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Oz: Bu calismada; Kozdere, Zengibar ve Chandler ceviz gesitleri igin etkili bir yiizey sterilizasyonunun gelistirilmesi, kiiltiir
baslatmada farkli besi ortamlart ve 6-benzilaminopiirin (BAP) konsantrasyonlarmin etkilesimi arastirtlmigtir. Eksplant
olarak ceviz g¢esitlerinin aksiller tomurcuklar1 kullanilmistir. Doku kiiltiirli caligmalarinin ik asamasi ylizey
sterilizasyonudur. Yiizey sterilizasyonu basarili olan bitkilerin mikrogogaltimi yapilabilmektedir. Arastirmada, ceviz
materyallerine % 20, 30 ve 40 dozlarinda sodyum hipoklorit ile sodyum hipokloritin yan: sira bakir siilfat kullanilarak yiizey
sterilizasyonu yapilmustir. Yiizey sterilizasyonunda en az kontaminasyon (% 8.16) ve kararma (% 22.45) ile en fazla
tomurcuk siirmesi (% 69.39) % 30 sodyum hipoklorit ve bakir siilfat uygulamasinda Kozdere ¢esidinde goriilmiistiir. Kiiltiir
baslatma ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) ile Driver ve Kuniyuki Walnut (DKW) besi ortamlari kullanilmistir. Besi
ortamlarina 0.5, 1 ve 2 mg L' BAP eklenmistir. Ceviz gesitlerinin ¢ogaltilmasinda DKW ortami MS ortamima gore daha
basarili bulunmustur. DKW ortamima 2 mg L' BAP ilavesi tiim gesitler i¢in siirgiin uzamasi, eksplant basi siirgiin say1s1 ve
yaprak sayisi i¢in en iyi sonuglari vermistir. Ceviz ¢esitleri arasinda siirgiin uzamasi 6lgiimlerinde Kozdere gesidinde,
Zengibar ve Chandler cesitlerine gore istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sonug olarak, ceviz ¢esitlerinin in
vitro ¢ogaltimmda Kozdere ¢esidinin kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Zengibar ve Chandler cesitlerinin doku
kiltiirtinde ¢ogaltiminda yontem belirlemek i¢in daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag oldugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrogogaltim, in vitro, eksplant, Zengibar, Kozdere, Chandler

A Modern Approach to Walnut (Juglans regia L.) Sapling Production:
Detailed Analysis of Surface Sterilization and Culture Initiation in Tissue
Culture

Abstract: In this study; the development of an effective surface sterilization for Kozdere, Zengibar and Chandler walnut
cultivars and the interaction of different media and 6-benzylaminopurine (BAP) concentrations in culture initiation were
investigated. Axillary buds of walnut cultivars were used as explants. The first stage of tissue culture studies is surface
sterilization. Plants with successful surface sterilization can be micropropagated. In this study, walnut materials were surface
sterilized by using sodium hypochlorite at doses of 20, 30 and 40% and copper sulphate in addition to sodium hypochlorite.
The least contamination (8.16%) and darkening (22.45%) and the highest bud set (69.39%) were observed in Kozdere
cultivar treated with 30% sodium hypochlorite and copper sulphate. Murashige and Skoog (MS) and Driver and Kuniyuki
Walnut (DKW) media were used as culture initiation media. 0.5, 1 and 2 mg L' BAP were added to the media. DKW
medium was found more successful than MS medium in the propagation of walnut cultivars. The addition of 2 mg L' BAP
to DKW medium gave the best results for shoot elongation, number of shoots per explant and number of leaves for all
cultivars. Among the walnut cultivars, Kozdere cultivar was found statistically significantly different from Zengibar and
Chandler cultivars in shoot elongation measurements. As a result, it was revealed that Kozdere cultivar can be used for in
vitro propagation of walnut cultivars. It is seen that more comprehensive studies are needed to determine the method for
propagation of Zengibar and Chandler cultivars in tissue culture.

Keywords: Micropropagation, in vitro, explant, Zengibar, Kozdere, Chandler
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1. Giris

Ceviz, sert kabuklu bir meyve olup; Juglandaceae
familyasina ait Juglans cinsi igerisinde yer
almaktadir (Sen, 2011). Juglans regia L. ceviz
tiirleri icinde yetistiriciligi en fazla yapilan tiirdiir
(Akga, 2012). Anadolu'nun hemen her yerinde
bulunan ceviz, agaci ve meyveleriyle Tiirkiye’nin
her kosesini zenginlestirmis, halkin vazgecilmez
gecim kaynagi haline gelmistir. Ekonomik degeri
yliksek bu firiinlin yetistirilmesi i¢in kurulan
mevcut bahgelerin ¢ogu tohumdan yetistirilen

agaclardir. Ceviz agaglarinin  ¢igek  yapisi
monoiktir. Cevizde erkek ve disi ¢iceklerin
olgunlasma  zamanmmn  farkli  olmasi  ve

tozlanmanin riizgarla gergeklesmesi nedeniyle tam
manastyla heterozigot bir karakter goriilmektedir.
Bunun sonucu olarak cevizin tohumla cogaltimi
yapildigt zaman genetik acilim meydana
geldiginden  ¢ogaltilmak  istenilen  bitkinin
ozelliklerini gostermez. Diger yandan cevizin
vejetatif ¢ogaltiminda daldirma ydntemi pratik
olmadigindan tercih edilmemektedir. Ayrica,
anatomik ve fizyolojik oOzelliklerinden dolay1
celikle ¢ogaltiminda koklenme basarisi ¢ok
disiiktiir. Ceviz fidani iiretiminde as1 ile ¢ogaltim
yapilmaktadir (Sen, 2011).

Ceviz ile ilgili arastirmalarin biiyiik ¢ogunlugu
cesit gelistirmeye yogunlagmistir. Kaliforniya’da
eskiden beri paradox ¢ogiirleri (J. Ainsii tohumlari
ve J. regia melezi) ana¢ olarak kullanilmaktadir.
Paradox anaglarindan olan Vlach, Rx1 ve Vx211
anaglarinin ~ klonal olarak ¢ogaldigi  tespit
edilmistir. Bu anaglardan Vlach anac1 doku kiiltiirii
yoluyla ilk olarak ¢ogaltilan ve nematodlara karsi
duyarl, kuvvetli biiyiiyen bir klonal ceviz anacidir
(McGranahan ve Leslie, 1990). Ancak bu anaglarin
iretiminin tohum anaglarina gore daha pahali
olmas1 ve bulunabilirlik sorunlar1 nedeniyle fidan
iireticileri hala tohum anaglarina yonelmektedir.
Tiirkiye’de doku kiiltiiriinde ¢ogaltilan ceviz fidani
sayist ise 2014 yilinda 5.760 adettir (Sesli, 2016).
Doku kiiltiiriinde ceviz anac1 iiretimi 2019 yilinda
154.500 adet olmustur (Anonim, 2022). Cevizin
doku  kiltiiriiyle  ¢ogaltilmast ~ konusunda
Tiirkiye’de c¢ok az sayida caligmada yapilmistir
(Fidanci, 2005; Sirin, 2014; Kepenek ve Kolagas,
2016; Yildirim, 2018; Dirlik ve ark., 2022). Ceviz
yetigtiriciliginde gelismis baz1 iilkeler, cevizde
doku kiiltiirii ¢alismalarinda baslangigta basarili
olmasa bile israrli arastirmalarla belli bir basar
elde etmiglerdir. Tiirkiye’de de bu konuda
yapilacak farkli ¢aligmalardan elde edilecek
sonuglarla pratikte kullanilabilecek bir basar
diizeyine ulagilabilir (Dirlik, 2021).

Bitki doku kiiltiirii, bitki hiicreleri, dokular1
veya organlart gibi bitki materyalinin, kontrollii bir

laboratuvar ortaminda aseptik sartlarda
yetistirilmesi ve ¢ogaltilmasint  saglayan bir
biyoteknoloji yontemidir. Bu teknik, genetik

miihendisligi, bitki hastaliklart ile miicadele, bitki
genetik kaynaklar1 koruma ve nadir bitki tiirlerinin
¢ogaltilmas1 gibi bircok uygulama alaninda
kullanilir. Bitki doku kiltiirii, bitkilerin hiicresel
seviyede  manipililasyonunu  ve  kontroliinii
saglayarak  genetik  Ozelliklerin  daha hizli
gelistirilmesini saglar. Bitki doku kiiltiirli basariyla
uygulanabilmesi i¢in gdz Oniine alinmasi gereken
bazi faktorler vardir. Her bitki tiiriiniin doku
kiiltiirtine farkli bir tepkisi s6z konusudur. Doku
kiiltiirti genellikle bitki hiicreleri, dokular1 veya
organlart  gibi belirli materyaller {izerinde
gerceklestirilir. Bu materyallerin se¢imi, basariy1
etkiler. Geng, odunlasmamis dokular in vitro
kiiltirde yasli dokulara gore daha iyi reaksiyon
gostermektedir (Hatipoglu, 2018).

Doku kiiltiiri ¢aligmalarinda  sterilizasyon
asamasi ¢ok onemlidir. Viriis, bakteri, mantar ve
maya gibi mikroorganizmalar in vitro ¢aligmalarda
bulasik olarak kabul edilir. Doku kiiltiiriinde en
onemli  kayiplar  kontaminasyon  nedeniyle
meydana gelir (Oyebanji ve ark., 2009). Kiiltiir
ortaminda kullanilan eksplantin i¢ kisimlarinda
bulunan mikroorganizmalar bazen
uzaklastirllamadigindan  yiizey  sterilizasyonu
yeterli olamamaktadir. Bagarili bir sterilizasyon
saglanmamasi sonucu mikroorganizmalar, eksplant
ile rekabet ederek ortamda c¢ogalmaya baslar.
Bunun  sonucunda  eksplantlarin  biiylimesi
azalmakta, ardindan nekroz olusmakta ve eksplant
kaybedilmektedir (Kane, 2003). Eksplantlar inhibe
edilecegi i¢in bir sonraki asamaya gegilemez ve
calisma basarisizlikla sonuglanir. Bu durum,
zaman kaybi ve ekonomik kayiplara neden olur.
Yiizey sterilizasyonunda kullanilan kimyasal
madde ve konsantrasyonu onemlidir. Kullanilan
dezenfektan ekplantin canliligina etki etmemel,
yalnizca ekplanttaki mikroorganizmalari
oldiirmelidir.

Her bitki tiiri hatta ayni tiiriin farkli gesit ve
genotipleri doku kiiltiiriinde ¢cogalmamaktadir. Bir
¢esidin ¢ogaltimi igin uygun olan protokol ayni
tiirtin baska ¢esidi i¢in uygun olmayabilir. Bunun
nedeni genetik, hiicresel, morfolojik ve fizyolojik
farkliliklardir. Bu  farkliliklar, doku kiltiiri
sirasinda gerekli olan ortam kosullarinin ve besin
maddelerinin tiiriine olan duyarhiliklar etkiler. Bu
nedenle, her genotip icin 6zel olarak optimize
edilmis doku kiiltiirii protokolleri gereklidir.

Bu calisgma Kozdere, Zengibar ve Chandler
ceviz (J. regia L.) cesitlerinin doku kiiltiirii ile
cogaltiminda, etkili bir ylizey sterilizasyonunun
gelistirilmesi ve kiiltlir baglatma merhalesinde
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stirdiiriilebilir bir protokoliin belirlenmesi amaciyla
yapilmaistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Bu arastirma, Kayist Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii’ne ait Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda
2022 yilinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada bitkisel
materyal olarak Kozdere, Zengibar ve Chandler
ceviz (J. regia) gesitlerinin aksiller tomurcuklari
kullanilmistir.  Eksplantlar, Kayis1 Arastirma
Enstitiisii’nlin Battalgazi kampiisiinde bulunan 4-5
yasindaki agaglardan alinmigtir.

Kozdere: Malatya Hekimhan ilgesinde 2010
yilinda selekte edilen ince kabuklu, i¢ randimani
yiiksek, i¢ rengi beyaz, kaliteli bir ceviz cesididir.
Ciceklenme durumu protandridir. I¢ yiizdesi % 59
ve yag oram % 66.8’dir. Iri ve i¢ randimani
yiiksektir. Malatya ekolojisinde Eyliil sonu Ekim
basinda hasat edilir. Yiiksek rakimli bolgelerde
yetistirilmesi  tavsiye edilmektedir (Anonim,
2019a).

Zengibar: Malatya Darende ilgesinde 2010
yilinda selekte edilen iri ve i¢ randimani yiiksek
kaliteli bir ceviz c¢esididir. Cigeklenme durumu
protandridir. I¢ yiizdesi % 52 ve yag orani
% 68.1°dir. Iri ve i¢ randiman yiiksektir. Malatya
ekolojisinde Eyliil ayinda hasat edilmektedir
(Anonim, 2019b).

Chandler: Diinyada ve Tiirkiye’de en popiiler
ticari ceviz ¢esididir. Meyvesi oval sekillidir.
Yiiksek i¢ verimi ve meyve agirligi ile kendine has
kokusu olan hibrit bir ceviz ¢esididir
(Coban, 2023). Geg¢ yapraklanmast Onemli
ozelliklerindendir. Yan dallarda % 80-90 oraninda
meyve verir (Ramos, 1998). Ici acik renklidir. i¢
ceviz oran1 % 90-100, i¢c ceviz agirlig1 6.5 g, ic
orani ise % 49’dur (Hendricks ve ark., 1998).
Tiirkiye’de genel olarak ekim aymin ilk haftasinda
hasat edilmektedir.

2.2. Kullanilan
sterilizasyonu

alet ve ekipmanlarin

Kullanilan kiiltiir kaplari ve sterilizasyonu:
Yiizey sterilizasyonu igin 25x150 mm kapakl
kiltlir tipleri  kullanmilmigtir. Kiltiir baglatma
ortammda Magenta® Vessel GA-7 kiiltiir kabi
(77x77x97 mm) kullamilmigtir. Kiiltiir kaplari,
otoklavda 121 °C’de, 1 atmosfer basing altinda, 20
dakika sterilize edilmistir.

Pens, bistiiri, meziir ve kdgit malzemelerin
sterilizasyonu: Pens ve bisturiler, % 96’lik etil
alkol ile temizlenerek kurumaya birakilmig, daha
sonra aliiminyum folyo ile sarilmistir. Meziiriin
agz1 aliminyum folyo ile kapatilmigtir. Steril

kabinde calisirken kullanilan kurutma kagitlar
parsomen kagidina sarilmigtir. Hazirlanan tiim
malzemeler 121 °C’de 20 dakika siire ile sterilize
edilmistir.

Yiizey sterilizasyonunda kullanilan
kimyasallarin ~ ozellikleri:  Sodyum  hipoklorit
(NaClO), yiizey sterilizasyonunda en sik kullanilan
kimyasaldir.  Ayrica, sodyum  hipokloritin
etkinligini artirmak i¢in yayici-yapistirict olarak
Tween 20 kullanilmistir. Bakir siilfat (CuSO4) hem
fungal hem de bakteriyel hastaliklara karsi
koruyucudur.  Kiiltir ~ortaminda  enfeksiyon
olugmasinit dnlemek amactyla kullanilmistir.

Besi ortanminin hazirlanmasi ve sterilizasyonu:
Aragtirmada, Murashige ve Skoog (MS, M0222
Duchefa) (Murashige ve Skoog, 1962) ile Driver
ve Kuniyuki Walnut (DKW, D0247 Duchefa)
(Driver ve Kuniyuki, 1984) besi ortamlar
kullanilmistir.  Yiizey sterilizasyonu besi ortami
hazirlamak i¢in; 4.4 g MS, 30 g sukroz, 7 g agar,
1 mg L' 6-benzilaminopiirinin (BAP), 0.03 mg L!
indol-3-biitirik asit (IBA) ve 0.5 mg L' giberellik
asit (GA3z) kullanilmigtir. Kiiltiir baslatma besi
ortami1 hazirlamak i¢in; 4.4 g besi ortami, 30 g
sukroz, 7 g agar, BAP farkli dozlarda, 0.03 mg L-!
IBA ve 0.5 mg L' GA; kullanilmistir. Besi
ortamlarinin pH’s1 0.1 N NaOH ve 0.1 N HCI
kullanilarak 5.75’e ayarlanmistir. Besi ortamlari
balon joje icerisinde ve manyetik karistiricida
karistirilarak  hazirlanmigtir.  Hazirlanan  ortam
kaynatildiktan sonra kiiltir tliplerine yaklasik 12
ml, magentalara ise 40-70 ml dagitihp, kiiltiir
kaplarinin kapaklar1 kapatilmis ve otoklavda 1
atmosfer basingta, 121 °C’de, 20 dakika sterilize
edilmistir.

2.3. Eksplantlarin alinmasi

Eksplantlarin alinacagi agaglarin geng, saghkli
ve hastalikli olmamalarma dikkat edilmistir.
Kullanilan budama makasi c¢amasir suyu ile
temizlenmigtir. Doku ve organlar yaslandik¢a
hiicre boliinmesi ve rejenerasyon kapasitesi
azaldigindan c¢alismada tek yillik stirgiinlerin
aksiller tomurcuklar1 kullanilmistir. Eksplantlar
boélinmenin hizli oldugu Mayis, Haziran ve
Temmuz aylarinda alinmigtir. Bitkilerden alinan
tek yillik siirgiinlerin yapraklari kesilerek nemli
beze sartlmis, en kisa silirede laboratuvara
getirilerek ylizey sterilizasyonuna baslanmistir.

2.4. Yiizey sterilizasyonu

Kontaminasyon gergeklesmemesi i¢in
eksplantin tizerindeki mikroorganizmalardan veya
endojen olan kontaminasyonlardan tamamen
arindirilarak steril edilmis olmasi gerekmektedir
(Babaoglu ve ark., 2002). Sterilizasyon agamasinda
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NaCIO ve CuSO4  sterilizasyona  etkisi
aragtirilmistir. Sterilizasyonu gercgeklestirecek olan
maddenin konsantrasyonu, kiiltiire alinacak olan
bitkisel materyalde toksik etki yapmamalidir. Bu
nedenle arastirmada NaCIO’nun % 20, 30 ve 40
dozlarmin eksplant {izerindeki etkisi arastirilmistir.

Laboratuvara getirilen siirgiinler akan musluk
suyu altinda 4-5 kez yikanmistir. Siirgiinlerden 1-2
cm boyunda aksiller tomurcuk igerecek sekilde
mikrogelikler kesilmis ve deterjanli su ile
yikanmistir. Bundan sonra tim asamalar steril
kabinde yapilmistir. Calismada NaCIO % 20, 30
ve 40 konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Steril
magentalara aktarilan ¢ozeltilere 3-4 damla Tween
20 ilave edilmis ve mikrogelikler eklenmistir.
Mikrogelikler 20 dakika NaClO’da ve devaminda
% 70’lik etil alkolde 1 dakika bekletilmistir. Daha
sonra mikrogelikler ii¢ kez bes dakika steril saf su
ile yitkanmis ve eksplantlarin iizerinde kalan fazla
su steril edilmis kurutma kagidi ile uzaklagtirilarak
ylizey sterilizasyonu tamamlanmistir. Bakir siilfat
uygulanacak mikrogelikler % 20, 30 ve 40
konsantrasyonlarinda hazirlanan NaClO
¢ozeltisinde 20 dakika tutulmustur. Siire bitiminde
NaClO uygulanan mikrogelikler % 3’liikk CuSO4
cozeltisinde 20 dakika bekletilmistir. Aymn
stirelerde etil alkolde bekletme ve yikama islemleri
yapilmistir.  Steril edilen mikrogelikler kiiltiir
tiplerine inokiile edildikten sonra 28 giin
beklenmis; kontaminasyon orani, kararan ve siiren
siirgilin sayis1 yiizde olarak belirlenmistir.

Kontaminasyon orani: Kontaminasyon goriilen
eksplantlar sayilmig ve toplam eksplant sayisina
oranlanarak hesaplanmistir.

Kararan siirgiin - sayisi: Kararma goriilen
eksplantlar sayillmis ve toplam eksplant sayisina
oranlanarak hesaplanmistir.

Stiren siirgiin sayisi: Siren slirgiinler sayilmis
ve toplam eksplant sayisma  oranlanarak
hesaplanmustir.

2.5. Kiiltiir baslatma

Kiiltiir baglatma asamasinda Kozdere, Zengibar
ve Chandler cesitlerinde, DKW ve MS besi
ortamlarmin ve farkli BAP konsantrasyonlarinin

(05, 1 ve 2 mg LY etkisi arastirilmigtir.
Stirdiiriilebilir protokol gelistirmek
amaglandigindan  sitokinin  tiirevleri  iginde

ulasmasi1 daha kolay ve ucuz oldugu ig¢in BAP
tercih edilmistir. Sitokinin, siirgiin gelisimini
tegvik ettiginden doku kiiltiiri ¢aligmalarinda
stirglin say1sini artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Bu asamada eksplantlarin yiizey
sterilizasyonu, arastirmada en iyi sonug¢ alinan
% 30 NaClO ve CuSO4 uygulamasi ile yapilmistir.
Steril eksplantlar besi yerlerine transfer edilerek 28

giniin sonunda siirgiin uzunlugu o&l¢iilmiis,
eksplant bast yeni siirgiin ve yaprak sayilar
sayilmistir.

Stirgiin uzamasi: Belirlenen siire sonunda siiren
siirgiinler LTF marka 0-150 mm aras1 6l¢iim
yapabilen dijital kumpas kullanilarak o6l¢iilmiistiir.

Stirgiin sayisi: Eksplanttaki siiren siirgiinler
sayilarak hesaplanmistir.

Yaprak sayisi: Siiren siirgiinlerdeki yapraklar
sayilmistir.

2.6. Kiiltiir kosullar

Fenollerin oksitlenmesinde rol alan polifenol
oksidaz enzim aktivitesi 151k tarafindan arttigindan
ekimden sonra, Kkiiltiirlerin 1 veya 2 giin tam
karanlikta bekletilmesinin kararmayr Onlemede
etkili ~ olabilecegi  bildirilmistir  (Pittet  ve
Moncousin,  1981). Bu  nedenle yiizey
sterilizasyonu ve kiiltiir baslatma asamalarinda
besi ortamlarma inokiille edilen eksplantlar
kararmay1 engellemek igin iki giin karanlikta
bekletilmis; daha sonra 16 saat aydinlik, 8 saat
karanlikta, 4000 liiks floresan lamba altinda, 25+1
°C’de, yaklasik 4 hafta boyunca kiiltiire alinmistir.

2.7. Analiz ve degerlendirme yontemleri

Verilerin analizlerinde SPSS 27 programa,
normal dagilima uygunluk testi icin Shapiro Wilks
Testi kullanilmigtir. Testlerde anlamlilik diizeyi
olan P degeri 0.05 olarak kabul -edilmistir.
Uygunluk testi sonucunda normal dagilim
gostermedigi i¢in parametrik olmayan testler ile
analizler yapilmistir (Mishra ve ark., 2019). ikiden
¢ok bagimsiz gruplu degiskenlerin karsilastirmalari
Kruskal Wallis testi ile yapilirken, Kruskal Wallis

sonrast  post-hoc  karsilagtirmalar  Bonferroni
diizeltmeli Mann  Whitney U testi ile
gerceklestirilmistir. Iki gruplu  bagimsiz

degiskenlerde karsilagtirmalarda Mann Whitney U
testi uygulanmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Yiizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu caligmasinda; Kozdere,
Zengibar ve Chandler ¢esitlerinde yiizey
sterilizasyonunda, uygun NaClO
konsantrasyonunu belirlemek ve bakir siilfatin
ylizey sterilizasyonuna etkisinin olup olmadigi
amaglanmistir. Ceviz g¢esitlerinde doku kiiltiiriinde
etkili yiizey sterilizasyon protokolii belirlenmek
icin yapilan bu deneylerin sonucu Tablo 1°de
verilmistir. En diigiikk kontaminasyon orant % 8.16
ile Kozdere ¢esidinde % 30 NaClO + CuSOs
uygulanan grupta, en yiksek ise Zengibar
cesidinde % 30 NaClO uygulamasinda % 39.47
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olarak saptanmistir. En fazla kararan siirgiin sayisi
Chandler ¢esidinde % 40 NaClO uygulamasinda
% 46.67 iken; en az kararma, Kozdere ¢esidinde
% 30 NaClO + CuSOs uygulamasinda % 22.45
olarak saptanmistir. Calismada, siiren siirgiin sayisi

en az Zengibar ¢esidinde % 20 NaClO ile sterilize
edilen uygulamada (% 22.22) belirlenirken, en
fazla Kozdere g¢esidinde % 30 NaCIO + CuSOq
uygulamasinda % 69.39 olarak belirlenmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Yiizey sterilizasyonuna NaClO ve CuSOy4 ¢ozeltilerinin etkisi
Table 1. Effect of NaClO and CuSO, solutions on surface sterilization

. Kontaminasyon Kararan siirgiin Siiren
Cesit Ortam orani (%)y say1s1 (%% stirgiin sayis1 (%)

%20 NaClO 26.19 45.24 28.57

%30 NaClO 34.29 42.86 22.86

Kozdere %40 NaClO 38.24 35.29 26.47

%20 NaClO + CuSO4 20.00 26.67 53.33

%30 NaClO + CuSO4 8.16 22.45 69.39

%40 NaClO + CuSO4 11.36 25.00 63.64

%20 NaClO 37.04 40.74 2222

%30 NaClO 39.47 3421 26.32

Zengibar %40 NaClO 33.33 40.00 26.67

%20 NaClO + CuSO4 26.92 28.85 44.23

%30 NaClO + CuSOs 15.15 33.33 51.52

%40 NaClO + CuSO4 17.39 34.78 47.83

%20 NaClO 34.48 37.93 27.59

%30 NaClO 30.77 42.31 26.92

Chandler %40 NaClO 26.67 46.67 26.67

%20 NaClO + CuSOs 27.45 35.29 37.25

%30 NaClO + CuSOs 25.00 32.14 42.86

%40 NaClO + CuSO4 21.57 37.25 41.18

Cesitlerde degiskenlerin karsilastirilmasi Tablo
2’de verilmistir. Kontaminasyon, kararan ve siiren
siirglin sayist Olclimlerinde ¢esitler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamaistir
(p>0.05) (Tablo 2). Sterilizasyonun bitiminde
eksplantlar ii¢ kez bes dakika steril saf su ile
yikanarak durulama yapilmistir. Bu, NaClO ve
CuSO04 zararimi azaltmak i¢in olduk¢a Snemlidir.
Ayrica eksplantlarm iizerinde kalan fazla su steril
edilmis, kurutma kagidi ile uzaklastirilarak dis
kaynakli kontaminasyon ihtimali engellenmeye
calistlmistir.  Eksplantlarda  yaklasik  olarak
6. giinde kontaminasyonlar gozlenmeye baglamig
olup, gozlemler 28. giinde sonlanmistir. Cevizin
ylizey sterilizasyonunda dezenfektan olarak
genellikle NaClO (Revilla ve ark., 1989; Fidanci,

Tablo 2. Cesitlerde degiskenlerin karsilastirilmasi
Table 2. Comparison of variables in cultivars

2005; Kepenek ve Kolagast, 2016; Yildirim, 2018;
Dirlik ve ark., 2022) kullanilirken, mevcut
calismada ilk kez CuSOs kullanilmistir. Birgok
odunsu bitkide oldugu gibi cevizin doku
kiiltiiriinde ¢ogaltiminda karsilagilan en biiyiik
sorun kararmalardir. Kararma, eksplantin kesildigi
ylizeyden aciga cikan fenollerin oksidasyonu ile
meydana gelmektedir. Kararmay1 engellemek igin
ortama polivinil pirolidon, sitrik asit, askorbik asit,
aktif komiir, tiyoiire, L-sistein, glutamin, aspargin,
argenin gibi antioksidant maddeler eklenebilir
veya sik sik alt kiiltiire alinabilir (Rout ve ark.,
1999). Ugur (2020), DO1 anacinin (Prunus
domestica) in vitro sterilizasyon protokoliinii
belirlemeye calismistir.  Arastirmada, anacin
aksiller tomurcuklarina dort farkli sterilizasyon

Degiskenler Gruplar Ortalamatss  Medyan (Min-Max)  Kruskal Wallis P degeri
Kozdere 23.04+12.12 23.10(8.16-38.24)
Kontaminasyon orani (%) Zengibar 28.22+10.20  30.13(15.15-39.47) 0.924 0.630
Chandler 27.66+4.50 27.06(21.57-34.48)
Kozdere 32.9249.67 30.98(22.45-45.24)
Kararan siirgiin sayist (%) Zengibar 35.32+4.44 34.50(28.85-40.74) 1.636 0.441
Chandler 38.60+5.17 37.59(32.14-46.67)
Kozdere 44.04+20.54  40.95(22.86-69.39)
Siiren siirgiin say1st (%) Zengibar 36.46+12.79  35.45(22.22-51.52) 0.723 0.697
Chandler 33.74+£7.55 32.42(26.67-42.86)
ss: Standart sapma, Min: Minimum, Max: Maksimum
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ajaninin (civa kloriir, sodyum hipoklorit, hidrojen
peroksit, ve glimiis nitrat) ¢esitli konsantrasyonlari
ve farkli uygulama siireleri denenmistir. Bu
caligma sonucunda, NaClO uygulamalarinda diger
dezenfektanlara gore en yliksek aseptik eksplant ve
en diisiik eksplant gozlendigi; ayrica, toksik bir

etkiye sahip olan civa kloriirlin  yiizey
sterilizasyonunda olumsuz sonuglar verdigini
bildirilmistir. ~ Yapilan bir g¢aligmada, MS

ortaminda kiiltiire alman 152 ceviz genotipinin
baslangig kiiltiirtinde minimum eksplant
kararmasinin % 78.22, sag kalimin ise en fazla
% 23.45 oldugu rapor edilmistir (Lone, 2017).
Kaman 1 ceviz ¢esidinin, MS ortaminin igerdigi
bitki diizenleyici oranina bagli olarak kararma
oraninin % 93.33 (0.5 mg L! BAP + 1 mg L
IBA) ile % 33.3 (0.5 mg L' BAP + 0.5 mg L'
IBA) arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir
(Sirin, 2014). Meier-Dinkel ve Wenzlitschke
(2015) baslangic asamasinda kontaminasyon ve
eksplantlarin  kahverengilesmesini ciddi sorunlar
olarak belirlemislerdir. Ayrica, eksplantlarin sag
kalim orant ¢ok diisik bulunmustur. Yapilan
arastirmada kararan siirgiin sayist kontamine
eksplanttan daha fazla olmustur. Literatiirdeki
arastirmalardan farkli olarak ylzey
sterilizasyonunda CuSO4 ve % 30 NaClO
uygulamasinda enfeksiyon ve kararma oranlari en
az olup yliksek oranda eksplant stirmiistiir.

3.2. Kiiltiir baslatma

Bitki doku kiiltiirii basar1 oranlar1 bitki
tirlerine, kiiltiir kosullarna ve  kullanilan
protokollere bagli olarak degisebilir. Kozdere,
Zengibar ve Chandler gesitlerinin
mikrogogaltiminda kiiltiir baglatma asamasinda,
MS ve DKW besi ortamlarinin; ayrica 0.5, 1 ve 2
mg L' BAP konsantrasyonlarinin  etkisi
aragtirillmistir. Cesitlerin, MS ve DKW ortami ile
farkli BAP konsantrasyonunun siirgiin uzamasi,
eksplant bas1 yeni siirgiin sayist ve yaprak sayisi
sonuglart Tablo 3’te verilmigtir. Slirgiin uzamasi
en yiiksek 4.85 cm olarak DKW ortaminda 2 mg
L' BAP uygulamasmnda Kozdere ¢esidinde; en
diisiik ise 1.68 cm ile MS ortaminda 0.5 mg L'
BAP  uygulamasinda  Chandler  ¢esidinde
Olclilmiistiir. Eksplant bas1 yeni siirgiin sayisi en az
1.33 adet olarak MS ortami1 0.5 mg L' BAP
uygulamasinda Chandler ¢esidinde, en fazla 3.27
adet ile DKW ortamu 2 mg L' BAP
uygulamasinda Kozdere c¢esidinde bulunmustur.
En fazla eksplant bas1 yaprak sayis1 4.2 adet ile
DKW ortaminda 2 mg L' BAP konsantrasyonu ile
Kozdere ¢esidinde, en az ise 1.73 adet ile MS
ortam1 0.5 mg L' BAP uygulamasinda aym cesitte
saptanmustir (Tablo 3). Bitki doku kiiltiirlerinde en
yaygin olarak kullanilan besi ortami1 Murashige ve

Skoog (1962) tarafindan gelistirilen MS besin
ortamidir. Bu besin ortami bitki rejenerasyonunu
baglatmak icin yeterli besinleri icermektedir.
Driver ve Kuniyuki (1984) tarafindan olusturulan
DKW besi ortami, baslangigta ceviz bitkisinde
siirgiin  ¢ogaltimi  ve kallus gelisimi igin
kullanilmistir. DKW ortami, MS besi ortamina
kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda kalsiyum
elementine sahiptir (Rudiyanto ve ark., 2021).
Kozdere ve Chandler gesitlerinde DKW ortaminda
slirgiin uzamasi, siirglin sayisi ve yaprak sayisi
6lglimlerinde MS ortamina gdre en iyi sonuglari
vermig ve istatiksel olarak fark bulunmustur
(p<0.05). Zengibar cesidinde ise DKW ortaminda
siirglin uzamasit ve yaprak sayist Olgiimleri MS
ortamina gore, siirglin sayisinda dl¢limlerinde ise
MS ortami 0.5 mg L' BAP uygulamasi ile DKW
ortaimi 2 mg L' BAP uygulamas: arasinda
istatiksel olarak fark vardir (p<0.05) (Tablo 3).

Cesitler arasinda degiskenlerin
kargilagtirilmasina  ait sonuglar Tablo 4’te
verilmistir. Kozdere c¢esidinde 2.77 cm ile en
yiiksek siirgiin uzamasi tespit edilmis; Zengibar ile
Chandler ¢esitlerine gore istatistiksel olarak
anlamh farklihik bulunmustur (p<0.05). Eksplant
bagt yeni siirglin sayist ve yaprak sayisi
Ol¢iimlerinde c¢esitler arasinda istatistiksel olarak
anlamhi  farklibk  saptanmamistir ~ (p>0.05).
Diinyada 1980°1i yillardan itibaren cevizin doku
kiiltiiriinde c¢ogaltimi ile ilgili bir¢cok bilimsel
calisma yaymnlanmistir. Ancak gesit veya genotipe
O6zgii dogru  bir ¢ogalum  protokoliiniin
olusturulmasiyla ilgili yeterli bilgi hala yoktur
(Julian ve ark., 2020). Dirlik ve ark. (2022),
paradox ceviz anacina ait nodlar1 kullanarak birim
eksplant bagina diisen en yiiksek silirgiin sayisini
1.05 siirgiin/eksplant olarak 4 mg L' BAP igeren
DKW ortaminda belirlemistir. Sirin (2014) Kaman
1 ¢esidinin MS ortamina eklenen 0.5 mg L' BAP
ve 0.5 mg L' IBA konsantrasyonlar1 ile en gok
siirgiin olusumu saglayan ortam oldugu; eksplant
bas1 yaprak sayisinin 3.00 ile 5.33 adet arasinda
degistigini saptamistir. Revilla ve ark. (1989)
cevizin mikrogogaltiminda en iyi bilylimenin, 1 mg
L' BAP ve 0.1 mg L' IBA igeren ortaminda
saptandigini  bildirmistir. Navatel ve Bourrain

(2001), cevizde genotipler arasinda siirgiin
uzunlugu ve siirgiin olusum oran1 agisindan 6nemli
farkliliklar ~ oldugunu  bildirmislerdir.  Ceviz
yetistiriciliginin  gelistigi  iilkelerde  cevizin
mikrogogalttim1  konusunda  bir¢ok  calisma
yapilarak Onemli bilgi birikimi ve deneyim

edinilmigtir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda kiiltiir
ortamma  eklenecek uygun bitki  gelisme
diizenleyici ve konsantrasyonu tizerine
yogunlagmistir (Penuela ve ark., 1988; Revilla ve
ark., 1989; Rodriguez ve ark., 1991).
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Tablo 4. Cesitlerde degiskenlerin karsilastirilmasi
Table 4. Comparison of variables in cultivars

Degiskenler Gruplar Ortalamazss” Medyan (Min-Max)  Kruskal Wallis P degeri
Kozdere 2.77+1.23% 2.45(1.80-5.10)

Siirgiin uzamasi (cm) Zengibar 2.1240.56° 2.05(1.50-3.00) 18.524 0.001
Chandler 2.30+1.18° 1.85(1.40-4.60)
Kozdere 1.67+1.21 1.00(1.00-4.00)

Siirgiin say1s1 (adet eksplant!) Zengibar 1.67£1.21 1.00(1.00-4.00) 5.217 0.074
Chandler 1.83+1.33 1.00(1.00-4.00)
Kozdere 2.00£1.67 1.00(1.00-5.00)

Yaprak sayisi (adet eksplant!) Zengibar 2.334+0.52 2.00(2.00-3.00) 2.987 0.225
Chandler 2.66+0.94 3.00(1.00-4.00)

*: Ayni grupta ayni harfle gosterilen grup ici farklilik istatistiki agidan 6nemli degildir, ss: Standart sapma, Min: Minimum, Max: Maksimum

4. Sonuclar

Sterilizasyon asamasina CuSO4 dahil edilmesi
sonucunda enfeksiyon oraninda sayisal olarak
azalma gozlemlenmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in
% 30 NaClO uygulamasi ile CuSOs’iin birlikte
kullanilmast sayisal olarak en basarili sonucu
vermistir. Ancak ceviz gesitleri arasinda
kontaminasyon orani, kararan ve siiren siirgiin
sayilarinda farkliliklar gézlemlenmemistir. Ceviz
gesitleri icin besi ortami ve BAP’mn dogru
kombinasyonunun optimize edilmesi, verimli bir
rejenerasyon protokolii olusturmak igin kritik
oneme sahiptir. Kozdere ¢esidi en fazla siirgiin
uzamasl ve sayisi, en az kontaminasyon orani ve
kararan siirglin sayist ile 6n plana ¢ikmistir. Ceviz
cesitlerinin ¢ogaltilmasinda DKW ortaminin MS
ortamina gore daha basarili sonuglari oldugu
goriilmistir. DKW ortamimnin kullanilmast ceviz
gesitlerinin - mikrogogaltimimmda daha basarili
sonuglarin alinmasina yardimci olabilir. Doku
kiltiiri ile cogalimda  bitki  biiyiime
diizenleyicilerin ~ etkisinin ~ dnemli  oldugu
anlagilmigtir. DKW besi ortam1 2 mg L' BAP
konsantrasyonunda Kozdere c¢esidinin siirgiin
uzunlugu, eksplant basi siirgiin ve yaprak sayist
degerlerinin en iyi oldugu bulunmustur. Arastirma
bulgularina gore, Kozdere c¢esidi, Zengibar ve
Chandler gesidine gore doku kiiltiiriinde gogaltim
icin daha uygun bulunmustur. Bu c¢alisma,
Kozdere  ¢esidinin  siirgin  proliferasyonu,
koklendirme ve aklimatizasyon protokollerinin
gelistirilmesine bagli olarak ilerleyen g¢alismalara
referans olacaktir. Kozdere, Zengibar ve Chandler
cesitlerinin  mikrogogaltiminda bundan sonra
yapilacak caligmalara yon verebilecek sonuclar
alimustir.

Etik Beyam

Yazar, bu arastirma icin etik onay gerekmedigini
beyan eder.

Finansman

Bu arastirma, hi¢bir dig finansman almamustir.

Cikar Catismas1 Beyam

Yazar tarafindan herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi
beyan edilmemistir.
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