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Ozet: Bu cahsmada in vitro’da elde edilen Hayward kiiltiivarina kivi siirgiinlerinin tekrar
cogaltilmasi ve in vitro ve in vivo’da koklendirilmesi amaglanmustir.

Bunun ig¢in; siirgiin elde etmek tizere baslangi¢ kiiltiirlerinde Kivi’nin nodal parcalar1 kullanilmistir.
Daha sonra bu siirgiinler, tekrar nodal pargalara boliinerek yeni siirgiinler elde edilmistir. Bu parcalar MS ve
WPM adl iki temel besin ortamina 1.0 mg/l BAP eklenerek kiiltiire alinmislardir. Yapilan ol¢timler; stirgiin
olusumu ve ¢ogalmas: bakimindan MS ortaminin daha etkili oldugunu ortaya koymustur.

Yeniden ¢ogaltma yoluyla elde edilen ¢ok sayida siirgiin koklendirme denemelerinde kullanilmistir.
In vitro’da koklendirme icin IBA’nin doért farkli dozu (0.5, 1.0, 3.0, 5.0mg/l) 1/2 MS ortamina eklenmistir.
En iyi koklenme 5.0 mg/l IBA dozunda olmustur. in vivo’da koklendirme icin iki farkli toprak karigimu test
edilmistir. Her iki karisimda da %90’1n ilizerinde koklenme ve yasama basarisina ulagilmistir. Boylece in
vivo’da koklendirmenin in vitro’da kdklendirmeye gore daha basarili oldugu ortaya konmustur.

A STUDY ON ROOTING IN THE DIFFERENT METHODS OF OBTAINED SHOOTS WITH
SHOOT MULTIPLICATION IN VITRO OF KIWI (Actinidia chinensis Planch.)

Abstract: In this study, 1t was aimed rooting Kiwifruit cv. Hayward obtained shoots in vitro in vivo
and again in vitro.

Therefore, nodal explants have been used to obtain the shoots at the begining of culture. After that,
these shoots were used again as explant recourses for obtaining new shoots. These nodal explants were
cultured into two media known as MS and WPM supplemented 1.0 mg/l BAP. It was concluded that MS
medium had been more effective for shoot formation and shoot multiplication.

A great number of shoots, which were obtained with remultiplication, were used for rooting trials. It
was supplemented four different concentrations of IBA (0.5, 1.0, 3.0, 5.0mg/1) for rooting in vitro in 1/2 MS
medium. The best rooting occured with 5.0 mg/l IBA concentration. Two different soil mixtures were tested
for rooting in vivo. Two of them were also obtained rooting and survival success more than nineth percent.
Finally, the rooting in vivo was found to be more successful than in vitro.

GIRIS

Tiirkiye gerek cografi konumu, gerekse iklim yapisi nedenleriyle, ¢ok farkli ekoloji
ve mikroklimalara sahip ender iilkelerden birisidir. Bu dzellikleri itibariyle de, iilkemizde
cok degisik bitki tiirlerinin yetistirilmesi s6z konusu olabilmektedir.

Tiirkiye’de halen iiretimi olmayan veya yetersiz olan bazi tiirler dis iilkelerden
saglanmaktadir. Kivi ya da kiwifruit (Actinidia deliciosa) da bu tiirlerden birisidir.
Anavatan1 Dogu Cin olan kivinin kendiliginden yetistigi yerler orman eteklerinde, oransal
nemin yiiksek oldugu (%70-80) deniz seviyesinden en az 300, ¢ogunlukla 800-1400m.
yiiksekligi olan yorelerdir. Ulkemizde yetistirilmeye yeni baslanilan bu tiiriin de bir ¢ok
yoremize iyl uyum saglamasi ve Oniimiizdeki yillarda iiretiminin gelismesi beklenmelidir
(1).

Tiiriin, Dogu Karadeniz Bolgesinde yetistirilmesi ile ilgili olarak Tarim Il
Miidiirliikleri ve Cay Arastirma Enstitiisii tarafindan yapilan adaptasyon calismalarinda
cok basarili sonuglar alinmistir. Bu nedenle Dogu Karadeniz Bolgesinde Findik, Cay ve
Kizilaga¢ ile birlikte Tarimsal Ormancilik (Agroforestry) faaliyetleri icerisinde
degerlendirilmesinin yararli olacag1 diistiniilmektedir.
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Geleneksel yontemler kullanilarak yapilan cogaltma tekniklerine kiyasla, in
vitro’da mikrovejetatif liretme tekniginin en Onemli avantajlarindan birisi de baslangic
materyali olarak alinan eksplantdan, kisa bir siirede cok sayida mikrosiirgiiniin elde
edilerek, bunlarin in vitro ve in vivo’da koklendirilmesi ve bu sekilde ¢ok sayida bitkinin
elde edilebilmesidir.

Bu arastirmada, Kivi siirgiinlerinin in vitro’da yeniden c¢ogaltma ile elde edilmesi
ve bunun in vitro ve in vivo’da koklendirilmesi amagclanmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Bu arastirmada baslangi¢c materyali olarak, aktif olarak biiyiiyen bir adet disi
kividen elde edilen yesil siirgiinlerin nodlar1 kullanilmistir. Daha sonra bu nodlardan
gelisen siirgiinler steril kosullarda tekrar nodal parcalara ayrilarak, yeni siirgiinleri elde
etmek amaciyla kiiltiire alinmiglardir.

Metot

Aktif olarak biiyliyen Kivi’den kesilen yesil siirgiinler nodal pargalara ayrilarak
%70 lik alkolle 3 dakika siireyle ve sonra %3 liikk sodyum hipokloritle 10 dakika siireyle
yiizeysel sterilizasyona tabi tutulmuslardir. Bundan sonra steril saf su ile iic kez
yikanmislardir.

Kiiltiir ortam1 olarak; Murashige ve Skoog (MS) (2) makro ve mikro elementleri ve
vitaminleri (100 mg/l myo-inositol, 0.5 mg/l thiamine-HCI, 0.5 mg/l nicotinic acid, 0.5
mg/l pyridoxine HCI ve 2.0 mg/l glycine), Woody Plant Medium (WPM) (3) makro ve
mikro elementleri ve vitaminleri (100 mg/l myo-inositol, 1.0 mg/l thiamine-HCI, 0.5 mg/I
nicotinic acid, 0.5 mg/l pyridoxine HCI ve 2.0 mg/l glycine) olmak iizere iki temel besin
ortami1 kullanilmustir.

Kiiltiir ortamlarinin pH’s1 0.1 N KOH ve 0.1 N HCL eklenerek 5.8’e ayarlanmustir.
Kiiltiir ortamlarin1 katilastirmak icin, ortamlara 7 g/l agar ilave edilmistir. Kiiltiir kabi
olarak 15x15 mm lik kiiltiir tiipleri ve 60x180 mm lik kiiltiir kaplar1 kullanilmistir. Kiiltiir
tiipleri ve kaplarindaki ortamlar 1.05 kg/cm2 basing altinda 121°C’de 15-20 dakika siireyle
otoklavda sterilize edilmistir.

Yiizeysel sterilizasyon islemine tabi tutulmus nodlu parcalar daha sonraki cogaltma
denemelerine materyal saglamak iizere, on denemelerde iyi sonu¢ verdigi anlasilan 5.0
mg/1 kinetin+0.5mg/l IAA (indole-3-acetic acid)ekli MS ortaminda kiiltiire alinmislardir.
Nodlarda olusan siirgiinler tekrar nodlu parcalara ayrilarak, bu kez 1.0 mg/l BAP (6-
Benzylaminopurine)’in eklendigi MS ve WPM ortamlarinda kiiltiire alinmaya devam
edilmistir.

Kiiltiirlerden 4 hafta sonra, 1.0 mg/l BAP’li MS ve WPM ortamlarindaki nodlarda
olusan siirgiinlerin boylari, sayilari ve nod sayilar tespit edilerek elde edilen veriler kiiltiir
ortaminin etkisini belirlemek {izere basit varyans analizi ile denetlenmistir.

Kiiltiirlerden elde edilen siirgiinler kesilip mikrocelik olarak koklendirme
denemelerinde kullanilmistir. In vitro’da koklendirme i¢in mikrocgelikler; 1/2 MS ortamina
IBA (indole-3-butyric acid)’min dort farkli dozu (0.5, 1.0, 3.0 ve 5.0 mg/l) eklenerek
kiiltiire alinmistir. In vivo’da koklendirmede ise mikrogelikler; yaprak ¢iiriigii : perlit : kum
(4 : 1 : 1 oraninda) ve yaprakli orman topragi : kum (2 : 1 oraninda)’dan olusan sterilize
edilmemis iki farkli toprak karigtmma hi¢ bir hormonal islem yapilmaksizin
sagirtilmislardir. Bu karisimlar 30x30x10 cm ebadinda hazirlanmis ahsap kasalara
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yerlestirilmistir. Sasirtma sonras1 mikrogelikler; 20-22 °C sicaklik, normal giin 15181 ve
%80-90 rutubet iceren kontrollii ¢cevre sartlarina alinmastir.

SONUCLAR

Baslangicta MS+5.0 mg/l kinetin+1.0mg/l TAA ortaminda kiiltire alinan kivi
nodlarinda, kiiltirden bir hafta sonra, nodlarin did kistmlarinda bol miktarda beyaz renkli
kallus olusumu ve siirgiin farklilagsmas1 gozlenmistir. Kiiltiirden alt1 hafta sonra, nodlarda
farklilasan siirgiinler, daha sonraki ¢ogaltma asamalarina materyal saglamak {iizere nodlu
parcalara ayrilarak 1.0 mg/l BAP’1n eklendigi MS ve WPM temel besin ortamlarinda
kiiltiire alinmislardir.

WPM+1.0 mg/l BAP ortaminda steril kiiltiirlerden elde edilerek kiiltiire alinan
nodlarda tiim tekrarlarda, her bir nod yalnizca bir siirgiin olusturdugu halde (Sekil 1),
MS+1.0 mg/l BAP ortaminda, cok sayida siirgiin olustugu, bir baska soyleyisle
kardeslenme oldugu gozlenmistir (Sekil 2). MS ortaminda siirgiin olusumu, daha ¢abuk
gerceklesmis ve daha az kallus olusumu goriilmiistiir. Bu sekilde kiiltiire alma islemlerine
devam edilerek ¢ok sayida siirgiin saglanmistir. Kiiltiirden 4 hafta sonra her iki ortamda
nodlar iizerinde olusan siirgiinlerin boylari, nod ve siirgiin sayilar1 belirlenerek ortalama
degerler elde edilmistir (Tablo 1). Yeterli uzunluga ulagsmis siirgiinler koklendirme
denemelerinde kullanilmak iizere mikrogelik olarak degerlendirilmistir.

Sekil 1. WPM+1.0 mg/l BAP Ortaminda Kiiltiire Alinan Nodlardaki Siirgiin Olusumu
(Kiiltiirden 3 Hafta Sonra)

Tablo 1’deki degerlerle ilgili olarak yapilan basit varyans analizleri sonucunda; MS
ortaminin ortalama siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan WPM temel besin
ortamina gore 0.05 diizeyinde daha etkili oldugu belirlenmistir. Nod sayis1 bakimindan ise
anlaml1 bir farklilik ortaya ¢ikmamugtir.
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Tablo 1. 1.0 mg/l BAP Ilaveli MS ve WPM Ortamlarinda Kiiltire Alinan Kivi
Nodlarindaki Gelisme Durumu

Ortamin Bir eksp. icin nod. say.(adet) Bir eksp. i¢in siirg. say.(adet) Bir eksp. icin siirg. uz.(mm)

Adi Maks. Min.  Ort. Maks. Min. Ort Maks. Min. Ort
MS 4 1 2.045 5 3 3.33% 30 5 13.78%
WPM 3 1 2 1 1 1 12 2 5.85

*:0.05 diizeyinde onemli farklilik vardir

Sekil 2. MS+1.0 mg/l BAP Ortaminda Kiiltiire Alinan Nodlardaki Siirgiin Olusumu
(Kiiltiirden 4 Hafta Sonra)

In vitro’da koklenmeyi saglamak icin, 4 farkli IBA dozu (0.5, 1.0, 3.0, 5.0 mg/l)
1/2 MS ortamima eklenerek mikrogelikler kiiltiire alinmistir. DoOrt ortamda da
mikrogeliklerin kiiltiire alinmasindan 6-7 giin sonra dip kisimlarda yogun bir kallus
olusumu gozlenmis olmasina karsin kok olusumu yalnizca 5.0 mg/l IBA’nin eklendigi
ortamda kiiltiire alinan mikrogeliklerde gerceklesmistir. Bu ortamda 7.giinden itibaren kok
olusumu baglamis ve 14-15.giinlerde bazal kisimlarda yogun bir kallus olusumu ile birlikte
mikrogeliklerin %80-85’1 koklenmistir (Sekil 3). Diger iic IBA dozunda ise kallus olusumu
devam etmekle birlikte koklenme olmamustir. Koklenen mikrogelikler, 1 : 1 oranindaki
orman topragi kum karisimi igceren saksilara sasirtildiktan sonra 20-22° C ve yiiksek
rutubette dis ortama alistirildiktan sonra sera kosullarina alinmislardir (Sekil 4).
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Sekil 3. 1/2 MS+5.0 mg/l IBA Ortaminda Kiiltiire Alinan Mikroceliklerdeki Koklenme
Durumu

Sekil 4. In Vitro’da Koklendirilerek Saksiya Sasirtilmis ve Dogal Kosullara Uyum
Saglamis Bir  Kivi Bitkisi

14



In vivo’da koklenmeyi saglamak icin, iki farkli toprak karistmi kullanilmustir.
Birinci ortam olarak mikrogelikler, yaprak ciiriigii : kum : perlit (4 : 1 : 1) karisimina
sagirtilmistir. Mikrogeliklerin ~ karisima sasirtilmasindan (Sekil 5) 7-10 giin sonra dip
kisimlarda kallus olusumu ile birlikte bu bolgelerde koklenmeler gozlenmistir. 15 giin
sonunda ise c¢eliklerin %90’ndan daha fazlasinda koklenmenin gerceklesmis oldugu
belirlenmistir. in vivo’da koklendirmede ikinci ortam olarak mikrocelikler, yaprakli orman
topragt : kum (2 : 1) karisimina sasirtilmistir. Bu ortamdaki mikrogeliklerde kallus
olusumu ve koklenme birinci ortama gore daha ge¢ baslamis (sasitrmadan 14-15 giin
sonra) ve ¢eliklerin koklenmesi ise ii¢c hafta gibi daha uzun bir siirede gerceklesmistir. Bu
ortamda da %90’ 1n iizerinde koklenme olmustur.

Sekil 5. In Vivo’da Koklendirme igin Kasaya Sasirtilmis Kivi Mikrogeliklerinin Genel
Gortiniisii

TARTISMA

Cesitli bitki dokularinin c¢ogaltilmasinda siirgiin olusumunu saglamak icin,
cogunlukla sitokininler kullanilmaktadir. BAP ve kinetin en ¢ok kullanilan sitokninlerdir.
Bazi durumlarda ise zeatin de etkili olmaktadir (4). Kivinin farkli doku parcalari
kullanilarak, organ kiiltiirii ile siirgiin ¢cogaltilmasi i¢in, degisik konsantrasyonlarda olmak
tizere BAP, ya tek basina (5, 6, 7) ya da oksin kombinasyonlariyla birlikte kullanilmaktadir
(9, 10). Bu ¢alismada siirgiin olusumu icin baslangigta, kinetin ve IAA birlikte kullanilmas,
daha sonraki siirgiin ¢ogaltilmas1 denemelerinde BAP, ortamlara yalniz basina eklenerek
test edilmistir.

Bitki doku kiiltiirlerinde dikkate dikkate alinmasi gereken faktorlerden bir tanesi de
cesitli mineral besin elementleri ve vitaminleri igeren besin ortamlaridir. Baslangi¢
kiiltiirlerinin elde edilmesinde MS ortami kullanilmistir. Siirgiin ¢ogaltma ve bunlarin
tekrar cogaltilmas1 asamalarinda MS ve WPM besin ortamlar1 kullanilarak, iki temel besin
ortaminin siirglin ¢ogalmast ve uzamasindaki etkileri arastirilmistir. Sonugta MS besin
ortaminin WPM besin ortamina gore; siirgiin cogalmasi ve siirgiin uzamasi bakimindan
daha etkili oldugu istatistiksel olarak ortaya konmustur. Kivi {izerine yapilan ¢alismalarda
da genel olarak MS besin ortaminin kullanildig1 goriilmektedir. Nitekim Shen ve ark.
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(8)’min yaptig1 calismada nodal pargalar MS ortaminda kiiltiire alinarak siirgiin
cogaltilmast gerceklestirilmistir. Yaprak eksplantlarinin kullanildig: bir baska calismada,
kiiltiir ortami olarak MS besin ortami kullanilmistir (9). Yine Spasenoski ve ark.
calismalarinda, in vitro cogalmayr saglamak i¢cin MS temel besin ortamin1 kullanmiglardir
(5).

Siirgiin olusumu ve cogalmasi tegvik edilerek belli boya ulagmis olan siirgiinler
kesilerek, in vitro’da kok olusumunu saglamak amaci ile IBA adli oksinin dort farkli
konsantrasyonda eklendigi, 1/2 MS ortami iizerinde kiiltiire alinmislardir. Kiiltiire alinan
siirglinlerden 5.0 mg/l IBA’nin eklendigi ortamda bulunanalarin %80-85’inde farkli
uzunluk ve sayida koklenme olurken, diger ii¢ konsantrasyonda kiiltiire alinan siirgiinlerde
koklenme gerceklesmemistir. Yalnizca 3.0 mg/l IBA’l1 ortamdaki siirgiinlerin bazilarinda
cok kiiciik kok olusumlart gozlenmis ancak tam bir koklenme olmamistir. yapilan
tekrarlarda bunu dogrular sonuclar alinmistir. Kivinin in vitro’da koklendirilmesi icin
yapilan ararstirmalarda; ortama IBA eklenmesinin koklenmeyi artirdigr ve zenginlestirdigi
(7), 3-4 hafta icerisinde mikrogeliklerin %60-90’1nin koklendigi (8) yine MS ortamina 1.0
mg/l IBA eklenmesiyle koklenmenin olduguna isaret edilmektedir (9). Bu calismada da in
vitro’da koklenme IBA eklenerek saglanmis, ancak, (9)’da oldugu gibi koklenme IBA’nin
disik dozunda goriilmemistir. Bunun, bireyden ya da temel besin ortaminin
konsantrasyonunun ayni olmamasindan kaynaklandigini sdylemek miimkiindiir. Nitekim
Turna (11) tarafindan cayin doku kiiltiirii ile tiretilmesi caligmalarinda, siirgiinlerin in
vitro’da koklenmesinin, 1/4 MS ortaminda ayni IBA konsantrasyonunda klona bagli olarak
degistigi belirtilmektedir.

In vivo’da koklendirme icin mikrogelikler, iki farkli toprak karisimina
sasirtilmislardir. Her iki ortamda da mikrogeliklere énceden herhangi bir hormonal islem
uygulanmamistir. Her iki ortamda da %90’1n iizerinde koklenme ve yasama basarisi elde
edilmistir. Koklenme hizi bakimindan; yaprak ciiriigii : kum : perlit karistmindan olusan
ortamin daha iyi oldugu gozlenmistir.

In vivo’da koklendirmenin, in vitro’da iiretim siiresini kisaltmasi, ekonomik acidan
maliyeti diisiirmesi ve bitkilerin ¢evre kosullarina uyum saglamasi bakimindan tercih
edilmesi gereken bir yontem oldugu vurgulanmaktadir (12). Ayni ¢alismada; in vitro’da
elde edilen titrek kavak mikroceliklerinin in vivo’da %100 oraninda koklendigi ve in
vitro’da koklendirmeden daha basarili ve ekonomik oldugu da bildirilmektedir. Kataoka ve
ark. (13) tarafindan kivi’de yapilan calismada siirgiinlerin IBA ile igleme tabi tutularak,
steril olmayan sartlarda in vivo’da koklendirilebildigi belirtilmektedir. Yapilan bu
caligmada ise mikrogeliklerin, herhangi bir hormonal isleme tabi tutulmaksizin in vivo’da
kisa siirede koklendirilebilecegi ortaya konmustur.

In vitro’daki iiretim siiresini kisaltmasi, bdylece fidan maliyetinin diismesi ve
fideciklerin dis ortama intibaklarinin daha kolay olmasi gibi nedenler gbz Oniinde
bulunduruldugunda, in vivo’da koklendirme seklinin kivide de uygulanmasimi tavsiye
etmek miimkiin goriilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen fidanlar, belli bir siire sonra
polietilen tiiplere sasirtilarak sera disina alinmislar ve burada biiylimelerine devam
etmislerdir.
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