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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Allium tuberosum "un in vitro HIZLI COGATIM
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Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

Bu tez kapsaminda, Cin sogant (A/lium tuberosum L.)’nin bogum ve in vitro’da
gelisen fidecik eksplantlarindan degisik oranlarda BAP-IBA, TDZ-NAA ve TDZ-
2,4-D iceren MS ortamlarinda siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. En fazla
stirglin oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisi, 1 mg/l BAP ve 2 mg/l IBA igeren
ortamda bogum eksplantindan elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 0.5 mg/l IBA
iceren koklendirme ortaminda koklendirildikten sonra bitkiciklerin iklim
dolabinda dis sartlara adaptasyonu saglanmustir.
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ABSTRACT

Master Thesis

In vitro PROPAGATION OF Allium tuberosum
Behrouz ALIZADEH
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Supervisor: Prof. Dr. Sebahattin OZCAN

This thesis reports in vitro shoot regeneration from node and seedling eksplants of
Allium tuberosum on various concentrations of BAP-IBA, TDZ-NAA and TDZ-
2,4-D. Maximum shoot regeneration was achieved from nodes cultured on MS
medium containing 1 mg/l BAP and 2 mg/l IBA. The shoots were rooted on MS
medium containing 0.5 mg/l IBA and were acclimatised in the growth chamber.
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1. GIRIS

Tiirkiye’de tarimsal ¢aligmalar igerisinde sebze ekim alani, giin gegtikge azalmaktadir.
Bu durum iilkenin yesil sebze tiiketimini de olumsuz yonde etkilemektedir. Ancak
mevcut bulunan yesil sebze a¢ignin kapatilmasinda alinacak tedbirlerden birisi de
bilinen yesil sebze tarimimin yaninda, alternatif olabilecek yeni sebze tiirlerinin
tarimina da destek verilmesidir. Iklim ve toprak cesitliligine sahip olan Tiirkiye icin,
Iran’da yesil sebze olarak sevilerek tiiketilen Allium tuberosum bitkisi uygun bir

alternatif olarak diigiiniilebilinir.

Tiirkiye, bitki tiirlerinin ¢oklugu bakimindan diinyanin zengin {iilkelerinden birisidir.
Tiirkiye’de 9000’in iizerinde bitki tiirli bulunmakta olup bunlardan 3000 kadari
endemiktir. Iran’da ise 1500’ii endemik, toplam 8000 bitki tiiriiniin bulundugu
varsayllmaktadir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bu bitkilerden hem iilke i¢inde
yararlanilmakta hem de bir kism1 ihra¢ edilmektedir. Yapilan bir arastirmaya gore,
dogadan toplanarak ihracati yapilan tiir sayis1 347 adettir. Bunlardan 13 tanesi soganl
yumrulu bitkilerdendir. Bu bitkilerin ihracatindan elde edilen gelir, 2001 y1l1 verilerine

gore yaklasik 2.8 milyon YTL’ dir .

Tirkiye florasinda dogal olarak bulunan soganl bitkiler gegmisten giiniimiize kadar
degisik amagclarla kullanilmaktadir. Bu bitkiler genellikle ge¢ sonbaharda ve erken
ilkbaharda birbirinden giizel degisik renklerde cicek acgarlar. Bu durum, bu aylardaki
sinirlt olan ¢igek ¢esitliliginin artmasini  saglamakta, ayni zamanda baharin
yaklagmakta oldugunun da miijjdesini vermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde 6zellikle

Avrupa’da siis bitkisi olarak yaygin bir kullanima sahiptir.

Sogan, sarmisak, pirasa ve safran gibi bitkiler yemeklerde kullanilmakta, orkide’den
elde edilen salep ise hem igecek hem de dondurma yapiminda kullanilmaktadir.

Soganli bitkilerin ¢ogunun, tohumdan ¢i¢ek agabilecek bir sogan boyutuna



ulagabilmesi i¢in 4-5 yila, hatta daha uzun yillara gerek duymalar1 ve bir kisminin da
tohum olusturamamasi nedeniyle bu bitkiler ¢ogunlukla vejetatif olarak ¢ogaltilirlar.
Bu durum Allium tuberosum bitkisinde s6z konusu degildir. Ciinkii tohum vasitasiyla

cogaltilan A. tuberosum’da ¢igeklenme 2. y1l gerceklesmektedir.

A. tuberosum‘un 6nemli bir tatlandirict ve yesil sebze tiirli olmasina ragmen diinyada
bu bitkinin iizerinde yapilan in vitro g¢alismalarin sayisinin az olmasi dikkat
¢ekmektedir. Son yillarda hizli bir gelisim iginde olan in vitro teknikleri, bitkisel
materyalin hizli ¢ogaltilmas1 i¢in ideal bir sistem olarak ortaya ¢ikmis olup, genelde

istenilen 6zellikleri tagiyan varyetelerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

Bitki kisimlari, uygun besin ve biiylime diizenleyicisi igeren ortamlara yerlestirildikleri
zaman, organogenesis ya da embriyogenesis yoluyla, somatik hiicrelerden tam bir
bitkinin tegvik edilebilecegi ¢ok uzun zamandan beri bilinmektedir. Bazi bitki
tiirlerinde doku ya da organlardan (yaprak, govde, sogan, ¢icek organlari ya da kokler)
cok yiiksek oranlarda siirglin gelisimi elde etme olanagi vardir. Diger bazi tiirlerde
ozellikle de yemeklik dane baklagiller, bugday ve misir gibi tahillarda ise siirgiin elde
etmek oldukca zordur. Ancak, ortam ve kiiltiir kosullarindaki diizenlemeler ya da
oksin ve sitokinin oranlarindaki dikkatli ayarlamalarla bu bitki tiirlerinde de siirgiin
olusumunu saglamak miimkiindiir. Bu diizenlemeler i¢in kiiltlirlerin morfogenetik
kapasitelerini etkileyen fizyolojik, ekolojik ve genetik faktorlerin net olarak bilinmesi
gerekmektedir. Rejenerasyon kapasitesinin artirilabilmesi i¢in kullanilan genotip,
besin maddesi, kiiltiir kosullari, biiyiime diizenleyicileri, eksplantin fizyolojik yas1 ve
tipi gibi faktorler ile bu faktorler arasindaki etkilesimlerin c¢ok 1iyi bilinmesi

gerekmektedir.

Ispanak ve A. tuberosum gibi yesil sebzelerde bol miktarda bulunan vitamin (A,B ve
C) ve minerallerin (fosfor, iyot, silis ve kiikiirt) yanisira viicuda ¢ok faydali olan hazim
ettirici fermentlerin ve antibiyotik vazifesi goren esanslarin da bulundugunu kaydeden

uzmanlar, kalp ve prostat bozuklugu, pankreas tembelligi, sinir zafiyeti, romatizma,



cilt hastaliklar1, cinsel iktidarsizlik, mide rahatsizlig1 gibi hastaliklarda da ¢ok faydali
oldugunu ayrica idrar soktiiriicii etkisinin yaninda viicutta birikmis su ve iireyi disari
attigin1 da bildirmislerdir. A. tuberosum, ayni sogan gibi viicuttaki fazla tuzu da disar
attigini belirten uzmanlar, pankreas1 calistirarak insiilin aktivitesini arttirdifi ve

kandaki seker seviyesini diislirdiigli belirtilmistir.

Orijini, Giineydogu Asya ve Cin olan Allium tuberosum, Liliaceae familyasina ait
olup, halk arasinda Cin sogani, Cin sarmisagi ve dogu’da tatlandirici sarmisak olarak
adlandirilir. Iran’mm Azerbaycan bélgesinde kavar, farslarin dilinde ise tere olarak
gecmektedir. Diger sebzelere nazaran Avrupa ve diger bolgelerde yeni oldugu halde
Asya yemeklerinde ¢ok eskiden de bilinen ve sevilen bir sebzedir. A. tuberosum ve
onun yakin akrabalari Iran’da 6zellikle Azerbaycan bolgesinde yemegin yaninda yesil
sebze olarak kullanilmaktadir. Baz1 yemeklerin ve ¢orba gesitlerinin yapiminda kuru
veya taze olarak kullanilmaktadir. Bazi konserve cesitlerinde de kullanilmaktadir.
Cigekleri frenk soganindan ¢ok sarmisak ¢igeklerine yakin olup, zarif ve g¢ekicidir.
Gelismesi kolay ve tohumla kolay yetisebilir bir sebzedir, A, B, C, B6 ve BI2
vitaminleri bulunduran bu bitki, kansizlik, kalp hastaliklari, anti fungal 6zelligi ve

kolesterolii diisiirme 6zelliginden dolay1 bitkisel ilag olarak da kullanilmaktadir.

Bitkinin, yapraklar1 ve yumrusu hem taze hem de pismis olarak tiiketilmektedir.
Allium tuberosum igeren esansli maddeler sulfurlu bilesklerdir. Maltoz, dekstrinaz,
envertaz ve emlosin gibi enzimleri igeren bu bitki, arabinoz ve kalaktoz gibi 6nemli
karbonhidratlar1 da barindirir. Ca ve riboflavin yoniinden zengin, protein miktari

bakimindan ise orta diizeyde siniflandirilmaktadirlar.

A. tuberosum sebzeler i¢inde sindirimi kolay oldugu, tat ve kokusu sogan ve
sarmisaktan daha iyi oldugu icin her zaman halkin ilgisini ¢ekmistir. A. tuberosum
yenildikten sonra sogan ve sarmisak gibi rahatsiz edici bir kokusu olmadig1 ayrica ¢ok
onemli besin maddelerini tasimasindan oOtiiri daha fazla tercih sebebi oldugu
sOylenilmektedir. Amerika birlesik devletleri, Misir ve baz1 Avrupa iilkelerinde bu

ozelliklerinden dolay1 sevilerek tiiketilmektedir Sindirim sistemini rahatsizliklarinda,



yag yakiminda, kas agrilarinda, gut hastaliginda, damar tikanikliginda bununla beraber
laksatif etkisi ile kabizligt onlemekte ayrica mide ve bagirsak fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde faydali oldugu icin bu hastaliklara sahip olan kisilere tavsiye

edilebilir bir bitkidir.

A. tuberosum, oksiirik ve bogaz agrilari iginde ¢ok faydali oldugu bildirilmistir.
Corbasinin, idrar soktlirlici ve bobrek tasi eritme oOzelligi bulunmaktadir. Ses
kisilmasi ve solunum sistemindeki herhangi bir iltihaplanmanin 6nlemesinde de etkili
olmaktadir. Bu bitkinin surubunda potasyum miktarinin fazla olmasindan dolay1
potasyum eksikligi olan kisilerinde olumlu etki birakmasi s6z konusudur. 30-40 cm
uzunlugundaki yapraklari ve genc¢ cicekleri tiiketilir. Tadi soganla sarimsak
arasindadir. Cig veya pismis halde veya suyu sikilarak mide agrilar1 igin, nasir ve
ciban patlatma, dolama, idrar bozukluklari, kandaki sekerin disiriilmesi,

bobreklerdeki tasi ve kumu diisiirmede etkisi vardir.

Diger bir 6zelligi de krem gibi deri iizerine siiriilerek de kullanilabilmektedir.
Ornegin, ar1 ve bal arisimin soktugu bolgeye siiriildiigiinde sisligin giderilmesine
yardimct olur. Ayrica sigil, akne vb. deri lezyonlarinin {izerine siit ile kaynatilip
siriildigiinde, bu lezyonlarin iyilesmesinde olumlu etkisi oldugu literatiirlerde

belirtilmistir.

Bitkinin en ¢ok tiiketildigi iilkeler arasinda , ABD, Cin, Kore, Japonya ve Iran yer
almaktadir. Bu iilkelerde tiretim miktar1 ¢ok oldugu i¢in yurti¢i ekonomik degeri
yiiksektir. Genelde yesil sebzeler taze ve ¢ig olarak tiiketildiginden dolay:
depolanmasi pek yaygin degildir. Bundan dolay1 da ihracati pek yapilmamaktadir.

Literatiirlerde A. tuberosum’un, siis bitkisi olarak kullanimi pek yaygin olarak
kullanilmadigi  bildirilmistir. iran ve baz1 iilkelerde siis bitkisi olarak da

kullanilmaktadir. Gilizel ¢iceklere sahip oldugundan dolay1r evlerde saksi da veya



bahgelerde yetistirilmektedir. A. tuberosum genellikle Agostos ayinda
cigeklenmektedir (Sekil 1.1).

A. tuberosum’un tohumdan ¢i¢ek agacak konuma gelmesi igin 2 yil gibi uzun bir
zamanin gecmesi gerekmektedir. Bu bitkinin depolama ve tazeligini korumasi en
onemli problemlerinden biridir. Diger problem ise bu bitkinin hasat bigimlerinin
sonuna dogru kalitesinin diismesidir. Her bi¢imde inceligi ve taze yesil rengini

korumak ¢ok 6nem tagimaktadir.

A. tuberosum tibbi bir bitki olmasiyla beraber gida olarak da tiiketilmektedir. Iran’da
ve Iran’in 6zellikle Azerbaycan bolgesinde Cin Sogani olarak bilinen bu tiir {izerinde
herhangi bir laboratuvar caligmasi yapilmamistir. Bu calismanin amaci da alternatif
mikroiiretim tekniklerinden in vitro hizli ¢ogaltim yontemlerinin A. tuberosum’a

uygulanmasidir.
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Sekil 1.1. A. tuberosum bitkisinin yerel goriinimi

a .parankima dokusu, b. Tohumlari, c. Kokleri, d. Yapraklari, e. 1 yillik bitki, f. ¢igek toplulugu g,h.
tohum baglamis ¢icekler, i. bitkinin tarla goriintiisii.



2. KAYNAK OZETLERI

Soganli bitkiler ve Allium tiirleri {izerine ¢ok sayida doku kiiltiirii c¢alismalari
yapilmigtir. Calismalar ozellikle siis bitkilerinde yogunlasmistir. Doku kiiltiirii ile
soganl bitkilerde cesitli eksplantlar; siirgiin ve kok uclar1 (Hasegawa 1992, Kerbauy
1993), skap segmentleri (Nuraini and Shaib 1992), gévde ve yaprak eksplantlari
(Shigeta et al. 1996), olgunlasmamis ¢icek pargalart (Richwine et al. 1995), sogan pul
yapraklar1 (Ault 1995, Cakirlar et al. 1994; Stanilova et al. 1994), olgunlagsmamis
cicek saplari (Slabbert et al. 1995), olgunlasmamis embriyo (Arslan vd. 2002)

kullanilarak hizli sogan eldesi ¢caligmalar1 yapilmistir.

Hussey (1975)te 12 degisik geofit tlirtiniin doku kiiltiiriiyle ¢ogaltilmas1 iizerinde
arastirmalar yapmus; Liliaceae, Iridaceae ve Amaryllidaceae familyasi iiyelerinde
kallus ve doku eksplantlarinda yeni bitkiler olusturmayr basarmistir. 10 tiirde sogan
veya yumru parcalari iizerinde, 5 tiirde ovaryum dokularinda 4 tiirde de yaprak

dokular1 iizerinde kallus olusturmaksizin dogrudan dogruya yeni bitkicikler tiretmistir.

Hussey (1982), nergiz lizerinde yaptig1 calismada; dormant haldeki soganlardan alinan
sogan pul yapraklarinin ¢ok az sayida siirgiin olusturdugunu, bu nedenle kiiltiir
isleminden 6nce soganlarin 1214 hafta siireyle 9 °C’de tutulmasi gerektigini bildiren
aragtirict; eksplant olarak 2-3 mm genislikte 8—10 mm uzunlukta ve 1.5 mm bazal
tabaka bulunduran dokular1 kullanmis, 2-16 mg/l BA ve 0.254 mg/l NAA
kombinasyonlu biiylime diizenleyicileri kullanmistir. Arastirict 18 ay igerisinde her bir
baslangi¢ soganindan toplam 500-2000 adet yeni sogancik elde edilebilecegini
bildirmistir.

Alderson et al. (1983), 17 °C’de kuru olarak depolanan lale soganlarindan
hazirladiklart; pul yapragi ve yan tomurcuk eksplantlarini, 0-5 mg/l NAA ve 0-10

mg/l BA ile kazein hidralizat ilave ettikleri MS besin ortaminda kiiltiire almislar,



buradan kallus ve siirgiin olusumu gozlemlemislerdir. En iyi siirgiin veren ortamda
stirgiinleri 12-16 hafta siireyle 20 °C’de tutmuslar ve siirgiinlerden primordiumlarin

olustugunu belirtmislerdir.

Nishiuchi (1986), tam olgunlasmis lale soganlarinin yaprak pullarin1 baglangic
materyali olarak 0.3 mg/l NAA ve 0.03 mg/l kinetin iceren ortamlarda kiiltiire almis
burada meristematik primordiumlar olusturan dokular1 MS ortamina transfer etmistir.
Yeni ortam iizerinde sogancik olusumunun uyarildigini bildiren aragtirmaci; sogan
materyalinin 30-35 °C’de 1-2 hafta siireyle depolanmasinin sogancik olusum hizi

tizerinde olumlu etkisinin bulundugunu belirtmistir.

Taeb and Alderson (1990), lalenin Merry Widow ¢esidinin govde eksplantlarindan 1
mg/l NAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ortaminda siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir.
Eksplantlar bu ortamda 12 veya 16 hafta 20 °C de inkiibe edildiginde, eksplantin
taban kisminda sogan primordiumlart olugmaya baglamistir. Primordiumlarin
gelismesi ve artirilmasi igin kiiltiir kaplarma 1 ve 10 ppm etilen veya 1, 10 ve 100 uM
ACC (l-aminocyclopropane-carboxylic acid) eklenmistir. Govde eksplantlarinda
endogenus ACC’nin diizeyi 7 gilinliik inkiibasyondan sonra artmis fakat kiiltiir
kaplarindaki atmosferde etilen artisi olmamustir. Arastiricilar, ¢igekli gdvde
eksplantlarinin inkiibasyonunun ilk doneminde dokularin ACC’den etilene doniistim

icin gerekli olan enzimleri icermedigini bildirmislerdir.

Squires et al. (1991), nergizin hizli ¢ogaltiminda transplantasyon safhalarin
arastirmiglardir. Calismada, biiyliime diizenleyicisi icermeyen ortamda alt kiiltiire
alinan siirgiinlerin olusturdugu soganlar kullanilmistir. Transplantasyonun en basaril
oldugu ortam aktif karbon iceren ortam olarak belirlenmistir. Siirgiinler 6nce 20 °C de
kiltire alinmis, olusan soganciklar dig ortama aktarilmadan ©Once dormansinin
kirilmasi i¢in 5 °C” de depolanmustir. Transplantasyon basarisinin biiyiik ¢apta ¢eside

bagli oldugu ve %47.8 ile %81.2 arasinda basar1 saglandig1 bildirilmistir. En yiiksek



basar1 0.2 gr dan daha agir olan soganciklardan elde edilmis ancak, soganciklarin

boyutlarindaki artis ¢ok diisiik bulunmustur.

Pandey et al. (1992)’de 0.5 mg/l BAP, ya da 0.1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l 2iP igeren B5
ortaminda tarlada yetistirilen 200 Cin soganmin yaridan kesilmis siirglin dipleri
eksplant olarak kullanilmigtir. Sonucta hem axillary hemde adventif siirgiin
olusturulmustur. Yeni ortama alt kiiltiir alindiginda in vitro siirgiinler daha fazla sayida

stirglin vererek cogalmistir, ki bu siirglinlerde de kok olusumu gézlemlenmistir.

.Shuto et al. (1993) arastirmalarinda eksplant olarak Cin sogani (A. tuberosum)
bitkisinin tohumlarin1 ¢imlendirilerek elde edilen bitkileri kullanilmiglardir. Kokler
karanlikta 1.0 mg/l NAA iceren MS ortaminda 2 hafta boyunca bekletilerek kallus
gelistirilmistir. 3 hafta igerisinde biiylime diizenleyici icermeyen MS ortamina
aktarilan eksplantlarin biiylik bir cogunlugunda (90%<) iri yapili adventif siirgiinlerle

doniiserek farklilisma kaydedilmistir.

Stanilova et al. (1994), Leucojum aestivum L. ve Lilium rhodopaeum Delip’le yapmis
olduklar1 doku kiiltiiri ¢aligmalarinda; bu bitkilerin in vitro hizli ¢ogaltim ve bitkilerin
farkli organlarmmin morfogenetik potansiyellerini arastirmislardir. Eksplant olarak;
sogan, govde, yaprak ve ovaryum kullanmiglardir. L. aestivum’un yapraklari, L.
rhodopaeum’un ise sogan basal kisminin en yiiksek rejenerasyon kabiliyetine sahip
oldugunu bildirmislerdir. Kullanilan ortamlardan ise; MS+1 mg/l BAP+ Img/I kinetin
ve LS+ 0.5mg/l NAA+ 0.1mg/l kinetin’in en iyi ortamlar oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, diisiik dozda (5Gy) gamma 1511 uygulamasinin sogan olusumunu olumlu

yonde etkiledigini bildirmisleridir.

Cakirlar vd. (1994), Galanthus elwesii ve G. ikariae’nin doku kiiltiirii yontemleriyle
cogaltilmast icin en uygun eksplant tipini ve besin ortamini arastirmislardir. Sogan

pargast ile tek veya ¢ift yaprakli sogan pul yaprakli eksplantlarin en iyi sogancik



olusturma yeteneginde olduklarini belirlemislerdir. MS ortammin Galanthus doku
kiiltliriine uygun oldugu, Gamborg ortaminin da sogancik olusumunu 6nemli diizeyde
artirdigini bildirmislerdir. Yine, % 6 oraninda kullanilan sakkaroz en yiiksek sayida

sogancik liretmistir.

Ault (1995), Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. Autumnalis’ in ¢ift pul yapraklarini
in vitro’da siirgiin olusumu i¢in 4.4, 11.1 ve 22.2 uM BA ile 5.4 uM NAA iceren MS
ortamlarinda kiiltiire almislardir. Her ii¢ tiirden de elde edilen siirgiinler 0, 2.7, 5.4 ve
10.8 uM NAA igeren ortamda koklendirmeye alinmis olup, sirasiyla %95, %98 ve
%100 koklenme basarisi bildirilmistir.

Matsuda and Adachi (1996) Cin sogani (A. tuberosum)’a ait 4 ¢esitin 4 eksplant
tipinde kallus olusturma sikligi ve bitki rejenerasyonu kapasitesi caligsmislardir.
Emberogenesis kiiltiirii ile yaplan bu calismada MS ortaminda, 0.8% agar ve 3.0%
sokroz kullanilmig ve ayrica biiylime diizenlegici olarak 5.0 mg 2,4-D/I, 1.0 mg/l

GA3 (jiberlik asit) ve 1.0 mg kinetin/l kullaniminda en iyi sonucu (63.8%) almislardar.

Bonnier and Van Tuyl (1997), zambagin genetik materyal olarak uzun siire korunmasi
icin; in vitro’da rejenere olan 10 zambak genotipinin soganlarin1 28 ay —2 °C ve 25
°C’de farkli dort ortamda (1/4 MS veya tam MS , %9 veya %6 sukroz ) saklamislar ve
filiz sogan gelisimini belirlemislerdir. Biitlin zambak genotiplerinde filizlenme ve
sogan biiylimesi agisindan en iyi sonucun % kuvvetindeki MS ve %9 sukroz igeren

ortamda 25 °C’de 28 ay depolanan uygulamadan elde edildigi bildirilmistir.

Nayak et al. (1997), orkid (Acampe praemorsa Roxb.)’in siirgiin tomurcuklarindan
aliman yaprak eksplantlarinin bazal kisimlarinit MS ortaminda BA, KN veya TDZ
iceren MS ortamlarinda kiiltiire almiglardir. TDZ igeren ortamda olusan siirgiinler 2
mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren ortama aktarilmistir. Arastiricilar BA, KN veya TDZ

iceren MS ortamlarina diisik konsantrasyonlarda NAA eklenmesinin = siirgiin
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rejenerasyonuna olumlu bir etkisinin olmadigini ancak, siirgiin uzamasina ve
yapraklarin gelismesine olumlu etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen

siirglinler 1 mg/l IBA iceren ortamda koklendirilmistir.

Marinangeli and Curvetto (1997), Lilium longiflorum tiirlerinde ve hibritlerinde
caligmiglardir. Genotip farkliliginin soganlarin {rettigi biomas ve sayisinda 6nemli
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 degisiklik TA (traumatic asid) ile muamele
edildikten sonra da tesbit edilmistir. TA uygulamasi sogan sayisint %20’den %40’a
ve soganlarin agirhigimi da %20’den %60’a cikarmistir. Diigiik kaliteli soganlarin
kullanilmas1 soganlarin biomasina ve sayisina olumsuz etki yapmis ve TA kullanimi

bu olumsuzlugu ortadan kaldiramamustir.

ChangKil et al. (1998) tetraploid Allium tuberosum (cv. Chilgokbuchu)’un 613 adet
tozlanmamig ovulundan toplam 173 tetraploid bitki elde etmislerdir. BS ortaminin MS

besin ortamindan daha iyi sonuglar verdigini gozlemislerdir.

Ayabe and Sumi (1998) Sarmisak (A. sativum L.) dislerinden alinan gévde disklerinin
hizli ¢ogaltim i¢in uygun bir eksplant oldugunu bildirmiglerdir. Bu eksplantlar hem
fitohormon igermeyen LS (Linsmaier ve Skoog) ortamina hem de 0,1 mg/l NAA ve
0,1 mg/l BA igeren ortam da kiiltiire alinmis, her iki ortamdan da siirgiinler gelismis
ancak hormon icermeyen ortamdan daha fazla (bir eksplanttan 15’den fazla siirgiin)
stirglin gelismistir. Ayrica rejenarasyon ¢alismasindan dnce soganlarin yaklasik 8 hafta
4°C’de 6n muamele yapilmasinin hem siirgiin olusumunu hem de sogan olusumunu

arttirdigini bildirmislerdir.

Nhut (1998), zambak (Lilium longiflorum)’in gévde nodlarindan ¢ikarilan siirgiin
uclarin1 2 MS igeren ortamda kiiltiire aldiginda olusan siirgiinlerin, nodiil i¢eren
govde segmentlerini 1.0 uM BA igeren 2 MS ortamina yerlestirdikten 1 ay sonra her

bir nod lizerinde yalanci soganciklar olustugunu bildirmistir. Ayrica, yalanci soganlari
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2.3 uM BA igeren ortama aldiginda c¢ok sayida siirgiin olustugunu ve bu siirgiinlerin

1.1 uM NAA igeren ortamda koklendirebildigini belirtmistir

Do GeumSook et al. (1999), yabani Cin soganii’nda (2n=4x=32) ve rejenerasiyon
yontemiyle elde edilen diger bir A. tuberosum g¢esidinin tizerinde doku kiiltiirii
yapilarak farkli dozlarda, farkli ortam ve biiyiime diizenleyicilerin kallus olusumu ve
siirglin rejenerasiyonu lzerindeki etkileri arastirilmistir. En iyi sonuglar kallus
olusumu i¢in eksplant olarak ¢igek tomurcugu ve ortam olarak MS ile 1.0 mg/1 (2,4-D
ve BA), siirgiin sayisinda ise, MS ve 0.2 mg/l NAA ile 2.0 mg/l kullandiginda elde

edilmistir.

Stabbert and Niederwieser (1999), Lachenalia cinsine ait {i¢ varyetede in vitro sogan
olusumu ve olusan soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metod gelistirdiklerini
bildirmiglerdir. Arastiricilar, yaprak eksplantindan elde ettikleri siirglinleri diisiik 1s1da
(4-15 °C) biraktiktan 2 hafta sonra sogan olusumunun basladigimi bildirmislerdir.
Ayrica, adventif siirgiinlerin yasinin sogan olusumu icin ¢ok énemli oldugunu, 4 mm
den kiigtik siirgiinlerin sogan olusturmadigini ve sogan olusumu i¢in %3 ile %6 sukroz
iceren ortamlar karsilastirildiginda %6’nin daha iyi sonug¢ verdigini belirtmislerdir.
Soganlarin toprakta yasama sanslarinin da onlarin boyutlar1 ile dogrudan baglantili

oldugu bulunmustur.

Zaidi et al. (2000), soganli ve yumrulu bitkilerde yapilan in vitro ¢alismalar1 gézden
gecirmiglerdir. Buradan elde ettikleri sonuglara gore; besi ortami olarak en fazla MS
besi ortaminin kullanildigini, biiylime diizenleyicilerin istenen gelisim siirecine gore
(somatik embriyogenesis, organogenesis ve direkt organogenesis) BAP, Kin., 2,4-D
gibi biiyiime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarinin kullanildigini, 2,4-D’nin
daha ¢ok kallus olusturmada, diisiik oksin yiiksek sitokinin kombinasyonunun siirgiin
olusturmada, yliksek oksin diisiik sitokinin veya sadece oksinin ise koklendirmede

kullanildigin1 bildirmislerdir
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Ziv and Lilien-Kipnis (2000), Eucrosia, Gladiolus, Haemanthus, Hyacinthus,
Narcissus, Nerine ve Ornithagalum cinslerine ait soganlarla yaptiklar1 calismada ¢igek
kisimlarinin, sogan pul yapraklart ve cormlardan alinan apikal meristem uglarinin
rejenerasyon kapasitelerini karsilastirmislar; tiim tiirlerde genel olarak c¢igekten alinan

eksplantlarin; sogan ve corm eksplantlarindan daha basarili oldugunu bildirmislerdir.

Sage et al. (2000), Narcissus pseudonarcissus “Golden Harvest” ¢esidinin yaprak
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ve sogan explantlarindan somatik embriyo elde
etmislerdir. Denemelerde somatik embriyogenesis i¢in yaprak laminasi, yaprak tabani,
sogan pul yapraklar1 ve skap gibi eksplantlar kullanilmistir. Somatik embriyogenesis
icin 5 uM 2,4-D ve 0.5 uM 2,4-D veya 5 uM BAP iceren ortamlarin basarili oldugu
ve skap eksplantinin diger eksplantlardan daha erken somatik embriyogenesis
olusturdugu bildirilmistir. Ayrica, yaprak eksplantlarinda 2,4-D’nin etkili oldugunu
picloramin ise etkisiz oldugunu tesbit etmislerdir. Somatik embriyolar 4 °C’de 4.9 uM
IBA igeren ortamda bitkiciklere doniistiiriilmiis ve bu bitkiler ex vitro kosullara

transfer edilmistir.

Chang et al. (2000), Cin’de endemik olarak yetisen Lilium speciosum Thunb. Var.
gloriosoides Baker bitkisi tizerinde ¢alismiglardir. Bu ¢alismada eksplant olarak serada
yetistirilen bitkinin yapraklarini kullanmislardir. Bu yapraklar1 3 mg/l 2,4-D ve 0.25
mg/l BA ilaveli MS besi ortaminda kiiltiire almislardir. Burada olusan kalluslardan
soganciklar gelismis, gelisen soganciklar: da; MS+ 0.1 mg/l NAA, 170 mg/l NaH,PO,
ve | g/l aktif karbon iceren ortamda koklendirmeye almislar, bu islemi 3 ayda sekiz
kez tekrarlamiglar, dokuz aym sonunda 6000 bitki irettiklerini, trettikleri bu
bitkilerden 200 {inii 4 hafta sera kosullarinda tutmuslar ve %98 oraninda bitkilerin

canlilik sagladigini, ikinci yilda ise normal ¢icek actigini bildirmislerdir.

Wawrosch et al. (2001), ¢ok pahali bir tibbi bitki olan Nepal zambagi (Lilium
nepalanse D.Don) igin bir hizli ¢ogaltim protokolii gelistirmislerdir. Calismalarinda,

olgunlagmamis soganlardan hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlarindan 20 pM
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Zeatin iceren MS ortaminda siirgiinler elde etmislerdir. Arastiricilar, bir eksplanttan
dort hafta sonra yedi siirglinden fazla siirglin olustugunu bildirmislerdir. Ayrica,
koklendirmenin 2 MS ortaminda MS ortamina gore daha iyi sonu¢ verdigi

belirtilmistir.

Duong et al. (2002), Lilium longiflorum bitkisinde sogan uglarindan alinan ince hiicre
tabakasi kullanilarak somatik embriyogenesis ¢alisilmistir. Ekplantlar iizerinde 45 giin
sonunda yuvarlak sekilli embriyolar olusmustur. Somatik embriyo olusumu i¢in 4 uM
NAA ile 1,1 uM TDZ igeren ortamlarda embriyo benzeri yapilar ekplantlar iizerinden
almip 5,4 uM NAA ve 0,4 uM TDZ iceren ortamda biiyiimeye birakilmistir. En iyi
somatik embriyo olusumu; 0,8-1 mm kalinliginda ki eksplantlarda gozlenmistir.
Olusan somatik embriyolari bitkiye doniistiirmek i¢in, 30 g/l sukroz iceren MS ortama

aktarilmistir. Tiim embriyolardan, 90 giin sonunda bitki olusumu gézlenmistir

Pack and Murty (2002), Fritillaria thunbergii’nin sogan pul yapraklar ile yaptiklari
rejenerasyon c¢alismasinda en iyi sonucun 1.62 uM NAA ve 4.65 uM KN igeren MS
ortamindan (%13,7) elde edildigini bildirmislerdir. Elde edilen soganlar kiiltiir
sonunda 5 °C de bes hafta bekletilerek kompost, vermikulit ve perlit (1:1:1) iceren
ortama aktarildiginda 10 mm c¢apindaki soganlarin %100 {iniin siirgiin verdigi tespit
edilmistir. Ayrica, rejenerasyon c¢alismasina baglamadan 6nce soganlar1 10 °C’ de 6

hafta bekletmenin rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir.

Arslan vd. (2002), ekonomik 6neme sahip Sternbergia tiirlerinden S. fisheriana ve
tilkemizde sadece Fethiye Babadag bolgesinde endemik olarak bulunan S. candida’nin
in vitro hizli gogaltimi {izerine ¢alismislardir. In vitro hizli ¢ogaltim igin Sternbergia
candida ve S. fischeriana tiirlerinin 6ncelikle sogan pul yaprak eksplantlarini; farkli
oranlarda biiyiime diizenleyicileri igeren besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir.
Sogancik olusturan eksplant orani (%75.99) ve eksplant basina sogancik sayist (3.30
adet) birlikte disiiniildiigiinde en yiiksek sogancik olusumunu S. candida tiiriinde 4

mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren besin ortaminda 2 pul yaprakli sogan
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cksplantlarindan elde etmislerdir. S. fischeriana’da ise en yiiksek sogancik olusumunu
(% 76.67 ve 2.59 adet) 2 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA iceren ortamda yine 2 pul
yaprakli eksplantlardan tiretmiglerdir. Ayrica S. candida’nin olgunlasmamis zigotik
embriyolarinin 6 mg/l picloram ve 2 mg/l 2,4-D igeren besin ortaminda Kkiiltlire
almiglar ve 1.5 yil sonunda eksplant basina ortalama 80 adet sogancik iiretimini
saglamislardir. Uretilen soganciklari biiyiikliiklerine gére siniflandirarak 5 °C’de 5

hafta tuttuktan sonra topraga aktarmislardir.

Casazza et al. (2002), Kuzey Akdeniz kiy1 ve sahil bolgelerde bulunan Limonium
cordatum bitkinin bazal tabakasi kullanilarak in vitro ¢ogaltimi yapilmis ve elde edilen
soganlarin ex vitro kosullarda adaptasyonu saglanmistir. Bu ¢aligmada diisiik BAP
konsantrasyonlar1 sogan ¢ogaltiminda olumlu etki yaparken, koklenmede olumsuz etki
yaptig1 goriilmiistiir. Buna kars1t ortama yiliksek oranda oksin muamelesi kok
olusumunda olumlu, sogan olusumunda ise olumsuz etki yaptigi gozlenmistir. Bu
ylizden sogan cogaltimi i¢in diizenleyici madde igermeyen MS ortam 1n en uygun

ortam oldugu tespit edilmistir

Moran et al. (2003), In vitro kosullarda Crytanthus spiralis bitkisinin ikili pul
yapraklarindan en iyi adventif ve yan sogan olusumu, 6 hafta sonunda 5 g aktif komiir
iceren s1v1 besin ortaminda elde edilmistir. Benzer sonucglar 1 mg/l NAA-2 mg/l BAP
ve 0,1 mg/l 2,4-D-1 mg/l BAP iceren igeren MS besin ortaminda da gdzlenmistir.
Soganlar tizerinde gelisen siirgiinlerin boyu karsilastirildiginda, 1 mg/l NAA-2 mg/l
BAP iceren ortamda gelisen soganlarin daha uzun oldugu goriilmistiir. En iyi siirgiin
gelisimi 1 mg/l NAA- 2 mg/l BAP iceren ortamda elde edilmistir. Elde edilen soganlar
koklenme i¢in % 6- 9 sukroz i¢eren ortamlara aktarilmistir. % 6 sukroz igeren ortamda
hem koklenme hem de yapraklarda gelisme gozlenmis, fakat % 9’luk sukroz igeren
besin ortaminda gelisen soganlarda hacim ve agirlik artisinin daha fazla oldugu tespit

edilmistir. Ortamlarda gelisen soganlar 1 yi1l sonra ¢igeklenmistir.
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Khawar et al. (2005), Mis zambak (Lilium candidum L.) bitkisinin yaprak
eksplantlarindan MS iceren BAP-IBA’nin degisik konsantrasyonlarinda, adventif
sogan rejenerasyonu elde edilmistir. Soganlar seraya aktarilarak 2 sene sonunda tiim

soganlarda ¢iceklenme gézlenmistir

Parmaksiz ve Khawar (2006), Stenbergia candida bitkisinde in vitro kosullarda
olgunlasmamis tohum kullanilarak somatik embryogenesis i¢in bir protokol
gelistirilmistir. en yiiksek sonuglar 2 mg/l BAP ve 0,50 mg/l NAA (Potasyum tuzu)
iceren MS besin ortaminda gerceklesmistir. Elde edilen soganlar 5 g/l aktif komiir
iceren MS besin ortaminda koklendirilmistir. Ortama aktif komiir ilavesi bitki
gelismesinde etkili olmustur. Soganlar seraya aktarilmis daha sonra tarlaya

sasgirtilmistir

Mukhopadhyay (2005), A. cepa L. ve A. sativum L.’da ¢i¢ek soganindan elde edilen
kallus dokularmin etkisi ile sogandaki ve sarmisaktaki siispansiyon kiiltiirlerinin

yuksek verimli rejenerasyon sistemi sagladigi saptanmaistir.

Kim et al. (2006), A. sativum’un sap kiiltiiriindeki direk siirgiin rejenerasyonunu ve
sogan olusumunda besin ortaminin ve biliylime faktdrlerinin tiim parametrelerdeki

etkisini gézlemlemislerdir.

Ma et al. (2006), Siklopamin olarak bilinen anti kanserojen madde igeren Veratrum
californicum  monokotil  bitkisinde olgunlasmamis embriyolardan  somatik
embriyogenesis i¢in degisik konsantrasyonda bitki biiylime diizenleyicisi igeren bes
farkli besin ortami kullanilmistir. En fazla embriyogenik kallus 4 mg/1 picloram igeren
MS ortamdan elde edilmistir. Bu ¢alismada siispansiyon kiiltiirii yapmak i¢in elde
edilen embriyogenik kalluslar AA ve L2 besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. 4 mg/1
NAA igeren AA ortaminda gelisen hiicreler sar1 renk almis olup hizli bir gelisme

gostermistir. Bu hiicreler kryo muhafazasi ile uzun siire saklanmistir. 27 ay sonra bu
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hiicrelerden %73 rejenerasyon gozlenmistir. Elde edilen tiim bitkilerde Siklopamin ve
verateramin bulunmustur. Bu c¢alismada doku kiiltiirii yolu ile yiiksek oranda tibbi

olarak dnemli sekonder metabolit elde edilmesi saglanmistir

Nasircilar ve Karagiizel (2006), Galanthus elwesii Hook bitkisinde ¢alismislardir. Bu
bitki lilkemizden ihrag¢ edilen ¢icek soganlari listesinde ilk siralarda yer almaktadir. Bu
nedenle bu bitkinin in vitro ¢ogaltimi hem gen kaynaklarinin korunmasi, hem de ticari
tiretim i¢in bliylik 6nem tagimaktadir. Bu g¢alismada kullanilan Galanthus elwesii
Hook. bitkisinin meyveleri nisan aymin ilk haftasi icerisinde dogal yetisme ortami
olan Antalya ilinin Akseki ilgesi civarindan toplanmistir. Meyveler ylizey
sterilizasyonu icin % 80’lik ticari sodyum hipoklorit c¢ozeltisinde 20 dakika
tutulduktan sonra ii¢ kez steril saf su ile durulanmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan
tohumlardan c¢ikarilan olgunlagsmamis embriyolar 1-4 mg/l 6-benzilaminopurin (BA)
ve 0,5 mg/ | a- naftalen asetik asit (NAA) iceren Murashige-Skoog (MS) ortaminda
kiiltiire alinmistir. En yiiksek sogancik olusumu 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA iceren
MS ortaminda elde edilmis olup, bu ortamda elde edilen sogancik sayisi eksplant

basina 7,7 adet olarak bulunmustur

Dimech et al. (2007), Doryanthes excelsa bitkisinde IBA, NAA, 2,4-D, TDZ ve
BAP’in fizyolojik gelismeye etkisi incelenmistir. Eksplant olarak dikey kesilmis
olgunlagsmamis cicek sap1 kullanilmistir. En iyi (% 46,2) kallus olusum oran1 50 uM
NAA ve 0,5 uM TDZ igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. Ancak; en yiiksek
sogan olusumu (%56,8) 0,5 uM NAA ve 50 uM TDZ igeren ortamdan elde edilmistir.
Koklendirme i¢in geligen stirgiinler 6 hafta sonra 50 uM NAA ile muamele edilmistir.

Gelisen bitkiciklerin iklim odasinda adaptasyon saglanmustir.

Ozel ve Khawar (2007), Ornithogalum oligophyllum bitkisinde ikili pul yaprak
kullanarak 1-2 mg/l BAP ve 0,5-1,0 mg/l IBA igeren ortaminda adventif sogan
olusumu elde etmislerdir. Gelisen primer soganlarin ¢apini artirmak icin alt kiiltlire

almmugtir. Alt kiiltiire alinmig primer soganlarin ¢apinda artis gozlenmistir. Sogan

17



basina 0-4,42 sekonder sogan olusumu elde edilmistir. Her soganda degisik uzunlukta
kokler goriilmiistiir. En fazla adventif sogan olusumu 2 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IBA
iceren MS besin ortaminda gdzlenmistir. Bitkiler iklim dolaplarina adapte edilmistir.
Soganlarin morfolojik olarak normal oldugu gézlenmis ve adaptasyonda % 85 basari
elde edilmistir. Elde edilen protokoliin O. oligophyllum’un ve farkli Ornithogalum
tiirlerinde soganl bitkilerin ¢cogaltiminda mevsimsel iiretime baglh kalmaksizin basari

ile kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Tang et al. (2007), Chirita heterotricha bitkisinin yaprak eksplantlarindan 0,1 mg/1
NAA ve 0,1 mg/l BAP igeren MS ortamda yiiksek oranda (39,5 adet) siirgilin elde
edilmistir. Elde edilen bitkiler 5 mg/l aktif komiir ve 30 g/l sukroz igeren 2 MS
ortaminda koklendirilmistir. Koklenen bitkilerin % 95 basari ile dis kosullara adapte

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan Alliim tuberosum tiiriine ait tohumlar Miyandoab (kosagay)

Azad Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinden temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bilyiime ortamlar ve kiiltiir kosullar:

Denemelerde MS mineral, tuz ve vitaminleri (Murashige and Skoog 1962, Cizelge
4.1) ile %3 sukroz iceren ve %0.75’lik agar (type A, Sigma) ile katilagtirilan temel
besin ortam1 (MS) kullanilmustir.

Ortam hazirliginda cift distile saf su kullanilmis olup, gerektiginde besin ortamina
farkl1 konstrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (Sitokinin ve Oksin) ilave
edilmistir. Besin ortaminin pH’st IN NaOH ya da 1IN HCIl kullanilarak 5.7°e
ayarlandiktan sonra 1.4 kg basmg altinda ve 120 °C‘de 20 dakika tutularak
sterilizasyon saglanmustir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (42 p mol m™ s™') altinda

16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda 24+ 1°C sicaklikta tutulmuglardir.
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Cizelge 3.1 Murashige ve Skoog (1962), MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve

konsantrasyonlari
Besin Maddeleri Konsantrasyonu
(mg/l)

Makro NH4NO3 1650.000

Elementler KNOs3 1900.000
CaCl,.2H,0 440.000
MgS04.7H,0 370.000
KH,PO4 170.000

Mikro Kl 0.830

Elemetler H;BO; 6.200
MnS04.4H,0 22.300
ZnSO47H,0 8.600
Na;Mo04.2H,0 0.250
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,O 0.025
FeS0,4.7H,O 27.850
Na,EDTA. 37.250

Vitaminler Myo-Inositol 100.000
Nikotinik Asid 0.500
Pyrotinik Asid 0.500
Thiamin-HCl 0.100
Glysin 2.000
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3.2.2 Bitki biiyiime diizenleyici maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Duchefa. ve Sigma Aldrich Chemical
Co.’dan temin edilmigtir. Bliylimeyi diizenleyiciler uygun c¢oziiciilerde ¢oziildiikten
sonra standart sekilde istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlar1 hazirlanmistir
(Cizelge 4.2). Biiylimeyi diizenleyiciler ortamlar otoklavda steril edilmeden once

ilave edilmistir. Hazirlanan biiyiimeyi diizenleyicilerin stok solusyonlar1 +4 °C” de iki

ay saklanmustir.

Cizelge 3.2. Kullanilan hormon dozlar1 ve ¢oziiciileri

Hormonlar Coziicii Saklama
sicakhigi( °C)

Oksinler

24D IN NaOH 4
NAA IN NaOH T4

IBA IN NaOH g
Sitokininler

BAP 1 N NaOH W

TDZ DMSO +4
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3.2.3 Allium tuberosum’un tohumlarinin yiizey sterilizasyonu

A. tuberosum’un tohumunun yiizey sterilizasyonu i¢in en yiiksek basarinin saglanacagi
en diisik dezenfektan dozu belirlenmeye c¢alisilmistir. tohumlarin ylizey
sterilizasyonu amactyla ticari g¢amasir suyunun (Axion), %40 ve %50 lik
konsantrasyonun 10 dakika uygulanmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar

steril saf su ile 3 kez 5’er dakika durulanmgtir.

3.2.4 A. tuberosum tohumlarinin ¢cimlendirilmesi

Steril edilen tohumlar yine steril petri kaplari icerisinde saf suyle 1slatilmis kurutma
kagdi tlizerinde 21 +1 °C’ de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda
¢imlendirilmistir (Sekil 3.1).

4

Sekil 3.1 A. tuberosum’un tohumlarinin kurutma kagidinda ¢imlendirilmesi
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3.2.5 Eksplant izolasyonu

Kok, bogum, yaprak ve fidecik eksplantlari, in vitro yetistirilen bitkiciklerden elde edilmistir.
Her biri 4-6 mm uzunlugunda pargalara ayrilarak hizli ¢ogaltim ortamina konulmustur.
Denemelerde BAP ve TDZ sitokininleri ile NAA, IBA ve 2,4-D, oksinleri kullanilmustir.
Eksplantlar 7 hafta biiylimeyi diizenleyiciler igeren ortamlarda tutulduktan sonra MS ortama
alinmis ve 4 hafta bu ortamda tutulmustur. MS ortami, makro ve mikro elementlerin, demir ve
vitamin konsantrasyonlarinin i¢ermektedir. Biitiin doku kiiltiirii calismalar1 steril kabin

igerisinde aseptik kosullarda yapilmaistir.

3.2.6 Rejenere olan A. tuberosum siirgiinlerinin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler 10-20 mm uzunluga geldiklerinde kesilerek “steril Magenta veya
cam kavanozlar icinde 0.5 mg/l IBA ve normal MS iceren koklendirme ortamina
yerlestirilmistir siirgiinler daha sonra saksiya aktarilip iklim odast  ortamina adapte
edilmistir. Iklim odasinin sicakligi 24°C + 2° C’de tutularak 16 saat 151k ve 8 saat karanlik
fotoperiyodunda gelismeye birakilmistir. Saksilarin igindeki bitkiler daha sonra uygun

kosullar altinda tarlaya sagirtilmistir.

3.2.7 istatistiksel degerlendirmeler

Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup her muamele,
icerisinde 4 adet eksplantin  bulundugu 3 tekerriirlii 100 x 10 mm‘lik petri
kutularindan olusmustur. Elde edilen veriler “SPSS for Windows’’ programi
yardimiyla varyans analizine tabi tutulmustur. Yiizde degerler, istatistik analizinden

once arcsin degerlerine ¢evirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Bogum Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyonu

4.1.1 Farklh BAP ve IBA konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un bogum

Eksplantlarindan Siirgiin rejenerasyonuna etkisi

In vitro gelisen bitkiciklerden bogumlar izole edilerek oncelikle 0.75 mg/l ve 1.0 mg/I
BAP ve 0.25, 0.05, 1.0 ve 2.0 mg/l IBA iceren MS besin ortamlarinda culture
alimmigstir. Kiltiir baslangicindan 20-25 gilin sonra siirglinler gelismeye baslamistir
(Sekil 4.1a). Eksplantlar 6 hafta sonra biiylimeyi diizenleyici igermeyen MS ortama
alinmistir. Elde edilen siirgiinler 0.5 mg/IBA igeren ortamda koklendirilerek ve iklim
odasinda adaptasyinu saglanmistir  (Sekil 4.1d). Farklh BAP ve IBA
konsantrasyonlarinin bogumdan siirgiin olusumu {iizerine etkisine ait varyans analizi

sonuclar1 Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli. BAP ve IBA konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un bogum

eksplantlarindan stirgiin rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Siirgiin Eksplant Basina Siirgiin
Kaynaklan rejenerasyon Siirgiin Sayisi Uzunlugu
S.D. orami %
K.O. F K.O. F K.O. F
Ortamlar 7 60208,93 | 28,73** 6,02 | 28,73** | 924 |7,15%*
Hata 16 | 2095,83 0,210 1,29
Genel Toplam |23

*%().01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda Siirgiin rejenerasyon
orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu bakimindan farkli oranlarda
kullanilan BAP ve IBA konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan

testi sonuglart Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli BAP ve IBA konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un bogum

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Ortam Siirgiin Eksplant Bagina | Siirgiin Uzunlugu
rejenerasyon Siirgiin Sayisi (cm)
cm
BAP IBA oram
(mg/l) | (mg/l) (adet)
(%)
0.75 0.25 40,00c 0,40e 2,00de
0.75 0.50 86,66b 0,86de 3,00bcd
0.75 1.00 13,33d 0,13¢ 1,00e
0.75 2.00 20,00cd 0,20e 1,00e
1.0 0.25 96,63bc 1,73bc 4,00abc
1.0 0.50 93,33ab 1,56¢cd 4,00abc
1.0 1.00 96,66ab 2,40b 4,33ab
1.0 2.00 100,00a 4,33a 6,00a

Ayni siitunda farkili kiiglik harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik ¢ikmistir

Cizelge 4.2°de goriildiigi gibi, farkli besin ortamlarinda bogum eksplantlarindan
siirglin rejenerasyon orant %13,33 1le 100 arasinda degismistir. En yiiksek deger 1.0
mg/l BAP ve 2.0 mg/l IBA igeren ortamda, en diisiik deger ise 0,75 mg/l BAP ve 1,00
mg/l IBA igeren ortamdan elde edilmistir.
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Eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan en yiiksek sonu¢ (4,33 adet), 1.0 mg/l BAP
ve 2.0 mg/l IBA igeren ortamda gozlenmistir. 1.0 mg/l BAP ve 0.50 mg/l IBA. igeren

ortamda en diisiik siirgiin sayis1 elde edilmistir.

Stiegiin uzunlugu bakimindan En yiiksek deger 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l IBA igeren
ortamda, en diisiik deger ise 1.0 mg/l BAP ve 0.50 mg/l IBA igeren ortamdan elde

edilmistir.

Sekil 4.1 Farkl1 BAP ve IBA iceren besin ortamlarinda bogumdan siirgiin olusumu

a. izole edilmis bogumlarn kiiltiire alinmasi, b. 6 hafta sonra bogumdan Siirgiin olusumu, c. MSO
ortami iceren magenta kaplarinda siirgiinlerin koklendirilmesi, d. topraga aktarilmis ve iklim
dolabinda dis sartlara adepte olmus bir bitkinin goriintiisii.
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4.1.2 Farkh TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlariin A. tuberosum’un bogum
eksplantlarindan Siirgiin rejenerasyonu

In vitro gelisen bitkiciklerden bogumlar izole edilerek farkli oranlarda TDZ, NAA ve
2,4-D igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan 20-25
giin sonra siirgiinler gelismeye baslamistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Eksplantlar 7 hafta sonra
bliyiimeyi diizenleyici icermeyen MS ortama alinmistir. Farkli TDZ ve NAA
konsantrasyonlarinin bogumdan siirgiin olusumu ezerine etkisine ait varyans analizi

sonuglar1 Cizelge 4.3 de verilmistir

Cizelge 4.3 Farkli TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un bogum

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Siirgiin Eksplant Siirgiin Uzunlugu
Kaynaklan rejenerasyon orani | Basina Siirgiin
S.D. % Sayisi
K.O. F K.O. F K.O. F

Ortamlar 21 18313,42 |11,03** |1,83 [11,034** |7,43 5,93%*

Hata 44 1660,60 0,16 1,25
Genel 65
Toplam

*%(.01 diizeyinde dnemli

Cizelge 4.3 de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda Siirgiin rejenerasyon
orani , eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan farkli oranlarda
kullanilan TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlar: arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4 Farkli TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlarmin A. tuberosum’un bogum

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Ortam Siirgiin Eksplant Siirgiin
rejenerasyon Basina Uzunlugu
TDZ NAA 24D orani % Siirgiin Sayisi (em)
(mg/) | (mgM) | (mg/l) (adet)
0.5 0.00 - 43,33cde 0,53efg 3,00bc
0.5 0.01 - 16,66¢ 0,26fg 3,00bc
0.5 0.02 - 76,63bc 0,86def 3,46b
0.5 0.04 - 56,66¢ 0,66efg 3,00bc
0.5 0.08 - 6,66ef 0,06g 1,00cd
0.5 - 0.00 0,00f 0,00g 0,00d
0.5 - 0.01 76,63bc 0,86def 3,50b
0.5 - 0.02 76,63bc 0,86def 5,90a
0.5 - 0.04 56,66¢ 0,66efg 3,50b
0.5 - 0.08 96,66ab 2,26ab 3,00bc
0.75 - 0.00 0,00f 0,00g 0,00d
0.75 - 0.25 86,63b 1,06de 1,00cd
0.75 - 0.50 43,33cde 0,53efg 0,50c
0.75 - 1.00 53,33cd 0,60efg 0,43d
0.75 - 2.00 0,00f 0,00g 0,00d
0.75 - 4.00 0,00f 0,00g 0,00d
1.00 - 0.00 93,63ab 1,46¢cd 2,00bcd
1.00 - 0.25 76,63bc 0,80defg 0,66d
1.00 - 0.50 96,66ab 1,80bc 1,50bcd
1.00 - 1.00 100,002 2,93a 1,50bcd
1.00 - 2.00 96,66ab 1,80bc 0,80d
1.00 - 4.00 53,33cd 0,60efg 1,00cd

Ayn1 sutunda farkili kiiciik harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik ¢ikmigtir

28



Cizelge 4.4’de goriildiigli gibi, farkli besin ortamlarinda bogum eksplantlarindan
siirglin rejenerasyon orant %0.00 ile %100 arasinda degismistir. En yiiksek deger 1.0
mg/l TDZ ve 1.0 mg/l 2,4-D igeren ortamda elde edilmistir. (0.5 mg/l TDZ ve 0.00
mg/1 2,4-D), (0.75 mg/l TDZ ve 0.00 mg/1 2,4-D), (0.75 mg/l TDZ ve 2.00 mg/l 2,4-D)
ve (0.75 mg/l TDZ ve 4.00 mg/l 2,4-D) ortamlarda harhangi bir sonuga elde

edilmemistir.

Eksplant basina siirglin sayis1 bakimindan en yiiksek sonu¢ (2,93 adet), 1.0 mg/l TDZ
ve 1.0 mg/l 2,4-D iceren ortamda gdzlenmistir. (0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/l 2,4-D),
(0.75 mg/l TDZ ve 0.00 mg/l 2,4-D), (0.75 mg/l TDZ ve 2.00 mg/l 2,4-D) ve (0.75
mg/l TDZ ve 4.00 mg/1 2,4-D) ortamlarda harhangi bir sonuca elde edilmemistir.

Stiegiin uzunlugu bakimindan En yiiksek deger 0.5 mg/l TDZ ve 0.02 mg/l 2,4-D
iceren ortamda elde edilmistir. (0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/1 2,4-D), (0.75 mg/l TDZ ve
0.00 mg/1 2,4-D), (0.75 mg/l TDZ ve 2.00 mg/1 2,4-D) ve (0.75 mg/l TDZ ve 4.00 mg/1

2,4-D) ortamlarda harhangi bir sonuga elde edilmemistir.

Yapilan denemeler sonucunda A. tuberosum’ da basarli bitki rejenerasyonu elde
edilmigtir. Elde edilen siirgiinler daha sonar topraga aktarilarak once iklim dolabinda
yliksek nemde dis sartlara alistirlmistir. Son olarak bitkiler kasalara aktarilarak dis

sartlarda gelismeye birakilmugtir.

29



Sekil 4.2 Farkli TDZ ve NAA igeren besin ortaminda bogumdan siirgiin olusumu
a. bogumlarm kiiltiire alinmas1 b. 7 hafta sonra izole edilmis kotiledon bogum eksplantindan siirgiin

rejenerasyonu, c. MSO ortami igeren magenta kaplarinda siirglinlerin koklendirilmesi, d. topraga
aktarilmig ve iklim dolabinda dig sartlara adapte olmus bir bitkinin goriintiisii
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Sekil 4.3 Farkli TDZ ve 2,4-D igeren besin ortaminda bogumdan siirgiin olusumu

a. bogumlarin kiiltiire alinmasi, b. yedi hafta sonunda bogum eksplantindan meydana gelen siirgiinler,
c. siirglinlerin 0,5 mg/l IBA koklendirme ortaminda kdklendirilmesi, d. siirgiinlerin saksilara alinarak
iklim dolabinda dis sartlara aligtirilmast
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4.2 Fidecik Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyonu

4.2.1 Farkh BAP ve IBA Kkonsantrasyonlarmmin A. tuberosum’un fidecik
eksplantlarin’dan siirgiin rejenerasyonu

In vitro gelisen bitkiciklerden fidecikler izole edilerek oncelikle 0.75 mg/l ve ya 1.0
mg/l BAP ve 0.25, 0.05, 1.0 ve ya 2.0 mg/l IBA iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire
almmugtir.  Kiltiir  baglangicindan  20-25 giin  sonra siirgiinler gelismeye
baslamistir(Sekil 4.4). Eksplantlar 7 hafta sonra biliylimeyi diizenleyici icermeyen MS
ortama alinmistir. Farkli BAP ve IBA konsantrasyonlarinin fidecikden siirgiin

olusumu ezerine etkisine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.5 Farkli BAP ve IBA konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un fidecik

eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Siirgiin Eksplant Bagina | Siirgiin Uzunlugu
Kaynaklar rejenerasyon Siirgiin Sayisi
1 S.D. orami %

K.O. F K.O. F K.O. F
Ortamlar 7 1514,28 | 8,26* 0,151 8,26%* (341 5,46%*
Hata 16 183,33 0,02 0,62
Genel 23
Toplam

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.5’de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda Siirgiin
rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirglin uzunlugu bakimindan
farkli oranlarda kullanilan BAP ve IBA konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik 0.05
diizeyinde onemli bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek

amactyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.6°de verilmistir.
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Cizelge 4.6 Farkli BAP ve IBA konsantrasyonlarimin A. tuberosum’un fidecik
eksplantlarindan Siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Ortam Siirgiin Eksplant Siirgiin Uzunlugu
BAP (mg/l) IBA rejenerasyon Basina (cm)
(mg/1) oram1 % Siirgiin Sayisi
(adet)
0.75 0.25 0,00d 0,00d 0,00c
0.75 0.50 20,00cd 0,20cd 1,00bc
0.75 1.00 20,00cd 0,20cd 0,50bc
0.75 2.00 0,00d 0,00d 0,00d
1.0 0.25 40,00abc 0,40abc 1,00bc
1.0 0.50 33,33bc 0,33bc 2,00ab
1.0 1.00 53,33ab 0,53ab 2,00ab
1.0 2.00 60,00a 0,60a 3,00a

Ayni sutunda farkili kiigiik harflerle gosterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde
farklilik ¢ikmistir

Cizelge 4.6’de goriildigi gibi, farkli besin ortamlarinda bogum eksplantlarindan
siirglin rejenerasyon orant %0.00 1le 60.00 arasinda degismistir. En yiiksek deger 1.0
mg/l BAP ve 2.0 mg/l IBA iceren ortamda, en diisiik deger ise 0.75 mg/l BAP ve 0.25

mg/l IBA igeren ortamdan elde edilmistir.

Eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonug (3,00 adet), 1.0 mg/l BAP
ve 2.0 mg/l IBA igeren ortamda gozlenmistir. 0.75 mg/l BAP ve 0.25 mg/1 IBA igeren

ortamda en diisiik siirgiin sayis1 elde edilmistir.
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Stiegiin uzunlugu bakimindan En yiiksek deger 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l IBA iceren
ortamda, en diisiik deger ise 0.75 mg/l BAP ve 0.25 mg/l IBA igeren ortamdan elde

edilmistir.

Yapilan denemeler sonucunda A. tuberosum’ da basarli bitki rejenerasyonu elde
edilmistir. Elde edilen siirgiinler daha sonar topraga aktarilarak once iklim dolabinda

yluksek nemde dis sartlara alistirlmistir. Son olarak bitkiler kasalara aktarilarak dis

sartlarda gelismeye birakilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Farkli BAP ve IBA igeren besin ortaminda fideciklerden siirgiin olusumu
a fideciklerin kiiltiire alinmasi, b. fideciklerin 7 hafta sonundaki goriiniimii, c. 0,5 mg/l IBA

koklendirme ortaminda fideciklerden elde edilen siirgiinlerin kdklendirilmesi, d. topraga aktarilmis ve
dis sartlalara adapte olmus bir bitkinin gériintimii.
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4.2.2 Farkh TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un fidecik
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

In vitro gelisen bitkiciklerden fidecikler izole edilerek farkli oranlarda TDZ, NAA ve
2,4-D igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan 20-25
glin sonra siirgiinler gelismeye baslamistir. Eksplantlar 7 hafta sonra biiyiimeyi
diizenleyici igermeyen MS ortama alinmistir Farkli TDZ, NAA ve 2,4-D
konsantrasyonlarinin fidecikden siirgiin olusumu iizerine etkisine ait varyans analizi

sonuclar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7 Farkli TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un fidecik

eksplantlarindan stirgiin rejenerasyonun etkisine ait varyans analizi

Varyasyon Siirgiin Eksplant Bagina | Siirgiin Uzunlugu
Kaynaklan rejenerasyon | Siirgiin Sayisi
S.D. orami %

K.O. F K.O. F K.O. F
Ortamlar 21 1998, |1,24** |0,20 1,24%* 6,85 1,21%*

55
Hata 44 | 1612, 0,16 5,64

12
Genel 65
Toplam

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi yapilan varyans analizi sonucunda Siirgiin rejenerasyon
orani, eksplant basina siirglin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan farkli oranlarda
kullanilan TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlari arasindaki farklilik 0.01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli TDZ, NAA ve 2,4-D konsantrasyonlarinin A. tuberosum’un

fidecik eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Ortam Siirgiin Eksplant Siirgiin
rejenerasyon Basina Siirgiin Uzunlugu
TDZ NAA 24D oram % Sayisi (cm)
(mg/T) (mg/1) (mg/1)
0.5 0.00 - 0,00b 0,00b 0,00b
0.5 0.01 - 0,00b 0,00b 0,00b
0.5 0.02 - 13,33b 0,13b 2,00ab
0.5 0.04 - 40,00ab 0,40ab 5,75a
0.5 0.08 - 6,66b 0,06b 0,50b
0.5 - 0.00 0,00b 0,00b 0,00b
0.5 - 0.01 0,00b 0,00b 0,00b
0.5 - 0.02 0,00b 0,00b 0,00b
0.5 - 0.04 13,33b 0,13b 4,66ab
0.5 - 0.08 26,66b 0,26b 1,00b
0.75 - 0.00 0,00b 0,00b 0,00b
0.75 - 0.25 6,66b 0,06b 0,50b
0.75 - 0.50 20,00b 0,20b 0,50b
0.75 - 1.00 13,33b 0,13b 0,30b
0.75 - 2.00 0,00b 0,00b 0,00b
0.75 - 4.00 0,00b 0,00b 0,00b
1.00 - 0.00 100,00a 1,06a 1,00b
1.00 - 0.25 13,33b 0,13b 1,00b
1.00 - 0.50 6,66b 0,06b 1,00b
1.00 - 1.00 53,33ab 0,53ab 1,50ab
1.00 - 2.00 53,33ab 0,53ab 2,00ab
22 | 1.00 - 4.00 20,00b 0,20b 0,50b

Ayn1 sutunda farkili kiiciik harflerle gdsterilen rakamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik ¢ikmigtir

36



Cizelge 4.8’de goriildiigi gibi, farkli besin ortamlarinda bogum eksplantlarindan
siirglin rejenerasyon orant %0.00 ile %100 arasinda degismistir. En yiiksek deger 1.0
mg/l TDZ ve 0.00 mg/l 2,4-D iceren ortamda elde edilmistir. 0.5 mg/l TDZ ve 0.00
mg/l NAA ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.01 mg/l NAA ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/l 2,4-D
ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.01 mg/1 2,4-D ve 0.75 mg/l TDZ ve 2.00 mg/l 2,4-D ve 0.75
mg/l TDZ ve 4.00 mg/I 2,4-D ortamlarda harhangi bir sonuga elde edilmemistir

Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek sonug (1,06 adet), tek basina 1.0
mg/l TDZ igeren ortamda gozlenmistir. 0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/l NAA ve 0.5 mg/l
TDZ ve 0.01 mg/l NAA ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/1 2,4-D ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.01
mg/l 2,4-D ve 0.75 mg/l TDZ ve 2.00 mg/l 2,4-D ve 0.75 mg/l TDZ ve 4.00 mg/1 2,4-

D ortamlarda harhangi bir sonuga elde edilmemistir.

Siirglin uzunlugu bakimindan en yiiksek deger 0.5 mg/l TDZ ve 0.04 mg/l 2,4-D
iceren ortamda elde edilmistir0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/l NAA ve 0.5 mg/l TDZ ve
0.01 mg/l NAA ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.00 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l TDZ ve 0.01 mg/1
2,4-D ve 0.75 mg/l TDZ ve 2.00 mg/l 2,4-D ve 0.75 mg/l TDZ ve 4.00 mg/l 2,4-D

ortamlarda harhangi bir sonuca elde edilmemistir.

Yapilan denemeler sonucunda A. tuberosum’ da basarli bitki rejenerasyonu elde
edilmigtir. Elde edilen siirgiinler daha sonar topraga aktarilarak once iklim dolabinda
yliksek nemde dis sartlara alistirilmistir. Son olarak bitkiler kasalara aktarilarak dis

sartlarda gelismeye birakilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Farkli TDZ ve 2,4-D igeren besin ortaminda fidecikten siirgiin olusumu ve A.
tuberosum adaptasyonu

a. fideciklerin kiiltiire alinmasi, b. 8 hafta sonunda fidecik eksplantindan meydana gelen siirgiinler, c.
siirglinlerin 0,5 mg/l IBA koklendirme ortaminda kdklendirilmesi, d. siirgiinlerin saksilara alinarak
iklim dolabinda dis sartlara aligtirilmasi, e. A. tuberosum’un iklim dolabinda 15 giinliik adaptasyona tabi
tutulan bitkilerin goriintiisii, f. Adaptasyona tabi tutulan ve basariyla tarlaya aktarilan bitkilerin
gorlntiisi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu tez kapsaminda yapilan galismalarda, A. tuberosum bitkisinin tiim fidecik ve
kotiledon bogum eksplantlari ile degisik oranlarda BAP-IBA, TDZ-NAA ve TDZ-2.4-
D kullanilarak basarili bir sekilde ¢ogaltim saglanmistir. Eksplant basina siirgiin sayist
bakimindan en fazla rejenerasyon 1 mg/l BAP ve 2 mg/l IBA igeren MS ortamda

bogum eksplantindan elde edilmistir.

Bogum ekspalntinin = 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l IBA kosantrasyonu, siirgiin
rejenerasyonu olarak %100 ve siirgiin sayist 4.33 adet olarak en yiikse ortalama
olmusgrir. Siirgiin uzunlugu bakiminden genede ayni ortam 6 cm olarak en yiiksek

sonug olarak belirtimistir.

Bu tez calismasi sonucunda 7 hafta sonunda Allium tuberosum bitkisinde yiiksek
oranda slirgiin rejenerasyonu elde edilerek bitkigikler basarili bir sekilde dis kosullara
alistirilmistir(Sekil 4.5 e-f).Diger arastirmacilarin bu konu kapsaminda 6nceki yillarda

yaptiklar1 benzer ¢alismalarda su sonuclar gézlenmistir.

Pandey et al. (1992), 0.5 mg/l BAP [benzyladenine], ya da 0.1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l
2iP igeren BS ortaminda tarlada yetistirilen 200 Cin Soganinin yaridan kesilmig stirgiin
diplerini eksplant olarak kullanmistir. Sonugta hem axillary hemde adventif siirgiin
olusturulmustur.  Taze ortama aktarildiginda, in vitro siirgiinler daha fazla sayida
siirglin vererek ¢ogalmistir, ki bu siirgiinlerde de kendiliginden kok olusumu
gozlemlenmistir. Bitkiler topraga aktarilinca diploid olan ebeveynlerinin sartlarina

ulasmislardir.

Shuto et al. (1993) yaptiklari arastirmada Cin Sogani (A. tuberosum) bitkisinin
tohumlarini ¢imlendirmis ve elde edilen bitkileri kullanmislardir. Kokler karanlikta 1.0

mg/l NAA iceren MS ortaminda 2 hafta boyunca bekletilerek kallus gelistirmistir. 3
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hafta icerisinde biliylime diizenleyici igermeyen MS ortamina aktarilan eksplantlarin
biiyilik bir cogunlugunun ( % 90) iri yapili adventif siirgiinlere doniiserek farklilasdigi
kaydedilmistir.

Matsuda and Adachi (1996), Cin sogan1 (A. tuberosum)’a ait 4 ¢esitin 4 eksplant
tiplerinde kallus olusturma siklig1 ve bitki rejenerasyonu kapasitesini ¢aligsmislardir.
Embriyogenesis kiiltiirli ile yaplan bu ¢alismada MS ortaminda % 0.8 agar ve % 3.0
sukroz kullanilmig ve ayrica biiylime diizenleyici olarak 5.0 mg/l 2,4-D, 1.0 mg/l
GA; ve 1.0 mg/l kinetin kullanmislar ve % 63.8 ile en 1yi sonucu, 1.0 mg/l GA3 ve en
diisiik sonucu ise 5.0 mg/l 2,4-D ortamindan aldiklarini bildirmislerdir. Daha sonra bu

ortamda alt kiiltiire alma ihtiyac1 duymamuglardir.

Ayabe, et al. (1998) Sarmisak (A. sativum L.) bitkisini hem fitohormon igermeyen LS
(Linsmaier ve Skoog) ortamimna ve hem de 0,1 mg/l NAA ve 0,1 mg/l BA igeren
ortamda kiiltiire almiglardir. Her iki ortamdan da siirgiinler gelistigini ancak hormon
icermeyen ortamdan daha fazla (bir eksplanttan 15°den fazla siirgiin) slirgiin

gelisdigini bildirmislerdir.

Do, et al. (2000), A. sativum L.’de sarmisak disi temel dokusundan direk somatik

embriyogenesisde etkili yeni bir metod gelistirmislerdir.

Xu P et al. (2001), Islah yoluyla viriissiiz sarimsak (A. sativum L.) tiretmek igin

meristem kiiltiirli ile ciceklenmeyi iyilestirmislerdir.

Bu tez calismasinda ise elde edilen yeni bulgular asagidaki gibidir.
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Cimlenme optimumu hava sicakliginin (iklim odasinin sicakligi) 25 °C oldugunda elde
edildigi gbézlenmis ayrica ¢imlenmenin en hizli agamasinin iigiincii giinden besinci
giine kadar ki donem oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla sitoloji ¢aligmalarinda
koromozomlar1 gozleme ihtimalinin en yiiksek oldugu dénemin {i¢iincii giin oldugunu

sOylemek miimkiin gériinmiistiir.

Stirglin  rejenerasyon olusumu, izole edilmis eksplantlarin uygun ortamlara

aktarildiktan 7 hafta sonra gelismeye basladiklar1 goriinmiistiir.
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