma ¢ tekerriirlii olarak tesadiif parselleri
deneme desenine goére planlanmistir. Veriler,
SPSS 15.0 paket programi ile analiz edilmistir.
Sonug¢larin normallestirilmesinde, sayisal
degerlere (adet) logjo(xt1) transformasyonu
uygulanmistir (Sokal ve Rohlf, 1995). Alinan
degerler, tek yonlii varyans analizine (ANOVA)
gore, ¢oklu karsilastirma testlerinden Duncan ile
gruplandirilmistir
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BULGULAR VE TARTISMA
Benzilaminopiirin’in Etkisi

edilen BAP
konsantrasyonlar1 arasinda, alt kiiltiire alinabilir
eksplant orani yoniinden istatistiki oneme sahip
farklilik bulunmustur (P<0.01). Uygulamalar
icinde en iyi sonug, 2.0 mgl" BAP iceren besi
ortamindan (%80 + 9) alinmistir. Rozet siirgiin

Besi  ortamlarina ilave

olusumu bakimindan en iyi degerler, sirasiyla

0.5 mgl™" (%60 + 16) ve 4.0 mgl™ (%54 + 14)
elde  edilmistir.  Rozet
stirglinler iizerindeki yaprak sayis1 yoniinden, 3.9
+ 1.2 adet yaprak ortalamasi ile 4.0 mgl”' BAP
iceren besi ortami1 One cikmustir (Cizelge 1).
Calismada yer biitiin BAP
konsantrasyonlarinda, tomurcuklardan olusan
rozet siirglinlerin canli bir yapiya sahip oldugu
ve bu Ozelliklerini kiltlirin - sonuna kadar
muhafaza ettikleri goriilmiistiir.

uygulamalarindan

alan

Cizelge 1. Kiraz tomurcuklarindan kiiltiir baglatmaya BAP’1n etkisi

Biiyiime Diizenleyici Alt Kiiltiire Alimabilir Rozet Siirgiin Yaprak Sayisi
Konsantrasyonu Eksplant (%) (%) (adet)

0.0 mgl™ BAP (Kontrol) 0.0+ 0.0c - -

0.1 mgl™' BAP 20.0£9.2¢ 25.0£25.0 1.00 £ 0.00
0.5 mgl™' BAP 50.0 + 11.5b 60.0 + 16.3 3.33+1.23

1.0 mgl™ BAP 60.0 + 11.2ab 50.0 + 15.1 1.50 = 0.50
2.0 mgl”' BAP 80.0+9.2a 43.8+£12.8 1.71 £0.36
4.0 mgl" BAP 65.0 £ 10.9ab 539+ 144 3.86 +1.22

F=9.935sd=5,114 F=10.401 sd=4, 50 F=1.514 sd=4, 23
P=0.0001 P>0.05 P>0.05

Thidiazuron’un Etkisi

TDZ iceren besi ortamlarinda yapilan
kiltiirlerde, 0.1 daha diisiik
konsantrasyonlarla hazirlanan besi ortamlarinda
higbir eksplantin gelismedigi goriilmiistiir. Alt

mgl!  ve

kiiltiire alinabilir eksplant oran1 ydniinden
konsantrasyonlar arasinda istatistiki oneme sahip
farklilik bulunmustur (P<0.01). Incelenen biitiin
ozelliklerde en basarili sonuglar 2.0 mgl'1 TDZ
iceren besi ortamindan alinmis; kiiltiire alinan
tomurcuklarin tamamu alt kiiltiire alinabilen rozet
siirginler olusturmus ve her rozet siirgiinden
ortalama 2.7 + 0.3 adet yaprak gelismistir
(Cizelge 2). Calismada yer alan TDZ’li besi
ortamlarinin hepsinde, kiiltiiriin {i¢iincii haftasina
kadar hizli bir gelisme ger¢eklesmis ancak

sonraki donemde  gelismenin  yavasladigi

gbozlenmistir. Dordiincii haftadan itibaren TDZ
konsantrasyonu diisiik olan besi ortamlarindan
baslayarak canliligini
kaybetmeye baglamistir. Dort haftalik  kiiltiir
stiresini canli olarak tamamlayan eksplantlarda

rozet siirgiinler

da alt kiiltiir asamasinda kayiplar goriilmiistir.

Kinetinin Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda kinetin igeren besi
ortamlarinda  tomurcuklar sadece patlama
asamasina  gelmis daha fazla  gelisme

gosterememistir. Kiiltiirtin 1lk iki haftasindan
sonra biitiin besi ortamlarinda eksplantlar
canliligin1 kaybederek kararmaya bagslamistir.
Kiiltiir siiresi tamamlandiginda sadece 4 mgl™
kinetin uygulamasinda canli eksplant kalmis ve
alt kiiltiire alinabilir eksplant orani %20 + 9
olarak belirlenmistir (Cizelge 3).
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Cizelge 2. Kiraz tomurcuklarindan kiiltiir baglatmaya TDZ’nin etkisi

Biiyiime Diizenleyici Alt Kiiltiire Alinabilir Rozet Siirgiin Yaprak Sayisi
Io(gnnslallljr;ls)yé)nu Eksplant (%) (%) (adet)
(I.(ontfrgol) 0.0+0.0c i i

0.05 mgl” TDZ 0.0 + 0.0c - -

0.1 mgl”" TDZ 0.0 + 0.0c - -

0.5 mgl” TDZ 60.0+11.2b 75.0£13.1 2.44 +£0.53
1.0 mgl" TDZ 100.0 = 0.0a 90.0+6.9 2.00+0.26
2.0 mgl” TDZ 100.0 = 0.0a 100.0 = 0.0 2.74 +£0.30
4.0 mgl" TDZ 95.0 + 5.0a 89.5+7.2 2.29+0.28

F=110.95sd=6, 132 F=1.735sd=3, 66 F=1.071sd=3, 59
P=10.0001 P>0.05 P>0.05

Cizelge 3. Kiraz tomurcuklarindan kiiltiir baglatmaya kinetinin etkisi

Biiyiime Diizenleyici Alt Kiiltiire Alinabilir Rozet Siirgiin Yaprak Sayisi
Konsantrasyonu Eksplant (%) (%) (adet)

0.0 mgl'1 kinetin (Kontrol) 0.0 £ 0.0b - -

0.1 mgl™ kinetin 0.0 £ 0.0b - -

0.5 mgl™ kinetin 0.0 £ 0.0b - -

1.0 mgl™ kinetin 0.0 = 0.0b - -

2.0 mgl™" kinetin 0.0 + 0.0b - -

4.0 mgl'1 kinetin 20.0+9.2a 100.0 = 0.0 1.50 £ 0.50

F=4.552sd=5,110
P=0.001
Sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde sitokininlerle besi ortamina 0.1-1.0 mgl™! arasi

yapilan kiltiir ~ baglatma
asamasinda en basarili sonucglarin c¢ogunlukla
BAP igeren besi ortamlarindan elde edildigi
belirtilmektedir. Baz1 vigsne anaclari ile yiiriitiilen
bir kiiltiir baglatma c¢alismasinda (Theiler-
Hedtrich ve Feucht, 1985), besi ortamina 0, 0.01,
0.1 ve 1 mgl™ konsantrasyonda BAP, tek basina
ve 0.1 mgl'1 GA; ile birlikte ilave edilerek
incelenmistir. Besi ortaminda BAP bulunmayan
uygulamalarda higbir gelisme elde edilememis,
0.01 mgl™ BAP iceren en diisiik konsantrasyonlu
lic besi ortaminda ise, ilk donemde 1yi gelisme
saglanirken ikinci alt kiiltiirde eksplantlarin

arastirmalarda,

tamamina yakini canliligin1 kaybetmistir. Bu
arastirma sonunda iizerinde calisilan visne

anacinda siirgiin uclarindan kiiltiir baglatmak i¢in

konsantrasyonda BAP ilave edilmesi gerektigi
tespit edilmistir. Meristem ucu yontemi ile dort
kayis1 ¢esidinde yliriitiilen bir kiiltiir baslatma
caligmasinda (Pérez-Tornero ve ark., 1999), besi
ortammma BAP, GA; ve IBA’nin degisik
konsantrasyonlari kombine edilerek ilave edilmis
ve genelde BAP bulunmayan besi ortamlarindaki

kiiltiirlerin canliliint stirdiiremedigi
belirtilmistir. Siirgiin uglar1  kullanilarak bir
kayist c¢esidinde yiiriitiilen kiltiir bagslatma

caligmasinda (Murai ve ark., 1997), zeatin, BAP,
2iP ve CPPU sitokininleri 0.5 mgl”
konsantrasyonda besi ortamina ilave edilerek
incelenmis ve bu sitokininler arasinda en basarili
sonucun BAP iceren kiiltiirlerden alindig1 ifade
edilmistir.
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SONUC

Bu calismada, kiraz lateral tomurcuklarindan
kiiltiir baslatmak {izere, besi ortamina farkli
konsantrasyonlarda BAP, TDZ ve kinetin ilave
edilerek, alt kiiltiir basarisi, rozet bitki olusumu
ve yaprak gelisimi iizerine etkileri aragtirilmistir.
Kinetinin 4 mgl” konsantrasyona kadar besi
ortamina ilavesinin herhangi bir olumlu etki
yapmadigt ve kiraz tomurcuklarindan kiiltiir
baslatmak i¢in uygun olmadigi anlagilmistir.
Besi ortamina ilave edilen BAP ve TDZ
konsantrasyonlar1 i¢inde en iyi sonuglar her iki
sitokininde 2 mgl” uygulamalarindan elde
edilmistir. TDZ’nin 2 mgl” ilaveli kiiltiirleri

1 mgl"' BAP

e

-

BAP’in ayni konsantrasyonuna goére daha iyi
sonuglar vermis, ancak kiltlir sliresinin sonuna
dogru TDZ ile gelistirilen rozet bitkilerin
canliligt azalmaya baslamistir. Ayrica normal
siiresinden 1 hafta sonra devam ettirilen
kiiltiirlerde, materyalin biiylik oranda canliligini
kaybettigi  belirlenmistir. BAP
kiiltiirlerde, gelisen rozet stirgiinlerin daha canli
bir yapida oldugu tespit edilmistir (Sekil 1).
Aragtirmanin sonraki agamasinda hem BAP hem

iceren tiim

de TDZ’nin 2 mgl" konsantrasyonu ile oksin
grubu bitki biiylime diizenleyicilerin
kombinasyonlari lizerinde durulmustur.

2 mgl! TDZ
Q.‘

N (1

R -

Sekil 1. BAP, TDZ ve kinetin ilave edilen besi ortaminda, dort hafta sonunda rozet siirgiinlerin gériiniimii (bar: 1.0 cm)
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