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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IN VITRO KOSULLARDA AKVARYUM BITKISI Shinnersia rivularis’in
COGALTIMI

Esra KAYA

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARATAS

Ocak, 2015, 44 sayfa

Shinnersia rivularis, Asteraceae familyasina ait Meksika kokenli bir akvaryum bitkisidir.
Akvaryumlarda olusturduklar1 gilizel goriiniimleriyle oldukca fazla tercih edilmektedir. Bu
calismanin amaci ise in vitro kosullarda S. rivularis bitkisinin ¢ogaltimidir. Bitkilerden alinan
parcalar 6ncelikle ¢camasir suyu ve H,O; ile sterilizasyon islemleri gerceklestirilmistir. En iyi
sterilizasyon H,0, ile saglanmistir. Steril edilen bitkilerden yaprak, siirgiin ucu, 1. Ve
2.koltuklati, 1. ve 2, bogum aras1 eksplantlariyla farkli oranlarda BAP, TDZ ve BAP+NAA
iceren agar ile katilastirilmig MS ortamlarina aktarilmistir. En iyi siirgiin rejenerasyonu 0,80
mg/l TDZ igeren ortamda siirglin ucu eksplantindan elde edilmistir. Eksplanta basina siirgiin
sayis1 en fazla 49,60 adet olarak 0,80 mg/l TDZ iceren ortamdan 2.koltukalt1 eksplantindan
elde edilmistir. En uzun siirgiin (2,00 cm), 0,10 mg/l BAP iceren ortamda 1.bogum arasi
eksplantinda rastlanmistir. Tim rejenerasyonortamlarinda bitkiler iizerinde kokler
goriilmiistiir, dolayisiyla stirgiinleri koklendirmek amaciyla ayrica bir kdklendirme ¢aligmasi
yapilmamistir. Cogaltim1 yapilan bitkiler farkli pH tasiyan kavanozlardaki sularda dort hafta
bekletilmistir. Bitkilerin gelisimi i¢in en 1yi pH 7,00 oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Akvaryum, /n vitro, Shinnersia, Sucul Bitkisi, Siirgilin rejenerasyonu



ABSTRACT

Ms Thesis

IN VITRO PROPAGATION OF AQUARIUM PLANT Shinnersia
rivularis

Esra KAYA

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Danmisman: Prof. Dr. Mehmet KARATAS

January, 2015, 44 pages

Shinnersia rivularis, belongs to Asteraceae family is an aquatic plant native to Mexico. The
plant has been used in the aquariums due to its ornamental appearance. The objective of this
study is to propagate plants under in vitro conditions. Plant twigs were at first surface
sterilized with commercial bleach or H,O, and H,O, was found more suitable for sterilization.
Lead, shoot tip, 1st and 2nd nodal stem, 1st and 2nd internode explants were cultured on agar
solidified MS medium supplemented with different concentrations of BAP, TDZ or
BAP+NAA. Maximum shoot regeneration frequency was achieved on lead shoot tip explant
cultured on MS medium containing 0.80 mg/l TDZ. Maximum number of 49.60 shoots per
explants were scored from 2nd nodal stem explant cultured on MS medium containing 0.80
mg/l TDZ. The longest shoots (2.0 cm) were obtained on 1st nodal stem explant cultured on
MS medium. Rooting experiment were not done due to direct rooting observed in the all
regeneration medium. Regenerated plantlets were acclimatized in the jars containing water at

different pH levels and showed best growth at pH 7,0.

Key Words: Aquariums, Aquatic plant, /n vitro, Shinnersia, Shoot regeneration
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

Cm Santimetre

g, mg, ug Gram, Miligram, Mikrogram

HCI Hidroklorik Asit

H,0; Hidrojen Peroksit

L, ml, pl Litre, Mililitre, Mikrolitre

MS Murashige ve Skoog Temel Besin Ortami
NAA a- Naftalen Asetik Asit

NaOH Sodyum Hidroksit

Kisaltmalar Aciklama

BAP 6 Benzylaminopurin

CS Camasir Suyu

GA; Gibberellik Asit

TDZ Thidazuron ( 1 Phenyl 3-( 1,2,3-thidiazol SyL) urea)

VK Varyasyon Kaynaklar1

X



1. GIRiS

Yapisinda klorofil bulunduran ve birincil iireticiler olan bitkiler sucul yagamda da asil iiretici
konumundadirlar. Fotosentez sayesinde irettikleri organik maddelerin yaninda suyun
oksijenazyonunu da saglamaktadirlar. Akuatik ortamdaki besin zincirinin ilk halkasini
olusturan sucul bitkiler ortamin dengesini korumada oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir (Crik,

2001).

Sucul ekosistemde organik parcalanmanin gergeklestirilebilmesi icin aerob bakteriler ve
mantarlara ihtiya¢ vardir. Bu canlilarmm oksijen ihtiyact su bitkileri tarafindan
karsilanmaktadir. Dolayli olarak bitkiler atiklarin pargalanmasinda gorev almaktadirlar. Sucul
bitkiler ayn1 zamanda patojen bakterilerin de ortamdan yok edilmesini saglamaktadir. Patojen
bakteriler yasama alani olarak asidik ortamlar1 tercih ederler, sucul bitkiler ise ortami

baziklestirirler ve boylece bakterileri ortamlardan uzaklastirirlar.

Bitkiler bazi baliklar i¢cin iireme ortami da olusturmaktadir. Bazi baliklar yumurtalarini
bitkilerin iizerine birakmay1 tercih etmekte ve yavrular bitki yapraklarini bir siire yasama ve
korunma alani olarak kullanmaktadirlar (Yenice, 2010). Siis havuzlar1 ve akvaryum son on yil
icinde bir¢ok iilkede hizla yayilan bir hobi haline gelmektedir (Maki ve Galatowitsch, 2004).
Sadece Amerika’da yaklasik 16 milyon evde siis havuzu bulunmaktadir (Crosson, 2010).
Avustralya’da yapilan istatistiklere goére son 30 yilda 400 akvaryum bitki tiird
kullanilmaktadir (Petroeschevsky ve Champion, 2008).

Sucul bitkiler bunlarin yaninda gida olarak da tiiketilmektedir. Bunlara 6rnek olarak; Uzak
Dogu’da su kestanesi, Cin’de Eleocharis dulcis ve diinyanin farkli iilkelerinde tiiketilen,
yapraklar1 salatalarda kullanilan su teresi verilebilir. Su bitkileri kanalizasyon ve aritma
tesislerinde sivi atiklardan agir metallerin ayristirilmasmi saglar. Bunun icin gerekli olan
kimyasal sistemler olduk¢a pahali olmasma karsilik, su bitkileriyle biyolojik ve ekonomik
ayristirma gergeklestirilmektedir. Su bitkilerinin yukaridaki faydali kullanimlarinin yaninda
en cok siis bitkisi ve peyzaj amagh tercih edilmektedir. Bitkiler akvaryumdaki canlilarin
dengeli bir yasam siirdiirebilmeleri i¢cin oldukca Onemlidir. Fotosentez sayesinde baliklara
oksijen saglarken, baliklarm atiklarmin da kokleriyle alarak dengeyi saglar. Ayni zamanda da

giizel goriiniimleriyle de peyzaji dneme sahiptirler (Oztiirk, 2008). Akvaryum bitkileri



glinlimiizde, diinyada ve {lilkemizde oldukca biiylik ticari 6nem kazanmistir. Almanya,
Hollanda ve Danimarka’da su kaynaklarinda kurulan seralarda 6nemli miktarlarda akvaryum
bitkisi yetistirildigi bildirilmektedir. Hollanda'daki tiretim tesislerinde 240 ¢esit bitki tiirti
yetistirilerek piyasaya sunulmaktadir. Hollanda'dan yilda 2-3 milyon dolar tutarinda

akvaryum bitkisi ithal edildigi bildirilmektedir (Hekimoglu, 2006).

Diinyada son yillarda akvaryum bitkileri ile ilgili ¢alismalar hizla artmaktadir. Baz1 bitkilerle
yapilan ¢alismalar; Bacopa monnieri (Sharma ve ark. 2010), Alternanthera sessilis (Gnanaraj
ve ark. 2011), Veronica anagallis-aquatica (Shahzad ve ark. 2011), Aponogeton
madagascariensis (Carter ve Gunawardena 2011), Ceretaphyllum demersum (Dogan, 2013),

Rotala rotundifolia (Ciftcioglu, 2013), Hygrophila polysperma (Cmar 2013).

Sekil 1.1 Shinnersia rivularis bitkisinin genel goriiniimii

Asteraceae familyasina ait olan Shinnersia rivularis Weiss-Griin’in akvaryumlarda yaygin bir
sekilde kiiltiirii yapilmaktadir (Zwerin, 2010; Arbuatti 2011). Yapraklarindaki beyaz
damarlariyla (Sekil 1.) ayirt edilen bu akvaryum bitkisi oldukca ¢ekici bir gdriiniime sahiptir
(Elia$ jun, 2009). Bulundugu ortamda 1sik yogunlugu az ise yapraklar arasindaki mesafe
fazladir. Yaprak uzunlugu da dogrudan 151k yogunluguna baglidir. Bitkinin uzunlugu 10-50
cm ve eni ise 5-15 cm arasinda degismektedir. pH’1 5.0-8.0 ve sicakligr 15-30°C olan su
ortaminda yagamini siirdiirebilmektedir (Anonim, 2007).

Bu tezin amaci ise akvaryumlarda popiiler olan S. rivularis bitkisinin in vitro kosullarda

cogaltimin1 gerceklestirmektir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

Agrawal ve Ram (1995), su kestanesi (7rapa sp.)'nin in vitro ¢imlenmesi ve mikro ¢ogaltimi1
konusunda calismislardir. Yiizey sterilizasyonundan sonra embriyolar Nitsch'in temel yar1 kat1
ortami (NBS ortami) ortamina kiiltiire almarak bitkiler elde edilmistir. Bu filizlerden siirgiin
ucu ve nodal kisimlar alinarak Nitsch'in temel sivi (NBL ortami) ortaminda kiiltiire almmustur.
Rejenere olan stirgiilerden alinan eksplantlar ¢esitli bitki biiylime diizenleyicilerinin
bulundugu NBL ortamina kiiltiire alinmisve siirgiin uzunlugu, dallanma, nod sayis1 ve kok
gelisimi gibi Ozellikler incelenmistir. Ortamda bulunan oksin axillary tomurcuk iiretimini
engellemis ancak yesil renkli kok olusumunu artirmiglardir. Absisik asit iceren ortamda ise
geng yapraklar iizerinde siirgiin olusumuna ve gelismelerine engel rastlanmigtir. 1-6 uM BAP
iceren rejenerasyon ortamda belirgin yan siirgiin olusumu gozlenmistir. Bu siirgiinler NBL

ortamina transfer edildiginde govdelerde uzamayla beraber kok olusumu gézlenmistir.

Taylor ve ark., (1998), Piper methysticum bitkisinin doku kiiltiirii ¢alismasinda endojen
bulagikligm biiylik bir sorun oldugunu bildirmislerdir. Seradan alinan bitkilerin benomil ve
rifampicin ile muamelesi sonucu kontaminasyonun oniine gecilemedigini bildirmislerdir. Bir
diger uygulama da, ayr1 ayr1 birka¢ c¢esit antibiyotigin kiiltiir ortamina ilave edilmesinden
sonra 3-5 hafta hi¢ kontaminasyon ¢ikmamasina ragmen daha sonra kontaminasyonun tekrar
meydana geldigini goézlemislerdir. Kontamine olmayanlar yeni bir ortama aktarilirken
kontamine olanlara ikinci bir yiizey sterilizasyon uygulama yapilmistir. Az sayida eksplantlari

kurtarabildiklerini bildirmislerdir.

Oztiirk (2002), Ludwigia sp’nin in vitro hizl1 ¢ogaltimi ¢alismalar1 i¢in u¢ meristemi, birinci,
ikinci, ligiincli ve dordiincii koltukalti meristem eksplantlar1 dort hafta siireyle % 0,8 agar ile
katilastiran 0,1, 0,2 ve 0,3 mg/l BAP, 0,05, 0,1, ,0,15 mg/l ve 0,1 mg/l NAA igeren MS
ortamlarinda tutulduktan sonra 2 MS ortamina kiiltiire almmistr. En fazla siirgiin (12.31
adet/eksplant) u¢ meristemi ile 0,05 mg/l TDZ ve 0,Img/l NAA igeren MS besi ortamindan
elde edilmistir. Rejenere olan siirglinler 10-20 mm uzunluga geldiklerinde kesilerek steril
Magenta veya cam kavanozlar (baby jar) i¢inde 2 MS ortamda koklendirmeye alinmustir.
Kéklendirilmis siirgiinler daha sonra 24 °C + 2 °C sicaklik, pH 7, 12 saat 151k ve 12 saat

karanlik fotoperiyodunda akvaryum ortamina adapte edilmistir.



Wawrzyn'czak ve Goszczyn'ska (2003), Dianthus caryophyllus tiiriinde calismiglardir. D.
caryophyllus (Karanfil-Dianthus) bitkisinin "Dolce Vita', 'Impala’, 'Domingo’, 'Tango' ve
'Charlotte' ¢esitlerinden elde edilen kalemler 24 saat BAP ve kinetin iceren ortamda
tutulmustur. Karanfil ¢igeklerinin uzun siire taze kalabilmesi 0,05 veya 0,1 uM kinetin ve
BAP kullanarak saglanabilmistir. 'Dolce Vita', Tmpala’, 'Domingo' ve 'Tango' ¢esitlerinde 0,05
uM kinetin veya BAP kullanilarak cicek Oomriinde belirgin bir fark goézlenmistir. Fakat
'Charlotte' ¢cesidinde 0,05 uM kinetin, 0,1 uM BAP muamelesi ile ¢igek dmrii ve ¢igek capi

iizerinde olumlu etki goriilmiistiir.

Moncalean ve ark. (2003), bu calismada Actinidia deliciosa tliriiniin siirgiin uglarini degisik
oranda BAP ile muamele ettikten sonra scliilloz ile sabitlestirilen MS ortama
yerlestirmisglerdir. 4,4 uM BAP ile 30 dk, 1 giin, 2 giin, 35 giin muamele edilmis,
eksplantlardan gelisen bitkilerin yapraklarinda absisik asit, IAA, zeatin, dehidrozeatin
zeatinribosit, dihidrozeatinribosit, N6 izopentiladenin, N6 izopentenil adenosin, oranlarina
aktarilmistir. Analizler {i¢ alt kiiltiirden 31 giin sonra ex vitro kosullarda yapilmistir. Calisma
sonucunda endogen fitohormonlar ve bitkinin gelisimi arasinda bir etkilesim oldugu
gozlenmistir. En iyi bitkicikler 4,4 uM BAP ile 1 giin muameleden elde edilmistir. Bu
bitkilerde, diger bitkilere gore yiiksek oranda IAA, sitokininler ve absisik asit kaydedilmistir.

Panigrahi ve ark.(2006), Hygrophila auriculata bitkisinin yaprak eksplantlarindan BAP ve
NAA igeren MS ortamda siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. Yaprak eksplantindan kallus
yoluyla en basarili siirgiin rejenerasyonu 2 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA igeren ortamda
goriilmiis, 3 cm'den fazla gelisen siirglinler 0,1 mg/l NAA iceren MS ortamda
koklendirilmistir. Elde edilen bitkilerin % 80'i basariyla topraga aktarilmis ve adaptasyon

saglanmigtir.

Li ve ark. (2007), Mango bitkisinin kotiledon parcalar1 28 giin siireyle agar igeren ortamda
kiiltiire almiglardir. Eksplantlara 6n muamele uygulamasi sonraki gelisme iizerinde etkili
olmustur. Bu eksplantlarda kotiledonun sap kisminda adventif kokler olusmus, ug tarafinda
(kars1 taraf) hi¢ kok gozlenmemistir. Koklenmede kotiledon yapragin uzunlugu, IAA ya da
IBA ile 1 saat muamelenin etkisi olmustur. Bunun yani sira eksplantin 2,3,5-triiodobenzoic
acid (TIBA-antioksin) ile muamelesi adventif kok olusumunda inhibisyona neden olmustur.
2700 uM NAA ile 1 saat muamelede kotiledonlarin abaksial tarafinda koklenme goriilmiistiir.

Histolojik incelemede her iki tip kokiin parenkima hiicrelerinden oldugu tespit edilmistir.



Fakat kok primordialarin gelisimi degisik olmustur. Sonucgta oksinlerin polar (kutuplu)
tasinmasi adventif kok olusumunda 6nemli rolii olmustur. Fakat NAA'in etkisi diflizyon ile

niifuzu nedeniyle eksenden uzak tarafta kok olusumuna sebep olmustur.

Najaf (2008), kebere tohumlarinin ¢imlenmesinde etkili, benzer zamanda mikro ¢ogaltimda
kullanilabilecek olan bir yontem gelistirmeye ¢alismistir. Tohumlar farkli oranlarda BAP,
NAA ve GA3 iceren MS ortaminda basaril1 bir sekilde (%100) ¢imlendirmistir. Daha sonra in
vitro ortamda gelisen bitkiciklerden aliman gévde, yaprak ve koltuk alt1 meristem eksplantlari
degisik oranlarda BAP ve NAA iceren MS ortamlarda rejenerasyona almmustir. En fazla
stirgiin rejenerasyonu 0,4 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir.
Elde edilen siirgiinleri 50 mg/L IBA ile 5 dk.muamele edilip, MS ortaminda koklendirilmistir.

Aasim ve ark., (2009) Cemen (Trigonella fonemgraecum L.) bitkisinde doku kiiltiiri
calismasiyla in vitro rejenerasyon prokotolii gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada ¢emen bitkisinin
siirgiin ucu ve kotiledon yaprak eksplantlar1 farkli oranda TDZ veya TDZ-IBA igeren ve
agarla katilagtirilmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu 0,40
mg/LL. TDZ igeren MS ortamdan elde edilmistir. Elde edilen siirgilinler

koklendirelememislerdir.

Sumlu (2009), Rotala macrandra Koehne’nmn in vitro kosullarda hizli ¢cogaltimi ve gen
aktarimi ile ilgili yapilan ¢alismada R. macrandra’nin 1’inci koltukalt1 ve 2’inci koltukalti
meristemi ile yaprak, 1’inci ve 2’inci bogum arasi, eksplantlar1 agar ve gelrit ile katilastiran
ve igerisinde sitokinin ve oksin bulunan ortamlarda kiiltiire alinmistir. Ssivi MS besi
ortaminda siirgiin rejenerasyonu saglanmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu (27.33 adet)
I’inci bogum aras1 eksplantinda 0.25mg/l BAP-0.50 mg/l NAA iceren MS besi ortamimdan
elde edilmistir. Buna karsilik siv1 kiiltiirde ise 0.25 mg/l BAP-0.50 mg/l NAA ve 0.50 mg/l
BAP-0.50 mg/l NAA iceren MS ortaminda birer eksplant {izerinde siirgiin rejenerasyonu
gozlenmistir. Daha sonra yaprak ve 1’inci bogum arasi eksplantlariyla Agrobacterium
tumefaciens Smith & Townsend GV2260 P35GUS-INT ve LBA4404 pRGGbar hatlar
kullanilarak gen aktarim caligmasi yapilmistir. Her iki hatta da degisik oranda GUS pozitif
transgenik aday bitkiler elde edilmistir. Elde edilen tiim rejenere olmus ve transgenik aday

bitkileri akvaryum ortamina adapte edilmistir.



Aasim ve ark., (2010) Trigonella bitkisinin in vitro kosullarda ¢imlenen 8-10 giinliik
fidelerden elde edilen kotiledon bogum eksplantlar1 0,05-0,80 mg/L Kinetin, 0,25-1,0 mg/L
BA ile 0 veya 0,20 mg/L NAA ve 0,05-0,80 mg/L TDZ ile 0 veya 0,10 mg/L IBA igeren ve
gelrit ile katilastirilan ortamlarda kiiltiire almislardir. En fazla siirgiin rejenerasyonunu TDZ-
IBA igeren ortamlarda elde edilmistir. Eksplant basina en fazla 22,21 adet siirgiin 0,40 mg/L
TDZ igeren ortamda kaydedilmistir. Ortamlarda oksin varligini silirgiin  uzunlugunu
arttrmistir.  Elde edilen siirglinler 0,1-1,0 mg/LL IBA veya NAA iceren ortamlara

koklendirmek icin kiiltiire alinmus

Sharma ve ark. (2010), yiiksek ticari potansiyele sahip olan Bacopa monnieri (L) Wettst’in
cogaltimi i¢in ¢alismalar yapmislardir. Bitki yiizey sterilizasyonu i¢in nodal segmentler, %0,1
oraninda civa klorid ile 5 dk muamele edilmis ve kiiltiir ortamina aktarilmistir. 0,2 mg/l BAP
iceren yar1 kat1 MS ortaminda %100 kiiltiirler elde edilmistir. /n vitro kosullarda ¢ogaltilan
aksillar stirglinler, hizli stirglin ¢ogaltimi i¢in 0,2 mg/l BAP iceren MS ortaminda demetler
halinde gruplara ayrilarak alt kiiltiire alinmistir. Rejenere olan siirgiinler, 0,15 mg/l IBA
iceren MS ortaminda %100 koklendirilmis ve koklendirilen bitkiciklerin basariyla

adaptasyonu saglanmistir.

Yenice (2010), su mercimegi (Lemna minor L.) bitkisini farkli oranlarda BAP, kinetin ve
TDZ igeren sekerli ve sekersiz stvi MS ortamlarinda kiiltiire almistir. En fazla bitki ¢ogaltimi
0,2 mg/1 BAP igeren sekersiz sivi MS ortaminda pH 7.23 te goriilmiistiir. Bu ortamda eksplant
basina 50.44 adet bitki kaydetmistir. Ayrica 0,05 mg/l kinetin iceren sivi MS ortaminda
eksplant basina diisen bitki sayis1 en fazla 57,823 adet ve 0.6 mg/l TDZ igeren sivi MS
ortaminda eksplant basina bitki sayis1 en fazla 50,74 adet hesaplamstir.

Gnanaraj ve ark. (2011) Alternanthera sessilis L.”in doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanarak
hizli ¢ogaltimi i¢in siirgiin ucu, yapraklar, govde nodlar1 ve internodlar1 farkli oranlarda bitki
bliylime diizenleyicilerini iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Siirgiin  ucu
eksplantlarinda, en ytiksek siirglin rejenerasyon orani (94,3 + 0,43) ve eksplant bagina en fazla
siirgiin sayis1 (23,4 £ 0,38) 2,0 mg/l BAP iceren MS ortaminda kaydedilmistir. Nodal
eksplantlarda ise en yiiksek siirgiin rejenerasyon orani (90,4 + 0,82) ve nod basma en fazla

stirgiin sayis1 (15,2 £ 0,63 adet) 1,5 mg/l BAP igeren MS ortaminda kaydedilmistir.



Stanly ve ark. (2011), C. wendtii de Wit ve C. beckettii Thwaites ex Trimen tiirlerinin slirgiin
uclarmi kullanarak in vitro ortamda cogaltmak icin etkili bir protokol olusturma caligmasi
yapmislardir. Her iki tiirde de coklu siirgiin olusumu 0,5 mg/L BA ve 0,2 mg/L IBA igeren
sivi MS besi ortaminda ve agar kullanilmis MS besi ortaminda goriilmiistiir. Her iki tiirde de
yiiksek oranda ¢oklu siirgiin olusumu, kiiltiiriin 4. haftasindan sonra sivi ¢oglatma ortaminda
goriilmiistiir. En az ¢oklu siirglin olusumu ise agar kullanilmis besi ortaminda goriilmiistiir (4
hafta sonra). Ayrica her iki ortamda ve her iki tiirden alinan explantlarda 4. hafta sonunda

kok ve yaprak olusumu goriilmiistiir. Bu ¢alismada, %95°1n lizerinde adaptasyon saglanmustir.

Shahzad ve ark. (2011), Veronica anagallis-aquatica L.’nin nodal eksplantlar1 siirgiin
rejenerasyonu i¢in ¢esitli sitokininleri (BAP, Kin ve 2-iP) farkli oranlarda (0,1-5,0 pM) iceren
kat1 MS ortaminda kiiltiire almislardir. Ayrica farkli oranlarda BAP (0,1-5,0 uM) igeren sivi
MS ortaminda da denemeler yapilmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonu sayisi (43,7 + 1,85) ve
stirgiin uzunlugu (5,0 = 0,25) 0,5 uM BAP iceren kati MS ortaminda elde edilmistir. Daha
sonra slirglin rejenerasyonu igin optimal sitokinin konsantrasyonu olan 0,5 uM BAP ile farkl
oranlarda (0,1, 0,5 ve 1,0 uM) IBA ve NAA i¢eren kat1 MS ortaminda ¢aligmalar yapilmistir.
Uzayan sitirgiinleri koklendirmek i¢in farkli oranlarda (0,1-2,0 uM) IBA ve NAA igeren MS
ve 72 MS ortamlarina aktarilmistir. En fazla kok olusumu 0,5 uM NAA iceren MS ve 2 MS

ortamlarinda kaydedilmistir. Koklendirilen bitkilerin %80 basariyla adaptasyonu saglanmstir.

Banerjee ve Shrivastava (2012) Bacopa monnieri (L.)’nin etkili iiretimi i¢in doku kiiltiirii
tekniklerinden yararlanarak bir protokol gelistirme ¢alismast yapmislardir. Eksplant olarak
2,5 cm’lik internodal parcalar kullamilmistir. Bitki yilizey sterilizasyonu i¢in 2-3 aylhk
bitkilerden alinan eksplantlar yaklasik yarim saat musluk suyunda ardindan da 4-3 damla siv1
sabun damlatilmis suda 20 dk boyunca yikanmis ve musluk suyuyla durulanmistir. Ardindan
eksplantlara 2-3 dk %0,1 HgCI2’le uygulanmis ve 3-4 kez steril distile su ile yikanmustir.
Siirgiin rejenerasyonu i¢in BAP (0,5-2 mg/l) ve Kin (0,5-2 mg/l) oranlarin1 hem tek olarak
hem de her ikisinin kombinasyonlarin igeren MS veya 2 MS besin ortamlar1 kullanilmastir.
Ug hafta sonra en fazla siirgiin rejenerasyonu ve siirgiin sayis1 1,0 mg/l BAP - 0,5 mg/l Kin
besin ortaminda gorilmiistiir. Bliyliyen siirgiinler, kdklendirme i¢in farkli oranlarda NAA
(0,5-2,0 mg/l) igeren kat1 ve sivi MS ortamlarina aktarilmistir. En fazla kok olusumu 0,15
mg/l NAA igeren sivi MS ortaminda kaydedilmistir. Koklendirilen bitkiciklerin adaptasyonu
basariyla gergeklestirilmistir.



Karatag ve ark.(2013), sucul ve tibbi bitki olan Bacopa monnieri’nin adventif siirgiin olusumu
icin nodal eksplantlar ve yaprak eksplantlart BAP-NAA igeren besin ortamlarinda kiiltiire
almmiglardir. Biitiin BAP-NAA igeren besin ortamlarinda kallus ve siirgiin olusumlari
gozlenmistir. Her iki eksplantta en fazla eksplant bagina siirgiin sayis1 0.25 mg/L BAP+ 0.25
mg/L NAA igceren MS ortamlarinda elde edilmistir. Ortamdaki yliksek NAA oran1 BAP’1n
tim oranlariyla olumsuz etkiler meydana getirmistir. Yaprak eksplantlarindan elde edilen
siirgiinler diger eksplantlardan elde edilen siirgiinlerle karsilastirildiginda daha uzun olduklar1
kaydedilmistir. Elde edilen siirglinler 4,00-10,00 pH araligina adaptasyon saglarken en iyi
adaptasyon orani pH 8,00’de gostermistir.

Dogan (2013), su ekosisteminde ve ticari agidan 6nemli olan tilki kuyrugu (Ceratophyllum
demersum L.) bitkisin in vitro kosullarda hizli cogaltimi i¢cin ¢calisma yapmislardir. Bitkinin
yiizey sterilizasyonu i¢in farkli konsantrasyon ve siirelerde hidrojen peroksit (H202) ve
camasir suyu (NaOCI) kullanilmistir. En fazla steril ve saglam eksplantlar, %5’lik H202 ile 7
dk muamele ile elde edilmistir. Siirgiin rejenerasyonu amactyla siirgiin ucu, 1. ve 2. koltukalt1
meristem eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda veya kombinasyonlarda sitokininleri (BAP,
TDZ ve Kinetin), oksinleri (IBA ve NAA) veya gibberellik asiti (GA3) igeren agarla
katilastirilmis ya da sivi MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Agarla katilastirilan kiiltiir
ortamlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 en fazla (61,92 adet) 0,10 mg/l TDZ, 0,10 mg/I
IBA ve 0,10 mg/l GA3 kombinasyonlarint igeren MS ortaminda silirglin ucu meristem
eksplantindan elde edilmistir. Siv1 kiiltiir ortamlarinda en fazla (204,33 adet) siirgiin 0,40 mg/I
BAP iceren MS ortaminda 2. koltukalti meristem eksplantindan elde edilmistir. Her iki kiiltiir
ortamlarindan elde edilen rejenere bitkilerin su ortamina basariyla adaptasyonu saglanmistirve
72 MS ortamlarina aktarilmistir. En fazla kok olusumu 0,5 uM NAA iceren MS ve 2 MS

ortamlarinda kaydedilmistir. Koklendirilen bitkilerin %80 basariyla adaptasyonu saglanmaistir.

Cmar (2013), Hygrophila polysperma yiiksek 1sikta yapraklar1 pembeye donen ve akvaryum
bitki endiistrisinde siis bitkisi olarak kullanilan bir tiirdiir. Hindistan ve Bengal“da tibbi
amacl olarak kullanilmakla beraber tibbi bitkiler listesinde de yerini almaktadir. Ayrica
toksisitelerin tarama araci olarak ve alg tespiti i¢in de kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
bitkinin in vitro kosullarda hem sivi hem de kat1 ortamlarda ¢ogaltimidir. Bitkinin 3-5 cm™lik
govdeleri almmarak H,O, ile sterilizasyon saglandiktan sonra izole edilen siirgiin ucu, birinci

koltukalti1 meristemi ve yaprak eksplantlar1 BAP, TDZ, kinetin ve IBA"nin farkli



kombinasyon ve konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmistir. Kat1 denemelerde endojenik bakteri
kontaminasyonunu O6nlemek i¢in 500 mg/L bakteriostatik antibiyotigi Amoklavin de ilave
edilmistir. Agar ile katilastirilmis ortamlarda eksplant basina en fazla 31,00 adet siirgiin,
siirgiin ucu eksplantindan 0,40 mg/L kinetin igeren ortamdan, eksplant basma en az siirgiin

(1,33 adet) ise yaprak eksplantinda saptanmaistir.

Ciftgioglu (2013), Rotalla rotundifolia bitkisi akvaryumlarda kullanilan ve fazla bakima
ihtiya¢ gerektirmeyen bir siis bitkisidir. Akvaryumlarda uyum sorunu olmayan, asir1 nitrati
sevmeyen ve yiiksek 1silara dayanikli olup yiiksek i1sikta kirmizi renge donen akuatik bir
bitkidir. R. rotundifolia nin in vitro ¢ogaltimi i¢in yaprak, siirgiin ucu, birinci koltukalt1 ve
ikinci koltukalt1 meristemlerinin BAP, TDZ, Kinetin ve GA; iceren sivi ve agarla
katilastirilan MS ortamda kiiltiire alimustir. Siirgiin ucu eksplantlarindan 0,20 mg/l1 BAP ve
0,20 mg/l GAs’de s1v1 kiiltiir ortaminda, eksplant bagina 26 siirgiin elde edilmistir. Siirgiin

uzunlugu ise 5,9 cm olarak kaydedilmistir.



3. MATERYAL VE YONETEM

3.1. Bitki Mateyali

Bitki materyali olarak kullanilacak olan S. rivularis ‘Weiss-Griin’Karaman'daki

akvaryumculardan temin edilmistir.
3.2. In Vitro’da Yiizey Sterilizasyonu

Bitkinin yiizey sterilizasyonu i¢in en 1yi bagarinin elde edilecegi en diisiik oranda dezenfektan
dozu belirlemek i¢in caligmalar yapilmistir. Bitkinin ylizey sterilizasyonundan Once,
iizerindeki kalintilar1 uzaklastrmak icin ilk olarak 15-30 dk. akan g¢esme suyu altinda
tutulmustur. Daha sonra farkli oranlarda c¢amasir suyu, H,O, vb. maddelerle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sonrasinda dezenfektanlar1 uzaklastirmak i¢in steril saf su

ile 5’er dakika 3 defa durulama islemi gergeklestirilmistir.
3.3. Besin Ortami ve Doku Kiiltiir Kosullar

Yapilacak olan denemelerde temel besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog; 1962)
ortami kullanilmistir. Kat1 olan besin ortamlarma, farkli oranlarda biiyiime diizenleyicileri
(BAP, NAA ve TDZ gibi ), %3,0 sukroz ve katilastirict olarak %0,65 agar ve 9%0.3 gelrite
ilave edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCl ile ayarlamis olup 1.2 atm
basin¢ altinda 120 C°de 20 dk otoklavda bekletilerek steril edilmistir. Kiiltiirler beyaz
floresans veya LED 15181 altinda 16 saat 151k fotoperiyotta 2441 °C de bekletilmistir.

3.4. Eksplant izolasyonu ve Kiiltiirii

Bitkinin yiizey sterilizasyon isleminden sonra izole edilen bitkilerden siirgiin ucu, 1.koltuk
alt1, 2.koltuk alt1, bogum aralar1 ve yaprak eksplantlar siirgiin rejenerasyonu i¢in farkli oranda

BAP, TDZ, NAA, vb iceren MS ortamina yerlestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan maddeler ve
konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
NH4NO3 1650,000
KNO3 1900,000
Makro Elementler CaCl,.2H,0 440,000
MgS0O,.7H,0 370,000
KH,PO, 170,000
KI 0,830
H;BO; 6,200
MnS0O4.4H,0 22,300
ZnS04.7H,0 8,600
Mikro Elementler Na,Mo0,4.2H,O 0,250
FeS04.7H,O 27,850
COC12.6H20 0,025
CuS04.5H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 37,250
Myo-Inositol 100,000
Vitaminler Nicotinic Acid 0,500
Pyrotinic Acid 0,500
Thiamine-HCI 0,100
Glycine 2,000

Cizelge 3.2. Kullamlan biiyiime diizenleyici ve antibiyotik coziiciileri, stok konsantrasyonu ve
saklama kosullar.

Bitki biiyiime Coziicii Stok Sterilizasyon | Saklama
diizenleyicileri konsantrasyonu | sekli kosullan
(mg/ml) ()

Oksinler

IBA | IN NaOH | 1/1 | Filtre [- 20
Sitokininler

TDZ DMSO 1/1 Otoklav 4

BAP IN NaOH 1/1 Otoklav 4

Kinetin IN NaOH 1/1 Filtre -20
Giberellin

GA; | dH,0 | 1/1 | Filtre [-20
Antibiyotik

Amoklavin | dH,0 | 100/1 | - [-20
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3.5. Akvaryuma Adaptasyon ve Uygun pH Araliginin Belirlenmesi

In vitro kosullarda elde edilen bitkiler cesme suyu igeren akvaryum ortamina aktarimaistir..
Ayrica, bitki i¢in uygun pH derecesi de belirlenmistir.. Her bir akvaryumda 10-15’er bitki
pH’s1; 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olan distile suya yerlestirilmistir. Yerlestirmeden Once ise

akvaryum tabanina 3-4 cm yliksekliginde dere kumu dokiilmiistiir.
3.6. Istatistiki Analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, , her muamele icerisinde 4
adet eksplantin bulundugu 3 tekrarli 100 x10 mm’lik petri kaplari, Magenta kutular1 GA7
veya cam tiiplerden olusturulmustur. Elde edilen veriler ise SPSS 17 for Windows programi
ile varyans analizine tabi tutularak, yiizde degerler, istatistik analizinden Once arcsin

degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran; 1967).
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4. SONUCLAR

4.1. Sterilizasyon Cahsmalan

S. rivularis bitkisinin yiizey sterilizasyonu i¢in en iyi basarinin saglanacagi en kisa siire ve en
diisiik dezenfektan dozu belirlenmeye calisilmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in bitkilere %5 ve
%10 konsantrasyonlarda ¢amasir suyu (Hipo) ve %10, 20 ve 30 konsantrasyonlarinda da
hidrojen peroksit (H,O,) muamele edilmistir. Ardindan 3 kez 5’er dk durulama islemi
yapilmig ve siirgiin ucu, 1. ve 2. koltuk alt1 meristem, bogum aralar1 ve yaprak eksplantlari

aktarilmustir.

Sekil 4.1. Sterilizasyon ¢alismasindan elde edilen sonuglar (a) Bakteri (b) fungal bulasiklar ve (c) elde
edilen steril bitkinin sematik gorntiisii.

Eksplantlar iizerinde 4. giinde bakteriyel (Sekil 4.1.a.) ve fungal bulasiklar (Sekil 4.1.b.) ile 15
giin sonrasinda bakteriyel bulasiklar gdzlenmeye baslanmis olup bulasik orani (%) Cizelge

4.1.°de verilmistir. Sterilizasyonu saglanan eksplantlardan ¢ogaltim ¢alismalar1 yapilacaktir.
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Cizelge 4.1. Farkh konsantrasyonlarda uygulanan hidrojen peroksit ve camasir suyunun bulasik
orani iizerine etkisi

Kimy | % | Siire Yaprak Siirgiin 1.Koltukal | 2.Koltukal Bogum
asal (daki | eksplantin ucu t1 t1 arasiekspla
ka) | da bulasik | eksplantin | eksplantin | eksplantin ntinda
orani(%) | da bulasik | da bulasik | da bulasik bulasik
orani (%) | oram (%) | orami (%) | orani (%)
Hipo | 5 | 5dk 50 50 20 20 25
Hipo | 10 | 5dk 40 0 0 0 0
H,O, | 10 | 5dk 75 75 80 50 80
H,O, | 10 | 8dk 50 50 40 40 75
H,0, | 10 | 10 dk 10 0 40 20 30
H,0, | 20 | 8dk 0 100 30 50 20
H,0, | 30 | 5dk 40 30 0 25 60
H,0, | 30 | 7dk 80 70 20 10 10

Yapilan sterilizasyon c¢aligsmalarmda en iyi sonuglar %10 oraninda Hipo ile 5 dk boyunca

yapilan sterilizasyon isleminden elde edilmistir. H,O, ile yapilan sterilizasyon isleminde iseen

iyi sonuglar1 %10 oraninda 10 dk sterilizasyon ile elde edilmistir.

Sekil 4.2. H,0, ile yapilan sterilizasyon c¢alismasi (a) bulasik gézlenen eksplant (b) steril elde edilen
bitki tizerindeki gelismeleri.
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4.2. Farkhh BAP Hormon Oranlarinda Siirgiin Rejenerasyon Calismalar

4.2.1. Kati BAP Ortamda S. rivularis Bitkisinin Siirgiin Ucu Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyon Calismasi

MS ortaminda ¢ogaltilan bitkilerden, siirgiin ucu eksplantlar1 keserek farkli oranlardaki BAP
bulunan MS ortamma kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan eksplantlarda 2 hafta sonrasinda
sirgiin olusumu (Sekil4.3a) gozlenmeye baslanmigtir. DOrt hafta sonra ¢oklu siirgiin
olusumlar1 (Sekil4.3b) gozlenirken, bes hafta sonra kok olusumu (Sekil 4.3c) da

kaydedilmistir. Yedi hafta sonra (Sekil4.3.c.) siirgiin rejenerasyon orani, eksplant bagina

siirglin sayist ve siirgiin uzunluklarin verileri alinip, varyans analizine tabi tutulmustur

(Cizelge 4,2).

Sekil 4.3.Siirglin ucu eksplantindan siirgiin olusumu (a) iki haftalik (b) dort haftalik (¢) yedi haftalik
gelismis ve ¢ogaltilmus siirgiinler.

Cizelge 4.2. Kati ortamda farkhh BAP dozlarimin S. rivularis bitkisinin siirgiin ucu eksplantindan

siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon oram | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)

KO F KO F KO F
BAP 5 555,55 0,72 13,88 1,74 0,21 0,63%
Hata 12 | 763,88 - 7,95 - 0,34 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

*p<0,05 diizeyinde 6nemli, ** 6nemsiz

Cizelge 4.2. incelendiginde, farkli BAP (s1v1) igeren ortamlarda siirgiin ucu eksplantindan
siirglin rejenerasyonu orani ve sirgiin uzunlugu istatistiki olarak Onemsiz bulunurken,

eksplant bagina siirgiin sayist istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu
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farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.3.°te

verilmistir.

Cizelge 4,3. Kati ortamda farkli BAP dozlarimin S. rivularis bitkisinin siirgiin ucu eksplantindan

siirgiin rejenerasyonu

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu®
BAP (mg/l) rejenerasyon suirgiin say1s1**
yiizdesi”
0,05 41,66 3,40 0,72
0,10 75.00 5,80% 1,53
0,20 58,30 5,06% 1,14
0,40 66,60 9,20° 1,27
0,80 62,50 523% 1,87
1,60 50.00 8,13% 1,11
** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.

% Snemsiz

Cizelgede 4.3.’te goriildigi lizere BAP konsantrasyonlar1 siirgiin rejenerasyonu orani ve
stirgiin uzunlugu istatistiki olarak benzerlik gostermistir. Siirglin ucu eksplant basima stirgiin
sayisinda bir takim istatistiki farkliliklar gdzlenmistir. Siirgiin rejenerasyonu %41.66-75.00
olarak kaydedilmis ve siirgiin basina eksplant sayis1 3.40-9.20 arasinda degisiklik

gostermistir. Siirgiin uzunlugu ise 0,72-1.87 arasinda degismistir.

En fazla siirgiin 0.40 mg/l1 BAP igeren ortamdan elde edilmistir. En fazla siirgiin rejenerasyon
ise 0.10 mg/l BAP ortaminda goriilmiistiir. En fazla siirgiin uzunlugu ise 0.80 mg/l BAP
iceren ortamindan elde edilmistir. Biitiin BAP igeren oranlarda gelisen siirglinlerde bes

haftanin sonunda kdklenme gozlemlenmistir.

4.2.2. Kat1 BAP Ortaminda Farkh BAP Oranlarinmin S. rivularis Bitkisinde 1. Koltuk Alt1

Eksplantindan Siirgiin Rejenerasyonu Calismasi

MS ortaminda ¢ogalttigimiz bitkilerin 1.koltuk alt1 meristem bolgelerinden eksplantlar alarak
farkli oranlarda BAP iceren MS ortamma aktarilmistir. Ug hafta sonra siirgiin olusumu (Sekil
4.4.a.) bes hafta sonra ¢oklu siirgiinler ve kok olusumlar1 gézlenmistir (Sekil 4.4.b.). Sekiz

hafta sonra siirgiin rejenerasyon orani varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.4.)

16



Cizelge 4.4. Kati ortamda farkh BAP dozlarimn S. rivularis bitkisinin 1. Koltukalti
eksplantindan siirgiin rejenreasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon oram | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F
BAP 5 55,55 0,11% 28,12 5,12%* 0,15 1,36%
Hata 12 486,11 - 5,48 - 0,11 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

**p<0,001 diizeyinde 6nemli; *p<0,05 diizeyinde dnemli, s dnemsiz

Cizelge 4.4.’¢ bakildiginda farkli BAP dozlarindaki ortamlarda 1. koltukalti eksplantindan
siirglin rejenerasyon orani istatistiki olarak onemsiz hesaplanirken, eksplant basina siirgiin
sayist p<0.01 diizeyinde siirgiin uzunlugu ise p<0.05 6neme sahip oldugu goriilmiistiir. Bu

farliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek i¢in Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.5°te verilmistir

(Cizelge 4.5.).

.J-Ll STaak

Sekil 4.4. S. rivularis bitkisinin BAP igeren MS ortamda 1. Koltuklati eksplantindan siirgiin olusumu
(a) U¢ haftalik ve (b) 8 haftalik siirgiin olusumlari

Cizelge 4.5. incelendiginde siirgiin rejenerasyonunda en yliksek deger %75.00 olarak 0.10
mg/l, 0.20mg/l, 0.40mg/l ve 1.60mg/l BAP’I1 ortamlarda goriilmiistiir. Eksplant basina en
fazla siirgiin (12.90 adet) olarak 0.80 mg/l BAP’l1 ortamda, siirgiin uzunlugu olarak da en
uzun 0.05 mg/l BAP’I1 ortamda meydana geldigi goriilmistiir. Siirgiin rejenerasyonu ve
siirglin uzunluguna farkli konsantrasyonlardaki BAP hormonu benzer etkiler olusturmusken,

eksplant basina siirgilin sayisinda farkl etkiler goriiliistiir.
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Cizelge 4.5. Kati ortamda farkh BAP oranlarimn S. rivularis bitkisinin 1.koltukalti
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna ait

etkileri.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
BAP (mg/l) rejenerasyon orani siirgiin sayisi (cm)™
(%)” (adet)”
0,05 66,60 5,20¢ 1,63
0,10 75,00 5,50¢ 0,73
0,20 75,00 6,50 1,10
0,40 75,00 10,58% 1,45
0,80 66,60 12,90° 1,40
1,60 75,00 8,00™ 1,30

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
0s dnemsiz

4.2.3. Kati BAP Ortamda S.rivularis Bitkisinin 1. Bogum Arasi Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyon Calismasi

S. rivularis bitkisinin eksplantlar almarak farkli oranlardaki BAP igeren MS ortamlarina
yerlestirilmistir. Dort hafta sonra siirglin olusumu gozlenmistir (Sekil 4.5.a.). Coklu siirgiin
olusumlar1 yedinci haftanin sonunda gozlemlenmistir (Sekil 4.5.b.). Coklu siirgiin olusumuyla

kok olusumu da meydana gelmistir. Onuncu haftanin sonunda deneme sonuglandirilarak

istatistiki analizler yapilmistir (Cizelge 4.6.).

AN

Sekil 4.5. Bogum aras1 eksplantinda siirglin olusumu (a)kiiltiire aldiktan iki hafta sonra siirgiin
rejenerasyonu (b) dort hafta sonra eksplantlari {izerinde siirgiin rejenerasyonu
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Cizelge 4.6. Kati ortamda farkh BAP dozlarimn S.rivularis bitkisinin 1. bogum arasi
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin
VK SD | rejenerasyon orami | siirgiin sayisi (adet) uzunlugu
(%) (cm)

KO F_ KO F KO F
BAP 5 118,05 | 0,68% 57,72 | 103,49 | 0,60 9,74
Hata 12 173,61 - 0,55 - 0,06 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

**p<0,01 diizeyinde 6nemli; 6s 6nemsiz

Verilen ¢izelge 4.6.’da slirgiin rejenerasyonuna BAP hormon oranlarmin 6nemsiz oldugu
hesaplanan degerlerde gozlenmistir. Ancak eksplant basina diisen siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunlugu bakimmdan BAP’m oranlarmi p<0.001 diizeyinde farkli etkileri gOriilmiistiir.

Farkliligim 6nem diizeyi ise Duncan testi yapilarak belirlenmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Kat1 ortamda farkh BAP oranlarimn S. rivularis bitkisinin 1.bogum arasi
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna etkisi.

BAP Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
(mg/l) orani (%)* Ssiirgiin sayisi (cm)”
(adet)”

0,05 58,00 2,66° 1,25

0,10 50,00 2,90¢ 2,00°

0,20 66,60 2,90¢ 1,63

0,40 58,33 6,50° 1,25

0,80 66,60 12,50° 0,85°

1,60 58,33 10,90 0,86°

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir.
* s dnemsiz

Cizelgede (4.7.) gozlemlendigi gibi siirglin rejenerasyon oranlar1 bakimindan farkli oranda
BAP iceren MS ortamlarin 6nemsiz etkileri goriilmiistiir. Siirgiin rejenerasyonu %50-66.60
arasinda degerler almistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0.20mg/1 ve 0.80mg/1 BAP igeren

ortamdadir.

Eksplant basina siirgiin sayisina farkli dozlarin etkisi birbirinde farkliliklar gdstermektedir.
Eksplant basimna siirgiin sayis1 farkli oranlardaki BAP ortamlarinda 2.66-12.50 adet olmustur.
En fazla siirgiin sayis1 0.80mg/l BAP iceren ortamdan elde edilmistir. Ortamda BAP oraniin

artig1 ile silirglin sayisinda da artis gozlenmistir. Siirgiin uzunluklar1 bakimindan farkl
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oranlardaki hormonlu BAP ortamlarda 0.85-2.00 cm arasinda degismistir. En uzun (2.00 cm)

stirgiin ise 0.10 mg/l BAP iceren ortamdan elde edilmistir,

4.3. Farkli BAP ve NAA Oranlarinda Siirgiin Rejenerasyonu

4.3.1. Kati BAP+NAA Ortaminda S.rivularis Bitkisinin Siirgiin Ucu Eksplantindan

Siirgiin Rejenerasyonu

MS ortamindaki bitkilerden siirgiin ucu eksplanti farkli BAP hormon konsantrasyonlarinda ve
sabit olarak 0.20mg/l NAA eklenen MS ortamina aktarilarak silirglin rejenerasyonlari
gozlenmistir. 10. glinlin sonun da siirgiin ucu eksplantlarindan kallus olusumlari, 15. giiniin
sonunda olusan kalluslardan siirgiin olusmaya basladigi goézlenmistir. 7 hafta sonra kok
olusumlar1 meydana gelmistir. 8.haftanin sonunda deneme sonlandirilmistir (Sekil 4.6.b.).
Denemelerde kullanilan siirgin ucu eksplantinda siirgiin rejenerasyonu elde ederken
kullanilan farkli BAP ve 0.20 NAA oranlarinda ortaya ¢ikan etkiler varyans analizi
tablosunda gosterilmistir (Cizelge 4.8.).

Sekil 4.6. BAP+NAA iceren ortamda siirgiin ucu eksplantinda siirgiin rejenerasyonu (a) dort haftalik
sonra kalluslardan siirgiin ¢ikis1 (b) sekiz hafta sonra olusan siirgiinler.
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Cizelge 4.8. Kat1 ortamda farkh BAP+0,20mg/l NAA dozlarimn 8. rivularis bitkisinin siirgiin
ucu eksplantindan siirgiin rejenreasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon orami | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F
BAP 5 ] 33333 1,207 32,55 6,24" 0,20 6,28"
Hata 12 | 277,77 - 5,21 - 0,03 -
Genel Toplam | 17 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli; *p<0,05 diizeyinde dnemli,

Cizelge (4.8.)’e gore slirgilin rejenerasyonuna farklt BAP oranlarinin etkisi p<0,05 6neme
sahiptir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ve silirgiin uzunlugu ise p<0,01 éneme sahiptir. Ortaya
cikan bu farkliliklarin 6nem dereceleri yapilan Duncan testi sonucu belirlenmistir (Cizelge

4.9.).

Cizelge 4.9. Kati ortamda farkh BAP+0,20 NAA oranlarimin S. rivularis bitkisinin siirgiin ucu
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna etkisi.

BAP | NAA | Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin
(mg/l) | (mg/l) orani (%)* siirgiin sayisi uzunlugu

(adet) ** (cm) **
0,05 0,20 75,00° 4,33¢ 1,39*
0,10 0,20 75,00° 10,41° 0,83°
0,20 | 0,20 66,66" 12,71° 1,28
0,40 0,20 50,00¢ 6,00 1,23*
0,80 | 0,20 58,33° 9,00% 0,84°
MS 75,00 5,20™ 0,83

** Ayn1 siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
*Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde dnemlidir.

Cizelgede (4.9.) verilere bakildiginda siirgiin rejenerasyonu tiim BAP+NAA igeren
ortamlarinda %50-75 arasinda degerelere rastlanmistir. En diisiik siirgiin rejenerasyonu ise
0,40 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA iceren ortamda gozlemlenmistir. Eksplant basma siirgiin
sayisinin yapilan analiz sonucunda farkli BAP oranlarinda farkli degerler aldiklar
gozlenmistir. Siirglin sayis1 farkli BAP-NAA hormon oranlarinda 4,33-12,71 arasinda
degerler almistir. En fazla 12,71 adet eksplant basina siirgiin sayis1 0,20 mg/1 BAP+0,20 mg/1
NAA oranlarinda hormon bulunduran ortamda rastlanmistir. Siirglin uzunlugu 0,83-1,39 cm
arasinda kaydedilirken, en uzun siirgiinler (1,39 cm) 0,05 BAP+0,20 NAA igeren ortamda

goriilmiistiir.
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Siirgiin uzunlugu oranlar1 da 0,05 mg/l BAP,0,20 mg/l BAP ve 0,40 mg/l BAP oranlari
arasinda benzerlik ile 0,10 mg/l BAP, 0,80 mg/l BAP ve MS ortamlar1 arasinda da benzerlik

gostermistir. En iyi siirgiin uzunlugu degeri 0,05 mg/l BAP oraninda kaydedilmistir.

4.3.2. Kati BAP+NAA Ortaminda S.rivularis Bitkisinin 1.K.A. Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyonu

S.rivularis bitkisinin 1.K.A. eksplantlar1 0,05-0,80 mg/l BAP ile 0,20 mg/l NAA iceren MS
ortamlara aktarilmistir. 2 hafta sonunda kallus olusumu (Sekil 4.7.a.), 3. haftanin sonunda
siirgiin olusumlar1 meydana gelmeye baslamistir (Sekil 4.7.b.). 7. haftanin sonunda ise kok
olusumu da gozlemlenmistir. Elde edilen veriler ise varyans analizine tabi tutulup, sonuglar

Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Kati1 ortamda farkh BAP-NAA dozlarimn S.rivularis bitkisinin 1. Koltuk alti
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon oram | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F
BAP 5 138,88 | 0,308 | 58,18 3,77 0,26 8,89
Hata 12 | 451,38 - 15,41 - 0,03 -
Genel Toplam | 17 - - - - - -

**p<0,01 dlizeyinde 6nemli; 6s 6nemsiz

Cizelge 4.10°da gordiigiimiiz sonuglar ise siirgiin rejenerasyonuna farkli oranlardaki BAP
hormonu ve 0,20 NAA hormonunun etkisi 6nemsiz oldugu hesaplanmistir. Eksplant bagina
siirgiin sayist ve siirgiin uzunluguna hormon oranlarmin etkisi ise p<0,00/ oneme sahip
oldugu gozlemlenmistir. Meydana gelen bu farkli degerlerin 6nem dereceleri yapilan Duncan

testi sonucunda belirlenmistir (Cizelge 4.11.).
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Cizelge 4.11. Kati ortamda farklh BAP+0,20 NAA dozlarimin 8. rivularis bitkisinin 1. Koltuk alti
Eksplantindan siirgiin rejenerasyonu

BAP | NAA | Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
(mg/l) | (mg/l) orani (%)* siirgiin sayisi (adet)” (cm)”
0,05 | 0,20 75,00 6,24° 0,79
0,10 0,20 75,00° 12,27 0,98°
0,20 0,20 75,00° 14,61° 1,06™
0,40 | 0,20 75,00 6,12° 1,25
0,80 0,20 58,33" 15,61° 1,22°
MS 75,00 6,78 1,65°

**Ayni sttunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 dlizeyinde 6nemlidir.
*Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.11°e bakildiginda Duncan testi sonucu elde ettigimiz bu verilere bakildiginda 0,80
BAP+0,20 NAA oraninda hormon bulunan ortam disindaki tiim ortamlardaki siirgiin

rejenerasyon orant %75 olarak bulunmustur.

Eksplant bagina siirgiin sayisina bakildiginda farkli oranlarda hormon degerlerinde 6,12-15,61
arasinda degerler elde edilmistir. En yiiksek eksplant basmna 15,61 adet siirgiin 0,80
BAP+0,20 NAA oraninda hormon igeren ortamda tespit edilmistir.

Farkl1 oranlarda BAP ve 0,20 NAA igeren ortamlarda 0,79-1,65 cm uzunlugunda bitkiler elde
edilmistir. En uzun bitkilerin (1,65 cm) ise hormon icermeyen MS ortaminda gelistigi

gozlemlenmistir.

Sekil 4.7. 1. Koltukalt1 eksplantinda BAP+NAA igeren ortamda siirgiin olusumu (a) iki haftalik kallus
olusumu (b) dort haftalik siirgiinler (c) yedi haftalik siirgiin olusumlari.
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4.3.3. Kati BAP+NAA Ortaminda S.rivularis Bitkisinin 2.K.A. Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyonu

Elde edilen steril bitkilerden 2.K.A. eksplant1 kesilerek alinip farkli dozlarda BAP hormonu
ile 0,20 mg/l NAA bulunan ortamlara aktarilmistir. 2 hafta sonra kallus olusumu 3.haftanin
sonunda da siirgiin olusumlar1 gozlenmistir (Sekil 4.8.a-b). 7.haftanin sonunda ise kok
olusumlar1 goriilmiistiir. 8.haftanin sonunda deneme sonlandirilip (Sekil 4.8.c.), silirgiin
rejenerasyonu elde ederken ortaya ¢ikan sonuglar verilen varyans analiz tablosunda

goriilmektedir (Cizelge 4.12.)

Cizelge 4.12. Kati ortamda farkh BAP+0,20mg/l NAA dozlarimin S. rivularis bitkisinin 2.K.A.
eksplantindan siirgiin rejenreasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon orami | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F
BAP 5 ] 222,22 1,28 31,20 4,90 0,32 397"
Hata 12 173,61 - 6,35 - 0,08 -
Genel Toplam | 17 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli; *p<0,05 diizeyinde dnemli,

Cizelg 4.12°te gorildiigl iizere varyans analizi sonucunda siirgiin rejenerasyon sonuglar
p<0,05 6neme sahipken, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu p<0,01 Sneme
sahip oldugu goriilmektedir. Duncan testi sonucu varyans analizinde ¢ikan bu farkliliklarin

onem dereceleri belirlenmistir (Cizelge 4.13.).

Sekil 4.8. BAP+NAA igeren ortamda 2.koltukalt1 Eksplantindan siirgiin rejenerasyonu (a) iki haftalik
stirglinler (b) dort haftalik sonuglar (¢) sekiz haftalik siirgiinler.

24



Cizelge 4.13. Kati ortamda farkh BAP+0,20 NAA oranlarimn S. rivularis bitkisinin 2.K.A.
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna etkisi.

BAP | NAA | Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
(mg/l) | (mg/l) orani (%)* siirgiin sayisi (adet)” (cm)”
0,05 0,20 75,00 8,35ab 1,71%
0,10 | 0,20 75,00 8,65% 0,87°
0,20 0,20 75,00 11,8 1,05b
0,40 | 0,20 75,00 4,99 0,88"
0,80 0,20 58,33 12,50° 0,91b
MS 58,33 5,00 1,12°

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
*Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde dnemlidir.
6s onemsiz

Cizelge 4.13. incelendignde elde edilen verilere gore siirgiin rejenerasyon %58,33-75,00
arasinda kaydedilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 4,99-12,50 adet arasinda farkli degerler
almistir. En 1y1 (12,50 adet) sonu¢ 0,80 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA iceren ortamda
gozlenirken, en diisiilk eksplant basma 4,99 adet siirgiin 0,40 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA
iceren veya MS ortamdan elde edilmistir. Siirglin uzunluguna bakildiginda 0,87-1,71 cm
arasinda degerlerde uzunluklara sahip siirglinler elde edilmistir. En kisa (0,87cm) siirgiinler
0,10 mg/l BAP+0,20 mg/INAA igeren ortamda elde edilirken, en uzun (5,00 cm) siirgilinler

MS ortamda meydana gelmistir.

4.3.4. Kati BAP+NAA Ortaminda S.rivularis Bitkisinin 1.B.A. Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyonu

Sterilizasyon isleminden sonra MS ortaminda cogaltilan bitkilerden kesit olarak 1.B.A.
eksplantlar1 alinip farkli oranlarda BAP ve 0,20 mg/l NAA iceren ortamlara aktarilmistir.
1.B.A.eksplantinda diger eksplantlara gore daha ge¢ kallus ve slirgiin olusumlari
gozlemlenmistir. Kallus olusumu 3. haftanin sonunda, siirgiin olusumu ise 5.haftanin sonunda

gozlenmistir(Sekil 4.9.b.).

8 haftanin sonunda yaptigimiz c¢alismalar sonucu elde ettigimiz sonuclarin siirgiin
rejenerasyon orani, eksplant bagmna silirgiin sayis1 ve siirgin uzunlugu varyans analizi

cizelgede gosterilmistir (Cizelge 4.14.).
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Cizelge 4.14. Kat1 ortamda farkh BAP+0,20 mg/l NAA dozlarimin 8. rivularis bitkisininl.B.A.

eksplantindan siirgiin rejenreasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon orami | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F

BAP 5 | 388,88 2,24 27,59 | 34,16 0,09 7,90
Hata 12 173,61 - 0,80 - 0,012 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

**p<0,01 diizeyinde 6nemli; *p<0,05 diizeyinde dnemli,

Cizelge 4.14’te verilen varyans analizine bakildiginda siirgiin rejenerasyon oraninda p<0,05
oneme sahip oldugunu gézlemlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugunda

ise p<0,01 oraninda 6neme sahiptir. Ortaya ¢ikan bu etkilesimin 6nem diizeyi yapilan Duncan

testiyle belirlenmistir (4.15.).

Sekil 4.9. 1.bogum aras1 eksplantinda BAP+NAA iceren ortamda siirgiin rejenerasyonu (a) ii¢ haftalik
stirglin olusumu (b) alt1 haftalik siirgiin olusumu (c) sekiz haftalik siirgiin olusumu

Cizelge 4.15 Kati ortamda farkh BAP+0,20 NAA oranlarimin S. rivularis bitkisinin 1.B.A.
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna etkisi.

BAP | NAA | Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
(mg/l) | (mg/l) orani (%) siirgiin sayisi (adet)” (cm)”
0,05 | 0,20 75,00 4,76% 0,83
0,10 | 0,20 58,33° 11,37° 0,86
0,20 | 0,20 58,33 10,57° 1,11°
0,40 0,20 50,00° 5,84° 0,83
0,80 | 0,20 50,00" 7,53 0,66
MS 75,00 4,11¢ 1,10°

** Ayni1 siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde énemlidir.

Verilen ¢izelge 4.15.e gore siirgiin rejenerasyonu %50,00-75,00 arasinda degerler almistir.

Eksplant basina siirgiin sayisindaki degerler ise en diisiik 4,11 MS ortamda elde edilirken, en
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yiiksek deger ise 11,37 0,10 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA igeren ortamda gozlenmistir. Stirgiin
uzunlugu 0,83-1,11 cm arasinda degerler almis olup, en kisa (0,66 cm) siirgiin 0,80 mg/l
BAP+0,20mg/l NAA iceren ortamdan elde edilirken en uzun (1,11 cm) siirgiinler 0,20 mg/1
BAP+0,20 NAA MS ortamdan goriilmiistiir.

4.3.5. Kati BAP+NAA Ortaminda S.rivularis Bitkisinin 2.B.A. Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyonu

Sterilizasyon calismalar1 sonucunda elde edilen bitkilerden 2.B.A. eksplnatlar1 kesilerek 0,05,
0,10, 0,20, 0,40 ve 0,80 mg/l oraninda BAP hormonu ve 0,20 NAA igeren ortamlara
aktarilmistir. Bunun yaninda kontrol olarak MS ortami da kullanilmistir. 2.B.A.arasi
eksplantinda kallus olusumu ve siirgiin olusumu diger eksplantlarimiza gore (slirgiin ucu,
1.K.A. ve 2.K.A.) daha ge¢ olusmustur. Kallus olusumu 3.haftanin sonunda gézlemlenirken
stirgiin olusumu yine 5.haftada gézlemlenmistir. 7. haftanin sonunda biitiin eksplantlarimizda

oldugu gibi kok olusumuna rastlanmistir. Siirgiin rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin

say1s1 ve siirgiin uzunluguna ait veriler varyans analizinde tabloda gosterilmistir (4.16.).

Cizelge 4.16. Kati1 ortamda farkh BAP+0,20mg/l NAA dozlarimn S. rivularis bitkisinin 2.B.A.
eksplantindan siirgiin rejenreasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon orami | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F
BAP 5 | 30555 | 2,93 22,18 | 2420 0,09 2,867
Hata 12 104,16 - 0,91 - 0,03 -
Genel Toplam | 17 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.16’ya gore varyans analizi verilerine bakildigi zaman siirgiin rejenerasyon orant,

eksplant basina siirgiin sayis1 ve slirgiin uzunlugu p<0,01 6neme sahiptir. Bu sonuglara gore

alinan

degerlerin

belirlenmistir(Cizelge 4.17.).

Oonem dereceleri

yapilan
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Cizelge 4.17. Kati ortamda farkhh BAP+0,20 NAA oranlarimin S. rivularis bitkisinin 2.B.A.
eksplantindan siirgiin rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunluguna etkisi.

BAP | NAA | Siirgiin rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
(mg/l) | (mg/l) orani (%) siirgiin sayisi (adet)” (cm)”
0,05 0,20 50,00° 5,76 1,15
0,10 | 0,20 66,66™ 7,04° 1,02°
0,20 0,20 50,00° 11,93* 1,04°
0,40 | 0,20 66,66™ 5,03° 0,69
0,30 0,20 75,00° 5,76 0,87%
MS 58,33% 4,48° 1,13°

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
*Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde énemlidir.

Czesge 4.17°ye bakildiginda Duncan testi sonucunda siirglin rejenerasyon %50,00-75,00
arasinda degerler almaktadir. En 1yi sonu¢ 0,80 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA bulunan ortamda
gozlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 4,48-11,93 adet arasindadir. En fazla eksplant
basina siirgiin 0,20 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA iceren ortamda bulunurken, en diisiik 4.48 adet
MS ortamdan elde edilmistir. Siirglin uzunlugu degerleri de farklilik gosterirken, 0,69-1,15
cm uzunlugunda siirgiinler elde edilmistir. En uzun (1,15 cm) siirgiinler 0,05 mg/l BAP+0,20
mg/l NAA oraninda hormon bulunan ortamda goriilmektedir. Buna karsi en kisa (0,69 cm)

sirgiinler 0,40 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA ortamdan elde edilmistir.
4.4. Farkh TDZ Oranlarinda Siirgiin Rejenerasyonu

4.4.1. Kati TDZ Ortamda S.rivularis Bitkisinin Yaprak Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyon Calismas

Steril bitkilerden yaprak eksplantlar1 kesilerek farkli oranlarda TDZ (0,05-0,80 mg/l)
hormonu igeren ortamlara aktarilmistir. 2.haftanin sonunda kallus olusumu goézlenmistir
(Sekil 4.10.a.). Bunun icin MS ortami ile 0,25 GA3 ve 0,50 GA3 bulunan ortamlara
almmistir. Bu ortamlara aktarimdan bir hafta sonra eksplantlarda siirgiin gelisimleri
gozlenmeye baslamistir. Sonraki 5. haftanin sonunda kdk olusumu da goézlenmistir. 9 haftanin
sonunda siirgiin rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu verileri

almarak varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.18.).
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Sekil 4.10. TDZ igeren ortamda siirgiin olusumlar1 (a) iki haftalik siirgiinler (b) dokuz hafta sonra
kalluslardan siirgiin gelisimi.

Cizelge 4.18. Kati1 ortamda farkh TDZ dozlarimn S.rivularis bitkisinin yaprak eksplantindan
siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Eksplant Basina Siirgiin Uzunlugu
VK SD Rejenerasyon Siirgiin Sayis1 (cm)
Oram (%) (adet)

KO F KO F KO F
BAP 5 | 430,556 0,92 76,581 | 66,592** | 0,247 16,725%*
Hata 12 | 472,222 - 1,150 - 0,015 -
Genel 17 - - - - - -
Toplam

**p<0,01 diizeyinde 6neml

Cizelge 4.18.’de goriildiigi lizere siirglin rejenerasyon orant énemsiz bulunurken, eksplant
basma siirglin sayisi ve sirglin uzunlugu p<0,01 oraninda 6neme sahiptir. Olusan bu

farklilarin 6nem diizeyi yapilan Duncan testi sonucu ortaya konulmustur (Cizelge 4.19.)

Cizelge 4.19.”a bakildiginda siirgiin rejenerasyon orani1 %50-75 arasinda kaydedilmistir. Tiim
MS ortamlarda 0,25 veya 0,50 mg/l GA3 igeren ortamlara gore daha az siirgiin rejenerasyonu
kaydedilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 bakildiginda 8,60-27,30 adet arasinda elde
eilmistir. En diisiik 8,60 adet eksplant basina siirgiin 0,10 mg/1 TDZ igeren ortamdan almarak
0,50 mg/l GA3 igeren ortamlara aktarilarak goériilmiistiir. Buna karsi, en yiiksek eksplant
basina siirgiin ise 0,05 mg/l TDZ igeren ortamdan sonra 0,50 mg/l GA3 igeren ortamdan elde
edilmistir. Genel olarak her hangi TDZ ortamindan alinan eksplantlar daha sonra MS ve 0,50
mg/1 0 GA3 igeren ortamda daha yiiksek miktarda siirgiinler elde edilmistir. Stirglin uzunlugu
bakildiginda 0,95 ile 1,99 cm arasinda kydedilirken en uzun siirgiinler 6nce 0,05 mg/l TDZ va
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daha sonra 0,50 mg/l GA3 igeren ortamda goriilmiistiir. Buna karsi en kisa siirgilinler, ilk
olarak 0,80 mg/l TDZ ve ardindan 0,50 mg/l GA3 igeren ortamdan elde edilmistir. Genel
olarak, en uzun siirgiinler 0,05 mg/l TDZ ortamdan MS veya GA3 iceren ortamlara

aktarildiginda elde edilmistir.

Cizelge 4.19.. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimn S. rivularis bitkisinin yaprak eksplantindan
siirgiin rejenrasyonuna etkisi.

Ortam Alt kiiltiir Rejenerasyon Eksplant Siirgiin
oram (%)” Basina Siirgiin uzunlugu
Sayisi (adet)” (cm)”
0.05 TDZ MS ortami 50,00 20,50° 1,47%
0.25 mg/l GA; 50,00 15,00° 1,70°
0.50 mg/IGA; 75,00 27,30 1,99
0.10 TDZ MS ortami 50,00 17,40 1,32%"
0.25 mg/l GA; 75,00 13,30¢ 1,21°%
0.50 mg/l GA; 75,00 8,60° 1,10%"
0.20 TDZ MS ortami 50,00 14,60° 1,407
0.25 mg/l GA; 75,00 13,40° 1,60
0.50 mg/l GA; 66,60 15,20° 1,50%¢
0.40 TDZ MS ortami 50,00 21,00 1,32%"
0.25 mg/l GA; 75,00 18,30° 0,99¢"
0,50 mg/l GA; 75,00 17,40 1,21°%
0.80 TDZ MS ortami 75,00 20,60° 1,05
0.25 mg/l GA; 75,00 13,60° 1,14%"
0,50 mg/l GA; 75,00 26,50" 0,95"

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
6s onemsiz

4.4.2. Kati TDZ Ortamda S.rivularis Bitkisinin Siirgiin Ucu Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyon Calismasi

S.rivularis bitkisinden siirglin ucu eksplantlar1 alinarak 0,05-0,80 TDZ hormonu igeren
ortamlara yerlestirilmistir. 2 haftanin sonunda kallus olusumlarma rastlanmistir (Sekil
4.11.a.). Sonrasinda kalluslar da siirgiin olusumu goézlenemedigi icin MS, 0,25 GA; ve 0,50
GA; bulunan ortamlara aktarilmistir. Aktarimdan 1 hafta sonra siirgiin gelisimleri meydana
gelmistir (Sekil 4.11.b.). 4. Haftanin sonunda ise kok olusumu gerceklesmistir. 8 haftanin
sonunda deneme sonlandirilarak siirgiin rejenrasyon orani, eksplant bagina siirgiin sayis1 ve

stirglin uzunlugu verileri alinarak varyans analizi uygulanmistir (Cizelge 4.20.).

30



Sekil 4.11. Siirgiin ucu eksplantindan TDZ igeren ortamlarda siirgiin rejenerasyonu (a) kallus olusumu
(b) olusan kalluslar MS, 0,25 ve 0,50 GA; ortamlarina aktarildiktan sonra siirgiin geligimi.

Cizelge 4.20. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimn S.rivularis bitkisinin siirgiin ucu
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin
VK SD rejenerasyon siirgiin sayis1 (adet) uzunlugu
orani (%) (cm)

KO F KO F KO F
TDZ 14 928,57 | 4,46** 188,60 | 80,50** 0,101 51,45%*
Hata 30 208,33 - 2,34 - 0,002 -
Genel 44 - - - - - -
Toplam

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.20. incelendiginde yapilan analiz sonucu elde ettigimiz c¢izelge de siirglin
rejenerasyonu, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu p<0,0/ oraninda 6neme
sahip olduklar1 goriilmistiir. Goriilen farkli degisimlerin dnem diizeylerini yapilan Duncan

testi sonucu belirlenmistir (Cizelge 4.21.).

Cizelge 4.21. incelendiginde %350-100 arasinda siirgiin rejenerasyonu goriilmistiir. Tim
hormon oranlarinda en yiiksek rejenrasyon 0,50 mg/l GAjs igeren ortamda gdzlenmistir.
Eksplant basina siirgiin sayis1 yine tiim oranlara baktigimizda en iyi sonucun (24,5-44,5 adet
)0,50 mg/l GA; igeren ortamda meydana geldigi kaydedilmistir. En iyi siirgiin uzunlugu 0,20
mg/l1 TDZ hormonlu 0,25 mg/l1 GAj igeren ortamda goriilmiistiir. En kisa siirglinler 0,80 mg/1
TDZ hormonlu 0,25 GAjigeren ortamdan elde edilmistir.
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Cizelge 4.21. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimn S. rivularis bitkisinin siirgiin ucu
eksplantindan siirgiin rejenrasyonuna etkisi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin
Ortam Alt Kiiltiir rejenerasyon siirgiin sayisi uzunlugu
orani (%)** (adet)** (cm)**
MS ortami 50,00° 16,50 1,03¢"
0.05TDZ  0.25 mg/l GA; 75,00%° 17,20°"% 1,13%f
0.50 mg/l GA; 100,00° 28,50 1,48
MS ortami 75,00™ 14,508 1,47
0.10 TDZ  0.25 mg/l GA; 50,00° 15,008 1,09¢
0.50 mg/l GA; 100,00 44,50° 1,10%"
MS ortami 75,00™ 14,60¢ 1,14%
020 TDZ  0.25 mg/l GA; 75,00% 16,40 1,52°
0.50 mg/l GA; 75,00%° 26,00 1,14%
MS ortami 75,00™ 14,60¢ 1,18¢
0.40 TDZ  0.25 mg/l GA; 100,00 23,75° 1,32¢
0.50 mg/l GA; 100,00° 24,50° 1,05
MS ortami 75,00™ 20,507 1,41°
0.80 TDZ  0.25 mg/l GA; 100,00° 19,25% 0,96"
0.50 mg/l GA; 100,00° 18,25%" 1,07°"

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
*Aymi siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde dnemlidir.

4.43. Kati TDZ Ortamda S.rivularis Bitkisinin 1. K.A. Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyon Calismasi

Elde ettigimiz steril bitkilerden 1.K.A. eksplant1 alinarak igerisinde farkli oranlarda (0,05-
0,80) TDZ hormonu bulunan ortamlara aktarilmigtir. Kallus olusumlar1 2 hafta sonra
gozlenmeye baslanmistir (Sekil 4.12.a.). Diger eksplantlarda yapilan ¢alismalarda oldugu gibi
yine siirgiin gelisimi gozlenememis ve MS, 0,25 GA; VE 0,50 GA; bulunan ortamlara
aktarilmistir. 1 hafta sonrasinda siirglin gelisimleri meydana gelmeye baslamistir (Sekil
4.12.b.). 3 hafta sonrasinda kok olusumlar1 goézlenmistir. Deneme 8 haftanin sonunda
bitirilerek silirgiin Rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu

verileri hesaplanarak varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.22.).
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Sekil 4.12. 1.koltukalt1 eksplantindan TDZ igeren ortamlarda siirgiin olusumlari (a) kallus olusumlari
(b) kalluslardan siirgiin gelisimi.

Cizelge 4.22. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimin S.rivularis bitkisinin 1.Koltukalti
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD | rejenerasyon oram siirgiin sayisi (cm)
(%) (adet)
KO F KO F KO F
TDZ 14 | 589,286 | 1,788" | 201,359 | 68,929 | 0,205 | 14,028
Hata 30 333,333 - 2,921 - 0,015 -
Genel Toplam | 44 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.22. incelendiginde siirgilin rejenerasyonu, eksplant bagina siirgiin sayist ve siirglin
uzunlugu p<0,0/ oraninda Oneme sahip olduklar1 gorilmiistiir. Meydana gelen farkli

degisimlerin 6nem diizeylerini yapilan Duncan testi sonucu belirlenmistir (Cizelge 4.23.).

Cizelge 4.23.’¢ bakildiginda siirgiin rejenerasyonu %350-100 arasinda degerler aldig:
goriilmistiir. Tiim oranlara bakildiginda en 1iyi siirgiin rejenerasyon degerlerine 0,50 GA;
bulunan ortamlarda gozlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayisina bakildiginda 9,50-39,25
adet arasinda degerlere rastlanmistir. En iyi eksplant bagina siirgiin sayis1 0,10 mg/1 oraninda
TDZ bulunan ortamda ve 0,50 GAj; igeren ortamda goriilmiistiir. Siirgiin uzunlugu degerleri
ise 0,57-1,68 cm) arasinda degerler almistir. 0,05 TDZ hormonu ve 0,50 GAj; igeren ortamda

en iyi slirgiin uzunlugu (1,68) elde edilmistir.
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Cizelge 4.23. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimn S. rivularis bitkisinin 1.Koltukalt
eksplantindan siirgiin rejenrasyonuna etkisi.

Ortam Alt kiiltir Rejenerasyon  Eksplant basina Siirgiin
orani siirgiin sayisi uzunlugu
(%) (adet)” (cm)”
0.05 TDZ MS ortami 75,00%° 18,50 1,25%"
0.25 mg/l GA; 50,00° 21,00¢ 0,57¢
0.50 mg/l GA; 75,00%° 29,00 1,68
0.10 TDZ MS ortami 75,00%° 14,30" 1,30%%"
0.25 mg/l GA; 75,00% 26,40d 1,43
0.50 mg/l GA; 100,00° 39,25° 1,50*
0.20 TDZ MS ortami 75,00%° 14,25 1,63%
0.25 mg/l GA; 75,00%° 9,50" 1,39%
0.50 mg/l GA; 75,00%° 15,47%" 1,35%
0.40 TDZ MS ortami 75,00% 22,00° 1,157
0.25 mg/l GA; 100,00° 17,008 1,45
0.50 mg/l GA; 100,00 23,205° 1,27°%"
0.80 TDZ MS ortami 75,00%° 30,50b° 1,24%"
0.25 mg/l GA; 75,00%° 33,00° 1,40%
0.50 mg/l GA; 100,00 17,25% 1,10"

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
*Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde dnemlidir.

4.44. Katt TDZ Ortamda S.rivularis Bitkisinin 2.K.A. Eksplantindan Siirgiin

Rejenerasyon Calismasi

2.K.A. eksplantlar1 bitkilerden kesilerek alinip 0,05-0,80 TDZ hormonu igeren ortamlara
yerlestirilmistir. Kallus olusumlar1 2 haftani sonunda gozlenmeye baslamistir (Sekil 4.13.a.).
Kalluslarda siirgiin gelisimi gozlenmeyince MS, 0,25 GA; ve 0,50 GAj; bulunan ortamlarda
gelisimleri izlenmistir. 2 hafta sonra siirgiin gelisimleri gozlenmistir (Sekil 4.13.b.). 4 haftanin
sonunda bitkiler kok olusumlar1 meydana gelmistir. 8 haftanin sonunda deneme
sonlandirilarak siirglin rejenerasyon orani, eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu

varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.24.).
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Sekil 4.13. TDZ igeren besin ortamlarinda siirgiin olusumlari (a) kallus olusumu (b) olusan kalluslarin
MS, 0,25 ve 0,50 GA; iceren ortamlara aktarildiktan sonra siirgiin gelisimleri.

Cizelge 4.24. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimn S.rivularis bitkisinin 2.Koltukalti
eksplantindan siirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi.

Siirgiin Eksplant basina Siirgiin uzunlugu
VK SD rejenerasyon orani | siirgiin sayisi (adet) (cm)
(%)
KO F KO F KO F
TDZ 14 500,00 | 2,007 | 283,170 | 281,512 | 0,212 | 22,146
Hata 30 250,00 - 1,006 - 0,010 -
Genel Toplam | 44 - - - - - -

**p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.24.e gore siirgiin Rejenerasyon orani, eksplant basina silirgiin sayisi ve siirgiin
uzunlugu p<0,01 oraninda 6neme sahip oldugu goriilmiistiir. Meydana gelen degisimlerin

onem diizeyleri yapilan Duncan testi ile ortaya konmustur (Cizelge 4.25.)
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Cizelge 4.25. Kati ortamda farkh TDZ dozlarimn S. rivularis bitkisinin 2.Koltukalti
eksplantindan siirgiin rejenrasyonuna etkisi.

Ortam Alt kiiltir Rejenerasyon Eksplant basina Siirgiin
orani (%) siirgiin sayisi uzunlugu
(adet)” (cm)”
0.05 TDZ MS ortami 75,00° 25,25¢ 1,83
0.25 mg/l GAs 100,00° 16,008 1,34%
0.50 mg/l GAs 100,00° 39,16° 1,76
0.10 TDZ MS ortami 75,00° 18,00 1,43
0.25 mg/l GA; 100,00° 26,25¢ 1,33
0.50 mg/l GA; 100,00° 38,50° 1,30
0.20 TDZ MS ortami 75,00° 20,30° 1,08
0.25 mg/l GA; 75,00° 16,60 1,04
0.50 mg/l GA; 75,00° 22,00° 0,86°
0.40 TDZ MS ortami 75,00° 21,30° 1,30
0.25 mg/l GA; 100,00 24,75¢ 1,21°%
0.50 mg/l GA; 100,00 20,75° 1,12%"
0.80 TDZ MS ortami 75,00° 49,60° 0,96
0.25 mg/l GA; 100,00 30,75¢ 1,12%f
0.50 mg/l GA; 100,00° 18,25 1,30

** Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.
*Aymi siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,05 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.25.’¢ bakildiginda siirgiin rejenerasyon orani %75-100 arasinda gozlenmistir. En iyi1
rejenerasyon 0,25 GAjz ve 0,50 GAj ortamlarinda goriilmiistiir. Eksplant basina siirgiin sayis1
16,60-49,60 adet arasinda gozlenmistir. En fazla siirgiin sayis1 biitiin hormon oranlarinda 0,50
GA; igeren ortamda goriilmiistiir. Siirgiin uzunlugu 0,86-1,83 cm arasinda degerleralmistir. En

uzun siirgiin MS ortamlarindan elde edilmistir.
4.5. Biiyiime ve Gelisme icin En Uygun Ph’n Belirlenmesi

In vitro kosullarda cogaltilan bitkiler, yasamlar1 icin en uygun pH ortammi belirlemek
amaciyla boylar1 6l¢iiliip bogum aralar1 sayuldiktan sonra distile su 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
9,00 ve 10,00 pH olarak ayarlandiktan sonra igerisinde akvaryum kumu yerlestirilmis
kavanozlara aktarilmistir. Her kavanoza rastgele secgilen 4’er bitki yerlestirilmistir.
Kavanozlardaki bitkiler 4 hafta boyunca bekletilmistir. Deneme sonlandirilip bitkilerin boy

uzunlugu ve bogum aralar1 sayilip en uygun pH degeri tespit edilmistir.
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Cizelge 4.26. Farkh pH’lar da su iceren cam kavanozlarda bitkilerin dort hafta sonunda

boyunda ve bogum arasi sayilarinin artisi.

pH Uzunluk 3 Hafta Fark Bogum 3 Hafta Fark
(cm) sonraki (%100) arasi sonraki (%100)
uzunlugu sayilar sayilar
(cm)
4.00 6,20 11,30 82,25 8,00 13,50 68,75
5,00 6,50 9,50 46,15 7,50 11,25 50,00
6,00 6,10 12,30 100,00 8,25 12,75 54,54
7,00 5,80 13,25 128,44 10,6 16,25 56,50
8,00 5,70 8,25 44,73 6,25 10,50 68,00
9,00 6,30 7,75 23,01 8,30 9,50 14,45
10,00 5,60 7,00 35,65 7,30 7,50 2,74

Cizelge 4.26’ya bakildiginda dort hafta sonunda bitkilerin farkli pH degerlerinde boy

uzunluklar1 ve bogum arasi sayilarinda artis oldugu gozlenmistir. Boy uzunlugu en fazla

%128,44 olarak pH’s1 7,00 olan kavanozdaki bitkilerde goriilmiistiir. En az biiyiime pH

9,00°da gozlenmistir. En fazla bogum aras1 sayis1 %68,75 olarak pH 4.00’de goriilmiistiir. En

az bogum arasi sayisi ise pH 10,00°da gozlenmistir.

Sekil. 4.14. pH 7.00 da gelisim gdsteren bitkiler.
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5. TARTISMA ve SONUC

Akvaryum bitkisi olan S. rivularis’in g¢ogaltimi icin yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalarinda,
bitkinin farkl eksplantlar1 (siirglin ucu, 1. koltukalti, 2. koltukalt1 1. bogum arasi, 2. bogum
arasi ve yaprak) kullanilmistir. Bu eksplantlar1 farkli oranlarda BAP, NAA ve TDZ igeren

ortamlara aktarimistir.

In vitro kosullarda siirgiin olusumu icin bitkilerin mantar, bakteri ve benzeri organizmalardan
eksplantlarin yilizeysel olarak uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in yapilan caligmalarda
farkli oranlarda H,O; ve ¢amasir suyu kullanilmistir. %10, 20, 30 oraninda H,O; oranlarinda
5,7,8 ve 10 dk sterilizasyon gerceklestirilmistir. %5 ve 10 oranlarinda ise ¢amasir suyu 5’er
dk uygulanmistir. Sonug olarak en iyi sonuglar %10 oraninda Hipo ile 5 dk boyunca yapilan
sterilizasyon isleminden elde edilmistir. H,O, ile yapilan sterilizasyon isleminde %10

oraninda 10 dk yapilan ¢aligmadan elde edilmistir.

Farkli oranlarda BAP hormon denemelerinde siirgiin ucu eksplantinda en fazla (%75) siirgiin
rejenerasyonu 0,10 mg/l BAP iceren ortamdan elde edilmistir. Dandin ve Murthy (2012) ise 1
uM BAP’Li ortamda maksimum siirgiin rejenerasyonunu %83 olarak kaydetmislerdir. S.
rivularis bitkisinin stirglin ucu eksplantinda farkli BAP oranlarinda siirgiin uzunlugu 1,87 cm
olarak 0,80 mg/l BAP igeren ortamda tespit edilmistir. 1.koltukalt1 eksplantinda farkli BAP
oranlarma bakildiginda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %75 olarak hesaplanmstir. L.repens
ile ¢alisma yapan Oztiirk (2002), 0,10, 0,20 ve 0,30 mg/l BAP ve 0,10 mg/l NAA iceren
ortamlarda siirgiin sayisin1 swrasiyla; 3,69, 4,75 ve 5,36 adet olarak bildirmistir. Bu tez
kapsaminda eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 12,90 adet olarak 0,80 mg/l BAP igeren
ortamdan elde edilmistir. En uzun siirgiin 0,05 mg/l BAP iceren ortamda 1,63 cm oldugu
gozlenmistir. Adventif siirgiin olarak 1.bogum arasiyla yapilan c¢alismada siirgiin
rejenerasyonu en yiiksek %66,60 oraninda elde edilmistir. Calismamizda eksplant bagina en
fazla siirgiin sayist 0,80 mg/l BAP igeren ortamda 12,50 adet siirgiin elde ederek
kaydedilmigstir. Tiim oranlar arasinda kiyaslayinca 2,66-12,50 arasinda degisen degerlere
rastlanmaktadir. En uzun siirgiin 1,63 cm uzunlugunda 0,20 mg/l BAP igeren ortamdan elde

edilmistir.

Farkli oranlarda BAP ve 0,20 mg/l NAA igeren ortamlarda siirgiin ucu, 1.koltukalti,

2.koltukalti, 1,bogum arast ve 2.bogum arasi eksplantlartyla ¢calismalar yapilmistir. Siirgiin
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ucu, 1, koltukalti ve 2.koltukalt1 eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu %75 olarak
gozlenmistir. Sumlu (2009), Rotala macandra’nin birinci ve ikinci nodal eksplantlarinin
oldugu sivi MS ortaminda siirgiin rejenarasyonun olmadigini1 goérmiis, 0,25 mg/L BAP+0,50
mg/L NAA ve 0,50 mg/L. BAP+0,50 mg/L NAA igeren kat1 MS ortamlarinda 4 hafta sonra
stirgiin olusumlar1 elde etmistir. Bu tez ¢alisma kapsaminda siirgiin ucu eksplantinda en fazla
stirgiin sayis1 0,20 mg/l BAP ve 0,20 mg/l NAA ortamindan elde edilmistir. 0,80 mg/l BAP ve
0,20 mg/l NAA iceren ortamda 1.koltukalt1 ve 2.koltuklatieksplantlarindan en fazla siirgiin
elde edilmistir. . Karatas ve ark. (2013b), B. monnieri bitkisinin farklt bogum aras1 ve yaprak
eksplant1 ile yaptigi c¢ogaltim ¢alismasinda BAP-NAA igeren ortamda %100 siirligiin
rejenerasyonu gozlendigi bildirilmistir. 1. ve 2. bogum arasi eksplantlarinin farkli BAP ve
0,20 mg/l NAA igeren ortamda yapilan ¢alismalar kiyaslandiginda en yiiksek %75 siirgiin
rejenerasyon orani tespit edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayilar1 ise sirasiyla en fazla 11,37
ve 11,93 adet olarak tespit edilmistir. En uzun siirgiinler 1.bogum aras1 eksplanti
kullanilarak0,20 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA iceren ortama 1,11 cm olarak, 2.bogum arasi
eksplantinda 0,05 mg/l BAP+0,20 mg/l NAA igeren ortamda 1,15 cm olarak belirlenmistir.
Karatas ve ark. (2013)’da B. monnieri bitkisinin bogum arast ve yaprak eksplantlar

kullanarak BAP-NAA iceren ortamlarda kallus olusumunu rapor etmislerdir.

Yaprak, siirgiin ucu, 1.koltukalt1 ve 2.koltukalt1 eksplantlar1 kullanilarak farkli oranlarda TDZ
(0,05.0,10,0,20,0,40 ve 0,80 mg/l) kullanilarak calismalar yapilmistir. Ancak TDZ
ortamlarina aktarilan eksplantlarda kallus olusumlar1 gozlenmis olup, kalluslarda siirgiin
gelisimi goriilmemistir. Bunun iizerine olusan kalluslar MS, 0,25 ve 0,50 mg/l GA; igeren
ortamlara aktarilmistir. Yaprak eksplantinda en iyi siirgiin rejenerasyon yiizdesi %75 oraninda
goriilmiistiir. En fazla eksplant basina siirglin sayis1 (27,30 adet) 0,05 TDZ hormonu i¢indeki
bitkilerden 0,50 GAjz bulunan ortamdan elde edilmistir. Yaprak eksplantiyla yapilan ¢alismada
en uzun stirgiinler (1,99 cm) 0,05 TDZ hormonunda 0,50 GAj igeren ortamlarda gozlenmistir.
Akvaryum bitkilerin adventif siirglin rejenerasyonu i¢in Nymphaea (Jenks ve ark., 1990), H.
auriculata (Panigrahi ve ark., 2006), R. macaranda (Sumlu, 2009) ve B. monnieri (Karatas ve
ark., 2013) bitkilerinden alinan yaprak eksplantlar1 basariyla kullanilmistir. Siirgiin ucu
eksplantiyla TDZ hormonunda yapilan denemelerde siirgiin rjenerasyon %100’°e ulagmistir.
Eksplant basmna siirgiin sayist 0,10 TDZ iceren hormon ortamindan 0,50 GAj; ortamina
aktarilan bitkilerde en fazla (44,5 adet) siirgiin elde edilmistir. En uzun siirgiinler ise 0,20

TDZ igeren ortamdan 0,25 GAj iceren ortama aktarilan bitkilerde goriilmiistiir. Dogan (2013),
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in vitro siirgiin rejenerasyonu icin C. demersum’un siirglin ucu, birinci ve ikinci koltukalt1
meristem eksplantlarin1 0,10, 0,20, 0,40 ve 0,80 mg/L TDZ, 0,10 mg/L IBA ve 0,10 mg/L
GA; kombinasyonlarini iceren MS besi ortaminda sekiz hafta boyunca kiiltiirde birakilmstir.
1. ve 2.koltukalt1 eksplantiyla yapilan ¢alismalarda en yiiksek siirgiin rejenersyonu %100°diir.
Eksplant basina olusan siirgiin sayis1 sirastyla 0,10 mg/l TDZ hormonundan 0,50 GA;
aktarilan bitkilerde 39,25 adet, 0,80 mg/l TDZ hormonundan MS besi ortamma aktarilan
bitkilerde 49,60 adet seklinde oldugu goriilmiistiir. 1.koltukalt: eksplantinda en uzun siirgiin
1,63 cm olarak 0,20 mg/l TDZ bulunan ortamdan MS besi ortamina alinan bitkilerde
gozlenmistir. 2.koltukalt1 eksplant1 siirgiin uzunlugu en 1iyi (1,83 cm) 0,05 mg/l TDZ bulunan

ortamdan MS ortamina aktarilan bitkilerden elde edilmistir.

Yapilan biitiin ¢alismalarda kok olusumlar1 gozlendigi i¢in koklendirme denemesi
yapilmamistir. Ciftgcioglu (2013), R.rotundifolia bitkisinde yapilan ¢alismalarin taamimda kok

olusumu gozlendigi i¢in ayr1 bir kdklendirme denemesi uygulanmamastir.

Yapilan adaptasyon g¢alismasinda en iyi boy uzunluk farki %128,44 olarak pH 7,00 olan
bitkilerin bulundugu ortamdan elde edilmistir. En fazla bogum arasi1 sayist %68,75 olarak pH

4,00 ortaminda gozlenmistir.

In vitro kosullarda elde edilen bitkiler ¢esme suyu bulunan akvaryumda dis ¢evre kosullaria
adaptasyona alinmistir. Bitkilerde iki hafta icerisinde boy uzamasi ve gelisim gorilmiistiir.

Herhangi bir ¢evre kosulundan etkilenmeden gelisimlerine siirdiirmiislerdir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuclar, uygulamaya yonelik ¢ok onemli dir ve Tirk
arastiricilara yol gosterici olacak ve bu anlamda bilimsel anlamda onemli katkilar

saglanmaktadir.

Sonug olarak bu tez calismasinda diinya ve 6zellikle Tiirkiye i¢in ekonomik degere sahip olan
S. rivularis bitkisinde doku kiiltiirii ¢aligmalarin devam etmesi biiylik 6nem tasimakta ve bu
alandaki acigin kapatilmasina yardimci olacaktir. Ayrica, akvatik ve 6zellikle akvaiyumlarda
siis amaciyla kullanilan bitkilerde yapilan doku kiiltlirii caligmalarmin ileride yapilacak ticari
doku kiiltiirii calismalarina yardime1 ve tesvik edici olacagi ve dolayisiyla sektére 6nemli

katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.
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