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OZET

ASMA AGLAMA SUYUNDA AFRIKA MENEKSESI (Saintpaulia
ionantha Wendl.)’ NIN MIKROCOGALTIMI

BATUK, Mihriban
Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani I: DQ(;. Df' Nurhan KESKIN
Tez Danigmani II: Dr. Ogr. Uyesi Solmaz NAJAFI
Subat 2020, 35 sayfa

Afrika meneksesi (Saintpaulia ionantha Wendl.), doku kiiltirii ile gogaltimin
ticari olarak en ¢ok uygulandigi bitkilerden biri olmasina karsin, iilkemizde klasik
olarak yaprak gelikleri ile cogaltimi daha fazla uygulanmaktadir. Oysa Ki on bin saksilik
Afrika meneksesi yetistiriciliginde geleneksel yontemlerde yaprak celigi alimi igin 667
anag bitkiye gereksinim duyulurken, doku kiiltiirlinde ayni miktar iiretim i¢in ili¢ adet
anag bitki yeterli olmaktadir. Bu ¢alismada daha ekonomik sartlarda doku kiiltiirii ile
cogaltim yapmak amaciyla, asma aglama suyunda (AS) Afrika meneksesi’nin
mikrogogaltim olanaklar1 aragtirilmistir. Bu amagla % 100 AS (aglama suyu), % 100
MS (Murashige ve Skoog 1962) ve iki ortamin karisimindan (% 50 AS + % 50 MS)
olusan 3 farkli besin ortaminda, 3 farkli eksplant (yaprak, gévde ve bogum) Kkiiltiire
alinip, rejenere olmus bitkilerde, siirglin sayisi, siirglin uzunlugu ve siirgiin olusumu
yiizdesi Ol¢lilmiistiir. Calisma sonucunda ekonomik bakimdan en iyi besin ortami % 50
AS + % 50 MS ve en iyi eksplant kaynagi olarak yaprak segilmis, farkli oranlarda BAP
ve NAA iceren % 50 AS+% 50 MS yeni besin ortaminda rejenerasyona alinmistir. En
fazla siirglin sayis1 ve uzunlugu ile siirgiin olusumu yiizdesi 0.5 mg/l BAP ve 0.7 mg/1
NAA igeren % 50 AS+% 50 MS besin ortaminda elde edilmistir. Elde edilen
sirgiinlerde en yiiksek kdklenme, 0.5 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IBA igeren % 50 AS+% 50

MS besin ortaminda gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Afrika meneksesi, Asma aglama suyu, Biiyiimeyi

diizenleyici madde, Mikrogogaltim.






ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF AFRICAN VIOLET (Saintpaulia ionantha Wendl.)
IN GRAPEVINE BLEEDING CULTURE MEDIA

BATUK, Mihriban
M. Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor I: Assoc. Prof. Dr. Nurhan KESKIN
Supervisorll: Assist. Prof. Dr. Solmaz NAJAFI
February 2020, 35 pages

African violet (Saintpaulia ionantha Wendl.) is one of the plants which its
micropropagation by tissue culture method has been done in commercial scale, but
unfortunately in our country its micropropagation is being carried out using classical
methods such as leaf cuttings. For production of one thousands African violet cuttings
by classical method, 667 full-grown plants are needed, while by using tissue culture
technique, only 3 full-grown plants will be necessary. This study was designed using
GB (Grapevine Bleeding) for economical purposes of tissue culture technique in
micropropagation of African violet. In this study the GB used as growing medium in
vitro. Three different growing media including 100 % MS, 100 % GB and 50 %
MS+50 % GB as well as three kinds of explants (leaf, stem, node) used for
regeneration. Several parameters such as shoot numbers per explant, shoot length (cm)
and shoot regeneration percentage were measured in each regenerated plant. Results
showed that the best economic growing medium was 50 % MS+50 % GB with leaf as
explant. The selected explant was cultured in selected suitable medium with different
amounts of growth regulators including BAP and NAA. The highest numbers of shoot,
shoot length and shoot regeneration percentage were observed in 0.5 mg/L BAP+0.7
mg/L NAA. In other study the different amounts of other growth regulators including
BAP and IBA used for root generation and results showed that the highest number of
roots, root length and rooting percentage were obtained in 0.5 mg/L BAP+0.5 mg/L
IBA.

Keywords: African violet, Grapevine bleeding, Growth regulator,

Micropropagation.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

°C
%
g
mg
pm
mi

ppm

Kisaltmalar

AS
ARGE
B5
BAP
BDM
I1AA
MS
NAA
SH
TDZ
WH
WPM

Aciklama

Santigrad Derece
Yiizde

Gram

Miligram
Mikromolar
Mililitre
Milyonda bir

Aciklama

Aglama suyu
Aragtirma Gelistirme

Gamborg

6-Benzylaminopurine

Biiyiimeyi diizenleyici maddeler
Indole-3-acetic acid

Murashige ve Skoog

1- Naphthaleneacetic acid)
Shenk and Hildebrandt
N-phenyl- N * -1, 2, 3-thidiazol-5-ylurea
White

Woody Plant Medium
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1. GIRIS

Afrika meneksesi (Saintpaulia ionantha Wendl.), ilk olarak 19. yy’in baslarinda
Baron Walter Von Saint Paul tarafindan kesfedilmis olup kendi ismini vermistir. 60’11
yillarda ise Saintpaulia bitkisini ¢ogaltip ticarilestiren Herman Holtkmap tarafindan
Afrika meneksesi ismini almistir (Kolehmainen, 2008). Afrika meneksesinin (Sekil 1)

bitkiler alemindeki yeri asagidaki gibidir:

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Zingiberales
Familya: Gesneriaceae
Cins: Saintpaulia

Tiir: Saintpaulia ionantha Wendl.

Sekil 1.1. Afrika meneksesi (Saintpaulia ionantha Wendl.).

Afrika menekseleri dogada deniz seviyesinden 1.400 metre yiikseklikte bulunan
ormanlarda, gélge ve nemli kosullar altinda gelismektedir. Ormanlarin yer yiizeylerinde,
agaclarin govdesinde ve taslarin lizerinde sarili sekilde bulunan bu bitkilerin, ¢ogaltimi
tohumla veya vejatatif olarak gerceklestirilebilmektedir (Kolehmainen, 2008).

Saintpaulia ionantha, Gesneriaceae ailesinin 20 tiire sahip Saintpaulia cinsinin en



onemli tiiriidiir. Bu tiir; ¢icek rengi, yaprak sekli, vejetatif yapisi, ¢igeklenme zamani ve
ciceklenme siiresi bakimindan farkli birgok ¢eside sahiptir (Jain, 1997; Paek ve Hahn,
1999; Al-Hussein ve ark., 2006; Kolehmainen, 2008; Giirel ve Cakin, 2013).

Afrika meneksesi, ticari ve amator olmak {izere genis capl lretilen bir saksi
bitkisidir. Diinya c¢apinda 20.000 c¢eside yakin Afrika meneksesi klasik 1slah
yontemleriyle, esas olarak da melezleme olmak iizere, mutasyon ve seleksiyon ile
iiretilmistir ve her yil birkag yiiz yeni gesit ortaya ¢ikmaktadir. Winkelmann ve Forget
1993°de, Afrika meneksesinin bazi onemli siis bitkileri 6zelliklerine dikkat ¢ekmistir.
Bu 6nemli 6zelliklerden biri de ciceklerinde gergek kirmizi ve sari rengin olmayisidir.
Bilindigi kadariyla bu renkler, Afrika meneksesinin germplazminda heniiz
bulunmamaktadir (Mercuri ve ark., 2000).

S. ionantha tiirii gicek, yaprak, renk ve sekilleri agisindan farkli birgok kiiltiir
cesidini barindirmaktadir. Gorsel ¢ekiciligi, i¢ mekanlar gibi golgeli alanlardaki
dayaniklilig1, yapay 1sik altindaki ¢icek verme yetisi ve tiim bir yi1l boyunca vejetatif
olarak cogaltilabilmesi gibi karakteristik 6zellikleri Afrika meneksesini popiiler bir i¢
mekan siis bitkisi yapmaktadir (Sunpui ve Kanchanapoom, 2002).

Global ¢igek endistrisinde, c¢igeklerin boyutu ve kokusu gibi o&zellikleri
tiketicinin se¢imini etkilemektedir. Siis bitkileri pazarinda ¢igek rengi; tiiketicinin
secimini en ¢ok belirleyen 6zelliklerden biridir. Bu sebeple istenen renklere sahip, yeni
cesitlerin gelistirilmesi siis bitkileri endiistrisinin gelecegi acisindan biiyiik bir deger
tasimaktadir. Ayrica, soguga tolerans, hastalik ve zararlilara dayaniklilik gibi 6nemli
Ozelliklerin de gelistirilmesine hala gereksinim duyulmaktadir (Seneviratne ve
Wijesindara, 2007; Giirel ve Cakin, 2013).

Afrika menekselerinin dogada bulunduklar1 yerler ekvatora yakin bolgeler
olduklarindan tropik bitki olarak siniflandirilmistir.  Genellikle 20-25°C’de
koklendirilerek topraga dikilirler. Aksi takdirde diislik sicakliklar Afrika meneksesinin
gelismesini engellemekle beraber, ¢igek agma siiresini de geciktirmektedir. Sicaklik
diistiikce bitkinin ¢esitli fungal ve bakteriyel hastaliklara kars1 olan direnci diismektedir.
Bu yiizden Afrika meneksesindeki gece ve gilindiiz sicakliklar olduk¢a 6nemlidir. Gece
sicakligl, giindiiz sicakligindan en fazla 1-2 derece diisiik olmalidir (Kolehmainen,
2008).



Saintpaulia ionantha’nin dogal ortamindaki yagis orani ¢ok yiiksektir, bu
yiizden nem % 60-70 civarlarindadir. Havadaki nem miktarinin azalmasi durumunda,
Afrika meneksesinin yapraklarindan su kayb1 meydana gelerek bitki gelisimini olumsuz
etkilemektedir. Havadaki fazla miktarda nem ise yapraklarin ¢iirlimesine neden olurken,
topraktaki fazla nem koklerin ¢iiriimesine yol agmaktadir (Kolehmainen, 2008).

Klasik 1slah yontemleriyle daha ucuz ve kisa zamanda yeni genotiplerin
gelistirilmesi mumkiindiir (Seneviratne ve Wijesindara, 2007). Bununla birlikte S.
ionantha tiiriinde; intraspesifik (tiir i¢i) hibridizasyon ile yeni genotiplerin elde edilmesi
miimkiin olurken, interspesifik (tiirler arasi) ve intergenerik (cinsler arasi)
hibridizasyonda hentiiz tam bagar1 saglanamamistir (Hoshino ve ark., 1995).

Afrika meneksesinin ¢ogaltimi, yapraklariin kullanildigi vejetatif teknikle
gerceklestirilebilmektedir (Hoshino ve ark., 1995). Ayrica Afrika meneksesi, yiiksek
rejenerasyon kabiliyeti ve kapasitesi sayesinde in vitro rejenerasyon ¢aligmalari igin iyi
bir model sistem olusturmaktadir. Yaprak ve tohumdan g¢ogaltim harig, vejetatif ve
cicek kisimlar1 kullanilarak, direkt ya da indirekt somatik organogenez ve embriyogenez
rejenerasyonu ile mikrogogaltimi, doku kiiltiirii teknikleri agisindan oldukca dnemlidir
(Lo, 1997; Daud ve Taha, 2008; Giirel ve Cakin, 2013).

Biyoteknolojik yontemlerin bir¢ok tiiriin geleneksel 1slah yontemiyle {iretim
programlarin1 tamamlamada giiglii araglar olduklari bilinmektedir (Mercuri ve ark.,
2000). In vitro yontemlerle daha biiyiik 6lgeklerde iretim yapilabilmekte ve ticari
oneme sahip cesitler olusturulabilmektedir (Mithila ve ark., 2003). Giiniimiizde,
mikrocogaltim teknikleriyle ¢ok sayida ve istenilen tiiriin 6zelliklerini tagiyan bitkilerin
tretimi kisa bir siire i¢inde gergeklestirilmektedir. Afrika meneksesinin in vitro
kiiltiirleri, farkli eksplant kaynaklar (yaprak, ¢igek tomurcugu, alt epidermis, anter ve
protoplast) kullanilarak olusturulabilmektedir (Sunpui ve Kanchanapoom, 2002; Khan
ve ark., 2007). Diger bitki tiirleri gibi Afrika meneksesinin kiiltiirinde de besin
ortamindaki kimyasal kompozisyon, siirgiin verimini etkileyen en biiyiik etkendir (Daud
ve Taha, 2008).

Genetik mithendisligi teknikleri ile mevcut gen havuzundan ticari degere sahip
yeni g¢esit gelistirmek pahalidir (Hoshino ve ark.,, 1995). Ancak bitki
biyoteknolojisindeki son gelismeler, Afrika meneksesi genotiplerinin yeni tekniklerle

gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir.



Dogada bulunan bitkilerin siis bitkisi olarak kullanim1 amaciyla kiiltlire alinarak
yetistirilmesi ¢ok eski tarihlere kadar uzanmaktadir. Ancak siis bitkilerinin énemli bir
sektor haline gelmesi 20. yiizyilin baslarinda gerceklesen bir siiregtir. Bu siire¢ gelismis
iilkelerin biiyiik sehirlerinde (New York (ABD), Londra (Ingiltere), Berlin (Almanya),
Paris (Fransa), Amsterdam (Hollanda), Tokyo (Japonya)) ticari olarak siis bitkisi
yetistiriciliginin baglamasiyla ivme kazanmis ve oncelikli olarak kesme ¢icek ve i¢ ve
dis mekan siis bitkilerinin yetistiriciliginin yapilmasiyla da siis bitkileri sektorii ¢ok hizli
gelismistir. Siis bitkileri konusundaki ARGE caligmalar1 artarak sektoriin gelismesine

biiyiik katkida bulunulmustur (Hekimoglu ve Altindeger, 2012).

I¢ ve dis mekanda kullanilan siis bitkileri, genel olarak generatif {iretim (tohum,
eseyli iiretim) ve vejetatif tiretim (gelik, eseysiz iiretim) olmak iizere iki ydntemle
tiretilmektedir. Generatif iiretimde; hem tohumla (begonya, petunya, ates, ipek, ladin,
goknar, erguvan, ak¢aagac) hem de sporlarla iliretim (ask merdiveni, adiantum gibi eg
relti olarak bilinen ¢igeksiz bitkiler) yapilirken, vejetatif iiretimde; ¢elik (difenbahya,
kroton, giil, leylak, mor salkim, ladin, goknar), stolon uclar1 (ask merdiveni, kurdela
cigegi), daldirma (zakkum, altinganak, kaucuk, difenbahya, kardeskani, leylak), ayirma
(zambak, singonyum, beyaz yelken, flamingo gagasi), as1 (giil, kamelya, kaktiis), toprak
alt1 organlar1 (siklamen, lale, stimbiil gibi soganli ve yumrulu bitkiler) ve son yillarda
onemi gittikge artan doku kiiltiirii (hemen hemen c¢ogu bitkilerde uygulanabilir)
yontemleri kullanilmaktadir (Geneyikli, 2009). Afrika meneksesi ise ticari olarak
yaprak celikleri ile ¢ogaltilmaktadir. Tohumla ¢ogaltim yalniz g¢esit gelistirme igin
faydalanilacak bir yontemdir. Celikle ¢ogaltimda anag bitkilerin bakimi, serada onlar
icin yer ayrilmasi ve ¢elikle hastaliklarin yayginlagsmasi gibi problemler in vitro
cogaltimi devreye sokmustur (Ozzambak, 2015).

Afrika meneksesinde yaprak, yaprak sapi, ¢igek kisimlari explant kaynagi olarak
kullanilir. In vitro’da siirgiin olusumunun dogrudan (tek hiicresel kaynakli) veya
kallustan indirekt olarak meydana gelmesi, yeni olusan bireylerde varyasyon goriilmesi
veya varolan kimeral yapinin devami agisindan 6nemlidir (George, 1996).

Afrika meneksesi doku kiiltiirii ile ¢gogaltmanin ticari olarak en ¢ok uygulandigi
bitkilerden biri olmasina karsin, lilkemizde klasik olarak yaprak celikleri ile ¢ogaltim

daha fazla uygulanmaktadir. Oysaki on bin saksilik Afrika meneksesi yetistiriciliginde



geleneksel yontemlerde yaprak c¢eligi alimi i¢in 667 anag¢ bitkiye gereksinim
duyulurken, doku kiiltiinde ayn1 miktar iiretim icin ii¢ adet anag bitki yeterli olmaktadir.
Yine de yetistiriciler yaprak celigi fidelerini tercih etme nedenlerini ekonomik olmasi
yaninda fidelerin daha hizli biiyiimesi ve daha erken ¢icege gelmesi olarak
aciklamaktadirlar (Ozzambak, 2015).

Afrika meneksesinin (Saintpaulia ionantha Wendl.) hem ¢igeklerinde, hem
yapraklarinda bir¢ok renk ve sekil cesitliligi mevcuttur. Afrika meneksesi sahip oldugu
bu ¢esitlilik sayesinde ekonomik agidan énemli bir siis bitki haline gelmistir. Vejetatif
olarak geleneksel yontemlerle cogaltimi yapilan Afrika meneksesinde yeni bitki iiretimi
sinirlt ve uzun iiretim siirecleri gerektirmektedir (Ghorbanzade ve Ahmadabadi, 2014).

Afrika meneksesinde hizli ve yiiksek sayida {iretim siis bitkiSi sektoriine
ekonomik anlamda biiyilk bir fayda saglayabilir. Bu da bitki doku kiiltiirii
tekniklerinden yararlanmay1 gerektirmektedir. Ancak doku kiiltlirii ¢aligmalarinda en
cok tercih edilen temel besin ortam1 MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami olup ticari
olarak ytiksek fiyatlardan satisa sunulmaktadir.

Asmalarin yara ylizeylerinde olusan su sizmalar1 aglama (kanama; yasarma)
olarak tanimlanmaktadir. Asmalarda aglama ilkbaharda topragin belli bir sicakliga
eristigi donemde, heniiz yeni koklerin olusmadiglr ancak pasif absorpsiyonla toprak
soliisyonundan osmotik basingla suyun alinmaya baglamasi sonucu olusmaktadir.
Kokler tarafindan alinan su, kokiin korteks bdlgesinden vakuolsel yolla merkezi
silindirdeki ksilem iletim demetlerine ulasmakta, ksilem demetlerinin canli hiicreleri
boyunca kuvvetli bir negatif basing olusumu ile alinan bu su, hizla yukaridaki organlara
iletilmektedir. Negatif basing, ksilem iletim demetlerinin canli hiicrelerinde plazmoliz
nedeniyle hiicre vakuollerinin iyice genislemesi ve iletim demetleri arasinda kilcal
borularin belirginlesip olusmasindan kaynaklanmaktadir. Iste bu dénemde, asmanimn
herhangi bir yerinde kesim yapilacak olursa, kesit yerlerinden disariya sivi halde bir su
sizdig1 goriilmektedir. Genelde bu olaya daha cok ilkbaharda ge¢ budanan asmalarda
rastlanmaktadir (Agaoglu, 2002).

Aglama ile asmanin kaybettigi sivi miktar1 bircok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Normal budama zamaninin disinda kesilmis her bir asmadan 5-7 galon
(19-26 litre) kadar bir aglama suyunun oldugu saptanmistir (Winkler ve ark., 1974). Bir

bagka arasgtirmada bu miktarin 0.5-5.5 litre/omca oldugu; bu degerin anag¢ ve omcanin



e

yast ile degistigi bildirilmektedir (Galet, 1970). Geng bitkilerdeki aglama suyu miktar
yash bitkilerden daha fazla olmaktadir. Bunun nedeni, koklerden alinan suyun bitki
blinyesinde ¢ok dolasmadan kisa yoldan kesit yerine ulasmasidir. Cok genel olarak bir
omcadan giinde bir litre sivi aktigi kabul edilmekte; ancak, yiiksek sicakliklarda ve
sicak-1liman bdlgelerde bu miktar 1.5 l/giin’e ¢ikabilmektedir. Currle ve ark. (1983),
omcadan omcaya giinliikk degisimin 50-500 ml/omca arasinda oldukga farkli degerler de
gosterdigini bildirmektedir. Oraman (1972)’ye gore, bir asmanin budanan dallarinin
birinde 24 saat i¢inde 10-950 ml su akmis ve biitiin aglama siiresinde her bir dal 0.150-
15.4 litre ve biitiin omca 0.276-20.15 litre su kaybetmistir. Schwickerath (1974), tiim
aglama siirecindeki toplam aglama suyu miktarni 150-4150 ml arasinda tespit ederken,
Vollmer (1979) bu degerlerin 3800-9200 ml arasinda oldugunu saptamustir.

Asma aglama suyunun bilesimi incelendiginde, igeriginde karbonhidratlar,
amino asitler, N iceren maddeler, mineral maddeler ve bitki hormonlar1 bulundugu
goriilmektedir (Agaoglu, 2002). Asmalarin aglama sularinin bitki biiylimeyi diizenleyici
maddelerden sitokinin ve gibberellin i¢erdikleri bildirilmektedir (Nitsch ve Nitsch 1967,
Skene 1967). Aglama suyu bilesiminde aminoasitler de dnemli miktarda bulunmaktadir.
Ancak bunlarin miktarlart ¢eside, toprak yapisina ve diger faktorlere bagli olarak
degisebildigi gibi gilinlin  degisik zamanlarindaki  Orneklerde de  farklilik
gosterebilmektedir (Agaoglu, 2002). Aglama suyunda ayrica yedi farkli organik asit,
degisik mineral maddeler ve farkli yapida sekerler de saptanmistir (Agaoglu, 2002).

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda ekonomi saglamak amaciyla yapilan bu tez
calismasinda Afrika meneksesi (Saintpaulia ioanantha)’nin oldukga zengin bir icerige
sahip olan asma aglama suyunda mikrogogaltim olanaklari MS temel besin ortamina

kars1 ve MS ortamina ilave edilerek arastirilmistir.



2. KAYNAK BILDIRIiSLERI

2.1. Afrika Meneksesi (Saintpaulia ionantha Wendl.)’nde Doku Kiiltiirii

Cahismalan

Afrika meneksesi (Saintpaulia ionantha Wendl.)’nde mikrogogaltim, hizli bitki
tiretimi ve genetik ¢esitlilik bakimindan degerlidir. In vitro kosullarda basarili bir bitki
cogaltimi; eksplant tipi, donor bitkinin fizyolojik durumu, besin ortamindaki biiyiimeyi
diizenleyici madeler (BDM) ve kiiltliir kosullar1 gibi cesitli faktorlere bagli olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. Afrika meneksesinin  mikrogogaltiminda yiiksek
oranlarda ve dilisik maliyetli iiretim i¢in gelistirilen protokollerin ticari alanda
uygulanabilir olmasi oldukga 6nemlidir (Shukla ve ark., 2013).

Afrika meneksesi, yiiksek rejeneratif kapasiteye sahip bir bitkidir. Bu nedenle in
Vitro rejenerasyon arastirmalari igin iyi bir model sistem olusturmaktadir. Yaprak
celikleriyle ve tohumlarla gergeklestirilen ¢ogaltimin haricinde, doku kiiltiirii teknikleri
icin vejetatif (yaprak segmentleri ve petiyolleri) ve generatif organlar1 (sepal, petal ve
ovaryum) direkt ve indirekt somatik embriyogenez ve embriyogenez rejenerasyon
teknikleriyle mikrogogaltim agisindan biiyiik 6nem tasirlar (Cakin, 2015).

Noris ve Smith, (1981)’in, anter kiiltiirii yoluyla elde ettikleri haploit Afrika
menekselerinin yaprak genisliklerinin ve uzunluklarinin donér Afrika meneksesinden
daha kii¢lik oldugu tespit edilmistir.

Lo, (1997), Afrika meneksesinde siirglin organogenezini etkileyen faktorleri
eksplant tipi (petiol, sap, kok), eksplantin fizyolojik durumu, eksplantin yaralanmasi ve
eksplantin ortam tlizerine konma sekli (abaxial ve adaxial) olarak bildirmistir.

Afrika meneksesinde gerceklestirilen mikrogogaltim ¢aligmalarinin ¢ogunda
slirgiin rejenerasyon ortamlarinda BDM olarak IAA (Indole-3-acetic acid) (Lo, 1997),
Zeatin, BAP (6-Benzylaminopurine), NAA(1- Naphthaleneacetic acid) ve TDZ (N-
phenyl- N * -1, 2, 3-thidiazol-5-ylurea) kullanilmistir.

Paek ve Hahn (1999), Afrika meneksesinin yapraklarini homojenize ederek
mikrocogaltimdaki somaklonal varyasyonlar1 arastirdiklari ¢alisma sonucunda, kiiciik

bir gida ogitiiciisiit ile in vitro kosullarda gelistirdikleri Afrika menekselerinin



yapraklarin1 homojenize ettikten sonra petrilerde kiiltiire alarak bitki rejenerasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Bu rejenerasyon sonucu elde edilen bitkiciklerde somaklonal
varyasyonlar (% 6) tespit edilmistir.

Afrika meneksesinde bitki rejenerasyonu lizerine yapilan bir ¢alismada 0.5 mg/|
TDZ igerikli ortamda kallustan siirgiin rejenerasyonunun (% 100) gergeklestigi
bildirilmistir (Sunpui ve Kanchanapoom, 2002).

Mithila ve ark. (2003) Afrika meneksesinde besin ortamlarindaki diisik TDZ
konsantrasyonlarinin siirgiin organogenezini ve somatik embriyogenezi tesvik ettigini
belirtmistir. Yapilan bu g¢aligma sonucunda 5-10 uM TDZ igerikli MS ortaminda 6
giinliik kiiltiir siiresi boyunca en yiiksek siirgiin organogenezi ve somatik embriyogenezi
gbzlemlenmistir.

Afrika meneksesinde bitki rejenerasyonu lizerine yapilan baska bir ¢alismada, 3
mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igerikli MS ortaminda % 100 siirgiin rejenerasyonu elde
edilmistir (Khan ve ark., 2007).

Shukla ve ark. (2013), Afrika meneksesinin mikrogogaltim protokoliinde, 2 uM
TDZ igeren MS besin ortaminda 9 giinliik kiiltiir siirecinin sonunda bir eksplanttan 20-
28 adet yeni bitkicik elde etmistir.

Afrika meneksesinin yaprak eksplantlarindan somatik embriyo olusum orani %
32.7, embriyonik kalluslardan somatik embriyo olusum orani ise % 63.3 oraninda elde
edilmistir. In vitro kosullarda gogaltilan siirgiinlerin koklenmelerinde ise % 100
oraninda basari saglanmistir (Giirel ve Cakin, 2013).

Ghorbanzade ve Ahmadabadi (2014), bitki rejenerasyonu icin modifiye edilmis
MS ortaminda 1 mg/l TDZ ile % 100 siirgiin rejenerasyon basarist elde edildigini
vurgulamaistir.

Cakimn (2015), in vivo ve in vitro kosullarda yetistirilmis mor ve beyaz gigekli
Afrika  menekselerin  yapraklarindan  protoplast izolasyonu ve  flizyonu
gerceklestirmistir. Ayn1 zamanda in vitro kosullarda mikrogogaltim protokolii de elde
etmistir. Yiizey sterilizasyon denemeleri sonucunda, yaprak eksplantlarinda STK2
sterilizasyon yontemiyle, % 94.7 oraninda sterilizasyon basarisi saglamistir. Direkt
stirgiin rejenerasyonu % 100’1tk bir basari ile 2 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igerikli MS
besin ortaminda elde edilmistir. Siirglinler, 8 haftalik kiiltiir siiresinin ardindan MS

ortaminda % 100 basar1 ile koklenmistir. Koklendirilen bitkiler torf/perlit (1:2)



karisimina aktarilarak basarili bir sekilde aklimatize edilmistir. In vivo ve in vitro
kosullardaki mor ve beyaz cicekli Afrika menekselerinin yapraklarindan gergeklestirilen
protoplast izolasyon denemelerinde en iyi sonug, in Vivo kosullardan alinan
yapraklardan, 6n uygulamasiz 16 saat boyunca karanlik kosullarda, % 1 Pektinaz, % 2
Seliilaz ve % 2 Hemiseliilaz igerikli enzim karisimi icerisindeki inkiibasyon sonucunda
mor ¢icekli menekseden saglanmustir. izole edilen protoplastlardan, en yiiksek
mikrokallus rejenerasyonu, in vivo kokenli protoplastlardan (50 adet mikrokallus/10mL)

gerceklestirilmistir.

2.2. Asma Aglama Suyunun Doku Kiiltiirinde Kullammm Uzerine Yapilmis

Cahismalar

Keskin ve Aykanat, (2017), asma aglama suyunun bitki doku kiiltiirii
calismalarinda besin ortami olarak kullanilabilirligini, bes ticari besin ortami (MS, WH,
BS5, SH ve WPM) ile karsilastirmali olarak ortaya koymaya ¢alismistir. Hazir temel
besin ortamlar1 litreye belirtildigi miktarlarda ilave edilmis ve tiim ortamlarin pH degeri
5.7’ye ayarlanmistir. Ercig ve Karaerik iiziim ¢esitlerinden budama déneminde toplanan
asma aglama sularmin bir kismi ile MS ve SH ortamlarina 30 g, B5 ve WPM ortamina
20 g sakaroz ilave edilmis, aglama sularmin bir kismi ile WH ortamina ise sakaroz ilave
edilmemistir. Budama zamani Ercis ve Karaerik iiziim ¢esidinden alinan ¢eliklerin iklim
odasinda siirdiiriilmesiyle elde edilen yaprak ayasi, yaprak sap1 ve bogum aralarina ait
parcalar eksplant olarak kullanilmistir. Her eksplant 10 petri kabina 10 parca olacak
sekilde dikim yapilmistir. Kiiltiirler 8/16 saat fotoperiyotta, 2000 liiks 1s1kta ve 25 °C’de
dort hafta inkiibe edilmistir. Dordiincii haftanin sonunda adventif siirgiin olusturan
eksplant oran1t (% ), kallus olusturan eksplant oran1 (% ), farkli kallus kalitesi (I. tip ve
Il. tip) ile farkl kallus dereceleri incelenmistir. Calisma sonucunda asma aglama
suyunun dogrudan doku kiiltiirii ortami olarak kullanilabilecegi gibi hindistan cevizi
stitii gibi kimyasal olarak taninmayan, her hazirlamada farkli icerige sahip olabilen
ancak cesitli kiiltlir ortamlarinda basariyla kullanilabilen bir kaynak olarak doku kiiltiirii
caligmalarinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Kirs ve ark., (2017), asma aglama suyunun bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda

yapay besin ortami olarak kullanip kullanilamayacagii, doku kiiltiirii ¢caligmalarinda
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yaygin olarak kullanilan iki ticari yapay besin ortami olan MS ve B5 ortamlan ile
karsilagtirmali olarak ortaya koymaya ¢alismiglardir. Calismada bitkisel materyal olarak
Karaerik iiziim cesidine ait aglama suyu ve bir yash dallar kullanilmistir. Hazir temel
besin ortamlar litreye belirtildigi miktarlarda ilave edilmis ve aglama sulari ile birlikte
pH degerleri 5.7°ye ayarlanmistir. Daha sonra SKAS (Sekerli Karaerik Aglama Suyu)
ve MS ortamlarina 30 g, BS ortamima 20 g sakaroz ilave edilmis, KAS (Karaerik
Aglama Suyu) ortamina ise sakaroz ilave edilmemistir. Tiim ortamlara % 0.8 agar
eklenmistir. Yaprak ayasi, yaprak sap1 ve bogum arasina ait pargalar 10 petri kabina 10
parga olacak sekilde dikilmistir. Kiiltiirler 8/16 saat fotoperiyotta, 2000 liiks 1s1kta ve 25
°C’de 30 giin inkiibe edilmistir. Yaprak ayasi eksplantlar1 kiiltiire alindiktan bir siire
sonra gelisme gostermis olsalar da bitki doku kiiltiiri calismalarinda yaygin olarak
kullanilan ortamlar olan MS ve B5 ortamlarinda herhangi bir kallus gelisimi ya da
adventif siirglin olusumu gozlenmemistir. Bogum aralarina ait eksplantlarda ise MS ve
B5 ortamlarinda kallus olusturma orani yiikksek bulunmus bunun yani sira, aglama suyu
ortamlarinda da azimsanmayacak bir kallus olusum orani goézlenmistir. Yaprak sapi
eksplant kaynagi olarak kullanildiginda alinan sonuglar incelendiginde tiim ortamlarda
degisik oranlarda kallus olusumu gozlenmis, direkt ya da indirekt adventif siirgiin
olusumu ise gozlenmemistir. Calisma sonucunda en iyi sonuglarin bogum arasi
eksplantlarindan alindigi belirtilmistir.

Tirkoglu ve ark., (2017) tek nokta endemik bir tiir olan Lophanthus turcicus
Dirmenci bitkisinin in vivo kosullarda ¢imlendirme olanaklarini arastirmistir. Tohumlar
ortamlara alinmadan o6nce % 10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika
bekletilmis ve ardindan 3 defa distile su ile yikanmistir. Sterilizasyon islemini takiben
tohumlar MS, B5, SH ve WH ve AS ortamlarinda her ortamda 10’ar tohum olacak
sekilde 15 giin siire ile 16 saat aydinlik/8 saat karanlik ve aliiminyum folyolara sarilarak
sadece karanlik kosullarda, 25°C sicakliktaki iklim odasinda kiiltiire alinmistir.
Arastirma sonucunda Lophanthus turcicus’un tohumlari in vitro kosullarda % 80 (WH

ortami) oraninda sorunsuz bir sekilde ¢imlendirilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma, 2018-2019 yillar1 arasinda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’'nde yliriitilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Eksplant kaynag

Bu c¢alismada, bitkisel materyal olarak ticari olarak satilan Afrika meneksesinin
(Saintpaulia ionantha Wendl.) in vitro mikrogogaltilan mor ¢igekli bitkicikleri
kullanilmistir. Apikal siirgiin etrafindaki geng yapraklar, geng govde ve bogum arasi
eksplant kaynagi olarak degerlendirilmistir.

3.1.2. Aglama sularmin toplanmasi

Karaerik tizim ¢esidinin budama doneminde budanir budanmaz kesim yerlerine
500 mI’lik plastik sigeler ve polietilen torbalar gegirilerek aglama sularinin toplanmasi
saglanmistir (Sekil 3.1). Toplanan aglama sulari homojenligi saglamak amaciyla

birlestirilerek kullanilincaya kadar -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Aglama sularinin toplanmas.
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3.2. Yontem

3.2.1. Mikrogogaltim

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Duchefa (Almanya) ve Sigma Aldrich
Chemical Co. (St Lo. Mo, ABD)’dan temin edilmistir. BDM’ler uygun ¢oziictilerde
coOziildiikten sonra standart sekilde istenilen miktar ve oranda stok solusyonlari
hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Hazirlanan stok solusyonlar1 +4 °C’ de saklanmustir.
BDM’ler ortamlara otoklavda steril edilmeden once ilave edilmistir. Ortam hazirliginda
cift distile saf su kullanilmig ve besin ortamina farkli konstrasyonlarda BAP (0.50),
NAA (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.7 mg/l) ile IBA (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.7mg/l) ilave edilmistir.
Ortamin pH’s1 1 N NaOH ve IN HCI kullanilarak 5.7°e ayarlandiktan sonra % 0.8 agar
(type A, Sigma) ve % 3 sukroz ilave edilen MS (Cizelge 3.1), AS (Cizelge 3.2) ve
MS+AS ortamlar1 1 atmosfer basing altinda ve 120° C’de 20 dk tutularak sterilizasyon

saglanmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan biiylimeyi diizenleyicilerin ¢6ziiciileri, saklama kosullar1 ve
sterilizasyon yontemleri

Coziicii Muhafaza
BDM (°C) Sterilizasyon sekli
Oksinler
NAA INNaOH +4 Otoklavlanarak
IBA IN NaOH +4
Sitokininler
BAP INNaOH +4 Otoklavlanarak

In vitro caligmalardaki ilk agsama yiizey sterilizasyonudur. Saksida (in vivo)
yetistirilen Afrika menekselerinin gen¢ yapraklari, gen¢ govde ve bogumlar kesilerek
alinmistir. Afrika meneksesinin yapraklar tiiylii olduklari i¢in, saplariyla birlikte alinan
yapraklar ¢cesme suyuyla iyice yikanarak sterilizasyonda kullanilacak olan g¢ozeltilerin
bitki materyali ile daha etkili bir sekilde temas etmeleri saglanmigtir. Sterilizasyon
yontemi olarak % 70 alkol (1dk) ve % 0.5 sodyum hipoklorit (5 dk) kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan besin maddeleri ve oranlari

Ortamda bulunan maddeler

Konsantrasyon (mg/l)

Makro Elementler

Mikro Elementler

Vitaminler

NH4NO3

KNO;
CaCl,2H,0
MgSO4 7H,0
KH,PO,

Kl

H3;BO3
MnSO,44H,0
ZnSQO4 7H,0
Na;Mo0O, 2H,0
CuS0O,45H,0
CoCl, 6H,0
FeSO,7H,0
Na,EDTA.2H,0
Myo-Inositol
Nicotinic Acid
Pyrotinic Acid
Thiamine-HCI

Glycine

1650.0

1900.0

440.0

370.0

170.0

0.83

6.20

22.30

8.60

0.25

0.025

0.025

27.85

37.25

100.0

0.50

0.50

0.10

2.0
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Cizelge 3.3. Karaerik {iziim ¢esidine ait aglama suyu igerigi (Keskin ve Aykanat, 2017)

Incelenen Ozellikler Aglama Suyu Igerigi
EC (dS/m) 1.24
pH 5.55
TA (%) 0.02
SCKM (% ) 0.20
N (ppm) 94.42
P (ppm) 98.11
K (ppm) 101.83
Ca (ppm) 204.28
Mg (ppm) 80.72
Fe (ppm) 1.96
Mn (ppm) 1.87
Zn (ppm) 1.52
Cu (ppm) 0.55
Na (ppm) 47.10
Mo (ppm) 0.03
Co (ppm) 0.04
S (ppm) 15.27
B (ppm) 1.43

Gallik Asit (mg/g) 211.72
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Eksplantlar (yaprak, govde ve bogum) steril edildikten sonra ti¢ farkli besin
ortami (% 100 MS, % 50 MS+% 50 AS ve % 100 AS) iceren petri kaplarina
yerlestirilerek 8 hafta boyunca rejenerasyon gergeklesmesi i¢in beyaz floresan 15181
(15000 Liiks) altinda 8/16 saat fotoperiyotta 24+1°C’lik iklim odasinda inkiibe
edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Kiiltiire alinan eksplantlar.

3.2.2. Rejenere olmus siirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenerasyon sonucunda elde edilen siirgiinler (Sekil 3.3) farkli
konsantrasyonlarda BAP (0.5 mg/l) ve IBA (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.7 mg/l) igeren MS

besin ortamina magenta kaplarinda koklendirilmeye alinmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. MS besin ortaminda kdklendirilmeye alinmis bitkicikler.
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3.2.3. Aklimatizasyon

Bitkicikler koklendikten sonra toprak-perlit ve torf (1:1:1) karisimi ile
doldurulmus kapakli kiigiik plastik salelere aktarilip, adaptasyon i¢in 3 farkli asamada
iklime aligtirllmak amaciyla iklim odasina alinmistir.

Adaptasyon 1: ik adaptasyon asamasinda bitkiler kuru havaya alismalar1 igin 2
hafta siiresince kapaklar1 kapali sekilde dikilmis olduklari plastik salelerde iklim
odasinda bekletilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. ilk daptasyon asamasindaki bitkiler.

Adaptasyon 2: ikinci adaptasyon asamasinda bitkiler kuru havaya aligmalari igin
2 hafta siiresince kapaklari yar1 acik sekilde dikilmis olduklar1 plastik salelerin
igerisinde iklim odasinda bekletilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Ikinci adaptasyon asamasindaki bitkiler.

Adaptasyon 3: Ucgiincii adaptasyon asamasinda bitkiler tam alismalar1 icin 4
hafta siiresince kapaklar1 tamamen acik sekilde dikilmis olduklar1 plastik saleler

igerisinde iklim odasinda bekletilmistir (Sekil 3.7).

[\
|

]
i

8

Sekil 3.7. Ugiincii adaptasyon asamasindaki bitkiler.
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Adaptasyon 4: Dordiincii adaptasyon asamasinda bitkiler artik tamamen dig
ortama adapte olduklart i¢in saksilar icerisine konulup iklim odasinda bekletilmistir

(Sekil 3.8).

&
Sekil 3.8. Dordiincii adaptasyon asamasindaki bitkiler.

3.2.4. istatistik analiz

Denemede her muamele igerisinde 4 veya 5 adet eksplantin bulundugu 3
tekerriirlii 100x10 mm’lik petri kaplar1 kullanilmistir. Yiizde degerler, istatistik analiz

oncesi arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran 1977). Uzerinde durulan
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ozellikler icin tanimlayict istatistikler; ortalama ve ylizde olarak ifade edilmistir. Bu
ozellikler bakimindan elde edilen veriler, tesadiif parselleri deneme tertibinde varyans
analizi veya faktoriyel varyans analizine gore analiz edilmistir. Varyans analizini
takiben farkli gruplar1 belirlemede Duncan testi kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik
onemlilik diizeyi % 5 olarak alinmis ve hesaplamalar i¢in SPSS for Windows (versiyon:

20) istatistik paket programi kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Farkh Besin Ortamlar1 ve Eksplant Kaynaklarmin Rejenerasyon Uzerine

Etkisi

Besin ortami ve eksplant tipinin siirglin sayisi iizerine etkisi Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cizelge 4.1’den de goriildiigii tizere besin ortamlar1 arasindaki fark istatistik
olarak % 0.01 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Yapilan Varyans analizi sonucuna gore
sadece besin ortaminin silirgiin sayist iizerine etkisi onemli bulunmus, silirglin sayisi

tizerine besin ortami*eksplant tipi interaksiyonun etkisi 6nemli bulunmamustir.

Cizelge 4.1. Besin ortami1 ve eksplant tipinin siirgiin sayisi tizerine etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami1 Ortalamsi
Ortamlar 2 87.63 43.81 7.89**
Eksplant Kaynag 2 14.52 7.26 1.31%
Ortam*Eksplant 4 37.93 9.48 1.71%
Hata 18 100 5.56
Genel Toplam 26 240.07

6d: 6nemli degil; p<0.01; Varyasyon katsayisi=56.32; R?=0.88

Cizelge 4.2. Besin ortami1 ve eksplant tipinin siirglin uzunlugu tizerine etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalams1
Ortamlar 2 54.61 27.34 36.30**
Eksplant Kaynagi 2 18.74 9.37 12.44**
Ortam*Eksplant 4 12.74 3.19 4.23**
Hata 18 13.56 0.75
Genel Toplam 26 99.73

p<0.01, Varyasyon katsayis1 =28.03; R?=0.86
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Besin ortami ve eksplant tipinin siirglin uzunlugu {izerine etkisi Cizelge 4.2°de
sunulmustur. Cizelge 4.2 den de izlenebilecegi gibi yapilan Varyans analizi sonucunda
ortam, eksplant tipi ve ortam*eksplant tipi interaksiyonunun siirgiin uzunluguna etkisi
% 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Besin ortami1 ve eksplant tipinin siirgiin olusumu yiizdesi tizerine etkisi Cizelge
4.3’de verilmistir. Cizelge 4.3’de gorildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda
stirglin olusumu yiizdesi oran1 bakimindan ortamlar arasinda farklilik % 0.01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Ancak eksplant tipleri arasindaki fark istatistik olarak O6nemli

bulunmamastir.

Cizelge 4.3. Besin ortam1 ve eksplant tipinin siirglin olusumu yiizdesi tizerine etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamsi
Ortamlar 2 7801.56 3900.78 26.96**
Eksplant Kaynagi 2 1297.56 648.78 4.48%
Ortam*Eksplant 4 2866.89 716.72 4.,95%*
Hata 18 2604.67 144.70
Genel Toplam 26 14570.67

6d: Onemli degil; p<0.01; Varyasyon katsayisi=34.48; R?=0.82

Farkli besin ortamlarimin siirglin sayisi, uzunlugu ve olusumu iizerine etkisi
Cizelge 4.4°de verilmistir. Siirgiin say1s1 ve slirgiin olusumu yiizdesi bakimindan % 100
MS ve % 50 MS+% 50 AS besin ortamlar1 arasindaki farklilik istatistik olarak 6nemli
bulunmamistir. Ancak silirgin uzunlugu bakimindan en yiiksek deger % 100 MS

ortaminda gozlenmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Farkli besin ortamlarinin siirgiin sayisi, uzunlugu ve olusumu iizerine etkisi

Ortamlar Siirglin sayisi Stirglin uzunlugu Stirglin rejenerasyonu
ortalamasi (adet) ortalamasi (cm) yiizdesi (%)

MS 5.78 a 5.08 a 52.44 a

MS+AS 511 a 241 b 40.33 a

AS 167 b 180 b 118 b

p<0.01

Farkli eksplant tiplerinin siirgiin sayisi, uzunlugu ve olusumu iizerine etkisi
Cizelge 4.5’ te verilmistir. Siirglin sayis1 ve siirgin olusumu yiizdesi bakimindan
eksplant olarak yaprak, gévde ve bogum kullanildigi zaman istatistik olarak farklilik %
0.01 diizeyinde 6nemli bulunmamistir. Ancak siirglin uzunlugu bakimindan en yiiksek
deger yaprak eksplantinda elde edilirken en diisilk deger govde eksplantindan elde

edilmistir.

Cizelge 4.5. Farkl1 eksplant tiplerinin siirgiin sayisi, uzunlugu ve olusumu iizerine etkisi

Eksplant Siirgiin sayisi Siirgiin uzunlugu Siirgiin rejenerasyonu
tipi ortalamasi (adet) ortalamasi (cm) yiizdesi (%)
Yaprak 522 a 392 a 41.89 a
Govde 3.67 a 196 b 25.44 a
Bogum 3.67 a 341a 37.33 a

p<0.01
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Cizelge 4.6. Farkl1 ortam ve eksplant tiplerinin siirgiin sayisi, uzunlugu ve olusumu
lizerine etkisi

Ortamlar  Eksplantlar ~ Siirgiin sayis1  Siirgiin uzunlugu Stiirgiin

ortalamasi ortalamasi (cm) rejenerasyonu

(adet) yiizdesi (%)
MS Yaprak 9a 6.43 a 76 a
MS Govde 4a 2.63b 26 bc
MS Bogum 4.33Db 2b 55.33 ab
MS+AS Yaprak 4.67 a 3.23b 33 bc
MS+AS Govde 6a 2b 42 abc
MS+AS Bogum 4.67 a 2b 46 abc
AS Yaprak 2a 21b 16.67 bc
AS Govde la 1.23b 8.33¢
AS Bogum 2a 207b 10.67 ¢
p<0.01

Farkli ortam ve eksplant tiplerinin siirglin sayisi, uzunlugu ve olusumu {izerine
etkisi Cizelge 4.6’ da sunulmustur. Siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek deger (9 adet)
% 100 MS ve yaprak eksplantinda elde edilirken bunu % 50 MS + % 50 AS ve govde
eksplant1 (6 adet) takip etmistir. En diisiik deger ise % 100 AS ve govde eksplanti
kullanildig1 zaman kaydedilmistir.

Siirglin uzunlugu bakimindan en yiiksek deger (6.43 cm) % 100 MS ve yaprak
eksplantina ait iken, bunu % 50 MS+% 50 AS ve yaprak eksplanti kullanimi (3.23 c¢m)
takip etmistir. En diisiik deger ise (1.23 cm) % 100 AS ve govde eksplant1 kullanildigi
zaman gozlenmistir.

Siirgiin olusumu yiizdesi bakimindan yine en yiiksek deger (% 76) % 100 MS
ortami ve yaprak eksplantindan kaydedilmistir. En diisiik deger (% 8.33) ise % 100 AS
ve govde eksplantindan elde edilmistir. % 5S0MS + % S50AS ve bogum eksplanti
kullanildiginda elde edilen deger (% 46) ile % 100 MS ortaminda elde edilen deger

arasinda istatistik olarak farklilik bulunmamustir.
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Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin sayis1 ilizerine etkisi Cizelge 4.7°de
verilmistir. Cizelge 4.7 de goriildiigi iizere varyans analizi sonucunda istatistik olarak
siirgiin sayisi bakimindan farkli NAA konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik % 0.05

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.7. Farklt NAA konsantrasyonlarinin siirgiin sayisi iizerine etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami1 Ortalamsi
NAA 4 513.067 128.27 9.34*
Hata 10 137.33 13.73
Genel Toplam 14 650.40

p<0.05; R*=0.78

Farkli NAA konsantrasyonlarin siirgiin uzunluguna etkisi Cizelge 4.8 de
sunulmustur. Yapilan varyans analizi sonucunda istatistik olarak siirgiin uzunlugu
bakimindan farkli NAA konsantrasyonlari arasindaki farklilik % 0.05 diizeyinde 6nemli

bulunmamustir.

Cizelge 4.8. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin uzunluguna etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplam1 Ortalamsi
NAA 4 927.07 231.77 2.75%
Hata 10 842.67 84.27
Genel Toplam 14 1769.73

6d: dnemli degil; p<0.05; R?=0.52

Farkli NAA konsantrasyonlarmin siirgiin sayisi {izerine etkisi Cizelge 4.9’da
goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda istatistik olarak siirgiin olusumu
yizdesi bakimindan farkli NAA konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik % 0.05

diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.9. Farklt NAA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumu yiizdesi iizerine etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamasi
NAA 4 8939.6 2234.9 54.59*
Hata 10 409.33 40.93
Genel Toplam 14 9348.93

p<0.05; R*=0.96

Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin sayisi bakimindan karsilastirilmasi
Cizelge 4.10° da verilmistir. Siirgilin sayis1 bakimindan en yliksek deger (21 adet) besin
ortamina 0.7 mg/l NAA ilave edilen kombinasyondan elde edilmistir. En diisiik deger (3
adet) ise NAA ilavesi yapilmayan ortamda kaydedilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgilin sayist bakimindan

karsilastirilmasi
NAA miktar1 (mg/l) Siirgiin sayis1 ortalamasi (adet)
0 3£1 b
0.1 12.33£3.21 a
0.3 14.67+4.51 a
0.5 1543 a
0.7 21£5.29 a

Farklt NAA konsantrasyonlarinin siirgiin uzunlugu bakimindan karsilagtirilmasi
Cizelge 4.11° de sunulmustur. Cizelge 4.11° de goriildiigii gibi silirglin uzunlugu
ortalamas1 bakimindan en yiiksek deger (28.67 cm) besin ortamina 0.7 mg/l NAA ilave
edilen kombinasyondan elde elde edilmistir. En diisiik deger (5.67 cm) ise besin

ortamina NAA ilave edilmedigi durumda kaydedilmistir.
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Cizelge 4.11. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin uzunlugu bakimindan
karsilastirilmast

Siirgiin uzunlugu ortalamasi (cm)

NAA miktar1 (mg/l)

0 5.67£1.53 a
0.1 18+7.94 a
0.3 23.33+£12.01 a
0.5 23.67+14.47 a
0.7 28.67£1.53 a

Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumu yiizdesi bakimindan
karsilagtirilmasi Cizelge 4.12° de verilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda siirgiin
olusumu ytizdesi bakimindan farklit NAA igeren ortamlar arasinda farklilik % 0.05

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.12. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin olusumu yiizdesi bakimindan

karsilastirilmasi
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplam1 Ortalamsi
NAA 4 70.67 17.67 13.25*
Hata 10 13.33 1.33
Genel Toplam 14 84.00

p<0.05; R?=0.84

Farklt NAA konsantrasyonlarmin Siirglin rejenerasyonu yilizdesi bakimindan
karsilastirilmast Cizelge 4.13” de verilmistir. Siirgiin rejenerasyonu yiizdesi ortalamasi
bakimindan en yiiksek deger (84.67) besin ortamina 0.7 mg/l NAA ilave edildiginde

gbzlenmistir. En diisiik deger (9) ise NAA’s1z ortamdan alinmistir.
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Cizelge 4.13. Farkli NAA konsantrasyonlariin kok sayisi bakimindan karsilastiriimasi

IBA miktar1 (mg/l) Siirgiin rejenerasyonu yiizdesi ortalamasi (% )
0 9+l c
0.1 43.67+8.08 b
0.3 56+£3 b
0.5 42+10.44 b
0.7 84.67+4.51 a

p<0.05; R*=0.84

Cizelge 4.13°de goriildigi gibi yapilan varyans analizi sonucunda kok sayisi
bakimindan farkli IBA igeren ortamlar arasinda farklilik 0.05 diizeyinde O6nemli

bulunmustur.

Cizelge 4.14. Farkli IBA konsantrasyonlarinin kok uzunluguna etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamasi
IBA 4 470.27 117.57 6.78*
Hata 10 173.33 17.33
Genel Toplam 14 643.60

p<0.05; R*=0.73

Farklt IBA konsantrasyonlarinin kék uzunluguna etkisi Cizelge 4.14° de
sunulmistur. Varyans analizi sonucunda kok uzunlugu bakimindan farkli IBA igeren
ortamlar arasindaki farklilik % 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Farkli IBA konsantrasyonlarinin koklenme yiizdesi etkisi Cizelge 4.15° de
verilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda koklenme yiizdesi bakimindan farkli

IBA igeren ortamlar arasinda farklilik bulunmamuistir.
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Cizelge 4.15. Farkli IBA konsantrasyonlarinin kdklenme yiizdesine etkisi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F-degeri
Kaynagi Derecesi Toplami1 Ortalamsi
IBA 4 1396.40 349.10 3.158 %
Hata 10 1105.33 110.53
Genel Toplam 14 2501.73

6d: 6nemli degil; p<0.05; R?=0.56

Farkli IBA konsantrasyonlarinin kok sayisina etkisi Cizelge 4.16” da sunulmustur.
Kok sayisi ortalamasi bakimindan en yiiksek deger (3.33 adet) besin ortamina 0.1 mg/I
IBA ilave edilmis ortamdan elde edilmistir. En diisiik deger (0.67 adet) ise besin
ortamina 0.7 mg/l IBA kullanildiginda kaydedilmistir.

Cizelge 4.16. Farkli IBA konsantrasyonlarinin kok sayisina etkisi

IBA miktar1 (mg/1) Kok sayist ortalamasi (adet)
0 241 b
0.1 3.3320.58 b
0.3 2+1b
0.5 7£2 a
0.7 0.67+2.45 b

Farkli IBA konsantrasyonlarinin kok uzunlugu bakimindan karsilastiriimasi
Cizelge 4.17° de sunulmustur. K6k uzunlugu ortalamasi bakimindan en yiiksek deger
(17.33 cm) besin ortamina 0.5 mg/l IBA ilave edildiginde elde edilmistir. En diisiik

deger (2 cm) ise besin ortamina 0.7 mg/l IBA kullanilan ortamda gézlenmistir.
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Cizelge 4.17. Farkli IBA konsantrasyonlarinin kdk uzunlugu bakimindan

karsilastirilmast
IBA miktar1 (mg/l) Kok uzunlugu ortalamasi (cm)
0 330 b
0.1 5.67+2.89 b
0.3 4+£1.73 b
0.5 17.33£8.50 a
0.7 2+1.73 b

Cizelge 4.17°de goriildiigi gibi kok uzunlugu ortalamasi bakimindan en yiiksek deger
(17.33£8.50 ) besin ortaminda 0.5 mg/1 de elde edilmistir.En diisiik deger (2+1.73) besin
ortaminda 0.7 IBA kullanildig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.18. Farkli IBA konsantrasyonlarinin kok yiizdesi lizerine etkisi

IBA miktar1 (mg/l) Koklenme yiizdesi
(%)
0 12+£2.65 a
0.1 13+3.61 a
0.3 12.67£3.21 a
0.5 34.67+£22.03 a
0.7 7+6.08 a

Farkli IBA konsantrasyonlarinin kok yiizdesi iizerine etkisi Cizelge 4.18” de
verilmistir. Koklenme yiizdesi ortalamasi bakimindan en yiiksek deger (% 34.67) besin
ortamina 0.5 mg/l IBA eklendiginde elde edilmistir. En diisiik deger (% 7) ise besin
ortaminda 0.7 mg/l IBA kullanildiginda goriilmiistiir



5. TARTISMA VE SONUC

Doku kiiltiirtinde her bitki pargasinin yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri
organizmalardan temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi
farklidir. Dolayisiyla en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi
onemlidir. Calismada sterilizasyon yontemi olarak % 70 alkol (1dk) ve % 0.5 sodyum
hipoklorit (5 dk) kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, giimiis
nitrat ve farkli antibiyotikler kullanilabilse de sodyum hipoklorit (ticari ¢gamasir Suyu)
en yaygin kullanima sahiptir.

Calismada farkli konsantrasyonlarda BDM iceren ortamlarin, rejenerasyon
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Besin ortamma BAP ve NAA ilave edilmesi, Afrika
meneksesinin siirgiin olusum oranmni 6nemli 6lgiide artirmistir. 0.5 mg/l BAP ile 0.7
mg/l NAA igeren MS ortamlarinda siirgiin olusumu oldukga yiikselmistir.

Zhedi ve ark. (2016) Afrika meneksesinin mikrogogaltiminda degisik BDM’lerin
MS ortaminda siirgiin sayisi, uzunlugu ve yiizdesi arastirmis ve en 1yi sonuglar1 0.5 ppm
kinetin ve 0.05 ppm [IAA’da gozlemlemistir. Bu kombinasyonu 1 ppm GA; ve 1 ppm
IAA takip etmistir.

Tarang ve ark. (2017) Afrika meneksesinin mikrogogaltimi iizerine galismig, en
iyi sirgiinleri 1 ppm NAA, en iyi koklenmeyi ise 0.3 ppm IBA kullanimi ile elde
etmislerdir.

Afrika mencksesinde bircok calismada en iyi bitki rejenerasyonunun TDZ
icerikli ortamlardan elde edildigi bildirilmektedir (Sunpui ve Kanchanapoom, 2002;
Mithila ve ark., 2003; Hussein ve ark., 2006; Shukla ve ark., 2013; Ghorbanzade ve
Ahmadabadi, 2014). Ancak TDZ ile mikrogogaltim, yiiksek maliyet gerektirmesinin
yani sira uzun zaman da almaktadir (Hussein ve ark., 2006). Bu nedenle bu ¢alismada
Khan (2007) ve Cakin (2015)’in ¢alismasi ile uyumlu olarak BAP ve NAA igerikli
ortamlar kullanilmis ve boylece ¢alismada kisa siirede basar1 saglanmaistir.

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda yapay besin ortamlari yurt disindan
getirilmekte ve bu durum oldukga yiiksek bir maliyete neden olmaktadir. Bu galismada,

bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan MS ticari besin ortami ile
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asma aglama suyu ayr1 ayr1 ve birlikte kullanilarak diinya ¢apinda saksili siis bitkisi
sektoriinde onemli bir yer tutan Afrika meneksesinin mikrogogaltimi yapilmistir.

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde;

a) Ekonomik a¢idan en uygun besin ortamimin % 50 AS + % 50 MS oldugu

b) En iyi eksplant kaynaginin yaprak ayas1 olarak gozlendigi

C) En basarili sonuglarin ortama ilave edilen 0.5 mg/l BAP ve 0.7 mg/l
NAA kombinasyonundan alindigi

d) Elde edilen siirgiinlerde 0.5 mg/l BAP ve 0.5 mg/l IBA igeren % 50 AS
+ % 50 MS ortaminda en yliksek kdklenme oraninin saglandig1 sdylenebilir.

Calisma sonuglari, asma aglama suyunun MS ticari besin ortamui ile karigtirilarak
tipki hindistan cevizi siitii gibi kimyasal olarak taninmayan ancak, cesitli kiiltiir
ortamlarinda basariyla kullanilabilen bir kaynak olarak doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
besin ortamina ilave edilerek kullanilabilecegini gostermektedir. Calisma sonucunda,
atil olan bir materyalin degerlendirilebilecegi sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, elde
edilen olumlu sonuglarin c¢iktilarinin ¢ok fazla olacagi ve gelecekte yapilacak

calismalara da faydali olacag diisiiniilmektedir.
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