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OZET

ZINYA (Zinnia elegans L.)' NIN DOKU KULTURUNDE MiKROURETIMi

ULFER, Recai
Yiiksek Lisans Tezi, Bah¢e Bitkileri Aunabilirr} Dal1
Tez |. Danigsmani: Prof. Dr. Nalan TURKOGLU
Tez Il. Danigsmani: Dog. Dr. Fethi Ahmet OZDEMIR
Ocak 2019, 35 sayfa

Bu c¢alismada mevsimlik siis bitkisi olarak yetistirilen zinya (Zinnia elegans
L.)’nm in vitro ve in vivo ortamda tohum ¢imlenme kapasiteleri, kullanilan farkli bitki
bliylime diizenleyicilerinin, farkli eksplantlar da (yaprak, yaprak ayasi ve yaprak
sapmnin) kallus ve siirgiin olusumu tizerine etkileri arastirilmistir. Tohumlarda en iyi
yiizey sterilizasyonu 3 dk siire ile %5’ lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilerek
elde edilmistir. En yiiksek ¢imlenme %25 oraninda olup, in vivo ortamda
gerceklesmistir. In vitro ¢imlenme ortamlar1 arasinda en verimsiz ¢imlenme ortaminin
MS besin ortami oldugu gézlenmis olup, bunu White ortami izlemistir. Cimlenme
tohumlarin ekiminden bes giin sonra baslamig, 5. ve 7. giinler arasinda devam etmis,
yedinci giinden sonrada ¢imlenme durmustur. Kallus gelisimi, kardeslenme ve siirgiin
rejenerasyonu agisindan en verimli ortamin MS besin ortami oldugu saptanmistir. En 1y1
eksplant kaynaginin yaprak eksplanti oldugu gozlenmistir. En iyi kallus ve siirgiin
gelisimi 1mg/L 2.4-D+1mg/L BA igeren MS besin ortaminda, %Z2.67, %2.33
oranlarinda elde edilmistir. Bunu 1mg/L 2.4-D + 1mg/L BA igeren B5 ortami izlemistir.
Bu ortamda %2.25 oraninda siirgiin, %1.13 oraninda da kallus olusumu saptanmustir.
Isigin kallus gelisimi lizerine olumlu etkisi oldugu, karanlik ortamda yapilan ekimlerde

ise kallus gelisiminin olmadig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bitki biiytime diizenleyicileri, Cimlenme, in vitro, in vivo,

Mikroiiretim, Zinnia elegans L.






ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF ZINNIA (Zinnia elegans L.) IN TISSUE CULTURE

ULFER, Recai
M. Sc. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Nalan TURKOGLU _
Co Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fethi Ahmet OZDEMIR
January 2019, 35 pages

Zinnia (Zinnia elegans L.) is grown as a seasonal ornamental plant. In this study,
seed germination capacities of zinnia in in vitro and in vivo environments, effects of
different plant growth regulators at different explants (leaf, leaf lamina and leaf stem)
on callus and shoot formation was investigated. The best surface sterilization of the
seeds was obtained by keeping them in 5% sodium hypochlorite solution for 3 minutes.
The highest germination rate was 25-30% and realized in in vivo environment. Among
the in vitro germination environments, the most in efficient germination medium was
observed to be the MS medium, followed by the White medium. Germination began
five days after the planting of seeds, continued between 5™ and 7™ days, and after the
seventh day germination stopped completely. It was found that the most productive
environment for callus development, fraternization and shoot regeneration is MS
medium. Leaf explant was the best explant source. The best callus and shoot
development was obtained in MS medium containing 1mg/L 2.4-D+1mg/L BA, with
2.67% and 2.33% respectively. This was followed by B5 medium containing 1mg / L
2.4-D+1mg/ L BA. In this medium, 2.25% shoot formation and 1.13% callus formation
was observed. Light had a positive effect on the callus development and there was no

callus development when the cultivation is done in a dark environment.

Keywords: Germination, in vitro, in vivo, Micropropagation, Plant growth

regulators, Zinnia elegans L.,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullanilmis bazi1 simgeler ve kisaltmalar, a¢iklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece

cm Santimetre

dk Dakika

g Gram

mg Miligram

mm Milimetre

sa Saat

Kisaltmalar Aciklama

BA Benzil adenin

BAP 6-Benzylamino-purin

MS Murashige ve Skoog Besin Ortami
NAA Naftelen Asetik Asit

Van YYU Van Yiiziincii Y1l Universitesi
WH White Besin Ortamui

2,4-D 2,4 Diklorofenoksi asetik asit
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1. GIRIS

Estetik, fonksiyonel ve ekonomik amaglarla iiretilen dekoratif bitkilere siis
bitkileri denilmektedir (Ay, 2009). Siis bitkileri genel bir kavram olup; kesme gigekler,
ic mekan (saksi-salon) siis bitkileri, dis mekan siis bitkileri, dogal ¢icek soganlar
(geofitler) olmak tizere dort alt grupta incelenmektedir (Sayin ve Sayin, 2004). Son 70
yildir siis bitkileri sektériinde ¢ok hizli bir gelisim ve degisim yasanmaktadir. Ancak
sis bitkilerinin, bitkisel tretim sektori icinde ekonomik anlamda bir alt sektor olarak
ortaya ¢ikmasi, tretim, pazarlama, istihdam gibi kavramlarin bu sektoriin bir pargasi
olmaya baslamasi 19. yiizyilin sonu ve 20. yiizyilin baslarina rastlamaktadir. Sektérde
en alt diizeye kadar uzmanlasma, iiretim, pazarlama ve tiikketim konulari endiistriyel
tirtinler gibi ele alinmaya baslanmis ve tiretimde standardizasyon, siireklilik ve teknoloji
kullanim diizeylerinde ulasilan nokta bu sektoriin “Siis Bitkileri Endiistrisi” adiyla
anilmasiyla sonuglanmistir (Karagtizel ve ark., 2010).

Tiirkiye’de kirsal kesimden kentlere yonelik olarak hizli gog olgusu, sehirlerin
giderek genislemesi ve biiyiik metropollere doniismesine paralel olarak sehir planlamasi
da onemli bir faaliyet haline gelmis bulunmaktadir. Kentlerde yasayan insanlarin
yasadiklar1 yerlerde yasam memnuniyetini etkileyen o6nemli faktorlerden biri de,
yasanilan ildeki rekreasyon alanlarinin bulunmasi ve bu alanlarin ihtiyaci karsilama
diizeyidir. illerde bu ihtiyaclar: karsilama ¢alismalarmin belediyelerin gérev alaninda
olmast ve insanlarin da her gecen giin bu konuda artan talepleri, belediye
yonetimlerinin rekreasyon alanlari olusturma duyarliliklarini artirmaktadir. Kentlerde
yasayan insanlarin yasam memnuniyetini arttrma ve bunun sonucu yonetim
memnuniyeti olusturma amaci, belediyeleri bu konuda c¢ok biiyiik miktarda kaynak
tahsisine yonlendirmektedir. Diger taraftan Kisi basina diisen gelir artisina paralel
olarak, yasanilan ev, apartman ve sitelerin gevresinde yesil alan olusturma tercihleri,
kentlerde yesil alan olusturma ve yonetme faaliyetlerini 6nemli bir ekonomik sektore
donistiirmiis bulunmaktadir.

Giliniimiizde degisen sosyal ihtiyaclar, yeni zevkler, kent ve ¢evre anlayisi siis
bitkilerine olan ilgiyi artirmigtir. Ayrica, yerel yonetimlerin gevre diizenlemelerine

onem vermeleri, insanlarm sehir yasamindan uzaklasip dogada yasama istekleri,



sehirlere yakin kirsal alanlar, kéy smirlari ve metropollerde bahgeli konut (villa) tipi
yapilarin artig gostermesi, kentlerde ve yeni yasam alanlarinda gevresel yesil alan
diizenlemesinin temel argiimani olan dis mekan siis bitkilerine olan talebi 6nemli
Olctide artirmustir.

Siis bitkileri icin piyasa talebinin bir diger bileseni de ihracattir. Ulkemizde siis
bitkileri ihracat durumu incelendiginde, son yillarda ihracatta 6nemli bir artisin oldugu
gorilmektedir. Nitekim 2007 yilinda 44.7 milyon Amerikan dolari olan siis bitkileri
ihracatimiz, 2010 yilinda 53.9 milyon dolara yiikselmistir. 2010 yilinda yapilan
ihracatin %59,6’sin1 kesme ¢igek, %34,3’ini dis mekan siis bitkileri, %2,7’sini i¢
mekan siis bitkileri ve %3,4’tinii de ¢icek soganlari olusturmaktadir. Siis bitkileri
ihracatinda kesme cicek, i¢ mekan siis bitkileri ve ¢igek soganlari ihracatinda yillar
itibariyle énemli dalgalanmalar yasanirken, dis mekan siis bitkileri ihracatinda siirekli
bir artisin oldugu gorilmektedir.

Tirkiye’de siis bitkileri sektorii yiiksek katma deger ve yiiksek istihdam yaratan
bir sektordiir. Sektoriin sadece ihracat kisminda 25 bin Kisi istihdam edilmekte olup,
sektordeki dolayli istihdam ise yaklasik 300.000 kisidir. Tiirk ihracatgilari, Tiirkiye’nin
cografi konumu ve biiyiik tiketim merkezlerine yakinligimin avantajimi kullanmaktadir.
Tirkiye’den diinyanin 52 farkli iilkesine siis bitkileri ihracati yapilmaktadir. Kesme
cicek ihracatinda en 6nemli pazarlarimiz Hollanda, Birlesik Krallik, Almanya, Rusya,
Dogu Avrupa iilkeleri ve Balkan iilkeleridir. Canli bitkiler ihracatinda giderek onem
kazanan pazarlarimiz olan Tirkmenistan, Azerbaycan, Almanya, Hollanda, Ukrayna,
Irak, Ozbekistan ve KKTC’ye olan ihracatimiz da yurtdis1 miiteahhitlik hizmetlerindeki
gelismelere paralel olarak artmaya devam etmektedir (Ay, 2009; Anonim, 2010).

Tirkiye’de 2014 yilinda siis bitkileri dretimi itibariyle sirasiyla karanfil 600
306 680 adet, gerbera 128 966 610 adet, giil 87 198 996 adet, kasimpat1 42 294 975
adet, lale 36 526 900 adet, digerleri 26 680 400 adet olarak iiretilmistir (Anonim, 2015).

Zinyalar (Zinnia spp.) dogal olarak Giiney Amerika ve Meksika’da
yetismektedir. Tek veya ¢ok wyillik, otsu veya bodur agaggik formunda 16 tiire sahiptir.
Uzun sapli, siirgiin ucunda veya dal catallarinda yer alan ¢igekleri ve karsilikli
siralanmig yapraklar: ile ¢ok gosterislidir. Zinyalar bodur, yar1 bodur ve boylu olmak
tizere ti¢ grupta incelenir. Ayrica erken agan, katmerli, iri veya kiigiik ¢icekli ¢esitleri

mevcuttur. Cicek rengi kirmizi, mor, beyaz ve sari olabilmektedir. Iliman iklim



sartlarinda temmuz-ekim aras1 ¢icekli kalir. Zinyalar giinesli yerlerden, hafif killi,
besin maddesince zengin humuslu topraklardan hoslanir. Gece soguklarina karsi ¢ok
hassastir. Yaz boyunca sik sik ve bol miktarda su verilmelidir.

Zinyalarin saksida yetistiriciligi i¢in kullanilan bodur c¢esitlerinde tohumlar
subat sonunda kasalara atilir. Kesme c¢igek yetistiriciligi igin ise tohumlar Mart ve
Nisan ayinda yastiklara ekilir. Ekilen tohumlarin tizeri gevsek bir hargla hafifce ortiliir.
Tohumlar 20-26°C’de 10-15 giinde ¢imlenir. Cimlenme meydana gelinceye kadar
yastiklara golgeleme yapilmalidir. Cimlenmeden sonra sicaklik 2-3 derece diisiriiliir.
Tohum ekiminden 2- 3 hafta sonra 8 cm’lik saksilar ya da kesme ¢icekgilik icin 20x20
cm ara ile tohum sasirtilir. Tohumdan cigeklenmeye degin gecen siire 8-10 hafta
kadardir. Fideler 12 cm boya ulastiklarinda ug¢ alma yapilabilir. Ayrica solan ¢igeklerin
uzaklastirilmasi ¢igeklenme siiresini uzatici etki yapar (Bag ve ark., 2017).

Zinnia elegans L. dogal olarak Meksika’da yetismektedir. Tek yillik ve yari
dayaniklidir. Otsu karakterdedir. Cigeklenme zamani temmuzda baslar ve ilk donlara
kadar devam eder. Cigeklerin orta kismu1 sari, dis kismi eflatun ve mordur. Yapraklar
bitisik, yan yana ve kalp seklindedir. Bitki tiylidir. Dallanma yapar. 40- 100 cm
boyundadir. Tohum ekimi ile dretilir. Tohum ekimi Mart ve Nisan aylarinda sicak
seralarda yapilir. Uzerleri hafifce kapatilir. Tohumdan ¢igeklenmeye kadar gecen siire
8-10 hafta kadardir.

Siis ¢icegi treticileri 100 tane ayni renk ve formda cigek elde etmek igin,
binlerce tohum ekmek ve bunlarin bitkilerini yetistirmek zorunda kalmaktadirlar
(Rogers ve Tjia, 1990). Bu yiizden doku kiiltiiriinde siirgiin, yaprak ve saptan ¢ogaltim
daha avantajli hale gelmistir.

Bu durumdan yola ¢ikarak planlanan bu ¢alisma ile in vitro ortamda
yetistirilen Zinnia elegans L’nin farkli kisimlari eksplant kaynag: olarak kullanilarak
adventif siirglin elde edilmesi iizerine degisik bitki biiylime diizenleyicilerinin ve
konsantrasyonlarinin etkileri arastirilmistir. Boylece s6z konusu bitki igin in vitro
protokolii gelistirilmistir. Boylece bu bitkilerin fidelerinin in vitro kosullarda tiretim
potansiyelleri ve bu fidelerin zamana bagli olarak (biiylimeye bagli olarak) ne gibi
degisimler gosterecegi, in vitro kosullarda gerek besi ortami ve gerekse cevresel
faktorlerin ne gibi sonuglar doguracagi belirlenecektir. Bu tiirlerin {iretim potansiyelleri

belirlenerek her daim iiretim yapilmasina imkan saglayacak daha hizli, daha seri tiretim



yapilmasi ve ayni anda ayni 6zellige sahip (klon ve gesit) binlerce bitkinin tiretilmesi,
dogaya kazandirilmasi giincel ve teknolojik bir yaklagimdir. Bu amagla fakli temel besi
ortamlar1 ve farkli bitki biiylime diizenleyicilerin g¢esitli konsantrasyon ve
kombinasyonlar1 Zinnia elegans’in in vitro ortamlarda yetistirilmesi {izerine denenmis
ve kallus olusumu siirglin rejenerasyonu, siirgiin ¢ogaltimi ve kok gelisiminde bu

faktorlerin etkileri aragtirilmistir.



2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

2.1. Bitki ile ilgili Bilgiler

Alem : Plantae (Bitkiler)

Bolim : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Smif : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)

Familya : Asteraceae (Compositae)

Alt familya : Asteroideae

Cins : Zinnia

Tiirler: Z. acerosa, Z. mericana, Z. angustifolia, Z. anomala, Z. bicolor, Z. citrea, Z.
coahuilana, Z. flavicoma, Z. grandiflora, Z. guanajuatensus, Z. haageana, Z.
juniperifolia, Z. leucoglossa, Z. lutea, Z. maritima, Z. microglossa, Z. oligantha, Z.

peruviana, Z. purpusii, Z. tenuis, Z. venusta, Z. violacea, Z. zamudiana, Z. zinnioides

Zinya yar1 odunsu, tek yillik, ¢ok yillik 15 ile 90 cm arasinda boylanabilen dik
gelisme gosteren bir bitkidir. Yapraklar1 oval ve kalp seklinde, sivri cogunlukla kaba
yiizeyli ve acik yesil renklidir. Yazlik cigeklerin en tercih edileni ve dayaniklisi1 olarak
bilinen zinya halk arasinda “kirlihanim” ¢igegi olarak da taninmaktadir.

Bahgelerde 6zellikle de sebze bahgelerinde ¢ok kullanilan bu ¢igekli bitkinin 16
degisik tiiri vardir. Kesme ¢icek olarak da ¢ok gosterislidir. Saridan koyu kirmiziya ates
serisinin biitiin renklerini igerir. Sicak iklimli yerlerde, masrafsiz, fazla emeksiz
yetistirilebildikleri gibi igeride de kullanilabilir. Zinyalar, cabuk gelisir ve yaz
ortasindan don goriiliinceye kadar ci¢ek acar (MEB, 2012).

Terminal bas, veya kapitulumda iki tip floret bulunmaktadir. Bunlar fertile ve
biseksiiel fertil olup kiigiik, tiip bi¢iminde sar1 ve turuncu renkte olup melez ¢esitlerde
bulunmaz. Zinnia elegans’in x = 12 temel kromozom sayisina sahiptir. Zinya tiirlerinin
cogu diploiddir. Zinnia elegans’in daha uzun boylu (90cm’den uzun) olan kiiltiir
cesitleri saridan kirmiziya, turuncuya kadar cok farkli renk secenekleri ile goze

carpmaktadir (Huxley ve ark., 1992).
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Bhattacharya ve Ghosh (1978) 8 ¢esit Zinnia elegans’in sitolojisini incelemisler
ve hepsinden farkli olarak B kromozomu tespit etmislerdir. Ramalingam ve ark., (1976)
Zinnia linearis ve Zinnia elegans'larin ¢aprazlamasiyla 2n=23 hibridini gelistirmistir.

Bitki boyunda 25 ilel20 cm arasinda genis bir varyasyon gosteren Zinnia
elegans (syn Z. violacea), 2.5 ile 12 cm arasinda ¢igek biiyiikliigiinde tek yillik zinya
olup, orijinal tiirler tek, terminal ve mor veya leylak pembe ¢iceklere sahiptir. Sert,
dayanikli saplar iizerinde tasinan, hemen hemen tiim tonlar1 olan renkleri ile bu tiirlin
modern gesitleri “Youth and Age’ ve ‘Cut and Come’ (gi¢eklerinin uzun émiirlerinden
dolayr “Yaslilikta Genglik” ve giceklerin kesilmesiyle ¢igek vermesinden dolayi yeni
cicek stirgiinlerini uyardigr i¢in "Kes ve Tekrar Gel™) isimleri ile taninmaktadir.
Z.grandiflora kayalik dag zinyasi ya da kir zinyasi olarak bilinir.

Onemli tiirlerinden biri olan Zinnia angustifola dogada siiriiniicii ve yayilict
olarak bulunmakta, peyzaj diizenlemede 6zellikle kaya bahgelerinde 15 cm boyu ile tek
yillik bir yer ortiicii bitki olarak ya da sepetler icerisinde asili olarak tercih edilmektedir.
Zinnia angustifola (syn Z. linearis), dar yaprakli kenarlar1 ve kisa boyu ile ayrica kiitle

dikimleri i¢in ve sepetlere asmak i¢in kullanilmaktadir.

2.1.1. Asteraceae familyasinin genel 6zellikleri

Tek, iki veya ¢ok yillik, otsu, ¢calimsi, tirmanici veya nadiren agagsi bitkilerdir.
Dokularinda lateks kanallart mevcut ya da degildir. Yapraklar alternat veya karsilikli;
nadiren stipullu, yaprak ayasi parcalanmamis, disli, loblu veya degisik sekillerde
parcalanmistir. Cigekler genellikle ¢ok sayida, nadiren tek, sapsiz ve cigekler kapitulum
durumunda, kapitulumun g¢evresi bir veya ¢ok sirali involukral brakteler ile Ortiilmiis;
kapitulum bazen ikinci bir kapitulum benzeri bas seklini (pseudocephalium) almistir.
Isinsal ya da zigomorf simetrilidir. Reseptakulum ¢iplak, tizerinde palealar mevcut ya
da uzun tiylidiir. Cigekler epigin, hermafrodit, disi, erkek ya da verimsizdir. Kaliks
ovaryumun ucunda pappus seklinde indirgenmis, pappus tily, kil ya da diken halini
almig, bazen tamamen ortadan kalkmistir. Korolla, birlesik, tubular, tiiysii, ligulat,
nadiren bilabiat, genellikle 3—-5 disli, bazen mevcut degildir. Stamenler 4-5, epipetal,
flamentler genellikle serbest, anterler lateral olarak stilus gevresinde silindir halinde

birlesmis, nadiren serbest ve ige dogru agilir. Pistil bir, ovaryum alt durumlu, tek



lokuluslu, iki karpelli, bazal anatrop ovul tek, plesentalanma bazal; stilus genellikle iki
pargali, bazen tiiyliidiir. Meyve aken ve ucunda genellikle bir pappus veya kaliks
kalintis1 tagir (Chamberlain, 1975).

2.1.2. Bitki doku kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirti; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya Kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel triinlerin (metabolider gibi) iiretilmesidir (Babaoglu ve ark.,
2002). Bitki doku kiiltiiriiniin bitki gelisiminde Kullanilmasinda tarihi agamalar1 Cizelge
1’de verilmistir.

Cesitli arastiricilar tarafindan bildirilen bir ¢ok besin ortami formiilasyonu
mevcut olmasina ragmen birka¢ tanesi (6rnek: MS, B5 ve LS) ve bunlarin gesitli
modifikasyonlar1 ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. MS ortami, Murashige ve Skoog
(1962) tarafindan tiitiin icin gelistirilmis yiiksek tuz igerikli bir ortamdir. Ozellikle
diisiik yogunluklarda (1/4, 1/2) bir ¢ok bitki tiiriindeki koklendirme g¢alismalarinda
basariyla kullanilmaktadir. Gamborg ve ark., (1968)’nin B5 ortami, soya kallus
kiiltirleri igin gelistirilmis nitrat azotu yiiksek bir ortamdir. White (1963) ortami (WH)
diisiik tuz formiilasyonlu ve domates koklerinin kiiltiirii i¢in gelistirilmis bir ortamdir.
SH (Schenk ve Hilderbrandt, 1972) ortami ise hem monokotiledon hem de
dikotiledonlar i¢in uygun olabilmektedir (Babaoglu ve ark., 2002).

Doku kiltiirii, mikroiiretim veya in vitro Kkiiltiir terimlerinin tiimi aseptik
kosullarda gergeklestirilen iiretim sekillerini agiklamaktadir. Doku kiiltiirii islemleri
birgok asamadan olusmaktadir. Bunlar;

1. Uygun bir laboratuvar diizeninin kurulmasi (steril kabin, biiyiime odasi, otoklav, besin
ortami1 vb.).

2. Kullanilacak bitki pargalarinin (eksplant) ve besin ortamlarinin se¢imi, hazirlanmasi
ve sterilizasyonu (Cizelge 2.2),

3. Kallus ve hiicre siispansiyonlarinin olusturulmasi,

4. Kallus ve hiicre siispansiyonlarindan veya dogrudan somatik ve gametik hiicrelerden

bitki rejenerasyonun uyarilmasi,



5. Olusan siirgiinlerin ¢ogaltilmast ve boylarinin uzatilmasi, somatik embriyolarin

olgunlastirilmasi,

6. Uzayan siirgiinlerin koklendirilmesi,

7. Koklenen bitkilerin dis ortama alistirilmasi seklinde siralanmasi miimkiindiir.

Cizelge 2.1. Doku kiiltiiriiniin bitki gelisiminde kullanilmasinda tarihi asamalar (Pierik,

1993)
Tarih Cahsmalar Arastiricilar
1902 Ilk izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii Haberlant
1904 Olgun embriyolarin kiiltiirii Hanning
1917 Biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanilmas1 Karl Ereky
1920 Oksinin tanimlanmasi Went ve ark.
1922 Kok ve siirglin uglarinin labor. Tanimlanmasi Kotte ve Robbins
1924 [k embriyo kurtarma teknigi (musir) Dieterich
1934 I1k siirekli kok kiiltiirleri (domates) White
1934 [k kallus kiiltiirleri Gautheret
1942 [lk kallus kiiltiirlerinden sekonder metobolit eldesi Gautheret
1946 Siirgiin uglarindan (apikal meristem) ilk bitki eldesi Ball
1953 DNA’nin yapisinin belirlenmesi Watson ve Crick
1954 Hiicre siispansiyonlarindan ilk bitki eldesi Muir ve ark.
1957 [lk sitokininin tanimlanmas1 ve organ olusumunda Skoog ve Miller
sitokinin / oksin oraninin 6neminin ortaya konmasi
1958 [k somatik embriyogenezis (havug) Steward ve ark.
1960 Enzimler kullanilarak ilk canli ptotoplastizolasyonu Cocking
1962 MS besin ortaminin gelistirilmesi Murashige, Skoog
1965 Tek hiicreden bitki rejenerasyonu Vasil, Hilderbrandt
1967 [lk haploid bitki iiretimi (anter polen kiiltiirii) Bourgin ve Nitsch
1968 BS5 ortaminin gelistirilmesi Gamborg ve ark.
1970 HEPA filterelerin kullanilmaya baslanmasi Nagata ve Takabe
1971 Protoplastlardan ilk bitki rejenerasyonu Melchers ve ark.
1971 Cinsler arasi ilk somatik melezleme Murai ve ark.
1983 Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (tiitlin)
1986 Transgenik ilk bitkinin tarla testleri (tiitiin)
1990 Sentetik tohum gelistirme ve hizli dondurma yoluyla
germplazm muhafasi ¢aligmalarinin baglamasi
1995 [k rekombinant insan gidasi (FlavrSavr, Domates)




Cizelge 2.1. Doku kiiltiiriinde tiretimde kullanilan bitki eksplantlarina goére yiizey

sterilizasyonlar1
Eksplant On sterilizasyon Sterilizasyon
Tohum 10sn saf alkolde 20-30dk 910-20 ticari sodyum hipoklorit
bekletip steril suile  soliisyonu igerisinde karistirarak beklettikten sonra
durulama en az iig¢ defa steril su ile yikama,steril filtre kagidi
iizerinde kurutma

Meyve,bakla Kisa siireli saf alkol ile ~ 10-15 dakika %10 luk ticari sodyum hipoklorit

muamele soliisyonu i¢inde karistirarak beklettikten sonra en
az ii¢ defa steril su ile yikama
Govde,hipokotil petiyol Yarim saat musluk 15 dakika %10 luk ticari sodyum hipoklorit

suyu altinda tutma  sollisyonu iginde karigtirarak veya alternatif olarak
90.1-0.25 HgCb soliisyonunda 2-5 dakika
beklettikten sonra en az ti¢ defa steril su ile

yikama
Yaprak Yarim saat musluk
suyu altinda tutma
Depo organlari Musluk suyunda
yikama

Makro elementlerden en 6nemli olan azottur. Bazi besin ortamlarinda degisik
formda (NH4, NO3 veya organik) azot bulunurken (6rnegin; MS ortami1) bazi ortamlarda
ise ¢ok diisiik azot bulunur veya hi¢ bulunmaz.

Bitki biliylime diizenleyicileri, doku kiltliiri ortammin en Onemlileri
komponentlerinden birdir. En ¢ok kullanilanlari, oksinler, sitokininler, absisik asit,
gibberellinler ve etilendir. Biiylimeyi diizenleyiciler koklenme, hiicre gelisimi, bitki
rejenerasyonunun uyarilmasi vb. birgok etkiye sahiptirler.

Bitki doku Kkiiltiiriinde, besin ortamlarina yerlestirilen eksplantlarin kontrollii
sartlarda kiltiire alinmas1 gereklidir. Kontrol edilmesi gereken en énemli kiiltiir sartlart
sicaklik, 151k ve nemdir. Sicaklik kiiltiir odalarinin kullanim amacina gore 18 + 2, 22 + 2
ve 25 + 2°C'ye ayarlanmalidir. Isik ise genellikle beyaz floresan lambalarla
saglanmalidir. Rejenerasyonun meydana gelebilmesi igin 151k gereklidir. Nem, %50-70
arasinda bir degere ayarlanmalidir. Ayrica siirgiinlerin ¢ok sulu bir goriiniim almamasi
igin kiiltiirlerin siirekli nemde tutulmamasina dikkat edilmelidir (Ulus ve Seyidoglu,
2006).

Pevalek (1998), tehdit altindaki endemik bitki Centaurea ragusina igin in vitro
¢ogaltim metodu gelistirmistir. Bunun i¢in tohumdan baslanarak elde edilen 20 giinliik
fidelerin siirglinlerini aksiller siirglin ¢ogaltim1 icin baglangic materyali olarak

kullanmistir. En iyi siirglin gelisimini 1.0 uM BA ve 2.9 pM GA3 ilaveli 2 MS
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ortaminda oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen siirgiinler 2.5 uM IBA igeren 2 MS
ortaminda koklendirildikten sonra basarili bir sekilde saksilara aktarilmislardir.

Asteraceae familyasindan olan Saussurea obvallata bitkisinde eksplant tipinin
(kok, hipokotil, kotiledon ve yaprak) iizerine yas ve farkli konsantrasyondaki bitki
bliyiime diizenleyicilerinin etkisi incelenmistir. 10-15 giinliik fidelerden alinan
eksplantlar maksimum Kkallus olusumu saglamistir. Tim eksplant tipleri i¢in 6-
benzyladenin (BA) ve a-naphthalene acetic acid (NAA) ortam olarak Murashige ve
Skoog (1962)’de kallus ve adventif siirgiin olusturmustur. En iyi sonuglar yaprak
eksplantlarinin kullanilmasiyla elde edilmistir (Dhar ve Joshi 2005).

Vitrifikasyon saydamlasma, in vitro dokularda saydamlasma, camsilagsma veya
islak  ve sis goriinimli  istenmeyen fiziksel bozukluklardir. (Chawla, 2002).
Vitrifikasyon gerek sivi gerekse de kat1 ortamda meydana gelir. Bu durum ¢ok yiiksek
nem ya da kati ortamda agar konsantrasyonun yetersizligi veya sivi ortamdaki
biiyiimenin sonucunda ortaya ¢ikabilir (Ziv ve ark., 1983). Vitrifikasyon daha ¢ok agar
iligkili bir problem olarak diisiiniilmektedir (Debergh ve ark., 1992). Ciinkii ticari
agarlarin igermis oldugu bilesenler toksik semptomlara neden olabilir (Nairn ve ark.,
1995). Dezenfeksiyon sirasinda zararlanma, sitokinin seviyesi, alt kiiltiir uzunlugu ve
sayist, kiiltiir kabmin tipi, disiik 151k, yiksek sicaklik gibi faktorler de vitrifikasyon
sebebidir (Mohammed ve ark., 1996). Vitrifikasyonun onlenmesinde en etkili yol
toplam su potansiyelinin azaltilmasidir. Bunun yani sira bu sorunu ¢ézmek igin degisik
uygulamalar yapilabilir: sitokinin konsantrasyonunu azaltmak (Paques ve Boxus, 1987),
jellestirici maddeleri daha yiiksek konsantrasyonda kullanmak (Ziv ve ark., 1983), BAP
kullanmamak (Ziv ve ark., 1987), giimiis nitrat, methionin, fruktoz veya galaktoz ve
biiytimeyi geciktiriciler kullanmak (Debergh ve ark., 1992).

In vitro siirgiin rejenerasyonu ve kardeslenme her seyden once 151k ve sicaklik
ile bitki biiylimeyi diizenleyici maddeler arasindaki dengeye baghidir. Bu etmenler ayni
zamanda kallus gelisimi, Siirgiin, kok ve bitkicik baslatilmasini ile gelisimini de kontrol
etmektedir. Kardeslenme temelde yiiksek sitokininin ve diisiik oksin varliginda artis
gostermektedir (Styer ve Chin, 1983). Gerberada kardeslenme i¢in 0.5 mg/l IAA + 10
mg/l Kin (Murashige ve ark., 1974) ya da 0.1 mg/l IAA + 5 mg/l BA (Huang ve Chu,
1985) kullanilir. Yiiksek oksin kok olusumunu uyarirken yiiksek sitokinin siirgiin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dhar%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dhar%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761693
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olusumunu arttirmakta, yiiksek miktarda siirglin eldesi igin ise Sitokinin miktarinin

arttirtlmasi gerekmektedir (Sagawa ve Kunisaki, 1990).






3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Zinnia elegans L. bitkisinin tohumlar
kullanilmistir. Zinya tohumlar1 Istanbul Tohumculuk A.S.’den temin edilmistir. Sekil
3.1’de Zinnia bitkisinin genel goriiniisii, Sekil 3.2°de ise farkli renklerdeki Zinyalarin

cigek gorlinlimleri verilmistir.

Sekil 3.2. Farkli renklerdeki Zinyalarin ¢igek goriintimleri.



14

3.2. In vivo Cahismalar

Eksplantlar Zinnia elegans tohumlarindan yetistirilen fidelerden alinmistir. Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii iklim odasinda
tohumlar torf ve vermikiilit karigimi igerisinde ¢imlendirilmis fidelerden alinan
eksplantlar ve tohum kullanilmistir. Bitkisel materyalin sterilizasyonunda ¢amasir suyu
ve %70’lik etil alkol kullanilmistir. Radikulanin tohum kabugundan ¢ikisi ¢imlenme
olarak kabul edilmis, ¢imlenen tohumlarin sayim islemi her giin ayni saatte olmak tizere
kiiltiir stiresince yapilmigtir. Kotiledon yapraklar1 ¢ikan ve paralel hale gelen
bitkiciklerin ¢ikislart tamamlamis olarak kabul edilerek sayilmis ve ¢ikis orani
hesaplanmustir.

Calismada tohumda ve hem doku Kkiiltiirinde hem de viyollerde ekimde
incelenen Ozellikler; ¢cimlenme orani (%), ortalama ¢imlenme siiresi (giin) ve ortalama

¢ikis siiresi (giin) dir. Ortalama ¢imlenme stiresi (glin) nin belirlenmesinde;

(Cso) = Y.(g*n) / Sn esitligi kullanilmigtir (Orhan, 2013). (3.2)

g: sayimin yapildig1 giin
n: sayimin yapildig: giin ¢imlenen tohum sayist
Sn: test sonunda toplam ¢imlenen tohum sayist

Ortalama ¢ikis siiresi (gilin) *nin belirlenmesinde ise ;

My %Dy +Ng %Dy vecie Ny XDy
N, +Ny +Ny,

0CS=

3.2)

verilen esitlik kullanilmistir (Kayhan ve Baran, 2014).

3.3. Invitro Calismalar

Denemede MS (Murashige ve Skoog, 1962), B5 (Gamborg ve ark., 1968) ve
WH (White, 1963) temel besin ortamlar1 kullanilmistir. Kullanilan ortamlarin temel
elementleri ve miktarlar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Doku kiiltiirli caligmalarinda kullanilacak ekipmanlar kullanim 6ncesi 121°C’de

1 atm basing altinda 1 sa 30 dk otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutulmustur



(Hatipoglu, 1997). Tohumlarin ¢imlendirmesinde besin ortami olarak MS ve WH

ortamlar1 kullanilmigtir. MS ortamma 30 g, siikroz ilave edilmis, WH ortamina ise seker

ilavesi yapilmamustir.

Cizelge 3.1. Kullanilan ortamlarin temel elementleri ve miktarlari

Icerik mg/L WH MS B5
NH;NO3 - 1650 -
KNO3; 80 1900 2500
(NH,)2S0, - - 134
(NH4)H2PO, - - -
CaCl,.2HO; - 332.02 113.23
Ca(NO3),.4HO; 208.47 - -
KCI 65 - -
MgS04.7H,0 351.60 180.54 121.56
NaH,PO, 16.80 - 130.44
MnSQ,4.HO,

KH,PO4 - 170 -
Mikro

Kl 0.75 0.83 0.75
H3BOs 1.5 6.20 3.0
ZnS04.7HO, 2.67 8.6 2.0
Na;M00,4.2HO; - 0.25 0.25
CuS04.5H,0 0.001 0.025 0.025
CoCl,.6H,0 - 0.25 0.025
FeSO,4.7HO, 3.47 - -
FeNaEDTA - 36.70 36.70
Vitaminler Organikler

Myo-inositol - - 100
Nikotinik asit - - 1.0
Pridoksin-HCI - - 1.0
Thiamin-HCI - - 10
Glisin - - -
Diger

Sakkaroz, g ; 30 20
Agar, % 0.8 0.8 0.8
pH 5.7 5.7 5.7
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Otoklavlama oncesinde 1IN HCI (hidroklorikasit) ya da 1N NaOH (sodyum
hidroksit) ile tiim ortamlarin pH’lar1 5.6 olacak sekilde ayarlanmistir. Tiim ortamlara
agar (%0.8) ilave edildikten sonra besin ortamlari, otoklavda 121°C’de 20 dakika
stireyle sterilizasyon islemine tabii tutulmustur (Hatipoglu, 1997).

Ayni sekilde ¢cimlenen tohumlardan meydana gelen yaprak ayasi ve yaprak sapi
eksplantlart da %20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10, 15, 20 ve 30 dk
bekletilmistir. Eksplantlar BAP ve 2.4 D’nin farkli konsantrasyonlarini iceren MS ve B5
ortamlarina dikilmistir.

Kiiltiirler 25+2°C’deki 1800 liiks 1s1kta 8-16 saat fotoperiyot kosullarindaki
iklim odasinda inkiibe edilmistir. Ayrica karanlik ortamin doku kiiltiiriinde ¢imlenmeye
etkisi arastirilmistir. Alt kiiltiire alinan eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu, kallus ve

kok olusumu belirlenmistir.

3.4 istatistik Analiz

Calismada ele alinan 6zellikler bakimindan tanimlayicr istatistikler; ortalama ve
standart hata olarak ifade edilmistir. Bu 0Ozellikler bakimindan yapilan
karsilastirmalarda, Varyans analizi kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik 6nemlilik
diizeyi %5 olarak alinmis ve hesaplamalar icin SPSS istatistik paket programindan

yararlanilmagtir.



4. BULGULAR

4.1. Zinnia elegans Tohumlarinin Viyollerde Cimlendirilmesi

Viyollerde torf ortaminda Kkontrollii sartlarda iklim odasinda yapilan
¢imlendirme ¢alismalarinda ekimi yapilan 90 tohumun 85’1 ¢imlenmistir (Sekil.4.1).

Cimlenme sayis1 ve ¢imlenme yiizdesi Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de verilmistir.

Viyol

120

100

80

60
40

20

ECim.Sayisi ECim.%

Sekil 4.1. Viyollere yapilan ekimde ¢imlenme sayist ve ¢gimlenme yiizdesi.

Viyollerdeki ¢imlenme sayisina ve ¢imlenme yiizdesine bakildiginda ilk bes giin
boyunca herhangi bir ¢imlenmeye rastlanmamis, en etkili ¢imlenme ekimin
gerceklestirilmesinden sonraki 5. Gilinde gerceklesmistir. 5. Giiniin ardindan ¢imlenme
olmasma ragmen ¢imlenme sayist ve ¢imlenme ylizdesi 5. Giinkii kadar olmamuigtir.
Azalan bir oranda ¢imlenme 6. Ve 7. Giinlerde devam etmis 8. Giinden sonra ¢imlenme
meydana gelmemistir. 6. Ve 7. Giinlerde meydana gelen ¢imlenme sayis1 ve ¢imlenme
yiizdesi degerlerine bakildiginda bu degerlerin birbirine olduk¢a yakin oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Viyollere yapilan tohum ekiminde ¢imlenme sayis1 ve ¢gimlenme yiizdesi

Viyol  19.12 20.12 2112 2212 2312 2412 2512 2612 27.12 2812 Toplam

Cim. 0 0 0 0 28.33 1.0 0.67 0 0 0 30
Sayisi
Cim. 0 0 0 0 9444 333 222 0 0 0 100

%

Cizelgedeki veriler incelendiginde tohumlarin ¢imlenmeye 5. giin basladig
bugiinden 6nce ¢imlenmenin meydana gelmedigi, bugiinde ¢imlenme sayisinin 28.33,
¢imlenme yiizdesinin 94.44 oraninda oldugu, 6. giinde ¢imlenme sayisinin 1.0 ¢imlenme
yiizdesinin ise 3.33 oraninda meydana geldigi, 7. giinde ¢imlenme sayisinin 0.67, ¢cimlenme
yiizdesinin 2.22 oraninda oldugu tespit edilmistir. Tohumlarin ekiminden sonra 5., 6., ve 7.
giinlerde ¢imlenme meydana gelmis bundan sonra ¢imlenme olmamistir. Cizelge 4.1. de
goriildiigii gibi tohumlarin ekiminin ardindan 10 giin boyunca tohum ¢imlenmeleri
gozlenmis ve elde edilen degerler ¢imlenme sayisi ve ¢imlenme yilizdesi seklinde
kaydedilmistir. 10. giiniin ardinda toplamda ¢imlenme sayisinin 30 oldugu, ¢imlenme

yiizdesinin ise %100 oraninda oldugu kaydedilmistir.

4.2. Tohum ve Bitki Eksplantlarimin Doku Kiiltiirii Ortaminda Sterilizasyonu

Tohumlar ve bitki eksplantlart %20°’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10, 15,
20 ve 30 dk bekletilmistir. Daha sonra tohumlar 3 defa distile su ile yikanmstir. In vitro
ortamda tohum ¢imlenmesinde bu sterilizasyon islemleri sonrasinda hi¢bir uygulamada
kontaminasyon saptanmamistir. Uygulama kolayligi ve zaman agisindan 10 dakika
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletme tohum sterilizasyonu i¢in yeterli bulunmustur.

Yaprak, yaprak ayasi ve yaprak sapinin (kotiledon, kotiledon nodu ve hipokotil)
sterilizasyonunda eksplantlar 3, 5, 10 ve 15 dakika siire ile sodyum hipoklorit
¢ozeltisinde tutulmus ve en iyi ylizey sterilizasyonu 3 dk sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde
bekletilenlerde saptanmistir (Sekil 4.2). Diger uygulamalarda bitki eksplantlarinin

canliligini kaybettigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Yaprak, yaprak ayasi ve yaprak sapinin sterilizasyonu.

In vitro ortamda yapilan ¢imlendirme denemelerinde MS ve White ortaminda

¢imlenen bitki sayisi Ve ¢imlenme yiizdesi Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.2. MS ve WH ortamlarinda tohum cimlenmelerinde ¢imlenme sayis1 ve
¢imlenme yiizdesi (%)

Ortamm 19.12 2012 2112 2212 2312 2412 2512 2612 27.12 2812 Top. Yiizde

Cimlenme Sayist .0 0 o 26 18 1 03 0 O 0 0 575 958
MS 0 0 305 215 03 0 O O 0 O 55 925
Cimlenme % White 4333 30 1667 58 0 0 0 O
MS 5083 3583 58 0 0 0 0 0
__ 3,5
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Petrilerde MS ve White ortaminda ¢imlendirme ¢alismalarina 6rnekler Sekil 4.4
ve Sekil 4.5’ de sunulmustur.
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Sekil 4.5. White Ortaminda Cimlenme.

Calismada ele alinan 6zellik olan zinya ¢i¢eginin tohumlarinin 3 farkli ortamda
ve 10 giin boyunca ¢imlenme oranlarina iliskin tanimlayic istatistikler ve karsilagtirma

sonuglar Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6.’da verilmistir.
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Cizelge 4.3. Zaman ve ortama gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Tarih  invivo White MS Genel
Ort. St. Ort. St. Hata Ort. St
Hata Hata
19A 0.000Ab 0.000 0.000Ac 0.000 0.000 Ab 0.000 0.0000 0.000
20A  0.000ADb 0.000 0.000Ac 0.000 0.000 Ab 0.000 0.0000 0.000
21A 0.000Bb 0.000 2.347Aa 0.124 3.073Aa 0.392 1.8067 1.435

22 A 0.000Bb 0.000 ;5763A 0.416 2010Aa 0488 1.2578 1.099
23a  2833BA 4es7 0080Bb 0205 0343B 119 98856 13.853

a ab
24A  1000ADb 0577 0.713Ab 0.645 0.000Ab 0.000 0.5711 0.872
25A 0.667 Ab 0.333 0.000 Ac 0.000 0.000 Ab 0.000 0.2222 0.441
26 A 0.000Ab 0.000 0.000Ac 0.000 0.000Ab 0.000 0.0000 0.000
27A 0.000ADb 0.000 0.000Ac 0.000 0.000 Ab 0.000 0.0000 0.000
28A 0.000Ab 0.000 0.000Ac 0.000 0.000Ab 0.000 0.0000 0.000
Genel 3.000 1.571 0.580 0.167 0.543 0.198 1.3743 5.112

A, B, C— : Ayn1 zaman iginde farkli bityiik harfi alan ortamlar arasi fark 6nemlidir (p<0.05)
a,b,cd : Aym ortamda farkl: kiigiik harfi alan tarihler arasi fark 6nemlidir (p<0.05)

Calismada ele alinan &zellik bakimindan veriler normal dagilim gostermedigi
icin genellestirilmis dogrusal modeller kullanilarak analiz yapilmistir. Modele tarih ve
ortam sabit etki olarak dahil edilmis ve analiz sonuc¢larina gére “zaman x ortam”
interaksiyonu istatistik olarak onemli bulunmustur. Buna gore ortamlar arasindaki
farklilik zamandan zaman deg8isim gosterirken, benzer sekilde zamanlar arasindaki
farklilik da ortamlara gore degisim gostermistir. Bu nedenle karsilastirmalar alt gruplar
diizeyinde yapilmistir. Diger bir ifade ile {i¢ farkli ortam igerisinde ayr1 ayri olarak
tarihler arasi fark incelenmis, benzer sekilde her tarihte de ortamlar arasi fark
incelenmigstir. Buna gore 19, 20, 24, 25, 26, 27 ve 28 Aralik tarihlerinde ¢imlenme orant
bakimindan ortamlar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmaz iken diger
tarihlerde farkliliklar 6nemli bulunmustur. Buna gore 21 ve 22 Aralik tarihlerinde in
vivo ortamda herhangi bir ¢imlenme ger¢eklesmez iken, diger iki ortamda 1.76 ile 3.07
arasinda degisen oranlarda ¢imlenme gozlenmistir. 23 Aralik tarihine gelindiginde ise
en yliksek ¢imlenme in vivo ortamda 28.333 olarak gerceklesirken diger 2 ortamdaki
c¢imlenme daha diisiik olmustur.

Ortamlarda ¢imlenme tarihleri arasindaki fark incelendiginde in vivo ortamda en
yiiksek ortalama 23 Aralik tarihinde gergeklesirken, bunu 24 ve 25 Aralik tarihleri

izlemistir. Diger tarihlerde ise herhangi bir ¢imlenme ger¢eklesmemistir. White
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ortaminda ise en yliksek ortalama; 22 Aralik tarihinde olan farki istatistik olarak 6nemli
olmamakla birlikte, 21 Aralik tarihinde gergeklesirken, bunu 0.713 ile 24 Aralik tarihi
izlemistir. Diger tarihlerde ise herhangi bir ¢imlenme ger¢ceklesmemistir. White
ortamina benzer sekilde MS ortaminda da 21, 22 ve 23 Aralik tarihlerinde ¢imlenme
gerceklesirken, diger tarihlerde herhangi bir ¢imlenme olmamistir. Buna gore ortamlarin
¢imlenme tizerine etkilerinin farkli oldugu, benzer sekilde ¢imlenme tarihlerinin de
ortamlara gore degisiklik gosterdigi soylenebilir. Bu durumda uygun c¢imlenme
tarihlerinin  belirlenmesinde, hangi ortamin kullanilacagimin  dikkate alinmasi
gerekirken, benzer sekilde uygun ortamin belirlenmesinde de tarihlerin énemli oldugu

g0z ard1 edilmemelidir.
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Tohum ¢imlenme oranlar1 agisindan in vivo, WH ve MS ortamlar
karsilastirildiginda en verimli ortamin in vivo ortam oldugu en verimsiz ortamin ise MS
besin ortam1 oldugu sonucuna ulagilmistir. Tohumlarin ekimini takip eden ilk iki giinde
hi¢bir ortamda ¢imlenmenin olmadigi, ekimden sonraki {igiincli giinde en yiiksek
c¢imlenme oraninin MS besin ortaminda oldugu gozlenmistir. Cimlenme tohumlarin
ekiminden iki giin sonra baglamis, 3. ve 7. giinler arasinda devam etmis, yedinci glinden
sonrada ¢imlenme durmustur. En yiiksek ¢imlenme orani in vivo ortamda %25-30

arasinda gerceklesmistir. Bunu sirasiyla MS ve WH ortamlar1 izlemistir.
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4.3. MS ve B5 Ortamlarinda Alt Kiiltiire Alinan Eksplantlarda 2,4-D ve NAA’in
Kallus Olusumuna Etkisi

Viyollerde ¢imlenen bitkilerden alinan sap ve yaprak eksplantlart alt kiiltiirlere
almmugtir. Yaprak eksplantlarinda o6zellikle 2,4- D 1 BA MS ’de yogun kalliis olusumu
gorilmiistir (Sekil 4.7).

- 8 >
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Sekil 4.7. Kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu.

Cizelge 4.4. MS ve BS5 ortamlarinda kallus ve siirgiin gelisimi

SURGUN (%) KALLUS (%)
MS 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA 267 6d 2133 6d
2 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA 175 295
Ortalama 2.21 2.29
B5 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA 225 1.13
Ortalama 2.25 1.13

Od: Onemli degil

Cimlenen tohumlardan olusan yaprak sap1 ve yaprak ayasi eksplantlart 2 mg/L
NAA+1 mg/L BA, 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA, 2 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA, igeren MS ve
B5 besin ortamlarina aktarilmistir. 2 mg/L NAA+1 mg/L BA igeren her iki ortamda da
higbir gelisme saglanamamistir. 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA igeren MS besin ortaminda
alt1 hafta sonra ortalama %2.67 oraninda siirgiin elde edilirken %2.33 oraninda da kallus

gelisimi gozlenmistir. 2 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA igeren MS ortaminda ise %1.75
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oraninda siirgiin, %2.25 oraninda kallus B5 ortamina ise 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA
ilave edilmis 151kl ortamda ortalama %2.25 oraninda siirgiin gelisimi tespit edilirken,
%1.13 oraninda kallus gelisiminin oldugu saptanmustir. Gerek siirgiin olusumu gerekse
kallus gelisimi agisindan MS ve BS5S ortamlar karsilastirildiginda MS ortaminin daha

verimli bir ortam oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.8. Kiiltiirlerde 151k ve kallus iliskisi.

Isigin (16 saat aydinlik/8 saat karanlik) kallus gelisimi iizerine olumlu etkisi
oldugu, karanlik ortamda yapilan dikimlerde ise kallus gelisimi olmadigi tespit
edilmistir (Sekil 4.8).

4.4. Elde Edilen Siirgiinlerin Morfolojik Ozellikleri

1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgiinlerin morfolojik ozellikleri
Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgiinlerin morfolojik 6zellikleri

Boy Govde  Toplam Yaprak Kotiledon  Yaprak  Yaprak Kallus Kallus

(mm)  Cap1 Bitki Sayisi Sayisi Genisligi  Boyu Boyu  Agirhig
(mm)  Agirhigi(g) (Adet) (Adet) (mm) (mm) (mm) (mg)
20 1.09 0.297 8 2 2 5 15 0.23
12 114 0.126 6 2 1 2 7 0.07
29 171 0.201 8 2 1 3 7 0.13
31 1.07 0.432 8 2 2 3 22 0.23
24 1.12 0.441 1 1 5 10 10 0.30
11 0.98 0.123 6 2 3 4 14 0.20
15 0.66 0.195 6 2 25 10 6 0.06
34 0.96 0.075 8 2 2 4 5 0.04
22 1.01 0.072 6 2 2 4 11 0.03

1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA igeren besin ortaminda elde edilen siirgiinlerin boy
uzunlugunun 34-11 mm arasinda degistigi saptanmistir. Govde ¢apinin 0.66-1.82 mm
arasinda oldugu, toplam bitki agirliginin 0.072-0.441 gr arasinda degistigi, yaprak sap1
adedininl-8 araliginda oldugu, kotiledon sayisinin 1-2 adet oldugu, yaprak
genisligininl-5 mm arasinda oldugu, yaprak boyunun 2-10 mm araliinda oldugu,
kallus boyunun 5-22mm araliginda oldugu, kallus agirliginin ise 0.03-0.34 mg arasinda
degistigi belirlenmistir. Kallus rengine bakildigi zaman krem renkli, beyaz, grimsi,
yesilimsi, kahverengi kalluslarin olustugu tespit edilmistir. Kalluslar sekizinci haftaya
kadar krem, Kkirli beyaz, beyaz renkli ve sert olup sekizinci haftadan sonra renklerinin

yesilimsi kahverengine doniistligli goriilmiistiir.

Sekil 4.10. Kalluslarda gozlenen siirgiin rejenerasyonlart.
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1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgiinlerin morfolojik dzellikleri
Cizelge 4.7 ile Sekil 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.7. 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgiinlerin kallus renkleri

Kallus Rengi

Krem-Kirli beyaz
Yesilimsi sar1
Ust kistmlar krem alta dogru grimsi kahve
Krem-Kirli beyaz
Yesilimsi Krem
Krem-agik yesil
Krem-Kirli beyaz
Kahvemsi krem
Yesilimsi kahve
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Sekil 4. 10. 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgiinlerin boy ve koklenmesi.
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Sekil 4. 11. 1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgiinlerin rejenerasyonu.

1 mg/L 2,4-D+1 mg/L BA’da elde edilen siirgilinlerin yapraklarinin daha ince
acik yesil ve daha damarli bir goriinlime sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
adventif siirgiinler kardeslenerek bazi siirgiinlerde 1 bazilarinda ise 2°den fazla olmak

tizere 4’e kadar ¢ikan aksillar kardes siirgiinleri meydana getirmistir.






5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Zinya bitkisinin farkli eksplant ve in vitro kalluslarindan adventif
stirgiin rejenerasyonu elde edilmesi tizerine degisik biiyimeyi diizenleyici madde ve
bunlarin konsantrasyonlarinin etkileri arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuglar
asagida 6zetlenmistir:

1. Bitkisel materyalin etkili yiizey sterilizasyonu: En iyi yiizey sterilizasyonu 3
dk sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde bekletilen eksplantlardan alinmistir.

2. Tohum eksplantlarinin in vivo ve in vitro ¢imlendirilme basarisi: Tohum
¢imlenme oranlari agisindan in vivo, WH ve MS ortamlari karsilastirildiginda en verimli
ortamin in Vivo ortam oldugu en verimsiz ortamin ise MS besin ortami oldugu sonucuna
ulasilmstir.

3. Yaprak ayasi ve yaprak sapi eksplantlarinin karanlik ve aydinlik kosullarina
verdigi cevaplar: Isigin kallus gelisimi iizerine olumlu etkisi oldugu, karanlik ortamda
yapilan dikimlerde ise kallus gelisimi olmadigi tespit edilmistir.

4. Kallus olusumunun tesvik edilmesi: Kallus gelisimi agisindan MS ve BS5
ortamlar1 karsilastirildiginda MS ortaminin daha verimli bir ortam oldugu gézlenmistir.

5. Kardeslenme ve bitki rejenerasyonu: Benzer sekilde kardeslenme ve bitki
rejenerasyonu bakimindan da MS ortaminin daha verimli bir ortam oldugu saptanmustir.

In vitro g¢alismalarda basariy1 etkileyen en Onemli faktorler, eksplant tipi,
biiylimeyi diizenleyici madde konsantrasyon ve kombinasyonu ile besin ortamlarinin
secimidir. Eksplant yasi, alindigi bitkinin fizyolojik durumu ve eksplant tipi gibi
faktorler mikro c¢ogaltim oranini etkilemektedir. Basta besin ortami olmak iizere,
ortamin bilesimi, optimum kiiltiir kosullar1 her genotip i¢in farklilik gostermektedir. Bu
nedenle gelecekte planlanacak mikro ¢ogaltim ¢alismalarinda farkli besin ortamlari, 11k
yogunluklari, eksplant tipi gibi faktorler denenebilir.

Asteraceae familyasi igerisinde yer alan Stevia rebaudiana Bertoni ile yapilan
bir caligmada tohum ¢imlenmesi i¢in en etkili ortamin MS besin ortami oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alismada ise MS besin ortami tohum ¢imlenmesi agisindan en verimsiz
ortam olarak kaydedilmistir. Bunun nedeni her ne kadar Zinnia elegans ve Stevia

rebaudiana Bertoni ayn1 familya igerisinde yer alsalar dahi farkl: tiirlere mensup olmus
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olmalar1 olabilir. Ayrica her tiirlin tohum ¢imlenmesi ve tohumum ¢imlenmek igin
ihtiyag duydugu gereksinimler farklilik arz etmektedir (Tandokazi, 2018).

Asteraceae familyasina ait bir diger bitki olan Inula germanica L. ile yapilan bir
diger calismada; tohumlar 1 mg/l™ BAP ve 0.1 mg/ I NAA iceren MS besin ortaminda
¢cimlendirilmis ancak tohumlarda diisilk oranda ¢imlenme tespit edilmistir. Bu bulgu
bizim bulgularimiz ile oOrtiismektedir. Ancak bu ¢alismada tohumlarin ekimini
gerceklestirdigimiz MS besin ortamina herhangi bir hormon kombinasyonu ilave
edilmemistir. Ancak bahsedilen ¢alismada ¢imlendirme ortami olarak kullanilan MS
besin ortamina bir sitokinin ve oksin kombinasyonu ilave edilmistir. Bu durumda
bitkideki endojen hormon konsantrasyonunu etkileyerek c¢imlenmeyi geciktirmis
olabilir. Cimlendirilen Inula germanica L. tohumlarindan elde edilen fideciklerin
hipokotil kisimlar1 kullanilarak MS besin ortaminda siirgiin rejenerasyonu tesvik
edilmeye calisilmistir ve en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %83.3 oraninda hipokotil
eksplantlarinda ve MS besin ortaminda meydana gelmistir. Bu bulgu bizim g¢alisma
bulgularimizi  desteklemektedir. Bizim c¢alismamizda da en yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu MS besin ortaminda elde edilmistir (Trejgell ve ark., 2018).

Centaurea cineraria subsp. circae bitkiside Asteraceae familyasi icerisinde yer
almakta olup, bu bitkinin ex vitro ¢imlenme kabiliyeti lizerine yapilan bir ¢alismada en
etkili ¢gimlenmenin in vitro dan ziyade dis ortamda meydana geldigi tespit edilmistir.
Calisma sonucunda tohumlarda dormansi olmadigi gozlenmis ve ekilen tohumlarin
%67.5 oraninda ¢imlendigi kaydedilmistir (Valletta ve ark., 2016).

Calisma bulgulart bu ¢alisma bulgularin1 destekler niteliklerdir. Ancak
caligmamizda kullandigimiz Zinnia elegans ile Centaurea cineraria subsp. circae ayni
familyada yer alsalar dahi farkl: tiirlerdir. Literatiirde Zinnia elegans in mikrotiretimi ile
ilgili bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Bu nedenle ¢alistigimiz tiir ile ayn1 familyada

bulunan diger tiirler ile kiyaslama ve yorum yapma zorunlulugu ortaya ¢ikmustir.
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