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Bu calismada deneme materyali olarak {iilkemizde yaygin olarak yetistirilen Dwarf
Cavendish muz cesidi kullamlmistir. Bu arastirma, Harran Universitesi Biyoloji Béliimii ve Gazi
Universitesinin Biyoloji Egitim Anabilim Dali’nin Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda muz meristemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada agar, isubgol ve pamuk lifler ile karbon kaynagi olarak
sukroz ve ticari beyaz seker kullanilmistir. Calismada doku kiiltiirii maliyetinin diisiiriilmesi
amagclanmistir. Calismada muz rizomlari, %100 ¢amasir suyu ile 25 dk steril edilip, 50 mg/l askorbik
asit igeren sivida yarim saat bekletilmistir. Muamele edilmis eksplantlar, degisik katilagtirict madde ve
sukroz ile ticari beyaz seker iceren 4.5 mg/l BAP ve 0.2 mg/l IBA igeren MS ortamina
yerlestirilmistir. Tiim katilastirict maddeler, sukroz, ticari beyaz seker, 4.5 mg/l BAP ve 0.2 mg/l IBA
iceren MS ortamindaki siirgilinlerin istatistiksel olarak esit oldugu tespit edilmistir. Gelisen siirgiinler,
0.2 mg/l IBA igeren MS ortaminda kdklendirilmistir. Calisma sonucunda, tiim bitkilerde adaptasyon
goriilmiistiir. Calisma sonucunda, sabit masraflar harig, agar-sukroz igeren ortamda en pahali, pamuk-

ticari beyaz seker igeren ortamda ise en ucuz bitki elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Muz, doku kiiltiirii, agar, isubgol, pamuk lifleri, sukroz, ticari beyaz
seker
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Dwarf Cavendish variety of banana, which is widely cultivated in our country was used in
this experiment. The study was carried out at the biology laboratory of Harran University and
Biotechnology laboratory, Biology Education, Gazi University, Ankara. This study aimed to reduce
the tissue culture propagated expenditures on banana propagation using agar, Isubgol and cotton fibres
with sucrose and commercial white sugar. Banana rhizomes were surface sterilized using 100%
commercial bleach for 25 minutes. Sterilised rhizomes were treated with ascorbic acid for 1/h hour
before culturing them on MS medium containing 4.5 mg/l BAP and 0.2 mg/L IBA supplemented with
sucrose or commercial white sugar. Statistically similar results were obtained on all solidifying agents
using sucrose or commercial sugar. Developing shoots were rooted on MS medium supplemeted with
0.2 mg/l IBA. All plants could be acclimatised without any difficulty. The results showed that the
most expensive plantlets were obtained on agar, sucrose and the cheapest plants were obtained on MS

medium containing cotton fibres and commercial sugar.

KEY WORDS: Banana, tissue culture, agar, isubgol, cotton fibres, sucrose, commercial white sugar
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1. GIRiS Fatos UZUNTAS

1. GiRIS

Ihman ve tropik iklim kusaklari arasinda yer alan ve Subtropik iklim
kusaginda yetistirilen meyvelerden birisi olan muzun ana vatani Guney Cin,
Hindistan ve Hindistan ile Avustralya arasinda kalan adalardir. Muzu ilk
kulture alanlarin balikgilar oldugu sanilmaktadir. Balikgilar ag yapmak igin
muzun yapraklarindan vyararlanmiglar ve bu sekilde muzun tarimina
baglanmistir (Kozak, 2006).

Muz bitkisi Ulkemize ilk defa, 1750 yillarinda Misir’la ilgisi olan zengin
bir aile tarafindan sis bitkisi olarak, Alanya’ya getirilmistir. O yillarda daha
cok sus bitkisi (Sekil 1.1 a-b) olarak yetistirilen muzun meyve verdiginin
goérulmesi Uzerine, 1930'lu vyillardan sonra meyvesi igin ticari amagla

yetigtiriimeye baglanmistir (Sekil 1.1 c-d).

Sekil 1.1. Muz bitkisinin degisik kullanim alanlari, (a-b) bahgelerde sus bitkisi olarak

kullanimi, (c) meyve veren muz agaci, (d) hasat edilmis piyasaya
sunulmus muz meyveleri

Muz iilkemizde, Akdeniz Bolgesi’nin kiyisinda hafif don olaylarinin gériildigii
Manavgat’tan Alanya, Bozyazi, Gazipasa ile Anamur ve ¢evresine kadar uzanan 200

km.” lik Toros daglarinin korudugu ¢ok sinirli alanlarda yetistirilmektedir (Sekil 1.2).
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Tiirkiyve'de Muz Bitkisinin
Yawvilis Haritasi

Sekil 1.2. Tiirkiye’de muz yetistirilen iller ve ilgeler

Bu kiy1 seridi Tiirkiye de muz iiretimi i¢in dogru iklim kosullarina sahip tek
yerdir. Alanya ve Anamur’un iklim kosullar1 Cizelgel.1’de gosterildigi gibi hemen
hemen aynidir.

Cizelge 1.1. Alanya ve Anamur ilgelerinin sicaklik ve giineslenme siireleri (Devlet meteoroloji
Enstitiisii, 2006)

Meteoroloji verileri Alanya Anamur
Ortalama sicaklik (°C) 19.31 19.0
En yiiksek sicakliklarin 23.87 23.91
ortalamasi (°C)

En diisiik sicakliklarin 15.44 14.81

ortalamasi (°C)

Ortalama giineslenme 7.56 8
siiresi (saat)

Muz, nemli bir iklim ve bol suya ihtiya¢ duyan oldukca hassas bir bitkidir.

Ulkemizde kis yaklasirken hava kosullari dengesizlesmeye basladigindan muz
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agacin1 korumak amaciyla agaglarin etrafina naylon gegirilir. Ulkemizde muz {iretimi
hem acik alanlarda hem de seralarda yapilmaktadir (Sekil 1.3). Acik halde senede bir
kere ve seralarda senede iki kere muz iiriinii elde edilmektedir. Bu alanlarda Musa
Cavendish dedigimiz bodur muz yaygin olarak iiretilmekle beraber, bazi yorelerde
Grand Nain, Gross Micheal ve Williams cesitlerinin {iretimi de yapilmaktadir
(Kozak, 2006). Muz yilda iki kez hasat edilebilmekte ve bir muz agacindan her

hasatta ortalama 75 kilo muz alinabilmektedir.

Sekil 1.3. Tiirkiye’ de muz iiretimi, (a) Alanya’daki muz tarlalari, (b-c-d) Anamur’daki muz
seralarmin dis ve i¢ goriiniisii

Muz besin degeri yliksek olan bir meyvedir. Muzun soyulup dilimlenmis
taze meyvesinin 100 graminda, 92 kkalori enerji, 1,03 g protein, 23.43 g
karbonhidrat; 0,315 g yag, 6 mg. Kalsiyum 0,31 mg. demir, 1 mg. sodyum, 396 mg.
potasyum, 81 IU A vitamini, 0,045 mg. Bl vitamini (tiamin), 0,1 mg B2 vitamini
(riboflavin), 0,540 mg. B3 vitamini (niacin), 9,1 mg. C vitamini bulunmaktadir

(NAL, 2007). Saglik agisindan muzun i¢indeki potasyum beyin gidasi, B6 vitamini stres
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giderici, gastrit ve ishal tedavisinde etkili karbonhidrat agisindan ise yiiksek enerji

iceriginden dolay1 6zellikle sporcular i¢in iyi bir enerji kaynagidir.

Diinyada muz iiretimi en fazla Asya kitasi iilkelerinde yapilmakta olup bu
kitay1 sirastyla Giiney Amerika, Orta Kuzey Amerika, Afrika, Okyanusya ve Avrupa
ilkeleri izlemektedir (Sekil 1.4). (FAO, 2006).

Sekil 1.4. Dunyadaki muz yetistiriciligi yapan ulkeler

Dunyada en fazla muz Uretimi Hindistan, Brezilya ve Cin’de yapilmaktadir
(Cizelge 1.2). Dinya siralamasinda Turkiye c¢ok geride yer almaktadir.
Turkiye'deki muz uretimi ve verimi ile kaliteyi artirabilmek, ihra¢ yapabilmek igin

ciddi calismalara ve gabalara gerek duyulmaktadir.



1. GIRiS Fatos UZUNTAS

Cizelge 1.2. Dunyada yuksek muz uretimi yapan Ulkelerin 2005 yilina gére
siralamalari (FAO, 2006).

Stralama [Ulke Eif[ei;iyr:)ln ton)
1 memHindistan 16.8
2 | Brezilya 6.7
3 |“ Cin 6.4
4 mim Ekvador 5.9
5 ==Filipin 5.8
6 ™™ Endonezya 4.5
7 == [ osta Rika 2.2
8 l-B Meksika 2.0
9 |E Tayland 2.0
10 |-K010mbiya 1.6
Diinyada Toplam 72.5

Diinyadaki en fazla muz tireten ilk 10 iilkenin toplam iiretimi, diinya muz
tiretiminin % 74.3’lini temsil etmektedir. Kosta Rika, Tayland gibi {ilkeler hari¢
diger baslica iiretici iilkeler, zaman i¢inde iiretimlerini arttirmiglardir. Hindistan,
Brezilya, Cin ve Ekvador gibi iilkeler yalniz baslarina diinyadaki toplam muz
tiretiminin yarisim1 gergeklestirmektedirler. Tiirkiye muz iiretimi agisindan diinya
siralamasinda ¢ok geride kalmasina ragmen 2001 yil1 verilerine gore Tiirkiye’nin 400
kg/ha olan muz verimi, 156 kg/ha olan diinya ortalamasinin ¢ok iizerindedir.
Tiirkiye, diinyada Kosta Rika ve Ispanyadan sonra muz veriminde 3. sirada yer

almaktadir.(Kozak, 2006)

Tiirkiye’de 1992 ve 1993 yillar1 hari¢ 2000 yilina kadar muz tiretimi yaklagik 30-35
bin ton civarindadir. 1992 ve 1993 yillarinda muz ithalatin artmasi nedeniyle
tiretimde diisiis gézlenmistir, 1999 yilindan sonra ise, muz dikim alanlarinin ortii
altina alinmas1 ve kontrollii ithalatin saglanmasi i¢in uygulanan kontrol belgesinden

dolay1r muz liretiminde bir artis gozlenmistir (Cizelge 1.3). Muz tretimi 1994 de

12.00 ha alanda 30.000 ton iken, 2001 yilinda 1875 ha alanda 75.000 tona ulasmuistir.
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Tirkiye’de her yil ortalama 35.000-40.000 ton muz lretilmektedir. Bu miktar iilke
icindeki pazar talebini dahi kargilamaya yeterli degildir.

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de 1991-2001 yillart muz iiretimi, miktari(ton), dikim alani (ha) ve
verimi (kg/ha) (FAO, 2006).

Yillar Uretim Dikim Verim Ithalat
( bin ton) Alan (ha) (kg/ha) miktari
bin ton)
1991 35 1309 267 86
1992 20 1132 177 95
1993 18 1080 166 155
1994 30 1200 250 66
1995 34 1150 300 87
1996 33 1165 283 97
1997 28 1190 235 111
1998 32 1193 268 123
1999 34 1227 278 151
2000 64 1725 371 125
2001 75 1875 400 4
FAO, 2006

Ulkemizin yillik muz tiiketimi ise 400.000 ton civarindadir (FAO, 2006). Cizelge
1.4°te goriildiigii gibi azda olsa 1998 den 2005’e kadar Almanya, Irak, Kanada, iran,
Malta, Panama gibi lilkelere muz ihracit yapilmistir. Ayni zamanda 1998-2005
yillarinda ihtiyaclarimiz Cizelge 1.5°te belirtilen Fransa, Tiirkmenistan, Ekvator
Gine, Meksika, Kosta Rika, Panama, Kolombiya, Ekvador, Filipin ve Ingiltere’den

karsilanmustir.
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1. GIRiS Fatos UZUNTAS

1.2. Bitki Doku Kiiltiirii

Cogu bitkiler; izole edilmis bir siirgiin, kok, yaprak, cicekler ve hatta
organize olmamis kallus gibi dokulardan biitlin bir organizmayi rejenerasyon
edebilme kapasitesine sahiptirler (Goniilsen ve Ozcan, 1987). In vitro’da hiicre ve
dokulardan siirglin rejenerasyonunu basarabilmek i¢in uygun eksplantin secilmesi,
bliylimede aktif maddeleri igeren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel cevre

kosullarinin uygun olmas1 gerekmektedir (Murashige, 1974; Evans ve ark., 1981).

Doku kiiltiirlinde en c¢ok kullanilan temel ortam Murashige ve Skoog
(1962)’un gelistirdigi besin ortamidir. Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin
ortamlar1 bitki biiylimesi i¢in gerekli olan makro ve mikro elementler ile enerji
kaynag tilarak seker icerir. Bu besi ortamlar1 agar ilave edilerek katilastirilir. Besin
ortamina eklenen bitki biiylimesi diizenleyicileri de bitki rejenerasyonunda en énemli

faktorlerdir.

Doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak yapilan ¢ogaltim (mikro {iretim) pahali
olmasina karsin, kisa siirede fazla sayida bitki ekonomik olarak elde

edilebilmektedir. Hizli ¢gogaltimin kullanildig: alanlar;

e Bu teknikle bitkilerin in vitro sartlarda kisa bir sirede, fazla sayida
cogaltilabilmesi mimkln olmaktadir. Bu sayede ekonomik énemi olan
pek c¢ok bitkinin kisa bir zamanda ticari amaglara uygun miktarda

cogaltiimasi basarilabilmektedir.

e Virus ve diger sistemik hastaliklar, vejetatif cogalma yoluyla bitkiden
bitkiye kolaylikla gegmektedir. Bu tip hastaliklar, Grinin kalitesini ve
miktarini olumsuz yonde etkilemektedir. Yine bu teknik sayesinde,
hastaliklardan arindirlmis  olan  stoklardan  Uretim  muUmkin

olabilmektedir.

e Bu teknikle yil boyu Uretim yapilabilmektedir.
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e Kiultir agsamasinda olan bitkiler kolaylikla Ulkeler arasinda transfer

edilebilmektedir.

1.3. Muz Doku Kiltiiriniin Avantajlari

Ticari olarak iiretimi yapilan bir ¢ok triploid muz klonunun partenokarp
olmasi nedeniyle cogaltilmalari vejetatif olarak yapilmaktadir (Gowen, 1995).
Ulkelere gore degismekle birlikte, klasik yolla vegetatif cogaltma tekniginde iiretim
materyali olarak rizom, rizom pargalar1 ve yavru bitki kullanilmaktadir. Fakat bu
teknik ile ¢ogaltimda bir yilda bir yavru bitkiden ancak 8-10 fidan elde
edilebilmekte, bu say1 daha sonraki yillarda daha da azalmaktadir (Berril, 1960).
Klasik ¢ogaltma tekniginde 1 hektar alandan ancak 8 hektar muz plantasyonun
tesisine yetecek kadar muz fidani iretilebilmektedir. Ayrica klasik ¢ogaltimda
kullanilan iiretim materyalleri homojen olmamakta ve bunlarin hastalik ve
zararlilarla bulagik olma riskide oldukga yiiksek olmaktadir. Bu nedenle son yillarda
Kosta Rika, Kolombiya, Avustralya, Israil ve Tayvan gibi iilkelerde klasik ¢ogaltma
tekniklerinin yerini doku kiiltiirii ile ¢ogaltma teknigi almistir. Doku kiiltiirii ile
cogaltma tekniginin diger vejetatif ¢ogaltma tekniklerine gore bircok avantajh

yonleri bulunmaktadir. Bunlar1 kisaca s0yle siralayabiliriz (Arias, 1992).

1- Cok kisa zamanda hastalik ve zararhilardan arindirilmis ¢ok sayida
homojen materyal iiretilebilmektedir.

2- Doku kiiltiirti ile ¢cogaltilan bitkilerde en az 5 yi1l nematod bulagmamakta
ve bu durum iireticilerin girdi maliyetini azaltmaktadir.

3- Doku kiiltiirii ile cogaltilan bitkiler arazi kosullarinda % 98 yasama
sansina sahiptirler. Bu bitkiler yavru bitkiler ile ¢ogaltilanlara gére daha
kisa zamanda hevenk olusturmakta ve hevenk olusumundan derime kadar

gecen siire daha kisa olmaktadir.

4- Fidan maliyeti yavru bitkilere gore daha ucuz, ¢cogaltilmas: ve tasinmasi
daha kolaydir.
5- Gen kaynaklarinin muhafazas1 ve transferi, 1slah ve biyoteknolojik

calismalar agisindan da biiyiik avantaj olusturmaktadir.
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1.4. Tezin Amaci

Tiirkiye’de ekonomik dnemi yiiksek olan bitki tiirlerine yonelik doku kiiltiirii
caligmalar1 son yillarda hiz kazanmistir. Klasik muz ¢ogaltiminda kullanilan {iretim
materyalleri homojen olmamakta ve bunlarin hastalik ve zararlilarla bulasik olma
riski de oldukca yiiksek olmaktadir. Bu sebeplerden dolay1r muz ¢ogaltiminda doku
kiiltiirti ile ¢ogaltilmig fideler yavas yavas ciftcilerin biiytik ilgisini ¢ekmektedir.
Ancak maliyeti yliksek olan bu fideler tiim ¢iftciler tarafindan kullanilmamaktadir.
Bu sorunun muz doku kiiltiirii teknolojisindeki gelismeler ile ¢doziilebilecegi
diisiiniilmektedir. Doku kiiltiirii ile ¢ogaltilan bitkiler {ireticilerin girdi maliyetini
azaltmakla beraber, yavru bitkiler ile ¢ogaltilanlara gore daha kisa zamanda hevenk
olusturmakta ve hevenk olusumundan derime kadar gecen siire daha kisa
olmaktadir. Bu caligmanin amaci diinya’da ve iilkemiz’de ekonomik degere sahip
Musa sp. bitkisine ait klonlarin doku kiiltiiriinde farkli maddeler kullanilarak
tiretilmesi ve farkli maddeler kullanarak doku kiiltlirii c¢alismalarinda ucuz
yontemlerin gelistirilmesidir. Bunun i¢in ortam katilastirict madde olarak kullanilan
ve oldukca pahali olan agar yerine daha ucuz olan pamuk ve isubgolun kullanilmasi
ve karbon kaynagi olarak kullanilan ve pahali olan sukrozun yerine ticari beyaz
sekerin kullanilarak bitki tiretiminin maliyetinin diisliriilmesi amaglanmaktadir. Elde
edilen bulgular teknolojinin gelismesine yardimci olacak ve ayni zamanda yurt

disina giden déviz miktarini da azaltacaktir.

11



2. ONCEKIi CALISMALAR Fatos UZUNTAS

1. ONCEKI CALISMALAR

Berg ve Bustamenta (1974), Dwarf Cavendish muz klonunda hiyar mozaik
viriisii ile hasta olan bitkilere 6nce termoterapi uygulamas: yapmislar ve eksplant
olarak lateral tomurcuklardan elde ettikleri siirgiin uglarin1 kullanmislardir.
Eksplantlar1 6nce Knudson (1946) ortamina, daha sonra sitokinin igeren ¢ogaltma
ortammna ve en son olarak da 5.4 uM NAA iceren koklenme ortamina transfer
etmiglerdir. Aragtiricilar sonugta, meristem kiiltiirii teknigini kullanarak hiyar mozaik

viriisiinden ar1 bitki elde etmislerdir.

Bower ve Fraser (1982), Williams muz klonu iizerinde yaptiklar1 arastirmada,
birka¢ yaprak primordiyumu igeren meristemleri 340 mg/l NaH,PO,, 160mg/l
adenin siilfat, 200mg/l L-tyrosine ve 0.4 mg/l thiamin, %3 sukroz ve %0.8 agar
iceren Murshige ve Skoog (MS) ortamina transfer ederek ¢ok sayida siirgiin elde
etmiglerdir. Arastiricilar, cogaltma ortaminda bitki diizenleyici olarak 5 mg/1 kinetin,

koklendirme ortaminda ise 2 mg/l IBA kullanmislardir.

Dore-Swamy ve ark., (1983), Robusta muz klonu {izerinde yaptiklar
calismada, eksplant olarak bu klona ait yavru bitkileri kullanmiglardir. Yavru
bitkileri araziden soktiikten sonra deterjan (Teepol) ile yikayip durulamiglardir. Daha
sonra yash yapraklar1 ve rizomlar1 keskin bir bicak yardimiyla 2.5-3.0 cm’lik bir
par¢a kalincaya kadar kiigiilterek 15-20 dakika ¢amasir suyu igeren bir ¢ozelti
icerisinde yiizey sterilizasyonuna tabi tutmuslardir. En son olarak da eksplantlar 3
defa steril saf sudan gegirdikten sonra bir kismi 1 yaprak primordiyomu, bir kismi ise
6-8 yaprak primordiyumu icerecek sekilde MS ortamina transfer etmislerdir. Bu besi
ortamina ayrica % 2 sukroz, % 0.8 agar, bitki diizenleyicisi olarak ise degisik
konsantrasyonlarda BA, kinetin, NAA ve IBA ilave ederek, ortamin pH’sin1 5.8’e
ayarlamuslardir. Biiyiime odalarinda sicaklik 25 °C, 151k siddeti ise 950-1000 lux

olacak sekilde ayarlamislardir.
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Hwang ve ark., (1984), Giant Cavendish muz klonu {izerinde yaptiklari
calismada, patojenlerden ar1 bitki materyali elde etmek i¢in meristem kiltiiri
teknigini kullanmislardir. Calismada lateral tomurcuklar1 Smith ve Murashige (1970)
kiiltiir ortamina transfer etmislerdir. Bu ortama ayrica 0.4mg/l thiamin-HCI, 100
mg/l L-tyrosine, 100 mg/l myo-inositol, 0.4 mg/l IAA, 2 mg/l kinetin, 160 mg/l
adenin siilfat, 30g/1 sukroz ve 8 g/l Difco Bacto agar ilave etmislerdir. Koklendirme
agamasinda ise bu ortama sadece 1g/1 aktif komiir ilave etmiglerdir. Kiiltiirler 28 °C

sicaklik ve 2200 lux 1s1kta inkiibe ederek ve 4 hafta araliklarla alt kiiltiire almiglardr.

Jarret ve ark., (1985), Saba ve pelipita muz klonlar1 iizerinde yaptiklari
calismada, eksplant olarak rizom ve degisik boylardaki yavru bitkiler
kullanmiglardir. Dezanfeksiyon sirasinda eksplantlar camasir suyunun %0.5-10 ve
Ca(OCl)’nin %0.1°1lik konsantrasyonlarinda 10 dk bekletmiglerdir. Daha sonra
eksplantlar1 3 defa steril saf sudan gecirip, mikroskop altinda 1-2 yaprak
primordiyumu icerecek sekilde kiicliltmiislerdir. Calismada temel MS ortami
kullanmiglar ve bu ortama farkli tip ve konsantrasyonlarda bitki diizenleyicileri ilave
etmiglerdir. Birinci ortamda, temel MS ortamina 3 mg/l BA ve 1 mg/l IAA, ikinci
ortamda sadece BA’nin degisik konsantrasyonlarin1 (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5 ve

10mg/1), liglincii ortamda ise sadece %0.1 oraninda aktif kdmiir kullanmislardir.

Cronauer ve Krikorian ( 1985), Dwarf Cavendish muz klonu {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada, eksplant olarak erkek c¢iceklerin biiylime noktalarini
kullanmiglardir. Eksplantlar basglangicta % 2 camasir suyu ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletmisler ve bu ¢ozeltiye ayrica Tween 20 ilave etmislerdir. Besi yeri olarak temel
MS ortaminin kullanildigi calismada, ortama ayrica 5.55 pM myo-inositol, 2.97 uM
thiamin- HCI, 0.12 M sukroz, %10 hindistan cevizi suyu ve 22.0 uM BA ilave
etmislerdir. Kiiltiirleri iki ay siv1 ortamda bekletmisler ve daha sonra yar1 kati ortama
transfer etmislerdir. Yar1 kat1 ortama transfer edilen eksplantlari, her iki haftada bir
alt kiiltiire almiglardir. Koklenme asamasinda, temel MS ortamina bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak 5.5 uM NAA ve ayrica % 0.025 aktif komiir ilave etmislerdir.

Wong (1986), 22 farkli muz klonu {izerine yaptig1 calismada, eksplant olarak

bu klonlara ait 15 cm. boyundaki yavru bitkileri kullanmistir. Yavru bitkilerin dis
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yapraklarimi keskin bir bigak yardimi ile temizleyerek, 10 X 15 mm. biiyiikliigiinde
kiiciiltmiistiir. Daha sonra eksplantlari ¢amasir suyu igerisinde 15 dk. bekletmistir.
Eksplantlar1 en son olarak 1-2 yaprak primordiyumu icerecek sekilde ortadan ikiye
bolerek MS ortamina transfer etmistir. Eksplantlarin biiylime ve gelisme asamasinda,
5 mg/ 1 BAP ve 0.1 mg/l IBA kullanmistir. Cogaltma ve kdklendirme asamalarinda
ise bitki biiylime diizenleyicisi olarak BA ve kinetinin 5 farkli konsantrasyonunu
denemistir. Besi ortamina sitokinin ilave edilmedigi zaman eksplantlarda ¢ogalma
saptanmamustir. Ayrica ¢ogalma orani, BA igeren MS ortamlarinda kinetinden daha
yiiksek olarak gerceklesmistir. Klonlarin ¢ogalma orani, ¢cok yliksek sitokinin igeren
ortamlarda (10-15mg/l) daha diisiik olarak gerceklesmistir. BA’nin 10-15mg/I
konsantrasyonlart koklenme {izerinde inhibitér etkisi olustururken, kinetinin kok

olusumu tizerine etkisinin BA’dan daha fazla oldugunu bulmustur.

Jarret (1986), tarafindan yapilan ¢alismada, siirgiin ucuna zarar verilmeden
yavru bitkilerden alinan eksplantlarin dis yapraklari temizlenmis ve kiibik bir sekle
getirilmistir. Eksplantlar1 6nce 10-15 saniye %96’lik alkolde ve daha sonra 15-30
dakika %15’lik CaOCI ‘de bekletmistir. Sonra eksplantlari temel besi ortamina
transfer etmistir. Temel ortama bitki diizenleyicisi olarak, 0.1 mg/l IAA ve 0.2 mg/l
BA ilave etmistir. Bu besi ortaminda bir ka¢ hafta bekletilen eksplantlarda yeserme
ve irilesme oldugunu goézlemlemis ve daha sonra bu kiiltiirleri ¢ogaltma ya da
koklendirme ortamina transfer i¢in kullanmistir. Kiiltiirleri 27-30°C sicaklik, 12-16
saat aydinlik ve 1000-3000 lux 151k siddeti altinda biiytitmiistiir.

Novak ve ark., (1986), muzlarin siirgiin ucu ile ¢ogaltilmasinda eksplant
olarak yavru bitkileri kullanmislardir. Eksplantlari sterilizasyon asamasinda %2.1
camagir suyunda 40 dakika bekletmislerdir. Sonra eksplantlar1 2-4 yaprak
primordiyumu igerecek sekilde kiigiiltmiisler ve elde edilen siirgiin ug¢larini gergek
govdenin 2-3 mm’lik kismu ile birlikte 50mg/1 sitrik asit, 40mg/l askorbik asit ve
%0.525 c¢amasir suyu iceren c¢ozeltide 10 dakika bekletmiglerdir. Daha sonra
eksplantlar steril saf sudan gecirip, 5 uM TAA ve 10 uM BA igeren temel MS
ortamuna transfer etmislerdir. Kiiltiirleri 28 °C sicaklik, 16 saat aydinlik ve 2000 lux

151k siddetinde biiyiitmiislerdir. Kiiltiir ortaminda 21 giin bekletilen eksplantlar1 daha
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sonra ortadan ikiye bolerek 20 uM BA igeren sivi MS ortamina transfer etmislerdir.
Kiiltiirleri Rotary Shaker iizerine (30 devir dakika) yatay olarak yerlestirmisler ve 20
giin araliklarla alt kiiltiire almislardir. Koklendirme asamasinda temel MS (1/2)
ortamma 1 uM IBA ilave etmisler ve koklenen bitkicikleri adaptasyon i¢in seraya

aktarmiglardir.

Banarjee ve ark., (1986), tarafindan yapilan calismada, doku kiiltiirtinde
kullanilacak eksplantlar1 20-40 mm biiyiikliigiinde kiigiiltmiisler ve daha sonra 15-30
saniye alkolde tuttuktan sonra 20 dakika %]1.5” lik kalsiyum hipoklorit ¢ozeltisi
igcerisinde bekletmislerdir. Ardindan eksplantlar1 3 defa steril saf sudan ge¢irmisler
ve sonra yaprak primordiyumu icerecek sekilde temel besi ortamina transfer
etmislerdir. Bu ortama ayrica %3 sukroz, 2.0 mg/l glycine, 0.4 mg/l thiamin —HCI,
0.5 mg/l nikotinik asit, 0.5 mg/l pyridoxin, %0.45 agar (oxide) ve dokulardaki
polifenol oksidasyonunu onlemek i¢in 10 mg/l askorbik asit ilave etmislerdir.
Meristemlerin biiylime ve gelisme agamasinda bitki diizenleyici olarak 1 pM [AA ve
1 uM BAP kullanirlarken, c¢ogaltma asamasinda 10 pM BAP, koklendirme
asamasinda ise 1 pM IBA kullanmiglardir. Koklendirme asamasinda ise MS

ortamini yari oranda kullanmiglar ve bu ortama 1 uM IBA ilave etmislerdir.

Rodriguez-Enriquez ve ark., (1987), Dwarf Cavendish muz klonu iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada, eksplantlarin biiylime ve gelisme agamasinda ortam olarak MS
ve bu ortama ilave olarak %0.6 agar ve 10”7 g/ml BA kullanmuslardir. Cogaltma
asamasinda ise MS ortamma ilave olarak % 0.6 agar, 5.10° g/ml BA, 10® g/ml
NAA kullanmiglar ve bu ortamin ¢ogaltim bakimindan en iyi sonucu verdigini

gormiglerdir.

Fitchet ve Winnaar (1988), Dwarf Cavendish ve Williams muz klonlarinda
en uygun dezenfektan madde tipi ve besi ortamlarin1 saptamak amaci ile yaptiklar
calismada, 5 farkli dezenfektan madde ve 3 farkli besi ortaminin eksplantlarin
dezenfeksiyonu ve gelisme durumlart iizerine etkilerini arastirmiglardir. Yiizey
sterilizasyonu i¢in 20’ser eksplanta, %10 Ca(OCl),, %2 NaOCl, %1 H,0, veya %1

ANO; kullanmislardir. Calisma baslamadan 6nce eksplantlart musluk suyu ile
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yikamislar ve daha sonra %2’ lik NaOCI ile 20 dakika karistirarak ylizey
sterilizasyonu yapmiglardir. Steril edilmis eksplantlar1 kiiltiire almadan 6nce steril saf
su ile duruladiktan sonra bu explantlar kiiltiire almislardir. Kiiltiir ortamina aldiklar
eksplantlarda 30 giin sonra, kahverengilesmis ve kontaminasyona ugramis eksplant
sayilar1 ile temiz eksplant sayilarini belirlemislerdir. En az bulagikligi %10 ’luk
Ca(OCl) muamelesi ile elde etmislerdir. Bu calismada Dwarf Cavendish muz
klonunda BM3 ortamim1 (MS, 340 mg/l NaH,PO,4, 200 mg/l L-tyrosine, 160 mg/l
adenin siilfat, 2 mg/l IBA, 2 mg/l NAA ve 5 mg K), Williams muz klonunda ise
BM2 (MS, 0.1 mg/l BA, 5mg/l BA) ve BM3 ortamlarint klonal ¢ogaltma icin en

uygun besi ortami olarak belirlemislerdir.

Drew ve ark., (1989), Cavendish alt grubuna giren Mons Mori muz klonu
tizerinde yaptiklart ¢aligmada, bunchy top viriisii (BBTV) ile bulasik yavru bitkiler
ve ciceklerin biliyiime noktalarindan aldiklar1 eksplantlari, 2 mg/l 1AA, 2 mg/l
kinetin, 30 g sukroz ve 8 g agar igeren MS ortamina transfer etmislerdir. Kiiltiirleri,
25 °C sicaklik, 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik ortamda biiyiitmiislerdir. Meristem
kiiltiiri ile ¢ogaltilan bitkileri 16 ay sonra topraga transfer etmislerdir. Topraga
transfer ettikleri bitkilerin bir kisminda, 1 ay sonra semptom goriilmesine ragmen,

daha ileri asamada arazi kosullarinda hastalik semptomlarina rastlamamislardir.

Alvard ve ark., (1993), muz tretiminde kullanilan 4 farkli sivi ortami, yar1
kat1 ortam ile kiyaslamiglardir. Arastirma sonucunda, en yiiksek ¢ogalmayi (5 adet)
ve kuru madde miktarmi, yar1 sivi ortama transfer edilen eksplantlarda
saptamiglardir. Arastirmada besi yeri olarak MS ortami kullanmiglar ve bu ortama
bitki diizenleyicisi olarak 8.9 uM BA ilave etmislerdir. Kiiltiirleri 28°C ve 12 saat

aydinlik ortamda inkiibe etmislerdir.

Israeli ve ark., (1995), eksplantlar1 6nce 2.5x2.5x5.0 cm boyutunda kiigiiltiip
camagir suyu ile yiizey sterilizasyonuna tabi tuttuktan sonra, tekrar 5x5x5 mm
kiigtilterek ortadan ikiye boliip MS ortamina transfer etmislerdir. Meristemlerin

biiyiime ve gelisme asamasinda bitki diizenleyicisi olarak 5 mg/l BAP, 2 mg/l IAA
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kullanmiglardir. Ortamlara ayrica 7 g/l agar ve 30 g/l sukroz ilave etmislerdir. Kiiltiir
odalarinin sicakligini 28 °C + 2’ye ayarlamuslar, oransal nemi ise %60-70 civarinda
tutmuslar ve kiiltiirleri 1000-3000 lux 151k siddeti altinda 16 saat aydinlik ortamda
bekletmislerdir.

Sharma ve ark., (1996), Dwarf Cavendish muz klonunda eksplant basina
diisen siirgiin sayis1 bakimindan en uygun bitki diizenleyicisi konsantrasyonlarini
saptamak amaciyla yaptiklar1 calismada, eksplantlarin biliylime ve gelisme
asamasinda temel MS ortamina 8 mg/l BAP, 4 mg/l IAA ve 200 mg/l hemisiilfat,
cogaltma asamasinda ise 10 mg/l BAP, 4 mg/l IAA ve 200 mg/l hemisiilfat ilavesinin
en iyi sonucu verdigini bildirmislerdir. Arastiricilar koklenme asamasinda 1 mg/l
IAA ve IBA kullanmiglardir. Bagarili bir kdklenme i¢in ise 2 MS ortamina, 1 mg/I

IAA veya IBA ve ayrica %0.025 oraninda aktif komiir ilavesini tavsiye etmiglerdir.

Reuveni ve Golubowicz (1996), doku kiiltiirii ile yaptiklar ¢aligmada kinetin,
BAP, ansimedol kullaniminin muzlarin ¢ogaltilmast orami iizerindeki etkisini
arastirmiglardir. MS temel ortaminin kullanildigi ¢alismada, 5 mg/1 kinetin ve 0.1-0.2
mg/l ancymedol kullaniminin eksplantlarin daha bodur yapida biiyiimelerine neden
oldugunu saptamislardir. MS temel ortamina 5 mg/l BAP ilavesinin ise eksplantlarda

cok sayida siirgiin olusumunu sagladigini belirlemislerdir.

Silayoi ve ark., (1997), tarafindan yapilan ¢alismada, klon olarak Hachuchu,
Grand Nain, Dwarf Cavendish ve Gros Michel muz klonlari, ortam olarak ise MS
ortam1 ve bu ortama ilave olarak 1.3-5 mg/l BA kullanmislardir. Eksplantlar1 ikiye
bolerek kiiltiire almiglardir. Aragtirmada, BA konsantrasyonlarinin ve eksplantlarin

ortadan bdliinmesinin ¢ogalma siiresi ve varyasyon iizerine etkisi arastirmiglardir.

Drew ve Smith (1990), New Guinea Cavendish muz klonu {izerinde yaptiklari
calismada kallus ve meristem kiiltiirii ile ¢ogaltilmis fidanlar ile klasik yolla
cogaltilmis (lateral tomurcuk igeren rizomlarla) fidanlari, arazi kosullarinda havenk
olusturmalarini kiyaslamislardir. Arastirma sonucunda, doku kiiltiirii ile ¢ogaltilan

fidanlarin klasik yolla ¢ogaltilanlara gore arazi kosullarinda daha hizli biiyiidiikleri,
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erken hevenk olusturduklar1 ve kisa siirede derime geldiklerini saptamiglardir. Ayrica
doku kiiltiirii ile ¢cogaltilan bitkilerde hevenk agirligini ve aktif yaprak sayisini daha
yiiksek bulmuslardir. Doku kiiltiirii ile ¢cogaltilan bitkilerde, yavru bitki olusumunun
dikimden 8 ay sonra, klasik yolla ¢ogaltilan bitkilerde ise derimden 8 ay sonra

basladigin1 gézlemlemislerdir.

Smith ve Drew ( 1990), doku kiiltiirii ile ¢gogaltilan Yeni Gine Cavendish muz
klonuna ait bitkiler iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, en fazla karsilagilan somaklonal
varyasyonun bodurluk oldugunu ve bu bodurlugun Cavendish alt grubuna giren
klonlarda yaygin olarak karsilasilan bir sorun oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar,
bodur bitkilerde hevenk iizerindeki taraklar ve tarak iizerindeki parmaklarin oldukca

kiiclik oldugunu saptamiglardir.

Israeli ve ark., (1991), doku kiiltiirii ile ¢ogaltilan Williams, Grand Nain,
Shai, Arnon, Nathan ve Red klonlar1 iizerinde yaptiklar1 calismada, en fazla
karsilagilan somaklonal varyantlari belirlemislerdir. Arastiricilar bu varyantlari;
bodurluk, ekstra bodurluk, mozaik benzeri semptom, renk degisimi, yaprak ayasinda
deformasyonlar, gévde de renk olusumu, ¢iceklenmede anormallikler ve parmaklarda

yarilmalar olarak belirlemislerdir.

Smith ve Hamil (1993), Cavendish alt grubuna giren ve doku kiltiirii ile
cogaltilan bazi muz klonlarinda, bodur tiplerin erken dénemde teshisi i¢in bir metot
gelistirmislerdir ve 3 haftalik bir siire zarfinda bodur bitkiler ile normal bitkileri
birbirlerinden ayirt etmiglerdir. Arastirmada kriter olarak, bitki yiiksekligini, petiol
uzunlugunu, yaprak sayisi uzunlugunu ve yaprak aras1 mesafeleri dikkate almislardir.
Incelenen kriterlerden bitki yiiksekligi, petiol uzunlugu, yaprak ayasi uzunlugu ve
petiol-yaprak oraninin, bodur bitkiler ile normal bitkilerin ayiriminda en 6nemli
kriterler oldugunu bildirmislerdir. Bu ayirimi, bitkiler homojen ve kuvvetli biiyiidiigii
zaman daha da kolay gdzlemlemislerdir. Arastirma sonucunda ayrica, bodur ve
ekstra bodur tiplerde bu ayrimin zor oldugunu, buna karsin daha uzun boylu olan
Williams, Yeni Gine Cavendish ve Grand Nain muz klonlarinda ise daha da kolay

olacagini saptamiglardir.
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Khalil ve ark., (2002), Dwarf Brazilian (Musa spp. AAB grubu), in vitro
rejenerasyonu icin farkli bir yontem gelistirmislerdir. Bu calismada olgunlagsmamis
erkek ¢igek tomurcuklarindan primer somatik emriyo olusumu icin 1 mg/l biyotin,
100 mg/l malt, 100 mg/l glutamin 4 mg/1 2.4D, 1 mg/l IAA, 1mg/l NAA ve 30 g/l
sukroz, jellestirmek icin ise 2.6 g/l phytegel kullanmiglar ve ortamin pH’sin1 5.8’e
ayarlamislardir. Bu ortama MI adi vermislerdir. MI ortamina, 200 mg/l casein
hydrolysat ve 2 mg/l prolin ekleyerek eksplantlar ilk 6nce bu ortama aktarmislardir.
Daha sonra bu eksplantlar1 %10 hindistan cevizi suyu iceren MS ortamina
aktardiklarinda yiiksek oranda embriyogenik kallus ve sekonder somatik embriyo
gbzlemlemislerdir. Olusturulmus embriyolar ikinci kez 5 mg/l BAP igeren 2 MS
ortammna aktarmislardir. Daha sonra bunlart 5 mg/l BAP iceren ortama
aktarmiglardir. Olusturulan sekonder embriyolardan MS ortaminda bitkicikler
olusturmuslardir. Bitkicikleri %0.1 aktif komiir 1 mg/l BAP ve 1 mg/l IAA iceren
MS ortaminda biiyilitmiislerdir. Elde edilen bitkileri morfolojik olarak normal

oldugunu gozlemlemislerdir.

Kodym ve Javier Zapata-Arias (1999), muz doku kiitiirii ¢alismalarinda giines
15181 kullanarak hizli ¢ogaltim yapmuslardir. Bu ¢alismada Musa acuminatae nin
Grand Nain ¢esidini glines 1518inda 0.1 uM IBA, 5 uM 2-iP, 40 mg 11 cystein, %4
sukroz ve % 0.18 gelrite ile katilastirilmis MS ve BS ortaminda g¢ogaltmiglardir.
Sonugta giines 1s1ginda, 23-30 °C de 16 veya 12 151k fotoperiyoduna gore daha fazla

stirglin olustugunu gézlemlemislerdir.

Madhulatha ve ark., (2004), yaptiklar1 caligmada muz bitkisini 50 mg/l
kinetin ve 50mg/l BAP iceren sivida 1 dakika bekletmisler ve daha sonra siirgiin
rejenerasyonuna birakmiglardir. Ayni sekilde kdklendirme igin bitkileri 10 mg/l
NAA ve 10 mg/l IBA igeren sivi ortaminda 1 dakika bekleterek koklendirmeye

almislardir.
Madhulatha ve ark., (2006), ¢alismalarinda degisik karbon kaynaklarinin

(sukroz, glukoz, fruktoz ve maniton) ve oksinlerin (IBA, NAA) muz iiretimindeki

etkisini aragtirmiglardir. En fazla siirgiin olusumunu glukoz igeren ortamdan elde
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etmislerdir. En fazla siirglin olusumunu elde etmek i¢in optimal ortama 30 g sukroz
ve 30 g glukoz koymuslardir. Benzer sekilde en fazla kok olusumunu 2 mg/l IBA ve
2 mg/l NAA igeren ortamdan elde etmislerdir.

Kodym ve Javier Zapata-Arias (2001), calismalarinda muz iiretimindel3
degisik seker ¢esidi ve katilastirmak i¢in nigasta ve gelrite karisimi ile glines 15181
kullanarak maliyeti % 90 diisiirdiiklerini ifade etmislerdir. Bu calismada degisik
tilkelerden gelen 13 seker ¢esidi kullanmislardir. En iyi sonucu beyaz ve kahverengi
sekerden elde etmislerdir. Calismada hem seker kamigi hem de seker pancarindan
elde edilen sekerleri kullanmiglardir. Denemelerde dogal 1siklarda ¢ogaltim oraninin
kontrollii 1siktaki ¢ogaltim oranlarma esit ya da daha fazla oldugunu

gbzlemlemislerdir.

Navarro ve ark., (1997), yaptiklann c¢alismada Musa acuminata ssp.
Malaccensis’in diploid ve triploid Grand Nain bitkilerinin olgunlagsmamis somatik
embriyolarim1 ve erkek c¢icek tomurcuk primordiyumlari kullanarak somatik
embriyogenesiz elde etmislerdir. Bu ¢aligmada somatik embriyogenesiz i¢in; 2.4.D,

zeatin ve kinetin, bitki olusumu i¢in BAP ve IAA kullanmislardir.

Ganapathi ve ark., (1992), calismalarinda ag¢ilmamis muz u¢ meristemleri
kullanmiglardir. U¢ meristemlerini, %3 sodyum alginate ile kaplayarak degisik
jellesirici maddeler {izerinde kiiltiire almiglardir. Kaplanmais siirgiin u¢larinda, in vitro
kosullarda rejenerasyon gozlemlemislerdir. En fazla bitki olusumunu White

ortaminda bulmuslardir. Gelisen bitkicikleri topraga aktarmislardir.

Giibbiik (1999), muz c¢alismasinda, Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan Dwarf
Cavendish muz klonu ile Tiirkiye’de yetistirilme sans1 olan Grand Nain, Petit Nain,
Poyo, Williams ve Basrai muz klonlarinin meristem kiiltliirii yontemi ile yaptigi
klonal caligmasinda rizomlar {izerinden yeni ¢ikan gozler ile 20-30 cm boyundaki
yavru bitkileri en uygun eksplant materyalleri olarak belirlemistir. En uygun eksplant
alim zamanmi ise Nisan ay1 olarak saptamistir. Eksplantlarin sterilizasyonunda

%10’luk ticari camasir suyu kullanimimin, kontaminasyon, eksplant sayist ve
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eksplantlarin biiylimesi ve gelismesi bakimindan en iyi sonug¢ verdigini belirlemistir.
Eksplantlarda, fenolik maddelerin oksidasyonunun engellenmesinde, kiiltiir
ortamlarina aktif komiir (AK) ilavesini diger uygulamalardan daha basarili
bulmustur. Eksplantlarin kiiltiir ortamima direk olarak ya da ortadan boliindiikten
sonra transferlerinin kiltiirlerin  biiylime ve gelismesini Onemli derecede
etkilemedigini saptamistir. Cogaltma asamasinda BAP ve thidiazurun (TDZ)
kullanimini, denenen tiim muz klonlarinda zeatin ve kinetinden daha basarili
bulmustur. Cogaltma asamasinda kinetin kullaniminin eksplantlarda asir1 derecede
kok olusumuna, zeatin kullaniminin ise, eksplantlarda ger¢ek govde olusumunu
engelleyerek az miktarda kok olusumuna neden oldugunu saptamistir. Cogaltma
asamasinda, 20 uM BAP ve 1 uM [AA, 1 uM TDZ ve 1 uM 1AA, 20 uM BAP ve
luM TDZ kombinasyonlarmni en uygun ¢ogltma ortamlar1 olarak belirlemistir.
Koklendirme asamasinda ise MS ortamina sadece aktif komiir veya aktif komiiriin 1
uM NAA ve IBA ile birlikte kullanimini en uygun koklendirme ortam olarak
belirlemigtir. Ayrica koklenme asamasinda, kiiltiirlerin aydinlik ortamda
biiylitiilmesini koklenme agisindan daha basarili bulmustur. Denemeye alinan tim
muz klonlarinda, meristemlerin biiylime ve gelisme asamasindan topraga transferine
kadar gegen siireyi 9 hafta, topraga transferinden araziye dikim asamasina kadar

gecen slireyi ise yaklasik 4 ay olarak saptamustir.

Khan ve ark., (2001), yaptiklar1 ¢alismada muzun ticari amagla in vitro
cogaltiminda sitokinin igeren MS ortaminda pamuk lifleri, tahta rendesi, kagit
pargalari, testere talast ve agarin etkisine bakmislardir. Incelenmis destekleyici
maddeler arasinda pamuk liflerinin en etkili destekleyici maddesi olarak
bulmuslardir. Pamuk lifleri igeren ortamlarda bitkinin, 2 hafta sonra hazir hale ve
agar iceren ortamlarda 6 hafta sonra hazir hale geldigini gézlemlemislerdir. Muz
tiretiminde pamuk lifleri kullanarak ucuz bitki tiretimi yapmislardir. Calismada ¢ay
sekeri ve sukrozu (Sigma) kullanmiglardir ve siirglin gelismesinde her ikisinde de

istatistiksel olarak bir farklilik gormemislerdir.

Babbar ve Jain (1998), Syzygium cuminii bitkisinin in vitro tohum

cimlenmesinde, adventif siirgiin rejenerasyonunda, koklendirmede ve Datura innoxia
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bitkisinin anter kiltiir calismasinda, Plantago ovata bitkisinden elde edilen
“isubgol” kabugunu jellestirici madde olarak kullanmiglardir. Tohum ¢imlenmesinde
%]1 sukroz iceren Knop ortami kullanmislardir. Adventif siirgiin rejenerasyonu igin
epikotil eksplantlar1 %4 sukroz ile 1 mg/l BAP iceren MS ortaminda Kkiiltiire
almiglardir. Elde edilen siirglinler 1 mg/l IAA ve %2 sukroz igeren Knop ortaminda
koklendirmislerdir. D. innoxia anterlerini %2 sukroz i¢eren Nitsch ortaminda kiiltiire
almiglardir. Ortamlart 9%0.9 agar ve %3 isubgol ile katilastirmislardir. Isubgol ve

agar igeren ortamlarda istatistiksel olarak benzer sonug elde etmislerdir.

Tyagi ve ark.,, (2007), calismalarinda, Curcuma Ilonga cv Prathibha
rejenerasyonunda %73 isubgol ve c¢ay sekeri kullanarak maliyeti %73
diisiirmiislerdir. Caligmalarinin sonucunda agar- sukroz ve isubgol -¢ay sekeri i¢eren
ortamlardaki siirglin rejenersayonunda herhangi bir farklilik gézlemlememislerdir.
RAPD ile 12 aylik bitkilerde genetik ¢esitliligi incelemislerdir. Ana bitkiler ile
isubgol-seker ve agar-sukroz igeren ortamlarda doku kiiltiirii ile elde edilmis bitkiler

arasinda 6nemli farklilik gdrmemiglerdir.

Bhattacharya ve ark., (1994), Dendranthema grandiflora bitkisinin ¢ogaltimi
icin Metroxylon sagu’dan elde edilen sago ve Plantago ovata’dan elde edilen
isubgol, filtre kagitlari, naylon kumasi, polysterene kopiigii, cam yiini
kullanmiglardir. Tiim jellestirici maddelerin ve matrislerin performansini, agar ile
kiyaslamak miimkiin olmustur. En 1yi matris olarak cam yiiniinii bulmuslardir. Agar
(e.g. Sigma, purified agar, No. A. 7921)’a gore, isubgol ve sago ile maliyeti 1/10 ve
1/18’e kadar diistirmiislerdir. Benzer sekilde agara gore matris maliyetlerini de
diisiirmiislerdir.  Sonugta, agar yerine degisik ucuz katilastirict maddelerin ve

matrislerin kullaniminin ekonomik olarak uygun oldugunu saptamislardir.

Henderson ve Kinnersley (1988)’a gore doku kiiltiirlinde ortami katilagtirmak
icin en ¢ok agar kullanilmaktadir. Agar polisakkarit olup Pasifik ve Hint okyanusu
ile Japon Denizin’de bulunan kirmizi alg Rhodophyceae’den elde edilmektedir.
Gelidium, Acanthopeltis, Ceramium, Pterocladia ve Gracilaria generalar1 agar
iiretim i¢in kullanilmaktadirlar. Agar stabil, sefaf ve toksit etki yapmayan bir madde

olup kiiltiirlerde metabolizmaya kars1 dayanikli bir maddedir.
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Merck Index (1996)’a gore Sigma agar (Type A) B-1,3, ve a-1,4 linked D ve

L galaktoz ile zengindir ve % 70 agaroz, %30 agaropektin icermektedir.

Babbar ve Jain (1998)’¢ gore Isubgol % 30 musilaj igermektedir ve
polisakariddir ve enzimatik faaliyetlere karst dayamikli olup iyi Kkatilastirict
ozelliklere sahiptir.

Laidlaw ve Percival (1950)’e gore isubgol ksiloz, arabinoz, galakturonik asit

ve rhamnoz ile galaktoz igermektedir.

Sigma katalogu (1996)’na gore agar D-galaktoz ve 3,6- anhydrogalaktoz
iceren agaroz ile 1,3-glycosidically linked D- galaktoz igeren agaropektinden

olusmaktadir.

Jacquet ve ark., (1982), bitki biiylimesinin degisik asamalarinda Gossypium
arboreum L., G. barbadense L., ve G. hirsutum L. pamuk liflerinde de notr sekerler
(glukoz, fruktoz, ve sukroz ve seker fosfat (glukoz 6-fosfat, glukoz, 1-fosfat ve
fruktoz 6-fosfat) bulunmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Calismada kullanilan Cavendish (AAA) tipi muz klonlar1 Alanya ilgesindeki
muz seralarindan ve tarlalarindan temin edilmistir.

3.2. Doku Kiiltiirii Metotlar:

3.2.1. Biiyiime ortamlari ve Kiiltiir kosullar:

Denemelerde kullanilan ortamlarda MS mineral tuz ve vitaminleri
(Murashige ve Skoog 1962, Cizelge 3.1) ile karbon kaynag olarak % 3 sukroz, % 4
ticari beyaz seker, katilastirict madde olarak % 0.7’lik agar (type A, Sigma), %
1.5’luk isubgol (Marhaba laboratories Kot Lakhpat, Lahore Pakistan) ve % 5’lik
(agirlik: hacim) ticari pamuk (Sepa Mensucat San. Ticaret A.S.) kullanilarak 6 fakh
MS ortamu hazirlanmistir. Ortam hazirliginda bidistile saf su kullanilmis olup, MS
ortamina 4.5 mg/l BAP ilave edilmistir. Besin ortamiin pH’s1 1N NaOH ya da 1N
HCI kullanilarak 5.6-5.8’e¢ ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve
120°C*de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmustir. Otoklavlandiktan ve besin
ortaminin sicaklii 45°C’ye diisiirtildiikten sonra ortama 0.2 mg/1 filtre edilmis steril
IBA ve kararmay1 onlemek igin 0.2-0.8 mg/l askorbik asit ilave edilmistir. Tiim
kiiltiirler, Phillips beyaz floresans 15181 (20.000 luks) altinda 16 saat 151k ve 8 saat
karanlik fotoperiyodunda 24 °C sicaklikta iklim dolabinda (Sanyo Versatile
Chamber) tutulmuslardir.
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Cizelge 3.1. MS* ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlart (mg/1)

Ortamda bulunan maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
Makro Elementler
NH4NO; 1650.000
KNO3 1900.000
CaCl, H,O 440.000
MgS0O,4 7H,0 370.000
KH,PO4 170.000
Mikro Elementler
KI 0.830
H;BO; 6.200
MnSO,44H,0 22.300
ZnS0O4.7H,0 8.600
Na;MoO42H,0 0.250
CuS045H,0 0.025
CoCl,.6H,O 0.025
FeSO47H,O 27.850
Na,EDTA.2H,0 37.250
Vitaminler
Myo-Inositol 100.000
Nicotinic Acid 0.500
Pyrotinic Acid 0.500
Thiamine-HCI 0.100
Glycine 2.000

* Murashige ve Skoog (1962)
3.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma, Aldrich firmalarindan temin
edilmistir. Bitki biiylime diizenleyicileri (BAP-IBA) uygun ¢éziiclilerde ¢oziildiikten
sonra istenilen miktar ve oranda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Bitki
biiyiime diizenleyicilerinden BAP, ortamlar otoklavda steril edilmeden 6nce, IBA ise

ortamlar otoklavda steril edildikten sonra besi ortamlarna ilave edilmistir.
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Hazirlanan bitki biiylime diizenleyicilerinin stok soliisyonlari, +4°C’de 3 ay

saklanmustir.

Cizelge 3.2. Kullanilan hormon dozlar1 ve ¢oziiciileri

Bitki biiyiime
Coziicii Saklama kosullar: (°C)
diizenleyiciler
Oksinler
%100’liik etanol +4
IBA
Sitokininler
BAP IN NaOH +4

3.4. In Vitro Calismalan
3.4.1. Muz bitkisinin yiizey sterilizasyonu

Muz rizomlarinin ylizey sterilizasyonu i¢in en yliksek basarmin alinacagi en
diisiik dezenfektan dozu (bir rizom ig¢in) belirlenmeye calisilmistir. Yiizey
sterilizasyonu amactyla ticari ¢amasir suyunun (Ace) %100’ lik dozlari, rizomlara
oda sicakliginda herbiri 3 farkli siirede (15 dakika, 20 dakika, 25 dakika)
uygulanmustir. Yiizey sterilizasyonundan sonra rizomlar steril saf su ile 5’er dakika
3 kez durulanmistir. % 3 sukroz ve % 0.7 agar iceren MSO besi ortamina
otoklavlandiktan sonra 0.2 mg/l askorbik asit ilave edilmistir. Steril edilen rizomlar
bu ortama ekilerek 24 + 2 ° C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodu altinda

tutulmustur.

Rizomlarda bulasiklik yiizde olarak ifade edilmis olup bu deger bulasikli
rizomlarin tiim rizom sayisina oranlanmasiyla bulunmustur. Sterilizasyon oranlari
kiiltiire alindiktan 20 giin sonra kaydedilmistir. Kontaminasyon goriilmeyen saglam
olan rizomlarla calisma baslatilmistir. Bu calismada eksplant olarak rizomlar ve
rizom parcalar1 kullanilmistir (Sekil. 4.1a-f). Bu ¢alismada karbon kaynagi olarak;
sukroz veya ticari seker, katilagtirict madde olarak; agar, isubgol ve pamuk
kullanilarak 6 c¢esit ortam hazirlanmistir. Bu ortamlarda eksplantlar kiiltiirlere

alimmuslardir. Biitiin doku kiiltiirli calismalar steril kabin igerisinde yapilmistir.
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3.4.2. Rejenere olmus siirgiinlerin koklendirilmesi

Rizomlardan ve rizomlarin dikey ekseninden kesilerek elde edilen
parcalardan gelisen siirglinler 7-8 cm uzunluga geldiklerinde kesilerek “steril
magenta i¢inde farkli katilastirici maddeler ve sekerler ile 0.2 mg/l IBA igeren MS
koklendirme ortamina yerlestirilmistir. Burada koklenen siirgiinler daha sonra iklim
odasinda saksilar igerisinde yiiksek nemde bir siire tutularak yeni bitkicigin hem

ortam sartlarina uyum saglamasi, hem de kok sisteminin gelismesi saglanmistir.

3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler ve Ekonomik incelenmeleri

Denemelerden elde edilen veriler “SPSS  programi yardimiyla Varyans
Analizine tabi tutulmus, muamele ortamlarimi karsilastirmak amaciyla post hoc
test ve LSD testi kullanilmistir. Yiizde degerler, istatistik analizinden 6nce arcsin
degerlerine c¢evirilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967). Analizi yapildiktan sonra
denemelerde kullanilan degisik ortamlardaki katilagtirict maddelerin (agar-Sigma
type A, isubgol, pamuk) ve karbon kaynaklarmin (sukroz ve ticari beyaz seker)

fiyatlar1 ¢ikartilarak bir kiyaslama yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Muz Rizomlarinn In vitro Rejenerasyonu

Her bitki materyalinin yilizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri
organizmalardan temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon
stiresi farklidir. Dolayisiyla en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin
belirlenmesi 6nemlidir (Bhatti, 2001). Bir eksplantin yiizey sterilizasyonu i¢in en
etkili ancak en diigiik dezenfektan dozunun belirlenmesi gerekmektedir (Kyte, 1987).
Doku kiiltiiriinde ylizey sterilizasyonlarinda hidrojen peroksit, civa kloriir, giimiis
nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse de ticari camasir suyu yaygin olarak
kullanilmaktadir. Alanya’dan gelen 50-100 cm boyundaki yavru bitkiler (Sekil 4.1)
ilk 6nce yarim saat gesme suyu altinda ¢amuru uzaklastirilip deterjan ile yikanmistir.
Sonra rizomlar dort tarafindan dikey kesilerek fazlaliklar uzaklastirilmistir (Sekil
4.1bcde). Dikey kesilmis muz rizomu bir sonraki asamada Sekil 4.1fte goriildiigii

gibi kesilerek kare haline getirilmistir.

Sekil 4.1. Muz rizomlarindan eksplant elde edilmesi, (a) rizomun ilk hali, (b,c ) rizomun
dikey kesilmesi, (d.e) rizomlarin yatay kesilmesi, (f) ¢alismada kullanilan kisimin
elde edilmesi

Yiizey sterilizasyonu i¢in eksplantlar, %100 ¢amasir suyunda ve 25 dk siire

ile tutulmustur (Sekil 4.2a). Camasir suyu ile sterilizasyon yapildiktan sonra
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eksplantlar, steril saf su ile 5’er dk 3 kez durulanmistir. Yiizey sterilizasyonundan
sonra ¢amagir suyu ile zarar gormiis eksplant yiizeyleri uzaklastirilarak ilk 6nce 50
mg/l askorbik asit iceren sivida yarim saat bekletilmistir. Askorbik asit icinde
bekletilmesinin nedeni; muz bitkisi yliksek oranda fenolik bilesik salgilamaktadir.
Fenolik bilesikler eksplantlarda kararmaya yol agarak ¢alismalarin yavaslamasina
neden olmaktadirlar. Kararmay1 6nlemek amaciyla 6nce degisik oranda askorbik asit
kullanilarak kararma durdurulmaya calisilmistir. Sonra bulasikligi belirlemek
amaciyla eksplantlar, MS ortam igeren Magenta GA’ kaplarna yerlestirilmistir
(Sekil 4.2b). Ancak yapilan yontemle yiizde yiiz bulagiklik ve kararmay1 engellemek
miimkiin olmamistir. Katilastirici maddelerin kararmayi onlemede herhangi bir
katkis1 bulunmamustir. Isubgollu ortamda, kararma 1-2 giin sonra baslayip 10 giin
icinde bitki tamamen kararmistir ve genel olarak isubgol eksplantlar iizerinde daha
fazla olumsuz etki birakmistir. Isubgoldan sonra sirastyla agar ve pamuk da olumsuz
etki yapmistir ve bu ortamlarda kararma 4-5 giin sonra baglayarak 15 giinde
eksplantlarin ylizeylerini kaplamistir. Agarli ve pamuklu ortamda eksplantlarin i¢
kisimlarinda kararma az yada hi¢ goriilmemistir (Sekil 4.3a-1). Genel olarak

eksplantlarin dis kisimlarinda kararma rejenerasyona engel olmustur.
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Sekil 4.2. Yiizey sterilizasyonu, (a) %100 ¢amasir suyunda 25 dk sterilizasyon, (b) steril
edilmis eksplantlarin kiiltiire alinmas1

Muz rizomlar1 topraktan alindigi igin toprakta bulunan bakteriler ve
funguslarla ¢cok yakindan temasta bulunmaktadir. Bundan dolay1 sterilizasyon zor
olmaktadir. Alanya’dan gelen 144 adet muz rizomlarindan elde edilen eksplantlar,
agar iceren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. 50 adet rizomdan elde edilen
eksplantlarda bir hafta sonra yiiksek oranda fungus ve bakteriyel bulasiklik
gozlenmigtir. Bulasiklik gostermeyen 94 muz rizomlarindan elde edilen eksplantlar,
4,5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l IBA igeren 6 farkli MS ortaminda siirgiin rejenerasyonu
icin kiiltlire alinmiglardir (Cizelg 4.1). Yaklasik 3-4 hafta sonra 6 farkli ortamin her
birinde 3-6 adet rizomda fungal, bakteriyel veya her iki bulasiklikta goriilmiistiir
(Sekil 4.4 a-1). Saglam olan 68 tane rizom eksplantiyla denemelere devam edilmistir.
Denemelerde 144 adet rizom eksplantindan 76 (50 adet te bir hafta sonra goriilen

bulasiklik +26 eksplantta 4 hafta sonra goriilen bulagiklik) tanesinde yiiksek oranda
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bulasik ¢ikti81 i¢in varyans analizi testi yapilmamistir. Degisik arastiricilar tarafindan
camagir suyunun (ticari Sodyum hipoklorit) ylizey sterlizasyonu i¢in en uygun
dezenfektan oldugu, ancak yiiksek konsantrasyonlarda kullanildigi zaman bitkisel

materyalin canliligini etkiledigi belirtilmistir (Allan, 1991).

Cizelge 4.1. Muz rizomlarin sterilizasyonu i¢in kullanilan degisik ortamlarda g6zlenen
bulasiklik yiizdesi

Toplam Bulasikh rizom Bulasll.( olmayan
. rizom Bulasik
Ortam rizom sayisi eksplantlarin .. . o
(adet) sayisi (adet) eksplantlarin yiizdesi (%)
sayisi (adet)
Agar - sukroz 15 3 12 20
Agar-ticari 15 3 12 20
beyaz seker
Isubgol- 16 5 11 31.25
sukroz
Isubgol-ticari 15 6 9 40
beyaz seker
Pamulk - 18 5 13 27.78
sukroz
Pamuk-ticari 15 4 1 26.67
beyaz seker
Toplam 94 26 68 27.62

Dore-Swamy ve ark., (1983), Jarret (1985), Wong (1986), Novak ve ark.,
(1986), Banarjee ve ark., (1986), Giibbiikk (1999) muz siirglin rejenerasyon
calismalarinda kullanilan muz yavru bitkilerinin veya klonlarinin yash yapraklarini
keskin bir bigak yardimiyla uzaklastirip, degisik biiyiikliikte meristem parcalart elde
etmiglerdir. Bu pargalarin yiizey sterilizasyonunda degisik dezenfektanlar (
Ca(OCl),, NaOCl, H,O, veya ANO3) kullanmislardir. Yiizey sterilizasyonu i¢in
muamele siiresini 10-40 dk arasinda uygulamiglardir. Sterilizasyon siirelerinin
belirlenmesinde muz rizomlarmin alindig1 kaynaklar etkili olmaktadir. Eksplant elde
etmek icin kullanilan rizomlar toprakta yetistigi i¢in orada yasayan bakteri ve
funguslardan etkilenmektedirler. Toprakta bakteri ve fungus bulunuyorsa bunlar
rizomlara girmekte ve rizomlarda endojen sekilde yasamaktadirlar. Endojen bakteri
ve funguslar1 uzaklastirmak cok zordur. Yukarida belirtilen c¢alismalarda rizomlar,

bizim ¢alismamizda kullandigimiz ¢amasir suyu oranindan daha az oranda ¢amasir
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suyu kullanilarak steril edilmislerdir. Biz en yiiksek oranda (%100) ¢amasir suyu
kullanarak muz rizomlarini steril etmemize ragmen endojen bulasiklardan dolay1 bir
cogunda bakteri ve fungus goézlenmistir (Sekil 4.3 abcdefghi). Sonuclardaki
degisikligin degisik kaynaklardan elde edilen muz rizomlarindan ve kullanilan

cesitler arasindaki farkliliktan dolay1 oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 4.3. Agar, pamuk veya isubgol ile katilastiran MS ortamlarinda %100 ¢amasir suyu
muamelesi ile goriilen fungus veya bakteri kontaminasyonlarinin degisik
goriintiileri, (abc) agar, (def) pamuk, (ghi) isubgol iceren ortamlardaki bakteri
ve fungus bulagiklarinin gériintiileri
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Sekil 4.4. Agar, pamuk ve isubgol ile katilastirilan MS ortamlarinda kararma goriintiileri,
(abc) agar (def) pamuk ve (ghi) isubgol iceren ortamlardaki fenolik bilesikli
eksplant goriintiileri

4.2. Hizh Cogaltim Calismasi

Muz ile vyapilan in vitro siirglin rejenerasyon ¢alismalarinda yiizey
sterilizasyonu saglanmis muz rizom eksplantlari, 4.5 mg/l BAP — 0.2 mg/l IBA
igeren agar, isubgol ve pamuk lifleriyle katilastirilan, sukroz ya da seker iceren 6
fakli MS ortamlarinda kiltire alimmustir. Kiiltiire alindiktan iki hafta sonra
eksplantlar {izerinde silirglin olusumu baslamistir. Kiiltiir baslangicindan 8 hafta
sonra, eksplant basina diisen siirglin sayisi ve siirglin uzunluguna ait verileri, SPSS

12.0 istatistik bilgisayar programi kullanarak univariate analizine tabii tutulmustur.
Kiiltiir baglangicindan 8 hafta sonra eksplant basina diigsen siirglin sayis1 ve
siirglin uzunluguna ait univariate analizi sonuglar1 Cizelge 4.2’da verilmistir. Tiim

eksplantlarda siirglin olusumu gozlendigi i¢in siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
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sonuglart istatistik analizine tabii tutulmamistir. Cizelge 4.2°de goriildigi gibi
eksplant basina diisen siirgiin sayis1 bakimindan katilastirict maddelerin veya seker
tiplerinin herhangi bir etkisi bulunmamigtir. Siirgiin uzunlugu bakimindan
katilastirict maddeler ve seker tipleri arasinda 0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur.
Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan LSD testi sonuglar1 Cizelge

4.3 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli katilastirict maddelerin ve sekerlerin muz rizom eksplantlarindaki siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait univariate analizi sonuglari

Eksplant basina diisen Eksplant basl?a (‘i‘usen
A ortalama siirgiin
VK SD surgun sayisl uzunludu (cm)
KO F KO F
ortam
katilagtirict 2 0.208 0.685% 0.238 2.212%
madde
Seker tipi 1 0.170 0.561% 0.393 3.650 %
ortam
katilastiric: 2 0.009 0.031% 0.447 4.149%
madde x Seker ' ' ' '
tipi
Hata 12 0.303 0.108
Toplam 18

*0.05 diizeyinde 6nemli
8%4¢nemli degil

Cizelge 4.3 ‘de gorildiigii gibi siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
tiim eksplantlar lizerinde %100 siirgiin olusumu goriilmiistiir. Eksplant basina diisen
siirglin sayis1 bakimindan agar, isubgol veya pamuk ile katilagtirilan ortamlarda ve
sukroz veya ticari beyaz seker kullanilarak olusturulan ortamlarda kiiltiire alinan
eksplantlar arasinda farklilik goriilmemistir. Agar sukroz iceren ortamda 4.58, agar -
ticari beyaz seker iceren ortamda 4,87; isubgol- sukroz igeren ortamda 5.00, isubgol-
ticari beyaz seker igeren ortamda 5,17 isubgol-sukroz igeren ortamda 4,75 ve pamuk-
ticari beyaz seker igeren ortamda 5.17 siirgiin elde edilmistir (Sekil 4.5). Ancak sayisal
olarak en fazla siirgiin olusumu pamuk - ticari beyaz seker ve isubgol - ticari beyaz
seker iceren ortamlarda kayit edilmistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan en uzun siirgiin
isubgol-ticari beyaz seker igeren ortamlarda ve en kisa siirgiin isubgol-sukroz iceren

ortamlarda kayit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli katilastirict maddelerin ve sekerlerin muz rizom eksplantlarindaki siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait LSD testi sonuglari

Strgin Eksplant basina Ortalama siirgiin
olusturan . . -
Ortam .. . siirgiin sayisi uzunlugu (cm)
eksplant yuzdesi
katilastirici . . P P
madde Ticari Ticari Ticari
Sukroz | beyaz | Sukroz beyaz Sukroz beyaz
seker seker seker
Agar 100.00 | 100.00 4.58 4.87 1.61 Aa 1.54 bA
Isubgol 100.00 | 100.00 5.00 5.17 1.34 abB 2.27 Aa
Pamuk 100.00 | 100.00 4.75 5.17 1.39 abA 1.43 bA

TAym siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark LSD testi ile 0.05 diizeyinde 6nemli

cikmigtir

2Aymi satirda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark t testi ile 0.05 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir

Sekil 4.5. Muz rizom eksplantlarinin agar-ticari beyaz seker iceren ortamlardaki siirgiin
rejenerasyonu, (a) kiiltiire aldiktan 2 hafta sonra, (b) 6 hafta sonraki goriiniisii

Berg ve Bustamenta (1974), Hwang ve ark., (1984), Jarret ve ark., (1985),
Cronauer ve Krikorian ( 1985), Wong (1986), Jarret (1986), Novak ve ark., (1986),
Banarjee ve ark., (1986), Rodriguez-Enriquez ve ark., (1987), Fitchet ve Winnaar
(1988), Drew ve ark., (1989), Ganapathi ve ark., (1992), Alvard ve ark., (1993),
Israeli ve ark., (1995), Reuveni ve Golubowicz (1996), Silayoi ve ark., (1997), Smith
ve Drew ( 1990), Smith ve Hamil ( 1993), Giibbiik (1999), Khalil ve ark., (2002),
Madhulatha ve ark., (2006), muz eksplantlarini1 degisik sitokinin ve oksin igeren
ortamlarda cogaltmislardir. Bu calismadaki sonuglar yukarda belirtilmis sonuclara
uygunluk saglamaktadir. Khan ve ark., (2001)’de benzer sekilde pamuk lifleri

kullanarak  muz  ¢ogaltiminda  olumlu  sonuglar  elde  etmislerdir.
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Calismamizda agar, isubgol ve pamuk liflerinin bitki ¢ogaltiminda 6nemli etkisi
olmadigini bunun yaninda bitki uzunluguna 6nemli etkisi oldugu goriilmiistiir.
Bunun her ii¢ katilastirict maddede degisik sekerlerin bulunmasi (Merck Index
(1996)’a gore Sigma agar (Type A) pB-1,3, ve a-1,4 linked D ve L galaktoz ile
zengindir ve % 70 agaroz, %30 agaropektin igermektedir. Sigma katalogu (1996)’a
gore agar D-galaktoz ve 3,6- anhydrogalaktoz igeren agaroz ile 1,3-glycosidically
linked D-galaktoz iceren agaropektinden olugsmaktadir. Babbar ve Jain (1998)’e gore
Isubgol %30 musilaj icermektedir ve polisakariddir ve enzimatik faaliyetlere karsi
dayanikli olup iyi katilastiric1 6zelliklere sahiptir. Laidlaw ve Percival (1950)’e gore
isubgol ksiloz, arabinoz, galakturonik asit ve rhamnoz ile galaktoz igermektedir.
Jacquet ve ark., (1982) Gossypium arboreum L., G. barbadense L., ve G. hirsutum L.
pamuk bitkisinin degisik biiylime asamalarda pamuk lifleri de notr sekerler (glukoz,
fruktoz, ve sukroz ile seker fosfat (glukoz 6-fosfat, glukoz, 1-fosfat ve fruktoz 6-
fosfat) icerdiklerini tespit etmislerdir) ve onlarin ¢ogaltim {izerinde degisik etki

birakmasinin nedeni oldugu diisiiniilmektedir.

4.3. Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenerasyon caligmalart in vitro sartlarda gelistirilen siirgiinlerin kdklendirilmesi
ile tamamlanmaktadir. Bu nedenle siirgiinlerin sitokinin igcermeyen, fakat koklenmeyi
tesvik edici oksin (NAA ile IBA, IAA gibi) bulunan ortamlara transfer edilmesi
gerekmektedir (Goniilsen, 1987). Muzun rejenere olan siirgiinleri 1,25-2 cm
uzunluguna geldiklerinde kesilerek, degisik katilastirict maddeler ile sukroz ve ticari
beyaz seker kullanilarak olusturulan 0.2 mg/l IBA igeren 6 fakli MS ortamlarinda
koklendirmeye alinmustir. Farkli katilagtirici maddeler ve farkli seker tipleri
kullanilarak 0.2 mg/l IBA igeren ortamlarda 6 hafta sonra koklenen siirgiinlerin,
stirglin basina kok sayisina ve ortalama kok uzunluguna (mm) etkisine ait verileri
SPSS 12.0 istatistik bilgisayar programi kullanilarak univariate analizine tabii
tutulmustur. Univariate analizi sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Cizelge 4.4’te
goriildiigii gibi siirglin basina diisen kok sayisi (adet) bakimindan istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik bulunmamistir. Ortalama kdk uzunlugu bakimindan jellestirici
maddeler arasinda 0.01 diizeyinde bir farklilik bulunurken seker tiplerinin koklenme

lizerine bir etkisi bulunmamistir. Katilastirict maddelerle seker tipleri arasinda 0,05
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diizeyinde etkilesim bulunmustur. Bu farkliklarin 6nem diizeyini belirlemek igin

yapilan LSD testi sonuclar1 Cizelge 4.5 te verilmistir.

Cizelge 4.5 ‘te goriildiigii gibi kok olusturan eksplant yiizdesi bakimindan
tiim eksplantlar tizerinde %100’liik kok olusumu gdzlenmistir. Eksplant basina kok
say1s1 bakimindan agar, isubgol veya pamuk ile katilagtirilan ortamlardaki ve sukroz
veya ticari beyaz seker kullanilan ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlar arasinda
farklilik goriilmemistir (Sekil 4.6, 4.7, 4.8). Ancak sayisal olarak en fazla kok
olusumu isubgol-ticari beyaz seker igeren ortamlarda bulunmustur. Kok uzunlugu
bakimindan en uzun kok isubgol-ticari beyaz seker iceren ortamlarda ve en kisa kok
pamuk-ticari beyaz seker iceren ortamlarda tespit edilmistir. Berg ve Bustamenta
(1974), Hwang ve ark., (1984), Jarret ve ark., (1985), Cronauer ve Krikorian ( 1985),
Wong (1986), Jarret (1986), Novak ve ark., (1986), Banarjee ve ark., (1986),
Rodriguez-Enriquez ve ark., (1987), Fitchet ve Winnaar (1988), Drew ve ark.,
(1989), Ganapathi ve ark., (1992), Alvard ve ark., (1993), Israeli ve ark., (1995),
Reuveni ve Golubowicz (1996), Silayoi ve ark., (1997), Smith ve Drew ( 1990),
Smith ve Hamil ( 1993), Giibbiik (1999), Khalil ve ark., (2002), Madhulatha ve ark.,
(2006), muzun degisik eksplantlarindan elde ettikleri stirglinlerini NAA, IBA veya
IAA iceren ortamlarda koklendirmislerdir.

Cizelge 4.4. Farkli katilagtirict maddelerin ve sekerlerin muz rizom eksplantlarindan
gelisen siirgiinlerin kok olusumuna ait univariate analizi sonuglari

Bitki basina kok sayisi Ortalama kok
VK SD (adet) uzunlugu (cm)
K.O. F K.O. F
Ortam katilastirict
2 4.847 0.806 56.499 0.000**
madde
Seker 1 0.125 0.021 0.019 0.936
Ortam katilastirict
2 4.292 0.714 1.286 0.642*
madde x Seker
Hata 12 6.014 2.793
Toplam 18

" 0.05 diizeyinde énemli
*#0.01 diizeyinde dnemli
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Cizelge 4.5. Farkli katilastirict maddelerin ve sekerlerin muz rizom eksplantlarindan gelisen
stirgiinlerin kok olusumuna ait LSD testi sonuglari

KoKk olusturan Eksplant basina |Ortalama Kok uzunlugu
eksplant yiizdesi | diisen kok sayisi (cm)
Katilastirici (adet)
madde Sukroz | Ticari | Sukroz | Ticari | Sukroz | Ticari beyaz
beyaz beyaz seker
seker seker
Agar 100.00 | 100.00 6.83 6.33 |4.063bA | 3.877bB
Isubgol 100.00 | 100.00 6.00 7.67 |8.643aB | 9.733 aA
Pamuk 100.00 | 100.00 6.00 433 |4.137bA| 3.427bB

! Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark LSD testi ile 0.05 diizeyinde énemli gikmistir

2Aymi satirda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark t testi ile 0.05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir
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Sekil 4.6. Eksplantlarn 0.2 mg/l IBA ve agarli MS ortaminda  koklendirilmesi (abc) karbon
kaynag olarak sukrozun koklenme ve adaptasyondaki etkisi, (def) karbon kaynagi olarak
ticari beyaz sekerin koklenme ve adaptasyondaki etkisi
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Sekil 4.7. Eksplantlarin 0.2 mg/l IBA ve isubgollii MS ortaminda  kdklendirilmesi (abc) karbon
kaynag1 olarak kullanilan sukrozun kdklenme ve adaptasyon iizerine etkisi (def) karbon
kaynak olarak ticari beyaz sekerin koklenme ve adaptasyon iizerine etkisi
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Sekil 4.8. Eksplantlarin 0.2 mg/l IBA ve pamuklu MS ortaminda  koéklendirilmesi (abc) karbon
kaynag1 olarak sukrozun kdklenme ve adaptasyondaki etkisi, (def) karbon kaynagi olarak
ticari beyaz sekerin koklenme ve adaptasyondaki etkisi

4.4. Fiyat Kiyaslanmasi

Denemede kullanilan bitki materyalini satin almak i¢in ve Alanya’dan muz
rizomlarmi getirmek i¢in harcanan kargo masraflari ile otoklav, laminar flow kabin,
magenta kutulari, MS besi ortami, askorbik asit, elektrik, iklim dolabi, ¢amasir suyu,
alkol, bitki biiylime diizenleyicileri, dogal gaz, bicak, bistiiri, pens vb. nin fiyatlar
sabit oldugu i¢in hesaplamalara alinmamistir. Bitki basina diisen maliyeti kiyaslarken
degisen faktdrlerin yani denemede kullanilan ticari beyaz seker ve sukroz ile agar,
isubgol ve pamugun fiyatlarinin in vitro kosullarda muz fide iiretimindeki etkisi
bulunmaya caligilmistir. 1 litre ortamdan 50 ml’lik 20 magenta ve her magentadan 4
bitki gelisirse (20X4=80 bitki), Cizelge 4.6, 4.7 - Sekil 4.8’te goriildiigii gibi en fazla
masraflar agar-sukroz igeren ortamda goriilmiistir (17,76 YTL). Bu ortamdaki
masraflar isubgol+sukroz, pamuk+sukroz, ve agartticari beyaz seker iceren

ortamlardaki (8.93-9.88 YTL arasinda) masraflarin hemen hemen iki kat1 kadardir.
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Isubgol + ticari beyaz seker, pamuk + ticari beyaz seker iceren ortamlardaki
masraflar 1,29 ve 0,34 YTL olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde Bhattacharya ve
ark., (1994), Dendranthema grandiflora bitkisinin c¢ogaltimi i¢in Metroxylon
sagu’dan elde edilen sago ve Plantago ovata’dan elde edilen isubgolu
kullanmuslardir. Isubgolun performansini agar ile kiyaslarsak isobgol agara (Sigma,
purified agar, No. A. 7921) gore maliyeti 1/10 kadar diistirmiistiir. Sonucta, agar
yerine isubgol kullaniminin ekonomik olarak uygun oldugu goriilmiistiir. Khan et al.
(2001), bu calisgmada muzun ticari amagcla in vitro ¢ogaltimda sitokinin iceren MS
ortaminda pamuk lifleri, tahta rendesi, kagit parcalari, testere talasi ve agarin etkisine
bakmuslardir. Incelenmis maddeler arasinda, pamuk lifleri en etkili destekleyici
madde olarak bulmuslardir. Bitkilerin pamuk lifleri iceren ortamlarda 2 hafta sonra
hazir hale gelirken agar igeren ortamlarda 6 hafta sonra hazir hale geldigini
gozlemlemislerdir. Muz iiretiminde pamuk lifleri kullanarak ucuz bitki iiretimi
yapmislardir. Calismalarinda ticari beyaz seker ve sukroz (Sigma) kullanmiglardir ve

stirglin gelismesinde her ikisinde de istatistiksel olarak bir farklilik gormemislerdir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Fatos UZUNTAS

Cizelge 4.6. Agar, isubgol, pamuk, sukroz ve ticari beyaz seker fiyatlarmin kiyaslanmasi

2 2
E $E| %%
T | gEf| E2
- g £gE | .35t
g c SES |EEZQ E
= S~ | £E2~ =
:,, 1 ] < - [
< =] Bt 3 S = a ~ o
2 ] E £3z|:%: ¢ S
b 2 = = Eiz |E=2 < =5
= s £ S SEE | FE&| =z
> = = = s .2s .25 £ =
> = = £ e s | LxE|l S S5
S £ = SER | S EB = s =
2o g s ° a3E | <s5¢E| E e
23 = 2 £ £=5 | £E35 & £a
= s s ep = =% | =34 ° S
2 E N o — - = 2 - = 2 ==
Agar
Sigma | A0 | 343 | 7gram | 2401 | 2401 | 4802 | 9.00375
type A)
Isubgol
(Marhaba- ) 10+10=2
Isapghol 0 15 gram 0.3 0.3 0,6 1,125
husk)
Pgmu}( 0.66 70 gm 0.0462 | 0.0462 | 0.0924 0.17325
lifleri
Sukroz
(Sigma- S5390 77.80 30 gram 2.334 2.334 4.668 8.7525
Euro
Grade )
Ticari
beyaz 1.09 40 gram 0.0436 | 0.0436 | 0.0872 0.1635
seker

*10 Euro fiyat +10 Euro fiyat giimriik
** | Euro=1.8150 YTL
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Fatos UZUNTAS

Cizelge 4.7. 1 litre Agar, isubgol, pamuk, sukroz ve ticari beyaz seker iceren ortamlarin
hazirlanmasina yonelik (sabit masraflar hari¢) fiyatlarin kiyaslanmasi

Muamele

1 litre icin gereken
katilastiric1 madde
ve sekerin fiyati

1 litre icin gereken
katilastiric1 madde
ve sekerin fiyati

Maliyetdeki diisiis
yuizdesi
(%)=(degisken/agar

(Euro olarak) (YTL olarak) +sukroz100)-100
Agar+ sukroz 9,47 17,76 0.00
Isubgol+ sukroz | 5,27 9,88 44,37
Pamuk+ sukroz | 4,76 8,93 49,72
Agar+seker 4,89 9,17 48,37
Isubgol+seker 0.69 1,29 92,74
Pamuk+seker 0,18 0,34 98.09
18
16
14
12
10
8
6
OFiyat YTL olarak ‘2"
0
c &8 8 & & &
K4 X K4 [} (4] [}
=} > =] ur (7 un
? P 2 ot % £
8 °© X & o E:
o ) £ < )
< 5 & 2 o
2 o =

Sekil 4.9. 1 litre Agar, isubgol, pamuk, sukroz ve ticari ticari beyaz seker igeren ortamlarin fiyatlart
arasindaki farkliligin sematik kiyaslanmasi
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5. SONUCLAR ve ONERILER Fatos UZUNTAS

5. SONUCLAR ve ONERILER

Rizomlarla yapilan yiizey sterilizasyonu ¢alismasinda ilk dnce rizomlar 30 dakika
musluk suyu ile yikanmig olup % 100 ¢amasir suyunda 25 dk steril edilmistir ve 3
kere 5’er dk steril saf su ile durulanmigtir. Caligmada fungal ve bakteriyal
bulagikligin ve fenolik bilesiklerin rejenerasyonda oOnemli etki biraktigi tespit
edilmistir. Bu ylizden caligmada kullanilan rizomlarin c¢evresel olarak ¢ok temiz

yerden toplanmasinin ¢alismada olumlu etki birakacagi diisiiniilmektedir.

Laminar flow kabinde aseptik kosullar altinda ve ¢ok dikkatli ¢alisma
yapilmasina ragmen her yiizey sterilizasyonu ¢aligmasi sonucunda degisik oranlarda
fungal ve bakteriyal bulasiklik goériilmiistiir. Bunun sebebinin rizomlarin iizerindeki
fungus veya bakterilerin  degisik oranlarda olmasindan  kaynaklandig

diistiniilmektedir.

Bitkide  yapilan  rejenerasyon  c¢alismasinda  rizom  eksplantlarinin
rejenerasyonunda kullanilan katilagtirict maddelerin (agar, isubgol ve pamuk lifler)
herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Ancak bitki gelismesi (siirgiin uzunlugu)
acisindan en iyi gelisme, sirastyla isubgol-ticari beyaz seker, agar-ticari beyaz seker
ve pamuk lifler-ticari beyaz seker igeren ortamlarda gozlenmistir. Bu yiizden her 3
katilastirict maddenin rejenasyon kabiliyetini etkilemedigi fakat siirgiin gelismesine

etkiledigi gortilmiistiir.

Bitkide yapilan rejenerasyon ¢aligmasinda seker kaynagi olarak sukroz ve ticari

beyaz seker arasinda bir farklilik goriillmemistir.
Koklenmede, her ii¢ katilagtirici maddenin ve her iki seker kaynaginin, kok

sayisina herhangi bir etkisi bulunmazken kdk uzunluguna 6nemli derecede etkisi

oldugu goriilmistiir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER Fatos UZUNTAS

Bitkiler katilastirict maddeler ve seker igeren ortamlarda farkli siirgiin
uzunluklarda gelismislerdir. Bunun nedeni agar ve isubgoliin degisik tip seker
icermesinden dolayisiyle fotosentezdeki klorofil iiretiminin farkli olmasindadir.
Pamuk liflerinde ise seker bulunmamasindan dolayr fotosentez hizini

arttirmamaktadir

Her ii¢ kaynaktan gelistirilen bitkilerin saksilarda adaptasyonu saglanabilmis ve

herhangi bir zorluk goriilmemistir.

Sabit maliyetler harig, bitki liretiminde en fazla masraf agar ve sukroz igeren
ortamlarda, en diisiik maliyet ise pamuk lifi ve ticari beyaz seker iceren ortamlardan
elde edilmistir. Boylece in vitro kosullarda kaliteli bitki iiretimi i¢in farkli bir yol

tespit edilmistir.
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OZGECMIS

Gaziantep’in Nizip ilegsinde dogdu. Iilkégrenimini Nizip’te Atatiirk
[Ikdgretim Okulunda orta 6grenimini ise G.Antep Ismetpasa Lisesinde tamamladi.
1999 yilinda Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretmenligi Boliimiinii
kazandi. 2004 yili bahar doneminde lisans 6grenimini tamamladi. 2005 yili Subat
ayinda S.Urfa’nmin Ceylanpinar ilgesine Ogretmen olarak atandi. 2005 yili giiz
doneminde Harran Unversitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda
yiiksek lisansa basladi. Halen $.Urfa Endiistri Meslek Lisesinde biyoloji 6gretmeni

olarak gorev yapmaktadir.
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OZET

Bu calisma Harran Universitesi Biyoloji Boliimii ve Gazi Universitesinin
Biyoloji Egitim Anabilim Dali’'nin Biyoteknoloji Laboratuvarinda ortak olarak
yiriitiilmistiir. Tirkiye de ekonomik 6nemi yiiksek olan bitki tiirlerine yonelik doku
kiiltiirii calismalar1 son yillarda hiz kazanmistir. Klasik muz ¢ogaltimda kullanilan
iiretim materyalleri homojen olmamakta ve bunlarin hastalik ve zararlilarla bulasik
olma riski de oldukc¢a yiiksek olmaktadir. Bu sebeplerden dolayr muz ¢ogaltiminda
doku kiiltiirii ile cogaltilmis fideler yavas yavas ciftciler tarafindan biyiik ilgi
gormektedir. Ancak maliyeti yiiksek olan bu fideler tiim ¢iftciler tarafindan
kullanilamamaktadir. Bu sorunun muz doku kiiltiirii teknolojisindeki ucuz
katilastirict maddeler ve karbon kaynaklar1 kullanarak ¢oziilebilecegi diisiintilmiistiir.
Denemelerde kullanilan Dwarf Cavendish muz ¢esidi Alanya’dan temin edilmistir.
Eksplant olarak muz meristemi kullanilmistir. Calismada karbon kaynagi olarak
sukroz ve ticari beyaz seker ve katilastirict madde olarak ta agar, isubgol ve pamuk
lifleri kullanilarak muz doku kiiltiiri maliyeti distliriilmeye ¢alisilmigtir. Agar’a gore
isubgol, pamuk lifleri ve Sukroz’a (Sigma) gore beyaz seker olduk¢a ucuzdur.
Calismada muz rizom eksplantlari, steril edilip 50 mg/l askorbik asit iceren sivida
yarim saat bekletildikten sonra, degisik katilagtirict madde ve sukroz ile ticari beyaz
seker iceren 4.5 mg/l BAP ve 0.2 mg/L IBA bulunduran MS ortaminda kiiltiire
almmustir. Tiim katlagtirict madde, sukroz, ticari beyaz seker 4.5 mg/l BAP ve 0.2
mg/L IBA igeren MS ortamlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamustir.
Tiim katilagtirict maddeler {izerinde gelisen siirgiinler, 0.2 mg/l IBA iceren MS
ortamlarinda koklendirilip adaptasyon saglanmistir. Calisma sonucunda sabit
masraflar harig, agar- sukroz iceren ortamda en pahali, pamuk ticari- beyaz seker
iceren ortamda ise en ucuz bitki elde edilmistir. Elde edilen bulgular teknolojinin
gelismesine yardimci olacak ve ayni zamanda yurt disina giden doviz miktarin1 da
azaltacakt
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SUMMARY

The study was jointly conducted at the Harran University and the
biotechnology laboratory of the department of Biyology education of Gazi
University, Ankara. Tissue culture of economically important plants has gained
considercable importance during last few years. The traditional propagation methods
are not homogenous and have high risks of carrying diseases and pests. Due to this
reason the plantlets produced through tissue culture are gradually becoming popular
among farmers. However, due to high cost all farmers have not approach to these
plantlets. To reduce the cost, the study planned to solve this problem by using
different solidifying matters and carbons sources. The plant material was obtained
from private farms of Alanya and banana meristem was used as explant. Agar,
isubgol, and cotton fibres were used as solidifying agent and commercial white sugar
and sucrose were used as carbon source in this study. Compared to agar, isubgol and
cotton fibres and compared to Sigma sucrose commercial sugur are very cheap. After
sterilsation, the banana rhizome exsplants were treated with 50 mg/1 ascorbic acid for
% hour and thereafter cultured on MS medium supplemented with 4.5 mg/l BAP-0.2
mg/l IBA. No statistical difference was observed in number of shoots obtained on all
solidifying media and carbon sources. These were rooted on respective MS
containing 0.2mg/l IBA and adapted. Excluding fixed expenditures, medium
containing agar-sugar was the most expensive and the medium containing cotton-
white commercial sugar was the cheapest to propagate banana plantlets. These
results will help for the deveolpment of technology and at the same time will help in
saving the foreign exchange that goes abroad.
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