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OZET

Indol-3-Asetik Asit ve Kinetin’in
Aeonium haworthii Webb & Berthel (L.1841)
Bitkisinin in vitro Gelisimi Uzerine Etkileri

NALCACI, Necip
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Yard. Dog. Dr. Berna BAS
Kasim 2007, 30 sayfa

Sis bitkileri olarak dekoratif amagli kullanilan bazi sukulent bitki tiirlerinin in vitro
klonal ¢ogaltim olanaklar1 bilinmekle beraber, Aeonium haworthii tiiriine ait heniiz
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, farkli hormonlarin tek olarak ve ikili
kombinasyonlar seklinde yapilan uygulamalarinda, 4. haworthii bitkisinin kok boyu,
yaprak boyu ve yaprak sayisi lizerine olan etkisi arastirilmistir. Bu amagla, yetiskin
bitki lizerinden alinan siirgiin ve yapraklar yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra
IAA (Indol-3-Asetik asit) ve Kinetin (6-Furfurilaminopiirin) hormonlarin1 ve %3
sakkaroz igeren bazal MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamlarina ekilmis ve daha
sonra gelismeleri izlenmistir.

Yapilan periyodik takipler sonucunda, IAA ve Kinetin’in diislik konsantrasyonlarini
iceren ortamlarin, A. haworthii bitkisinde daha etkili bir gelismeye neden oldugu
saptanmistir. Ayrica, ekimi yapilan bitki kisimlarindan en iyi siirgiin verme ve
gelisme oranini, esas olarak tepe noktalar1 ve onlar1 takiben de gen¢ yapraklar
gostermistir.

Elde edilen bitkilerin 1:1:1 oranlarinda kirmizi toprak:kum:torf karisimi igeren
topraga aktarilmasi sonrasinda, bunlarin % 80 oraninda adaptasyon ve iki hafta
icinde baglangi¢ biiytlikliigline gore % 100 gelisme gosterdikleri gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aeonium haworthii, doku kiiltiirii, klonal ¢ogaltim, IAA (indol-
3-Asetik asit), Kinetin (6-Furfurilaminopiirin), Murashige ve Skoog (MS) ortamu.



ABSTRACT

Effects of Indol-3-Acetic Acid and Kinetin on in vitro Growth of
Aeonium haworthii Webb & Berthel (L.1841) Plant

NALCACI, Necip
M.Sc. in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Berna BAS
Nov 2007, 30 pages

Although possibilities of in vitro clonal propagation of some succulent plant species
which are used for decoration as ornamental plants are known, there has been yet no
study reported about Aeonium haworthii species. In this study, the effect of
hormones which were applied alone and in different dual combinations at various
concentrations on root length, leaf length and leaf number of A. haworthii was
determined. With this purpose, shoots and leaves from mature plants investigated
were cultured on basal media of MS (Murashige and Skoog, 1962) containing IAA
(Indole-3-Acetic acid), Kinetin (6-Furfurylaminopurine) and 3% sucrose, after
surface-sterilization and then their growth was observed.

According to the results from the periodical followings, the media containing low
concentrations of IAA and Kinetin caused more distinctive and dominant growth for
Aeonium haworthii plant. Additionally, among the plant parts cultured, mainly
apexes and later fresh leaves showed the best young auxiliary shoots and growth rate.

After the plants used were transferred to the soil which was composed of red soil:
sand:peat mixture with 1:1:1 ratios of each it was observed that they showed 80 %

adaptation and 100 % growth compared to their initial size in two weeks.

Keywords: Aeonium haworthii, tissue culture, clonal propagation, IAA (Indole-3-
Acetic acid), Kinetin (6-Furfurylaminopurine), Murashige & Skoog (MS) medium.
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Saadet SAYGIDEGER’e; tez konumu belirleyerek ¢alismam siiresince beni
yonlendiren ve yardimlarini esirgemeyen danismanim, saym Yard. Dog. Dr. Berna
BAS’a; her zaman, her soruma ve sorunuma ¢oziim bulan ve egitimin, kiginin
aklinda yeni fikirler ve merak olusturmak olduguna inanan, sayin Do¢. Dr. Mehmet
OZASLAN’a; degerli bilgilerinden higbir zaman beni mahrum etmeyen, sayin Dog.
Dr. Canan CAN’a; engin bilgileriyle her zaman bizi aydinlatan ve tez iizerinde
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sohbetleriyle ve caliskanligiyla 6rnek teskil eden, saymn Yard. Dog. Dr. M. Ismail
VAROL’a, bu tezin siiresince yasantima katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Tezin yazim asamasinda her zaman yanimda olan, islerini aksatmak pahasina
yardimlarini esirgemeyen, bana istatistigi yeniden 6greten ve tezin biitiin istatistiksel
verilerini diizenleyen, tezin tiim yazim agamalarini yakindan takip edip, bana pek ¢ok
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1. GIRIS

Sukulent bitkiler, celikleme olarak isimlendirilen genellikle gdévde pargalarinin
dogrudan topraga dikilmesi yoluyla, bir kismi1 da tohumla iiretilmektedir. Ancak, bu
yontemlerle iiretim, her zaman hizli, ekonomik ve kitle halinde {iretim i¢in yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde bir ¢ok bitki tiiriinlin iiretiminde, alternatif
bir yontem olarak doku kiiltiirli izerinde yogunlasilmaya baslanmistir. Bu amagcla,
cesitli bitki tiirleri i¢in farkli doku kiiltiiri yontemleri denenmis ve basarili sonuglar
elde edilmistir. Ayrica, saglikli ve istenilen 6zelliklere sahip bitki yetistirilmesinin
saglanmas1 amaciyla da doku kiiltiirii caligmalarina hiz verilmektedir.

Bitki biyoteknolojisini olusturan iki unsur bitki doku kiiltiirii ve bitki genetik
miithendisligidir. Her ikisi de ticari, hobi ve arastirma bazinda alisilmis ¢alisma
yontemi olarak uygulanmaktadir. Bitkilerin hiicre, doku veya organlarinin
laboratuarda, kontrollii ve steril kosullarda, ¢esitli besi ortamlarinda kiiltiire alinmasi;
onlardan yeni hiicreler, dokular, organlar, yeni bitkiler veya ¢esitli metabolitler gibi
bitkisel Triinlerin {iretilmesi islemlerinin tiimii, bitki doku kiiltiirii olarak
adlandirilmaktadir (Babaoglu vd., 2001). Genellikle bitkilerin yaprak, govde veya
koklerinden alinan parcalarindaki somatik hiicrelerin, 6zel besi ortamlarinda kiiltiire
alimmasi1 yoluyla uygulanir. En sik kullanilan uygulama, somatik rejenerasyon adi
verilen, somatik bitki veya bitkiler liretim metodudur. Ayrica, tek basina hiicreler
veya organlar ¢ogaltilabilmekte ve cesitli amagclar i¢in kullanilabilmektedir. Bu islem
ayni zamanda, bitkilerin amaca uygun olarak genetik yonden degistirilmesine de
olanak saglamaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik cesitlilik olusturmak da bitki
doku kiiltlirlinlin temel amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle de genetik 1slah
caligmalarinda O6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda ve g¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde de gesitli doku kiiltiirti

yontemleri uygulanmaktadir (Kocagaligkan, 2002).



Tiirkiye, dogal kaynaklar1 ve zengin florasinin yaninda, Akdeniz, Ege ve Marmara
bolgelerinin uygun iklim yapis1 nedeniyle siis bitkisi liretiminde yeterli bir goriiniim
sunmasina karsilik, ihracattan daha fazla ithalat yapmaktadir (Tablo 1.1, Tablo 1.2).
Diinya florasinda ¢ok cesitli ve dikkat cekici siis bitkileri mevcut bulunmakta ve
bunlarin  biiyiikk  ¢ogunlugu, genellikle kaynagindaki ireticilerden elde
edilebilmektedir. Bu tarz bir diga bagimlilig1 ortadan kaldirabilmek i¢in, Tiirkiye’de
de ¢esitli iiretim metotlart denenmekte olup, doku kiiltiirii ¢alismalar1 da bu metotlar

arasinda yer almaktadir.

Tablo 1.1 Tiirkiye’nin Siis Bitkileri Ithalat1*

2005 Y1l ik Alt1 Ayt
. 2004 Y1l Gergeklesen .
Urtin Tipi . Gergeklesen Ithalat(ABD
Ithalat(ABD Dolar1)
Dolarr)

Dogal Cicek Soganlari 1.520.813 607.179
Canli Bitkiler 21.261.739 18.547.405
Kesme Cigekler 308.010 237.534
Yosunlar Ve Agac Dallari 413.958 220.096
Toplam 23.604.520 19.612.214

* Dis Ticaret Miistesarligi Bilgi Sistemi (Anonim, 2006)

Tablo 1.2 Tiirkiye Siis Bitkileri Thracatinin Mal Gruplarina Gére Dagilimi*

Mal Grubu Deger (ABD Dolar1)
Yillar 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Dogal Cigcek

1.319.008 2.504.244 2.820.798 2.837.651 2.747.802 2.645.506
Soganlari
Canli

1.985.236 2.815.861 4.067.724 6.329.616 5.671.929 7.769.165
Bitkiler
Kesme

7.750.215 11.429.727 14.918.053 20.170.343 20.397.089 23.437.593
Cigekler

Yosunlar ve
3.227.529 5.549.567 9.679.012 8.410.453 7.412.887 6.453.097
Agac Dallar

Toplam 14.281.988 22.299.399 31.485.587 37.748.063 36.229.707 40.305.361

* Dis Ticaret Miistesarlig1 Bilgi Sistemi (Anonim, 2006)



Aeonium haworthii Webb & Berthel (L.1841) bitkisi (Sekil 1.1), Dogal olarak
Kanarya Adalarn florasina ait, Crassulaceae familyasindan, sukulent bir bitkidir.
Iklimine gore, bahge veya salon siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. S6z konusu
bitkinin nispeten pahali sayilabilecek fiyatlarla iireticiler tarafindan satisa
sunulmasindan dolay1, bu calismada bitki doku kiiltiirii yontemlerinden klonal
cogaltim yoluyla iretimi amaglanmistir. Ayrica, klasik yollardan bitki {iretimine
karsilik, in vitro klonal ¢ogaltim metodu birim zamanda kitle {iretimine de olanak
tanimaktadir.

A. haworthii bitkisinin yapraklar1 toprakta kolayca yaprak siirglinleri vermesine
ragmen, olusan yapraklarin yavas gelismesi nedeniyle, bu ¢alismada adi gegen
bitkinin in vitro klonal ¢ogaltim olanaklar1 arastirilarak, farkli bitki hormonlari ile bu
hormonlarin degisik konsantrasyonlarinin tek olarak veya ikili kombinasyonlarinin

kok boyu, yaprak boyu ve yaprak sayisi lizerine etkisi incelenmistir.

b)

Sekil 1.1. A. haworthii bitkisinin a) genel ve b) ¢igekli goriiniimii



2. KAYNAK OZETLERI

Bitki hiicrelerinin izolasyonu ve Kkiiltiire alinabilecegi ilk olarak, Alman botanik¢i
Gottlieb Haberlandt tarafindan 1902 yilinda ileri siirtilmiis, fakat arastirici hiicreleri
kiiltire alamamistir (Haberlandt, 1902). Haberlandt'in gerceklestiremedigi bitki
hiicrelerini siirekli kiiltiire alma, Haberlandt'in 6grencilerinden Kotte ve ayni anda
baska bir bitki {izerinde ¢alisan Robbins tarafindan gergeklestirilmistir (Kotte, 1922;
Robbins, 1922). White tarafindan, domates kok ucu pargalart kiiltiire alinmas,
boylece bitki doku ve hiicrelerinin kiiltiire alinabilecegi kanitlanmistir (White, 1934).
Nobecourt ve Gautheret, birbirinden habersiz olarak havucta, White tiitiinde kallus
kiltiirlerini gerceklestirmislerdir (Nobecourt, 1937; Gautheret, 1937; White, 1939).
Bu sathadan sonra, daha ¢ok yapay ortamlarin gerceklestirilmesi lizerinde yogun
calismalar siirdiiriilmiis; Miller ve Skoog Kinetin'i bulmuslar, Murashige ve Skoog
vd. glinlimiizde en fazla kullanilan doku kiiltiirii ortamin1 gelistirmislerdir (Miller ve
Skoog, 1955; Murashiage ve Skoog, 1962). En biiylik asama, Muir vd. tarafindan
hiicre stlispansiyon kiiltiirlerinin gelistirilmesi ile olmustur (Muir et al., 1954).
Hiicrenin totipotens 06zelliginden faydalanarak, bir hiicreden yeni bitki elde etme
konusunda ilk agama, Bergmann tarafindan hiicrelerin kat1 ortam iizerine yayilarak,
tek hiicreden kallus elde etme calismasiyla gerceklestirilmistir (Bergmann, 1960).
Onemli diger bir asama genetik calismalar igin haploit homozigot hiicrelerin elde
edilmesidir. Bu konudaki calismalar, Datura ¢igek tozlarindan haploit embrioidler
olusabileceginin gosterilmesiyle baslamistir (Guha ve Maheshwari, 1964).
Giliniimiizde bu konularda ¢ok fazla caligma yapilmakta ve doku kiiltiirii teknikleri
biyoteknolojide genis kullanim olanaklar1 bulmaktadir.

In vitro kiiltiir sartlarim1 ve 6zellikle de bitki biiylime diizenleyicilerini ayarlayarak
bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo elde etmek
mimkiin olabilmektedir. Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar, somatik embriyo
olarak adlandirilmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Doku kiiltiirii ortamlarinin en énemli unsuru bitki biiyiime diizenleyicileridir. Tiir ve

cesitlere gore degismekle birlikte, uygun olmayan konsantrasyonlarda ortama ilave



edildiklerinde genellikle hicbir etki ortaya c¢ikarmazlar. Bitki hormonlari, bir dokuda
iretilip, biiyime ve gelismenin olacagi diger dokulara tasinan ve c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda etkili olan, endojen organik bilesiklerdir. Indol-3-asetik asit, Zeatin,
Zeatin ribozid, Gibberellik asit, Absisik asit ve Etilen bitkiler tarafindan dogal olarak
tiretilen hormonlardir. Sentetik yollarla {iretilenler de dahil olmak iizere, genel olarak
hepsine birden bitki biiyiime diizenleyicileri ad1 verilmektedir. En ¢ok kullanilanlari
oksinler, sitokininler, giberellinler, Absisik asit ve Etilendir (Babaoglu vd., 2001).
Oksinler; fotoperyodizm, koklendirme, apikal dominansi, yan siirglinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Doku kiiltiirlerinde tek basina
kullanildiklarinda kallus (yara dokusu) uyarimini, hiicre siispansiyonlar1 elde
edilmesini ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasini; sitokininlerle birlikte
uygulandiklarinda ise, yine kallus olusumunu ve somatik embriyo olusumunun
uyarilmasini, ayrica siirgiin rejenerasyonunu (organogenesis) da saglayabilirler.
Ozellikle elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde vazgecilmez bir kullanima
sahiplerdir. Bitki tarafindan sentezlenen temel hormon formu IAA (Indol-3-asetik asit)
olup, sentetik oksinler arasinda NAA, IBA, 2,4-D, 2,4,5-T ve Pikloram sayilabilir
(Babaoglu vd., 2001).

Genel olarak sitokininler, Adenin (6-Aminopiirin) tlirevleridir. Bunlarin i¢cinde BAP
(6-Benzilaminopiirin) ve Kinetin (6-Furfurilaminopiirin) en ¢ok kullanilanlaridir.
Sitokininler, ¢ogunlukla tohumlar, gen¢ yapraklar ve en c¢ok kdk ucu meristeminde
tiretilir (Kocagaligkan, 2005). Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagsma (redifferentiation),
bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogaltiminda etkili olup, antioksidan etki gostererek
yaslanmayi da geciktirirler (Smith, 1992).

Gibberellinler meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiinlerin
boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve ovul kiiltiirlerinde kullanilmaktadir (Kocagaliskan,
2002). Kallus gelisimini, organogenesisi ve adventif kok olusumunu engellerler. Ayrica
bitkilerde gdvdenin uzamasim ve ¢igceklenmeyi arttirirlar (Babaoglu vd., 2001).

Absisik asit strese maruz kalmis yapraklarda, dormant tomurcuklarda ve tohumlarda
bulunur. Genellikle bitkinin yasli kisimlar1 tarafindan sentezlendigi ve en ¢ok bu
bolgelerde bulundugu igin, yaslilik hormonu adi ile de anilmaktadir. Sonbaharda
bitkide miktar1 artar ve ilkbaharda azalir; dolayisiyla, dormansiden sorumlu
hormondur (Kocagaligkan, 2005). Absisik asitin doku kiiltiirlerinde rolii heniiz tam
olarak anlagilmamis olmakla birlikte, halen somatik embriyolarin olgunlastiriimasinda

kullanilmaktadir (Babaoglu vd., 2001).



Isik kaynagi, yogunlugu ve siiresi ile sicaklik da somatik embriyo olusumunda 6nemli
rol oynamaktadir. Ayrica, kiiltiir kaplarmdaki oksijen, karbondioksit ve diger gazlarin
yogunlugu da yapilan doku kiiltiirii calismasinin basarisinda etkili olmaktadir.
Bitki tlirine bagli olmakla beraber, en yiiksek oranda embriyo gelisimi 24 -26 °C'de
gerceklesmektedir (Babaoglu vd., 2001).

In vitro calismalarda kullanilan baslangi¢ bitki parcasi eksplant olarak
adlandirilmaktadir. /n vitro calismalarin basarisinda eksplant se¢imi son derece
onemlidir (Tisserat, 1991). Yiiksek oranda basari elde etmek icin eksplantin hizli hiicre
bdliinmesine sahip i1yi gelisen, saglikli bitkilerden alinmasi gereklidir. Olgun ve ytiksek
oranda organize olmus dokularin embriyogenesis kapasiteleri son derece diisiiktiir.
Eksplant, bitkinin en uygun gelisme fizyolojisinde oldugu dénemde alinirsa bitkinin
bir¢ok pargasi somatik embriyogenesis i¢in kullanilabilir. Bu baglamda, gen¢ doku ve
organlar, genellikle yasli doku ve organlardan daha basarili olmaktadir (Kocagaliskan,
2002).

Eksplant alinacak bitkilerin yetistirme sartlar1 da embriyogenesisin basarisinda énemli
rol oynamaktadir. Isik, nem, topragin besin durumu ve mevsimsel faktorler etkili
olmaktadir (Warren, 1991). Genellikle sera sartlarinda gelisen bitkiler, tarlada yetisen
bitkilerden daha iyi sonu¢ vermektedir. Ayrica, tim gelisme sartlar1 optimum
diizeyde oldugundan dolay1, in vitro gelisen bitkilerden alinan eksplantlardan en yiiksek
oranda basar1 saglanabilmektedir (Kocagaliskan, 2002; Babaoglu vd., 2001).

Genel olarak, otsu bitkiler aga¢ ve calilara gore daha kolay rejenerasyon
saglamaktadir (Pierik, 1987). Somatik embriyo olusturma frekansi bakimindan tiirler
arasinda Oonemli farkliliklar gozlendigi gibi, ayni tiir i¢cindeki farkli genotip ve
cesitlerin dahi embriyo olusturma yetenekleri farkli olmaktadir (Parrott et al., 1993).
Bitkilerin in vitro doku kiltiiri ile iiretimi, kullanilan eksplantin 6zelligine gore;
embriyo, anter, hiicre, protoplast kiiltlirii vb olarak adlandirilir. Ancak c¢ogunlukla
tiretimde; tek bogum (nod), aksiller dallanma, adventif siirgiin, hiicre, protoplastlardan
bitki regenerasyonu kullanilmaktadir. Mikrogogaltim da denilen bu yontemle; zor
tiretilen tlirlerin daha kolay iiretilmesi, secilen belirli iistiin genotiplerin hizl
tiretilmesi, tiretimde daha az anag¢ kullanilmasi ve klasik geleneksel yontemlerden daha
kisa siirede bitki iiretilmesi saglanir (Babaoglu vd., 2001).

Embriyo kiiltiirleri, sekonder metabolit iiretimi amaciyla farklilasmis ve organize
olmug kiiltiir ile metabolit iiretimi yapilan kiiltiirlerdir. Bitkilerin, canlilarin temel

besin kaynagi olarak iirettigi karbonhidrat, protein ve yaglar primer metabolit; kimya,



besin, kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde kullanilan ve ekonomik agidan 6nemi
bulunan odun, seliiloz, zamk ve lastik gibi bazi kimyasallar da sekonder metabolit olarak
isimlendirilir. Sayet, bir metabolit embriyoda {iretiliyor veya birikiyorsa, bu
metabolitin iiretimi, embriyo kiiltiirleri ile gergeklesebilir. Bu kiiltiirler, ya dogrudan
somatik embriyogenezle yani, zigotik embriyo, kotiledon, yaprak ve hatta gévde
dokular gibi kaynak bitki dokularindan aseksiiel embriyolarin olugturulmasiyla ya da
dolayli somatik embriyogenesisle yani, kallus veya hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
farklilasma tesvik edilerek embriyolarin olusturulmasiyla elde edilir (Babaoglu vd.,
2001).

Meristem kiiltiiri, hastaliksiz bitkiler elde etmek iizere gelistirilmis, in vitro kiiltiir
tekniklerinden biridir. Bu yontem, 6nce vegetatif olarak cogaltilan bitkilerin hizli
klonal ¢ogaltimi, viriissiiz materyal elde etme ve hem vegetatif hem de tohumla iiretilen
bitkilerin germplazmlarinin muhafazasi1 gibi alanlarda kullanilmis, daha sonra bitki
1slahinda, gen transferleri ile genetik transformasyonlar1 ger¢eklestirmede kullaniimaya

baslanmistir. (Nehra ve Kartha, 1994).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Denemelerde materyal olarak kullanilan A. haworthii  O6rnekleri, Gaziantep

Universitesi Botanik Bahgesi’nden ve Biyoloji Béliimii Serasi’ndan temin edilmistir.

Denemede kullanilan diger malzemeler asagidaki sekildedir.

a)

b)

d)

g)

h)

1))

Tohum ve bitkilerin sterilizasyonu, besi yerine aktarimi ve ortamlara eklenecek
olan hormonlarin soguk sterilizasyonu ig¢in steril yatay hava akish kabin
kullanilmistir.

Alet ve ekipmanlari, besin ortamlarini, bitki orneklerini, su, kurutma kagidi,
havlu vb. kullanilan diger malzemeleri steril hale getirmek icin otoklav ve etliv
kullanilmistir. Ayrica soguk sterilizasyon amaciyla, 0.2 um por capinda seliiloz
nitrat filtreler (Millipore) kullanilmistir.

Bir litre, 500 mililitre, 100 mililitre ve 50 mililitrelik o6l¢ii kaplari; 100
mililitrelikten iki litrelige kadar gesitli ebatta beherler; otoklava dayanikli, agzi
kapakli ¢esitli ebatta laboratuar tipi cam siseler; 1, 2, 5 ve 10 mililitrelik pipetler,
mikropipetorler ve bunlarin pipetleri, gesitli 6l¢iim isleri i¢in kullanilmigtir.
Kimyasal maddelerin tartimi icin hassas terazi, ¢esitli ebatta dara kaplar1 ve
1spatula kullanilmagtir.

Isiticili karigtiric1 ve pH metre de diger malzemelerdendir.

Bitki Orneklerinin ekime hazirlanmasinda; ticari Na,HCIO3’in %5°lik ¢ozeltisi,
Tween20, damlalik, ¢esitli ebatta pensler ve bisturiler kullanilmistir.

Besi yeri i¢in cesitli kimyasallar, sakkaroz ve agar, otoklav asamasindan 6nce
dogrudan veya sonradan soguk sterilizasyonla eklenen bitki biiyiime
diizenleyicileri (GAs, BAP, IAA ve Kinetin) kullanilmigtir.

Ekim i¢in, on iki santimetre capinda petri kaplari, ekimden sonra bitkilerin
barinmasi i¢in iklim odas1 kullanilmistir.

Calismanin tamaminda dH,O kullanilmstir.

Bitki gelisiminin 6l¢limii i¢in Optic Ivymen System stereo binokiiler mikroskop
ve Mitutoya Digimatic Caliper CD-15CP (measuring range 0.00-150.00 mm)

kullanilmistir.



3.2. Yontem

3.2.1. Bitki besi yerlerinin hazirlanmasi

Sterilizasyondan sonra ekimi yapilan ve daha sonra bunlardan gelisen veya disaridan
temin edilen bitki Orneklerinin i¢inde gelistirilmesi amaciyla Murashige ve Skoog
(1962) besi ortam1 (MS besi yeri) (Ek 1) kullanilmistir.

MS besi yeri hazirlamak i¢in, i¢eriginde belirtilen alt1 farkli stok ¢ozelti (Ek 2) ve
uygulama asamasinda eklenen kimyasal maddeler (Ek 3) ve Sakkaroz (%3 a/h),
hassas terazide tartildiktan sonra, dH,O’ya eklenerek karistiriciyla c¢oziilmesi
saglanmis, daha sonra 100’er mililitrelik erlenmeyerlere béliinerek pH o6l¢iimii
yapilmis (pH=5.70-5.75) ve besiyerlerini katilastirmak i¢in agar (9 g/l) eklenerek
otoklavda, 121 °C’de 15 dakika olacak sekilde, sterilizasyona tabi tutulmustur.
(Hazirlanan MS stok ¢ozeltileri, daha sonra da kullanilabileceginden, buzdolabinda
saklanmistir.)

Sterilizasyondan sonra, besiyerleri 40-50 °C ’a gelince, yine steril kosullarda milipor
filtreden (0.2 pm) gegirilerek steril edilmis olan Gibberelik Asit, Benzilaminopiirin,
Indol-3-asetik asit ve 6-Furfurilaminopiirin hormonlar1 1 mg/l, 5 mg/l ve 10 mg/l
konsantrasyonlar1 ve bu hormonlarin ikili farkli kombinasyonlar1 eklenmistir (Tablo
3.1). Steril kabin icerisinde besiyerleri petri kaplarina dokiildiikten sonra ortamlar
tamamen katilagsmis ve kullanima hazir hale gelmistir. Daha sonraki uygulamalarda,
hormon ilavesi pH Ol¢iimii yapilmadan hemen Once gergeklestirilerek otoklavda

sterilizasyon saglanmistir.

Tablo 3.1 Denemelerde kullanilan hormonlar ve kombinasyonlar1

Kod Tanmim

1 IAA 1 mg/l11AA

10 IAA : 10 mg/l IAA

1 Kin -1 mg/l Kinetin

10 Kin - 10 mg/l Kinetin

1 JAA + 1 Kin © 1 mg/l IAA-1 mg/l Kinetin

1 TAA + 10 Kin © 1 mg/l IAA-10 mg/1 Kinetin
10 IAA + 1 Kin : 10 mg/l IAA-1 mg/1 Kinetin
10 IAA + 10 Kin : 10 mg/l IAA-10 mg/l Kinetin




3.2.2. Bitki orneklerinin hazirlanmasi

Gaziantep Universitesi’nin Botanik Bahgesi’nden ve Biyoloji Boliimii Serasi’ndan
aliman bitki 6rnekleri, ¢esme suyunda yikanarak peceteyle suyu alindiktan sonra,
gblgede kurutulmustur. Daha sonra steril kabin icerisinde, pens yardimiyla %70’1ik
etil alkolde tli¢ dakika bekletilmistir. Bitki eksplantlari, 4-5 damla Tween 20
damlatilan %5’lik Na,HC1Oj5 ¢6zeltisinde bes dakika bekletildikten sonra, 3 kez 5’er
dakika steril dH,O i¢inde yikanmis ve otoklavda steril edilen kurutma kagitlari

tizerine aktarilarak suyun fazlasinin alinmasi saglanmistir.

3.2.3. Bitkilerin besi yerlerine ekilmesi

Besi yerleri soguyup katilastiktan sonra, elde edilen steril bitki 6rnekleri, yine steril
kabin icerisinde, pens ve bisturi yardimiyla, onceden hazirlanmis olan steril besi
yerlerine, her petriye 5’er bitki parcasi gelecek sekilde ekilmistir. Ekimi yapilan petri
kaplarinin kapaklar1 parafilmle dis ortamdan izole edilmistir. Denemenin her iki

tekerriirti i¢in de ayn1 prosediir uygulanmaistir.

3.2.4. Bitki orneklerinin saklanmasi

Yukaridaki sekilde hazirlanan bitki 6rnekleri, kiiltiir sartlar1 ekimi yapilan biitiin
ornekler i¢in ayni ve sabit olmak kaydiyla, 16 saat 151k (1000 lux/h)/8 saat karanlik
zamanlamasiyla uygulanan soguk fliioresan 15181 ve 25 £+ 1 °C sicaklik olarak
saglanmis, nem ise kiiltiirlerin agz1 parafilmle izole edilmis halde petri kaplarinda

bulunmalarindan dolay1 sabit olarak varsayilmstir.

3.2.5. Bitkilerin topraga adaptasyonu

Bitkiler topraga tutunabilecek kadar kok ve yaklasik iki lic sira kadar yaprak
gelistirdikten sonra, petri kaplarindan alinarak, daha hizli gelisebilmeleri ve topraga
adapte edilmeye hazir olmalari amaciyla tiiplerde hazirlanan besi yerlerine teker
teker ekilmislerdir. Burada tek bitkiye diisen besin, hormon ve hava miktar1 daha
fazla oldugundan, yaklasik iki ila dort hafta arasinda aktarma boyutunun iki katina
cikarak giiclii ve geliskin bir hale gelmektedir. Boylelikle toprak adaptasyonuna
hazirlanmis olan bitkiler, kdklerine ve yapraklarina herhangi bir zarar vermemeye
maksimum 06zen gosterilerek tiiplerden ¢ikarilmistir. Kokleri agardan temizlendikten
sonra, daha Onceden hazirlanarak plastik bardaklara doldurulmus ve kirmizi

toprak:kum:torf (1:1:1) karisimi igerisinde agilan kiigiik ¢ukurlara, kokleri tamamen
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kapanacak sekilde, biiyiik bir hassasiyetle aktarilmistir. Aktarimi yapilan bitkiler,
sadece toprak neme doyana kadar sulanarak her giin takip edilmistir. Baslangicta iki
giin slireyle bitkilerin atmosfer sartlarina kademeli olarak alisabilmeleri ve ani bir
sok yagsamamalar1 i¢in {istlerine birka¢ yerden delinmis polietilen posetler gegirilmis,
daha sonra posetler c¢ikarilarak, bitkiler normal atmosfer sartlarina maruz

birakilmustir.

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Iklim odalarinda inkiibe edilen bitkilerin gelismesinin takibi haftalik olarak yapilmus,
ilk stirgiin baslangiclar1 yapraklarin kiiltiire alinmasindan yaklagik bir ay sonra
gozlenmistir. Ik ¢ikislar bir ay sonra gdzlemlenmeye baslanmasina ragmen,
eksplantlarin boyutlar1 ile ilgili 6l¢iimler, kiiltiire alindiktan sonraki altmisinci
giinden itibaren yapilmustir.

Olgiimler igin bitkiler ortamdan c¢ikarilmis ve stereo mikroskop altinda, dijital
kumpas ile ilgili kisimlarin dl¢timleri yapilmistir. Kok boyu 6l¢iimleri, ana kok boyu
olarak, kokiin govdeden ¢iktig1r yerle u¢ noktasi arasini; yaprak boyu oSlgiimleri,
petiyol ile yapragin u¢ noktasi arasini kapsamaktadir. Kokteki mikro diizeydeki
dallanma ve tiiyler 6l¢iim dis1 tutulmustur.

Kallus veya organ olusumuna ait veriler kaydedildikten sonra, igerdikleri hormon
cesidi ve miktarina bagli olarak birbiriyle kiyaslanmig, bdylece hangi hormon
konsantrasyonunun veya kombinasyonunun daha iyi gelisme sagladig: belirlenmeye

caligilmustir.

3.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS programi (10.1 versiyonu) ile gerceklestirilmistir.
Sonuglar 2 tekrarli ve muhtelif paralelli 6l¢iimlerin ortalamasi, + standart sapma
olarak gosterilmistir. Varyans analizleri, tek yonli ANOVA ve genel linear model
(GLM) olarak yapilmistir. Ortalamalar arasindaki onemli farkliliklar, Duncan ¢oklu
karsilagtirmali testi ile belirlenmistir. Farkliliklarin p<0.05 seviyesinde onemli

oldugu diisiiniilmiistiir (Sokal ve Rohlf, 1995).
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4. BULGULAR

Laboratuarimizda yaklasik bir yildir devam eden ve adi gecen bitki materyalinin
klonal ¢ogaltilmas1 amaciyla ele aldigimiz ¢aligmanin, cetvel ile yapilan Slglimler ve
gozlemsel sonuclarma gore, en iyi gelisme saglayan hormonlar olarak IAA ve
Kinetin ile bunlarin ikili kombinasyonlari oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Yapilan 6n
calismalarda GAj3, BAP, K ve TAA hormonlariin tek olarak ve/veya bunlarin ikili
kombinasyonlarindan elde edilen 60 giinliik sonuglara gore eksplant basina en fazla
ortalama 4 adet yaprak ¢ikis sayisi ile 5 m/l IAA + 5 m/l Kinetin iceren ortamdaki
orneklerden saglanmis olup, yeni ¢ikan yapraklarda en uzun boy ortalamasina 2.5 -3
mm ile 1 m/l TAA + 10 m/l Kinetin igeren kiiltiir ortamindaki yapraklardan
saglanmistir. En uzun kok boyuna ise yaklasik 8 mm ortalama degerle 5 m/l IAA + 5
m/l Kinetin igeren ortamlarda kiiltiire alinan bitkilerle ulagilmistir. IAA ve Kinetin
kombinasyonlarinin bulundugu kiiltiir ortamlarinda denemeye alinan yapraklar, genel
olarak total gelisme iizerinde denememizde kullandigimiz diger hormonlardan daha
1yl sonuglar verdigi icin, bundan sonraki denemelerde IAA ve Kinetin ile ilgili
hormonlarin denemeleri tekrar ele alinarak daha hassas Olgiimlerle sonuglar
tekrarlanmistir.

Cesitli hormon kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlar1 i¢eren bazal MS ortaminda
kiiltiire alinan A. haworthii yapraklarindan ortaya c¢ikan siirglinlere ait kok boyu,
yaprak boyu ve yaprak sayis1 dl¢limleriyle ilgili degerler Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo
4.3 ve Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de goriildiigii gibi, farklt hormon kombinasyonlarini igeren
bazal MS ortaminda kiiltiire alinan A. haworthii yapraklarindan altmis giin sonunda
ortaya ¢ikan kok boyu degerleri, 10 mg/l IAA + 1 mg/l Kinetin i¢eren ortamlardaki
ortalama deger 0,18 mm ile en zay1f gelismeyi gosterirken, en iyi kok boyu uzunlugu
1 mg/l IAA + 1 mg/l Kinetin igeren MS ortaminda, ortalama 4,16 mm deger ile elde
edilmistir. En iyi ikinci gelismeyi ortalama degeri 2,80 mm kdk uzunlugu ile 1 mg/l
IAA + 10 mg/l Kinetin igeren kiiltiir ortamindaki bitkiler izlemis olup, bu sonug 10
mg/l Kinetin igeren ortamda elde edilen ortalama 2.79 mm kok uzunluk degerine

hemen hemen ¢ok yakin bir sonug olarak elde edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 A. haworthii bitkisinin a, b, ¢, d, 1) 1 IAA + 1 Kin; e, 1) 1 IAA + 10 Kin; f)
10 IAA + 10 Kin; g, h) 10 Kin ortamlarinda gosterdigi 60 giinliik gelisim.

Yaprak boyunda da 10 mg/l IAA + 10 mg/l Kinetin igeren kiiltiir ortaminda ortalama
0,15 mm uzunluk ile en yavas gelisme saglanmis olup, en iyi gelisme 1 mg/l IAA
iceren MS ortam iizerindeki bitkilerden ¢ikis yapan yapraklarin ortalama boy
uzunluklart 2,10 mm’lik deger ile elde edilmistir (Tablo 4.3). Benzer sekilde 10 mg/1
Kinetin igeren ortamda elde edilen 1,90 mm (Tablo 4.3) ve 1 mg/l IAA + 1 mg/l
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Kinetin igeren ortamda elde edilen 1,68 mm (Tablo 4.1) yaprak boyu degerleri de
onemli bulunmustur (Sekil 4.1). Yaprak boyu Ol¢limleri arasinda énemli diizeyde

farkliliklar gozlenmis ve istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Tablo 4.1 Kok boyu (mm), yaprak boyu (mm) ve yaprak sayisinin (tane) hormon
kombinasyonuna (mg/ml) gore degisimi

Hormon
. Kok Boyu Yaprak Boyu Yaprak Sayisi
Kombinasyonu
Kontrol 1,98 +0,37° 0,23 +0,23° 0,50 + 0,50
1 JAA + 1 Kin 4,16 +0,23¢ 1,68 £0,15° 4,25 +0,25°
1 IAA + 10 Kin 2.80 +0,71% 0,89 +0,08" 1,88 £ 0,38
10 IAA + 1 Kin 0,18 £ 0,08" 0,45 + 0,20% 0,70 + 0,10
10 IAA + 10 Kin 033+0,18 0,15+ 0,08° 0,22 +0,08"

" Her hormon kombinasyonu i¢in aym siitundaki farkli harfler (a-c) istatistiksel olarak farklilig:
gostermektedir (p<0.05)

Tablo 4.2 Kok boyunun (mm) hormon miktar1 (mg/ml) ve hormon tipine gore

degisimi
Kok Boyu
Hormon
o Hormon Miktari
Tip1
0 1 10
IAA 1,98 £ 0,37 1,97 £ 0,22 238+ 0,49
Kin 1,98 £0,37 2,36 £ 0,54 2,79 £ 1,14

Tablo 4.3 Yaprak boyunun (mm) hormon miktar1 (mg/ml) ve hormon tipine gore

degisimi
Yaprak Boyu
Hormon
o Hormon Miktar
Tip1
0 1 10
IAA 0,23 +0,23* 2,10 + 1,90° 1,18 + 0,54
Kin 0,23 +0,23° 1,30 £0,10° 1,90 £ 0,32°

" Her hormon tipi i¢in aym siitundaki farkli harfler (a-b) istatistiksel olarak farklilig:
gostermektedir (p<0.05)
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Tablo 4.1 ‘de verilen sonuglara gore yaprak sayis1 dlglimlerinde ise 1 mg/l IAA + 1
mg/l Kinetin i¢ceren bazal MS ortaminda kiiltiire alinan yapraklardan 60 giin sonunda
ortalama olarak 1 adet yapraktan 4,25 adet yaprak elde edilmistir. Bunu 10 mg/l
Kinetin i¢eren ortamdaki yapraklar, 3,59 adet/yaprak sayisi ile takip etmistir (Tablo
4.4). Hormon icermeyen kontrol grubu ise eksplant basina yaklasik 0,50 adet yaprak
cikist vermis olup, 10 mg/l TAA + 10 mg/l Kinetin iceren kiiltlir ortaminda ise
ortalama 0,22 adet/yaprak eldesi ile en az yaprak ¢ikis sayis1 olarak elde edilmistir.
Benzer sekilde 10 mg/l IAA + 1 mg/l Kinetin igeren kiiltiir ortaminda da yaprak
basina ortalama 0,70 adet yaprak cikisi ile oldukca diisiik bir rakamsal veri elde
edilmistir (Sekil 4.1).

Tablo 4.4 Yaprak sayisinin (tane) hormon miktar1 (mg/ml) ve hormon tipine gore

degisimi
Yaprak Sayisi
Hormon
o Hormon Miktari
Tipi
0 1 10
IAA 0,50 % 0,50 1,25 £ 0,75 1,17 £ 0,50
Kin 0,50 £ 0,50 2,13 +£0,88 3,59+£0,92

Yapilan 2 yonlii varyans analizi (Tablo 4.7) sonucuna gore, hormon konsantrasyonu

parametresinde gruplar arasi etkilesiminin etkisi 6nemli bulunmustur.

Tablo 4.5 Kok boyu, yaprak boyu ve yaprak sayisinin hormon kombinasyonuna gore
degisimine ait varyans analizi sonuglari

VARYASYON KOK BOYU YAPRAK BOYU YAPRAK SAYISI
KAYNAKLARI SD' KO' F SD KO F SD KO F
Hormon

. 4 2269  19.67* 4 314 1589% 4 2198 2931*
Kombinasyonu

*p<0.05 diizeyinde 6nemli
'SD, Serbestlik derecesi; KO, Kareler ortalamasi ve F, F (Fisher) degeri
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Yapilan 2 yonlii varyans analizi (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6) sonucuna gore, hormon

cesidi parametresinde gruplar arasi etkilesiminin etkisi nemli bulunmustur.

Tablo 4.6 Kok boyu, yaprak boyu ve yaprak sayisinin IAA i¢in hormon ¢esidine gore
degisimine ait varyans analizi sonuglari

VARYASYON KOK BOYU YAPRAK BOYU YAPRAK SAYISI
KAYNAKLARI SD'  KO' F SD KO F SD KO F
Hormon Cesidi

2 021  0,38% 2 351 0,66* 2 067 047
(IAA)

*p<0.05 diizeyinde dnemli
‘SD, Serbestlik derecesi; KO, Kareler ortalamasi ve F, F (Fisher) degeri

Tablo 4.7 Kok boyu, yaprak boyu ve yaprak sayisinin Kinetin i¢in hormon ¢esidine
gore degisimine ait varyans analizi sonuglari

VARYASYON KOK BOYU YAPRAK BOYU YAPRAK SAYISI

KAYNAKLARI SD' KO F SD KO F SD KO F

Hormon Cesidi
(Kinetin)

2 0,65 0,28* 2 2,86 13,51* 2 9,52 3,85%

*p<0.05 diizeyinde 6nemli
‘SD, Serbestlik derecesi; KO, Kareler ortalamasi ve F, F (Fisher) degeri

Topraga aktarimi yapilan bitkilerden iki hafta icinde %80’1 adapte olarak hayatta
kalmay1 basarmis, hatta baslangic¢ biiytlikliiklerinin, kabaca iki katina kadar gelisme
gostermislerdir. Topraga aktarim ve gelisme siireci takip edilen bitkilere ait veri
kayd: yapilmamis olup, bitkiler halen toprakta yetistirilmeye devam edilmektedir
(Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.2 Toprak adaptasyonundan dnce tiipte gelistirme ¢alismast

Sekil 4.3 Topraga aktarma agamasinda kokleri agardan temizlenmis bitkiler
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Sekil 4.4 Topraga adaptasyonu saglanmis bitkiler
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada farkli bitki hormonlarinin iki farkli konsantrasyonu ve dort cesit ikili
kombinasyonunun A4. haworthii bitkisinin kok boyu, yaprak boyu ve yaprak sayisi
tizerine etkisi incelenmistir.

Yapilan 6n arastirmalar ve literatiir taramasinda, ad1 gegen bitkinin in vitro klonal
cogaltimina dair herhangi bir makale ¢caligmasina rastlanmamustir.

A. haworthii bitkisinden alinan biitiin halindeki yaprak ornekleri, sterilizasyon
islemleri yapildiktan sonra, tek tek IAA, Kinetin ve bunlarin ikili kombinasyonlarini
iceren besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Laboratuarimizda daha once yapilan
calismalarda koklenmeyi tesvik etmek i¢in IAA ve yesil aksam gelisimini tesvik
etmek icin BAP hormonlarinin degisik kombinasyonlart kullanilmistir. Yapilan
calismalardan elde edilen gozlemsel sonuglarda, Smg/l IAA + Img/l BAP igeren besi
ortaminin baglangigta en iyi kok ve siirgiin olusumu sagladig: belirlenerek, eksplant
sayisini artirmak i¢in bu hormon kombinasyonu kullanilmistir. Ancak, 6n deneme
caligmalarimizdan elde ettigimiz sonucglara goére daha farkli hormon tipleri ve
hormon kombinasyonlarinin daha iyi sonuglar verdigi saptanmistir.

Doku kiiltiirii alaninda yapilan diger c¢alismalarda, Kinetin ve BAP’nin yliksek
konsantrasyonlarinin, TAA veya NAA’in diisik konsantrasyonlariyla birlikte
kullanildiginda siirgiin olusumunda etkili oldugu belirtilmektedir (Start ve Cumming,
1976; Harney ve Knap, 1979).

Yapilan aragtirma sonuglarina gore, IAA ve Kinetin yalniz basina kullanildiklarinda
fazla etkili olmazken, birlikte kullanildiklar1 zaman, diisiik konsantrasyonlu
kombinasyonlarinda oldukca verimli sonuglar vermekte olup, bunun aksine yiiksek
konsantrasyonlu kombinasyonlarinda ise kok sayis1 ve uzunlugunu olumsuz yonde
etkilemektedir (Ko¢ vd., 1992). Yapilan calismalarda, diisiik konsantrasyon ve 1:1
oraninda oksin:sitokinin kombinasyonlarinin, Saintpaulia ionantha Wendl.’de
koklenmenin meydana gelmesinde etkili oldugu belirtilmektedir (Kukulezanka ve

Suczynska, 1972; Harney ve Knap, 1979).
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Sekil 5.1°de goriildiigii lizere, bitkiler hormon icermeyen kontrol grubunda da kok
gelisimi gostermistir. Kiiltlire alinan eksplantlarin, kok olusturabilmek igin her
zaman oksine gerek duymadigi, bitkide mevcut endojen oksinlerin de koklenmede
etkili oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan da vurgulanmistir (Start ve Cumming,

1976; Cooke, 1977).

KOK BOYU (mm)

4,50 -
4,00
3,50
3,00 —
2,50
2,00
1,50 -+
1,00 -+
0,50 +—
0,00 | B
0 mg/l Tmg/l | 10mg/l | 1Tmg/l | 10mg/l | 1mg/l | 10mg/l | 1 mg/l | 10 mg/l
Kinetin IAA IAA Kinetin | Kinetin | Kinetin | Kinetin | Kinetin | Kinetin
+ + + + +
0 mgl/l 1mg/l | 1mg/l | 10mg/l | 10 mg/l
IAA IAA 1AA IAA IAA
KONTROL HORMONLAR KOMBINASYONLAR

Sekil 5.1 Kok boyunun hormon tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak 60 giinliik
degisimi

Bitkinin endojen hormon miktar1 ve sterilizasyon asamasinda gegirdigi stres
kosullari, besi ortamina aktarilan eksplantlarin kiiltiirasyona yanit siiresi lizerinde
etkili olabilir (Kog, 1994). Bitkiler stres kosullarin1 asmak i¢in disaridan eklenen
hormonlara gereksinim duymaktadir.

Caligmanin temelini olusturan bitkisel biiyiime diizenleyicilerine de bitki eksplantlari
farkli reaksiyon gostermistir. Hormon kullanilmayan kontrol denemelerinde ve
hormon miktarinin en yiiksek oldugu kombinasyonlarda, hem en fazla bitki olimii
hem de en zayif gelisim gozlenmistir. Bunun yaninda, bazi tekli hormon ve hormon
kombinasyonu denemelerinde de hormon uygulamasi yapilmayan kontrol grubu
bitkilerinden daha zayif gelisme ve yine hormon uygulamasi yapilmayan kontrol

grubu bitkilerine gore ¢ok iistiin gelismeler gozlenmistir (Sekil 5.2 ve Sekil 5.3).
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YAPRAK BOYU (mm)

2,00 § '§
1,50 § § §
1,00 x § § § §
N N NN
0,50 § § s § § \
0,00 \ \ \ \ \ \ @

Sekil 5.2 Yaprak boyunun hormon tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak 60 giinliik
degisimi

YAPRAK SAYISI (tane)

4,50
4,00 -
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50 -
0,00 2
0 mg/l 1mg/l | 10mg/l | 1mg/l | 10mg/l | 1mg/l | 10mg/l | 1 mg/l | 10 mg/l
Kinetin IAA IAA Kinetin | Kinetin | Kinetin | Kinetin | Kinetin | Kinetin
+ + + + +
0 mg/l 1 mg/l 1mg/l | 10 mg/l | 10 mg/l
IAA IAA IAA IAA IAA
KONTROL HORMONLAR KOMBINASYONLAR

Sekil 5.3 Yaprak sayisinin hormon tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak 60 giinliik
degisimi
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Bitkilerin fizyolojik yaslari, eksplantlarin bitkiden alinma zamani ve eksplantin
alindig1 bitki bolgesi ve kaynak olarak kullanilan bitkinin gelisme kosullar (sera
veya tarla kosullar1 vb) gibi bir¢cok faktor bitkilerin endojen hormon dengesini
etkileyebilmektedir. On deneme sonuglarimiza gore biitiin yaprak, yarim yaprak, tepe
stirgiinii, nodlara sahip govde, koke sahip govde ve kok eksplantlart arasinda, en iyi
stirgiin olusumu tepe siirglinlerinden elde edilmis olup; bunu, biitiin yapraklar
izlemistir. Koke sahip govdeler, nodlara sahip olan gévdeler ve yarim yapraklardan
cok az sayida siirgiin alinmis, koklerden ise higbir slirglin baglamasi saglanamamastir.
Buradan, i¢inde yaprak iceren bitki eksplantlarinin yaprak icermeyen eksplantlara
gore kiiltiire alinmaya daha uygun oldugu sonucuna varilmistir. Ug siirgiinler ve geng
yapraklar, oksinlerin iiretim merkezleri oldugu i¢in siirgiin baglatmak i¢in en uygun
bitki kisimlar1 olmustur. Ancak, baslangi¢c materyalinin yeterli sayida olmamasindan
dolayi, ikinci denemelerimizde tepe siirgiinii yerine biitlin yapraklar tercih edilmistir.
Baslangi¢ calismasindan elde edilen bir sonug¢ olarak, gen¢ yapraklardan ekimden
sonra hemen siirglin olusumu elde edilmesine karsilik, yash ve biiylik yapraklarin
siirgiin verme potansiyellerinin diisiik ve ¢ikis zamanlarinin asir1 ge¢ oldugu ortaya
cikarilmistir. Genellikle yash yapraklarin endojen hormon {iretim kapasiteleri
yetersiz olup, bitki hormonlarinin iiretim bolgeleri geng doku veya organlar olmasi
sebebiyle tekli hormon ve hormon kombinasyonlar1 denemelerinde iri ve yash
yapraklarin eksplant olarak se¢ilmesinden kaginilmistir. Zaten kullanilan her iki grup
hormon oksin ve sitokininlerin de bitkideki iiretim yeri gen¢ yapraklarin uglaridir
(Kog, 1994; Babaoglu vd., 2001; Kocagaligkan, 2005). Tepe noktalarinin en iyi
gelismeyi gostermesinde etken olarak, bitkinin apikal kistmlarimin biiyiime fizyolojisi
bakimindan en aktif kisimlar1 oldugu disiintilebilir. Zira, oksinlerin asil sentez
bolgesi de bitkinin apikal noktalaridir (Kog, 1994; Babaoglu vd., 2001;
Kocagaligkan, 2005). ikinci olarak en verimli gelisme bdlgesi olan yapraklarin da
yiiksek boliinme potansiyeli olan meristem hiicrelerince zengin oldugu bilinmektedir.
Govde ve kokli sap kisimlarinin ge¢ ya da zayif gelismesinin nedeni olarak ise bu
kisimlarda endojen hormon iiretimi yapilmayip, sadece hormon tasimmasinin
yapildigindan kaynaklanabilecegi oldugu diistiniilmiistiir.

Benzer sekilde eksplantlarin bitkiden alindig1 zamanlara gore de gelisme farkliliklar
goriilmiistiir. Nisan ve Temmuz aylarinda ekimi yapilan 6rneklerin gelisimi, Ekim ve
Subat aylarinda ekimi yapilan eksplantlarin gelisiminden daha iyi olmustur. Ilkbahar

ve yaz baglarinda bitkiler fizyolojik olarak en aktif, sonbahar ve kis mevsimlerinde
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ise dormant halde bulunmaktadir (Kocagaligkan, 2002; 2005). Buna dayanarak,
ebeveyn bitki se¢iminin zamanlanmasinda, mevsimsel periyodun sonuglar iizerine
etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica denememizde ilkbahar periyodunda yapilan
caligmalarda kullanilan bitkiler 5-6 ay hormon igeren yapay ortamda inkiibe
edildikten sonra ortamdan alinarak deneme kurulmus olup, sonbahar periyodunda ise
direk topraktan alinan bitkiler kullanilmistir. Dolaysiyla ilkbahar ve sonbahar
fizyolojilerinin farkli olmasinin yam sira ilkbahar doneminde calisilan bitkilere
yogun olarak yapilan ekzojen hormon yiiklemesinin de gelismeye olumlu katkisi
olabilir. Bitkilerin siirgiin veriminin sezona bagimlilig1, ebeveyn bitkilerin sera veya
klima odalarinda uygun sicaklik ve nem igeren kosullarda tutulmasi ile en aza
indirgenebilir (Kog, 1994).

Kaynak olarak kullanilan ebeveyn bitkinin gelisme kosullar1 da farkli gelisme
sonuclar1 vermistir. Gaziantep Universitesi Botanik Bahgesi’ndeki agik seradan
alman bitki eksplantlar1 daha hizli ve 1iyi bir gelisim gosterirken, Gaziantep
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii kapali serasindan alman bitki
eksplantlar1 daha ge¢ ve zayif bir gelisim gdstermistir. Bu da dogal kosullarda
yetisen bitkilerin, sera bitkilerine gore, sterilizasyon asamasindaki son derece zorlu
kosullara kars1 daha direncli olmalari ile iligskilendirilmistir.

[lkbahar fizyolojisi ile kullanilan bitkilerden en iyi gelisim sonuglar1 1 mg/l IAA +
10 mg/l K hormon igeren ortamda elde edilmistir. Sonbahar fizyolojisi ile en iyi
sonuglarin elde edildigi 1 mg/l IAA + 1 mg/l K hormon igeren kiiltiir ortaminda
kullanilan bitkiler yeni siirgiin olusturmak i¢in ilkbahar fizyolojisine gore daha az
ekzojen sitokinin ihtiyact duymustur.

Sonug olarak, oksinler genelde biiylime hormonu olarak adlandirilirlar. Bu
ozellikleriyle sadece kok uyarilmasiyla beraber bitkinin genel gelisimini de etkilerler.
Calismadan elde edilen sonu¢ da bunu destekler niteliktedir. Sitokininler ise
genellikle yalnizca yesil aksam uyarilmasindan sorumludurlar. Bulunduklar bitki
kismina ¢esitli kimyasal maddeleri ¢ekip birikimine neden olduklart (sink effect)
varsayilmaktadir ki, bunlarin arasinda diger bitki hormonlar1 da vardir (Mittelheuser
ve Van Steveninck, 1971; Maitra ve Sen, 1987). Bunun yaninda en oOnemli
ozellikleri, hiicre boliinmesini tesvik etmeleridir (Kog, 1994; Babaoglu vd., 2001;
Kocagaligkan, 2005). Hiicre boliinmesi ise toplam bitki hacminde artis, dolayisiyla

biiyiime anlamina gelir.
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Arastirmaya konu olan hormonlardan Kinetin, tekli denemelerde umulan sonucu
vermemis, buna karsilik ikili hormon kombinasyonlarinda en canli ve hacim olarak
daha biiyiik bitkilerin gelismesini saglamistir.

Biitiin denemelerden cikarilabilecek Oneriler soyle siralanabilir: Ebeveyn bitkiden
eksplantin aliminin, bitkinin fizyolojik olarak aktif oldugu ilkbahar ve yaz aylarinda
yapilmasi; bitkinin endojen hormon konsantrasyonunun géz oniinde bulundurularak
yiiksek hormon kombinasyonlarindan kag¢inilmasi; miimkiin olabilirse gen¢ doku ve
organlarin eksplant olarak kullanilmasi; yapilacak yeni caligmalarin, {i¢lii hormon
kombinasyonu denemeleri veya diger sentetik hormonlarla yapilmasi degisik
sonuglar ortaya ¢ikarabilir.

Ayrica A. haworthii bitkisi i¢in hizli gelistirme amacli hormon kombinasyonlar1 [AA
+ Kinetin, onu takiben IAA + GAj; kombinasyonu seklinde, ¢apraz yer degistirme

yoluyla da uygulanabilir.
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EK 1. MS Ortaminin Kimyasal Bilesenleri

Kimyasal Madde Miktar1 (mg/l)
NH4NO; 1650
CaCl,.2H,0 440
KNO; 1900
H;BO; 6.2
KH,PO4 170
KI 0.83
Na;Mo004.2H,0 0.25
CoCl,.6H,O 0.025
MgSO0,4.7H,0 370
MnSO,4.H,O 16.9
ZnS04.7H,0 8.6
CuS04.5H,0 0.025
FeSO4.7H,O 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Thiamine HC1 0.1
Pyridoxine HCl 0.5
Nicotinic HCI 0.5
Glycine 2
Myo-inositol 100

Miktanr (g/1)

Sucrose 30
Agar 8-10
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EK 2. A. MS Stok Cozeltileri

Cozelti Kodu Kimyasal Madde Miktar: (mg/100 ml)
H3;BO3 62.00

KH,PO4 1700.00

A KI 8.30
NazMOO4.2H20 2.50

CoCl,.6H,O 0.25
MgS0O4.7H,0 3700.00

B MnSO4.H,O 169.00
ZnS04.7H,0 86.00

CU.SO4.5H20 0.25

C FeS0O4.7H,O 278.00
Na,EDTA.2H,0 373.00

Thiamine HCI 1.00

D Pyridoxine HCl 5.00
Nicotinic HCI1 5.00

Glycine 20.00

EK 2. B. Sonradan Eklenen Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Miktar1 (mg/l)
NH4NO; 1650
CaC12.2H20 440
KNO; 1900
Myo-inositol 100

Miktan (g/1)
Sucrose 30
Agar 8-10
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