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Akvaryum Bitkileri Hygrophila difformis ve Microsorium pteropus’un In Vitro
Kosullarda Cogaltini

OZET

Hygrophila difformis ve Microsorium pteropus tiirleri Tiirkiye’de akvaryum ticaretinde
yaygin olarak kullanilan iki 6nemli bitkidir. Bu bitkiler amator yetistiriciligin disinda
Tiirkiye’ye yurt disindan yasadis1 yollarla getirilmektedir. Bu ¢aligmada, bu bitkilerin in
vitro c¢ogaltiminin gergeklestirilerek, yeterli miktarda bitki iiretiminin saglanmasi
dolayistyla akvaryum ticaretinde disa bagimliligin ortadan kalkmasi ve ayn1 zamanda dis
kaynaklardan gelen bitkilerle birlikte yabanci flora ve faunanin taginmasi sonucu yerel
flora ve fauna kaynaklarinin kirletilmesinin 6niine ge¢ilmesi amaclanmistir.

Hygrophila difformis tiriinde farkli oranlarda Kin, TDZ, NAA ve 2,4-D iceren MS besi
ortam1 kullanilmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu (80.56 adet/eksplant), 0.25 mg/l Kin
ve 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda yaprak eksplantindan elde edilmistir. Calismada siv1
MS ortam da kullanilmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu (62.20 adet/eksplant), yine
0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA igeren sivi MS ortaminda govde eksplantindan elde
edilmistir. Stv1 ortamda fazla sayisi siirgiin elde edilmesine ragmen kat1 ortama gore daha
diisiik sonu¢ alinmustir. /n vitro elde edilen bitkilerin akvaryum kosullarina adaptasyonu
amaciyla iki farkli uygulama yapilmistir. {lk uygulamada akvaryumlarda iki farkli 1s1k
yogunlugu (2000 liix ve 4000 liix), ikinci uygulamada iki farkli su sicakligi (24°C- 28°C)
uygulanmustir. 24°C ve 4000 liix 1s1k kullanilan denemelerde bitkilerdeki uzama miktari
daha fazla olmustur.

Microsorium pteropus bitkisinde materyal azlig1 ve bulasiklik oraninin fazla olmasindan
dolay iki farkli calisma yapilmistir. i1k ¢alismada, in vitro kosullarda farkli oranda NAA
igeren sekersiz sivi MS besi ortaminda siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Ikinci
calismada, ex vitro kosullarda “pulse treatment” uygulamasi yapilmis bitkinin yapraklar
yiiksek oranda kisa siireli olarak BAP ve IBA ile muamele edilmis ve akvaryum ortaminda
gelismeye birakilmigtir. Bu denemede in vitro yapilan ¢alismaya gore daha iyi sonug
alimmustir. En fazla siirgiin rejenerasyonu (14 adet/eksplant), 250 mg/l BAP ve 250 mg/l
IBA ile 30 dk siireyle yapilan muameleden elde edilmistir.

Bu tezdeki ¢alisma yiiksek oranda amacina ulasmis ve ekonomik 6nemi olan iki akvaryum
bitkisinin doku kiiltiirii yontemiyle ¢ogaltimi gergeklestirilmistir.
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In Vitro Propagation of Aquarium Plants Hygrophila difformis and Microsorium
pteropus

Abstract

Hygrophila difformis and Microsorium pteropus are two important plant species that are
widely used in the aquarium plant trade in Turkey. Besides multiplication by amateur,
these plants are brought into Turkey through illegal ways. This study reports in vitro
multiplication of these species independent of foreign connections; as the exotic flora also
bear foreign flora and fauna which could polute the local flora and fauna.

Hygrophila difformis was multiplied using MS medium containing different consantrations
of Kin, TDZ and 2,4-D. Maximum shoot regeneration (80.56 shoots per explant), was
achieved on MS medium containing 0.25 mg/l Kin and 1 mg/l NAA from leaf explant.
Liquid MS medium was also used in the study. Similarly, maximum shoot regeneration
(62.20 shoots per explant), was achieved on 0.25 mg/l Kin and 1 mg/l NAA from stem
explant. Although large number of shoots were obtained on liquid culture; however,
comparing with culture on solid medium only lower number of shoots could be recorded.
Two experiments were conducted to acclimatise these plants in aquariums. The first
experiment made use of two different light regimes (2000 lux and 4000 lux) and the 2nd
experiment made use of two temperature regimes (24-28°C). Better growth was recorded
when the plants were kept at 24° C under 4000 lux light regime.

Due to poor availability of Microsorium pteropus plant material and large number of
contamination after surface sterilisation; the experiments were performed in two different
ways. The first study made use of MS medium containing NAA devoid of sucrose to
achieve shoot regeneration. The second experiment made use of pulse treatment with BAP
and IBA to obtain shoot regeneration from leaf explants. These were cultured in aquariums
for regenearation and development. Higher number of shoots were recorded in this
experiment compared to shoot regeneration using in vitro conditions. The highest number
of shoots (14 shoots per explant) were recorded on explants treated with 250 mg/l BAP-
250 mg/1 IBA with pulse treatment for 30 min.

The study reports successful achieving the aim of this thesis with the efficient
multiplication of two economically important aquarium plants.

2008, 106 pages
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1. GIRIS

Sucul ortamin asil {ireticileri olan su bitkileri, tek hiicreliden ¢ok hiicrelilere kadar cesitli
sekilleri olan ve klorofil igeren canlilardir. Ortamin dengesinin korunmasindaki dnemleri
biiyiiktiir. Birincil ireticiler olarak tanimlanan yesil bitkiler klorofil sayesinde fotosentez
olay1 sonucu organik madde lretimini saglarlar. Bdylece bitkisel protein kaynaklarini
olustururlar. Bu nedenle akvatik ortamdaki besin zincirinin ilk halkasidirlar. Klorofil
tagiyan bitkisel organizmalar ayrica fotosentez aktivitesiyle oksijen olusturup suyun
oksijenasyonunu saglarlar. Su bitkileri kirliligin biyolojik yontemlerle saptanmasinda
onemli belirleyici organizmalardir. Bazi bitkiler sularin aritiminda da kullanilmaktadir

(Cirik vd 2001).
1.1. Tath Su Bitkilerinin Simiflandirilmasi
1.1.1. Sucul ve batakhik ortamlardaki bitki gruplari

Bir gol kiyisindaki bitkilere bakildiginda yasam ortamlarmma gore ii¢ grup altinda
siniflandirilabilir (Cirik vd 2001):

a. Hidrofit topluluk: Suda yiizen bitkilerin olusturdugu grup

b. Amfibi topluluk: Kiyiya yakin, bir kismi su iginde, bir kismi karada gelisen bitkiler
grubu

c. Helofit topluluk: Islak, nemli alanlarda gelisen bitkiler grubu

a. Hidrofit topluluklar: Tamamen sucul ortamlarda yasamaya uyum gostermis tiirlerden
olusur. Genellikle bitkinin kok, gévde ve yapraklari su i¢inde sadece cigekleri su disinda
gelisir. Bu bitki topluluklarina durgun ve akarsularda rastlanir.

-Akarsulardaki hidrofit topluluklar: Ranunculus ve Fontinalis tiirleri vb.

-Durgun sulardaki hidrofit topluluklar : Potamogeton, Sagittaria, Elodea, Nymphaea,
Myriophyllum, Alisma, Trapa vb.

b. Amfibi topluluk: Bu grup bitkiler Oncekilerden farkli olarak daima su iginde
bulunmazlar. Ozellikle kurak periyotlarda bitkinin bir kismi su disinda kalir. Bu bitkilere
goller ve sulak alanlarda kiy1 zonunda, menderes olusumu goriilen akarsularin kenarlarinda
rastlanir.

- Kiy1 ve bataklik zonundaki amfibi bitki topluluklar: : Alisma, Equisetum, Juncus vb.

- Aliivyonlu topraklardaki amfibi bitki topluluklar1 : Polyganum vb.



c. Helofit topluluk: Bu grup bitkiler genis alanlar olusturur ve biiyiik boyutludurlar. Bu
nedenle, diger iki grupta yer alanlara oranla daha ¢ok taninirlar. Bu grupta bataklik ve
turbaliklarda gelisen helofit topluluklar olarak tanimlanan bitki topluluklar1 baskindir.

1. Helofit topluluklar : Phragmites, Scirpus, Typha vb.

2. Kamus topluluklari : Carex vb.

1.2. Su Bitkilerinin Kullanim Alanlari

Sudan 6ncelikle giinliik ihtiyaclar1 olmak iizere ¢esitli sekillerde yararlanan insanoglu basta
balik ve su bitkileri dahil olmak iizere ¢esitli su irlinlerini gida ve degisik sektorlerde

degerlendirmektedir (Cirik vd 2001).
1.2.1. Sucul bitkilerin insan gidasi olarak kullanim

Uzak Dogu’da su kestanesinin yetistiriciligi yapilmaktadir. Cin’de su kestanesine benzer
emergent bir tiir olan Eleocharis dulcis sulak alanlarda, genelde piringle doniisiimlii olarak
yetistirilir. Diger su kestaneleri de (Trapa natans) Akdeniz bdlgesinde yetistirilmektedir. T.
natans’in tuhaf ve dikenimsi meyvelerinin i¢inde biiyiik, etli tohumlar1 vardir. Bunlar da

yenilmekte, bu sebeple yetistiriciligi ve ticari olarak dagitimi yapilmaktadir.

Diinyanin farkli bolgelerinde c¢esitli sucul bitkilerin taze yapraklarn tiiketilmektedir.
ABD’de diizenli olarak tiiketilen ve salatalarda kullanilan sucul bitkilerin birisi de su
teresidir. Su teresinin hem yetistiriciligi yapilmakta, hem de dogadan fazla miktarlarda

toplanmaktadir.
1.2.2. Suyun biyolojik filtrasyonu i¢in bitkilerin kullanimi

Sucul bitkiler, kanalizasyon veya atiksu aritma sistemlerinin sivi atiklarindan agir
metallerin ayrilmasinda kullanilmaktadirlar. Bu sistemlerin sivi atiklar1 fosfor, azot ve
diger bitki besin elementlerini igerir. Atik sulardan bu metallarin uzaklastirilmasi aritmaya
yonelik bir islemdir. Kimyasal uzaklastirma pahalidir ve her element i¢in ayr1 bir islem
gereklidir. Bunlar disinda bitkiler diger elementleri hatta fenol gibi organik kirleticileri de
absorbe ederler. Genellikle serbest yiizen (Scirpus, Phragmites vb.) ve emergent

(Eichornia crssipes, Lemnaceae vb.) bitkiler bu amagla kullanilmaktadir.
1.2.3. Katki ve destek maddesi olarak kullanimi

Diinyanin 1liman ve tropikal bélgelerinde genis dagilima sahip Phragmites genusunun
tiirleri damlarin ortiilmesi, ¢it yapimi, miizik enstriimani1 yapimi ve ok yapimi gibi islerde

kullanilmaktadir. Avrupa’da yap1 materyali olarak kullanilmaktadir.



Bu bitkilerden elde edilen lif kagit, mukavva, selofan ve benzer iiriinlerin ana maddesini
olusturmaktadir. Ayrica su bitkilerinin lifleri izolasyon malzemesi, fiber tahta gibi daha
kaba irlinlerin yapiminda kullanilmaktadir. Hatta bunlar bina bloklarinin igine

sikistirilmaktadir. Bu bitkilerden alkol ve furfurol elde edilmektedir.
1.2.4. Giibre ve hayvan yemi olarak kullanim

Hasat edilmis sucul bitkilerin en sik kullanimlart ¢iftlik hayvanlar1 i¢in yem ve giibre
kaynag1 olaraktir. Kimyasal kompozisyonlar1 giibre olarak kullanim i¢in uygundur. Ancak
kurutma ve tasima islemlerinde sorunlar goriilebilmektedir. Kuru agirlik esas alindiginda
sucul bitkilerinin ¢ogunun protein icerigi yoncadan yiiksektir. Hayvan yemi olarak

kullanim1 besin igerigi, lezzeti, sindirilebilirligi ve maliyetine baghdir.
1.2.5. Siis bitkisi ve peyzaj amach kullanimi

Yukarida belirtilen kullanimlardan bagka su bitkileri, yaygin olarak akvaryumlarda siis
bitkisi olarak yetistirilmektedir. Ayrica park ve bahgelerin diizenlenmesinde niliifer gibi

giizel ¢icekli bitkiler kullanilmaktadir.

Akvaryum bitkileri sagladiklar1 gilizel goriiniis yaninda, bir akvaryumda canlilar arasi
dengenin olusturulmasinda vazgegilmezdirler. Bitkiler sudaki karbondioksiti alarak oksijen
tiretirler ve baliklar i¢in elzem olan oksijen iiretiminde Onemli rol oynarlar. Baliklar
tarafindan birakilan artiklar1 kokleri ile alarak akvaryum suyunun bozulmasina engel
olurlar. Diger yandan, akvaryum bitkileri kiigiikk balik ve yavrularin saklanabilecegi bir
ortam olustururlar (Alpbaz 1984). Baliklar yasamlarinin baslangicindan itibaren bitkilerle
siki iliski igerisindedirler. Baliklara dogal ortamlarindaki gibi bir akvaryum hazirlanirken,

mutlaka bitkiler de bulunmalidir (Seger 2002).

Akvaryum bitkileri, dogal yasam ortamlari tropikal ve subtropikal boélgeler olan canlilardir.
Ayrica akvaryum ortaminda da ayni kosullara istek duyarlar. Tropik bitkiler 19-25 °C su
sicakligr isterler. Derelerden toplanan ve soguk sularda yasama ozelligi gosteren pek¢ok
bitki i¢in 1sitma gerekmeyebilir. Avrupa ve Kuzey Amerika kokenli Elodea,
Ceratophyllum, Ludwigia, Myriophyllum, Potamogeton, Sagittaria, Vallisneria, Azolla,
Lemna ve Riccia gibi cinsler bu gruba dahildir. Su bitkisi yetistiriciliginde dnemli diger

etkenler ise besleyici tuzlar, 151k ve su kalitesi olarak siralanabilir (Cirik vd 2001).

Bu tez ¢alismasinda Hygrophila cinsine ait bir su bitkisi olan Hygrophila difformis ve

Microsorium cinsine ait Microsorium pteropus tiirti galisilmistr.



Hygrophila cinsi Acanthaceae familyasina aittir (Rataj ve Horeman 1997). Bu cins her
kitada olmasina ragmen tiirlerin cogunun orjini Asya’dir. Bu cinse ait 90 civarinda tiir
bulunmaktadir. Fakat hepsi tanimlanip siniflandirilmamistir (Amano 2002). Baz tiirlerin
yaygin olarak goriildiigi tilkeler Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Bu bitkiler ¢esitli amaclarla kullamlmaktadirlar. Ornegin; H. auriculata bitkisi
Hindistan’nin geleneksel tedavi sisteminde karaciger hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir (Shanmugasundaram ve Venkataraman 2005). H. stricta bitkisi genis

spektrumlu antibakteriyel aktivite gostermektedir (Khan ve Omoloso 2002).

Cizelge 1.1. Hygrophila cinsine ait bazi tiirlerin dagilim alanlar

Tiir Ulke Kaynak
H. angustifolia Dogu Asya, Endonezya, Cirik vd (2001)
Avustralya, Yenizelanda
H. corymbosa Giiney Dogu Asya Cirik vd (2001)
H. polysperma Hindistan, Malezya, ABD’nin | Cirik vd (2001), Sahin (1997)
Florida, Teksas ve Virginia
Eyaletleri
H. stricta Papua Yeni Gine Khan ve Omoloso (2002)
H. difformis Hindistan Banglades, Butan, Amano (2002)
Nepal, Giiney Asya
H.lacustris Afrika’nin ~ 1ik  Bolgeleri, | Rataj ve Horeman (1997)
Gliney Asya
H.pogonocalyx Tayvan Huang vd (2005)
H. auriculata Pakistan, Cin, ABD Ahmed vd (2007), Ding vd
(2006)
H.spinosa ABD, Hindistan (Kalkuta) Godbole vd (1941), Dewanji
vd (1997)

Bu tez kapsaminda caligilan H. difformis Tiirkiye’de akvaryumlarda kullanilan tiirlerden
birisidir (Sekil 1.1.). Bu tiir ‘water wisteria’ (su ¢inari) olarak bilinmektedir. Anavatant
Asya’dir. 20-50 cm uzunluga, 15-25 cm genislige sahiptir. 22-30 °C sicaklikta, orta
dereceden c¢ok yiiksek derecelerde 1s1ikta gelisebilmektedir. Cok yumusak sulardan ¢ok sert
sulara kadar genis bir sertlik toleransi vardir. 5 ile 9 pH araliginda gelisebilmektedir.
Akvaryum severlerin ¢ok tercih ettigi bir bitkidir (Anonim 2008.a). Suiistii yapraklarin
uclar1 parcalidir. Suiistli yapraklar1 koyu, sualtindaki yapraklar ise acik yesil renklidir.
Isikli yerlerde cok cabuk gelismektedirler. Yetersiz 1sikli yerlerde bitki dik, uzun



internodlu ve az pargali ya da parcgasiz yapraklara sahip olmaktadir. Bitki termofilik olup

akvaryumlarda 24 °C’nin tizerindeki sicakliklarda iyi gelismektedir (Amano 2002).

Sekil 1.1. Hygrophila difformis bitkisinin goriiniisii

Bu tez kapsaminda caligilan ikinci bitki Microsorium pteropus (Java fern); Polypodiacea
familyasina aittir (Rataj ve Horeman 1997). Bu familyaya ait fernler epifitik (Baska
bitkiler iizerinde yasayan bitki) karasal, rizomlu, siiriiniicii, peltat (yaprak sapinin kenardan
degil yiizeyden bir noktadan yaprak ayasina bagli olmasi) tagiyan, genel olarak koletrat
(ksilem ve floemin {ist liste bulunmasi), pullar bulunduran bitkilerdir. Frondlar (egreltiotu
yapragi) uzun ve artikulat vaskiiler (diizenli bir sekilde birbirine bagli damarlar) yigin
yuvarlak sekilde olmaktadir. Yaprak basit sekildedir. Bazen lob seklinde bazen loblar
rizomlarla birlesir bazen de stelat (yildiz seklinde) tiylii ya da pulludur. Meyveler
eksindusiat (kabuksuz) yuvarlak bazen uzun ve diiz, yaprak iizerinde bazen de tiim yaprak

tizerinde yayilmis durumdadir ve sporlar monolittir (tek pargali) (Croft 1985).

Habitat olarak dereler selaleler ya da batakliklarda tamamen veya yari goélgede kayalar
tizerinde ya da ¢amurda bulunmaktadir. Java fern (Sekil 1.2.) denizden 25 ile 5000 m
yukseklikte bulunmaktadir. Yagmurlu mevsimde su igerisinde uzun zaman kalabilmektedir
(Holttum 1954). Bu bitki amfibiktir. Iriyanca (Endonezya)’da bu bitki &zellikle bataklikta
bol miktarda bulunmaktadir. Yayilis alan1 Hindistan, Giiney Cin, G.Bat1 Asya, Filipin,
Endonezya ve Yeni Gine’dir. Bazi tiirlerin yaygin olarak goriildiigii tilkeler Cizelge 1.2.°de

verilmistir (Boufford vd 1993-2003).



Cizelge 1.2. Microsorium cinsine ait bazi tiirlerin dagilim alanlar

TUR ULKE

M. buergerianum Hindistan, Cin, Japonya, Tayvan

M. dilatatum Hindistan, Cin, Giiney Cin, Giiney Cin, Tayvan

M. fortunei Cin, Butan, Burma,Tayvan

M. membranaceum Cin, Hindistan, Tayland, Tayvan, Filipinler

M. pteropus Hindistan, Vietnam, Malezya, Cin, Tayvan,
Filipinler

M .punctatum Afrika, Hindistan, Vietnam, Giiney Cin, Tayvan,
Pasifik adalar1

M. rubidum Hindistan, Tayland, Cin, Tayvan, Malezya

M. scolopendrium Hindistan, Giiney Cin, Tayvan, Filipinler, Afrika,
Polinezya

M. steerei Vietnam, Giiney Cin, Tayvan

Sekil 1.2. Microsorium pteropus bitkisinin goriiniisii




1.3. Akvaryum Bitkilerinin Yetistirme Teknikleri

Akvaryum bitkilerinin yetistirme tekniklerinden birisi eseysel iiretimdir. Vejetatif yolla
tirememis bir bitkinin ¢igcegindeki polenler, bir firga ile diger bitkinin ¢igegine tasinabilir.
Tohumlarin ¢imlendirilmesi yoluyla da iiretim yapilabilmektedir. Bu yontem daha ¢ok
vejetatif {iretimlerinde sorun bulunan bitkilerde uygulanmaktadir. ikinci iiretim sekli ise
eseysiz liretimdir. Bunun i¢in bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bitkide olusan kiigiik filizler
kesilerek tepe kismi yukariya gelecek sekilde topraga dikilir ve yeni bitkiler elde edilir.
Baz1 bitkilerde rizom yeni bir yavru bitki olusturur. Yavru zamanla siirgiin verir ve yeni bir
bitki meydana gelir. Bu bitkiler birbirinden ayrilarak pekcok yeni bitki elde edilebilir.
Bazi tiirlerde de bitkinin ¢igek sapinda kokli yavru bir bitki olusur. Diger bir yontemde,
biiylime rizomu bulunan bitkilerin rizomlarinin kii¢lik parcalar seklinde kesilip su bulunan
bir kaba yerlestirilmesi ve yeni bitkilerin elde edilmesidir. Baz1 bitkilerde de yeni bitki elde
etmek i¢in yapraklar kullanilir. Kullanilan yontemlerden biri de, ana bitkinin kesilerek
tiretimidir. Bogum bolgesi bulunan bitkilerde bogum bolgesinden kesim yapilarak topraga

dikilir ve yeni bireyler elde edilir (Cirik vd 2001).

Akvaryum bitkilerini ¢ogaltim yontemleri asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

a. Vejetatif Cogaltim: Bitkinin herhangi bir vejetatif organindan alinan 6rnek kalem,
yaprak vb.’den ¢ogaltim yapilmaktadir.

Su bitkisi ¢ogaltiminda bu yontem ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Vejetatif cogaltim
kolay, ucuz ve 6zel egitim gerektirmeyen yontemlerden biridir.

b. Generatif (Tohumla) Cogaltim: Bitki iizerinde gelisen tohum ya da spor
kullanilmaktadir. Bu yontem geleneksel olarak kullamlmaktadir. Ornegin Niliifer, Samolus
ve Cyperus bitkilerinde tercih edilen geleneksel bir yontemdir.

c. Mikrogogaltim ve Doku Kiiltliri Yontemleriyle Cogaltim: Bitkiler steril ortamda
cogaltilmaktadir. Kullanilan eksplantlar koltukalti meristemi, yaprak, petiol, hipokotil
vb.’dir (Anonim 2008.b).

Fern bitkileri, Pteridophyta bdliimiine aittir. Ve tohumsuz damarli bitkiler olarak
tanimlanmaktadir. Fern bitkilerinde, olgunlasmamus protallus (haploit yapidaki gametofit)
tercih edilmektedir. Bitkiler ilk once kontrollii kosullar (1s1k, sicaklik vb.) altinda
tutulmaktadir. Ortamlarda bitkiyi tutmak igin jellestirici bir madde, besin ortamlari, seker

ve antibiyotik kullanilmaktadir. Bitkiler istenen boya ulastifinda akvaryum seralara



aktarilip dis kosullara adaptasyon saglanmaktadir. Ornegin Hygrophyla, Ludwigia, Rotola
vb. bitkiler vejetatif cogaltim yoluyla akvaryum ticaretinde kullanilmaktadir. Bitkiyi
cogaltmak icin ana stok bitkilerin bulunmasi gerekmektedir. Ayrica yavas bir yontem
olmasinin yanisira ana stok bitkileri ve c¢ogaltilan bitkileri depolamak igin c¢ok yer
gerektirmektedir. Bunun yanisira bu yontemde hastalik yayilma riski ¢ok fazladir. Anubias
gibi yavag gelisen bitkilerin ¢ogaltimi1 da sorun olabilmektedir. Hizl1 ¢ogaltim ya da doku
kiiltiiri geleneksel yontemlere gore pahali olmasina ragmen az yerde kisa siirede c¢ok
sayida bitki iiretilebilmektedir. Geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda doku kiiltiiriiyle
bitki ¢ogaltimi hizli ve maliyeti disiiktiir. Ancak doku kiiltiirii yapabilmek i¢in 6zel tesis
ve egitilmig personelin bulunmasi gerekmektedir. Doku Kkiiltiiri ile yabani ve tehlike
altindaki flora kolayca muhafaza altina alinabilmektedir. Doku kiiltiiriinde teknigi optimize
etmek i¢in ¢ok fazla zaman ve masraf gerekebilmesine ragmen optimizasyondan sonra

fazla sayida saglikli bitki elde etmek miimkiin olmaktadir.

Tirkiye’de son yirmi yildan beri su iirlinleri egitimi ile birlikte su iirlinleri yetistiriciliginde
onemli gelismeler kaydedilmis ve iiretim artmis, ancak su bitkileri konusunda yeterince
gelisme saglanamanustir (Oztiirk 2002). Su bitkilerinin yogun iiretimine yonelik ¢aligmalar
bulunmamaktadir. Uretim daha ¢ok amatérce ve diisiik miktarlarda olmaktadir. Kisa siirede
fazla miktarda bitki elde edilebilen farkli yontemler bulunmaktadir. Bu yontemlerden biri
de in vitro tiretimdir. Doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak yapilan ¢ogaltim (mikroiiretim)

giiniimiizde, diinyada 6zellikle siis bitkilerinin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.4. In Vitro Uretim

1.4.1. Doku kiiltiiri teknikleri

Doku kiiltiirleri: Bitki doku kiiltiirleri temelde bir iiretim yontemidir. Bilinen diger klasik
tiretim yontemlerinden farkli olarak bitkinin ¢esitli kistmlarindan alinan kii¢iik bir parcanin
(eksplant) sterilize edildikten sonra, ¢esitli besin maddelerini igeren steril besin ortaminda
(in vitro) ve uygun c¢evre kosullarinda (1s1k, sicaklik) kiiltiire alinmasi islemidir. Bu

nedenle yontemin diger adlar1 “ mikro iiretim” veya “aseptik kiiltiir’diir (Goniilsen 1987).

Bitki doku kiiltiirii alanindaki ilk ¢aligmalar 19. ylizyilin sonlart ve 20. yiizyilin baslarinda
yapilmistir. Ancak kullanilan eksplantlarin ve yetistirme ortamlarinin uygun olmayist

sebebiyle basar1 saglanamamistir. 1960’l1 yillarda uygun besi ortaminin bulunmasiyla



gozle goriiliir ilerlemeler kaydedilmistir. Bugiin elde edilen sonuglar laboratuar disina

cikarak pratikte ve ticarette kullanim alan1 bulmustur (Er ve Canpolat 1992).
Bitki doku kiiltiirleri tekniginin esas1 baslica ii¢ ana kisimdan olugsmaktadir:

1. Kiiltiirtin gelismesi i¢in gerekli organik ve inorganik maddeleri igeren steril bir gida
ortaminin hazirlanmasi,
2. Bakteri, mantar veya her ikisini tastyan ve kiiltiire alinacak bitki parcasinin (eksplant)

orijinini olusturan ana materyalin dezenfekte edilmesi,

3. Orijin bitkiden istenen eksplantin (meristem, anter, embriyo, yaprak ucu vb.) alinarak
steril gida ortamina, steril sartlarda konulmasi ve gelismesi i¢in uygun g¢evre sartlarina

yerlestirilmesidir (Goniilsen 1987) .

Bitki doku kiiltiirlerinin avantajlar1 sdyle siralanabilir (Er ve Canpolat 1992).

1. Normal ¢ogaltim yontemlerinde iiretim materyali bir iken, doku kiiltiiriinde bir bitkinin
farkli organlari kullanilarak binlerce iiretim materyali saglanabilmektedir.

2. Doku kiiltiirii caligmalarinda ¢ogaltim materyalinden tasarruf saglanir.

3. Uretimde kullanilan alan ¢ok kiigiiktiir.

4. Cogaltim kisa siirede gergeklestirilir.

5. Doku kiiltiirii gen kaynagi olan bitkisel materyalin hi¢ bozulmadan ve kayba ugramadan
yillarca vejetatif olarak korunmasini saglar.

6. Ticari acidan 6nemli bitkilerin, tohumla veya diger yontemlerle ¢ogaltilmast miimkiin
olmayan bitkilerin vejetatif olarak ¢ogaltilmasi saglanir.

7. Uretimde mevsimlere baglilik ortadan kalkar. Y1ilin her mevsimi iiretim saglanabilir.

8. Islah ¢alismalarinda stireyi kisaltir.

9. Biiyiime uclarindaki meristemlerin viriis tasimamamst nedeniyle bu meristemlerin
kiiltiire alinmasi ile viriissiiz bitki elde edilebilir.

10. Biitiin dis etmenler kontrol altina alinabildiginden hiicre biyolojisi, fizyolojisi,

biyokimya ve gen transferi altindaki arastirmalara imkan saglar.

Bitki doku kiiltiirli ¢aligmalarinin kullanim amagclarina gore birbirinden ayrilan degisik

uygulamalari vardir:

-Organogenesis
-Embriyogenesis

-Protoplast Kiiltiirii ve Somatik melezleme



-Haploit Bitki Uretimi

-Meristem Kiiltiri

1.4.2. Organogenesis

Organogenesis, hiicre ve dokulara baski uygulayip bazi degisikliklere sebep olunarak
siirglin veya kok primordiyumu (taslagi) diye isimlendirilen tek kutuplu ve vaskiiler
sistemi kokenini aldigi dokuya bagli olan bir yapinin meydana gelmesine yol agan bir

islemdir (Girel ve Tiirker 2001).

Normalde bir bitkinin tohumunu olusturan hiicreler, biiyiime ve farklilasma donemi
gecirerek bitkinin kok, govde ve yapraklar gibi farkli organlarini olustururlar. Farkli hiicre
tiplerinin ortaya ¢ikmasina yol agan bu degisiklikler bitkinin normal hayat dongiisiinde
yasamimin sonuna kadar ayni kalir. Ancak, yapilan arastirmalar; tamamen farklilasan
hiicrelerin eger bozulmamis bir hiicre membran sistemi ve canli bir ¢ekirdege sahip ise
tekrar meristematik bir 6zellik kazanarak mitotik boliinme gosterebilece§ini ortaya
koymustur. Iste bu boliinmeler sonunda ya dogrudan adventif siirgiin veya kok (direkt
organogenesis) ya da hiicreler y1gin1 olan kallus ve bu kallusdan siirgiin ya da kok (indirekt
organogenesis) meydana gelir (Giirel 1997). Indrekt organogenesiste eksplant belirli bir
form ve polaritesi olmayan hiicre yiginlariin (kallus) olusmasi i¢in uyarilir. Daha sonra bu
kallus iizerinde meristematik bir merkez ve ardindan siirgiin ya da kék olusumu goézlenir.

Direkt organogenesiste ise; hi¢ kallus gelisimi olmadan siirgiin gelisimi izlenir.

Organogenesis cesitleri

Direkt organogenesis Indrekt organogenesis
Eksplant Eksplant
Siirgiin veya kok KalLus
Biltki Siirgiin veya kok
l
Bitki

Sekil 1.3. In vitro bitki rejenerasyonunda goriilen organogenesis ¢esitleri
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Besin ortamina ilave edilen hormonlardan oksin ve sitokinin oranina gore kok veya siirgiin
olusabilir ya da kallus gelismeye devam eder. Bir¢ok bitkide sitokinin adventif siirgiin
olusumunu tesvik eder. Oksin ise genellikle kok olusumunu tesvik eder. Ortamin fiziksel
hali, pH degeri, nem, sicaklik, 151k ve kiiltiir kaplarinda biriken gazlar organogenesisin

basarisin etkileyen faktorlerdir.

1.4.3. Embriyogenesis

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi dollenmis yumurta hiicresiyle sinirl degildir. In
vitro kiltiir sartlarini ve 6zellikle de bitki biiyiime diizenleyicilerini ayarlayarak bir bitkinin
herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo elde etmek miimkiin
olabilmektedir. Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar somatik embriyo olarak
adlandirtlir (Ozcan vd 2001). Somatik ve zigotik embriyogenesis arasindaki énemli fark
elde edilis yontemlerinden kaynaklanmaktadir. Zigotik embriyo déllenmis bir zigottan
gelistiginden dolayi, elde edilen bitkiler potansiyel olarak agilma gosterirler. Ote yandan,
bireysel bitkilerin hiicrelerinden gelistikleri i¢in somatik embriyolardan elde edilen bitkiler
genetik olarak klon olustururlar (Bournman 1994). Dollenmis yumurtadan gelisen
embriyoda oldugu gibi, iki c¢enekli bitkilerde somatik embriyolar da ‘“globular, kalp,
torpido ve kotiledon olusum safhalarini gegirirler. Ote yandan, somatik embriyolar
organogenesis yoluyla gelisen siirglinlerden farklilik gosterirler. Govde- kok eksenine ayni
zamanda sahip olup, asil doku ile vaskiiler baglantilari olmadigindan dolay1 dokudan

kolaylikla ayrilabilirler (De Jong vd 1993).

Somatik embriyogenesis ilk defa havug bitkisinin somatik dokularindan elde edilmistir.
Genel olarak somatik embriyo i¢in ¢ok degisik bitki kisimlar1 kullanilmaktadir. Ancak
olgunlasmamis zigotik embriyolar somatik embriyogenesis icin Onemli bir kaynak
olusturmaktadir (De Jong vd 1993, Parrott vd 1993). Eksplant kaynagi, genotip, bitki
bliylime diizenleyicileri, azot kaynagi ve c¢evre sartlar1 gibi etmenler somatik
embriyogenesisi onemli 6l¢iide etkileyen faktorlerdir. Somatik embriyogenesis iki farkli

yontemle elde edilebilmektedir.

1. Direkt Somatik Embriyogenesis: Bu tip somatik embriyogenesiste; embriyo kallus

olusumu olmadan direkt olarak somatik bir hiicreden olusur. Bu tip hiicrelere
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embriyogenik hiicreler ad1 verilir. Bu tip somatik embriyogenesis i¢in ¢ok geng bitki doku
ve hiicreleri kullanilir. Ornegin anterler iginde bulunan ¢ok geng polen tanelerinden ve
hipokotilin epidermal hiicrelerinden bu tip embriyogenesis elde edilebilir (Pollard ve

Walker 1990).

2. indirekt Somatik Embriyogenesis: Bu tip embriyogenesiste 6nce kallus olusur. Daha
sonra bu kallustan somatik embriyolar olusur. Somatik embriyo olusturan kallusa
embriyonik kallus adi1 verilir. Embriyonik kallus ; kompakt yapida ve beyazdan agik sar1
renge kadar degisen renklerdedir. Embriyonik kallus genellikle baslangicta yavas biiytime
gosterir. Bununla beraber bazi tiirlerde hizli biiylime gosteren embriyonik kallus elde
edilmistir. Baz1 durumlarda 6nce yumusak, embriyonik olmayan kallus olusur. Daha sonra
bu kallusun belirli bolgelerinde kompakt yapidaki embriyonik kallus olusur. Besi
ortaminda oksin konsantrasyonu belirli diizeyde tutuldugu siirece embriyogenik kallusta
hiicreler siirekli olarak boliiniirler. Embriyogenik hiicreler; kiigiik, ince hiicre duvarli,
sitoplazmaca zengindirler. Ve ¢ok sayida kiiclik vakuoller ve nigsasta taneleri igerirler (Er

ve Canpolat 1992, Pollard ve Walker 1990).

Besi ortaminda oksin konsantrasyonu diistiigiinde veya embriyogenik kallus biiylime
diizenleyicisi igermeyen besi ortamina aktarildiginda, embriyogenik kallus {izerinde
somatik embriyolar olusur. Olusan bu somatik embriyolardan zigotik embriyolarda oldugu

gibi kok ve siirgiin olusur.

Somatik embriyolarin dollenme sonucunda gelisen zigotik embriyolara gore en Onemli
tistlinliikleri genetik ac¢ilmalarinin olmamasidir. Somatik embriyolar, kiiltiire alinan
eksplantin somatik hiicrelerinden gelisirler ve eksplantin alindig1 bitkinin genotipini
muhafaza ettirirler. Somatik embriyogenesis sonucunda olusan {riin bir embriyo olup,
tohum igerisinde bulunan embriyonun bir benzeridir. Daha da 6nemlisi somatik embriyolar
tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahiptirler. Bu yilizden somatik embriyolar
kaplanmis tohum olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Ayrica somatik

embriyogenesis gen aktariminda 6énemli bir potansiyele sahiptir (Hartmann vd 1990).

1.4.4. Meristem kiiltiirii

Meristem, siirglin ucu ve tomurcuk kiiltiiriiniin bitki yetistirme ve 1slahindaki kullanim
alanlar1 soyle siralanabilir:

- Mikrogogaltim
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- Virussiiz bitki elde edilmesi

- Germplasm muhafazasi

Meristem kiiltiirii; bitkilerin biiylime konisi yaninda birkag yaprak primordiasinin steril
kosullarda suni besi ortamlarinda kiiltiir edilerek bunlardan tam tesekkiillii bitkiler elde

edilmesidir (Grout 1990).

Siirgiin ucu kiiltiirii; biiylimekte olan siirgiinlerin 2 cm veya daha kisa u¢ kisimlarinin steril
kosullarda suni besi ortamlarinda kiiltiir edilerek bunlardan tam tesekkiillii bitkiler elde

edilmesidir.

Tomurcuk kiiltiirli; bliylimekte olan veya dormant durumdaki siirgiinlerden izole edilen
tepe ya da koltukalti tomurcuklarinin steril kosullarda suni besi ortamlarinda kiiltiir

edilerek bunlardan tam tesekkiillii bitkiler elde edilmesidir.

Son yillarda Diinyada akvaryum bitkilerinin iiretim ve c¢ogaltiminda biiyiik gelismeler
gozlenmistir. Akvaryum bitkileri ticari amagla biiylik oranda tretilmektedir. Gegmiste
Oonem gosterilmeyen akvaryum bitkileri ticareti bugiinlerde ¢ok giiclii ve hizli gelisen bir
endiistri haline gelmistir. Birgok insan bu endiistriye parasal ve zamansal yatirim
yapmaktadir. Bu yiizden gelecekte ¢ok hizli ve enteresan gelismeler beklenmektedir. Bu
calismanin amaci da ekonomik 6nemi olan akvaryum bitkileri Hygrophila difformis ve

Microsorium pteropus’un in vitro kosullarda ¢ogaltimidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kawashima vd (1986), Enteromorpha tiirlerinde protoplast izolasyonu yapmuslardir. E.
plorifera’ nin 5 cm uzunlugundaki vejetatif yapraklar1 deniz alti taslarindan protoplast
izolasyonu i¢in toplanmistir. Bitki materyallerini epifit ve epizoalardan uzaklastirmak icin
steril bez ile temizlenmis ve 20 dakika karistirildiktan sonra steril deniz suyunda % 11’°lik
povidon iyot iceren deniz suyu solusyonunda 1 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti
18 derecede iki giin boyunca antibiyotikli ortama manyetik siizgli yardimiyla ilave
edilmistir. Yapilan sterilizasyondan sonra bitki materyali steril deniz suyu ile yikanip
proteaz solusyonunda 20 dakika bekletilmistir. Taze agirligi 1 g olan, 1.5 10° protoplast
izole edilmis ve aksenik protoplastlar kiiltiir ¢ozeltisine asilanip kiiltiirii yapilinca
inokiilasyondan 1 hafta sonra yenilenmis hiicre duvarini olusturmus ve tek hiicreler
gelismistir. Basarili sekilde elde edilen iirlinler 160 litrelik tanklara transfer edilmistir. Bir
ay sonra irlinler 3 cm yarigapa ulasmistir. Dort ay sonunda protoplast kiiltiir

calismalarinda 1 g taze alg yapragindan 440.000 somatik klon pargasi elde edilmistir.

Arnold ve Tillberg (1987), Picea abies bitkisinin 12 ve 24 yasl kalemlerini iklim odasinda
kiiltiire almislardir. Kalemler ilk 6nce 3 saat 250 uM BA ile muamele edilmis ve sonra 5
uM BA ve Kin iceren ortamda 1 hafta bekletilmistir. Bu muamele ile 8 hafta sonra en fazla
adventif tomurcuk olusumu goézlenmistir. Adventif tomurcuk olusumunun denemede
kullanilan genotiplerin endogen sitokininlerinin miktariyla baglantili oldugu tespit
edilmistir. Fazla endogen sitokinin iceren vejetatif kalemlerde fazla oranda adventif

tomurcuk olusumu gdzlenmistir.

Henry vd (1987), Hygrophila erecta bitkisinde hiicre siispansyon kiiltiirii ¢alismasi
yapmislardir. Hipokotil eksplantindan gelisen kalluslarda % 2.6 oraninda kafeik glikozit
ester ve verbaskozitin birikmesi goriilmiistiir. Buna karsin gévde eksplantindan elde edilen
kalluslarda % 1 oraninda verbaskozit ve bazi kalluslarda kafeoil glikozid esterleri tespit

edilmistir.

Kane vd (1988), Amerikan niliiferi Nelumbo lutea’ nin embriyosunu in vitro kosullarda
izole etmisler ve BAP, Zeatin, GA3; ya da ABA igeren yarim kuvvette stvi MS ortamda
kiiltiire almiglardir. Rizom gelisiminde, BAP ve Zeatinin etkisi olmamis ve 290 uM GA;

igceren ortam en iyi sonucu vermistir. 0.38 uM ABA igeren ortam rizom gelisimini
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engellemistir. Tohumlar % 50’ lik etanolde 1 dakika bekletilmis ve % 2.6 sodyum

hipoklorit ile 12 dakika muamele edilip 3 defa saf su ile durulama islemi uygulanmistir.

Straub vd (1988), su bitkisi Phragmites australis’ in olgun tohumlarin1 1 mg/l 2,4-D ve
IAA iceren besi ortaminda doku kiiltliriine almiglardir. Kati, sar1, parlak ve embriyogenik
kallustan sonra [AA’siz ortamda c¢ok sayida bitki elde etmislerdir. Yapilan histolojik
calisma hem embriyogenik hiicrelerin elde edildigi hem de rejenere olan siirgiinlerin

embriyogenik oldugunu gostermistir.

Cook vd (1989), su bitkisi Kosteletzkya virginica’ nin olgunlagsmis embriyo ve govde
eksplantlarini kiiltiire alarak 30 g/l glukoz, 2 mg/l IAA ve 1 mg/l Kin iceren MS ortaminda
kallus yoluyla rejenerasyon saglamislardir. Govde ve kok kullanilarak kallus yoluyla bitki
rejenere edilip, degisik sitokinin ve oksin igeren karbonhidratli ortama aktarilmistir.
Histolojik olarak meristematik bolgeler, gévde ve kok ucu incelenmis ve somatik embriyo
olusmadigi anlasilmistir. Kosteletzkya virginica tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda
stilfirik asit ve etanol kullanmislardir. Bir saat H,SO, ile muamele edilen tohumlar, ¢cesme
suyunda durulanmis ve % 95’lik etanolde 10 dakika bekletilmistir. Tohumlar gece boyunca
steril saf suda bekletildikten sonra yine % 95’lik etanolde 5 saniye bekletilmis ve

kurutulmustur.

Straub vd (1989), su bitkisi Distichlis sipicata’ nin olgun tohumlarini1 kullanarak doku
kiltlirii calismalar1 yapmislardir. Kati, beyaz ve rejenere kaabiliyeti olan kalluslar olusmus
ve lizerinde turuncu-yesil ¢izgiler gdzlenmistir. Rejenerasyon ortamina oksin yerine 1 mg/1
BAP ilave edince rejenere kabiliyeti ylikselmistir. Yapilan histolojik ¢aligmalar hiicrelerin
embriyonik oldugunu gostermis fakat rejenerasyon siirgiin organogenesisi ile elde
edilmistir. Rejenere olan bitkiler dogal kosullarda tohum ve c¢icek olusturmustur.
Tohumlarin yiizey sterilizasyonunda ¢amasir suyu veya ethanol kullanilmistir. Tohumlar
15 dakika camasir suyunda bekletildikten sonra 3 defa steril saf su ile durulanmistir. Diger
bir yontemde ise, % 95’ lik ethanolde 15 dakika bekletme ve durulamadan sonra kurutma

uygulanmustir.

Jenks vd (1990), Su zambak bitkisinde in vitro bitki rejenerasyonu caligmasini
yapmuslardir. Yaprak (Epiphyllous bitki) eksplantt 30 dk ¢esme suyunda tutulduktan sonra

90 sn % 50 etanolle muamele edilmis ve 5 dk durulama yapilmistir. Daha sonra 12 dk %
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1.31’lik NaOCl ve Tween-20 (2d/100ml) ile 5 dk muamele edildikten sonra 3 kere
durulanmustir. Besi ortami olarak {i¢ ortam kullanilmistir. Birinci ortam ; MS ve 0.56 mM
myo-inositol, 1.2 pM thiamin-HCL ve 10 uM 2IP ve 3 uM IAA ve 87.6 mM sukroz Ikinci
ortam ; Birinci ortama % 0.8 agar ilave edilmistir. Ugiincii ortam ; MS+0.56 mM myo-
inositol, 1.2 uM thiamin-HCL ve 3 uM TDZ ve 3 uM [AA ve 87.6 mM sukroz. 150x25
mm kilttr tiipleri kullanilmig, 25+2 °C’de 16 saat fotoperyot uygulanmis ve polypropilen
membran raftlar kullanilmistir. En iyi sonug III. ortamdan ve bitki basina ortalama 8 adet

aerial yaprak elde edilmistir.

Kane vd (1990), akvaryum bitkisi Cryptocoryne lucens’ in siirgiin olusumunu ve ex vitro
kosullara adaptasyonunu incelemislerdir. 2 puM BAP, 0.5 uM NAA ve % 0.8 agar iceren
LS besin ortaminda siirgiin rejenerasyonunu optimize etmislerdir. 35 giinde siirgiin
rejenerasyonu gorlilmistiir. En fazla siirgiin rejenerasyonu tek koltukalti eksplanti
kullanilarak, (7.7 adet/eksplant basina) 20 uM BAP ve 0.5 uM NAA igeren LS ortamda
elde edilmistir. 18 hafta sonunda en iyi adaptasyon topraksiz bitki ortami ya da poliiirethan

koptik tablalarda gergeklestirilmistir.

Bird vd (1993), su bitkisi Ruppia maritima’ y1 in vitro kosullarda kiiltiire almiglardir.
Rizom olusumunun , saf su ya da % 05 deniz suyu ile hazirlanmis yarim kuvvette MS
ortaminda, % 010, % 015 ve % 020 deniz suyu kullanimina gére daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. % 05 ve % 010 deniz suyu igeren ortamda yiiksek oranda koklenme elde
edilmistir. Beton tanklarda, bitkilerin adaptasyonu i¢in akan deniz suyu kullanmiglar ve ex
vitro kosullarda direkt koklenme ve % 100 basar1 elde etmislerdir. Boylece bitkinin in vitro

kosullarda ¢ogaltilabilecegini gostermislerdir.

Bird ve Smith (1994), deniz yosunu Halophila engelmannii’ nin koltukalti meristemini
kullanarak doku kiiltiiri ¢alismalar1 yapmiglardir. Ayni kiiltiir kabinda iki ortam
kullanmiglardir. Alt kisma % 0.8 agar iceren kat1 ortam, bunun iist kisminada sivi besi
ortami konmustur. Kat1 ortamda inorganik besin maddeleri, bitki biiyiime diizenleyicileri,
% 1 sukroz ve aktif karbon i¢eren suni deniz suyu kullanilmistir. Sivi ortam ise suni deniz
suyu ve inorganik besin maddeleri igermistir. Ortamda azot kaynagi olarak nitrit
kullanildiginda, koltukalti meristemden gelisen bitkilerde O6lim goriilmiistiir. En 1iyi
gelisme, azot kaynagi olarak 3.4 mM GAj; kullanildiginda elde edilmistir. En fazla siirgiin
olusumu 0.25 mg/l NAA ve 10 mg/l BAP igeren ortamda gdzlenmistir.
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Agrawal ve Ram (1995), su kestanesi (Trapa sp.)’nin in vitro ¢imlenmesi ve
mikrogogaltimi konusunda ¢aligmiglardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra embriyolar NBS
(Nitsch’in temel yar1 kati ortami) ortamina yerlestirilerek bitkiler elde edilmistir. Bu
filizlerden siirgiin ucu ve nodal kisimlar alimarak NBL (Nitsch’in temel sivi ortami)
ortaminda kiiltiire alinmistir. Rejenere olan siirgiilerden alinan eksplantlar cesitli bitki
biiylime diizenleyici bulunan NBL ortamina yerlestirilmis ve siirgiin uzunlugu, dallanma,
nod sayis1 ve kok gelisimi gibi 6zellikler incelenmistir. Oksin axillary tomurcuk iiretimini
engellemis ancak yesil kok olusumunu artirmistir. Absisik asit gen¢ yaprak gelisimini
engellemistir. 10° M BAP axillary dal iiretimini artirmada ¢ok etkili olmustur. Bu dallar

NBL’ye transfer edildiginde gévde uzamasi ve koklenme goriilmiistiir.

Purohit ve Singhvi (1998), Achras sapota bitkisinin mikrogogaltimint yapmuslardir.
Kotiledon bogum kullanilmistir. 2 mg/l BAP iceren SH (Schenk and Hildebrandt’s
medium) ortamda, 42 giinde eksplant basina ortalama 2.17 cm uzunlugunda 3 adet siirgiin
elde edilmistir. Bundan sonra eksplantlar 21 giinliik ara ile 3 kere kiiltiire alinmistir. Her alt
kiiltiirde eksplantlardan 3 kat daha fazla siirgiin elde edilmisitr. Ortama Img/l Giberellik
asit ilave edildiginde hem siirgiin ¢ogaltiminda hem de siirgiin gelisiminde olumlu etkisinin
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen siirgiinler 200 mg/1 IBA ile muamele edildikten sonra 1/2
SH ortama yerlestirilmis ve % 66 oraninda koklenme saglanmistir. Deneme sonunda 500

bitki elde edilmis ve 440 tanesi basarili bir sekilde adapte edilmis ve topraga aktarilmistir.

Taylor vd (1998), Piper methysticum bitkisinin doku kiiltiirii ¢alismasinda endojen
bulasikligin biiyiik bir sorun oldugunu bildirmislerdir. Seradan alinan bitkilerin benomil ve
rifampicin ile muamelesi sonucu bulasikligin 6niine gecilemedigini rapor etmislerdir. Bir
diger uygulama da, ayr1 ayr1 birkag ¢esit antibiyotigin kiiltiir ortamina ilave edilmesinden
sonra 3-5 hafta hi¢ bulasiklik ¢ikmamasina ragmen daha sonra bulasikligin tekrar ¢iktigini
gozlemislerdir. Bulasiklik olmayanlar yeni bir ortama aktarilirken bulasik olanlara ikinci

bir yiizey sterilizasyonu uygulanmistir. Az sayida bitkiyi kurtarabildiklerini bildirmislerdir.

Das vd (1999), Litchi chinensis tiiriinde iki yontem kullanarak siirgiin rejenerasyonu elde
etmislerdir. Birinci yontemde; tohumlar 20 mg/l BAP iceren MS ortamda kagit kopriiler
iizerinde ¢cimlendirilmistir. ikinci yontemde; bitkinin koltukalt: meristemleri her iki giinde
bir 100 pg BAP ile muamele edilmistir. Birinci yontem ile kotiledon noddan 4 hafta

icerisinde 27.5 siirgiin elde edilmistir. Ikinci yontemde ise her koltulalt1 meristeminden 8
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hafta icerisinde 8 siirgiin elde edilmistir. ikinci yontemde yani inplanta muamelesinde; ilk
once steril filtre kagitlar1 steril su ile 1slatildiktan sonra koltukalti meristemlerin {izerine
sartlmistir. Sonra tlizerine degisik oranlarda BAP uygulanmistir. Her iki yontem bitkinin 5
genotipinde denenmis ve iyi sonu¢ alinmistir. Elde edilen siirgiinler 25 mg/ml IBA ile 15
dk muamele edilmistir. Biitiin genotiplerde koklenme elde edilmistir. Bu bitkinin doku
kiiltiirtinde “Bavistin” fungisiti ve organik nutrient maddeler igermeyen ortam kullanilarak

fungus bulasiklig1 kontrol altina alinmustir.

Guillermo vd (1999), Nothofagus leoni Espinosa c¢esidinde mikrogogaltim c¢alismasi
yapmuslardir. Eksplantlara ilk énce 0.55 uM BAP uygulanmistir. Sonraki iki alt kiiltiirde
BAP icermeyen ortamlarda ¢ogaltim yapilmistir. Eksplantlar {izerinde kallus olustuktan
sonra stirglinler gelismistir. Stirgiinler 1.23 uM IBA muamelesi ile % 91.4 oraninda basari

ile koklendirilmigtir. Bitkilerde ilk koklenme 11. giinde gézlenmistir.

Kane vd (1999), Cryptocoryne wendtii’ nin in vitro ¢ogaltimini yapmuslardir. Bitki, yiizey
sterilizasyonu i¢in 15 dk c¢esme suyunda tutulduktan sonra 12 dk % 1.05°lik
NaOCI+Tween-20 (1d/100ml) ile muamele edilmistir. Daha sonra 1dk % 50’lik etanol ile
5 dk muamele edildikten sonra 3 kere durulama yapilmistir. Denemede kat1 ortam tizerine
sivi ortam ilave edilerek ikili ortam kullanilmistir. I. ortam ; MS, 0.56 mM myo-inositol,
1.2 uM thiamin-HCL ve 87.6 mM sukroz, 2.2 uM BA, 0.57 uM TAA ; 87.6 mM sukroz ve
% 0.8 agar Il.ortam; MS, BA (0-25uM), IAA (0-10 pM). Siirgiin ucu, kat1 ortama
yerlestirilmistir. 150x25 mm kiiltiir tiipleri kullamlmis ve 25°C’de 16 saat fotoperyot
uygulanmustir. En fazla siirgiin olusumu 20 uM BA bulunan ortamdan elde edilmistir.
Topraksiz besi ortaminda (MetroMix 500) % 100 koklenme saglanmis ve bitkilerin tamanu
seraya adapte olmustur. Bitkinin aktarilmasindan 8 hafta sonra yiiksek kaliteli satisa hazir

bitkiler elde edilmistir.

Suri vd (1999), bu ¢alismada Curculigo orchioides bitkisinde direkt Organogenesis ve in
vitro kosullarda adventif sogan olusumunu gergeklestirmislerdir. Yaprak eksplantindan 4.4
uM BAP iceren B5 besi ortaminda eksplant basina 4 adet ve yer alti govdeden 10 adet
sirgiin elde edilmistir. 22 uM ya da fazla oranda BAP konsantrasyonu yaprak
eksplantlarindan siirglin gelisimi {izerinde olumsuz etkiye neden olmustur. Govde
eksplantindan gelisen kallus iizerinde 8.8-35.2 uM BAP igeren ve 0.12- 0.23 mol sukroz

iceren ortamlarda c¢ok sayida adventif sogan goézlenmistir. Eksplant basina en fazla
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sogancik 35.2 uM BAP ve 0.18 M sukroz igeren ortamdan elde edilmistir. izole edilen
soganciklar, 35.2 uM BAP ve 0.23 M sukroz iceren ortama aktarildiginda sekonder
soganciklar (6 adet sogancik/eksplant basina) olusmustur. Soganciklarin koklendirilmesi
icin bitki biiylime diizenleyici icermeyen ortamlara aktarilmistir. Elde edilen bitkilerin %
90’1 basar1 ile topraga aktarilmis ve adapte edilmistir. Bitkiler bir sezon soguga maruz

kaldiktan sonra gelismeye devam etmislerdir.

Jenks vd (2000), cesit seleksiyonu ve mutasyon 1slah caligmalarinda kullanmak amaciyla
slis ve su bitkisi olan Nymphoides indica’ da yaprak sap1 eksplantindan siirgiin
rejenerasyonu elde etmislerdir. 2-IP, BAP ya da Kinetin (0-25 uM) ile IAA veya NAA (0-
25 uM) optimize edilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonunu (% 80) ve eksplant basina
stirgiin sayisini (11.5 adet), 0.56 mM myo-inositol, 1.2 uM thiamine-HCI, 116.8 mM
sukroz, 10 uM BAP, 20 uM IAA ve % 0.8 agar iceren MS besin ortamindan elde
etmiglerdir. Histolojik kesit almmarak ayni eksplantta direkt ve indirekt siirgiin

organogenesisi ile siirgiin rejenerasyonu dogrulanmastir.

Lopez-Escamilla vd (2000), Picea chihuahuana tiiriinde zigotik embriyolar1 kullanarak
adventif embriyo olusumunu goézlemislerdir. Embriyo olusumu i¢cin BAP ve NAA, Kin ve
2,4-D iceren ve igermeyen BS5 besi ortami kullanilmistir. Kin igeren ortamlarda 14 giinde,
BAP igeren ortamda ise 17 giinde embriyo olusumu gozlenmistir. Embriyo olustuktan
sonra % 50 makro-mikro elemetler iceren ve icermeyen, Bitki biiyiime diizenleyici igeren
ve igermeyen ortamlarda 30 giin birakilmistir. 15 giin sonra gelisen embriyolar 1/2 SH besi
ortaminda birakilmislardir. En fazla embriyo olusumu 3 mg/l Kin i¢eren ortamdan (5 adet)
ve 5 mg/l BAP iceren ortamdan (7 adet) elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler,
koklendirmek amaciyla 3 ve 5 mg/l IBA igeren sivi yarim kuvvette SH ortamda 24 ve 48
saat bekletilmistir. Sonra siirglinler bitki biliylime diizenleyici icermeyen yarim kuvvette
SH ortamda kagit kopriiler iizerinde birakilmistir. Histolojik analiz sonuglar1 Somatik

embriyo olusumu icin Kin’in BAP’a gore daha erken uyar1 verdigini gozlemislerdir.

Te-chato ve Lim (2000), In vitro gelisen mangosteen (Uzakdogu’da yetisen tropik meyveli
bir bitki) fidelerinden elde edilen 5-15 mm uzunlugundaki yaprak eksplantin1 kullanarak
bitki rejenerasyonunu gerceklestirmislerdir. 2.22 uM BAP ve 2.25 uM TDZ igeren MS

ortamda % 66.8 oraninda kallus olusumu goézlenmistir. Kallus basina ortalama 4.45 adet
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stirglin ucu 4 alt kiiltiirden sonra elde edilmistir. 0.44 uM BAP igeren WPM (Woody Plant
Medium) ortaminda ortalama eksplant basina 9.3 siirgiin elde edilmistir. Siirgiin uzamasi
icin 5-6 siirgiin ayn1 ortamda kiiltiire alindiktan sonra 0.32 uM NAA ve 0.13 uM BAP
iceren sivi %2 MS ilave edilmistir. 1.11 uM BAP ve 0.25 g aktif komiir iceren WPM’da %
68.2 oraninda koklenme elde edilmistir. Bitkiler saksilara aktarilmis ve basarili bir sekilde

adaptasyon saglanmustir.

Chen vd (2001), Oncidium cinsinde ¢igeklerin canlilik siiresini artirmaya g¢alismiglardir.
Cicek saplari, cigeklerin uzun siire canli kalabilmesi i¢in 50 mg/l Kin ve 40 gr/l sukroz
iceren ortamda bekletilmistir. Yalniz Kin veya Sukroz i¢eren sivi ortamda bekletilen ¢igcek
dallarindaki sonuglar Kin ve sukrozun birlikte kullanilmasina gére daha diisiik olmustur.
Cicek saplarinin ilk 6nce Kin ve sonra sukroz igeren ortama konulmasi daha iyi sonug

vermistir. Gibberalik asitin bir etkisi gdzlenmemistir.

Oztiirk (2002), Ludwigia sp’nin in vitro hizli ¢ogaltimi galismasini yapmustir. Yiizey
sterilizasyonu i¢in bitki 15 dk ¢esme suyunda tutulmus ve 9 dk % 20’lik ticari ¢amasir
suyuyla muamele edildikten sonra 3 dk 3 kere durulama islemi yapilmistir. U¢ meristemi,
birinci, ikinci ve Uglincii-dordiincii koltukalti meristem eksplantlar1 4 hafta MS, % 3
sukroz, % 0.8 agar, BAP (0.1, 0.2 ve 0.3 mg/l), TDZ (0.05, 0.1, 0.15 mg/l), NAA (0.1
mg/l) iceren ortamlarda tutulduktan sonra 2 MS ortama alinmis ve 4 hafta bu ortamda
tutulmustur. Petri ve Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 kullanilmis ve 24 + 1°C’de 16 saat
fotoperyot uygulanmistir. En fazla siirglin (12.31 adet/eksplant) u¢ meristemi ile 0.05 mg/I
TDZ ve 0.1mg/l NAA iceren MS besi ortamindan elde edilmistir. Rejenere olan siirgilinler
10-20 mm uzunluga geldiklerinde kesilerek steril Magenta GA7 veya cam kavanozlar
(baby jar) icinde 2 MS ortamda koklendirmeye alinmistir. Burada koklenen siirgiinler
daha sonra akvaryum ortamina adapte edilmistir. Akvaryum suyunun pH’s1 7 ve sicakligi
24°C  + 2° C’de tutularak 12 saat 151k ve 12 saat karanlik fotoperiyodunda gelismeye
birakilmistir. Akvaryum dibine 1-2 cm yiiksekliginde ince kum yerlestirilmis ve akvaryum

suyuna haftada bir siv1 giibre (FloraPride, Tetra Plant) ilave edilmistir.

Damiano vd (2003), ¢ilek, armut, elma ve su bitkisi Hygrophila corymbosa sp. Stricta’ nin
hizli ¢ogaltiminda TIS (Araliklarla daldirma) yontemi, durgun sivi ve agar ile

katilastirilmis ortam arasinda karsilastirma yapmuslardir. Cilek bitkisinde TIS yonteminde
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daha fazla siirglin rejenerasyonu gorilmiistiir. Armutta ise sonuglar genotipe bagli olarak
degismistir. Fakat yine TIS yontemi ile daha fazla siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir.
Bunun yanisira TIS ile ¢ogaltilan siirglin uclarinda nekrozis gozlenmemistir. Benzer
sekilde H. corymbosa bitkisinde de TIS yonteminde diger yontemlere gore daha fazla
siirgiin olusmustur. Tim yoOntemlerde sivi ortamda yiiksek oranda vitrifikasyon
gozlenmesine ragmen TIS ile gelistirilen bitkilerde vitrifikasyon goriilmemistir. Cilek
bitkisinde 0.3 mg/l BAP, 0.1 mg/l IBA, 0.1 mg/l gibberalik asit iceren pH 5.7 olan MS
ortami1 kullanilmistir. Armut bitkisinde 0.5 mg/l Nikotinic asit, 0.5 mg/] piridoksin, 2 mg/1
glisin, 0.5 mg/l Tiamin-HCI, 150 mg/l inositol, 1 mg/l Ca-Pantotinat, 0.1 mg/l biyotin, 0.5
mg/l riboflavin, % 2 sukroz, 0.4 mg/l BAP, 0.05 mg/l IBA iceren ve pH 5.7 olan MS ortam
kullanilmistir. Elma bitkisinde 0.4 mg/l BAP, 0.05 mg/l IBA igeren ve pH 5.6 olan MS
ortam kullanilmistir. Hygrophila bitkisinde % 2 sukroz, 0.6 mg/l gibberalik asit iceren pH
6.8 olan ortam kullanilmistir. Denemelerde her muamelede 10 eksplant kullanilmis olup 3

tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. En son degerler 60 giin sonra kaydedilmistir.

Moncalean vd (2003), bu ¢aligmada, Actinidia deliciosa tiiriiniin siirgiin uglarint degisik
oranda BAP ile muamele ettikten sonra seluloz ile sabitlestirilen MS ortama
yerlestirmislerdir. 4.4 uM BAP ile 30 dk, 1 giin, 2 glin, 35 giin muamele edilmis
eksplantlardan gelisen bitkilerin yapraklarinda Apsisik asit, IAA, Zeatin, Dehidrozeatin
Zeatinribosit, Dihidrozeatinribosit, N6 Isopentiladenin, N6 Isopentenil adenosin, oranlarina
bakilmistir. Analizler ¢ alt kiiltiirden 31 giin sonra ex vitro kosullarda yapilmigtir. Calisma
sonucunda endogen fitohormonlar ve bitkinin gelisimi arasinda bir etkilesim oldugu
goriilmiistiir. En iyi bitkicikler 4.4 uM BAP ile 1 giin muameleden elde edilmistir. Bu
bitkilerde, diger bitkilere gore yiiksek oranda IAA, sitokininler ve Absisik asit
kaydedilmistir.

Vikrant ve Rashid (2003), Paspalum scrobiculatum bitkisinde doku kiiltiirii ¢aligmasi
yapmiglardir. Olgunlasmis embriyolar 2,4-D iceren MS ve N6 besi ortamlarina
yerlestirilmis ve 5 haftada somatik embriyolar olusmustur. Somatik embriyolar 2,4-D
icermeyen ortama yerlestirilmis ve bitkiler elde edilmistir. MS ve N6 ortamlari
kiyaslandiginda; N6 ortaminin somatik embriyogenesis i¢in daha uygun oldugu
gozlenmistir. Eksplantlarin ilk asamada 11 giin 100 uM 2,4-D ile muamelesinin somatik

embriyogenesis i¢in onemli oldugu gézlenmistir. 2,4-D’nin en uygun muamele siiresinin 4
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ve 7 gin oldugu  gorilmiistir. Bu calisma monokotil bitkilerde hem somatik

embriyogenesis hemde siirgiin rejenerasyonu agisindan ilk ¢aligma olmustur.

Wawrzyn’czak ve Goszczyn’ska (2003), Dianthus caryophyllus tiiriinde ¢alismislardir. D.
caryophyllus (Karanfil-Dianthus) bitkisinin ‘Dolce Vita’, ‘impala’, ‘Domingo’, ‘Tanga’ ve
‘Charlotte’ cesitlerinden elde edilen kalemler 24 saat BA ve Kin igeren ortamda
birakilmistir. Karanfil ¢igeklerinin fazla siire taze kalabilmesi 0.05 veya 0.1 mM Kin ve
BA kullanarak saglanabilmistir. ‘Dolce Vita’, ‘impala’, ‘Domingo’ve ‘Tango’ gesitlerinde
0.05 mM Kin veya BA kullanilarak ¢igek omriinde belirgin bir fark gézlenmistir. Fakat
‘Charlotte’ ¢esidinde 0.05 mM Kin , 0.1 mM BAP muamelesi ile ¢igek omrii ve ¢igek ¢api

tizerinde olumlu etki gorilmiistiir.

Anthony vd (2004), Leucopocon verticillatus tiiriiniin rejenerasyonu igin somatik
embriyogenesis ile bir protokol gelistirmislerdir. En iyi sonuglar 10 uM TDZ ve 5 uM [IAA
iceren, % 4 Maltoz ve % 0.7 agar iceren Gamborg B5 (pH: 6) ortamindan elde edilmistir.
Somatik embriyolar ana eksplanttan alindiktan sonra 2 Gamborg B5 ortaminda kiiltiire
alimmistir. Embriyolarin 100 uM IBA ile 2-5 giinliik muamelesi kdklenmeye yardimei
olmustur. Agar iceren ortamda gelisen kokler ince ve kirilgan yapiya sahip olmuslardir. Bu
nedenle koklendirmek i¢in kum ve arpa ortami kullanilmistir. Bu ortamda % 60 oraninda

kirilmayan kokler ve bitkiler elde edilmis ve topraga aktarilmistir.

Andersone ve Levinsh (2004), olgun bitki dokularinda diisiik oranda morfogenesisin
sebeplerinden birinin sitokinin muamelesine tepki gosterilememesinden kaynaklandigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada sitokininin etkisini artirmak igin ilk once Pinus sylvestris
bitkisinin tomurcuk eksplantlar1 sogukta bekletilmistir. Yalmz 22 °C’de bekletilen
tomurcuklarda sitokininin etkisi goOriilmemistir. Fakat soguk muamelesi yapilan
eksplantlarda yiiksek oranda BAP muamelesinin etkili oldugu ve tomurcuklardaki
dormansiyi kirmak i¢in hem fiziksel hemde biyokimyasal yontemler kullanilarak fazla
sayida siirgiin elde edilebilecegini belirtmislerdir.

Madhulatha vd (2004), in vitro Muz (Musa spp.) ¢ogaltiminda yiiksek oranda BAP ve Kin
muamelesinin etkisini incelemislerdir. En iyi siirglin rejenerasyonu eksplantin 50 mg/1
BAP ve 50 mg/l Kin igeren ortamda 60 dk bekletilmesiyle elde edilmistir. Kok gelisimi
stirglinlerin 100 mg/l NAA ve 100 mg/l IBA iceren ortamda 60 dk bekletilmesi ile elde

edilmistir.
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Andrade vd (2006), Eucalyptus grandis tiiriinde in vitro ¢ogaltim igin yiiksek oranda bitki
biiylime diizenleyici uygulamasi denemislerdir. BAP’1n 0, 200, 400 ve 600 mg/l oranlar1
1, 2 ve 3 saat siireyle 3 ve 5.8 pH derecesinde uygulanmig ve eksplantlar iizerindeki
morfolojik etkisi incelenmistir. Eksplantlarin her hafta yas agirliklar1 kaydedilmistir. 21
giinliik kiiltiirden sonra muamele basina siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirglin
rejenerasyonu  incelenmistir. Deneme sonucunda, pH’in BAP konsantrasyonlar1 ve
muamele siiresi lizerinde etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. En etkili sonuglar BAP’1n 200
mg/l oraninin 1 ve 2 saat muamelesinden elde edilmistir. Her iki muamele sonucunda
bitkinin kortikal parenkima ve prokambiyum hiicrelerinde yogun oranda c¢ogaltim
goriilmiistiir. Calisma sonucunda yiiksek oranda BAP uygulamasiin E. grandis bitkisinin

¢ogaltimi icin uygun oldugu goriilmiistiir.

Panigrahi vd (2006), Hygrophila auriculata bitkisinin yaprak eksplantlarindan BAP ve
NAA igeren MS ortamda siirglin rejenerasyonu elde etmislerdir. Yaprak eksplantindan
kallus yoluyla en iyi siirgiin rejenerasyonu 2 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA iceren ortamda
gorlilmiistiir. 3 cm’den fazla gelisen siirglinler 0.1 mg/l NAA igceren MS ortamda
koklendirilmistir. Elde edilen bitkilerin % 80’1 basariyla topraga aktarilmis ve adaptasyon

saglanmustir.

Husain vd (2007), Pterocarpus marsupium (kino zamki) tiirlinde ¢alismiglardir. Bitkinin
18 giinliik fidelerinden elde edilen kotiledon bogum eksplantlar1 0.1-10 pM TDZ igeren
MS ortamda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin yiizdesi (% 90) ve eksplant basina en fazla
stirglin sayist (15.2 Adet), 0.4 uM TDZ igeren ortamdan elde edilmistir. Eksplantlarin uzun
siire TDZ igeren ortamda bulunmasi siirgiin uzunlugunda olumsuz etki yapmustir. ilk
asamada; TDZ nin etkisi ile siirgiin olusturan eksplantlar siirgiin gelisimi ve uzamasi igin 5
uM BA iceren ortama aktarilmistir. En fazla siirglin uzamasi (% 90) 5.4 cm ortalama ile 5
uM BA igeren ortamdan elde edilmistir. Fazla sayida siirglin elde etmek amaciyla,
stirgiinler alindiktan sonra ana eksplant dokusu tekrar tekrar rejenerasyon ortaminda
kiiltiire alinmigtir. Boylece eksplant basina 44 adet siirgiin elde edilmistir. Siirgiinlerin %
65’ninde en fazla siirgiin bagina 4.4 adet kok goriilmiistiir. Bu siirgiinler 4 giin 200 uM
IBA iceren ortamda bekletildikten sonra 0.2 uM IBA ve 3.96 uM floro glukinol iceren
ortamda koklendirilmistir. Elde edilen bitkiler ilk 6nce iklim odasinda tutulmus daha sonra

seralara % 70 basar1 ile aktarilmistir.
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Li vd (2007), mango bitkisinin kotiledon parcalarin1 28 giin agar igeren ortamda kiiltiire
almiglardir. Eksplantlara 6n muamele uygulamasi sonraki gelisme iizerinde etkili olmustur.
Bu eksplantlarda kotiledonun sap kisminda adventif kokler olusmus, u¢ tarafinda (Karst
taraf) hi¢c kok gézlenmemistir. Koklenmede kotiledon yapragin uzunlugu, IAA ya da IBA
ile 1 saat muamelenin etkisi olmustur. Bunun yanisira eksplantin 2, 3, 5-tritodobenzoic
acid (TIBA-antioksin) ile muamelesi adventif kok olusumunda inhibisyona neden
olmustur. Bunu yanisira 2700 uM NAA ile 1 saat muamelede kotiledonlarin abaksial
tarafinda koklenme goriilmiistiir. Histolojik incelemede her iki tip kokiin parenkima
hiicrelerinden oldugu tespit edilmistir. Fakat kok primordialarin gelisimi degisik olmustur.
Sonugta oksinlerin polar (kutuplu) tasinmasi adventif kok olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir. Fakat NAA’nin etkisi difiizyon ile niifuz nedeniyle abaksiyal taraftan kok

olusumuna sebep olmustur.

Zalewska vd (2007), Chrysanthemum x grandiflorum (Ramat.) (Karanfil) bitkisi ve 10
radyomutantinin siirgiin ucu ve yaprak eksplantlari kullanilarak in vitro ¢ogaltim ¢alismasi
yapmiglardir. Calismanin amaci eksplant tipinin karanfil bitkisinin genotip ve fenotipi
tizerindeki etkisinin incelenmesidir. Siirglin ucundan gelisen ve yaprak iizerinde gelisen
adventif stirgiinlerden elde edilen bitkiler in vitro kosullarda koklendirilmistir. Adaptasyon
saglanmig ve cigeklenmeye kadar cam serada tutulmustur. Her iki eksplanttan elde edilen
bitkilerin ¢icek rengi ve sekli incelenmistir. Siirgiin ucundan gelisen bitkilerin ¢igek rengi
ve sekli ana bitkiye benzerlik gdstermistir. Ancak yaprak eksplantindan gelisen adventif
stirglinlerden elde edilen bitkilerde yalniz 4 ¢esitte (Richmond, Lady Amber, Lady White,
Lady Yellow) ana bitkiye benzer ¢igcek rengi gdzlenmistir. Fakat Lady Apricot ve Lady
Salmon cesitlerinden elde edilen tiim bitkilerin ¢igeklerinde renk degisimi gozlenmistir.
Lady Bronzi, Lady Orange, Lady Rosy’den elde edilen bitkilerde hem ana bitkiye benzer
hem de degisik cicek renkleri gozlenmistir. L.vitroflora’da hem yaprak hem de siirgiin
ucundan elde edilen bitkilerinde ¢igekler gézlenmistir. Bu degisikliklerin bitkilerin kimerik
yapisindan ya da somaklonal varyasyondan kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Calismada;
varyasyonlar yalniz meristematik olmayan eksplantlardan  elde edilen bitkilerde
gbzlenmistir. Bu calismadaki protokoliin karanfil bitkisinin 1slahi i¢in uygun oldugu

distiniilmektedir.

Prakash vd (2007), Hoslundia opposita tiiriiniin olgunlasmis agaglarindan elde edilen

koltukalt1 eksplantlarin1 kullanarak mikrogogaltim protokolii gelistirmislerdir. 0, 2.2, 4.4,
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6.6, 8.8 veya 11 uM BAP igeren, 30 g/l sukroz ve % 0.2 gelrite ile katilastirilmis MS
ortamda ¢ok sayida siirgiin elde edilmistir. BAP igeren ortamdan elde edilen stirgiinler, Kin
iceren ortamdan elde edilen siirglinlere gore daha saglikli ve normal olmustur. 4.4 uM
BAP igeren MS ortamda 30 giin icerisinde eksplant basina en fazla siirgiin 7.3 adet ve %
91 siirgiin olusumu gozlenmistir. MS ortamda ya da 3.6 uM TAA igeren ortamda 30
giinden sonra elde edilmistir. Serada ii¢ ayin sonunda bitkilerin % 90’1 canli kalmistir.
Bitkilerde herhangi bir fenotipik anormallik gézlenmemistir. Bu protokol ile tibbi bir bitki
olan Hoslundia opposita’nin, dogaya bagimli kalinmadan kisa siirede iretimi

gergeklestrilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hygrophila difformis Tiiriinde Yiiriitiilen Calismalar
3.1.1. Bitki materyali

Calismada Hygrophila difformis Vassetto tiirii kullanilmigtir. Bitkiler, ¢esitli yollarla yurt
disindan getiren yerel akvaryumculardan temin edilmistir. Bitkinin tiir tayini Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi Dog¢. Dr. Khalid
Mahmood KHAWAR ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Béliimii
Ogretim Uyesi Do¢. Dr. Hasan Hiiseyin ATAR tarafindan yapilmistir. Ticari
akvaryumculardan alinan bitkiler adaptasyon amaciyla kontrollii kosullardaki

akvaryumlara dikilmis ve biiyiitiilmiistiir.

3.1.2. Akvaryum kosullar1

Akvaryumlarda otomatik 1sitma, sularin temizligi icin filtre kullanilmistir. Ayrica bitkilerin
ihtiyaci olan giin 15181 floresan lambalar ile temin edilmistir. Akvaryum tabanina torf
yerlestirilmis ve iizerine kum ilave edilmistir. Bitkiler akvaryumlarda tutularak hem
yabanci kaynakli bulasiklik uzaklastirilmaya hem de akvaryum kosullarina adaptasyon
saglanmaya calisilmistir. Adaptasyon saglayan bitkiler in vitro ¢ogaltim igin bitki

materyali olarak kullanilmustir.

3.1.3. In vitro calismalardaki biiyiime ortamlari ve kiiltiir kosullar

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1.) ile
% 3 sukroz igeren ve % 0.8’lik agar (type A, Sigma) veya % 0.6-0.65’1lik agar (Duchefa)
ile katilastirilan temel besin ortami1 (MSO) kullanilmigtir. Sivi kiiltiir denemelerinde agar

ilave edilmemistir.
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Cizelge 3.1.Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda bulunan maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
NH4NO; 1650.000
Makro Elementler KNO3 1900.000
CaCl, 2H,0 440.000
MgSO, 7H,0 370.000
KH,PO, 170.000
KI 0.830
H;BO; 6.200
ZnS047H,0 8.600
Mikro Elementler Na,MoO, 2H,0 0.250
CuS045H,0 0.025
CoCl, 6H,O 0.025
FeSO, 7H,0 27.850
Myo-Inositol 100.000
Nicotinic Acid 0.500
Vitaminler Pyrotinic Acid 0.500
Thiamine-HCI 0.100
Glycine 2.000

Ortam hazirliginda cift distile saf su kullanilmis olup, gereken durumlarda besin ortamina
farkli konstrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (sitokinin ve oksin) ilave edilmistir.
Besin ortaminin pH’s1 1IN NaOH ve IN HCI kullanilarak 5.7’e ayarlandiktan sonra 1.4 kg
basing altinda ve 120 °C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmigtir. Tiim kiiltiirler
beyaz floresan 15181 (30.000 Liix) altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda
24+1°C sicaklikta tutulmuslardir.

3.1.4. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck, Sigma Aldrich Chemical Co.ve
Duchefa’den temin edilmistir. Biiylimeyi diizenleyiciler uygun c¢oziiciilerde ¢oziildiikten
sonra standart sekilde istenilen miktar ve oranda stok solusyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge
3.2.). Hazirlanan stok solusyonlarin bir kismi +4 °C’ de iki ay bir kismida -20 °C
saklanmistir. Biiyiimeyi diizenleyiciler ortamlara otoklavda steril edilmeden oOnce ilave

edilmistir. Bazilar1 da otoklavlandiktan sonra ilave edilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan biiylimeyi diizenleyicilerin ¢oziiciileri, saklama kosullar1 ve

sterilizasyon yontemleri

Biiyiimeyi Diizenleyiciler Céziicii Koizﬁfr‘l“("‘ o Ster;i“;isy““
Oksinler
NAA 1IN NaOH +4 - Otoklav
IBA Etanol -20/ +4 - Filtre
2,4-D Etanol, IN NaOH | +4 - Otoklav
Sitokininler
TDZ % 50 etanol +4 - Otoklav
Kinetin 1IN NaOH -20/ +4 - Filtre

3.1.5. Eksplant yiizey sterilizasyonu

In vitro ¢alismalardaki ilk asama yiizey sterilizasyonudur. Bitkinin yiizey sterilizasyonu
icin en yiiksek basarinin saglanacagi en diisiik dezenfektan dozu belirlenmeye ¢alisilmistir.
Bitkiler, iizerindeki kalintilarin uzaklastirilmas:t amaciyla 15-30 dakika ¢esme suyunun
altinda tutulduktan sonra camasir suyu (NaOCI- Ace), Tween 20 ve PPM® (Plant
Preservative Mixture; Bitki koruyucu karisim - Plant Cell Technology Inc. Washington
ABD, tarafindan gelistirilen bir biosittir ve doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
mikroorganizmalar1 Onlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir) kullanilarak degisik
muamelelere tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu amaciyla ticari ¢camasir suyunun, % 5,
% 10’luk konsantrasyonlar1 5,10 dakika ve % 1 ve 2 PPM — 1 ve 2 saat bekletme
uygulamalar1 yapilmis ve steril saf su ile durulanmustir. Steril edilen bitki parcasindan
alian eksplantlar (u¢ meristemi, koltukalti meristemleri) yine steril petri kaplar1 igerisinde
% 3 sukroz igeren ve % 0.8 agar (Sigma) veya % 0.6 agar (Duchefa) ile katilagtirilan MS
besin ortaminda 24 + 1°C’de tutulmuslardir. Steril olan eksplantlar doku Kkiiltiirii

caligmalari i¢in ayrilmislardir.
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3.1.6. Eksplant izolasyonu

In vitro gelisen steril siirgiinlerden yaprak, yaprak sapi, govde (internod), u¢ meristemi ve
1. koltukalti meristemi izole edilmistir. Her biri 5-6 mm uzunlugunda parcalara ayrilarak

¢ogaltim ortamina konulmustur.

3.1.7. Adventif siirgiin rejenerasyonu ile hizh ¢cogaltim

Denemelerde yaprak eksplantlar1 TDZ, Kinetin sitokininleri ile NAA ve 2,4-D oksinlerini
iceren ortamlara yerlestirilmigtir. Eksplantlar 4 hafta biiylimeyi diizenleyiciler igeren
ortamlarda tutulduktan sonra biiyiime diizenleyici icermeyen MSO ortama alinmis ve 4

hafta bu ortamda tutulmustur.

Siv1 kiiltiir denemesinde u¢ meristemi, 1. koltukaltt meristemi, yaprak, yaprak sapi, govde
(internod) eksplantlart TDZ, Kinetin, NAA ilave edilmis sivi MS igeren Magenta
kaplarinda kiiltiire alinarak calkalayiciya yerlestirilmistir. 4 hafta kiiltiirler burda kaldiktan
sonra katt MS ortama almmuistir. Biitiin doku kiltiirii ¢caligmalar1 steril kabin igerisinde

aseptik kosullarda yapilmstir.

3.1.8. Meristemlerden hizli cogaltim

Denemelerde u¢ ve 1. koltukalti meristemleri TDZ ile NAA igeren ortamlara
yerlestirilmistir. Eksplantlar 4 hafta biiyiimeyi diizenleyiciler igeren ortamlarda tutulduktan

sonra MSO ortama alinmis ve 4 hafta bu ortamda tutulmustur.

3.1.9. Elde edilen siirgiinlerin akvaryum kosullarina adaptasyonu

Rejenere olan stirgiinler sayildiktan sonra uzun siirgiinler MSO’da tekrar kiiltiire alinmis ve
gelistikten sonra akvaryumlara aktarilmistir. Akvaryum dibine 4-5 cm yiiksekliginde ince
kum yerlestirilmis ve akvaryum suyuna haftada bir sifonlama islemi yapilmis ve siv1 giibre
(FloraPride, Tetra Plant) ilave edilmistir. Akvaryumlarda farkli sicaklik (24 °C, 28 °C-
MO2000 Aquarium heater) ve 151k (1, 2 Adet florasan-Sylvania Aquastar F 30w/174 10000
K Recyclable) denemesi yapilmistir. Sicaklik denemesinde; iki farkli sicaklik derecesinin

bitkinin biiylimesi iizerindeki etkisi incelenmistir. Deneme 4 akvaryumdan olusmus ve her
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akvaryumda 2 florasan lamba kullanilmistir. Iki akvaryumda su sicaklign 24 °C’e, diger iki
akvaryumda da 28 °C’e ayarlanmustir. Isik denemesinde; iki farkli 151k yogunlugunun
bitkinin biiylimesi iizerindeki etkisi incelenmistir. Deneme 4 akvaryumdan olusmus ve
akvaryumlarin su sicakligi 24 °C’ye ayarlanmistir. Akvaryumlarin iki tanesinde 1 florasan

diger iki tanesinde de 2 florasan kullanilmistir.

3.2. Microsorium pteropus Tiiriinde Yiiriitiillen Calismalar
3.2.1. Bitki materyali

Calismada Microsorium pteropus (Java fern) bitkisi kullamilmustir. Bitkiler yerel
akvaryumculardan temin edilmistir. Bitkinin tiir tayini Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR ve Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Hasan Hiiseyin
ATAR tarafindan yapilmistir. Ticari akvaryumculardan alman bitkiler adaptasyon

amaciyla kontrollii kosullardaki akvaryumlara aktarilmistir.

3.2.2. Akvaryum kosullar1

Bitkiler bu akvaryumlarda tutularak hem yabanci kaynakli bulasiklik uzaklastirilmaya hem
de akvaryum kosullarina adaptasyon saglanmaya calisilmistir. Akvaryum igine bitkilerin
tutunabilmesi i¢n aga¢ ve misina ipinden tutunma materyali konmustur. Adaptasyon

saglayan bitkilerden in vitro ¢ogaltim igin bitki materyali alinmistir.

3.2.3. Biiyiime ortamlari ve Kiiltiir kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1.) ile
% 3 sukroz iceren ve % 0.8’lik agar (type A, Sigma) ile katilastirilan temel besin ortami
(MSO) kullanilmigtir. Baz1 denemelerde agar ilave edilmemis ve sivi ortam kullanilmastir.

Bazi bulasiklik denemelerinde de ortama sukroz ilave edilmemistir.
Ortam hazirhiginda cift distile saf su kullanilmis olup, gerektiginde besin ortamina farkl

konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri (Sitokinin ve Oksin) ilave edilmistir.

Besin ortaminin pH’s1 1IN NaOH ve 1N HCI kullanilarak 5.7’e ayarlandiktan sonra 1.4 kg
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basing altinda ve 120 ° C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmustir. Tiim kiiltiirler
beyaz floresan 15181 (42 p mol m? s') altinda 16 saat 11k ve 8 saat karanlik

fotoperiyodunda 24+ 1°C sicaklikta tutulmuslardir.

3.2.4. Yiizey sterilizasyonu

Bitki, tlizerindeki kalintilarin uzaklagtirilmasi amaciyla 15-30 dakika ¢esme suyunun
altinda bekletildikten yaprak ve govde ayri ayri ya da birlesik olarak camasir suyu, Tween
20 ve PPM® kullamlarak degisik muamelelere tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu
amactyla ticari camasir suyunun, % 10’luk konsantrasyonlar1 2, 5, 8, 9, 10, 12 ve 15 dakika
ve % 0.5, % 1,% 2, % 3 ve % 4 PPM 1.5, 2, 2.5, 3.5 ve 4,5 saat bekletme uygulamalar1
yapilmistir.Yiizey sterilizasyonundan sonra steril saf su ile durulanmistir. Alinan
eksplantlar (yaprak, gévde) yine steril petri kaplari icerisinde % 3 sukroz igeren ve % 0.8
agar ile katilastirilan MS besin ortaminda 24 + 1°C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanhk
fotoperiyodunda kiiltiire alinmistir. Baz1 yiizey sterilizasyonu denemelerinde de seker ve
agar ilave edilmemis sivi ortam kullanilmistir.Bazi denemelerde de sitrik asit ilave

edilmistir.

3.2.5. Adventif siirgiin rejenerasyonu ile hizh ¢ogaltim

Yaprak eksplantlari, oksin (0.25, 0.5, 0.75 ve 1 mg/l NAA) igeren sivi MS ortamda

magenta kaplarinda kiiltiire alinmistir. Rejenere olan siirgiinler akvaryuma aktarilmistir.

3.2.6. Ex vitro hizh ¢ogaltim ¢alismalari

Java yapraklar yiiksek dozda bitki biiylime diizenleyici igeren saf suda bekletilmistir. 250-
500 mg/l BAP ve IBA igeren saf suda 15 dk ve 30 dk bekletilmistir. Yapraklar misinaya
takildiktan sonra akvaryuma yerlestirilmistir. Akvaryum sicakligi 24 °C’e ayarlanmis ve 1
florasan lamba kullanilmistir. Haftada bir sifonlama islemi yapilmis ve sivi giibre

(FloraPride, Tetra Plant) ilave edilmistir.
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3.2.7. istatistiki Analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus, her muamele igerisinde 4
veya 5 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii 100 x10 mm’lik petri kaplari, magenta ve
bitki biiylitme kaplarindan olugsmustur. Elde edilen veriler SPSS for Windows’’ programi
yardimiyla varyans analizine tabi tutulmustur. Yiizde degerler, istatistik analizinden 6nce

arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor and Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Hygrophila difformis Tiiriinde Hizh Cogaltim
4.1.1. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Bitki, lizerindeki kalintilarin uzaklastirilmasi i¢in 30 dk ¢esme suyunun altinda tutulduktan
sonra govde ve yapraklar1 ayr1 ayri sterilizasyon yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu igin
ticari camasir suyu (Ace, % 5-6 NaOCl) ve PPM® kullanilmustir. Cizelge 4.1.’de goriildiigii
gibi bes farkli eksplant farkli konsantrasyon ve siirede camasir suyu (CS) ve PPM ile yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Kullanilan dezenfektanin etkisiyle cogu eksplantta
klorofil pargalanmasi olmus ve renkte beyazlagsma gdzlenmistir. Zarar gérmeyen yesil
eksplantlarda sterilizasyon saglanamamis ve bulasiklik ¢ikmistir. Daha sonraki ¢alismada
(Cizelge 4.2.) camasir suyu ve PPM’in uygulama siire ve oranlarinda degisiklik yapilarak
yeni bir deneme kurulmustur. Eksplantlarda tamamen klorofil pargalanmasi (zarar)
olmamasina ragmen ¢ogu eksplantta kismen renk agilmasi veya kararma gdézlenmistir. Az
zarar goren eksplantlarda bulagiklik goriiliirken steril olan eksplantlarda da zarar nedeniyle
yumusama olmus dolayisiyla denemede basari saglanamamistir. Bu denemelerdeki
sonuclar degerlendirilerek meristemler % 10 ¢camasir suyu ve Tween-20 (1 damla/100 ml)
ile 5 dk muameleden sonra % 1 PPM’de 120 dk bekletilerek durulanmistir. Yapraklar % 5
Camagir suyu ve Tween -20 (1 damla/100 ml)’de 3 dk muameleden sonra % 1 PPM’de 120
dk bekletilerek durulanmistir (Cizelge 4.3.). Cizelgede goriildiigii gibi eksplantlarda farkl
oranlarda bulagiklik goézlenmistir. Sonugta bulagik olmayan ve daha az zarar goéren
eksplantlar ayrilmistir. 1. koltukalti meristeminin % 30’ unda, MSO ortamda 2 hafta
i¢cinde siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. 2 cm boyuna ulasan siirgiinler MSO ortamda alt
kiiltiire alinmistir. Alt kiiltiire alinan bitkiler 4 hafta bekletilmis, fungal ve bakteriyel
bulasiklik tasimadigindan emin olunduktan sonra doku kiiltiirii c¢aligmalarinda

kullanilmastir.
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Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan CS ve PPM’in eksplantlar ve bulagiklik tizerindeki etkisi

EKSPLANT
MUAMELE 1. koltukalt1 2. koltukalt1 3. koltukalt1 4. koltukalt1 Yaprak
CS PPM Bulasikhk | Renk | Bulasiklik | Renk | Bulasikhik | Renk | Bulasikhik | Renk | Bulasiklik | Renk
(%) (%) (%) (%) (%)
(%) | Siire | (%) | Siire
(dk) (dk)
20 7 - - 0 Beyaz 0 Beyaz 0 Beyaz 0 Beyaz
10 5 1 60 100 Yesil 100 Beyaz - - - - -
10 7 1 60 0 Beyaz 0 Beyaz 0 Beyaz 0 Beyaz -
5 5 1 60 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil -
- - 2 60 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil 100 Yesil
10 10 - - - - - - - - - - 0 Beyaz
10 4 - - - - - - - - - - 25 Beyaz
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan CS ve PPM’in bulasiklik oranina etkisi

MUAMELE EKSPLANT
1. koltukalt1 2. koltukalt1 | 3. koltukalt1 | 4. koltukalti Yaprak Yaprak sap1
CS PPM
Bulasikhik Bulasikhik Bulasikhik Bulasikhik Bulasikhik Bulasikhik
(%) | Siire | (%) Siire (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(dk) (dk)

5 10 2 120 0 0 100 100 0 -
10 10 2 90 0 0 0 100 0 -
10 5 1 70 0 0 100 100 0 -
5 10 2 60 0 100 0 0 0 -
10 5 2 120 0 0 0 0 0 -
10 10 2 120 0 0 0 0 0 -
10 5 2 60 0 0 0 0 0 -
10 1 60 100 100 0 100 100 -

1 60 - - - - 50 50

1 120 - - - - 25 25
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyon ve siirede uygulanan CS ve PPM’in bulasiklik yiizdesine etkisi

MUAMELE EKSPLANT
1. 2. 3. 4. Yaprak Yaprak
koltukalt koltukalti koltukalt1 koltukalti sap1
C.S+
PPM
Tween-20 (1 la/1
ween-20 Ifll)dam a/100 Bulasikhk | Bulagikhk | Bulagikhk = Bulagikhk | Bulasikhk | Bulasikhk
0, 0 0, 0 [1) 0,
. Siire . Siire (%) (%) (%) (%) (%) (%)
’ (dk) ’ (dk)
10 5 1 120 20 40 50 60 - -
5 3 1 120 - - - - 25 15
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4.1.2. Adventif siirgiin rejenerasyonu ile hizl cogaltim
4.1.2.1. Kin ve 2,4-D’nin etkisi

Yaprak eksplantlari siirgilin rejenerasyonu i¢in Kin ve 2,4-D iceren 7 farkli ortamda kiiltiire
alarak 6 hafta sonra sonuclar degerlendirilmistir. Ortamlarda bulunan degisik orandaki
hormonlarin etkisi ile hem kallus olusumu hemde nekrozis gézlenmistir. Kallus olusturan
eksplant ve nekrotik eksplant yiizdesi, siirglin veren eksplant yiizdesi ve eksplant basina
siirglin sayist bakimindan ortamlar arasindaki farklilik istatistiki olarak 0.01 diizeyinde
onemli gikmistir (Cizelge 4.4.). Bu farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla yapilan
Duncan Testi sonuglar1 Cizelge 4.5.’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli Kin ve 2,4-D konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus Olusturan | Nekrotik Eksplant | Siirgiin Veren Eksplant Basina
V.K. | s.. Eksplant Yiizdesi Yiizdesi (%) Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayisi
(%) (%) (Adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 6 12092.86 [39.07** ]5625.00 |75.00%* |1500.00 |[52.50** |205.96 |360.44**
Hata 14 53.57 75.00 28.57 0.57
Genel 20
Toplam

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.5. Farkli Kin ve 2,4-D konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin
olusumuna etkisi

Ortamlar Kallus Nekrotik Siirgiin Veren Eksplant
Kin 2,4-D Olusturan Eksplant Eksplant Basina
(mg/l) (mg/l) Eksplant Oram (%) Yiizdesi Siirgiin Sayisi
Yiizdesi (%) (Adet)
(%)
0.25 0.25 85.0 ab' 60.0 b' 0.0 b 0.0 b
0.25 0.5 95.0a 100.0 a 0.0b 0.0b
0.25 1.0 100.0 a 100.0 a 0.0b 0.0b
0.25 2.0 70.0 b 85.0a 0.0b 0.0b
- 0.25 70.0b 50.0b 60.0 a 6.2a
- 0.5 75.0 b 40.0 ¢ 10.0b 0.5b
- 2.0 200 ¢ 30.0c 0.0b 0.0b

' Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

Cizelge 4.5.’de goriildiigii gibi kallus oran1 % 20 ile % 100 arasinda degismistir. En fazla
kallus olusumu sirastyla 0.25 mg/I Kin ve 0.5 mg/1 2,4-D ile 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/1 2,4-D
2 mg/l 2,4-D

iceren MS ortamda, en az kallus olusum orani iceren MS ortamda

37



gozlenmistir. En fazla nekrozis ise 0.25 mg/l Kin ve 0.5 mg/l 2,4-D ile 0.25 mg/l Kin ve 1
mg/l 2,4-D igeren MS ortamda gozlenirken, en az oranda nekroz (% 30) 2 mg/l 2,4-D
iceren MS ortamda goézlenmistir. Siirglin olusumu sadece iki ortamda goézlenmistir.
Eksplantlar {izerinde 1 hafta sonra siirglin uglar1 belirmeye baglamistir (Sekil 4.1.a.). 3
hafta sonra belirgin miktarda siirgiin uglar1 goriilmiistiir (Sekil 4.1.b.). En fazla siirgiin (6.2
adet/eksplant) 0.25 mg/l 2,4-D iceren MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.1.c.). 0.5
mg/l 2,4-D iceren MS ortamda eksplant basina 0.5 adet siirgiin elde edilmistir.

Sekil 4.1. 0.25 mg/l 2,4-D igeren MS ortamda adventif siirglin rejenerasyonu (a)l
haftalik eksplantlarda siirglin u¢larinin olusumu (b) 3 hafta sonra belirgin miktarda
stirgiin rejenerasyonu (c) 6 hafta sonunda siirgiinler. Bar Sekil a, b, c=0. 35 cm

4.1.2.2. Yiiksek oranda 2,4-D ve NAA’nmn etkisi

Yukarda bahsedilen denemede yiiksek sonuglar alinamadigindan dolay1 yeni bir deneme
planlanmis ve 15 mg/l 2,4-D ve 15 mg/l NAA konsantrasyonlart denenmistir. Yaprak
eksplantlar1 1 hafta siiresince 15 mg/l 2,4-D veya 15 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda
hem aydinlik hem de karanlik ortamda kiiltiire alindiktan sonra 1 mg/l 2,4-D veya 1.5 mg/l
2,4-D igeren MS besi ortamina aktarilmistir. 1 hafta burda tutulduktan sonra MSO ortama
almmustir. Yiiksek oranda 2,4-D veya NAA kullanimi kallus olusumunu tesvik etse bile
siirglin rejenerasyonu olmamustir. Eksplantlarin ¢ogunda nekroz gozlenmistir. Kallus
olusumu ve nekrotik eksplant bakimindan yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.6.’da

verilmistir.

38



Cizelge 4.6. Yiksek oranlarda 2,4-D ve NAA’in
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

yaprak eksplantindan siirglin

Kallus Olusturan Eksplant Nekrotik Eksplant
V. K. S.D. Oram (%) Oram (%)
K.O. F K.O. F
Ortam 6 2161.31 9.10%** 5356.55 6.80%**
Hata 14 237.54 787.50
Genel 20
Toplam

**0.01 diizeyinde 6nemli

Kallus olusturan eksplant ve nekrotik eksplant yilizdesi bakimindan ortamlar arasindaki
farklilik istatistiki olarak 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu farkliligin 6nem derecesini

belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi sonuglar1 Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Eksplantlarin % 20 ile % 93.3’{inde kallus olusumu gozlenmistir. En yiiksek oranda kallus,
aydinlik kosullarda 15 mg/l NAA iceren ortamda bekletilip 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortama
alan eksplantlarda elde edilmistir (Sekil 4.2.). Kalluslar sert yapida 6zellik gdstermistir.
Bazi eksplantlarda kallus olusumu elde edilse dahi zamanla kararma gozlenmistir.
Nekrozis goriilen eksplant oram1 % 0 ile % 100 arasinda degismistir. En fazla zarar yine

yiiksek oranda kallus elde edilen ortamda gozlenmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Farkli 2,4-D ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna etkisi
Ortamlar Kallus Nekrotik
ikinci Ortam Olusturan Eksplant
T (1)
11k Ortam 2,4-D (mg/l) Ek(so[/)ol)ant (%)
aydinlik 1 33.33 cd’ 0.00 b
15 mg/l 2,4-D 1.5 4333 cd 66.67 a
Karanlik 1 76.67 ab 60.00 a
1.5 60.00 be 6.67b
aydinlik 1 9333 a 100.00 a
15 mg/l NAA 1.5 80.00 ab 8333 a
Karanlik 1 30.00d 0.00 b
1.5 20.00 d 0.00 b

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01diizeyinde onemlidir
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Sekil 4.2. 15 mg/l NAA iceren ortamda bekletilip 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortama alinan
eksplantlardaki gelisim (a) Kallus olusumu (b) Kalluslarin 4 hafta sonraki hali ve kararma

4.1.2.3. TDZ ve NAA’nin etkKisi

Steril bitkilerden alinan geng yaprak eksplantlar1 siirgiin rejenerasyonu amaciyla 4 hafta
0.025, 0.05 mg/l TDZ ve 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l NAA iceren MS besi ortamlarinda
kiiltiire almmustir (Sekil 4.3.). Daha sonra siirgiin gelisiminin hizlanmas1 i¢in tiim
eksplantlar MSO ortama aktarilmistir. Bu ortamda 4 hafta kaldiktan sonra sayimlar
yapilmistir. Cizelge 4.8.’de yaprak eksplantindan on farkli konsantrasyonda TDZ ve NAA
iceren ortamda olusan Eksplant basina siirgiin sayisi, eksplant bagina yan siirgiin sayisi,

stirglin ve kok uzunluklarina ait varyans analizi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli TDZ ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin ve
kok olusumuna etkisine ait varyans analizi

Eksplant Eksplant Siirgiin Kok Uzunlugu
Basina Siirgiin Basina Yan Uzunlugu (cm)
V. K. S.D. Sayisi Siirgiin (cm)
(Adet) Sayisi (Adet)

K.O. F K.O. |F K.O. F K.O. F
Ortamlar 9 51.11 | 1.80* 2.90 |[3.04** 2.60 | 1.52*%| 2.07 |2.06%*
Hata 20 | 28.27 0.95 1.71 1.00
Genel 29
Toplam

**0.01 diizeyinde dnemli
* (.05 diizeyinde 6nemli
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Sekil 4.3. TDZ ve NAA iceren MS ortamda yapraktan siirgilin rejenerasyonu
(‘a) 2 haftalik (b) 4 haftalik sonuglar. Bar Sekil a,b=1.25 cm

Farkli ortamlardaki eksplant bagina siirglin sayilar1 ve siirglin uzunluklar1 arasindaki fark
istatistiki acidan 0.05 diizeyinde, eksplant basina yan siirglin sayilar1 ve kdk uzunlugu
arasindaki fark ise 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin 6nem derecesini
belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.9.°da verilmistir. Biitlin
eksplantlarda siirglin olusumu goézlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 14.39 adet ile
28.30 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin 0.025 mg/l TDZ ve 1 mg/l NAA igeren
MS ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.4.a.b.). Eksplant basina en az siirgiin 0.025 mg/l TDZ
ve 2 mg/l NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli TDZ ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin ve

kok olusumu tizerine etkisi

Ortamlar Eksplant Eksplant Siirgiin Kok
TDZ NAA Basina Basina Yan Uzunlugu Uzunlugu
(mg/l) | (mg/l) Siirgiin Sayis1 | Siirgiin Sayisi (cm) (cm)

(Adet) (Adet)
0.025 0.25 22.22 ab’ 2.05 abc’ 6.09 ab’ 6.10 a°
0.025 0.5 22.61 ab 0.83 ¢ 6.44 ab 6.20 a
0.025 1 28.30a 1.25 be 533 ab 6.13a
0.025 2 14.39b 045c 5.17 ab 5.50 ab
0.025 4 23.44 ab 0.83 ¢ 5.83 ab 3.80b
0.05 0.25 2739 a 336a 6.92a 5.07 ab
0.05 0.5 20.18 ab 1.00 ¢ 5.66 ab 5.26 ab
0.05 1 23.88 ab 2.99 ab 4.12b 4.28 ab
0.05 2 27.77 a 1.22 be 4.13b 4.75 ab
0.05 4 24.06 ab 0.92¢ 4.76 ab 4.56 ab

'Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir

Eksplant basina yan siirgiin sayis1 0.45 adet ile 3.36 adet arasinda degismistir. En fazla yan
stirgiin, 0.05 mg/l TDZ ve 0.25 mg/l NAA igeren ortamdan, en az yan siirgiin 0.025 mg/1
TDZ ve 2 mg/l NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Diger taraftan siirgiin uzunlugu
4.12 cm ile 6.92 cm arasinda degismistir. En uzun siirgiin, 0.05 mg/l TDZ ve 0.25 mg/l
NAA igeren MS ortamdan (Sekil 4.4.c.), en kisa siirgiin ise 0.05 mg/l TDZ ve 1 mg/l NAA
iceren MS ortamdan elde edilmistir. Kok uzunlugu ise 3.80 cm ile 6.20 cm arasinda
degismistir. En uzun kok, 0.025 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ortamdan (Sekil 4.4.d.), en
kisa kok ise 0.025 mg/l TDZ ve 4 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.4. TDZ ve NAA igeren MS ortamdan elde edilen siirgiinlerin goriiniisii (a,b) 0.025
mg/l TDZ ve 1 mg/l NAA iceren MS ortamdan elde edilen siirgiinlerin goriiniisii (c) 0.05
mg/l TDZ ve 0.25 mg/l NAA igeren MS ortamdan elde edilen siirgiiniin goriiniisii (d) 0.025
mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ortamdan elde edilen bitkiciklerin koklerindeki gelisim. Bar
Sekil a, b, d=1.2 cm, Sekil ¢=1.4 cm

4.1.2.4. 0.5 mg/l Kin ve farkh oranda NAA’in etkisi

Steril bitkilerden alinan geng yaprak eksplantlar1 Kin (0.5 mg/l) ve dort farkli oranda NAA
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Bir hafta sonra tiim eksplantlar {izerinde siirgiin
uclar1 gozlenmistir. 2 hafta sonra siirgiin uclarinda 6nemli derecede gelisme gozlenmis ve
tiim eksplantlar tizerinde her ortamda yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu gergeklesmistir.
Eksplantlar 4 hafta bu ortamlarda kaldiktan sonra stirglinlerin daha iyi gelisebilmeleri i¢in

bitki biiyiime diizenleyici icermeyen MSO ortama alinmislardir. Bu ortamda 4 hafta
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sonunda siirglin sayisi, siirgin uzunlugu ve kok gelisim Ozellikleri dikkate alinarak
sayimlart yapilmistir. Cizelge 4.10.’da yaprak eksplantindan dort farkli konsantrasyonda
Kin ve NAA iceren MS ortamda olusan eksplant basina siirgiin sayisi, yan siirgiin sayisi,

stirglin ve kok uzunluguna ait varyans analizi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli Kin ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin ve
kok olusumu {izerine etkisine ait varyans analizi

E];‘:gl'::t Bl‘;;‘l;‘;";‘{‘;n Siirgiin Kok Uzunlugu
V. K. S.D. | Siirgiin Sayis1 | Siirgiin Sayis1 Uzunlugu (cm)

(Adet) (Adet) (cm)

KO.| F K.O. |F K.O. F K.O. F
Ortamlar 5 [2016] 2.16° | 1.16 [1.28% | 578 1.39° | 0.81 | 0.50%
Hata 12 | 9.32 0.91 5.13 1.60
Genel 17
Toplam
*0.05 diizeyinde 6nemli
% Gnemsiz

Cizelge 4.11.°de goriildiigl gibi eksplant basina en fazla siirgiin sirasiyla (47.83 adet, 53.56
adet) 0.5 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA ile 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS
ortamlarindan (Sekil 4.5.a,b,e.f), en fazla yan siirgiin MSO ortamdan, en uzun siirgiin (8.60
cm) 0. 5 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. Bu ortamlardaki
kok uzunlugu 3.86 cm ile 3.88 cm arasinda degismistir (Sekil 4.5.c,d,g,h) En uzun kok
(5.53 cm) 0.5 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA igeren MS ortamda elde edilmistir.

Cizelge 4.11. Farkli Kin ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin ve
kok olusumu lizerine etkisi

Ortamlar Eksplant Eksplant Siirgiin Kok
Kin NAA | Basmna Siirgiin Basina Yan Uzunlugu | Uzunlugu
(mg/l) (mg/l) Sayis1 Siirgiin Sayisi (cm) (cm)
(Adet) (Adet)
0.5 0.25 47.83 a' 0.07 ¢ 5.43 ab’ 3.86"
0.5 0.5 53.56a 0.00 ¢ 397b 3.88
0.5 1 27.17b 1.00 a 5.67 ab 5.53
0.5 2 25.89b 1.00 a 8.60 a 4.80
0.5 4 26.33Db 0.15b 7.80 a 4.60
MSO 1522 ¢ 1.50 a 4.62b 5.04

iAym stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir
* dnemsiz
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Sekil 4.5. Kin ve NAA iceren MS ortamdan elde edilen siirglinlerin MSO ortama
alindiktan 4 hafta sonraki goriiniisii (a,b) 0.5 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA iceren MS
ortamdan elde edilen siirglinler ve (c,d) kok gelisimi (e,f) 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA
iceren MS ortamindan elde edilen siirgiinler ve (g,h) kok gelisimi. Bar Sekil a,b,c,e,f,g=1.2
cm, Sekil d, h=1.33 cm

4.1.2.5. 0.25 mg/1 Kin ve farkh oranda NAA’in etkisi

Yaprak eksplantlart 0.25 mg/l Kin ve degisik oranlarda NAA igeren 5 farkli ortama
yerlestirilmis ve yaklasik 3 hafta sonra siirgiin ucu olusturma ve siirgilin gelisimi yoniinden
incelenmistir. Cizelge 4.12.’de yaprak eksplantindan farkli konsantrasyonda Kin ve NAA
igeren ortamda siirgiin ucu olusturan eksplant oran1 ve siirglin gelisimi goriilen eksplant

ylizdesine ait varyans analizi sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli Kin ve NAA konsantrasyonlarinin slirglin olusumu ve gelisimi {izerine
etkisine ait varyans analizi

Siirgiin Ucu Olusturan Eksplant Gelisme Gosteren
V. K. S.D. Orani (%) Eksplant Oram (%)
K.O. F K.O. F
Ortamlar 6 6666.67 14.00** 4596.82 4.31%*
Hata 14 476.19 1066.67
Genel 20
Toplam

**0.01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.12.’de goriildiigi gibi siirgiin ucu olusturan eksplant orani ve gelisme gosteren
eksplant oran1 bakimindan ortamlar arasindaki farklilik istatistiki a¢idan 0.01 diizeyinde
onemli bulunmugstur. Bu farkin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi

sonuclar1 Cizelge 4.13.’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Farkli Kin ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin
olusumu ve gelisimi lizerine etkisi

Ortamlar Siirgiin Ucu Gelisme Gosteren
Olusturan Eksplant Eksplant Oram (%)
Kin (mg/1) NAA (mg/l) Oram (%)
0.25 0.25 100.00 a' 9333 a
0.25 0.5 100.00 a 9333 a
0.25 1 100.00 a 60.00 ab
0.25 2 66.67 a 33.33 ab
0.25 4 10.00 b 13.33b

' Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

Ortamlardan, 0.25 mg/l Kin ve 4 mg/l NAA iceren MS ortamindaki eksplantlarda hig
stirglin ucu olugsmamustir. 0.25 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA iceren ortamdaki eksplantlarin %
66.67’sinde siirglin ucu olusurken geri kalan ortamlarda biitiin eksplantlarda siirgiin ucu
olusumu goézlenmistir. Eksplantlarda en fazla gelisim 0.25 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA ile
0.25 mg/1 Kin ve 0.5 mg/l NAA iceren MS ortamlarinda gézlenmistir (Cizelge 4.13.).

Siirgiinler daha iyi gelisebilmeleri i¢in 4 hafta sonra MSO ortama aktarilmistir. Bu ortamda
4 hafta kiiltiire alindaktan sonra sayimlar1 yapilarak eksplant basina siirgiin sayisi, yan
siirglin sayisi, slirglin ve kok uzunlugu agisindan sonuclar degerlendirilmis ve Cizelge

4.14.de varyans analizi sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli Kin ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin, yan
stirgiin sayis1 ve kok uzunluguna ait varyans analizi

Ekfpl:int Basina Eksplant Bagina Surgur} Kok Uzunlugu
Siirgiin Sayisi . Uzunlugu (cm)
V.K. | S.D. (Adet) Yan Siirgiin (cm)
Sayisi (Adet)

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortamlar 5 1204.50 4.34** 1.69 | 1.16* 2.89 1.39% 1.09 0.98*
Hata 12 277.69 1.45 2.07 1.11
Genel 17
Toplam

**0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli
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Eksplant basma siirglin sayist bakimindan ortamlar arasindaki fark 0.01 diizeyinde
eksplant basina yan siirgiin sayisi, siirgiin ve kdk uzunlugu bakimindan ise 0.05 diizeyinde
onemli bulunmustur. Farkliligin 6nem derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan

Testi sonuglar1 Cizelge 4.15.’de verilmistir.

Cizelge 4.15. Farkli Kin ve NAA konsantrasyonlarinin yaprak eksplantindan siirgiin, yan

stirglin sayist ve kok uzunluguna etkisi

Eksplant Eksplant Siirgiin Kok
Basina Basina Uzunlugu Uzunlugu
Ortamlar Siirgiin Yan Siirgiin (cm) (cm)
Sayis1 Sayis1
Kin NAA (Adet) (Adet)
(mg/l) (mg/l)
0.25 0.25 41.56 bc' 1.22b° 3.30b° 3.74 ab’
0.25 0.5 21.39¢ 1.67 a 6.10 a 5.63a
0.25 1 80.56 a 0.00 ¢ 2.82b 3.58Db
0.25 2 56.17 ab 0.00 c 2.85b 3.07b
0.25 4 36.22 bc 1.50a 4.44 ab 4.17 ab
MSO 1522 ¢ 1.50a 4.62 ab 5.04 a

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

Ortamlar arasinda eksplant basina en fazla siirgiin (80.56 adet), 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l
NAA igeren MS ortaminda gozlenmistir (Sekil 4.6.a,b). Bunu 0.25 mg/l Kin ve 2 mg/l
NAA iceren MS ortaminda gelisen eksplant bagina 56.17 adet siirgilin takip etmistir (Sekil
4.6.d,e). En az siirgiin (15.22 adet) ise bitki biiylime diizenleyici icermeyen MSO ortamdan
elde edilmistir. 0.25 mg/l Kin ve 4 mg/l NAA iceren ortamda ve MSO ortamda en fazla

yan siirgiin (1.5 adet) gézlenmistir.

Siirgiin uzunlugu 2.82 cm ile 6.10 cm arasinda degismistir. En uzun siirgiin 0.25 mg/l Kin
ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamda, en kisa siirgiin 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA igeren
MS ortamdan elde edilmistir. K6k uzunlugu 3.07 cm ile 5.63 cm arasinda degismistir.
Fakat 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA ile 0.25 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA igeren ortamdan
gelisen siirgiinlerdeki kok uzunlugu sirastyla 3.58 cm ve 3.07 cm olmustur (Sekil 4.6.c,1).
En uzun kok 0.25 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir. En kisa
kok ise 0.25 mg/1 Kin ve 2 mg/l NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.15.).
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Sekil 4.6. Kin ve NAA igeren MS ortamdan elde edilen siirglinlerin MSO ortama
alindiktan 4 hafta sonraki goriiniisii (a,b) 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA iceren MS
ortamdan elde edilen siirglinler ve (c) kok gelisimi (d,e) 0.25 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA
iceren MS ortamdan elde edilen siirgiinler ve (f) kok gelisimi. Bar Sekil a,b,c,d,e,f=1 cm

4.1.3. Meristemlerden hizh ¢ogaltim
4.1.3.1. iki farkh oranda TDZ ve NAA’in etkisi

Steril bitkilerden alinan ug ve 1. koltukalti meristemleri hizli cogaltim amaciyla 0.05 mg/1
ve 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA igeren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. 4-5
giin sonra eksplantlar iizerinde siirgiin uclar1 gézlenmistir. 4 hafta i¢inde siirgiin u¢larindan
stirglinler ve kok olusumu gozlenmistir. Kiiltiire alinmis eksplantlarda ortamlarin etkisi ile
sisme ve biiylime gozlenmistir. Veriler alinirken u¢ meristemi 2.22 cm ve 1. koltukalti
meristemi 3.21 cm’e ulagsmistir. Tiim eksplantlarda siirglin olusumu gdzlenmistir. Siirgiin
uzunlugu farkliliklar istatistiki analize tabi tutulmus ve Cizelge 4.16.’da varyans analizi

sonuglar1 verilmigtir.
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Cizelge 4.16. Farkli oranlardaki TDZ ve NAA konsantrasyonlarinin u¢ ve 1. koltukalti
meristemlerinde siirgiin uzunlugu ve kok olusum orani {izerine etkisine ait varyans analizi

V. K. S.D. Siirgiin Uzunlugu (cm) Kok Olusum Oram (%)
K.O. F K.O. F

Ortam 1 0.00 0.95 2133.33 7.11%
Eksplant 1 0.27 8.53* 0.00 0.00
Ortam x 1 0.00 2.63 133.33 0.44
Eksplant
Hata 8 0.00 300.00
Toplam 11

* 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.16.” da goriildiigi gibi siirglin uzunlugu bakimindan eksplantlar arasindaki fark
0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Kok olusum oranit bakimindan ortamlar arasindaki
fark 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek
amaciyla yapilan t testi sonucu sirastyla Cizelge 4.17. ve Cizelge 4.18.’de verilmistir. Ug
meristeminde ortalama siirgiin uzunlugu 0.73 cm olmustur (Sekil 4.7.). Buna karst 1.
koltukaltt meristeminde, u¢ meristemine gore daha uzun siirglinler goriilmiistir (Sekil

4.8.).

Sekil 4.7. TDZ ve NAA igeren MS ortamdan u¢ meristeminden elde edilen siirgiinlerin 4
haftalik goriiniigleri ( a,b,c) 0.05 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA iceren ortamdaki siirgiin
rejenerasyonu ve gelisim asamalar (d,e,f) 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren
ortamdaki siirgiin rejenerasyonu ve gelisim asamalari. Bar Sekil a,b,d,e.f,= 0.6 cm, Sekil
c=1.2 cm
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Cizelge 4.17. Farkli meristem kullaniminin siirgiin uzunlugu tizerine etkisi

Eksplantlar Siirgiin Uzunlugu (cm)
U¢ meristemi 0.73
1. koltukalti meristemi 1.03'

" Ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

Sekil 4.8. TDZ ve NAA igeren MS ortaminda 1.koltukaltt meristeminden elde edilen
stirglinlerin 4 haftalik goriiniisleri (a) 0.05 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA iceren ortamdaki
stirgiin rejenerasyonu (b) 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamdaki siirglin
rejenerasyonu. Bar Sekil a,b=0.6 cm

Cizelge 4.18. Farkli ortamlarin koklenme yiizdesi lizerine etkisi

Ortamlar Koklenme (%)
TDZ (mg/1) NAA (mg/l)
0.05 0.05 30.00 '
0.1 0.05 3.33

" Ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

Ortamda 0.05 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA kullanildiginda eksplantlarin % 30’unda kok
olugmustur. 0,1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA iceren ortamda ise kdklenme ¢ok diisiik
olmustur (% 3.33) (Cizelge 4.18.).

Bu denemedeki eksplantlar 4 hafta sonunda siirgilinlerin daha iy1 gelisebilmesi i¢in 4 hafta
bitki biiylime diizenleyici icermeyen MSO ortama aktarilmistir. Burda gelisen siirgiin ve
kok ile ilgili 6zellikler dikkate alinarak sayim yapilmis ve Cizelge 4.19.’de varyans analizi

sonugclar1 verilmigtir.
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Cizelge 4.19. Uc meristemi ve 1. koltukaltt meristeminden TDZ ve NAA igeren ortamda
stirgiin ve kok gelisimine ait varyans analizi

Eksplant Basina Eksplant Siirgiin Kok
Siirgiin Sayis1 Basina Yan Uzunlugu Uzunlugu
V. K. S.D. (Adet) Siirgiin (cm) (cm)
Sayisi
(Adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 1| 731.77 | 12.14** | 0.36 | 1.46™ | 0.00 | 0.02” | 0.00 | 0.01%
Eksplant 1 19434 | 3.22 0.79 ]3.21 1.26 | 1.10 | 2.41 1.91
Ortam x 1 474 | 0.08 0.79 |3.21 041 | 036 | 0.12 | 0.10
Eksplant
Hata 8 60.30 0.25 1.14 1.26
Toplam 11
**0.01 diizeyinde 6nemli
* Onemsiz

Cizelge 4.19.°da goriildiigii gibi eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan TDZ ve NAA
iceren iki ortam arasindaki fark istatistiki agidan 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Eksplant basina yan siirglin sayisi silirgiin ve kok uzunlugu acisindan ortamlar ve
eksplantlar arasindaki fark istatistiki olarak onemsiz ¢ikmistir. Ayrica ortam ve eksplant
arasinda etkilesim olmamigstir. Eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan ortamlar
arasindaki farklilifin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan t testi sonucu Cizelge

4.20.’de verilmisgtir.

Cizelge 4.20. TDZ ve NAA iceren iki ortamin u¢ ve 1. koltukalti meristeminden olusan
stirgiinlerin sayisi lizerine etkisi

Ortamlar Eksplant Basina
TDZ (mg/l) NAA (mg/l) Siirgiin Sayis1 (Adet)
0.05 0.05 23.32
0.1 0.05 38.94'

' Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

Eksplant basina siirgilin sayis1 bakimindan 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA igeren ortam
daha iyi sonug¢ vermistir. 0.05 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA igeren MS ortamda siirgiin
sayist 23.32 iken, 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA igeren ortamda eksplant bagina 38.94
adet goriilmistiir. Cizelge 4.21.’de goriildiigii gibi her iki eksplantta yan siirgiin sayis1 0.17
adet ile 0.33 adet arasinda degismistir. Siirglin uzunlugu 4.73 cm ile 5.75 cm arasinda

degismistir. Kok uzunlugu 4.1 cm ile 5.2 cm arasinda degismistir.
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Cizelge 4.21. TDZ ve NAA igeren ortamin u¢ ve 1. koltukalti meristeminden olusan yan
slirglin sayist, slirglin ve kok uzunlugu iizerine etkisi

Ortamlar Eksplant Siirgiin Kok
Basina Uzunlugu Uzunlugu
TDZ NAA Eksplantlar Yan Siirgiin (cm) (cm)
(mg/l) | (mg/l) Sayisi (Adet)

0.05 0.05 | Uc meristemi 0.17% 5.47% 5.20%
1. koltukalt: 1.19 5.19 4.10
meristemi

0.1 0.05 | Ug meristemi 0.33 5.75 5.05
1. koltukalt1 0.33 4.73 4.36
meristemi

% Onemsiz

4.1.3.2. iki farkh oranda TDZ ve NAA’in etkisi

Steril bitkilerden alinan ug ve 1. koltukaltt meristemi hizli ¢ogaltim amaciyla farkli oranda
TDZ (0.05 — 0.1 mg/l) ve 0.1 mg/l NAA iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Tiim eksplantlarda siirglin olusumu goézlenmistir. Eksplantlarda ¢ok fazla sayida siirgiin
ucu olusmasina ragmen siirgiin gelisimi yavas olmustur. Bu nedenle 3 hafta sonunda 0.5
cm ve lizerindeki uzunluklardaki siirgiin sayisi belirlenmistir. Varyans analizi sonuglari

Cizelge 4.22.” de verilmistir.

Cizelge 4.22. TDZ ve NAA igeren iki ortamin ug¢ ve 1.koltukalti meristeminden siirgiin
olusumu ve gelisimi {lizerine etkisine ait varyans analizi

Eksplant Basina Uzun Siirgiin Sayisi
V.K. S.D. (Adet)
K.O. F
Ortam 2 3.17 1.04%
Eksplant 1 9.39 3.07
Ortam x Eksplant 2 1.06 0.34
Hata 12 3.06
Toplam 17
* Onemsiz

Cizelge 4.22.°de goriildiigii gibi eksplant basina uzun siirgiin sayis1 bakimindan, ortamlar

ve eksplantlar arasindaki fark istatistiki acidan 6nemli bulunmamustir.
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Cizelge 4.23. Farkli TDZ ve NAA konsantrasyonlarinin siirgiin gelisimi iizerine etkisi

Eksplant Basina
Ortamlar Uzun Siirgiin Sayis1 (Adet)

TDZ NAA Ueg 1. koltukalti
(mg/1) (mg/1) meristemi meristemi
0.05 2.25% 2.5%
0.1 24 24

MSO 2.0 2.4

% Onemsiz

Cizelge 4.23.de goriildiigli gibi u¢ meristeminde 0.1 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren
ortamda daha fazla (2.4 adet) uzun siirgiin elde edilirken 1. koltukaltt meristeminde 0.05
mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamdan daha fazla sayida (2.5 adet) uzun siirgiin elde
edilmistir. Siirgiinlerdeki gelisimi hizlandirmak amaciyla eksplantlar MSO besi ortamina

aktarilmistir. 4 hafta sonunda siirgiin sayisi1 ve yan siirgiin sayisi, siirgiin ve kok uzunlugu

Olctimleri yapilip varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.24.).

Cizelge 4.24. Farkli TDZ ve
meristeminden siirgiin, yan silirgiin ve kok olusumu iizerine etkisine ait varyans analizi

NAA konsantrasyonlarinin u¢ ve 1. koltukaltt

Eksplant Basina Eksplant Basina
Siirgiin Sayisi Yan Siirgiin Sayisi
V.K. | S.D. (Adet) (Adet)
K.O. F K.O. F
Ortam 2 3356.51 44.90** 1.00 5.25*
Eksplant 1 448.90 6.00* 0.17 0.89
Ortam x 2 145.76 1.95 0.17 0.89
Eksplant
Hata 12 74.76 0,19
Toplam 17
S.D. R o , o
V. K. Siirgiin Uzunlugu (cm) Kok Uzunlugu (¢cm)
K.O. F K.O. F
Ortam 2 247 6.58* 0.98 1.93%
Eksplant 1 9.72 25.88%* 0.14 0.28
Ortam x 2 2.13 5.68* 0.00 0.08
Eksplant
Hata 12 0.38 0.51
Toplam 17

**0.01 diizeyinde dnemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

% Onemsiz
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Cizelge 4.24.°de goriildiigi gibi eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan, ortamlar
arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde ve eksplantlar arasindaki farklilik 0.05 diizeyinde
onemli ¢ikmistir. Eksplant basina yan siirgiin sayis1 bakimindan ortamlar arasindaki fark
0.05 diizeyinde onemli bulunmustur. Siirgiin uzunlugu bakimindan, ortam x eksplant
arasindaki etkilesim 0.05 diizeyinde o6nemli bulunmustur. K6k uzunlugu bakimindan
ortamlar ve eksplantlar arasindaki fark veya etkilesim istatistiki olarak 6nemsiz ¢ikmistir.
Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi sonuglari

Cizelge 4.25; 4.27.”de, t testi sonuglart ise Cizelge 4.26.’da verilmistir.

Cizelge 4.25. Farkli TDZ ve NAA konsantrasyonlarinin siirgiin ve yan siirgiin olusumu
tizerine etkisi

Ortamlar Ekfpli-l.nt Bagina Eksplant Basina
Siirgiin Sayisi .
Yan Siirgiin Sayisi (Adet)
TDZ (mg/l) | NAA (mg/l) (Adet)
0.05 0.1 49.68 a' 0.00 b°
0.1 0.1 38.60 b 0.00 b
MSO 431 c 0.70 a

' Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir
Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

Eksplant bagina siirgiin sayisi 4.31 adet ile 49.68 adet arasinda degismistir. En fazla slirgiin
(49.68 adet), 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir. En az
stirgiin MSO ortamdan elde edilmistir. TDZ ve NAA igeren ortamlarda yan siirgiin
olugsmazken MSO ortamda eksplant basina 0.7 adet yan siirgiin elde edilmistir (Cizelge
4.25.). Eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan meristem tipinin 6nemli derecede etkili
oldugu tespit edilmistir. 1. koltukalti meristeminden 35.85 adet ve u¢ meristeminden 25.87

adet siirgiin elde edilmistir (Cizelge 4.26; Sekil 4.9.a,b,c,d).

Cizelge 4.26. Meristem tipinin siirgiin sayis1 iizerine etkisi

Eksplant Basina
Eksplantlar Siirgiin Sayisi (Adet)
Ug meristemi 25.87
1. koltukalt1 meristemi 35.85'

"Ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir
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Cizelge 4.27. Ortamlarin ve eksplantlarin siirgiin ve kok uzunluguna etkisi

Ortamlar Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu
(cm) cm)
Uc 1. koltukalti U¢ 1. koltukalti
(E;/Zl) (ljnzﬁ) meristemi meristemi meristemi meristemi
0.05 0.1 3.54 b 6.12 a 4.26% 3.91%
0.1 0.1 428 a 449 b 3.47 343
MSO 2.75¢ 4.38b 4.28 4.13

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir

% Onemsiz

Cizelge 4.27.de goriildiigii gibi u¢ meristeminde en uzun siirgiin (4.28 cm), 0.1 mg/l TDZ

ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.9.a,b). En kisa siirgiin (2.75 cm),

MSO ortamda gozlenmistir. 1. koltukalti1 meristeminde u¢ meristemine gore daha uzun

stirglinler elde edilmistir. 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda en uzun siirgiin

(6.12 cm) elde edilirken (Sekil 4.10.c), en kisa siirglinler MSO ortamda gézlenmistir. Ug

meristeminde kok uzunlugu 1. koltukaltt meristemine gore daha fazla olmustur. Kok

uzunlugu 3.47 cm ile 4.28 cm arasinda degismistir. En uzun kék MSO ortamdaki ug

meristeminden elde edilmistir.
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Sekil 4.9. 0.1 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamda elde edilen siirgiinlerin
MSO ortama alindiktan 4 hafta sonraki goriiniisii (a,b) U¢ meristeminden elde edilen
stirglinler ve (c) kok gelisimi (d,e) 1. koltukaltt meristeminden elde edilen siirgiinler ve
(f) kok gelisimi. Bar Sekil a,b,c,d,e,f=0.7 cm
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Sekil 4.10. 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA iceren ortamda elde edilen siirglinlerin MSO
ortama alindiktan 4 hafta sonraki goriiniisii (a) U¢ meristeminden elde edilen siirgiinler ve

(b) kok gelisimi (c) 1. koltukaltt meristeminden elde edilen siirgiinler ve (d) kok gelisimi.
Bar Sekil a,b,c,d=0.65 cm

4.1.4. Sivi kiiltiirde siirgiin rejenerasyonu

4.1.4.1. TDZ ve NAA’in u¢ meristemi, 1. koltukalti meristemi, yaprak ve yaprak

sapindan siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

In vitro kosullarda elde edilen bitkilerden u¢ meristemi, 1. koltukalti meristemi, yaprak ve
yaprak sap1 alinarak bitki biiylime diizenleyicilerden TDZ ve NAA igeren sivi MS ortamda
kiltire alinmigtir. Magenta kaplar calkalayiciya yerlestirilmis 60 rpm hizda calkalama
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yapilmistir. Eksplantlarda 2. haftada siirgiin uglar1 goriilmiistiir. MSO ortamda gelisimin
1yi olmasi nedeniyle 4 hafta sonra kat1 MSO ortama aktarilmigtir. 12 hafta sonunda siirgiin
ve kok ile ilgili o6zellikler dikkate alinarak sayim ve Ol¢limler yapilmustir. Siirgiin
renenerasyonunun iyi oldugu goriilmiis ve cok sayida siirgiin elde edilmistir. Cizelge
4.28.°de TDZ ve NAA iceren ortamda dort eksplanttan olusan siirgiin ve kok gelisimine ait
varyans analizi sonuglar1 verilmistir. Siirgiin sayist ve uzunlugu bakimindan eksplantlar
arasindaki fark istatistiki olarak 0.05 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Yan siirgiin sayisi
bakimindan ortam ve eksplantlar arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim ¢ikmistir. Kok
uzunlugu bakimindan eksplantlar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemli olmustur. Bu
farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge

4.29. ve 4.30.’da verilmistir.
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Cizelge 4.28. TDZ ve NAA igeren s1vi ortamda dort farkl eksplanttan siirgiin ve kok gelisimine ait varyans analizi

Siirgiin Sayisi Siirgiin Uzunlugu (cm) Yan Siirgiin Sayis1 | Kok Uzunlugu (cm)
V. K. S.D. (Adet) (Adet)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Ortam 1 333.02 0.82 8.43 1.61 0.08 0.02 0.08 0.02
Eksplant 3 1989.03 4.87* 20.66 3.94* 4.68 0.97 20.63 5.24%**
Ortam x 3 781.63 1.91 1.93 0.37 541 1.12%* 4.42 1.12
Eksplant
Hata 16 408.67 5.25
Toplam 23

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.29. TDZ ve NAA igeren sivi ortamda dort farkli eksplantin siirgiin ve kok
gelisimi

Eksplantlar Siirgiin Sayis1 Siirgiin Kok Uzunlugu
(Adet) Uzunlugu (cm) (cm)
Ug meristemi 41.03 ab' 2.62b' 2.04b°
1. koltukalti meristemi 52.63 a 5.63a 4.83 a
Yaprak 14.50 ¢ 1.25b 0.83b
Yaprak Sap1 18.53 be 2.57b 0.96 b

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde nemlidir
?Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01diizeyinde 6nemlidir
Siirgiin sayis1 14.50 adet ile 52.63 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin 1. koltukaltt
meristeminden (Sekil 4.11.), en az siirglin ise yapraktan elde edilmistir. En uzun siirgiin
(5.63 cm), 1. koltukalt1 meristeminden elde edilirken diger ii¢ eksplantin sonuglar1 arasinda
istatistiki olarak bir fark c¢ikmamustir. Kok uzunlugu 0.83 cm ile 4.83 cm arasinda

degismistir. En uzun kok 1. koltukalti meristeminden elde edilmistir (Cizelge 4.29.).

Sekil 4.11. Siv1 kiiltiirden 1. koltukalti meristeminden adventif siirgiin
rejenerasyonu
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Cizelge 4.30. TDZ ve NAA iceren sivi ortamda dort farkli eksplantin yan siirgiin sayisina
etkisi

Yan Siirgiin Sayis1 (Adet)
Eksplantlar
0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l
& NAA & MSO
Ug Meristem 2.10b' A 0.00dB
1. koltukalt1 Meristemi 293aA 2.58aB
Yaprak 0.00dB 2.47ab A
Yaprak Sap1 1.07c A 0.53cB

'Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde nemlidir
? Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.30.’da goruldiigli gibi u¢ meristeminde TDZ igeren sivi ortamda yan siirgiin
(2.10 adet/eksplant) olusmustur (Sekil 4.12.). 1. koltukalti meristeminde de TDZ iceren
stvi ortamda daha fazla (2.93 adet/eksplant) yan siirglin olusmustur. Yaprakta TDZ iceren
ortamda yan siirgiin olugsmazken MSO ortamda 2.47 adet yan siirgiin olusmustur. Yaprak
sapinda ise TDZ igeren ortamda MSO’a gore daha fazla yan siirgiin (1.07 adet/eksplant)

olusmustur.

Sekil 4.12. Sivi kiiltiirden u¢ meristeminden adventif siirgiin rejenerasyonu. Bar
Sekil a=0.65 cm, Sekil b= 04 cm, Sekil c=1 cm, d=0.9 cm
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4.1.4.2. Kin, TDZ ve NAA’in yaprak ve giovdeden siirgiin rejenerasyonu iizerine

etkisi

Kin, TDZ ve NAA igeren ii¢ ortamda yaprak ve govde (internod) eksplantlari siv1 kiiltiire
alinmistir. Kullanilan ortam ve eksplantlarin siirgiin ve kok olusumu tizerindeki etkisi
incelenmistir. Cizelge 4.31.’de siirgiin ve yan siirgiin sayisi, siirgiin ve kok uzunluguna ait

varyans analizi sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 4.31. Kin, TDZ ve NAA igeren ortamda yaprak ve govdeden siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Sayisi Yan Siirgiin Siirgiin Kok Uzunlugu
V. K. S.D. (Adet) Sayisi (Adet) | Uzunlugu (cm) (cm)

K.O. F K.O. |F K.O. F K.O. F
Ortam 2 | 4267.87 | 20.94%* 50.70 6.07* | 4.86 | 2.10 5.11 | 4.87*
Eksplant 1 [2382.80 | 11.69** 0.11 0.01 | 25.99 | 11.20** | 17.50 | 16.66**
Ortam x 2 297.24 1.46 524 | 0.63 1.78 | 0.77 194 | 1.85
Eksplant
Hata 12 | 203.79 8.35 2.32 1.05
Toplam 17

**0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Siirgiin sayist bakimindan kullanilan ortamlar ve eksplantlar arasindaki farklilik 0.01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Yan siirgiin sayist bakimindan ortamlar arasindaki fark
istatistiki olarak 0.05 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir. Siirglin uzunlugu bakimindan kullanilan
ortamlar arasindaki fark istatistiki olarak dnemsiz ¢ikarken eksplantlar arasindaki fark 0.01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. K6k uzunlugu bakimindan ise ortamlar arasindaki fark
istatistiki olarak 0.05 diizeyinde, eksplantlar arasindaki fark ise 0.01 diizeyinde 6nemli
olmustur. Bu farkliliklarin 6nem derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi

sonuclar1 Cizelge 4.32 ve 4.34.’de, t testi sonuglar1 da Cizelge 4.33 ve 4.35.’de verilmistir.
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Cizelge 4.32. Kin, TDZ ve NAA’nin siirgiin sayis1 iizerine etkisi

Ortamlar Siirgiin Sayisi (Adet)
0.25 mg/1 Kin 1 mg/l NAA 6220 '
0.5 mg/l Kin 0.5 mg/l NAA 15250

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

En fazla siirgiin (62.20 adet) ile 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA igeren ortamdan elde
edilmistir. En az siirgiin (15.25 adet) ise 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamda
gbzlenmistir (Cizelge 4.32.).

Cizelge 4.33. Farkli eksplantlarin siirgilin sayist ve uzunlugu iizerine etkisi

Eksplantlar Siirgiin Sayis1 (Adet) Siirgiin Uzunlugu (cm)
Yaprak 19.91 0.92
Gévde (internod) 4292 333!

" Ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir

Sivi ortamdan alinan eksplantlarda vitrifikasyon gorilmiistiir (Sekil 4.13.a,b; 4.14.a,b;
4.15.a,b). Ancak siv1 kiiltiirdeki eksplantlar katt MSO ortama alininca vitrifikasyon sorunu
giderilmis ve eksplantlar lizerinde yliksek oranda siirgiin rejenerasyonu goriilmiistiir (Sekil

4.13.c,d,e; 4.14.c.d,e; 4.15.c).

Cizelge 4.33.’de de goriildiigii gibi siirgiin sayis1 ve uzunlugu agisindan goévde, yaprak
eksplantina gore daha iyi sonu¢ vermistir. Ortalama 3.33 cm uzunlugunda 42.92 adet

stirgiin elde edilmistir.



Sekil 4.13. Siv1 kiiltiirde 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA iceren MS ortamda
govdeden adventif siirgiin rejenerasyonu (a,b) Sivi kiiltiirde 4 haftalik
sonuglar (c,d) MSO ortamda 10 haftalik kiiltiirden sonraki siirgiinler (¢) MSO
ortamda 10 haftalik kiiltiirden sonraki kokler. Bar Sekil a=1.2 cm, Sekil
b=0.3 cm, Sekil ¢,d,e=1.3 cm

Sekil 4.14. Siv1 kiiltiirde 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren MS
ortamda govdeden adventif siirglin rejenerasyonu (a,b) Sivi kiiltiirde 4
haftalik sonuglar (c,d) MSO ortamda 10 haftalik kiiltiirden sonraki
stirgtinler (¢) MSO ortamda 10 haftalik kiiltiirden sonraki kokler. Bar Sekil
a=1.2 cm, Sekil b=0.3 cm, Sekil ¢,d,e=1.3 cm
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Cizelge 4.34. Kin, TDZ ve NAA’nin yan siirgiin say1st ve kok uzunlugu iizerine etkisi

Sekil 4.15. Siv1 kiiltiirde 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS
ortamda gdvdeden adventif siirgilin rejenerasyonu. (a,b) Sivi kiiltiirde
4 haftalik sonuglar (c) MSO ortamda 10 haftalik kiiltiirden sonraki

siirglinler. Bar Sekil a=2 cm, Sekil b=0.4 cm, Sekil c=1.8 cm

Yan Siirgiin Sayis1 Kok Uzunlugu
Ortamlar (Adet) (cm)
0.25 mg/1 Kin 1 NAA mg/l 570 2" 241 a'
0.5 mg/l Kin 0.5 NAA mg/l 0.60 b 0.64 b

' Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05diizeyinde énemlidir

En fazla yan siirgiin 0.25 mg/l TDZ ve 1 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilirken en az

stirglin (0.60 adet) ise 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamda gézlenmistir.

Kok uzunlugu 0.64 cm ile 2.41 cm arasinda degismistir. 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA
iceren ortamdan en uzun kok elde edilirken en kisa kok 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA
iceren MS ortamda gdzlenmistir (Cizelge 4.34.). Kok uzunlugu bakimindan gévde yaprak
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eksplantina gore daha iyi sonug vermis ve 2.66 cm kok uzunlugu elde edilmistir (Cizelge

4.35.). Yapraktan elde edilen siirgiinlerdeki ortalama kék uzunlugu 0.69 cm’dir.

Cizelge 4.35. Yaprak ve govde eksplantlarinin kok uzunlugu tizerine etkisi

Eksplantlar Kok Uzunlugu (cm)
Yaprak 0.69
Govde (Internod) 2.66'

" Ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

4.1.4.3. Kin ve NAA’in yaprak ve yaprak sapindan siirgiin rejenerasyonu iizerine

etkisi

Siv1 kiiltiirde yaprak ve yaprak sapi eksplantlari slirgiin rejenerasyonu ve kok gelisimi
acisindan 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamla bitki biiyiime diizenleyici

icermeyen MSO ortam karsilagtirilmigtir.

Cizelge 4.36.’da siirgiin sayisi ve uzunlugu, yan siirgiin sayisi ve kok uzunluguna ait
varyans analizi sonuglart verilmistir. Biitiin bu 06zellikler bakimindan ortamlar ve

eksplantlar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemsiz ¢ikmustir.
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Cizelge 4.36. Kin ve NAA igeren ortam ve MSO ortamda yaprak ve yaprak sapindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans
analizi

Siirgiin Sayisi Siirgiin Uzunlugu Yan Siirgiin Sayisi Kok Uzunlugu
V. K. S.D. (cm) (Adet) (cm)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Ortam 1 57.20 0.14% 1.12 0.57% 0.08 0.02% | 0.08 0.08%
Eksplant 1 18.75 0.05 0.43 0.22 0.16 0.03 2.43 2.33
Ortam x 1 339.20 0.82 0.29 0.15 14.08 2.76 4.56 4.37
Eksplant
Hata 8 411.65 1.98 5.10 1.05
Toplam 11
S Onemsiz
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Stirglin sayis1 11.80 adet ile 26.80 adet arasinda degismistir. En fazla siirgiin MSO
ortamda yapraktan elde edilmistir (Sekil 4.16.). Siirglin uzunlugu 0.45 cm ile 1.43 cm
arasinda degismistir. En uzun siirgiin MSO ortaminda yaprak sapindan elde edilmistir. Yan
stirgiin sayist 0.47 adet ile 2.87 adet arasinda degismistir. En fazla yan siirglin 0.5 mg/l
Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamda yaprak sapindan elde edilmistir. Kok uzunlugu 0.20
adet ile 2.33 adet arasinda degismistir. En uzun kok 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA iceren
ortamda yaprak sapindan elde edilmistir (Cizelge 4.37.).

Cizelge 4.37. Farkli eksplantin siirgiin sayisi, siirgiin ve kok uzunluguna etkisi

Ortam Eksplantlar Siirgiin Siirgiin | Yan Siirgiin Kok
Sayisi Uzunlugu | Sayisi (Adet) | Uzunlugu

(Adet) (cm) (cm)

0.5 mg/l Kin- 0.5 | Yaprak 11.80% 0.45 0.47 0.20

mg/l NAA Yaprak Sap1 19.93 1.13 2.87 2.33

MSO Yaprak 26.80 1.37 247 1.27

Yaprak Sap1 13.67 1.43 0.53 0.93

* Onemsiz

Sekil 4.16. Siv1 kiiltirde 0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamda
yapraktan adventif slirgiin rejenerasyonu (a) Sivi kiiltiirde 4 haftalik sonuglar (b)
MSO ortamda 10 haftalik kiiltiirden sonraki siirgiinler. Bar Sekil a= 0.3 cm, Sekil
b=1.1 cm
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4.1.5. Elde edilen bitkiciklerin akvaryum kosullarina adaptasyonu

Adventif siirgiin rejenerasyonu ve hizli ¢ogaltim denemelerinde elde edilen Hygrophila
difformis bitkiciklerinin akvaryum kosullarina adaptasyonu amaciyla farkli denemeler

kurulmustur.

4.1.5.1. Isigin ve baslangi¢ besi ortaminin etkisi

In vitro denemelerden clde edilen bitkicikler MSO ortaminda gelistirildikten sonra her
uygulama icin 5’er bitki alinarak bitki boyu ve kék uzunlugu ol¢iimii yapilmis ve
tabaninda ince kum bulunan, bir ve iki florasan bulunan akvaryumlara yerlestirilmistir. 10

hafta sonunda deneme sonuglandirilmis ve bitkilerin 6l¢timleri yapilmustir.

Cizelge 4.38.’de farkli 151k yogunlugunun bitki ve kok gelisimi lizerine etkisine ait varyans
analizi sonuglar1 gosterilmistir. Ayrica bitkinin in vitro tretildigi ortamin adaptasyona
etkisi de incelenmistir. Bitkinin deneme baslangicindaki boyu bakimindan ortamlar
arasindaki fark istatistiki olarak 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken uygulamalar arasindaki
fark 6nemsiz ¢ikmistir. Ortam x uygulama arasinda etkilesim olup, 0.01 diizeyinde 6nemli
c¢ikmistir. Deneme sonunda bitkilerdeki uzama bakimindan ortamlar arasindaki fark
istatistiki olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Uygulamalar arasindaki fark ise 0.01
diizeyinde 6nemli olmustur. Yan siirgilin sayis1 bakimindan ortam x uygulamalar arasindaki
etkilesim 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Deneme baslangicindaki kok uzunlugu
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Deneme sonunda
koklerdeki uzama miktari bakimindan ortamlar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.38.). Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Tukey testi sonuglart Cizelge 4.39, 4.40, 4.41, 4.42 ve 4.43." de verilmistir.
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Cizelge 4.38

. Farkl1 151k yogunlugunun bitki ve kdk gelisimi {izerine etkisine ait varyans analizi

Baslangic Bitki Sonug Bitki Bitkilerdeki Yan Siirgiin Baslangic Sonu¢ Kok Koklerdeki
Boyu1 (cm) Boyu2 (cm) Uzama Miktarr’ Sayis1 Kok Uzunlugu® Uzama
V.K. S.D. (cm) (Adet) Uzunlugu4 (cm) Miktar1® (cm)
(cm)
K.O. F K.O. F K.O. |F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 15 | 1898 | 7.22** | 87.74 4.88** | 32.48 1.85% 3.72 | 3.32*%* | 485 | 7.73**|30.50 | 2.26** | 31.30 | 2.23**
Uygulama 1 2.63 1.00  [212.93 11.84** 1262.87 | 15.01** | 6.50 | 5.80* | 1.63 | 2.60 3.19] 0.24 0.26 | 0.01
Ortam x 15 8.82 3.35%* | 29.96 1.66 10.24 | 0.58 2.60 | 2.32*%*| 0.74 | 1.18 |10.41| 0.77 9.39| 0.67
Uygulama
Hata 110 | 2.63 17.98 17.51 1.12 0.63 13.49 14.04
Toplam 141

*%0.01 diizeyinde 6nemli
0.05 diizeyinde 6nemli
: Akvaryumlara yerlestirilmeden &nceki bitki boyu
: Adaptasyon denemesi sonunda akvaryumlardaki bitkilerin boyu
: Deneme baglangicindaki ve sonundaki bitki boy farki
: Akvaryumlara yerlestirilmeden &nce bitkilerin kok uzunlugu
: Adaptasyon denemesi sonunda akvaryumlardaki bitkilerin kok uzunlugu
: Deneme baglangicinda ve sonundaki bitki koklerindeki uzunluk farki

*
1
2
3
4
5
6
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Cizelge 4.39. Bitkiciklerin elde edildigi ortamin deneme baslangicindaki bitkicik boyuna
etkisi

Ortamlar Baslangic Bitki Boyu
Kin | TDZ | NAA paynak (em)
(mg/l) | (mg/l) (mg/l) P Isik Yogunlugu
2000 liix 4000 liix
MSO - - Yaprak 6.50 c 'A” 520fA
0.25 - 0.25 « 7.10b B 11.50a A
0.25 - 0.5 « 3.50h A 3255 A
0.25 - 1 « 6.40 cd A 550eB
0.25 - 2 « 3.70h A 3.90i A
0.25 - 4 « 6.00e A 420h B
0.5 - 0.25 « 6.50c A 4.80¢gB
0.5 - 0.5 « 4.80gA 540ef A
0.5 - 1 « 4.60 g A 490 g A
0.5 - 2 « 7.40a A 3.80iB
0.5 - 4 « 4.60g A 340 A
MSO - - Uc meristemi 575fA 333;B
- 0.05 0.1 « 3.25iB 575d A
- 0.1 0.1 « 7.20 ab A 470gB
MSO - - 1. koltukalt 7.00b B 9.00b A
- 0.1 0.1 « 6.20 de A 730c A

'Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01diizeyinde énemlidir
* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir

Birinci uygulamada (2000 liix); denemede 3.25 cm ile 7.40 cm arasindaki uzunlukta
bitkicikler kullanilmistir. En uzun bitkiler 0.5 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA igeren ortamda
yaprak eksplantindan elde edilen bitkilerdir. Ikinci uygulamada (4000 liix); denemede 3.90
cm ile 11.50 cm arasindaki uzunlukta bitkiler kullanilmigtir. En uzun bitkiler 0.25 mg/I Kin
ve 0.25 mg/l NAA iceren MS ortamda yaprak eksplantindan elde edilen bitkilerdir
(Cizelge 4.39.).
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Cizelge 4.40. Bitkiciklerin elde edildigi ortamin bitkilerdeki uzamaya etkisi

bkl

Ortamlar Sonuc Bitki Bitkilerdeki
Kin TDZ NAA Kaynak Uzama Miktar:

(mg/1) (mg/l) (mg/l) Eksplant Boyu (cm) (cm)
MSO - - Yaprak 14.95 bc' 9.10 ab”
0.25 - 0.25 “ 22.39 a 13.33 a
0.25 - 0.5 “ 922 ¢ 5.83b
0.25 - 1 « 13.67 be 7.67 ab
0.25 - 2 “ 10.70 be 6.90 ab
0.25 - 4 “ 12.90 be 7.80 ab
0.5 - 0.25 “ 14.25 be 8.60 ab
0.5 - 0.5 “ 13.60 bc 8.50 ab
0.5 - 1 « 13.95 be 9.20 ab
0.5 - 2 “ 12.80 bc 7.20 ab
0.5 - 4 “ 12.25 be 8.25 ab
MSO - - Uc¢ meristemi 11.14 be 6.43 ab
- 0.05 0.1 » 17.62 ab 13.12 a
- 0.1 0.1 ” 14.95 be 9.00 ab
MSO - - 1. koltukalt: 17.37 ab 9.37 ab
- 0.1 0.1 16.50 ab 9.75 ab

' Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir
*Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir

Bitkilerdeki uzama miktar1 5.83 cm ile 13.33 c¢cm arasinda degismistir. En az uzama yaprak

eksplantindan 0.25 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamda elde edilen bitkilerde

olmustur. Yaprak eksplantindan elde edilen siirgiinlerde en fazla uzama (13.33 cm), 0.25

mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA iceren ortamdan alinan bitkilerde gozlenmistir (Sekil 4.17.).

Ug meristeminden elde edilen siirglinlerde en fazla uzama (13.12 cm), 0.05 mg/l TDZ ve

0.1 mg/l NAA igeren ortamdan alinan bitkilerde gozlenmistir. 1. koltukalti meristeminden

elde edilen siirgiinlerden ise en fazla uzama (9.75 cm), 0.1 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA

iceren ortamdan alinan bitkilerde gézlenmistir (Cizelge 4.40.).

Bitkilerdeki uzama miktar1 bakimindan 11k yogunluklar arasindaki farkin 6nem derecesini

belirlemek i¢in yapilan t testi sonucu Cizelge 4.41.’de verilmistir. 4000 liix 151k kullanilan

akvaryumlarda bitkilerdeki uzama (10.23 cm) daha fazla olmustur.
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Sekil 4.17. In vitro elde edilen bitkiciklerin akvaryum kosullarina adaptasyonu (a,b) Isik
yogunlugu denemesinde akvaryum kurulumu ve bitkilerin yerlestirilmesi (c,d) Bitkilerdeki
gelisme (e) 0.25 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA igeren ortamdan alinan bitkideki boy ve kdk
gelisimi (f,g,h) Farkli ortamlardan alinan bitkilerin akvaryumda 10 hafta sonundaki
gelisimleri. Bar Sekil a,b=2 cm, Sekil c= 1.2 cm, Sekil d=1.3 cm, Sekil e,f= 2.4 cm, Sekil
gh=1.2 cm
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Cizelge 4.41. Isik yogunlugunun bitkilerdeki uzamaya etkisi

Isik Yogunlugu Sonu¢ Bitki Boyu Bitkilerdeki Uzama Miktar:
(cm) (cm)
2000 liix 13.03 7.37
4000 liix 15.60 10.23’

"Ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde nemlidir

Yan siirgilin say1s1 birinci uygulamada, 0.40 adet ile 2.80 adet arasinda degismistir. En fazla
yan siirglin 0.1 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamda u¢ meristeminden elde edilen
bitkilerde goriilmiistiir. Ikinci uygulamada, 0 adet ile 3.75 adet arasinda degismistir. En

fazla yan siirglin 0.25 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA igeren ortamda yapraktan elde edilen

bitkilerde goriilmiistiir ( Cizelge 4.42.).

Cizelge 4.42. Bitkiciklerin elde edildigi ortamlarin ve 151k yogunlugunun akvaryumda yan

slirglin sayist1 lizerine etkisi

Ortamlar L
Kaynak Yan Siirgiin Sayisi (Adet)
Kin TDZ NAA Eksplant g} ,
(mg/l) (mg/l) (mg/l) Isik Yogunlugu

2000 liix 4000 liix
MSO - - Yaprak 2.00 ¢! A” 0.20 fB
0.25 - 0.25 “ 1.80d B 3.75a A
0.25 - 0.5 “ 1.60 ef A 1.25¢c A
0.25 - 1 “ 0.801A 0.00 g B
0.25 - 2 “ 0.60j A 0.80e A
0.25 - 4 « 040k A 0.20 f A
0.5 - 0.25 “ 220b A 1.40c B
0.5 - 0.5 « 140 g A 1.00d A
0.5 - 1 “ 1.60 ef A 1.00d B
0.5 - 2 “ 1.60 ef A 0.80 ¢ B
0.5 - 4 « 040k A 0.20 f A
MSO - - Ug¢ meristemi 1.75de A 0.67¢B
- 0.05 0.1 ’ 1.50 fg A 0.00 g B
- 0.1 0.1 ’ 2.80a A 0.20 fB
MSO - - 1. koltukalt: 1.00h B 3.00b A
- 0.1 0.1 ’ 1.60 ef A 140c A

' Ayn siitunda farkli kiiiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir
Aymi satirda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir
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Cizelge 4.43. Bitkiciklerin elde edildigi ortamlarin koklerin baslangi¢ boylar1 ve uzama
miktarina etkisi

Ortamlar Kaynak Baslangic | Sonug¢ Kok Kokdeki
Eksplant | Kok Boyu | Boyu (cm) Uzama
Kin TDZ | NAA (cm) Miktar
(mg/) | (mg/) |(mg/) (cm)
MSO - - Yaprak 2.05 cde' 16.15b' 14.10 ab
0.25 - 0.25 “ 3.22 be 1427 g 10.83 ab
0.25 - 0.5 “ 1.50 ¢ 1410 g 12.78 ab
0.25 - 1 “ 2.28 cde 12.321 10.06 ab
0.25 - 2 “ 2.35 cde 12.151 9.80 ab
0.25 - 4 “ 1.80 de 16.85 a 15.05 a
0.5 - 0.25 “ 4.00 ab 16.95 a 12.95 ab
0.5 - 0.5 “ 2.35 cde 12.251 9.90 ab
0.5 - 1 “ 2.20 cde 15.05 ef 12.85 ab
0.5 - 2 “ 2.65 cde 11.05] 8.40 b
0.5 - 4 “ 2.10 cde 15.50 de 13.40 ab
MSO - - Ug¢ meristemi | 2.64 cde 12.83 h 10.43 ab
- 0.05 0.1 “ 3.12 bed 15.62 cd 12.50 ab
- 0.1 0.1 “ 3.10 bed 1440 g 11.30 ab
MSO - - 1. koltukalt1 | 4.75a 16.12 be 11.37 ab
- 0.1 0.1 “ 2.20 cde 14.95 f 12.75 ab

' Aymi siitunda farkls kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir

Cizelge 4.43.’de goriildiigii gibi denemede kullanilan bitkilerin baslangic kok uzunlugu
1.50 cm ile 4.75 cm arasinda degismistir. En uzun kok bitki biiyiime diizenleyici igermeyen
MS ortamda 1. koltukalti meristeminden elde edilen bitkilerde goriilmiistiir. Bitkilerin
koklerindeki uzama miktar1 8.40 cm ile 15.05 cm arasinda degismistir. En fazla uzama
0.25 mg/1 Kin ve 4 mg/l NAA igeren ortamda yapraktan elde edilen bitkilerde goriilmiistiir
(Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. In vitro elde edilen bitkiciklerin akvaryum kosullarina adaptasyonu (a,b) Bitki
boyu ve kok gelisimi (¢) 0.25 mg/l Kin ve 4 mg/l NAA igeren ortamdan alinan bitkideki
kok gelisimi. Bar Sekil a,b,c = 2.5 cm

4.1.5.2. Akvaryum su sicakhiginin etkisi

In vitro denemelerden elde edilen siirgiinler MSO ortamda gelistirildikten sonra her
uygulama i¢in 5’er bitki alinarak bitki boyu ve kok uzunluklart 6l¢iiliip tabaninda ince kum
bulunan, su sicaklig1 24 °C ve 28 °C’e ayarlanmig akvaryumlara yerlestirilmistir. 10 hafta

sonunda deneme sonuglandirilmis ve dlgtimler yapilmistir.

Cizelge 4.44.°de farkli su sicakliginin bitki ve kok gelisimi iizerine etkisine ait varyans
analizi sonuglari gosterilmistir. Ayrica bitkinin in vitro {retildigi ortamin etkisi de

incelenmistir.
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Cizelge 4.44. Farkli su sicakliginin bitkiciklerin elde edildigi ortamin bitki gelisimi {izerine etkisine ait varyans analizi

Baslangic Sonuc Bitki Boyu2 Bitkideki Uzama | Yan Siirgiin | Baslangic Kok Sonu¢ Kok Kokteki Uzama
Bitki Boyul (cm) Miktarr’ Sayisi Boyu4 (cm) Boyu5 (cm) Miktar1® (cm)
V. K. S.D. (cm) (cm) (Adet)

K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Ortam 15 | 1532 4.21**| 2936| 2.15% 12.48 1.79* | 6.63 | 2.95%* | 332 | 3.21** | 3043 | 3.15%** 27.95] 2.91**
Uygulama 1 90.63 [24.91**|1163.40| 85.31** |608.06 |87.06** | 4.55 | 2.03 3.98 | 3.85 367.68 |38.11**| 295.11|30.74**
Ortam x 15 490 | 1.35 2598 | 1.90** 10.73 1.54 2.82 | 1.25 0.51 | 0.49 23.33 | 2.42%*% | 2295| 2.39%*
Uygulama
Hata 113 | 3.64 13.64 6.98 2.24 1.03 9.65 | 9.60
Toplam 144

** (.01 diizeyinde 6nemli

0.05 diizeyinde 6nemli
: Akvaryumlara yerlestirilmeden dnceki bitki boyu
: Adaptasyon denemesi sonunda akvaryumlardaki bitkilerin boyu
: Deneme baslangicindaki ve sonundaki bitki boy farki
: Akvaryumlara yerlestirilmeden once bitkilerin kok uzunlugu
: Adaptasyon denemesi sonunda akvaryumlardaki bitkilerin kdk uzunlugu
: Deneme baglangicinda ve sonundaki bitki koklerindeki uzunluk farki

I Y I N O
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Bitkinin deneme baslangicindaki boyu bakimindan ortamlar ve uygulamalar arasindaki

fark istatistiki olarak 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken ortam x uygulama arasinda etkilesim

olmamistir. Bitkideki uzama miktar1 bakimindan ortamlar arasindaki fark 0.05 diizeyinde,

uygulamalar arasindaki fark ise 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur. Yan siirgiin sayist

bakimindan ortamlar arasindaki fark istatistiki olarak 0.01 diizeyinde onemli ¢ikmustir.

Deneme baglangicindaki kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasindaki fark 0.01

diizeyinde onemli c¢ikmistir. Deneme sonundaki kok uzunlugu ve koklerdeki uzama

bakimindan ortamlar ve uygulamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken

ortam X uygulamalar arasindaki etkilesim 0.01 diizeyinde O6nemli ¢ikmistir. Bu

farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Tukey testi sonuglar1 Cizelge

4.45,4.47. ve 4.49.°da, t testi sonuclar1 Cizelge 4.46. ve 4.48.”de verilmistir.

Cizelge 4.45. Bitkinin elde edildigi ortamin deneme baslangicindaki bitki boyuna etkisi

Ortamlar
Kin TDZ NAA Kaynak Baslangi¢ Bitki
(mg/l) (mg/l) (mg/l) Eksplant Boyu (cm)
MSO - - Yaprak 7.40 abc'
0.25 - 0.25 “ 8.20 a
0.25 - 0.5 “ 4.25 cd
0.25 - 1 “ 7.10 abed
0.25 - 2 « 5.90 abcd
0.25 - 4 “ 5.45 abced
0.5 - 0.25 “ 5.89 abced
0.5 - 0.5 « 7.65 ab
0.5 - 1 “ 5.25 abed
0.5 - 2 “ 6.95 abcd
0.5 - 4 « 5.15 abced
MSO - - Ug¢ meristemi 5.25 abced
- 0.05 0.1 “ 3.90d
- 0.1 0.1 “ 4.65 bed
MSO - - 1.koltukalt1 7.83 ab
- 0.1 0.1 “ 4.70 bed

'Ayn siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01diizeyinde onemlidir

Denemede 3.90 cm ile 8.20 cm arasindaki uzunluklarda bitkiler kullanilmistir. Ortalama en

uzun bitkiler 0.25 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA igeren ortamda yaprak eksplantindan elde

edilen bitkilerdir (Cizelge 4.45.).

78




Cizelge 4.46. Farkli akvaryum su sicaklifi uygulamalarinin bitki boyuna etkisi

Su Sicakhigr Baslangi¢ Bitki Boyu (cm)
24°C 6.83'
28 °C 5.14

" Ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

Cizelge 4.46.’da gorildigi gibi 24 °C sicaklik uygulamasinda kullanilan bitkiler, diger

uygulamadaki bitkilerden daha uzun ve ortalama 6.83 cm uzunlugundadir.

Cizelge 4.47. Bitkiciklerin elde edildigi ortamlarin bitkilerdeki uzama ve yan siirgiin
sayisina etkisi

Ortamlar Bitkilerdeki | Yan Siirgiin | Baslangig¢
Kin TDZ |NAA Kaynak Uzama Sayis1 Kok
(mg/l) |(mg/) |(mg/) Eksplant (cm) (Adet) Boyu (cm)
MSO |- - Yaprak 4,557 1,80 abc” 3,40 ab”
0.25 - 0.25 « 5,85 gh 2,70 ab 2,20b
0,25 - 0,5 « 4,35 2,80 ab 1,65b
0.25 - 1 « 5,301 0,10 ¢ 2,55b
0.25 - 2 « 6,95 cd 0,30 be 2,00b
0.25 - 4 « 6,45 ef 1,00 be 3,15ab
0.5 - 0.25 « 6,51 de 1,67 abc 3,33 ab
0.5 - 0.5 « 7,40 b 1,20 abc 2,00b
0,5 - 1 « 7,15 be 1,80 abc 2,45b
0,5 - 2 « 8,80 a 2,10 abc 295D
0,5 - 4 « 5,75h 1,90 abc 2,10 b
MSO |- - Ug¢ meristemi 5,62 hi 2,50 abc 2,940
- 0.05 0.1 « 721¢ 1,40 abc 2,70b
- 0.1 0.1 « 6,15 fg 1,00 be 2,80 b
MSO |- - 1. koltukalt1 6,10 de 3,67 a 4,67 a
- 0.1 0.1 « 7,25 be 1,20 abc 2,05b

' Ayn siitunda farkli kiiiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir
?Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir

Deneme sonunda bitkilerdeki uzama 4.35 cm ile 8.80 cm arasinda degismistir. En fazla
uzama 0.5 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA igeren ortamda yaprak eksplantindan elde edilen
bitkilerde olmustur (Sekil 4.19.). En fazla yan siirgiin (3.67 adet) ve en fazla baslangi¢ kok
boyu (4.67 cm), MSO ortamda 1. koltukalt1 meristeminden elde edilen bitkilerde olmustur
(Cizelge 4.47.).
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Cizelge 4.48. Farkli su sicakliginin bitkinin uzamasi {izerine etkisi

Su Sicakhig: Bitkilerdeki Uzama (cm)
24 °C 8.53'
28 °C 4.15

" Ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.48.de goriildigii gibi 24 °C su sicakligindaki bitkilerde daha fazla uzama

gozlenmistir. Bitkilerde ortalama 8.53 cm uzama olmustur.

Sekil 4.19. In vitro elde edilen bitkiciklerin akvaryum kosullarina adaptasyonu
(a,b) Sicaklik denemesinde akvaryum kurulumu ve bitkiciklerin yerlestirilmesi
(c,d,e,f) Bitkilerdeki gelisme (g) 0.5 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA igeren ortamda
yaprak eksplantindan elde edilen bitkinin akvaryumda 10 hafta sonundaki
gelisimi (h,1,j)) Farkli ortamlardan alinan bitkilerin akvaryumda 10 hafta
sonundaki gelisimleri. Bar Sekil a=4 cm, Sekil b=3.6 cm, Sekil c=2.5 cm, Sekil
d=5 cm, Sekil e=2.8 cm, Sekil =5 cm, Sekil g=2.5 cm, Sekil h,i,j =2 cm
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Cizelge 4.49. Bitkiciklerin

miktarina etkisi

elde edildikleri ortamlarin ve sicakliklarin koklerdeki uzama

Ortamlar
Sonu¢ Kok Boyu (cm) | Kokdeki Uzama (cm)
Kaynak
Kin | TDZ | yup | Eksplant Sicakhik (°C) Sicakhk (°C)
(mg/l) | (mg/l) (mg/)
24 28 24 28
MSO |- - Yaprak | 15.40d'A° | 7.80hB | 120eA | 440hB
0.25 - 0.25 “ 11.70h A [10.80e A 930hA| 880cA
0.25 - 0.5 « 9.801A [10.00fA 800jA | 850cA
« 13.90e A |11.30dB 11.60 ef 8.50cB
0.25 - 1 A
0.25 - 2 “ 1640c A [12.00bB |[1440bA| 10.00bB
0.25 - 4 “ 1550dA | 8.10hB |12.00eA| 530gB
0.5 - 0.25 “ 19.00aA | 9.75fB 1560aA| 6.50efB
0.5 - 0.5 “ 13.00g A | 820hB [10.40 gA 6.80 ¢ B
0.5 - 1 “ 1630c A |14.80aB 13.80cA| 1240a A
0.5 - 2 “ 16.10c A |14.80aB |12.60dA | 1240a A
0.5 - 4 « 9.801B |11.80bcA | 7.70] B 9.70b A
MSO |- - Ug 13.75efA | 8.75gB |1050gA| 6.12fB
meristemi
- 0.05 0.1 “ 18.50bA |11.33dB |1550aA| 8.83cB
- 0.1 0.1 “ 1200h A |10.60 e B 930hA| 7.70dB
MSO |- - 1. 13.50ef A |12.00b B 8.501A 8.00dA
koltukalti
- 0.1 0.1 “ 1340 fg A [11.50cdB | 11.20fA| 9.60b A

' Ayn siitunda farkli kiiiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde nemlidir
Ay satirda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir

Birinci uygulamada (24 °C); denemede kullanilan bitkilerin sonugtaki k6k uzunlugu 9.80
cm ile 19.00 cm arasinda degismistir. En uzun kok 0.5 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA iceren
ortamda yapraktan elde edilen bitkilerde goriilmiistiir. Ikinci uygulamada (28 °C); kok
uzunlugu 7.80 cm ile 14.80 cm arasinda degismistir. En uzun kok 0.5 mg/l Kin ve 1 mg/1
NAA ve 0.5 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA igeren ortamlarda yapraktan elde edilen bitkilerde
goriilmiistiir. Deneme sonunda bitki koklerindeki uzama birinci uygulamada; 8 cm ile
15.60 cm arasinda degismistir. En uzun kok 0.5 mg/l Kin ve 0.25 mg/l NAA igeren
ortamda yapraktan elde edilen bitkilerde gozlenmistir (Sekil 4.20.). Ikinci uygulamada;
kok uzunlugu 4.40 cm ile 12.40 cm arasinda degismistir. En uzun kok 0.5 mg/l Kin ve 1
mg/l NAA ve 0.5 mg/l Kin ve 2 mg/l NAA iceren ortamlarda yapraktan elde edilen
bitkilerde goriilmiistiir (Cizelge 4.49.).
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ortamlardan alinan bitkilerdeki kok gelisimi. Bar Sekil a, b= 1.4 cm

4.2. Microsorium pteropus (Java Fern) tiiriinde hizh cogaltim

4.2.1. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu

Bitkiler ylizey sterilizasyonundan 6nce ¢esme suyunda tutulduktan sonra govde, yaprak ve
gbovde yaprak birlikte % 10 CS ve Tween -20 (1 damla/100 ml) ile 5 dk muameleden sonra
% 1 PPM’de 120 dk bekletilerek steril su ile durulanmig ancak yiiksek oranda bulagiklik

gozlenmistir (Cizelge 4.50; Sekil 4.21.).

Sekil 4.20. In vitro elde edilen bitkiciklerin akvaryum kosullarina adaptasyonu (a) 0.5 mg/1

Kin ve 0.25 mg/l NAA igeren ortamdan alinan bitkilerdeki kok gelisimi (b) Farkli

Cizelge 4.50. CS ve PPM ile govde ve yaprak eksplantinin ylizey sterilizasyonu

Eksplant Ortam Bulasikhik
oram (%)
Govde Agar ile katilastirilmis MS 100.00
Sivi MS 100.00
Agar ile katilagtirilmigs MS ortam + 100 ml saf su 33.33
Yaprak Agar ile katilagtirilmig MS 100.00
Sivi MS 100.00
Agar ile katilastirilmis MS ortam + 100 ml saf su 100.00
Govde-Yaprak Agar ile katilagtirllmig MS ortam + 100 ml saf su 100.00

Yiizey sterilizasyonu amaciyla govde, yaprak ve yaprak sap1 tekrar farkli oran ve siirelerde
camasir suyu ve PPM ile muamele edilmistir. Yapraklarda NaOCl’in olumsuz etkisiyle

klorofil pargalanmasi nedeniyle renk kaybi1 ve daha sonra govdede kararmalar meydana

gelmistir (Cizelge 4.51; Cizelge 4.52.).
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Sekil 4.21. Govde eksplantindaki bulasiklik

Cizelge 4.51. Farkli oran ve siirede uygulanan CS ve PPM ile yaprak eksplantinin yiizey

sterilizasyonu
PPM
Muameleler Uygulama Bul?;lkhk Renk
Siiresi (dk) (%)
% 10 CS ile 5 dk muameleden 150 0 Yesil, renk acilmasi,
sonra 5 dk durulama yapilmis 210 0 zarar
ve % 1 PPM'de bekletme
uygulanmistir 270 0 Yesil, renk acilmasi
% 10 CS ile 2 dk. 150 0 Yesil, renk agilmasi
muameleden sonra % 2 210 20.00
PPM'de bekletme Yesil, renk acilmasi,
uygulanmistir 270 10.00 zarar
% 3 PPM’de bekletme 150 60.00 Yesil
uygulanmistir 210 20.00 ?
270 50.00

Cizelge 4.52. Farkli oran ve siirede uygulanan CS ve PPM ile gévde eksplantinin yiizey

sterilizasyonu
PPM
Muameleler Uygulama Bula:,jlkhk Renk
Siiresi (dK) (7o)
%10 CS ile 10 dk muameleden 150 25 Koyu Kahve
sonra 5 dk durulama yapilmis ve 210 20 Acik Kahve
% 2 PPM'de karistirma
yapildiktan sonra 3 kere 5’er dk 270 33.33 Kahve
stireyle durulama yapilmigtir
%10 CS ile 10 dk muameleden 150 60 Koyu Kahve
sonra % 3 PPM'de karistirma 210 25 Kahve
yapilmigtir 270 0 Koyu Kahve
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Yaprak sap1 eksplantinda bulasik gozlenmemesine ragmen eksplantlarda renk kaybi

meydana gelmistir (Cizelge 4.53.)

Cizelge 4.53. Farkli oran ve siirede uygulanan CS ve PPM ile yaprak sap1 eksplantinin
ylizey sterilizasyonu

PPM Uygulama | Bulasikhk
Muameleler Siiresi (dk) (%) Renk

% 10 CS ile 8 dk muameleden sonra 5 150 0 S

dk durulama yapilmis ve % 3 PPM'de an :
karistirma uygulandiktan sonra 3 kere 210 0 Sar1-yesil
5’er dk durulama yapilmistir 270 0 Acik yesil
% 10 CS ile 8 dk muameleden sonra 5 150 0 Sari-yesil
dk durulama yapilmis ve % 4 PPM'de 210 0 Acik yesil
karigtirma uygulandiktan sonra 3 kere .
5’er dk durulama yapilmigtir 270 0 Sari-yesil

Govdedeki kararmanin, dezenfektan uygulama siiresinin fazla gelmesinden kaynaklandigi
diisiiniilerek siire kisaltilmistir (Cizelge 4.54.). Ancak uygulama siiresinin azaltilmasi etkili
olmamig ve bulasiklik orani da artmistir. Yaprak ve yaprak sapinda zarari azaltmak icin
kat1, s1vi, kat1 ve sivi ortamlar denenmis ayrica kararmay1 onlemek icin Cizelge 4.55.de
goriildiigi gibi ortamda sitrik asit de kullanilmistir. Sitrik asit muamelesiyle kararma
kismen Onlenmistir. Genel olarak yaprakta orta damar disindaki kisimlarda kararma

olmustur (Sekil 4.22.).

Cizelge 4.54. Farkli oran ve siirede uygulanan CS ve PPM ile govde eksplantinin yiizey
sterilizasyonu

Muameleler Bulasiklik
CS Siire | PPM Siire (%) Renk
(%) (dk) (%) (dk)
10 12 2 120 25 Yesil
10 12 3 90 60 Kahve
10 9 2 120 0 Sari-kahve
10 9 3 90 60 Acik kahve
20 10 - - 50 Kahve
20 15 - - 0 Kahve
30 5 - - 50 Kahve
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Cizelge 4.55. Yiizey sterilizasyonu yapilan yaprak ve yaprak sapi lizerinde sitrik asitin

etkisi
Eksplant Muamele Ortam Renk
Yaprak % 10 CSile 5 dk Kat1 MS Orta damarin 3/4’i yesil
muameleden sonra Sitrik asit (Img/1) Orta damarin 3/5°1 yesil
% 1 PPM'de 120 dk ilaveli katt MS
bekletme Kat1i MS+ saf su Orta damar yesil
uygulanmustir Sitrik asit(1mg/l) ilaveli | Orta damar yesil
Kat1 MS + saf su
Sivi MS Orta damarin 1/2’si yesil
Kat1 MS + sitrik asit | Orta damar yesil
(1mg/1) ilaveli stvi MS
Yaprak % 10 CS ile 8 dk Katt MS Sar1
sapi1 muameleden sonra %
2 PPM'de 120 dk Sitrik asit (Img/1) K "
karistirma ilaveli kat1 MS oyu yest
uygulanmistir
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Sekil 4.22. Yaprak eksplantindaki renk kayb1

Ortamda kullanilan seker (sukroz) bakteri ve fungus c¢ogalmasina yardimeci olmaktadir.

Bitkiler az miktarda oldugu i¢in mikroorganizmalarin ¢ogalmasini azaltmak amaciyla

ylizey sterilizasyonuna tabi tutulan eksplantlar Cizelge 4.56.’da goriildiigi gibi sukroz

icermeyen sivi MSO ortamda kiiltiire alinmistir. Baslangigta higbir eksplant iizerinde

mikroorganizma gelisimi gozlenmemesine ragmen ilerleyen zamanlarda bulasiklik

gozlenmistir.
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Cizelge 4.56. Yaprakta sukroz igcermeyen ortamin bulasiklik iizerine etkisi

Muameleler Bulasikhk

o
Ortam Orani (%) Renk (%)

% 10 CS ve Tween-20 (1 d/100 ml)
ile 5 dk muameleden sonra
durulama yapilmis ve % 0.5’lik
PPM'de 210 dk bekletme ve 3 kere
durulama yapilmistir

0 36.33 yesil

Sivi MS

(Sukroz
% 10 CS ve Tween-20 (1 d/100 ml) | icermeyen)
ile 5 dk muameleden sonra
durulama yapilmis ve % 1°lik
PPM'de 150 dk bekletme ve 3 kere
durulama yapilmistir

0 36.83 yesil

4.2.2. In vitro hizh ¢cogaltim

Denemede kullanilan bitki materyalinin ¢ok smirli olmasi ve bulasik miktarinin fazla
cikmasi gibi nedenlerden dolayr mikroorganizmalari en az diizeyde tutabilmek igin
sterilizasyondan sonra ortamda seker (sukroz) kullanilmamistir. Yukarida belirtilen
sekersiz ortam kullanilan deneme de bu amagla yapilmistir. Her iki muameleden alinan
bulasik olmayan yapraklar, oksin ilave edilmis sekersiz sivi MS ortamda kiiltiire alinmistir.
Yaprak eksplantlari iizerinde siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. 6 hafta sonunda sayim
yapilarak siirglin sayisi ve uzunlugu belirlenmistir. Cizelge 4.57’de siirgiin olusturan

eksplant yiizdesi, siirgiin sayisi ve uzunluguna ait varyans analiz sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.57. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisine ait
varyans analizi

Siirgiin Olusturan| Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
Eksplant Yiizdesi Siirgiin (cm)
V.K. | S.D. (%) Sayisi (Adet)
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortamlar | 4 1993.33 | 1.00* 5.77 1.12* 0.02 0.34%
Hata 10 ] 2000.00 5.13 0.05
Genel 14
Toplam

* 0.05 diizeyinde 6nemli
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Siirgilin olusturan eksplant ve eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ortamlar arasindaki
fark istatistiki olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirgiin uzunlugu arasindaki fark

Onemsiz ¢ikmistir.

Cizelge 4.58. Farkli NAA konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Siirgiin Eksplant Basina Siirgiin
Olusturan Siirgiin Uzunlugu
Ortam Eksplant Sayisi %Adet) (cm)g
Yiizdesi (%)
Stvi MSO 90 a' 4.00 b' 0.26"
0.25 mg/l NAA 30 c 6.50 a 0.27
0.50 mg/l NAA 60 b 1.00d 0.10
0.75 mg/l NAA 100 a 2.00 c 0.27
1.00 mg/l NAA 30 ¢ 2.67c 0.27
ngtalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir
* Onemsiz

Cizelge 4.58.’de goriildigi gibi sivi MSO ortamda eksplant basina 4 adet siirgiin
olugsmustur. NAA iceren s1ivi MS ortamlardan eksplant basina en fazla 6.5 adet siirgiin elde
edilmistir. 0.25 mg/l den fazla NAA kullanildiginda siirglin sayisinda 6nemli derecede
diisiis gorilmiistiir. Siirgiin uzunlugu 0.10 cm ve 0.27 cm arasinda degismistir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan eksplantlar arasinda bir farklilik goriilmemistir. Elde edilen

bitkicikler akvaryumlara aktarilmistir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. In vitro kosullarda yapraktan adventif siirgiin rejenerasyonu (a,b)
Siirgiin rejenerasyonu (c) Akvaryumdaki gelisim (d) 10 hafta sonunda bitkinin
goriiniisii. Bar Sekil a,b=0.9 cm, Sekil c=5 cm, Sekil d=0.43 cm

4.2.3. EX vitro hizh cogaltim

M. pteropus’un in vitro kosullarda yiizey sterilizasyonu ve siirgiin rejenerasyonunda
kismen basar1 saglandigi ve bitki materyali smirli miktarda oldugu igin ‘ex vitro’ hizl
cogaltim ¢alismasi yapmaya karar verilmistir. Ex vitro doku kiiltiiri ¢alismalarinda “pulse
treatment” (Eksplantin yiliksek oranda bitki biliylime diizenleyici ile muamelesi)
uygulamasi yapilmistir. Yapraklar BAP (250 ve 500 mg/l) ve IBA (250 ve 500 mg/l)
iceren saf suda 15 ve 30 dk bekletilmistir. Muameleden sonra yapraklar i¢erisinde ¢esme
suyu bulunan pH 8-8.5’da, akvaryum kosullarinda misina ipine tutturularak gelismeye
birakilmistir (Sekil 4.24.). Akvaryum suyunun sicakligi 24 °C’ye ayarlanmig ve 2000 liix
beyaz 151k florasan lamba (Philips) kullanilmistir. Bu ortamda 10-15 giin sonra yapraklar
(frond) tlizerinde siirgiin uglar1 gozlenmeye baslamistir. Daha sonra bu siirglin uglari bitki
biiylime diizenleyici maddelerin miktarina bagli olarak farkli sayida ve uzunlukta siirgiin

olusturmustur.
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Cizelge 4.59°da verilen varyans analizi sonucglarina gore eksplant basina siirgiin sayisi
bakimindan ortam x uygulama siiresi arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim olmustur. Siirgiin
uzunlugu bakimindan ise ortamlar arasindaki fark 0.01, uygulama siireleri arasindaki fark
ise 0.05 diizeyinde 6nemli ¢gikmigtir. Farkliliklarin 6nem derecesini belirlemek icin yapilan

Duncan Testi sonuglar1 Cizelge 4.60; 4.61.’de verilmistir.

Cizelge 4.59. Farkli ortam ve muamele siirelerinin siirgiin olusumu iizerine etkisine ait
varyans analizi

Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
V. K. S.D. Siirgiin Sayis1 (Adet) (Adet)

K.O. F K.O. F
Ortam 3 6.72 1.18 7.11 11.23%*
Uygulama Siiresi 1 1.50 0.26 3.21 5.07*
Ortam x Uygulama Siiresi 3 20.28 3.55* 0.58 0.91
Hata 16 5.71 0.63
Toplam 23

*%0.01 diizeyinde 6nemli
* 0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.60.’da goriildiigii gibi eksplant basina siirgiin sayis1 8 adet ile 14 adet arasinda
degismistir. 15 dakika muamelede en fazla 11.00 adet siirgiin, 250 mg/l BAP ve 500 mg/I
IBA uygulamasindan elde edilmistir. 30 dakika muamelede ise en fazla siirgiin (14

adet/eksplant) 250 mg/l BAP ve 250 mg/l IBA uygulamasindan elde edilmistir.

Cizelge 4.60. Farkli oranda ve siirede kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerin siirgiin
olusumuna etkisi

Ortamlar Uygulama Eksplant Basina Siirgiin
BAP (mg/l) IBA (mg/l) Suresi (dk) Sayisi (Adlet)
250 250 50 14008
E 10
E o
E o

'Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir
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En uzun siirgiin (4.47 cm), 500 mg/l BAP ve 250 mg/l IBA muamelesinde elde edilmistir.
En kisa siirgiinler (1.97 cm), 250 mg/l BAP ve 250 mg/l IBA muamelesinde elde edilmistir
(Cizelge 4.61.).

Cizelge 4.61. Farkli oranda ve siirede uygulanan bitki biliylime diizenleyicilerin siirgiin
gelisimine etkisi

Ortamlar Siirgiin Uzunlugu (cm)
BAP (mg/l) IBA (mg/l)
250 250 1.97 ¢
250 500 2.82 be
500 250 447 a
500 500 3.74 ab

' Aymi siitunda farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01diizeyinde 6nemlidir

Bitki biiylime diizenleyicilerinin uygulama stiresi arttik¢a siirgiin uzunlugunda azalma
goriilmistiir. 15 dk uygulama siiresi daha iyi sonu¢ vermis ve ortalama 3.61 cm

uzunlugunda siirgiin elde edilmistir (Cizelge 4.62.).

Cizelge 4.62. Iki muamele siiresinin siirgiin gelisimine etkisi

Uygulama Siiresi (dk) Siirgiin Uzunlugu (cm)
15 3.61'
30 2.88

'Ayni siitunda gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde onemlidir
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Sekil 4.24. Ex vitro kosullarda yapraktan adventif siirgiin rejenerasyonu (a,b) Akvaryum
diizeni ve siirglin rejenerasyonu (c,d,e,f,g,h) Elde edilen bitkiciklerin goriiniimii. Bar
Sekil a= 8 cm, Sekil b=2.5 cm, Sekil c= 1 cm, Sekil d=0.8 cm, Sekil e=0.75 cm, Sekil
=0.5 cm, Sekil g=1 cm, Sekil h=0.75 cm
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye’de akvaryum bitkileri liretimi, amatdr yetistiriciligin disinda yurt disindan ithalata
dayali ve kayit dis1 bir sektér durumundadir. Bu yolla hem ¢ok fazla miktarda doviz kaybi

olmakta hem de yerel kaynaklarimiz yabanci kaynakli kirlilige maruz kalmaktadir.

Akvatik bitkilerde doku kiiltiirii calismalar1 sinirli miktarda olup Tiirkiye dahil 4-5 iilkede
yapilmaktadir. Bu Tez calismasinda, yerel kaynaklarla yeterli miktarda bitki iiretimi
saglayabilmek ve bitkilerin dis kaynaklardan yasadisi yollarla getirilmesinin 6nlenmesi
amaglanmistir. Ayn1 zamanda dis kaynaklardan gelen bitkilerle birlikte yabanci flora ve
faunanin taginmasinin ve dolayisiyla yerel flora ve fauna kaynaklarinin kirletilmesinin

Onlenmesi amac¢lanmuistir.
5.1. Hygrophila difformis Bitkisinde Yiiriitiilen Caligmalar

Hygrophila difformis Tiirkiye’ye, gesitli yollarla yurt disindan getirilerek akvaryumlarda
yetistirilen ticari oneme sahip bir bitkidir. Bu nedenle yurt i¢inde ¢ogaltimi hem ekonomik
acidan, hem de istenildigi an yeterli miktarda bitki temini agisindan 6nem arz etmektedir.
Bu ¢aligmada bitkinin in vitro olarak hizl bir sekilde ve ¢ok sayida ¢ogaltimi amaglanmis
ve doku kiiltiirii caligmalar1 yapilmistir. Bu bitki ile ilgili daha dnce yapilmis bir doku

kiiltiirli caligmasi bulunmamaktadir.

Yiizey sterilizasyonu doku Kkiiltiirii islemlerinde en Onemli asamalardan biridir. Doku
kiiltiirlinde en uygun eksplant kaynagini, daha onceden steril edilmis tohumlardan elde
edilen aseptik fideler olusturur. Ciinkii bu sekilde elde edilen fidelerin sterilizasyona
ihtiyac1 olmamakta ve yiizey sterilizasyon igleminin zararl etkilerinden sakinilmaktadir.
Bitkinin yesil aksamiyla ¢alisildiginda ylizey sterilizasyonundan ¢ok zarar gormekte ve
sterilizasyon iglemi zorlagsmaktadir. Kara bitkilerinin ylizey sterilizasyonu i¢in literatiirde
degisik yontemler bulunmaktadir. Ancak su bitkilerinin doku kiiltiiri ¢alismalarinda ¢ok
fazla literatiir bulunmamaktadir. Calismada kullanilan materyal sudan alindig1 i¢in yiliksek
miktarda fungus ve bakteri bulasiklig1 tagimaktadir. Bu bulasiklik hem egzogen hemde
endogen oldugu i¢in bitki sterilizasyonunda 6nemli problemler yasanmistir. Eksplantlar
sterilizasyon asamasinda zarar gormiis veya yiiksek oranda bulasiklik c¢ikmistir. Benzer
sekilde Taylor vd (1998), Piper methysticum bitkisinin doku kiiltiirii ¢alismasinda
endogen bulasikligin biiylik bir engel oldugunu bildirmislerdir. Seradan alinan bitkilerin

benomil ve rifampicin ile muamelesi sonucu bile bulasikligin 6niine gecilemedigini rapor
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etmiglerdir. Taylor vd (1998), diger bir uygulamalarinda ise, ayr1 ayri birkag cesit
antibiyotigin kiiltiir ortamina ilave edilmesinden sonra 3-5 hafta hi¢ bulasiklik
¢tkmamasina ragmen daha sonra bulasikligin tekrar c¢iktigim gozlemlemislerdir. Ozel
(2002)’de Centaurea (Sevgi ¢igegi) bitkisinde yesil aksamlarin yiizey sterilizasyonunda

steril edilmis eksplantlarda 2-3 hafta sonra tekrar bulasikligin ¢iktigin1 gézlemlemistir.

Her bitki parcasinin 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. Bir
eksplantin yiizey sterilizasyonu icin en etkili, ancak en disiikk dezenfektan dozunun
belirlenmesi gerekmektedir. Yiizey sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, glimiis nitrat
ve antibiyotikler kullanilabilirse de sodyum hipoklorit (ticari ¢amasir suyu), en yaygin

kullanima sahiptir (Oztiirk 2002).

Bu c¢alismada, camasir suyu ve PPM kullanilmis olup, en uygun dezenfektan dozu ve
uygulama siiresi belirlenmeye calisilmistir. Ancak bu bitkilerde yesil aksam ile ¢alisilmast
ve sucul ortamda bulasikliga neden olabilecek bakteri, mantar vb. organizmalarin daha
yogun olarak bulunmasi ve endogen kaynakli bulasik gézlenmesi doku kiiltiirliniin ilk ve
en Onemli asamasi kabul edilen yiizey sterilizasyonunda problemlere yol ag¢makta
dolayistyla bu islem bir hayli zorlasmaktadir. Bu nedenle ¢alismaya c¢ok sinirli miktardaki
bitkilerle devam edilmistir. Yiizey sterilizasyonu isleminden sonra steril olan bitkiler

secilerek denemelerde bu bitkiler kullanilmistir.

Bu calismada; yaprak eksplantlar1 siirgiin rejenerasyonu i¢in Kin (0- 0.25 mg/l) ve 2,4-D
(0.25, 0.5, 1, 2 mg/l) iceren MS ortamda kiiltiire alinmistir. Ortamlarda bulunan bitki
bliylime diizenleyicilerin etkisi ile hem sert yapida kallus olusumu hem de kararma
gbzlenmistir. En fazla kallus oranmi (% 100), 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/2,4-D iceren MS

ortaminda gézlenmistir.

En fazla kararma goriilen eksplant yiizdesi (% 100) 0.25 mg/l Kin ve 0.5 mg/1 2,4-D igeren
MS ortam ile 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda gézlenirken yalnizca 2
mg/1 2,4-D iceren MS ortamda en diisiik oranda (% 30) kararma gdzlenmistir. Kin ve 2,4-
D’nin birlikte kullanildig1 ortamlarda siirglin rejenerasyonu olmamistir. En fazla siirgiin

0.25 mg/1 2,4-D igeren ortamda eksplant basina 6.2 adet elde edilmistir.
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2,4-D iceren MS ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlar {izerinde ilk asamalarda siirgiin
olusumu goézlenmistir. Ancak eksplantlar 2,4-D igeren ortamda kaldigi zaman kararma
gozlenmistir. Bunun nedeninin etilen olusumu nedeniyle eksplanttan ortama fenolik
bilesiklerin  salgilanmasi ve zamanla ortamda birikmesinden kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Denemede dokulardaki kararmanin bu nedenle oldugu diisiiniilmektedir.
Benzer sekilde Housti vd (1992), Hevea brasiliensis bitkisinin kallus kiiltliriinde kararma

gbzlemislerdir.

Straub vd (1988), su bitkisi Phragmites australis’ in olgun tohumlarini 1 mg/l 2,4-D ve 1
mg/l TAA igeren besi ortaminda doku kiltiiriine almiglardir. Kati, sari, parlak ve
embriyogenik kallus elde etmisler ve IAA icermeyen ortamda cok sayida bitki elde
etmislerdir. Buna karsin bizim c¢alismamizda, sadece oksin i¢eren ortamda siirgiin elde
edilmistir. Lopez vd (2000), Picea chihuahuana bitkisinde zigotik embriyolari kullanarak
adventif embriyo olusumunu gozlemislerdir. Embriyo olusumu i¢in Kin ile 2,4-D igeren ve
icermeyen B5 besi ortami kullanmiglardir. Kin igeren ortamlarda 14 gilinde embriyo
olusumunu goézlemislerdir. Ayni sekilde Vikrant ve Rashid (2003), Paspalum
scrobiculatum bitkisinde yaptiklari ¢alismada olgunlasmis embriyolari 2,4-D i¢ceren MS ve
N6 besi ortamlarina yerlestirmisler ve 5 haftada somatik embriyolar olusmus ve 2,4-D

icermeyen ortamda bitkiler elde edilmistir.

Diger bir ¢caligmada yaprak eksplantlari 1 hafta siiresince 15 mg/l 2,4-D veya 15 mg/l NAA
iceren MS besi ortaminda hem aydinlik hem de karanlik ortamda kiiltiire alindiktan sonra
1 mg/l 2,4-D veya 1.5 mg/l 2,4-D iceren MS besi ortaminda tekrar kiiltiire alinmistir.
Kiiltiirler 1 hafta sonra MSO ortama aktarilmistir. Yiiksek oranda 2,4-D veya NAA
kullanimi kallus olusumunu tesvik etse bile siirgiin rejenerasyonu olmamuistir. Eksplantlarin
cogunda kararma gozlenmistir. En fazla oranda kallus (% 93.33), aydinlik kosullarda 15
mg/l NAA igeren ortamda tutulup 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortama alinan eksplantlarda
gorlilmiistiir. Kalluslar sert yapida oOzellik gostermistir. Bazi  eksplantlarda kallus
olusumunun yanisira kararma goézlenmistir. En fazla kararma orani (% 100), yine yliksek
oranda kallus elde edilen ortamda g6zlenmistir. Buna karsi Monnier (1990), somatik doku
hiicrelerinin 6ncelikle yiiksek oranda oksin (genellikle 2,4-D) igeren ortamda kiiltiire alinip
daha sonra oksin igcermeyen yeni ortama aktarildiklarinda embriyo iiretme yetenegi
kazandiklarini, oksinlerin somatik bitki hiicrelerine embriyo iiretimi i¢in yeniden zigotik

bir kapasite kazandirdigini belirtmektedir.
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Calismada kararma gozlendigi ve olumlu sonuglar alinamadig1 i¢in baska bitki biiylime
diizenleyiciler kullanmaya karar verilmis ve steril bitkilerden alinan gen¢ yaprak
eksplantlart siirgiin rejenerasyonu amaciyla 4 hafta TDZ (0.025 ve 0.05 mg/l) ve NAA
(0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l) iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Daha sonra siirgiin
gelisiminin hizlanmasi i¢in tiim eksplantlar MSO ortama aktarilmistir. Biitiin eksplantlarda
siirglin olusumu gozlenmistir. En fazla siirgiin (28.3 adet/eksplant) 0.025 mg/l TDZ ve
Img/l NAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Benzer sekilde Jenks vd (1990), Su
zambaklarinda yaprak eksplantini kullanmiglardir. 0.56 mM myo-inositol, 1.2 pM thiamin-
HCL ve 3 uM TDZ, 3 uM IAA ve 87.6 mM sukroz igeren MS ortamda ortalama bitki
bagina 8 adet aerial yaprak elde etmislerdir. Aymi sekilde He vd (2007), Hydrastis
canadensis bitkisinin yaprak eksplantindan 2.5 uM TDZ ve 5 uM NAA kullanarak

eksplant bagina 26 adet siirgiin elde etmislerdir.

Hossain vd (2007) Chrysanthemum morifolium bitkisinde 5 mg/l TDZ ile 0.25 mg/l NAA
ve 0.5 mg/l Giberellik asit kullanarak kallustan siirgiin rejenerasyonu i¢in uygun oldugunu
tespit etmiglerdir. Te-chato ve Lim (2000), in vitro gelisen mangosteen fidelerinden elde
edilen 5-15 mm uzunlugundaki yaprak eksplantinda 2.22 uM BAP ve 2.25 uM TDZ iceren
MS ortamda % 66.8 oraninda kallus olusumu ve dort alt kiiltiirden sonra 4.45 adet siirgiin
ucu elde etmislerdir. Anthony vd (2004), Leucopocon verticillatus bitkisinin somatik
embriyogenesis ¢alismasinda en iyi sonucu 10 uM TDZ, 5 uM TAA, % 4 Maltoz ve % 0.7

agar iceren Gamborg B5 ortamindan elde etmislerdir.

Bu calismada, TDZ u¢ ve 1. koltukalti meristemlerinde denenerek hizli c¢ogaltim
tizerindeki etkisi incelenmistir. Eksplantlar 0.05 mg/l — 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA
iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. 4-5 giin sonra eksplantlar iizerinde siirgiin
uclar1 gozlenmistir. 4 hafta i¢inde siirgiin uclarindan siirgiinler ve bazi eksplantlarda kok
olusumu gozlenmistir. Kiiltiire almman eksplantlarda ortamlarin etkisi ile rejenerasyon
asamasinda degisik oranda gelisme gozlenmistir. 1. koltukaltt meristeminde ug
meristemine gore hem daha fazla biliylime hem de daha uzun siirglinler elde edilmistir.
Kiiltirler 4 hafta sonra gelisebilmeleri i¢in bitki biiyiime diizenleyici igermeyen MSO
ortama aktarilmistir. Eksplant bagina en fazla siirgiin (38.94 adet) 0.1 mg/l TDZ ve 0.05
mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmistir. Benzer sekilde Oztiirk (2002)’iin,
Ludwigia sp.’nin in vitro hizli ¢ogaltimi ¢aligmasinda u¢ meristemi, birinci, ikinci ve

ticiincii-dordiincii koltukalt1 meristemleri 4 hafta BAP (0.1, 0.2 ve 0.3 mg/l) ve NAA (0.1
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mg/l) veya TDZ (0.05, 0.1, 0.15 mg/l) ve NAA (0.1 mg/l) iceren MS ortamda tutulduktan
sonra 2 MS ortama alinmis ve 4 hafta bu ortamda tutulmustur. En fazla siirgiin (12.31
adet/eksplant) u¢ meristemi ile 0.05 mg/l TDZ ve 0.1mg/l NAA iceren MS besi ortamindan

elde edilmistir.

Diger bir denemede; farkli oranda TDZ (0.05 — 0.1 mg/1) ve 0.1 mg/l NAA iceren MS besi
ortam1 kullanilmistir. Yaklagik 3 hafta sonra eksplantlardaki uzun siirgiin (0.5 cm ve {izeri)
sayis1 ve eksplant basina siirgiin sayis1 belirlenmistir. U¢ meristeminde 0.1 mg/l TDZ ve
0.1 mg/l NAA iceren ortamda daha fazla sayida (2.4 adet) uzun siirgiin elde edilmistir.
Siirgiinlerin bitki bliylime diizenleyici igermeyen ortamda daha fazla gelistikleri TDZ oran
fazla olan ortamda silirglin boylarinin daha kisa oldugu gozlenmistir. 1. koltukalti
meristeminde 0.05 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA igeren ortamda 2.5 adet uzun siirgiin elde
edilmistir. Kiiltiirler 4 hafta sonra MSO besi ortamina aktarilmig ve siirglinlerdeki gelisme
hizlanmistir. En fazla (49,68 adet) ve en uzun (6.12 cm) siirglin 0.05 mg/l TDZ ve 0.1
mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir. MSO ortamda u¢ meristeminden elde edilen
siirglinlerdeki kok gelisimi daha iyi olmustur. Benzer sekilde Husain vd (2007),
Pterocarpus marsupium bitkisindeki g¢alismalarinda 18 giinliik fidelerden elde edilen
kotiledon bogum eksplantlarin1 0.1-10 uM TDZ iceren MS ortamda kiiltiire almiglardir. En
fazla siirgiin yiizdesi (% 90) ve eksplant basina en fazla siirgiin (15.2 adet), 0.4 uM TDZ
iceren ortamdan elde edilmistir. Ilave olarak Bairu vd (2006) muz bitkisinin mikrogogaltim
calismalarinda TDZ ve NAA kullaniminin meristemden siirgiin ¢ogaltiminda etkili

oldugunu belirtmislerdir.

Bu Tez calismasinda, Kin ve NAA’in yaprak eksplanti {izerindeki etkisine de bakilmustir.
Yaprak eksplantlar1 Kin (0.5 mg/l) ve NAA (0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/1) iceren MS ortamda
kiiltiire alinmustir. Bir hafta sonra tiim eksplantlar iizerinde siirglin uglar1 gézlenmistir. 2
hafta sonra siirgiin uglarinda 6nemli derecede gelisme olmus ve biitliin eksplantlarda her
ortamda yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir. Kiiltiirler 4 hafta bu ortamlarda
kaldiktan sonra bitki biiylime diizenleyici igermeyen MSO ortamda 4 hafta kiiltiire
alimmustir. Kéklenmede bir sorun olmamistir. Eksplant bagina en fazla siirgiin (53.56 adet)

0.5 mg/l Kin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamdan elde edilmistir.

Diger bir denemede; Kin’in farkli oranlar1 denenmistir. Yaprak eksplantlar1 Kin (0.25
mg/l) ve NAA (0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l) iceren ortama yerlestirilmistir. Biitlin

eksplantlarda silirgin ucu olusumu gozlenmistir. Kiiltiirler MSO ortamda gelismeye
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birakilmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin (80.56 adet), 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA
iceren MS ortamda gdzlenmistir. Siirgiinler kolaylikla koklenmistir. Jenks vd (2000), su
bitkisi Nymphoides indica’ da yaprak sapi eksplantindan siirgiin rejenerasyonu elde
etmislerdir. Kinetin (0-25 uM) ile TAA veya NAA (0-25 uM) kullanmislardir. Cook vd
(1989), su bitkisi Kosteletzkya virginica’ nin olgunlagmis embriyo ve govde eksplantlarini
kiiltiire alarak 1 mg/l Kinetin ve 2 mg/l IAA igeren MS ortamda kallus yoluyla
rejenerasyon saglamiglardir. Lopez vd (2000), Picea chihuahuana bitkisinde zigotik
embriyolar1 kullanarak adventif embriyo olusumunu gézlemislerdir. Embriyo olusumu i¢in
Kin ve 2,4-D igeren ve icermeyen B5 besi ortami kullanilmigtir. Kin i¢eren ortamlarda 14

giinde embriyo olusumu gozlenmistir.

In vitro olarak elde edilen bitkiler adaptasyon amaciyla akvaryumlara yerlestirilmistir.
Biitiin bitkiler canli kalmis ve adaptasyon saglanmistir. En uygun akvaryum sicaklik ve
151k yogunlugunu belirleyebilmek amaciyla yapilan denemelerde iki florasan (4000 liix)

kullaniminin ve 24 °C su sicakliginin daha uygun oldugu belirlenmistir.

Giliniimlizde patojen igermeyen bitkilerin iiretimi ve hizli ¢ogaltim i¢in doku kiiltiirti
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltiirlinde kullanilan katilastirict
maddeler ne kadar saf olursa olsun nétr olmadiklar: i¢in doku kiiltiirii yapilan bitkiler
tizerinde degisik etki yapmaktadirlar. Degisik katilagtirict maddeler kullanildiginda bitki
bliylime diizenleyici maddelerin oranlar1 aymi kalsa bile sonuglarda farklilik
goriilebilmektedir. Son zamanlarda jellestirici madde igermeyen sivi ortamlarda bitki
rejenerasyonu caligmalar1 iizerinde yogunlasilmigtir. Sivi kiiltiirlerde siirekli daldirma
sistemi (PIS) ve aralikli daldirma sistemi (TIS) yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemler bitkinin iiretim maliyetini diisiirdigli ve genel olarak ¢ogaltim hizini artirdigi
icin bircok bitkide kullanilmaya baslanmistir. Bu ¢alismada da eksplantlar (u¢ meristemi,
1. koltukaltt meristemi, yaprak, yaprak sapt ve gévde) PIS yontemiyle Kinetin, TDZ ve
NAA igeren s1ivi MS ortamda kiiltiire alinarak bitki biiyiime diizenleyicilerin eksplantlar
tizerindeki etkisi arastirilmaya calisilmistir. Calisma sonunda eksplantlardan basarili bir
sekilde siirgilin rejenerasyonu ve ¢ok sayida siirgiin elde edilmistir. En fazla siirgiin (62.20
adet) 0.25 mg/l Kin ve 1 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Ortamlarda yiiksek
oranda sitokinin kullanildiginda anormal siirgiin u¢larinin gelistigi belirtilmektedir (Haq ve

Dahot 2007). Bu ¢alismada diistik oranda sitokinin kullanilmustir.

97



Bu tez kapsaminda yapilan caligmalardaki kati ve siv1 kiiltiirler karsilastirildiginda; sivi
kiiltiirde de siirglin sayisinin fazla oldugu ancak siirgiin gelisiminin daha yavas oldugu
gorlilmiistiir. Bu sonuclar, Haq ve Dahot (2007)’ in PIS yontemi ile muz cogaltim
calismasi ve Ilczuk vd (2005)’nin Hippeastrum x chmielii bitkisinde PIS yontemi ile
yapilan caligmalarla uyum saglamaktadir. Her iki caligmada da genel olarak siirgiin
rejenerasyonu agisindan normal doku kiiltiiriine gore daha fazla siirgiin ve belirgin farklilik
goriilmiistiir. Siv1 kiiltiirden kati kiiltiire alinan eksplantlarda gelismedeki yavasglamanin
nedeninin, ortamla temasin az olmasi sonucu besin maddesi aliminin diisiik olmasina

baglanmaktadir.

Damiano vd (2003), ¢ilek, armut, elma ve su bitkisi Hygrophila corymbosa sp. Stricta’ nin
hizli ¢ogaltiminda TIS yontemi, durgun sivi ve agar ile katilastirilmis ortam arasinda
kargilagtirma yapmuslardir. Cilek bitkisinde; TIS yonteminde daha fazla siirgiin
rejenerasyonu goriilmiistiir. Armutta ise sonuglar genotipe bagli olarak degismistir. Fakat
yine TIS yontemi ile daha fazla siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Bunun yanisira TIS
ile ¢ogaltilan siirglin uglarinda nekrozis gozlenmemistir. Benzer sekilde H. corymbosa
bitkisinde de TIS yonteminde diger yontemlere gore daha fazla siirgiin olusmustur. Tim
yontemlerde sivi ortamda yiiksek oranda vitrifikasyon gozlenmesine ragmen TIS ile
gelistirilen bitkilerde vitrifikasyon goriilmemistir. Bu calismada ¢ogu eksplantta
vitrifikasyon gozlenmesine ragmen kiiltiirler katilagtirilmig MS ortama alindiktan sonra bu

sorun ortadan kalkmustir.

5.2. Microsorium pteropus (Java Fern) Bitkisinde Yiiriitiilen Calismalar

Denemede kullanilan bitki materyalinin sinirli olmasi ve bulagikligin fazla ¢ikmasi gibi
nedenlerden dolayr mikroorganizmalar1 en az diizeyde tutabilmek icin sterilizasyondan
sonra ortamlarda seker (sukroz) kullanilmamistir. Bulasik olmayan yapraklar, oksin (0.25,
0.5, 0.75 ve 1 mg/l NAA) iceren sekersiz sivi MS ortamda kiiltiire alinmistir. Yaprak
eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu gozlenmis, kallus olugsmamistir. Eksplant basina en
fazla 6.5 adet siirgiin elde edilmistir. NAA orani artirildiginda siirglin sayisinda diisiis

goriilmiistlir. Gelisen stlirglinler akvaryumlara aktarilmis ve tamami canli kalmistir.

‘Pulse treatment’ calismasinda yiiksek oranda BAP (250 ve 500 mg/l) ve IBA (250 ve 500
mg/l) ile muamele edilen yapraklar tizerinde 10-15 giin sonra siirgiin uglar1 gézlenmeye

baslamistir. Daha sonra bu siirgiin ucglari bitki biiylime diizenleyici maddelerin miktarina
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bagl olarak farkli sayida ve uzunlukta silirgiin olusturmustur. En fazla siirgiin (14
adet/eksplant) 250 mg/l BAP ve 250 mg/l IBA ile 30 dakika muamelede elde edilmistir.
Siirgiin uzunlugu agisindan, 15 dk uygulama siiresi daha iyi sonu¢ vermistir. Benzer
sekilde Arnold ve Tillberg (1987), Picea abies bitkisinin 12 ve 24 yash kalemlerini
kiiltiire almiglardir. Kalemler ilk dnce 3 saat slireyle 250 uM BA ile muamele edilmis ve
sonra 5 uM BA ve Kin igeren ortamda 1 hafta bekletilmistir. Bu muamele ile 8 hafta sonra
en fazla adventif tomurcuk olusumu gozlenmistir. Das vd (1999), Litchi chinensis
bitkisinin tohumlarint 20 mg/l BAP igeren MS ortamda kagit kopriler {izerinde
¢imlendirmislerdir. Kotiledon noddan 4 hafta igerisinde 27.5 adet siirgiin elde edilmistir.
Ayrica bitkinin  koltukaltt meristemleri her iki giinde bir 100 pg BAP ile muamele
edilmistir. Her koltulalti meristeminden 8 hafta icerisinde 8 siirgiin elde edilmistir.
Andersone ve Levinsh (2004), sitokininin etkisini artirmak i¢in ilk 6nce Pinus sylvestris
bitkisinin tomurcuk eksplantlarinda soguk muamelesinden sonra yiiksek oranda BAP
muamelesinin etkili oldugunu belirtmislerdir. Madhulatha vd (2004), in vitro Muz (Musa
spp- AAA) ¢ogaltimini 50 mg/l BAP ve 50 mg/1 Kin igeren ortamda 60 dk bekleterek elde
etmiglerdir. Kok gelisimi siirgiinlerin 100 mg/l NAA ve 100 mg/l IBA igeren ortamda 60
dk bekletilmesi ile elde edilmistir. Andrade vd. (2006), Eucalyptus grandis bitkisinde in
vitro ¢ogaltim igin yiiksek oranda bitki biliylime diizenleyici uygulamasini denemislerdir.
BAP’1n 0, 200, 400 ve 600 mg/l oranlarin1 1, 2 ve 3 saat siireyle uygulamislar ve 21 giinliik
kiiltiirden sonra en etkili sonuclart BAP’1n 200 mg/l oraninin 1 ve 2 saat muamelesinden

elde etmislerdir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda ekonomik 6nemi olan H. difformis ve M. pteropus’un
doku kiiltiirii yoluyla hizli ¢ogaltimi gergeklestirilmistir. Ozellikle H. difformis tiiriinde
kisa siirede ¢ok sayida bitki elde edilmistir. Akvatik bitkilerle ilgili doku kiiltiirii
calismalarinin devam etmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Bu alanda 6nemli bir agigin oldugu
diistiniilmektedir. Calismada kurulan denemeler ¢ok karisik olmadigi i¢in tecriibesiz kisiler
biraz egitimden sonra bu tip calismalara yonlendirilebilecektir. Bu sekilde akvaryum
bitkilerinin ticari boyutlarda iiretimi de s6z konusu olabilecektir. Bu ¢alismanin, ekonomik
onemi olan akvaryum bitkilerinin hizli ve yogun fiiretimine ve konuyla ilgili ilerki
calismalara yardimci olacagt ve dolayisiyla sektore onemli bir katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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	Bitki, üzerindeki kalıntıların uzaklaştırılması için 30 dk  çeşme suyunun altında tutulduktan sonra gövde ve yaprakları ayrı ayrı sterilizasyon yapılmıştır. Yüzey sterilizasyonu için ticari çamaşır suyu (Ace, % 5-6 NaOCl) ve PPM® kullanılmıştır. Çizelge 4.1.’de görüldüğü gibi beş farklı eksplant farklı konsantrasyon ve sürede çamaşır suyu (ÇS) ve PPM ile yüzey sterilizasyonuna tabi tutulmuştur. Kullanılan dezenfektanın etkisiyle çoğu eksplantta klorofil parçalanması olmuş ve renkte beyazlaşma gözlenmiştir. Zarar görmeyen yeşil eksplantlarda sterilizasyon sağlanamamış ve bulaşıklık çıkmıştır. Daha sonraki çalışmada (Çizelge 4.2.) çamaşır suyu ve PPM’in uygulama süre ve oranlarında değişiklik yapılarak yeni bir deneme kurulmuştur. Eksplantlarda tamamen klorofil parçalanması (zarar) olmamasına rağmen çoğu eksplantta kısmen renk açılması veya kararma gözlenmiştir. Az zarar gören eksplantlarda bulaşıklık görülürken steril olan eksplantlarda da zarar nedeniyle yumuşama olmuş dolayısıyla denemede  başarı sağlanamamıştır. Bu denemelerdeki sonuçlar değerlendirilerek meristemler % 10 çamaşır suyu ve Tween-20 (1 damla/100 ml) ile 5 dk muameleden sonra % 1 PPM’de 120 dk bekletilerek durulanmıştır. Yapraklar % 5 Çamaşır suyu ve Tween -20 (1 damla/100 ml)’de 3 dk muameleden sonra % 1 PPM’de 120 dk bekletilerek durulanmıştır (Çizelge 4.3.). Çizelgede görüldüğü gibi eksplantlarda farklı oranlarda bulaşıklık gözlenmiştir. Sonuçta bulaşık olmayan ve daha az zarar gören eksplantlar ayrılmıştır. 1. koltukaltı meristeminin  % 30’ unda, MSO ortamda 2 hafta içinde sürgün rejenerasyonu gözlenmiştir. 2 cm boyuna ulaşan sürgünler MSO ortamda alt kültüre alınmıştır. Alt kültüre alınan bitkiler 4 hafta bekletilmiş, fungal ve bakteriyel bulaşıklık taşımadığından emin olunduktan sonra doku kültürü çalışmalarında kullanılmıştır.
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	Steril bitkilerden alınan genç yaprak eksplantları Kin (0.5 mg/l) ve dört farklı oranda NAA içeren MS ortamında kültüre alınmıştır. Bir hafta sonra tüm eksplantlar üzerinde sürgün uçları gözlenmiştir. 2 hafta sonra sürgün uçlarında önemli derecede gelişme gözlenmiş ve tüm eksplantlar üzerinde her ortamda yüksek oranda sürgün rejenerasyonu gerçekleşmiştir. Eksplantlar 4 hafta bu ortamlarda kaldıktan sonra sürgünlerin daha iyi gelişebilmeleri için bitki büyüme düzenleyici içermeyen MSO ortama alınmışlardır. Bu ortamda 4 hafta sonunda sürgün sayısı, sürgün uzunluğu ve kök gelişim özellikleri dikkate alınarak sayımları yapılmıştır. Çizelge 4.10.’da yaprak eksplantından dört farklı konsantrasyonda Kin ve NAA içeren MS ortamda oluşan eksplant başına sürgün sayısı, yan sürgün sayısı, sürgün ve kök uzunluğuna ait varyans analizi sonuçları verilmiştir. 
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	Steril bitkilerden alınan uç ve 1. koltukaltı meristemleri hızlı çoğaltım amacıyla 0.05 mg/l ve 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA içeren MS besi ortamlarında kültüre alınmıştır. 4-5 gün sonra eksplantlar üzerinde sürgün uçları gözlenmiştir. 4 hafta içinde sürgün uçlarından sürgünler ve kök oluşumu gözlenmiştir. Kültüre alınmış eksplantlarda ortamların etkisi ile şişme ve büyüme gözlenmiştir. Veriler alınırken uç meristemi 2.22 cm ve 1. koltukaltı meristemi 3.21 cm’e ulaşmıştır. Tüm eksplantlarda sürgün oluşumu gözlenmiştir. Sürgün uzunluğu farklılıkları istatistiki analize tabi tutulmuş ve  Çizelge 4.16.’da varyans analizi sonuçları verilmiştir.


	Sürgün Uzunluğu (cm)
	Uç meristemi
	1. koltukaltı meristemi

	Köklenme (%)
	Eksplant başına sürgün sayısı bakımından 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA içeren ortam daha iyi sonuç vermiştir. 0.05 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA içeren MS ortamda sürgün sayısı 23.32  iken, 0.1 mg/l TDZ ve 0.05 mg/l NAA içeren ortamda eksplant başına 38.94 adet görülmüştür. Çizelge 4.21.’de görüldüğü gibi her iki eksplantta yan sürgün sayısı 0.17 adet ile 0.33 adet arasında değişmiştir. Sürgün uzunluğu 4.73 cm ile 5.75 cm arasında değişmiştir. Kök uzunluğu 4.1 cm ile 5.2 cm arasında değişmiştir. 
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	Steril bitkilerden alınan uç ve 1. koltukaltı meristemi hızlı çoğaltım amacıyla farklı oranda TDZ (0.05 – 0.1 mg/l) ve 0.1 mg/l  NAA içeren MS besi ortamlarında kültüre alınmıştır. Tüm eksplantlarda sürgün oluşumu gözlenmiştir. Eksplantlarda çok fazla sayıda sürgün ucu oluşmasına rağmen sürgün gelişimi yavaş olmuştur. Bu nedenle 3 hafta sonunda 0.5 cm ve üzerindeki uzunluklardaki sürgün sayısı belirlenmiştir. Varyans analizi sonuçları Çizelge 4.22.’ de verilmiştir.
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