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OZET

BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ ANTHURIUM ANDREANUM L
TURUNUN iKi CESIiDININ MiKROCOGALTIMI UZERINDE ETKIiLERIi

Gizem AYGUN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman : Prof. Dr. Ciineyt AKI
10/07/2015, 42

Tamamlanan Yiiksek Lisans Tezinde, iilkemizde yetistiriciligi yaygin olmayan, liretim
istekleri net olarak bilinmeyen, ticari anlamda siis bitkisi olarak ¢ok fazla tercih edilen,
pahali tropikal ve popiiler bir tiir olan Araceae familyasindan Anthurium andreanum L

tiirliniine ait Red Love ve Pink Champion sertifikali ¢esitleri kullanilmistir.

Saksilardaki sertifikali anac bitkilerin saglikli, gen¢ yaprak ve petiollerinden alinan
eksplantlar farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda 2,4-D, NAA ve BAP igeren MS
ortamlarinda kallus uyartimi i¢in kiltiire alinmistir. Bu farkli kiiltiir kosullarinin A.
andreanum L. gesitlerinde kallus olusturma potansiyelleri karsilastirilmistir. En iyi kallus
olusturan 0.1 mg/L 2,4-D ve 1.5 mg/L BAP igeren tam MS ortamindan alt kiiltiirler yolu
ile siirglin olusumuna gecilmistir. Calismanin belirli asamasindan sonra ise sadece Red
Love ¢esidine ait bitkicikler elde edilmistir. En iyi siirgiin olusturma ortam1 0.5 mg/L BAP
igeren yart MS ortami oldugu tespit edilmistir. Eksplant basina siirgiin olusturma kapasitesi

%86 olarak saptanmustir.

Aragtirmanin sonucunda, ekonomik anlamda 6nemli olan ve normal sartlarda iiretimi gii¢
olan A. andreanum tiirinin Red Love ve Pink Champion g¢esitlerinin in vitro
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Ancak siirgiin olusturma ve mikrogogaltim agisindan

Red Love gesidi basarili bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Anthurium andreanum, In vitro, Mikrogogaltim, Doku Kiiltiirii.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF PLANT GROWTH REGULATORS ON
MICROPROPAGATION IN TWO VARIETIES OF ANTHURIUM ANDREANUM
SPECIES

Gizem AYGUN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor : Prof. Dr. Ciineyt AKI
10/07/2015, 42

In this research, two varieties of Anthurium andreanum were micropropagated from calli
by tissue culture techniques instead of classic production for increase the production. Plant
regeneration of Anthurium andraeanum varieties Red Love and Pink Champion has been
achieved through adventitious shoot formation from calli. Leaf and petiol explants were
harvested from mature certificated plants which were grown in the pots.

The leaf and petiole explants were cultured on MS medium supplemented with 0.1 mg/L
2,4-D, 1.5 mg/L BAP for callus induction in vitro conditions by indirect organogenesis.
Best combination for biomass production were obtained as 0.1 mg/L 2,4-D, 1.5 mg/L BAP.
Best shoot regeneration medium were obtained as half strength MS medium supplemented
with with 0.5 mg/L BAP for Red Love variety. Shoot regeneration capacity per explant
were calculated at 86%.

Upon investigation in vitro A. andreanum kind of two different types of optimization was
carried. However exile creation and micropropagation of varieties in terms of Red Love

has been more successful than the Pink Champion varieties.

As a result, in vitro optimization of Anthurium andraeanum two varieties Red Love and
Pink Champion were realized. Furthermore, only micropropogation of Red Love variety

was successfully achieved.

Keywords: Anthurium andreanum, In vitro, Micropropagation, Tissue Culture.
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BOLUM 1
GIRIS

Insanligin var olusundan bu yana bitkiler, yasammmizda ¢ok onemli bir yer
tutmaktadir. Bitkiler ekosistemdeki 6nemli rollerinin yani sira beslenme, tibbi 6zellik, boya
endistrisinde kullanim, antimikrobiyal 6zellikleri nedeni ile de tiim hastaliklara kars

kullanilabilmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore; diinya niifusunun biiyiik bir béliimii (%70-80)
tedavi veya korunma amach yaklasik 20.000 bitkiyi kullanmaktadir. Bitkiler gida kaynag:
olarak insan beslenmesinin dogrudan %93’iinli, dolayli olarak %7’sini olustururken
diinyanin bati kismindaki recete ile satilan ilaglarin %25’nin bitkisel kokenli oldugu
bildirilmigtir (Dalar, 2008). Bitkiler; tibbi, baharat, ila¢ sanayinde yaygin olarak
kullanilmakta olup gida ve katki maddesi olarak da tiiketilmektedir. Aromatik ozellikleri
acisindan ise; parflimeri, kolonya, tiitsii ve kozmetik sanayinde genis bir yer bulmaktadir

(Baser, 2003).

Tiim bunlarin disinda siis bitkileri 6zellikle son yillarda artan bir pazar payina sahip
olmustur. Insanlik tarihine bakildiginda o dénemlerde de ¢ok degerli olan siis bitkilerinin
hem f{ilkeler arasinda hem de iilke igerisinde ticaretlerinin siklikla gerceklestirildigi

bilinmektedir.

Siis bitkilerinin bazilar1 dogal ortamlarinda hi¢ bir iireme engeli olmadan yaygin bir
sekilde rahatlikla yetisebilirken bazilar1 ise yetigme ortamlarindan kaynaklanan ve
insanlarin toplama sikligindan dolay1 yeterli miktarda yetisememektedir. Bu degerli ve
bazilar1 da endemik olan siis bitkileri, bir {ilkelerin genetik kaynaklarini ve biyogesitliligini
olusturduklarindan dolay1 in vitro sartlarda korunmalar1 ve seri bir sekilde iiretilmeleri
gerekmektedir. Siis bitkilerini ¢ogaltabilmek icin vejetatif iiretme, celikleme, daldirma,
yaralama, ayirma, toprakalti organlari ile stolon wuglart ile g¢ogaltma yontemleri
kullanilabilmektedir. Bunun yani1 sira doku kiiltiirii de mikrogogaltimda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bitkilerin laboratuvar sartlarinda kontrollii olarak yetistirilmeleri
temelinde doku kiiltiirii yer almaktadir. Bitki doku kiiltiirii yolu ile bitkilerin gelisim
asamalar1 rahatlikla gdzlemlenip istenilen asamada miidahale edilerek gelisimin
degistirilmesi yOniinde arastirmalar yapilabilmektedir. Bitkilerin temel ve yasamsal

Ozelliklerinden birisi olan savunma ve ortama uyum saglama olaylar1 sonucunda



bitkilerden ortama salman c¢ok degisik maddeler bulunmaktadir. Insanlar tarafindan en
fazla kullanilan bazi dogal bilesikler birgok ilacin hammaddesi olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Gliniimiizde siis bitkilerine, para kazandiran, gelir getiren bir tarim faaliyeti olarak
bakilmaktadir. Diinyada da pek ¢ok iilke bunu fark edip siis bitkilerinden ticaret yapar
duruma gelmistir. Afrika tilkeleri agliktan, Giiney Amerika iilkesi olan Kolombiya ise
uyusturucu ticaretinden dolay1 c¢icek yetistirip satarak gecimini saglamaya calismistir.
Kolombiya’nin ¢igek ticaretinde yillik geliri 500 milyon dolar1 asmistir. Israil ¢olde gigek
yetistirip satarak gelir saglamaktadir. Hollanda tiim Avrupa iilkelerine ¢igek satmaktadir

(Geneyikli, 2009).

Uretilen bitkilerden yaklasitk %78’ini siis bitkileri olusturmaktadir. Hollanda,
spatifilyum, krizantem, begonya, benjamin, lale, siklamen, filodendron, afrika meneksesi

ve orman giilii gibi saks1 bitkilerinin ihracatinda egemendir.

Thracaatta en iyi olan dért iilke (Hollanda, Kolombiya, Italya, Israil) diinya pazarmin
%80’ini elinde bulundurmakta, %20’sinden daha azin1 da gelismekte olan Afrika, Asya,

Latin Amerika gibi iilkeler paylagsmaktadir (Rout ve ark., 2006).

Diinya iizerinde en onemli siis bitki ithalatgisi olan {ilkeler, Almanya, ABD,

Hollanda, Ingiltere, Fransa ve Rusya’dir

Tiirkiye’de 28 ilde siis bitkileri {iretimi yapilmaktadir. Uretimin en fazla yapildig
iller sirastyla Izmir (%23.86), Sakarya (%20.94), Antalya (%15.06), Yalova (%13.52),
Bursa (%9.59) ve Isparta (%4.53)’dir. Antalya bolgesinde ise ¢ogunlugu seralarda olmak
tizere yiliksek kaliteli ve ihracata yonelik {iretim yapilmaktadir (Tascioglu ve ark., 2005).

Yiizyillar once estetik amaclarla kullanilmaya baslanan siis bitkileri, giiniimiizde
onemli bir tarimsal {irlin olarak dikkat ¢ekmektedir. Siis bitkileri genel bir kavram olup,
kesme cicekler ve kesme yesillikler, saksili bitkiler (¢igekli ve saksili bitkiler) ile peyzaj
icin kullanilan diger bitkileri kapsamaktadir (Titiz ve ark., 2000; Yazgan ve ark., 2005;
Yilmaz, 2009).

Diinya iizerinde 652.000 ha alanda kesme cicek iiretimi yapilmaktadir. Toplam
alanin % 72’s1 Asya, % 13’1 Giiney Amerika, % 9’u Avrupa’da yer almaktadir.



Kesme c¢igek {iretiminin yapildigt en o6nemli iilkeler sirasiyla Hindistan, Cin,
Brezilya, Meksika, Japonya, ABD, Giiney Afrika Cumhuriyeti, Italya, Tayland, Ekvador,
Kolombiya ve Hollanda’dir. Hindistan, Cin, Brezilya, Meksika, Japonya, ABD, Tayland
gibi Onemli ireticiler olmalarma ragmen iretimi kendi i¢ pazarlarina yonelik
yapmaktadirlar. Ekvador, Kolombiya gibi iireticiler ise ihracata yonelik {iretim

yapmaktadir.

Kesme cicek iiretiminin tropikal tarimin gesitlendirilmesi agisindan 6nemli bir rolii
vardir. Kiiresel pazarda Anthurium cinsi tropikal kesme ¢icekler arasinda orkideden sonra
ikinci sirada gelmektedir (Chen ve ark., 2003; Dufour ve Guerin, 2003). Birim fiyati
yiiksek olan kesme ¢igeklerden olan Anthurium cinsi 19. yilizyildan beri, hem ev i¢in siis

bitkileri hem de bahgecilik kesme ¢i¢ek kaynagi olmustur (Bown, 2000).

1.1. Anthurium Bitkisinin Sistematikteki Yeri

Alem: Plantae

Ordo: Alismatales
Familya: Araceae

Cins: Anthurium
Tiir: Anthurium sp.

1.2. Araceae (Yilanyastigigiller) Familyasinin Ozellikleri

Araceae familyast 108 cins ve yaklasik 3750 monokotiledon tiirtinden olusur (Harb
ve ark., 2010). Aglaonema, Alocasia, Caladium, Calla, Colocasia, Dieffenbachia,
Epipremnum, Monstera, Philodendron ve Spathiphyllum cinslerini igerir (Grayum, 1990).
Biiyiik ¢ogunlugu Giiney ve Kuzey Amerika kitalarinda birka¢ tiirii diger kitalarda

bulunur. Anadolu’da da birkag tiirii bulunmaktadir.

1.3. Anthurium Cinsinin Genel Ozellikleri

Anthurium cinsinin Amerika’nin tropik bdlgeleri olan Kostarika, Kolombiya ve
Ekvador ana vatanidir (Gantait ve ark., 2008). Amerika’ya 6zgii, Anthurium tyeleri en
yaygin olarak deniz seviyesinden 1500-3000 m arasinda degisen yiiksekliklerinde bulunur.
Ayni zamanda dag bulut ormanlar1 ve tropikal yagmur ormanlarinda goriilen ailenin en

goze garpan temsilcisidir (Grayum, 1990; Croat, 1994; Mayo ve ark., 1997).



Bu cinsin i¢inde 600 tiirliniin ¢gogu siis bitkileridir ve bunlarin ¢ogu Amerika'nin
sicak bolgelerinde hava koklerine sahip, yerli otsu epifitlerdir (Castro ve ark., 2004;
Tombolato ve Quirino, 2004; Nhut ve ark., 2006; Liendo ve Mogolléon, 2009; Maira ve
ark., 2010). Dogal ortaminda asalak olmadan agaclar ve kayalar lizerinde yasayan, hava
kokleriyle havanin serbest neminden yararlanarak hayatini devam ettiren canlilardir. Bu
sebeple Anthurium yetistiriciligi i¢in havalanmasi ¢ok iyi olmalidir. Yaklagik 130 tiir de
Brezilya'da bulunur (Castro ve ark., 2004; Tombolato ve Quirino, 2004).

Anthurium ismi Yunancadan gelir. Anthos = ¢icek ve Oura = kuyruk kelimelerinin
birlesmesiyle, tail flower = kuyruklu ¢igek diye adlandirilir. Ulkemizde ve bazi iilkelerde
Flamingo ¢icegi adi verilen Anthurium cinsine Amerika’da Cresto de Gallo, Cin’de
Bullshead, Amerika’da Tail flower, Hollanda’da Lak-Anthurium (Lacquer flower) =
vernikli ¢igek denir. Hollanda da iiretimin %40’1mn1 kirmizi renkli ¢esitler olusturmaktadir.
Uretilen ve mezatlarda satis1 yapilan kirmizi gesitler icinde %95°den fazlasmida tropikal

cesidi teskil etmektedir (Herk ve ark., 1998).

Andreanum ise Fransiz botanik¢i Edouard André’nin soyadiyla alakalidir. Ona
ithafen bu isim verilmistir. 1876 yilinda tarafindan Kolombiya'nin tropikal dag
ormanlarinda Jose J. Triana kesfetmis ve André’e tanitmis, André de Anthurium adini
verdigi bu bitkiyi Belcika’daki botanik¢i Jean Linden’e gondermistir. Siis bitkisi olarak

1877 yilinda Avrupali botanik¢ilere resmen tanitan kisi Jean Linden olmustur.

Samuel Damon 1889 yilinda Anthurium andreanum tiiriinii Ingiltere’de goriip
Hawaii’ye gotiirerek seri liretimlere baslamistir. Bu isten ¢cok zengin olmustur. Celikleme
ile ilk tiretimi yapan Hawaiililer diger Anthurium tiirleri edinip melezlemeler yaparak
tohum ile {iretime gec¢mistir. Giinlimiizde ise iiretimi doku kiiltiiri teknigi ile

laboratuvarlarada yapilmaktadir (http://azbitki.com/anthurium-andreanum).

Karmasik olan bu cins yaprak morfolojisi, biiyiime aligkanligi, yaprakta damar
diizeni, desen ve c¢icek renkleri ile muazzam bir varyasyon gosterir. Cinsin gesitliligi,
tropikal ormanlarda ekolojik 6nemi, botanik koleksiyonu, tarimi ve ¢ok uzun bir gegmisi
olmasina ragmen molekiiler filogenilerinden taksonomik arastirmasi ihmal edilmistir

(Mayo ve ark., 1997; Govaerts ve Frodin, 2002).



1.3.1. Anthurium morfolojisi

Anthurium Araceae familyasinin, Pothoideae alt familyasinin 6 takimindan en genisi
olan Anthurieae takimina ait bu alt familya yaprakta ince ags1 damar diizeni ile, genikiilat
sap1 ve miikemmel ¢icekler ile karakterizedir (French ve ark., 1995; Barabé ve Lacioix
2002; Rothwell ve ark., 2004; Tam ve ark., 2004; Cabrera ve ark., 2008; Cusimano ve ark.,
2010). Anthurium 8-15 cm ¢apinda etli bir spata, kuyruga benzeyen tireme organi ve 40-70
cm uzunlugunda ¢igek sapina sahiptir. Anthurium bitkisinin yapraklart koyu yesildir.
Anthurium gigekleri ve yapraklari kokten itibaren ayri saplarla yiikselir. Kokler havalanma
ihtiyac1 gosterir. Kazik koklii yap1 toprak altinda fazla kalirsa kiitiikk olusturur. Kilcal
kokler ise c¢ok sayidadir ve sacak kok goriiniimiindedir. Cesitleri kirmizinin tonlari,
turuncu, pembe, mercan ve beyaz renklerden olusur. 3 ¢esit spat sekline sahiptir. Bunlar
standart (kalp seklide), obaki (yesil renkli), lale tipi seklindedir. Renkleri, ¢igek biiyiikligi

ve sekilleri gesitli piyasa tercihlerine gore talebi karsilamak amaciyla yetistirilmektedir.

1.3.2. Anthurium cinsinde iireme

Anthurium bitkisinin tohumla, vejetatif ve doku kiiltiirii olmak tizere 3 ¢esit tireme
sekli vardir (Hamidah ve ark., 1997; Martin ve ark., 2003). Mikrogogaltim bitkisel lireme
i¢in alternatif bir yontem olup kaliteli klonlarin ¢ogalmasi i¢in ¢ok uygundur (Silva ve ark.,

2005).

Cigek olarak bilinen parlak renkli kisma spat denir. igerideki uzantiya ise spadix adi
verilir. Gergek cigekler ¢ok kiiciik ve cok sayida olarak spadix iizerinde bulunur. Spadix
tizerinde Onceden acan disi cicekler, erkek cicekler acana kadar, polen tutma 6zelligini
kaybeder. Bu nedenle, Anthurium bitkisi minik erkek ¢i¢eklerin faaliyete gececegi zaman
yeni bir spat daha agmis olur. Yeni agan spatin spadixindeki disi cigekler eskisinin erkek
ciceklerindeki polenlerini alabildiginde tohum olusturur. Her yapragin tek bir ¢i¢ek tiretimi

sympodial asamasinda ger¢eklesir (Gantait ve Mandal, 2010).

1.3.3. Uretim sekilleri

Anthurium yetistiriciliginde anac¢ bitki bulmak zordur. Ulkemizde ilk iiretimi
Hollanda’dan getirilen anag bitkilerle baglamistir ve yetistiriciler anag bitkileri kendileri
iiretmeye caligmislardir. Anag bitki {iretimi, {lireticinin zaman kaybina neden olmakta bu

sebeple iilkemizde ¢ok fazla anag bitki tiretilememektedir.



Anthurium bitkisinin ¢igeklenme siiresinin uzundur, ¢ok iyi donatilmis seralar
olmast, iyi 1sitilmasi gerekir. Bu da masrafin artmasima neden olur. Ulkemizde anag bitki

tiretimi iki yontemle yapilmaktadir.

1.3.3.1. Tohumla iiretim

Tohumlarin iyi nitelikli, iyi beslenmis, saglikli ve ¢cimlenme giiclinii korumug olmasi
gerekir. Tohumu alinacak bitkiler siirekli gozetim altinda olmali ve bakim yapilmalidir.
Olgunlasan tohumlar elle siyrilarak almip, vakit kaybetmeden iyi drenajli topraga

ekilmelidir.

1.3.3.2. Ayirma yontemiyle iiretim:
Ana bitki kokleriyle birlikte 3-4 parcaya ayrilmalidir. Bu yontemle cok fazla bitki
eldesi saglanmaz. Kokten ayrilan yeni bireyler; gozlenmeli ve bakimli olmalidir. Bu

sartlarda bitkiler 6-12 ay sonra ¢i¢cek agmaya baslar.

1.4. Anthurium Yetistirirken Dikkat Edilecek Ozellikler

Tropikal iklim bitkisi olan Anthurium, dogal ortaminda direkt giines 15181 maruz
kalmayan yar1 golge sartlar1 sever. Sicakligi 20°C iizerinde ve nem orani %80 olan
sartlarda 1yi gelisir. Klorsuz ve dinlendirilmis suyla damlama sulama yapilmalidir.
Anthurium bitkisine zarar veren afitler, kirmiz1 oriimcekler, yesil kurt ve stimiiklii

boceklerdir. Antraknoz ise onemli hastaligidir.

1.5. Doku Kiiltiirii

Steril durumlarda, suni besi ortaminda, bitkinin tamamu, hiicre, doku veya organ gibi
bitkinin kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin iiretilmesi olarak tanimlanir
(Babaoglu ve ark., 2002). Doku kiiltiirii tekniginin temelini, bitki hiicrelerinin totipotensi

yetenekleri ve rejenere olabilme 6zellikleri olusturmaktadir.

Doku kiiltiirti Schwalk ve Scheilden’in 1838-39 yillarinda hiicre galismalar1 ile
baslayip, 1902’de Haberland’in aseptik kiilttirde, ilk in vitro kiltiir ¢alismasi takip etmistir.
Bitki hiicrelerini in vitro kosullarda canli tutmayr basarmigtir. Ancak bitki biiyiime
diizenleyicilerinin o yillarda heniiz kesfedilmemesi nedeni ile c¢ogaltmada basarili
olamamistir. 1904’te Hanning’in Cruciferae (Turpgiller familyasi) de embriyo kiiltiir

caligmalar1 takip etmistir. 1934’te White, domates koklerini, B vitamini saglayan bira



mayasi ekstresi kullanarak siirekli olarak gelistirmeyi basarmistir. Ik defa 1950 yilinda
Prof. F.C. Stewart ve Dr. Georges Morel bitkilerin doku kiiltiirii ile yetistirilebilecegini

gostermislerdir (Babaoglu ve ark., 2002).

Doku kiiltiirii sonraki yillarda germplazm muhafazasi, somatik hibridizasyon,
haploid bitki iiretimi, dogada tozlasmasi miimkiin olmayan tiirlerin hibridizasyonu,
somaklonal varyasyon ve gen transferi gibi bitki 1slahinda uygulama alanlarinin yani sira,
ticari ve 1slah dig1 ¢aligmalarda, hastaliksiz bitki iiretimi, mikrogogaltim, sentetik tohum
iiretimi ve sekonder metabolit liretimi gibi ¢aligmalarla ¢esitlilik gostermeye baslamistir
Gilintimiizde ise doku Kkiiltiirii, daha ¢ok genetik miihendisliginde bir arag olarak

kullanilmaktadir (Cordiik, 2007).

Bitki genotipi, fizyolojik durumu, bitkinin yasi gibi faktorler arasinda rejenerasyonu

yoneten en dnemli faktdr bitki bilyiime diizenleyicileridir (Islek ve ark., 2010).

Uygun bitki biiylime diizenleyicisi konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 segilerek bir
bitkinin hiicre, doku veya organ gibi kisimlarindan rejenerasyon saglanabilmektedir

(Morsiinbiil ve ark., 2010).

1.6. Doku Kiiltiirii Besi Ortan Bilesenleri

Bitki doku kiiltiirli besi ortamlari, tamamen yapay ortamda bitkiden alinan herhangi
bir parganin biiyiime ve gelismesini saglayacak sekilde hazirlanmaktadir. Hazirlanan bu
besi ortamlart {i¢ temel bilesen icermektedir; bitkinin ihtiya¢ duydugu ¢ogunlukla toprakta
bulunan mineral elementler, organik maddeler (vitaminler, aminoasitler) ve karbon

kaynagdir.

Besi ortamina ilave edilen mineral elementler, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi igin
gerekli olan elementlerdir ve doku kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilan besi ortamlarina
bitkilerin alabilecegi formlarda eklenmektedirler. Bunlar, makro ve mikro elementler
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Makro elementler; besi ortamina biiyiik miktarlarda ilave
edilen elementler iken, mikro elementler ise az miktarlarda ilave edilen elementlerdir
(Smith, 2000).

1.6.1. Organik bilesikler
Tiamin (B1 vitamini) ve myoinositol (B vitamini olarak kabul edilen vitamin), bitki

hiicrelerinin in vitro kiiltiirii i¢in 6nemli olarak kabul edilmektedir. Diger vitaminler ise,
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bitki hiicre kiiltiirii ortamina genellikle evrimsel nedenlerle eklenmektedir. Aminoasitler de
yaygin organik tamamlayicilar olarak yer almaktadir. En yiliksek siklikta kullanilan
aminoasit glycinedir (arginin, asparagine, aspartik asit, alanin, glutamik asit, glutamin ve
proline de kullanilabilir) (Smith, 2000).

1.6.2. Karbon kaynag

Stikroz, kolay bulunabilir ve ucuz olmasi, kolayca asimile edilebilmesi ve nispeten
kararli olmas1 gibi nedenlerle en sik kullanilan karbon kaynagidir. Siikrozun yani sira,
diger karbonhidratlar da (glukoz, maltoz, galaktoz ve sorbitol gibi) kullanilabilmektedir
(Smith, 2000).

1.6.3. Jellesme ajanlar:

In vitro bitki hiicre kiiltiirii ortamlar1 farkli kiiltiir formlarina bagli olarak, sivi ya da
yar1 kati olarak kullanilabilir. Bitki hiicre veya dokulart ortam ylizeyinde gelistirilmesi ise,
herhangi bir kiiltiir tipi i¢in ortam katilastirilmis olmalidir. Agar, deniz yosunlarindan elde
edilen rutin uygulamalarda en sik olarak kullanilan jellesme ajani olarak idealdir. Dogal bir

tiriin olmas1 nedeniyle kalitelidir (Smith, 2000).

1.6.4. Bitki biiyiime diizenleyicileri
Bitki kiiltlirlerinde kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin bes ana sinifi vardir.

Bunlar oksinler. sitokininler, giberellinler, absisik asit ve etilendir.

1.7. In vitro Kiiltiir Yontemleri
Calisma bir bitkinin steril pargalar ile baslatilmaktadir. Bu pargalar eksplant olarak
adlandirilmaktadir. Eksplantlar organ pargalarindan, yaprak veya koklerden olusur.

Kiiltiiriin baglatilmasinda bir¢ok neden eksplanti etkileyebilmektedir (Smith, 2000).

1.7.1. In vitro kallus Kiiltiirii

Kallus kiiltiirleri; ana bitkiden kesilen ve boliinme 6zelligini yitirmemis organ veya
doku parcalarinin karbon kaynagi (genellikle sakkaroz) ve bitki biiylime diizenleyicileri
(genellikle bir oksin ve bir sitokinin) igeren yar1 kat1 besi ortaminda biiyiitiilmesi sonucu
olusan morfolojik diizensizlige sahip hiicre yigin1 olarak agiklanabilir (Lindsey ve

Yeoman, 1985).



Besi ortamina eklenen bitki Dbiiylime diizenleyicileri, kullanilan bitkisel
materyallerden ve buradan elde edilen kalluslardan morfogenetik degisiklikler meydana
getirebilme yetenegine sahiptir (Aki, 1997). Oksin ve sitokinin seviyeleri, bitki
rejenerasyonu igin dnemlidir (Molnar ve Ordeg, 2005). Ozellikle oksin/sitokinin oraninin
in vitro morfogenik islemlerde rejenerasyonu saglayan en oOnemli faktor oldugu
bilinmektedir (Christianson ve Warnick, 1985). Yiiksek oksin/sitokinin orani, genellikle
kok olusumunu tesvik ederken; diisiik oksin/sitokinin orani ise siirgiin olusumunu tesvik
etmektedir. Bunun yani sira, esit oksin/sitokinin oraninin ise, organize olmamis hiicresel
cogalmaya ve kallus olusumuna sebep oldugu bilinmektedir (Yamaguchi ve ark., 2003).
Fakat in vitro kosullarda bitki eksplantlarindan kallus gelisiminin saglanmasi igin, oksin ve
sitokinin hormonlarmin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir (Erden, 2011). Bunun
nedeni olarak ise, her bitkide farkli diizeylerde bulunan endojen hormon miktari

gosterilmektedir.

1.8. Mikrogogaltim
Mikrocogaltim, bitki kisimlarindan yapay besi ortamlarinda ve steril sartlarda
genetik yapi olarak birbirine benzeyen ¢ok sayida bitki liretmek amaciyla kullanilan bir

doku kiiltiirii teknigidir.

Tim Diinya’da yaklasik 156 siis bitkisi, doku kiltiirii yontemi ile farkli ticari
laboratuvarlarda tretilmektedir. Doku kiiltiirii, ucuz is giicii ve diisiik maliyet saglamasina

ragmen geleneksel ¢gogaltim metodlarindan ¢ok daha pahalidir.

Diinya’da 20. yiizyilda klasik 1slah yontemleri ile elde edilen yeni gesitler, bitkisel
tretimi 6nemli bir diizeyde arttirmasina ragmen, 21. yiizyilda artan niifusun ihtiyag
duyacag bitkisel iiriinii karsilamada yetersiz kalacag: diisliniilmekte ve bu gibi durumlarda
biyoteknolojik yontemlere basvurulmaktadir. Klonal ¢ogaltma amagli in vitro Kiiltiir
tekniklerini ilk uygulayan arastirict Georges Morel olmustur (Hu ve Wang, 1983). Morel,
1985 wyilinda orkidelerde siirgiin uglarini kullanarak hizli bir sekilde mikrogogaltimi
saglamistir. Morel” in bu basarisindan sonra, ekonomik énemi olan bitkilerin in vitro kiiltiir
yolu ile ¢ogaltilmasi bu bitkilerin bilinen aseksiiel yollarla ¢ogaltilmasina alternatif olarak
goriilmeye baglanmistir. Bugilin bir¢ok sera bitkisinde in vitro ¢ogaltma yaygin olarak
kullanilmaktadir (Hatipoglu, 1999).



Yiiksek Lisans Tez aragtirmasinin birinci kisminda, tilkemizde yetistiriciligi yaygin
olmayan, iiretim istekleri net olarak bilinmeyen, ticari anlamda siis bitkisi olarak ¢ok fazla
tercih edilen, pahali tropikal ve popiiler bir tiir olan Anthurium andreanum tiiriiniin Red
Love (kirmiz1 ¢igekli) ve Pink Champion (pembe ¢igekli) ¢esitlerinin yaprak ve yaprak

sap1 eksplantlarindan saglikli kalluslar elde edilecektir.

ikinci kisminda ise kalluslardan siirgiin eldesi ve mikrogogaltim icin Anthurium
andreanum tiiriiniin iki ¢esidi bitki biliylime diizenleyicilerinin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlar1 ile desteklenmis olan MS ortamlarinda alt kiiltiir serilerine alinacaktir.
Siirgiin  olusumu ve bitkiciklerin gelisimi  saglanacaktir. Gelisen bitkiciklerin

aklimatizasyonu (topraga aktarim) gerceklestirilecektir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Anthurium sp. ile Tlgili Yapilan Calismalar

Chen ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada Anthurium andraeanum UH1060, Alii ve
Anuenue cesitlerinde kok eksplantlarindan 2.2. uM BA iceren MS ortaminda kallus ve
stirgiin elde etmislerdir. Siirgiinleri seraya transfer etmislerdir. Anuenue ¢esidi 16 ay iginde

cigeklenmistir. Diger ¢esitlerin siirgiinleri ise basarisiz olmustur.

Somaya ve ark. (1998) calismalarinda Anthurium tohumlar1 eksplantlar1 kallus
tesvikinde 2 mg/L 2,4-D kullanlilan MS ortamin kullanmislardir. Yaprak petiol kok kallus
olusumu en iyi 0.25 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BA kombinasyonunda, siirgiin olusumu ise en
iyi 1 mg/L BA kullanilan MS ortaminda vermistir. Koklendirme yaparken oksin
kullanmadan basariya ulasmiglardir fakat 0.25 mg/L NAA kullanildiginda koklerin

sayisinin ve kalitesinin arttig1 gézlemlemislerdir.

Wang (1999) yaptigi calismada Anthurium schott bitkisinin Pink Aristocrat, Patty
Anne, Purple Viking, Royal Pink, Royal Orange ve Royal Red saksilara dikilmis ve
maksimum 30°C sicaklikta yetistirmistir. GAz kosullarinda 7, 9 ve 13 ay sonunda
degerlendirmistir. Dikimden 7 ay sonra uygulanan GAj, cigek liretimini tesvik etmemistir.
Ilik ve sicakta, Pink Aristocrat hari¢, diger gesitlerde yaralanmalar olmustur. Yaprak
kenarlarinda sar1 yapraklar ve nekroz sicak bolgesinde bitkiler iizerinde belirginlesmistir.
Pink Royal ve Royal Red bir yil sonra floriferous az olmustur. Diger ¢esitlerin cigekleri
yiiksek sicaklik altinda soluk iken Royal Red c¢icek rengi, yiiksek sicakliktan
etkilenmemistir. Calisma sonunda maksimum 30°C sicakligin Anthurium c¢esitlerinin

yetistirilmesinde, kaliteli ve yiiksek ¢igek verimi saglamak igin tavsiye etmistir.

Zhang ve ark. (2001) A.andreanum bitkisinin yaprak eksplantlarindan 0.1 mg/L BA
igeren MS ortaminda kallus olusumu saglamiglardir. Siirgiin olusumu igin ise 0.05 mg/L
NAA ve 0.8 mg/L BA igeren MS ortami kullanmiglardir. 0.1 mg/L NAA veya IBA igeren

MS ortamlarinda ise koklendirme basarisi saglamiglardir.

Ozgelik ve Ozkan (2002) yaptiklar1 arastirmada Yetistirme ortami olarak Nevsehir
yoresinden temin edilen 4-16 mm c¢apinda Pomza ve Mapito kullanmiglardir. A.
anderanum her parselde 48 ¢ift bitki olacak sekilde 4 defa dikmislerdir. Deneme siiresince

yetistirme ortamlarin ve bitkilerin beslenmesinde kullanilan standart besi soliisyonlarinin
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pH, EC ve bitki besi maddelerindeki degisimler ile ortamlardaki bitki su tiiketimleri ve
yaprak analizleri yapilarak sonuglar irdelemislerdir. Ortamlarin baslangic pH degerleri
yetistiricilikte diismiistiir. Bu diisiis Pomza’da daha fazla olmustur. EC degerleri Pomza’da

Mapito’ya gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Martin ve ark. (2003) Anthurium andraeanum bitkisinde ¢i¢ekli drneklerden lamina
eksplant1 alarak Tinora Kirmizi ve Senator gesitlerinin MS ortaminda mikrogogaltimini
yapmiglardir. Go6zlemlerine gore farkli gesitlerinde pH biiyiime diizenleyiciler lamina
evrelerini etkilemistir. Kallus olusumu geng¢ kahverengi lamina eksplantlarinin geng yesil
lamina eksplantlarindan iistiin oldugu 1.11 uM BA ihtiva eden yar1t MS ortaminin iyi sonug
verdigi, 1.14 uM TAA, ve 0.46 uM Kin siirgiin olusumunun uyarilmasi igin en etkili ortam
oldugunu gormiislerdir. Diisiikk konsantrasyonda BA kullanimi alt kiiltiir sirasinda kallus
igermeyen siirgiin ¢ogalmasi igin gerekli oldugunu saptanmiglar, rejenere siirgiinler 0.54
uM NAA ve 0.93 uM Kin ile desteklenen, yar1 MS ortami ile koklenmesini saglamislardir.
Koklenme yiizdesi sirastyla Tinora Kirmizi ve Senator ¢esitlerinde %100 ve %99 basaril

olarak tanimlamislardir.

Vargas ve ark. (2004) A. andraeanum tohumlarini 2.2 uM BA igeren MS ortamina
ekimini yapmuslardir. iki hafta sonra tohumlarda %74 oraninda ¢imlenmeyi saglamuslar,
dort hafta sonra 4 uM BA ve 0.05 uM NAA iceren MS ortamina almislardir ve altkiiltiir
aktarimindan dort hafta sonunda ortalamada, eksplant basina %3.6 siirgiin elde etmislerdir.
8.9 uM BA ve 2.7 uM NAA igeren MS ortamina aktarmiglar ve alt1 hafta sonunda kallus
basina %43.8 siirgiin oldugu gozlemlemislerdir. Saksilara transfer edilen bitkiciklerden

%80 oraninda basarili oldugunu gézlemlemislerdir.

Silva ve ark. (2005) ¢alismalarinda A. andreanum tiiriiniin mikrogogaltim teknigi ile
cam siseler i¢inde fiziksel etmenlerin etkisine bakmislardir. Agar ve tagyiinii tabanh
yiizeylerde havalandirmada bitkinin gelisimi incelemislerdir. Calisma sonunda yeterli

havalandirma ile agarin en iyi substrat oldugu kanitlamislardir.

Lima ve ark. (2006) yaptiklart ¢alismada A. andraeanum bitkisinin in vitro
koklendirilmesi ve arbuskular mikoriza funginin etkilerine bakmiglardir. Koklendirmede
en iyi ortamin 5.71 uM NAA ilave edilmis sivi MS ortaminin oldugunu gézlemlemislerdir.
Koklerin arbuskular mikoriza funginin verilmeyen kontrol grubuna gore suyu ve fosforu

daha 1yi emdigi ve ortama daha kisa siirede alistigin1 gozlemlemislerdir.
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Nhut ve ark. (2006) Anthurium bitkisinin on ¢esidinde mikrogogaltim denemeleri
yapmiglardir. Bunlar Carnaval, Neon, Choco, Sonate, Midori, Pistache, Tropical, Safari,
Arizona ve Cancandir. 1 mg/L BA, 0.08 mg/L 2,4-D, biiyiime diizenleyicisi bulunan tam
MS ortaminda ¢alisma yapmuslar ve 100 giin sonra en yiiksek kallus gelisimi Pistache’de
gozlemislerdir. Carnaval ve Cancan da gelisme olmamistir. 1 mg/L BA ilavesi olan 2 MS
ortaminda altkiiltiire alindiginda Tropical %10.1 Choco %4.3 ve Pistache %3.5 oraninda
siirglin olusmustur. Biitiin siirglinlere 4 MS ortamimna komiir ilave edilierek ekim
yapmuslardir. 30 giin sonra bitkiler saksilara aktarildiginda iyice gelismistir. Bitkini topraga

aligma siirecinin tamamlanmasi 10.5 ay stirmiistiir.

Duquenne ve ark. (2007) c¢alismalarinda Spathiphyllum wallisii Alain ve Anthurium
scherzerianum 238’in somatik embriyo ve yapraklarindan protoplastlarin izolasyonu
tizerinde ¢alismislardir. Spathiphyllum wallisii ve Anthurium scherzerianum embriyo ve
yapraklarindan sirasiyla yaklasik 106 g/L ve 105 g/L oranlarinda protoplast izole

etmislerdir.

Viégas ve ark. (2007) bu arastirmada A.andreanum bitkisinin yaprak
eksplantlarindan kallus saglamak i¢in 1 mg/L BAP ve 0.08 mg/L 2,4-D ile Y2 MS
kullanmiglardir. Siirgiin indiikksiyon ortami ise 0.5 mg/L BAP ile MS oldugunu
belirtmislerdir.

Atak ve Cimen (2009) A.andraeanum bitkisinin Arizona ve Sumi Yyaprak
kalluslarindan siirgiinler elde etmislerdir. Kallus indiiksiyon ortaminin 0.6 mg/L 2,4-D ve 1
mg/L BA ile Y2 MS bazal tuz oldugunu belirtmislerdir. Siirgiin i¢in ise 250 mg/L NH4NOs3,
0.1 mg/L 2, 4-D ve 1 mg/L BA ".MS ortami kullanmiglardir. Koklenme ortamina 1 mg/L
IBA ve %0.04 aktif karbonlar takviye etmislerdir. Arizona gesitli eksplantlarinin siirgiin

sayis1 Sumi’ye kiyasla artmistir. Kok yiizdelerini %98 ve %95 olarak bulmuslardir.

Harb ve ark. (2010) yaptiklar1 arastirmada, A.andreanum bitkisinin kallus olusumu
icin 3 mg/L NAA ilave edilen MS ortami kullanmiglardir. Maksimum siirgiin olusumu 0.5
mg/L NAA ve 2 mg/L 2 IP kombinasyonu olan MS ortaminda meydana gelmistir.
Siirglinler 2 mg/L IBA ile 2 MS ortaminda koklenmistir. Koklenen bitkileri %100 basari

ile saksilara aktarmislardir.
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Maitra ve ark. (2012) ¢aligmalarinda adventif tomurcuk eksplantindan Anthurium
tiiriiniin dogrudan rejenerasyonu ¢alismislardir. %15 hindistan cevizi suyu ile desteklenmis
1 mg/L NAA, 3 mg/L BAP ve 1 mg/L NAA, 1 mg/L BAP %% MS ortamlari
karsilastirildiginda daha az sitokinin oldugu grup daha az elverisli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica 2 mg/L IBA koklenme igin kullanilmis fakat ¢ok yararli olmamistir. 1 mg/L NAA
ve 3 mg/L IBA igeren 2 MS ortamda koklenmenin oldugu saptanmistir. %84 oraninda

basar1 saglamiglardir.

Farsi ve ark. (2012) A. andreanum bitkisinin yaprak eksplantlar1 0.1 mg/L 2,4-D ve
1.5 mg/L BAP bulunan MS ortamima almiglardir. Olusan kalluslar higbir bitki biiylime
diizenleyicisi olmayan MS ortamina aktarildiginda alti hafta sonra siirgiin olustugu
gormiiglerdir. Koklendirme asamasinda da bitki biiyiime diizenleyicisi olmayan MS ortam
kullanilmis ve basar1 saglamislardir. Elde edilen bitkicikler torf:perlit karisimi igeren

saksilara alinmig ve aklimitizasyon islemi basariyla ger¢eklestirmislerdir.

Raad ve ark. (2012) Anthurium andreanum bitkisinin Casino ve Antadra ¢esitlerinin
kallus tesviki ve organagenesis kapasitesini 6l¢mek i¢in petiol eksplanti ile calismislardir.
NAA ve BA diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 denediklerinde 65 giin sonra en iyi
sonug veren ortamin 0.5 mg/L NAA + 3 mg/L BA oldugunu saptamislardir. Siirgiin igin ise
0.01 mg/L NAA + 1 mg/L BA ortaminin oldugunu gormiislerdir. Kallus ve siirgiin
gelisiminde Antadra ¢esidinin Casino ¢esidine gore daha ¢ok gelisim gosterdigini
gozlemlemislerdir. Koklenme de ise 1 mg/L IBA + 0.2 mg/L Kin ortami kullanilmis olup,
Casino ¢esidinin daha c¢ok gelisim gosterdigi, topraga aktarildiginda da %96 basarili
oldugunu belirlemislerdir.

2.2. Diger Siis Bitkileri ile Tlgili Yapilan Calismalar

Geneyikli (2009) yaptig1 ¢alismada Spathiphyllum bitkisinin 3 ¢esidinin siirgiin ucu
kiiltiirii yontemi ile farkli ortamlarda mikrogogaltimi yapmistir. Mikrogogaltimin birinci
denemesinde bitkicikler, Kin ve BA igeren MS ortaminda kiiltiire almistir. Calismanin
ikinci denemesinde, 3 c¢esitte, ve NAA’nin 12 farkli kombinasyonu kullanilarak
kardeslendirme oranlar1 incelemistir. Ugiincii denemede ise yiiksek BA ve NAA 12 farkli
kombinasyonunu iceren MS ortamlarina bitkicikler aktarilarak kardeslenme oranlar1 ve
yiiksek sitokinin konsantrasyonunun neden oldugu somaklonal varyasyonlar incelemis ve
istatistiksel olarak hesaplamistir. BA-Kin denemelerinde elde edilen en iyi kardeslenme
orani 1 mg/L BA igeren MS ortamindan elde etmistir. BA, NAA ile kurulan 12 farkli

14



denemede ise en iyi kardeslenme orani sirasiyla 3 c¢esitte 1 mg/L BA igeren ortamda
kaydetmistir. Ugiincii denemede ise 8 mg/L BA iceren ortamlarda gelisen bitkiciklerde
yapraklarin mizrak seklinde deforme oldugu ve somaklonal varyasyon goriildiigli hem

gorsel hem de RAPD analizleri kullanarak saptamistir.

Hasangebi ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada endemik bir tiir olan Astragalus
chrysochlorus Boiss ve Kotschy i¢in sitokinden bir mikrogogaltim ve kok kiltiiri
protokolii gelistirilmislerdir. Bu c¢alisma ile gelistirilen ve optimize edilen in vitro
mikrogogaltim, kallus ve kok kiltirii protokolleri, Astragalus L. tirlerinin vejetatif
cogaltimina ve sekonder metabolit calismalar1 icin hiicre/kok kiiltlirlerinin kullanimina

olanak sagladigini belirtmislerdir.

Arict (2011) yaptigi bu ¢alismada Spathaphyllum Sweet Chico ¢esidinin doku
kiiltiirli teknikleri ile ¢cogaltim olanaklar1 aragtirmistir. Meristemlerde en fazla siirgiin ile
0.2 mg/L NAA ile 4 mg/L BAP hormon kombinasyonunda gergeklestigini gozlemistir. En
iyi kok olusumunun 1 mg/L IBA igeren MS ortami lizerinde gergeklestigini belirlemistir.
Uygun kok uzunluguna sahip olan bitkiler torf ve kum 1:1 (v/v) karisimima dikimi yaparak
dogal kosullara adaptasyonlarini saglamistir. Boylece Spathaphyllum Sweet Chiconun hizli

ve klonal ¢cogaltimi i¢in bir protokol olusturmustur.

Mariani ve ark. (2011) Aglaonema tiirliniin mikrogogaltimini aksiller siirgiinler
kullanarak gergeklestirmislerdir. 1.5 mg/L TDZ ve 3 mg/L BAP ile desteklenmis MS
ortaminda on hafta sonra siirgiin olusumu gergeklestirmislerdir. 3 mg/L IBA igeren MS
ortami lizerinde koklendirmeyi saglamislardir. Topraga transferi %100 basarili bir sekilde

saglamislardir.

Kara (2011) yaptig1 ¢alismada, Lavanta bitkisinin lavander ve lavandin ¢esitlerinde,
in vitro mikrogogaltim yoluyla saglikli ¢cok sayida fidan iiretimini gerceklestirmistir. Bu
aragtirmanin 1s18inda, 6zellikle gelecegi tehlike altinda olan endemik bitkilerin, iilkemiz
florasinda bulunmayan ancak ekolojik olarak yetistirilmesi miimkiin olabilen bitkilerin

mikrocogaltimi yapilabilecegini ispatlamistir.

Royandazgh ve ark. (2014) bu ¢alismada in vitro mikrogogaltim yontemi ile Lilium
candidum (akzambak sogancik) iiretim siiresi 1 yilda tek donemden, yilda 3 dénem sogan

tiretimine indirmislerdir. Yapilan denemeler sonucunda L. candidum bitkisinin sogan pul
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yapraklari eksplant olarak kullanmiglar ve en iyi sonuglart 0.6 mg/L TDZ 0.2 mg/L NAA
ve 0,3 mg/L aktif karbon i¢eren ortamdan elde etmislerdir.

Sessiz (2015) Hyacinthus orientalis (siimbiil) bitkisine ait olgunlasmamig embriyolar
ciceklenmeden yaklagik 8-11 giin sonra alinmis ve farkli konsantrasyonlarda TDZ, TDZ +
NAA, Kin ve Kin + NAA igeren MS ortamlarinda kiiltire almistir. Buradan ¢imlenen
embriyolardan alinan basal yapraklar BAP ve NAA iceren MS ortaminda kiiltiire almistir.
Stimbiil basal yapraklarindan kallus ve sogancik olusumu gozlemistir. Elde edilen
soganciklarda yaprak uzunlugu ve cap artis1 saglamak i¢in 6nce modifiye MS ortamina,
daha sonra 20 mg/L GAg; igeren MS ortamina almistir. Hyacinthus orientalis bitkisi

soganlarinda soganda cap artis1 saglamis ve koklendirme ortamina almustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Yiiksek Lisans Tez arastirmasinda Araceae familyasindan Anthurium andreanum L.
tiirtiniine ait olan Red Love ve Pink Champion c¢esitleri kullanilmistir. Bitki materyaline ait
olan sertifikali 4 adet anag bitki, siis bitkileri satan Buse Cigekeilik Ltd. Sti. firmasindan

alimustir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

» Metanol (Sigma 24229),

+ Etanol,

» Murashige and Skoog Basal Medium (MS) (M9274),
* myo-inositol

* Sukroz (Sigma S9378),

» Agar (Acumedia 7178),

* a6-Benzylamino purine (BAP),

« 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2-4 D)
 Naphthaleneacetic acid (NAA) (Sigma N0640),
+ Sodyum hipoklorit (NaCIlO)

* Perlit

» Hoagland ¢ozeltisi

3.1.3. Sarf malzemeler
Petri kaplari, piset, meziir, pens, bistiiri, fayans, kurutma kagidi, aliiminyum folyo,

strecfilm, beher, mikropipet uglari, eldiven.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin hazirlanmasi

Bitki biliylime diizenleyicilerinden sentetik olarak kullanilan oksinlerden 2,4-
diklorofenoksitasetik asit (2,4-D) ve 1-naftalinasetik asit (NAA), sitokininlerden 6-
benzilaminopiirin (BAP) kullanilmigtir. Bu bitki biiyiime diizenleyicileri stok soliisyon

halinde hazirlanarak kullanilmiglardir. Stok soliisyon hazirlanirken 1 mg/mL olacak sekilde
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bu bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢oziiciileri ve saf su ile hazirlanmistir. BAP’in ve
NAA’nin ¢oziiclisi NaOH, 2,4-D’nin ise etanoldiir. Hazirlanan stoklar soliisyon miktar1

genellikle 5 mL ya da 10 mL olarak hazirlanmustir.

3.2.2. Besi ortamlarimin hazirlanmasi

Kullanilan biitiin eksplantlar, Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda kiiltiire
alinmislardir. Hazir (Sigma-S5519) MS temel besi ortaminin (Murashige ve Skoog, 1962)
yani sira, karbon kaynagi olarak siikroz (%3) (Sigma-S-5391) ve ortam yari-katilastirict
olarak agar (%0.8) (Merck-1.01613.0500) kullanilmistir. Ortamin pH’s1 otoklavlamadan
once 1N NaOH ve 1N HCI kullanilarak 575 — 5.80 olarak ayarlanmistir ve bu ayarlamadan
sonra ortama agar ilave edilmistir. Bitki biiylime diizenleyicileri besi ortamina
otoklavlamadan oOnce ilave edilmistir. Calismada A. andreanum bitkisinin yaprak
eksplantlarindan kallus tesviki Tlzerine farkli oksin ve sitokinin oranmin etkileri
arastirilmistir. Cizelge 3.1.°de verilen farkli konsantrasyonlarda 2,4-D, NAA ve BAP

iceren MS besi ortamlar1 kallus tesvik ortami olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. BAP, 2,4-D ve NAA igeren kallus tesvik ortamlari (mg/L)

Ortam No 2,4-D NAA BAP
1.0rtam 0.1 - 1.5
2. Ortam 0.2 - 2.5
3. Ortam 0.1 - 1.0
4. Ortam 0.1 - 3.0
5. Ortam 0.6 - 1.0
6. Ortam 1.0 - 1.0
7. Ortam - 2.0 2.0
8. Ortam - 4.0 2,0
9. Ortam - 5.0 2.0
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3.2.3. Eksplant sterilizasyonu

Bitki doku kiiltiirli sartlarinda yapay besi ortamlar1 kullanilarak ¢alisilmaktadir. Bu
yapay besi ortami mikroorganizmalarin gelisimi i¢in de gerekli besi bilesenlerini
barindirdig1 i¢cin mikroorganizma gelisimine aciktir. Kullanilan bitki materyalinin
mikroorganizmalarla bulagmis hale gegmesine kontaminasyon denilmektedir. Bitki doku
kiiltiirli calismalarinda bu kontaminasyon faktoriinii ortadan kaldirmak i¢in malzemeler ve
hazirlanan besi ortamlarinin sterilizasyonu ¢ok 6nemlidir. Hazirlanan farkli sterilizasyon
serilerinde farkli kontaminasyon yiizdeleri belirlenmistir. Serilerin her birinde 10 petri her
bir petride dort yaprak eksplant1 bulunmaktadir ve her seri ii¢ tekrarli olarak hazirlanmistir.
Ayni seriler petiol i¢in de hazirlanmistir. Kullanilan soliisyonlar ve miktarlar1 Cizelge

3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlar

Sterilizasyon No Etanol(%70) NaClO
1 1 dk etanol 5 dk NaClO %5
2 1 dk etanol 5dk NaClO %10
3 1 dk etanol 5dk NaClO %20
4 1 dk etanol 7 dk NaClO %5
5 1 dk etanol 7dk NaClO %10
6 1 dk etanol 7dk NaClO %20
7 1 dk etanol 10dk NaClO %5
8 1 dk etanol 10dk NaClO %10
9 1 dk etanol 10dk NaClO %20

Bitkilerin eksplant olarak kullanilacak yapraklari ve petiolleri akan ¢cesmede 20 dk
boyunca kalmistir. %70’lik etil alkolde bekletildikten sonra belirli oranlarda sodyum
hipoklorit (NaClO) igerisinde 1-2 damla Tween-20 ilave edilen karisimda beklerken steril

kabin igerisine alinmistir son olarak ii¢ defa steril saf sudan gegirilerek sodyum
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hipokloritin uzaklastirilmas1 saglanmistir. Steril kurutma kagitlart ile kurutularak

calismaya hazir hale getirilmistir.

3.2.3.1. Cam Malzemelerin ve besi ortamlarinin sterilizasyonu

Denemelerde kullanilan cam malzemelerin tiimii oncelikle deterjanli ve sodyum
hipokloritli su ile yikanarak organik maddelerden arindirilmaya calisgilmistir. Kurutulan
biitiin cam malzemeler ve eksplant kesimi i¢in kullanilan fayanslar aliiminyum folyo ile

kaplandiktan sonra 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Belirlenen miktarlarda hazirlanan yapay besi ortamlari erlen mayer igerisinde
121°C’de 1 atmosfer basingta 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir. Calismada
kullanilan yapay besi ortamlarinin igine agar eklediginden dolayr ortamlar tamamen
soguyup katilasmadan Once yaklasik 45-50°C’ye geldiginde steril cam petrilere 20 mL
olacak sekilde dokiilmiistiir. Bu sekilde heniiz sicakken petrilere dokiilen besi ortamlarinda
kontaminasyon riski azalmistir. Kullanilan petrilerin etrafi ise stre¢ film ya da parafilm ile

tic kat olacak sekilde kapatilmistir.

3.2.4. Kallus eldesi ile ilgili yontemler

Bitkilerin saglikli ve gen¢ yaprak ve petiollerinden alinan ve ylizey sterilizasyonu
yapilan yapraklar 1x1 cm ve petioller de 1 cm olacak sekilde bistiiri yardimi ile kesilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D, NAA ve BAP ilave edilen MS besi ortamini ve bitki
biliylime diizenleyicisi ilave edilmeyen MSO besi ortamin1 20 mL olarak igeren her bir
petrinin alt ylizeyleri altta birakilarak yaprak eksplant ekimi yapilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri (oksinler,
sitokininler) uygulanarak bu maddelerin A. andreanum bitkisinin yaprak ve petiol
eksplantlarindan kallus olusturma potansiyelleri incelenmistir. Bu amacla MSO besi
ortamina Sekil 3.1’de gosterilen 2,4-D, NAA ve BAP kombinasyonunun farkli
konsantrasyonu ilave edilerek denemeler her seride 20 petri olacak sekilde ii¢ tekrarl
olarak gerceklestirilmistir. Petrilerin etrafi stre¢ film ile kaplanmistir. Daha sonra Sekil
3.2.°de gosterildigi gibi petriler 4 hafta boyunca 27+2°C’de karanlikta, (Puchooa ve
Sookun, 2003; Nhut ve ark., 2006; Te-chato ve ark., 2006) sonraki haftalarda ise 16/8
gece/giindiiz fotoperiyodunda ve 25+2°C ve 28.000 liiks floresan 1s1k siddetine ayarlanmig
bitkiler Sekil 3.3.’deki gibi bitki yetistirme odasina yerlestirilmistir.
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Sekil 3.1. Kiiltiir baglangi¢c asamasindaki eksplantlar

Sekil 3.2. Eksplantlarin karanlik ortamda bitki yetistirme odasina yerlestirilmesi

Elde edilen Kkalluslar 4 haftada bir olmak fiizere alt kiiltiire alinmistir. Kallus
kiiltiirlerinin ~ gelisimleri bitki yetistirme odasinda olmustur. Eksplantlarin  kiiltiir
ortamlarina aktarimlarinin tamami VFSS 1206 Dan-Laf Laminar Flow Kabin igerisinde
yapilmistir. Hazirlanan kiiltiir ortamlarina aktarilan eksplantlardaki degisimler. Olympus

SP-800UZ fotograf makinesi ile fotograflandirilmistir.
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Sekil 3.3. Ekim yapilan petrilerin bitki yetistirme odasina yerlestirilmesi

3.2.5. Siirgiin eldesi yontemleri

Arastirmanin daha sonraki asamalarinda A. andreanum Red Love ve Pink Champion
cesitlerinin yaprak ve petiol eksplantlarindan elde edilen kalluslarin gelistirilerek siirgiin
olusturabilmesi i¢in farkli bitki biiylime diizenleyicisi kombinasyon ve konsantrasyonlari

ile devam edilmistir.

Calismanin tamamen steril sartlar altinda olmasi i¢in, kullanilan fayans, pens, bistiiri
ve petriler %99.5°1ik etil alkolle tamamen temizlenerek laminar akisli steril kabin igerisine
alinmistir. Kullanilanlar, steril kabin igerisindeyken UV lambas1 yarim saat siireyle acik
birakilarak sterilize edilmis ve aktarimlar steril kabin igerisinde yapilmistir. Fayans
lizerinde pens ve bistiiri yardimi ile sadece gelisen kalluslar ayrilip taze hazirlanmisg
ortamlara aktarilmistir. %2 MS ortamimna eklenen 0.5 mg/L’lik BAP konsantrasyonunda

basaril bir sekilde siirgiin elde edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yiizey Sterilizasyonu ile ilgili Bulgular

Bitkilerin eksplant olarak kullanilacak yapraklar1 ve petiollerin sterilizasyonu
yapilirken bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS0 besi ortaminda seride yer alan 10’ar
petride en 1yi sonucun Cizelge 3.2.’de gosterilen 6. denemenin verdigi goriilmiistiir. Bitki
yaprak ve petiolleri akan ¢esmede 20 dk boyunca kalmistir. 1 dakika %70’lik etil alkolde
bekletildikten sonra 7 dakika %20’lik sodyum hipoklorit ve 1-2 damla Tween-20 ilave
edilen karisimda beklerken steril kabin igerisine alinmistir. Son olarak ii¢ defa steril saf
sudan gegcirilerek sodyum hipokloritin uzaklastirilmas: saglanmigtir. Petriler 2 hafta
durmak tizere bitki yetistirme odasina yerlestirilmistir. Eksplant olarak kullanilacak yaprak
ve petiollerin 1 dakikadan fazla etanolde durdugunda eksplantlarin kenarlarinin karardig:
gozlenmistir. Eksplant olarak kullanilacak yaprak ve petiollerin 7 dakikadan fazla sodyum
hipokloritte durdugunda eksplantlarin kenarlarinin karardigi gézlenmistir, 7 dakikadan az
durdugunda ise steril siiresinin yeterli olamamasindan kaynaklanan kontamine olusumu

gozlenmistir.

Yapraklarda ylizeysel sterilizasyon i¢in denenen 9 seriden alinan sonuglara gore, en
yiiksek ve en diislik kontaminasyon degerleri Cizelge 3.2.°deki 1., 2. ve 6. serilerinde sirast
ile %80, %85 ve %10 olarak saptanmigtir. Bunun yan1 sira eksplantlarda meydana gelen
kararma problemi de 9. ve 6. yiizeysel sterilizasyon serileri ile baglantili olarak sirasi ile

%87 ve %12 olarak saptanmuistir.

Sekil 4.1. Sterilazyondaki kararma problemi
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4.2. Kiiltiir Ortamlarina fliskin Bulgular

4.2.1. Kallus tesvik ortamlarina iliskin bulgular

Kallus tesvik ortamlarinda kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli
kombinasyon ve konsantrasyonlar1 (Cizelge 3.1.) kallus olusumlar1 iizerinde farklilik

gostermistir.

Cizelge 3.1.°de verilen kallus olusununu tesvik edici bitki biiylime diizenleyicilerini
(NAA, 2,4-D, BAP) iceren MS besi ortami serilerinde, eksplantin ortama aktarilmasini
takip eden bes hafta sonunda kallus gelisiminin olumlu yonde gergeklestigi saptanmistir.
Diger ortamlarda ise dnemli bir gelisme olmamistir. En iyi kallus gelisim ortaminin ise

0.1:1.5 mg/L 2,4-D:BAP igeren MS besi ortami oldugu belirlenmistir.

Bu ortamda ekimi yapilan eksplantlarin %83 oraninda kallus olusturdugu
belirlenmistir. Kallus gelisiminin en zayif oldugu ortamlarin ise %0 olmak tizere 7.-8. ve 9.

ortamlar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

A. andreanum tiiriiniin Pink Champion ¢esidinde eksplantlardan kallus gelisimi en
fazla %6 oraninda uyarildigindan dolay1 siirgiin olusturma ¢alismalarina Red Love gesidi

ile devam edilmistir (Cizelge 4.2.).

A. andreanum tiiriiniin (8) Red Love ve (b) Pink Champion ¢esidinde 0.1:1.5 mg/L
2,4-D:BAP igeren MS besi ortamlarina eksplant ekimi yapildiktan bes hafta sonra

eksplantlarin yarali yiizeylerinde gozlenen kabarmalar Sekil 4.2.’de verilmistir.

N\

)’,

Sekil 4.2. Eksplant ekiminden 5 hafta sonra meydana gelen kabarmalar
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0.1:1.5 mg/L 2,4-D:BAP igeren MS besi ortamlarina eksplant ekimi yapildiktan 8
hafta sonra Red Love ve Pink Champion eksplantlarin yarali yiizeylerinde gozlenen kallus
Sekil 4.3’te verilmistir. Red Love ¢esidinde (a, b, c) gelisme gozlemlenirken, Pink
Champion ¢esidinde (d, e, f) gelismenin ¢ok az oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3. Eksplant ekiminden sekiz hafta sonra Red Love, Pink Champion
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0.1:1.5 mg/L 2,4-D:BAP igeren MS besi ortamlarina Red Love gesidinde eksplant
ekimi yapildiktan 10 hafta sonra (Sekil 4.4.) ve 13 hafta sonra (Sekil 4.5.) eksplantlarin
yarali ylizeylerinde gozlenen daha yogunlagsmis sar1 renkte ve gevrek yapidaki kallus
olusumlar1 goézlemlenmistir. Pink Champion c¢esidinde ise kayda deger bir gelisme

olmadigi i¢in ¢aligmaya sadece Red Love gesidi ile devam edilmistir.

Sekil 4.4. Eksplant ekiminden on hafta sonra (a-d) yaprak, (e-f) petiol
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Sekil 4.5. Eksplant ekiminden onii¢ hafta sonra (a) yaprak (b) petiol (c-d) stereo mikroskop

goruntisu

4.2.2. Ortamlar arasi degisimlere iliskin istatistiksel analiz sonuglari

Red Love ve Pink Champion gesitlerinde birbirinden bagimsiz 3 tekrarli yapilan
Olctimler tek yonlii varyans analizleri ve ortalamalar aras1 farkliliklar karsilastirildiginda
ortamlar arasinda kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli bir farklilik oldugu
belirlenmistir. Ortamlar arasi1 kontrole gore ylizdelik artis1 ve standart sapmalar1 Cizelge

4.1. ve 4.2.°de berilmistir. Anova sonugclari ise Cizelge 4.3. ve 4.4.’de verilmistir.

Bu ortamda ekimi yapilan eksplantlarin %83 oraninda kallus olusturdugu
belirlenmistir. Kallus gelisiminin en zayif oldugu ortamlarin ise %0 olmak iizere 7.-8. ve 9.

ortamlar oldugu belirlenmistir.

A. andreanum tiirtiniin Pink Champion ¢esidinde eksplantlardan Kallus gelisimi en
fazla %6 oraninda uyarildigindan dolayi siirgiin olusturma calismalarina Red Love gesidi

ile devam edilmistir.
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Cizelge 4.1. Red Love cesidindeki standart sapma ve kallus olugsma yiizdesi

Ortamlar Standart Sapma Kallus Yiizdesi
1.0rtam 8.30+1.85 %83
2.0rtam 6.38 £ 2.05 %63
3.0rtam 520+1.80 %52
4.0Ortam 3.78+1.69 %37
5.0rtam 3.21+1.47 %21
6.0rtam 148 +1.12 %14
7.0rtam 0.06 £0.25 %0
8.0rtam 0.35+0.60 %0
9.0rtam 0.48 £0.59 %0

Cizelge 4.2. Pink Champion ¢esidindeki standart sapma ve kallus olusma yiizdesi

Ortamlar Standart Sapma Kallus Yiizdesi
1.0rtam 0.60 £ 0.58 %6
2.0rtam 0.38 £0.64 %3
3.0rtam 0.28 £0.55 %2
4.0Ortam 0.23 +£0.49 %2
5.0rtam 0.21 +0.45 %2
6.0rtam 0.13+0.34 %1
7.0rtam 0.03+0.18 %0
8.0rtam 0.06 £ 0.25 %0
9.0rtam 0.05+0.21 %0
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Cizelge 4.3. Red Love gesidinde gruplar arasi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglar (¥**
p<0,001)

Ortalama Kareler F Degeri Anlamlilik Diizeyi

Gruplar Arasi 4123.648148 257.2193834 ,000***

Cizelge 4.4. Pink Champion ¢esidinde gruplar arasi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglart
(*** p<0,001)

Ortalama Kareler F Degeri Anlamlilik Diizeyi

Gruplar Arast 16.2 10.2277267 ,000***

4.2.3. Siirgiin tesvik ortamlarina iliskin bulgular

Tez kapsaminda, eksplantlardan gelistirilen onii¢ haftalik kalluslar siirgiin gelisimi
icin yeni ortamlarina aktarilmislardir. Siirgiin tesvik ortamlarinda kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicilerinden 0.5 mg/L BAP igeren 2 MS besi ortamima aktarimi yapilmistir.
Kalluslar 6nce sar1 sonraki haftalarda ise yesil renk almiglardir. Bu ortama aktarimi yapilan

kalluslarda %86 oraninda siirgiin olusumu saptanmigtir.

0.5 mg/L BAP Y% igeren MS besi ortaminda onii¢ haftalik kallus aktarimi yapildiktan
bir hafta sonra kalluslarin gelisimi Sekil 4.6.’da verilmistir. Kalluslardaki kiigiik siirgiin

baslangi¢lart goriilmeye baglanmstir.

Sekil 4.6. Bir hafta sonra olusan siirgiin primordiumlari
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Siirglin ortamina alindiktan alti hafta sonraki goriintiileri Sekil 4.7.’de verilmistir.
Kalluslar saridan yesile gecisi iyice belli olmaktadir. Bu asamada ana organ belli olmayip

sadece kallus ve gelisen siirgiinler gézlemlenmektedir.

Sekil 4.7. Alt1 hafta sonraki siirgiin primordiumlart

Doku kiiltiirii ¢aligmalar1 esnasinda her bir eksplantdan gelistirilen kalluslar siirgiin
olusturma potansiyelleri agisindan karsilagtirllmistir. Bu karsilastirma esnasinda c¢aligma
deseninde kullanilan, her bir tekrarda 20’ser petri ve her bir petride 5’er eksplant olacak
sekilde eksplant basina olusan siirgiin hesab1 yapilmigtir. Hesaplama igin 0.5 mg/L BAP %
MS igeren siirgiin gelisim ortamindaki on haftalik A. andreanum Red Love gesidine ait
olan siirglin primordiumlan tek tek sayillmistir. On haftalik olan ve ¢ok fazla gelisim
gosteren siirgiinler her bir petriye bir adet gelecek sekilde ayrilmistir. Yapilan hesaplamalar
neticesinde siirgiin yiizdesinin kallus basima %86 oldugu bulunmustur. Tiim sayimlar {i¢

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Onuncu haftada siirgiin primordiumlarindan gelismekte olan A. andreanum Red
Love ¢esidine ait bitkicikler Sekil 4.8.’de verilmistir. Yaprak yapisi bazi 6rneklerde bariz

sekilde belirginlesmistir. Koklenme bulunmamaktadir.

Sekil 4.8. On hafta sonraki siirgiin primordiumlarindan gelisen bitkicikler
On ti¢ hafta sonunda A. andreanum Red Love gesidine ait bitkiciklerin gelisimi Sekil

4.9°da goriinmektedir. Olusan bitkiciklerdeki yaprak ve petiol gelisimleri net olarak

goriinmektedir.
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Sekil 4.9. Onii¢ hafta sonraki siirgiin primordiumlarindan gelisen bitkicikler

Siirgiin primordiumlarindan gelisen A. andreanum Red Love gesidinde onsekizinci
haftada yaprak ve petiol gelisimlerinin yani sira kok gelisimlerinin de oldugu

gozlemlenmistir.

Sekil 4.10. Onsekiz hafta sonraki siirglin primordiumlarindan gelisen bitkicikler
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4.2.4. In vitro bitkilerin aklimatizasyonu
Saglikli olarak gelistirilen in vitro bitkiciklerden 2 tanesi deneme amagli olarak steril
edilmis torf igeren macenta kaplarina aktarilmistir. Toprak kosullarina saglikli olarak uyum

gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. Bitkiciklerin steril edilmis :perlit igeren macenta kaplarina aktarimi

4.3. Tartisma

Tamamlanan arastirmada, lilkemizde yetistiriciligi yaygin olmayan, iiretim istekleri
net olarak bilinmeyen, ticari anlamda siis bitkisi olarak c¢ok fazla tercih edilen, pahali
tropikal ve popiiler bir tiir olan Anthurium andreanum bitki biiyiime diizenleyicilerinin
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarinda kiiltlire alinan Red Love c¢esidinin
mikrogogaltimi1 basari ile tamamlanmistir. Diger cesit olan Pink Champion da ise farkli
bitki biiyiime diizenleyicileri denenmesine ragmen kallus uyartimi ¢ok zayif olarak
saptanmigtir ve silirgiin ve mikrogogaltim asamasina gegilememistir. Bu ¢esidin, in vitro
kosullarda optimizasyonunun gili¢ olmasinin genetik kokenli olma olasilig1 yiiksektir.
Cesitler elde edilirken; gelisim yollarmminda farklilasma ve epigenetik diizenlenme
mekanizmalar1 neticesinde bazi biyokimyasal yollarin engellenmesi miimkiindiir. Bu
cesitlerin in vitro ortama uyumlarmin saglanmasinda farkli bitki biiylime diizenleyicileri
kullanilabilmektedir. Bu calismada kullanilan dokuz farkli kallus gelistirme ortminda da

cevap alinamamistir. Bu nedenle de Red Love ¢esidi ile arastirmaya devam edilmistir.

A.andreanum tiirii ile ilgili olarak daha once yapilan arastirmalarda, bu tiire ait olan
farkli cesitlerin in vitro potansiyellerinde farklilik oldugu belirlenmistir. Bu yonii ile

arastirma diger caligmalar ile benzerlik gostermektedir.
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Arastirmada A. andreanum tiiriiniin iki ¢esidine ait eksplant olarak kullanilacak
yapraklarin ve petiollerin sterilizasyonu yapilirken bitki biliylime diizenleyicisi icermeyen
MSO0 besi ortaminda seride yer alan 10’ar petride denemeler yapilmistir. Eksplantlar 1 dk
% 70’lik etanolde bekletilip, 7 dk’da % 20’lik NaClO’da beklediginde en iyi sonug alindigi
goriilmistiir. Uzun silire beklemelerde eksplantlarda kararma, kisa siire beklediginde ise
kontaminasyon oraninin fazla oldugu saptanmistir. Konu ile ilgili ve yakin olan diger

arastirma sonuglarina bakildiginda;

Atak ve Celik (2009) yaprak eksplantlarmi 1 dk %70’lik etanolde bekletip
gentamisin soliisyonunda 30 dk beklettikten sonra 12 dk %20’lik NaClO’da
bekletmislerdir. Mahanta ve Paswan (2001) ise; arastirmalarinda eksplantlar1 1 dk %70’lik
etanolde ve 2 dk %0.1°lik HgCl,’de bekletmislerdir. Martin ve ark. (2003), Duong ve ark.,
(2007), Bejoy ve ark., (2008) sadece %0.1’lik HgCl,’de 7-12 dk bekletip steril sudan
gecirmislerdir. Teng ve ark. (1997), Vargas ve ark. (2004) %1-3’liik NaClO’da 15-20 dk
bekletmislerdir. Bagka bir ¢alismada Gantait ve ark., (2008) eksplantlar1 5 dk NaCIO ve
%0.1’lik HgCl,’de bekleterek sterilizasyonu gergeklestirmistir. Jahan ve ark., (2009) ise
bizim ¢aligmamizla en yiiksek benzerlik orani ile 1 dk %70lik etanolde bekledikten sonra
%0.01 tween ekli olan %1.5 lik NaClO’da 8 dk bekletmistir.

Doku kiiltiiriiniin  basaris1 eksplantlarin dogru sekilde segilmesi ile yakindan
iligkilidir. Te-chato ve ark. (2006) yaptiklar: bir aragtirmada A. andreanum tiiriiniin nod-

internod ve yaprak eksplantlarini kullanmiglardir.

Tamamlanan yiiksek lisans arastirmasinda yaprak ve petiol eksplantlarinin her ikisi

de kullanilmustir.

A. andreanum bitkisinin yaprak ve petiolleri kallus tesviki icin dokuz farkli
konsantrasyonlarda BAP-2,4-D ve BAP-NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmislardir.
Bu ortamlarda kallus olusumu, en iyi 0.1 mg 2,4-D 1.5 mg/L BAP igeren MS ortaminda
olmustur. Siirgilin gelisimi i¢in ise 1.5 mg/L BAP iceren 2 MS ortami denenmis ve basarili

olunmustur. Buna benzer ¢aligmalara bakildiginda;

A. andreanum bitkisinin Mauritius Orange ¢esidinin petiol eksplantlarindan kallus ve
stirgiin tesviki i¢in sadece 0.5 mg/L 2,4-D igeren MS ortami kullanilmis, basarili
olunmustur (Prakash ve ark., 2001).
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A. andreanum bitkisinin yaprak eksplantlarindan 0.1 mg/L BA iceren MS ortaminda
kallus olusumunun saglandigi bir diger arastirmada, siirglin olusumu igin ise 0.05 mg/L
NAA ve 0.8 mg/L BA igeren MS ortami kullanilmistir. 0.1 mg/L NAA veya IBA igeren
MS ortamlarinda ise koklendirmede basar1 saglanmistir (Zhang ve ark., 2001).

On farkli Anthurium ¢esidinde gergeklestirilen bir diger arastirmada ise 1 mg/L BA,
0.08 mg/L 2,4-D, biiyiime diizenleyicisi bulunan tam MS ortaminda g¢alisma yapilmuistir.
Uygulamadan yliz giin sonra en yiiksek kallus gelisimi sadece bir gesitte gdzlenmis, bazi
cesitlerde ise hi¢ gelisme olmamistir. Biitiin siirglinlere Y4 MS ortamina komiir ilave
edilerek ekim yapilmistir. Otuz gilin sonra bitkiler saksilara aktarildiginda iyice

gelismislerdir (Nhut ve ark., 2006).

Saglikli olarak gelistirilen in vitro bitkicikler steril edilmis, torf igeren macenta

kaplarina aktarilmistir. Toprak kosullarina saglikli olarak uyum gosterdikleri belirlenmistir.

A. andreanum bitkisinin yaprak eksplantlarindan kallus uyartimi i¢in 1 mg/L BAP ve
0.08 mg/L 2,4-D ile ' MS’in kullanildig1 bir aragtirmada, siirglin tesvik ortaminin 0.5
mg/L BAP ile tam MS oldugu saptanmustir (Viégas ve ark., 2007).

A. andreanum bitkisinin Agnihotri ¢esidinin yaprak eksplantlarindan kallus geligimi
igin en iyi sonu¢ 1 mg/L BAP ve 0.5 mg/L 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicilerinin ilave
edildigi MS ortaminda alinmistir. En iyi siirglin tesvik ortami ie 0.3 mg/L BAP igeren MS
ortami1 olmustur (Bejoy ve ark., 2008).

Kallustan siirglin gelisimi i¢in uygun ortam olarak 0.5 mg/L BAP ile 2 MS
kullanilarak bagarili siirgiin eldesi saglanmistir. Bu sonuglar Viégas ve ark., (2007) ve

Bejoy ve ark. (2008)’un yapmis olduklar1 arastirma sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

A. andraeanum tiiriiniin Arizona ve Sumi ¢esitlerinin yaprak eksplantindan kallus ve
buradan da siirgiin olusumu gergeklestirilmistir. Kallus uyartim ortami 0.6 mg/L 2,4-D, 1
mg/L BA ile %2 MS bazal tuz olusturmustur. Koklenme ortami 1 mg/L IBA ve %0.04 aktif
karbon ile takviye edilmistir. Arizona c¢esidinde elde edilen siirglin sayis1 Sumi ¢esidine
gore daha fazla bulunmustur. Kok yiizdeleri %98 ve % 95 olarak bulunmustur (Atak ve
Celik, 2009).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Son yillarda siis bitkilerinin, doku kiiltiirii yontemleri ile mikrogogaltimi yapilan ¢ok
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Diinyada ve iilkemizde yaygin bir sekilde ticareti yapilan
diger siis bitkileri ile ilgili olarak da doku kiiltiirii calismalar1 yapilmasi iilke ekonomisi

acgisindan anlamli olacaktir.

Bu arastirmada, lilkemiz agisindan yiiksek ekonomik degere sahip olan ve siis bitkisi
olarak da ¢ok fazla tercih edilen Anthurium andreanum tiiriiniin iki ¢esidi tizerinde doku
kiltiri galismalart gergeklestirilmistir. Anthurium andreanum tiiriiniin ¢ok fazla gesidi
bulunmaktadir. Bu c¢esitler iizerinde klasik islah ve ¢aprazlama caligmalar1 giiniimiizde
yaygin bir sekilde devam etmektedir. Doku kiiltiiriiniin avantaji ise bu ¢aligmalarin hem
steril sartlarda hem de daha kisa siirede ve her asamasimnin godzlemlenerek

gerceklestirilebilmesidir.

Bitki tiirlerine ait ¢esitler elde edilirken, gelisim yollarinda, farklilasma ve epigenetik
diizenlenme mekanizmalarinin devreye girmesi bu ¢esitlerin  iiretimini  dahi
engelleyebilecek sonuglara yol agmaktadir. Giinlimiizde bu tiir problemlerin asilmasi
acisindan daha cok genetik miihendisligi, gen aktarimi teknikleri tercih edilmektedir.
Ancak bu yontemlerin tiiketicilerin bir boliimii tarafindan kabul edilememesi neticesinde
ekonomik kayiplar meydana gelebilmektedir. Bu nedenlerden dolayi siis bitkilerinin ya da
gida ve tibbi amagh kulanilabilecek bitki tiirlerinin eldesinde doku kiiltiirti teknikleri daha

giivenilir goriilmektedir.

Yiiksek lisans arastirmasinda ileride bu tiir degerli bitkilerin doku kiiltiirii, kallus
eldesi, mikrogogaltim ile ¢ogaltilmasi konularinda gergeklestirilecek olan arastirmalara
kaynaklik edebilecek nitelikte hazirlanmistir.  Ozellikle mikrogogaltim {izerine
yogunlasilmasi ve aklimatizasyon yontemlerinin daha fazla gelistirilerek ticari anlamda
onemli nitelikte olabilecek siis bitkilerinden fide yetistirilmesi 6nem arz etmektedir.
Arastirmamizda kullandigimiz in vitro yontem ile siis bitkisi fidelerinin steril, hizli ve

giivenilir bir sekilde elde edilebilecegi gosterilmistir.
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