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OZET

TEZIN BASLIGI: ALEV AGACI (Photinia X fraseri Dress) SUS BiTKIiSININ
MIiKROCOGALTIMINDA SIVI KULTUR VE GECICi DALDIRMA
BiYOREAKTOR SiSTEMLERININ KULLANIMI.

YAZARIN ADI: TUGCE AKBULAK

Diinyada siis bitkilerine olan talep giin gectikce artmaktadir. Ancak, ticari bir siis
bitkisi olan alev agacinin vejetatif yollar ile ¢ogaltilmasinda kullanilan ¢eliklerde
koklenme sorunlarina rastlanilmaktadir. Vejetatif iiretimde karsilagilan bu zorluklarin
asilmasinda bir¢ok tlirde bitki doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanilmaktadir. Bu
nedenle tezin amaci énemli bir ekonomik degere sahip olan alev agaci bitkisinin
mikrogogaltimi i¢in uygun besiyeri ve bitki bliylime diizenleyicisi i¢eriginin yari-kati
kiiltiir sisteminde belirlenmesi ve optimize edilen besiyeri igeriginin giincel ¢ogaltim

teknikleri olan s1v1 ve gecici daldirma biyoreaktor sistemlerinde de denenmesidir.

Tez kapsaminda oncelikle farkli besiortami igerikleri [MS (Murashige ve Skoog
besiyeri, 1962), WPM (Odunsu bitkilerin ¢ogaltim besiortami; Lloyd ve McCown,
1980), QL (Quoirin ve Lepoivre besiortami, 1977), DKW (Driver ve Kuniyuki
besiortami, 1984)], sitokinin tipleri [BA (6-benziladenin), TDZ (Tidiazuron), KIN
(Kinetin), 2-iP ( 2-izopentiladenin) ] ve miktarlar1 (1, 2, 4 mg 1™") ve ¢esitli karbon
kaynaklar1 (sukroz ve glikoz) ve miktarlar1 (0, 15, 30 g 1'1) yari-kat1 besiortaminda
denenmistir. Alev agacina ait gévde uglarindan en yiiksek proliferasyon (%100) ve
eksplant basina en fazla govde olusumu (3.7) 2 mg 1" BA ve 30 g I sukroz ile
desteklenen yari-katt MS besiortaminda elde edilmistir.

Ayn1 besiortami igerigine sahip sivi kiiltiirlerde ise denenen farkli calkalama
hizlarina (50, 100 ve 200 rpm) bakilmaksizin, olusan govdelerin tiimiinde
vitrifikasyon elde edilmistir. Ancak, vitrifikasyon miktart membran tasiyici destek

sistemi kullanilarak kismen, govde ucu eksplantlarinin gegici daldirma biyoreaktor



sisteminde sivi besiortami ile 24 saatte 1 kez 16 dakikaligina temas etmesi (24s/16”)
ile ise biiyiikk oranda azaltilmig ve biyoreaktorde %80 proliferasyon elde edilmistir.
Olusan gdvdelerde en yiiksek koklenme (%40) 4 mg 1™ IBA (indol-3-biitirik asit) ile
desteklenen yari-kat1 besiortaminda 1 hafta kiiltiirleme ve sonrasinda oksin
icermeyen besiortamina aktarilma ile saglanmistir. Koklenen govdeler daha sonra in

vivo kosullara basariyla iklimlendirilmiglerdir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: USAGE OF LIQUID CULTURE AND
TEMPORARY IMMERSION BIOREACTOR SYSTEMS IN
MICROPROPAGATION OF ORNAMENTAL FRASER PHOTINIA (Photinia

x fraseri Dress.)

AUTHOR: TUGCE AKBULAK

There is an increasing demand to ornamental plants all over the World.
However, problems faced with the rooting of cuttings in the propagation of
ornamental fraser photinia plants. Plant tissue culture techniques are used in several
plant species to overcome such difficulties of vegetative production. Therefore, the
aim of this thesis concerns the identification of optimum medium composition and
plant growth regulator in semi-solid culture together with assessment of optimized
conditions in liquid and temporary immersion culture systems for the

micropropagation of economically important Fraser photinia.

Initially, different media compositions [MS (Murashige and Skoog’s medium,
1962), WPM (Woody Plant Medium; Lloyd and Mcown,1980), QL (Quoirin and
Lepoivre medium, 1977) and DKW (Driver and Kuniyuki Walnut Medium, 1984)],
cytokinin type [BA(6-benzyladenine), TDZ (thidiazuron), KIN (kinetin ) and 2-iP (2-
isopentyl adenine) ] and amounts (1, 2, 4 mg I™") and various carbon sources (sucrose
and glycose) and amounts (0, 15, 30 g I™") were assessed in semi-solid medium. The
highest proliferation rate (100%) and the maximum number of shoots proliferated per
explant (3.7) were obtained in shoot tips of fraser photinia on semi-solid MS medium
supplemented with 2 mg I* BA (6-benzyladenine) and 30 g I"* sucrose. All of the
shoots cultured on liquid culture with this optimum medium composition showed
vitrification irrespective of the tested different shaking speeds (50, 100, 200 rpm).
However, vitrification was slightly decreased with the usage of membran raft system.

Moreover, vitrification was more decreased with immersion of shoot tip explants for



A

16’ in every 24 h (24h/16’) in temporary immersion systems and indeed 80% of
proliferation was obtained. The highest rooting (40%) was achieved in proliferated
shoots on semi-solid medium supplemented with 4 mg I IBA (Indole-3-butyric
acid) for 1 week followed by transfer of the microshoots to auxin-free medium.

Rooted shoots were then successfully acclimatized to in vivo conditions.
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KISALTMA VE SIMGELER

IBA : Indol-3-biitirik asit.
PG : Floroglukinaol.

PGPR: Bitki biiylimesini tesvik edici rizobakteriler (Plant growth-promoting
rhizobacteria).
BA : 6-benziladenin.

WPM: Odunsu bitkilerin ¢ogaltim besiortami1 (Lloyd ve McCown, 1980).
QL: Quoirin ve Lepoivre besiortam1 (Quoirin ve Lepoivre, 1977).
MS : Murashige ve Skoog besiortami (Murashige ve Skoog, 1962).
Na-Alg : Sodyum aljinat.

TCL: ince hiicre katman sistemi.

TIS: Gegici daldirma biyoreaktor sistemi.

MR: Membran tastyici destek sistemi.

ITCL: Boyuna ince hiicre katman sistemi.

tTCL: Enine ince hiicre katman sistemi.

NAA: Naftalen asetik asit.

TDZ: Tidiazuron.

IAA: Indol asetik asit.

PB: Paklobutrazol.

DKW: Driver ve Kuniyuki (1984) tarafindan gelistirilen besiortami.
2-1P: 2- izopentiladenin.

KIN: Kinetin.

G.0.K.: Govde olusturma kapasitesi.
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1.GIRIS

1.1 ALEV AGACI (Photinia X fraseri Dress.)

Alev agaci (Photinia X fraseri Dress.) her dem yesil olan ve 3-5 metreye kadar
uzayabilen odunsu bir siis bitkisidir (Sekil 1.1.). Rosaceae ailesinin bir tiyesi olan bu
tiir, Japonya kokenli Photinia glabra ve Cin kokenli Photinia serrulata arasinda
yapilan bir hibrit bitkidir (Larraburu ve ark., 2007).

60 kadar tiiri olan Photinia genusu Asya, Meksika ve ozellikle endemik
tirlerinin de iginde bulundugu 43 tiirle Cin’de yayilis gosterir. Bu tiirlerden P. glabra
3-4 metreye kadar uzayabilen ve yapraklar1 bronz-kirmizi renkte iken, P. serrulata
6-9 metre uzayabilmektedir. Hem P. fraseri hem de P. glabra’ya oranla daha genis
bir bitkidir ve yapraklari agik yesil-bronz renktedir.

P. fraseri etkileyici yaprak ozellikleri, renkleri, hizli biiylime ozelligi ile
fidecilikte ¢ok tercih edilen bir siis bitkisidir (Kane, 1987). Uzun, diiz ve parlak olan
yapraklar1 soguk kosullara direnglidir ve sahip oldugu yogun kirmizi rengi nedeniyle

en ugtaki yapraklar oldukga dikkat ¢ekicidir (Sekil 1.1B ve C).

Ciceklenme biliyiik terminal kiimecikler halinde bahar aylarinda gerceklesir
(Brickell, 1996; Sekil 1.1D). Cigekler 2-3 hafta dallar siisler. Baharda agan ¢igekleri
takiben kirmizi renkli meyveler sonbaharda goriliir (Lingdi ve Spongberg, 2003).
Yapraklar diiz ve parlaktir. Yeni ¢ikan yapraklar acik kirmizi renklidir ve yapraklar
bu kirmizi rengi 2-4 hafta yesil renge doniinceye kadar korumaktadir (Slater ve ark.,
2007).



Photinia park ve bahgelerde, yol kenarlarinda ¢it ya da siis bitkisi olarak
kullanilir. Hava kirliligine, zayif drenaja, kurak topraklara sahip sehir alanlarinda bile
yetisebilen agactir ( Gilman EF, Watson DG, 1994). Etkileyici yapraklart ve olumsuz
gevre sartlarina olan direnci ile tiiriin ekonomik ve ¢evresel degeri artmaktadir (Deng

ve ark., 2004).

Yapilan arastirmalar Photinia’nin agir metal kirliligi olan topraklarda da gayet iyi
biliylime gosterdigini ortaya ¢ikartmistir. Bazi arastirmacilar tiiriin agir metal absorbe
etme Ozelliginin ileride yapilacak c¢alismalarda incelenebilecegini belirtmislerdir

(Yang ve ark., 2004).

Sekil 1.1: A) Alev agaci siis bitkisinin genel goriiniimii, B) Gévdenin ucunda olusan kirmizi
yapraklar, C) Kirmizi yapraklarin yakindan goriiniimii, D) Alev agacinda bahar aylarinda
olusan beyaz cigekler.

Diinyada ve Tirkiye’de, siis bitkilerinin tiretimi 6nemli bir sektér olarak yer

almaktadir. Geligmis iilkeler yaninda gelismekte olan bazi Afrika, Asya ve Giiney



Amerika tilkeleri, uygun ekoloji ve ucuz is giicii olanaklarini siis bitkileri liretiminde

kullanarak, onemli 6lgiide ihracat geliri elde etmektedirler.

Bazi iilkelerde siis bitkileri, 6zellikle de kesme ¢icekler, geleneksel ana ihrag
{iriinleri arasma girmistir. Kolombiya, Israil, Kenya, Ekvator gibi iilkeler drnek
olarak verilebilir. Rabo Bank/ Hollanda’nin tahminlerine gore diinyada siis bitkileri

ticaret hacmi 50 milyar $ civarindadir.

Siis Bitkileri genel bir kavram olup; dort alt grupta incelenmektedir:
*Kesme cicekler
*I¢ mekan (Saksi-salon) siis bitkileri
*Di1s mekan siis bitkileri

*Dogal ¢icek soganlar1 (Geofitler)

Teze konu olan alev agaci bitkisi dis mekan siis bitkileri arasina girmektedir.
Di1s mekan siis bitkileri genellikle park ve bahgelerin diizenlenmesinde, karayolu ve
metropollerin agaclandirilmalarinda ve rekreasyon sahalarinda kullanilan odunsu ve

otsu bitkilerdir (S.B.Y.K Plani, 2001).

Ekonomik degeri yiiksek olmasindan dolay1 siis bitkileri tizerinde bir¢ok
aragtirma yapilmistir. Giliniimiizde siis bitkilerinin kitle tretimi doku kiiltiirleri
sayesinde gerceklesmektedir. Bitki doku kiiltiirii glinlimiizde iyi yapilanmis bir
teknoloji halini almistir.  Bu teknik coklu klonal bitki g¢ogaltimi adini alan
mikrogogaltimin gelismesini saglamistir. Diinyanin bir¢ok yerinde bahge bitkilerinin

mikrogogaltimi igin ticari amagli laboratuvarlar kurulmustur (Akin-ldowu, 2009).

Odunsu bitkilerin iiretilmesinde bitki doku kiiltiirii teknikleri 6zellikle
koklenmenin zor oldugu tiirlerde c¢eliklerin koklenmesi ile ilgili sorunlarin

giderilmesinde, hastaliklara direncgli tilirlerin ¢ogaltilmasinda ve genetik aktarim



caligmalar1 i¢in hedef materyalin saglanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Merkle ve Dean, 2000; von Aderkas ve Bonga, 2000).

Ozellikle ticari dneme sahip olan vejetatif veya generatif olarak iiretilen odunsu

siis bitkileri yukarida sayilan kullanim alanlarina ek olarak, hizli klonal iiretim,

patojenlerin eliminasyonu ve hibrit bitkilerin klonlamasi amaciyla da in vitro

teknikler kullanilarak, tiretilmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1: Siis bitkilerinin iretiminde in vitro tekniklerin kullanim alanlari

(Reuther, 1985).

Vegetatif olarak iiretilen tiirler

Generatif olarak retilen tirler

1) Tek bir donor bitkiden genetik olarak ayni

bitkilerin hizli ve biiyiik 6l¢ekli iiretimi,

1) Kiiltiire alinma siiresinin kisaltilmast
amaciyla tohum ile tiretim yerine vejetatif
olarak iiretimin saglanmasi,

2) Patojenlerin eliminasyonu,

2) Hibrit bitkilerin klonlanmast,

3) Hastaliktan ari in vitro bitkilerin iretimi,

4) In vitro kosullar altinda bitkinin uzun
siireli saklanmasi,

5) Kendiliginden veya uyarilma ile olusan
mutasyonlarla mutant bitkinin hizh
iretilmesi,

6) Odunsu siis bitkilerinin koklendirilmesi.

3) F1 hibrit tohum tiretme yetenegine sahip
ebeveyn bitkilerin klonlanmasi.




1.2 ALEV AGACI SUS BITKIiSINDE YAPILAN IN

VITRO COGALTIM CALISMALARI

Alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi i¢in giiniimiize kadar yapilan g¢aligmalar
oldukg¢a sinirhidir (Kane ve ark., 1987; Leifert ve ark., 1992, Cizelge 1.2). Tiiriin in
vivo koklenmesinde karsilasilan sorunlar nedeniyle son zamanlarda daha ¢ok in vitro
cogaltilan govdelerin yiiksek derisimde oksin (IBA; 3-indol biitrik asit) kullanilarak
uyarilmast ve besiyerine floroglukinol (PG) gibi fenolik bilesenler eklenmesi
(Ramirez-Malagon ve ark., 1997) veya bitkilerin koklenmesini tesvik eden ve
bitkinin rizosferinde kolonize olan rizobakterilerin (PGPR) eklenmesi (Larraburu ve

ark., 2007) ile kdklenmenin iyilestirilmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir.

Fenolik bilesenlerin bitki gelisimine hem uyarici hem de baskilayici etkileri
oldugu bilinmektedir. Floroglukinol fenolik bileseninin alev agaci gibi bir Rosaceae
ailesinin bir tiyesi olan elma (Malus domestica Borth.) (Hammatt ve Grant, 1993)
bitkisinde ve farkli bitki tiirlerinde kok olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir. Bu
nedenle, Ramirez-Malagon ve arkadaslari (1997) tarafindan alev agaci bitkisinin
koklendirilmesine floroglukinol fenolik bileseninin etkisinin incelenmesi icin yapilan
calismada cesitli derisimlerde (4.4, 13.3, 22.2 veya 44.4 uM) 6-benziladenin (BA)
iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besiortamina 634.4 uM PG eklenmistir.

Elde edilen sonuglar, gévde ¢ogaltiminin uyarilmasini en iyi saglayan
besiortaminin PG igermeyen 44.4 uM BA ile desteklenmis MS besiyeri oldugunu
gostermistir. En iy1 koklenme ise govdelerin 442.9 uM 3-indolbiitrik asitin (IBA) 6
giin uygulanmasini takiben 634.4 uM PG igeren besiortamina aktarilmasi ile elde
edilmistir. Fenolik bilesenlerin kiiltiir ortamina katilmasma ek olarak, in vitro
kosullarda kiiltiire alinan bitkilerde koklenmenin ve biiylimenin tesvik edilmesi ve
hiperhidrisitenin azaltilmasi i¢in yararli mikroorganizmalarin kullanimi konusunda
da yapilan ¢alismalar bulunmaktadir (Burns ve Schwarz, 1996; Shetty ve ark., 1996;
Nowak, 1998; Mirza ve ark., 2001). PGPR (Bitki biiyiimesini tesvik edici



rizobakteriler) olarak bilinen bu mikroorganizmalar baslica Azospirillum,

Azotobacter, Bacillus ve Pseudomonas tiirlerini igermektedir.

Doku kiiltirinde PGPR kullaniminin mikrogogaltim ile elde edilen
govdelerin koklendirilmesine olan etkisinin alev agaci bitkisinde denendigi
calismada (Larraburu ve ark., 2007), gévde uglarinin kéklenmesi, kiiltiir besiyerine
hem oksin hem de Azospirillum brasilense ve Azotobacter chroococcum inokiile
edilerek arttirllmaya ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglara gore bakteriyel inokiilasyon,
alev agac1 govdelerinin daha erken koklenmesini saglamistir. Ozellikle A. brasilense
ile beraber yapilan 49.2 uM IBA uyariminin kokiin taze ve kuru agirligini (sirasiyla
%105 ve %137), kok ylizey alanini (%65) ve govdenin taze ve kuru agirhigim
(swrastyla %32 ve %62) belirgin olarak arttirdigi rapor edilmistir. Koklenmeye ek
olarak, govdelerin ¢cogaltimi i¢in MS besiyerine farkli derisimlerde (0.0; 2.2; 4.4; 8.0;
444 uM) BA biiylime diizenleyicisi eklenmis ve en yiiksek c¢ogaltim orani (4.3)
4.4 uM BA igeren besiortaminda elde edilmistir. Ramirez-Malagon ve arkadaslari
(1997) alev agaci bitkisinden govdelerin uyarilmasi i¢in 44.4 uM BA kullaniminin
en iyi sonucu verdigini rapor etmesine karsin, Kane ve arkadaslar1 (1987) ve Leifert
ve arkadaglari (1992) sirastyla 8.0 ve 2.2 uM derisimin kullanilmasini tavsiye

etmislerdir.



Cizelge 1.2: Alev agac1 bitkisinin mikrogogaltimi ve in vitro konzervasyonu konusunda yapilan galigmalar.

Calismanin amaci Kullanilan yontem Kullanilan besiortami Kaynak

In vitro ¢ogaltim Mikrogogaltim WPM* + 8 uM BA” Kane, 1987

In vitro ¢ogaltim Mikrogogaltim MS +2.2 uM BA Leifert ve ark., 1992

Koklenmenin iyilestirilmesi Mikrogogaltim MS +44.4 uM BA Ramirez- Malagon ve ark., 1997
Koklenme MS +442.9 uM IBA* (6 giin)

MS + 634.4 uM BA PG*
Koklenmenin iyilestirilmesi Mikrogogaltim MS + 4.4 uM BA Larraburu ve ark., 2007
Mikroorganizma inokulasyonu MS +49.2 uM IBA
+ Azospirillum brasilense
Orta siireli saklama Enkapstilasyon MS + %3 Na-Alg* Ozden Tokath ve ark., 2008
MS + 100 mM CaCl,. 2H,0
Yavas biiyiitme saklamasi QL* + 1 mg I BA Akdemir ve ark., 2010

Uzun siireli saklama Damlacik vitrifikasyon QL+ 4.4 uM BA Ozden Tokath ve Akdemir, 2010

* WPM: Odunsu bitkilerin ¢ogaltim besiortami (Lloyd ve McCown, 1980) ; BA: 6-Benzil adenin; IBA: 3-indol biitirik asit; PG: Floroglukinol; Na-
Alg: Sodyum aljinat; QL: Quoirin ve Lepoivre besiortami (Quoirin ve Lepoivre, 1977); PGPR: Plant growth-promoting rhizobacteria ( bitki
biiylimesini tesvik edici bakteriler).



Alev agaci bitkisinde yapilan in vitro gogaltim calismalarina ek olarak, tiir
Ozellikle ticari bitki doku kiiltlirii laboratuvarlarinda iiretildiginden, tiire duyulan
gereksinimlerin azaldigi zamanlarda ¢ogaltimini yavaslatmak ve iiretim maliyetini
azaltmak icin orta dereceli saklama yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alisma da
(Ozden Tokathi ve ark., 2008) yapilmistir. Bu ¢alismada alev agaci bitkisinin in vitro
cogaltilan govdeciklerinden alinan aksiler tomurcuklardan aseptik kosullar altinda
Na-alginat (%3) ve CaCl,.2H,0 (100 mM) kullanilarak, sentetik tohumlar
hazirlanmis ve yapay tohumlar 4°C’da saklanmistir. Elde edilen bulgular, 3 ay
saklanan sentetik tohumlarin normal proliferasyon kosullarina alinmalarini takiben
aktarildiklar1 besiortaminda, saklama sonrasi canliliklarini (%100) ve rejenerasyon

(%91) potansiyellerini koruduklarini gostermistir.

Son zamanlarda Akdemir ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir diger
calisma ise alev agacina ait sentetik tohumlarin bu kosullar altinda 6 ay ve
mikrogdvdelerin ise 15 g 1™ sukroz ve 15 g I mannitol igeren QL besiortaminda
4°C’de 15 aya kadar saklanabildigini gostermistir. Bu bulgular, tiiriin orta siireli
saklanmasi i¢in alev agacinin aksiler tomurcuklarini igeren sentetik tohumlarin ve
mikrogdvdelerin uygun materyal oldugunu ortaya cikartmigtir. Ozden Tokatli ve
arkadaglar tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada ayrica yine sentetik tohumlarin
laminer akimli kabin i¢inde 8 saat dehidre edilmelerini takiben sivi azota
aktarilmalarim1  ve  kriyogenik saklama sonrasinda ¢doziilmelerini  igeren
enkapsiilasyon-dehidratasyon  teknigi kullanilarak, sentettk ~ tohumlarin
kriyoprezervasyonu konusunda umut verici sonuglar (kriyogenik saklama ve

¢oziilme sonras1 %12 rejenerasyon) elde edilmistir.

Enkapsiilasyon-dehidratasyon yontemine ek olarak, alev agacma ait govde
uclart son zamanlarda damlacik-vitrifikasyon teknigi kullanilarak, kriyoprezerve
edilmistir (Ozden Tokatli ve Akdemir, 2010). Soguga alistirilan ve 0.5 M sukroz
iceren MS besiortaminda Onkiiltiire alinan ¢iplak goévde uglarinin aluminyum folyo
seritlerinin iizerine yerlestirilen vitrifikasyon soliisyonu (PVS2, Sakai ve ark., 1990)
ille 120 dakika 0°C’da inkiibe edilmelerini takiben kriyoprezervasyonu ve

¢oziilmesinin ardindan %40.3 rejenerasyon elde edilmistir. Kriyogenik saklama



sonrasinda enkapsiilasyon-dehidratasyon teknigine gorece daha fazla elde edilen
rejenerasyon verimi, damlacik vitrifikasyon tekniginin tiire ait germplazmanin

saklanmasi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

Alev agaci bitkisinin in vitro mikrogogaltimi ve saklanmasi konusunda yapilan
ve Cizelge 1.2° de 6zetlenen ¢alismalarin hepsinde ¢ogaltim, doku biiyiimesi igin kat
bir platform saglamak ve besin maddelerinin alinmasini kolaylastirmak i¢in deniz
yosunundan {retilen agar ile katilastirilan yari-kati besiortamlar1 kullanilmuastir.
Bununla birlikte, agar ile besiortaminin katilagtirllmasi bir¢ok agidan doku
biliylimesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Dokunun bazi kisimlari agar ile
katilagtirilan ~ besiortamina  gomiilmekte ~ ve  yeterli  havalandirilmalar
saglanamamaktadir. Agar ile polimerlestirme aynm1 zamanda dokuya oksijen ve
besinlerin difiizyonunda da mekaniksel diren¢ olusturarak, doku gelisimi ve
farklilagsmay1 6nemli Olglide etkilemektedir (Scholten ve Pierik, 1998). Genis 0l¢iide
cogaltim uygulamalarinda, agar ile besiortammin katilastirilmasi, besiyeri
hazirlanmasi, alt kiiltiirleme, iklimlendirme 6ncesi koklerin temizlenmesinde manuel
is glicii gerektiren ve bulagsa neden olabilen gereksinimler icerdiginden ekonomik

degildir (Weathers ve Giles, 1988).

Buna ek olarak, agar ile katilagtirilmis besiortaminda uyarilan kokler, bazen
gorece daha az kok tliylerine sahip olmalar1 nedeniyle diizgiin islev gosterememekte
ve tarla kosullarina aktarilan bitkilerin canliliklarini etkilemektedir. Kati kiiltiirlerde
aynt zamanda besin ve bitki biiylime diizenleyicilerinin besiyerinde dengesiz
dagilimi ve kiiltiire alinan dokularin ¢esitli agar markalarina kars1 gosterdikleri farkli
hassasiyetin neden oldugu sorunlar da bulunmaktadir (Dutta Gupta ve Prasad, 20006).
Yine besiyerine eklenen agar kalsiyum miktarinin 1/3° nii immobilize ederek, govde

ucu nekrozuna neden olabilmektedir.

Besiyerine sadece matriks potansiyelini arttirmak amaciyla eklenen agar bitki
doku kiiltiirii besiyerinin en pahali bilesenidir. Bu nedenle, agara alternatif olarak

diisiik maliyetli farkli jellestirici ajanlar denenmis (Bhattacharya ve ark., 1994;
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Prakash ve ark., 2004) ve bitki kokenli nisastalar (6rnegin, Plantago ovata’ dan
tirevlenen Isabgol, Barbar ve Jain, 1998), regineler (6rnegin, Cyamopsis
tetragonolobata’ dan tiirevlenen bir galaktomannan olan Guar reginesi, Babbar ve
ark., 2005) ve rezinler (6rnegin, Supersorb, Teng ve Liu, 1993) denenen bitki tiiriine
gore degisebilen sonuglar vermistir. Bununda 6tesinde, denenen reginelerin ¢ogu
besiyerinin i1yi katilagmamasina neden oldugundan daha az tercih edilmektedir. Bu
nedenle, ticari olarak biiyiik 6l¢ekli mikrogogaltim i¢in kullanilacak diisiik maliyetli
jellestirici ajan heniiz daha bulunamamistir. Biyolojik olarak inert olan, tekrar
kullanilabilen ve dokuya destek saglamak i¢in 1sitma veya daha farkli bir kimyasal

muamele gerektirmeyen bir maddenin kullanimi tercih edilmektedir.

1.3 IN VITRO COGALTIM TEKNIKLERINDE SIVI

KULTURLERIN KULLANIMI

Ticari olarak bitkilerin kitle iiretimi kiiltiire alinan dokularin iiniform ve hizli
cogaltimini saglayan otomize sistemlerin kullanimini gerektirmektedir. Agar ile
katilastirma otomize bitki ¢ogaltim sistemleri i¢in en 6nemli engeli olusturmaktadir.
S1vi besiortamlarinin kullanimi, hazirlanma, ultrafiltrasyon, manipulasyon ve pH’ 1n
sabitlenmesi konularinda daha fazla kontrolii saglamasi bakimindan bitki dokularinin
otomize kitle gogaltimi i¢in gorece daha uygundur. Bu nedenle daha fazla tomurcuk
olusturma potansiyelleri olan siv1 kiiltiirler (Ziv, 2000), manuel is giiclinde ve iiretim
maliyetinde belirgin azalmalar saglayarak, bitki dokularmin tiiretiminde Olgegin
blyiitiilmesi i¢in uygun sistemler olarak goriilmektedir (Levin ve ark., 1988).
Calkalama kiiltiirleri ve biyoreaktor yaklagiminmi igeren sivi kiltiir sistemleri
kullanilarak, bitki rejenerasyonu, Agapanthus (Supaibulwatana ve Mii, 1997),
Dianthus (Pareek ve Kothari, 2003), Fritillaria (Paek ve Murthy, 2002), Gladiolus
(Steinitz ve ark., 1991; Ziv ve ark., 1998; Nhut ve ark., 2004), Lillium tiirleri
(Nakano ve ark., 2000; Hee Han ve ark., 2004), Muscari (Suzuki ve Nakano, 2001),
Tulipa (Famalaer ve ark., 1996) da igeren bir ¢ok dnemli siis bitkisi tiiriinde basariyla

elde edilmistir.
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Calkalanan s1v1 kiiltiirlerde, karistirmanin neden oldugu mekaniksel doku hasari,
hiicre ¢okiintiilerinin birikmesi, hiperhidrisite, anormal bitki morfogenezi, dokunun
az miktarda havalandirilmasi ve tarla kosullarina aktarimi takiben olusan strese karsi
hassasiyet en sik karsilasilan sorunlardir. Bu nedenle, sivi kiiltiir uygulanmasi, gesitli
destek matrikslerinin kullanilmasina yonelik olarak gelistirilmeye calisilmistir. Sivi
kiltlirlerde matriks destegi kullaniminin esas temeli, sivi besiyerine dokularin
tamamen daldirilmasi nedeniyle kiiltiir materyalinde olusan oksijen yetersizliginin
onlenmesi ve dokuya bir biiyiime platformunun saglanmasidir.  Uniform bir
gecirgenlige sahip olan destek matriksleri, cesitli jellestirici ajanlarin sagladiklari
avantajlar1 sunmakta ve daha da 6nemlisi kiiltiir besiyerinin kimyasal kararlili§1 ve
besin igeriklerinin hareketliligini etkilememektedirler. Destek matrikslerinin

kullanimi hem kat1 hem de s1v1 besiyeri kiiltiirlerinin Gstiinliiklerini birlestirmektedir.

1.3.1 Farkl Sivi1 Kiiltiir Tekniklerinin Kullanimi

Genel olarak, bitki hiicre ve dokular1 sivi besiortaminda durgun bir halde veya
kiiltiir materyalini yeterli havay1 saglayacak sekilde kiiltiir edilebilir. Her ne kadar iki
tekniginde hizli ve yiiksek biiylime cevaplarinin olusumunu uyardiklar: belirlenmisse
de baz1 eksiklikleri bulunmaktadir. Durgun sistemlerde sivi besiyerinin kiiltiirlerle
dogrudan ve uzun siireli temas1 hiperhidrisiteye ve hiicrelerin koklenmesine neden

olmaktadir.

Sivi  besiortaminin  ¢alkalanmasi1  hiicrelerde fiziksel hasara ve hiicre
¢okiintiilerinin birikmesine yol agmaktadir. Bu sorunlarin giderilmesi i¢in sivi kiiltiir
sistemlerine siv1 besiyerinin bitki dokulari i¢in olusturdugu sikintiy1 giderebilecek
sekilde gorece daha ucuz ve bitki dokularin1 destekleyecek bir matriks materyalinin
kullanim1 olabilir. Bir baska ¢6ziim ise ince hiicre katman (TCL, Teixeira da Silva,
2003; Nhut ve ark., 2003) ve gecici daldirma biyoreaktor sistemlerinin (TIS)
kullanimi olabilir (Alvard ve ark., 1993; Teisson ve Alvard, 1995; Adelberg, 2006;
Afreen, 2006, Eibl and Eibl, 2006).
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1.3.2 Sivi Kiiltiir Sistemlerinde Destek Matrikslerinin Kullanim

S1v1 besiortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda sivi ortam ile dogrudan ve uzun
stireli temas nedeniyle olusan ve dokularda fizyolojik, anatomik ve biiylik morfolojik
anormalliklere yol acan alisilmadik sekilde bir apoplastik su yigilma egilimi
gorilmektedir. Hiperhidrisite denilen bu sorun, kiiltiire alinan dokularin hassas
olmasina yol agmakta ve bitkileri tarlaya aktarim asamasina kadar olumsuz
etkilemektedir. Agar ile katilagtirnllmig besiortamindan farkli olarak, sivi
besiortaminda dokular1 destelemek i¢in kullanilacak bir matriks, eksplantlarin sivi
besiyeri ile dogrudan temasini engelleyecek ve kesintisiz besiyeri alinimini saglarken

ayni zamanda kiiltlirlerin yeterli sekilde havalandirilmasina da olanak taniyacaktir.

Sivi  kiiltiir sistemlerinin duragan dogast dokularin bipolar biiylimesini
kolaylastirmakta ve bitki gelisimi i¢in dogal habitati taklit etmektedir. Destek
matrikslerinin duragan yapisit ayni zamanda ylizey kirinim gerilimlerini azaltmakta
ve diger sivi kiiltiir sistemlerinde calkalamanin neden oldugu dokularda olusan

mekaniksel zarar olugma riskini ortadan kaldirmaktadir (Dutta Gupta ve Prasad,

2006).

Bitki doku kiiltiirii sistemlerinde kullanilan destek sistemleri temel olarak
kimyasal olarak inert (besiyerinin kimyasal biitiinliigii ile sorun olusturmayacak
sekilde) ve otoklavlanabilir 6zelliktedir. Matriks genel olarak, besiortamini gegiren
ayr1 bir linitedir ve besiortaminda ¢oziilen veya vizkoziteyi arttiran bir bilesikten
yapilmis degildir. Sivi kiiltiir sistemleri i¢cin pamuk fiberleri, seliilloz, cam beadler,
politiretan ve vermikiilit gibi ¢esitli destek matriksleri denenmistir (6rnegin, Janick
ve ark., 1994; McCulloch ve ark., 1994; Watad ve ark., 1995 Afreen-Zobayed ve
ark., 1999; Dutta Gupta ve Prasad, 2010, Cizelge 1.3).

Bununla birlikte, siis bitkilerinin mikrogogaltimi i¢in daha ¢ok polipropilen

membran tasiyict (MR, membran tasiyici destek sistemi) destekler daha basarili
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bulunmus (Watad ve ark., 1995; 1997; Teng, 1997; Dutta Gupta ve Prasad, 2003) ve
MR  destegi  farkli  bitki tlrleri i¢in  yaygin  olarak = denenmistir.
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Cizelge 1.3: Siis bitkilerinin siv1 kiiltiir sistemlerinin farkli destek materyalleri ile mikrogogaltimina yonelik yapilan bazi in vitro ¢alismalar.

Tiir ad Destek materyali Elde edilen sonug Kaynakga
Cephalotaxus harringtonia MR* Govde proliferasyonu Janick ve ark., 1994
Rubus Cam beadler Govde ¢ogaltimi McCulloch ve ark., 1994
Trifolium Cam beadler Govde ¢ogaltimi McCulloch ve ark., 1994
Aconitum napellus MR Yari-kat1 besiyerine gore daha

fazla ¢oklu govde rejenerasyonu Watad ve ark., 1995
Artemisia Pamuk fiberleri Kallus olusumu ve organogenez Moraes-Cerdeira ve ark., 1995
Cattleya MR Bitki rejenerasyonunda artis Adelberg ve ark., 1997
Ipomoea batatas Vermikiilit Bitkiciklerin biiylimesinde artig Afreen-Zobayed ve ark.1999
Gladiolus MR Bitki rejenerasyonunda artis Dutta Gupta ve Prasad, 2003
Gladiolus MR Bitki rejenerasyonunda artig Dutta Gupta ve Prasad, 2010

*MR: Membran tasiyici destek sistemi.
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Membran tagiyici destek sisteminde tasiyict ¢ok delikli polipropilen membran
filmden yapilan ve dokunun biiyiimesini destekleyecek sekilde tiniform bir kalinlig
ve gecirgenligi olan otoklavlanabilen bir {initedir. Membran tasiyici destek
sisteminde destek ile saglanan verim, dokunun daha iyi havalanmasi ve delikli olan
yiizeyi ile kolaylasan besin alinimi nedeniyledir. Sivi besiortamlarinda membran
tastyict  destek sistem kullanimimin g¢esitli {stiinliikleri bulunmaktadir. Bu
istiinliikler, dokularin daha iyi havalandirilmasini, zararli fenolik bilesenlerin
besiortamina yayilmasinin saglanmasini, hiicre ¢okiintiilerinin  yigilmasinin
engellenmesini ve daha da Onemlisi diger sivi Kkiiltiir sistemlerinde olugmasi
muhtemel olan ve hiperhidrisiteyi olusturan suyun doku etrafinda birikmesinin
engellenmesini igermektedir. Yine bu sistemin kullanilmasi ile dokularin gelisimsel
evreleri, dokularin altkiiltiirlenmesi sirasinda besiortamina aktariminin agar ile
katilagtirllmig  besiortamina gore daha kolay oldugundan daha iyi kontrol
edilebilmektedir.

Polipropilen membran tasiyict destek sisteminin kullanimi ile Aconitum
napellus (Watad ve ark., 1995), Allium sativum (Kim ve ark., 2003), Anthurium
(Teng, 1997), Dianthus caryophyllus (Watad ve ark., 1996), Spathiphyllum ve
Syngonium (Watad ve ark., 1997), Chrysanthemum (Hahn ve Paek, 2002), Picea
abies (Vagner ve ark., 1995) ve Gladiolus hybridus (Prasad ve Dutta Gupta, 2006,
Sekil 1.2) bitkilerinin mikrogogaltimi i¢in olumlu sonuglar saglamakla birlikte,

sistem henliz alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi i¢in denenmemistir.

Sekil 1.2: Gladiolus hybridus Hort. cv. Wedding Bouquet bitkisine ait tomurcuklarin
membran tastyict destek sistemi kullanilarak gogaltimi. A) Tomurcuklar1 igeren membran
tagtyict destek sistemin yandan goriiniisii, B) Membran tasiyict destek sistemin distten
goriiniisii (Prasad ve Dutta Gupta, 2006).
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1.3.3 ince Hiicre Katman Sistemi (TCL)

Ince hiicre katman sistemi govde, yaprak, ¢icek primordiyasi, kotiledon ve hipo
veya epikotil gibi farkli bitki organlarindan boyuna (ITCL) veya enine (tTCL; Sekil
1.3) kesilen kiigiik boyuttaki eksplantlarin yari-kat1 veya sivi besiortaminda kiiltiire

alinmasini igermektedir.

ITCL epidermal hiicrelerin tek bir katmani gibi tek bir doku tipi i¢erirken, tTCL
epidermal, kortikal, kambiyum ve parenkima hiicreleri gibi farkli doku tiplerine
sahip az sayida hiicre icermektedir (Tran Thanh Van, 1980). TCL sistemi ile izole
edilen 6zgiin bir hiicre veya doku katmaninda 1s18mn, sicakligin, pH’ nin kontrol
altina alindig1 biiyiime kosullart altinda 6zgiin morfogenetik programlarin in vitro
uyarimina yol agabilmektedir. Bir TCL’ nin morfogenik bir yola girmesi, kullanilan

hiicre ve dokunun fizyolojik durumu ve kdkenine baglidir.

Mikrogogaltilan bitki Internoda ait alinan tTCL kesitleri

Sekil 1.3: Mikrogogaltilan bitkilere ait gdvdelerin internod kisimlarinda alinan enine (tTCL)
ince hiicre katmanlarinin kiiltiire alinmasi (Teixeira da Silva, 2003).

TCL sistemi kullanilarak, gilinlimiize kadar farkli siis bitkilerinden (6rnegin,
Begonia rex, Takayama ve Misawa, 1983; Nicotiana tabacum, Tran Thanh Van ve

Trinh, 1986; Dendranthema grandiflora, Teixeira da Silva ve Fukai, 2003; Gerbera
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jamesonii, Nhut ve ark., 2006, Cizelge 1.4) in vitro rejenerasyon elde edilmesine
karsin, eksplantin biyiikligii, kokeni ve yerlesimi kallus, organogenez, rizogenez
veya somatik embriyogenezin uyarilmasini etkilemekte (Nhut ve ark., 2003) ve her
bir morfogenetik islemin uyarilmasi ig¢in {izerinde daha ayrintili g¢alismalarin

yapilmas1 gerekmektedir (Nhut ve ark., 2006).
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Cizelge 1.4: Siis bitkilerine ait eksplantlarin ince hiicre katman sistemi ile ¢ogaltimi1 konusunda yapilan ¢aligsmalar.

Tiir ad1 Eksplant tipi Besiortami Yontem Kaynakca

Begonia rex petiyol (tTCL) MS* + NAA* + BA*  Organogenez Takayama ve Misawa, 1983
Nicotiana tabacum cicek sap1 (ITCL) MS + IBA Kallogenez Tran Thanh Van ve Trinh, 1986
Lillium longiflorum yaprak (tTCL) MS + BA + NAA Organogenez Nhut, 1998

Dendranthema gransiflora internod (tTCL) MS +2,4-D*+ TDZ  Somatik embriyogenez  Teixeira da Silva ve Fukai, 2003

Lillium spp. govde pargalar1 (tTCL) MS + TDZ* Organogenez Nhut ve ark., 2003
Begonia tuberous petiyol (tTCL) MS + BA Organogenez Nhut ve ark., 2005
Cynara scolymus govde parcalar1 (tTCL) MS + TDZ + IAA* Organogenez Hang ve ark., 2005
Gerbera jamesonii cicek tablasi (tTCL) MS + TDZ Organogenez Nhut ve ark., 2006
Sinningia scolymus govde pargalart (ITCL) MS + BA Organogenez Nhut ve ark., 2006
Gladiolus spp. cicek sap1 (ITCL) MS + BA + NAA Organogenez Nhut ve ark., 2006

*NAA, naftalen asetik asit; 2,4-D, 2,4-difenoksiasetik asit; TDZ, tidiazuron; IAA, indol asetik asit; BA, 6-benziladenin; MS, Murashige ve Skoog
besiyeri.
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1.3.4 Gegici Daldirma Biyoreaktor Sistemleri

Son zamanlarda sivi besiyerlerinin kullanildigi yar1 otomatik gecici daldirma
sistemleri (TIS) arasinda RITA® sistemi (Vitropic, Fransa) ilgi cekmektedir. 1990’11
yillarda gelistirilen cihaz (Alvard ve ark., 1993; Teisson ve Alvard, 1995, Sekil 1.5)
bitkilerin sivi besiyerine periyodik olarak daldirilmasi temeline dayandigindan

mikrogogaltima tamamen yeni bir yaklasim getirmektedir.

Sivi kiiltiir sistemleri gegici daldirma sistemlerinin kullanimina izin veren
aletlerle birlestirildiginde, kiiltiir kaplarinin havalandirilmasi ve eksplantlarin belli
araliklarda besiyeri ile temas etmesiyle sonuc¢lanan, daha iyi havalandirma ve daha
diisiik hiperhidrisite riski gibi pek ¢ok ek istiinliik icermektedir. TIS sistemi kat1 ve
stv1 besiyerlerinin tistiinliiklerini birlestirmekte, 6zellikle de besin maddelerinin bitki
hiicreleri tarafindan kolaylikla alinmasini saglarken, ayn1 zamanda bitkilerin kati

olmayan bir ortamda biiylimelerine de izin vermektedir.

Farkli TIS sistemlerinden 6zellikle RITA® biyoreaktdr sisteminin farkli bitki
tiirlerinde olumlu sonuglar verdigi rapor edilmektedir (6rnegin; McAlister ve ark,
2005). Yine RITA® sistemi kullamlarak, ananas bitkisinin in vitro siirgiinlerinin
¢ogaltim oraninin artti1 rapor edilmistir (Escalona ve ark., 1999). Buna ek olarak,
cesitli arastiricilar sistemin bitki kalitesini arttirdigini (Ozden-Tokatl ve ark., 2007),
kimyasal malzeme giderlerini azalttigin1 (Berthouly ve Etienne, 2005), yaprak
gelisimini iyilestirdigini ve gévde camsilagmasini azalttigini (Aitken-Christie ve ark.,
1995) belirtmektedir. Ayrica gegici daldirma sisteminden gelen bitkilerin
iklimlendirme ve fotoototrofik gelismeye daha uygun oldugu da rapor edilmistir
(Aitken-Christie ve ark., 1995). Farkli bitki tiirlerinin mikrogogaltiminda olumlu
sonuglar veren bu giincel sistem (Cizelge 1.5), heniiz alev agaci bitkisinin in vitro

proliferasyonunda denenmemistir.



20

Sekil 1.4: Gegici daldirma biyoreaktdr sisteminin bir 6rnegi olan RITA®™ sisteminin genel
calisma prensibi (Alvard ve ark., 1993; Teisson ve Alvard, 1995) Duragan fazda sivi
besiyeri kabin alt tarafinda, eksplantler ise sivi besiyeri ile temas etmeyecek sekilde
poliiiretandan diskin {iizerine yerlestirilmektedir (1). Ayarlanabilir pnomatik pompa
arayicilig ile saglayan hava, filtrelerden gegerek sivi besiyeri ile eksplantlerin istenilen siire
temasini saglar (2). Kaba verilen hava ayni zamanda besiortaminin ve kiiltiir kabi iginde
havalandirilmasini saglar (3). Pompanin durmasi ile sivi besiortami tekrar kabin asagi
kismina gecerek, eksplant ile besiortaminin siirekli temasi engellenir.



Cizelge 1.5: Gegici daldirma biyoreaktor sitemi kullanilarak farkl bitki tiirlerinde yapilan in vitro ¢alismalar
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Tiir ad1 Eksplant tipi Besiortami Yontem Kaynakga
Ananas comosus Stirgiin MS+BA+NAA+PB* Mikrogogaltim (3 sa 2") Escalona ve ark., 1999
Crescentia cujete Nodal segment MS + KIN Mikrogogaltim (3 sa 3") Murch ve ark., 2004
Eucalyptus Nod MS+BA+NAA Mikrogogaltim (10' 30 sn) McAlister ve ark., 2005
Fragaria ananassa Yaprak MS+TDZ+IBA Mikrogogaltim (4 sa 5') Hanhineva ve ark., 2005
Alocasia amazonica Govde MS+TDZ Mikrogogaltim (Giinde 4 kez 30")  Jo ve ark., 2008
llex dumosa Nodal segment MS+BA Mikrogogaltim (4 sa 1') Luna ve ark., 2008
Saccharum spp. Govde MS +BA + PB Mikrogogaltim (3 sa 3') Bernal ve ark., 2008
Theobroma cacao Embriyogenik kallus DKW besiyeri* Somatik embriyogenez Niemenak ve ark., 2008
Musa spp. Stirgilin MS Mikrogogaltim (3 sa 4') Aragon ve ark., 2009
Bactris gasipaes Zigotik Embriyo MS + 2 IP* Somatik embriyogenez Steinmacher ve ark., 2011

*PB, paklobutrazol; DKW, Driver ve Kuniyuki (1984) tarafindan gelistirilen besiortami; 2 IP: :2- izopentiladenin.
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1.4.TEZIN AMACI VE LITERATURE KATKISI

Alev agac1 (Photinia X fraseri Dress.) ticari olarak {iretilen 6nemli bir siis
bitkisidir. Ancak tiirlin 6zellikle vejetatif ¢ogaltilmasinda karsilagilan zorluklar,
iiretimini giiclestirmekte ve dolayisiyla {iretim maliyetini ve siliresini arttirmaktadir.
Hizli bir sekilde klonal ¢ogaltima olanak taniyan ve bir bitki doku kiiltiirii yontemi
olan mikrogogaltim tekniginin alev agaci bitkisi i¢in gelistirilmesinin bu tiiriin
onemli bir genetik degisiklige ugramadan hizli ¢ogaltimini saglama potansiyeli

bulunmaktadir.

Bu nedenle, tezin amacin1 6nemli bir ekonomik degere sahip olan alev agact
bitkisinin mikrogogaltim1 i¢in uygun besiyeri ve bitki biiylime diizenleyicisi
iceriginin yari-kat1 kiiltiir sisteminde belirlenmesi ve optimize edilen besiyeri
iceriginin gilincel ¢ogaltim teknikleri olan sivi ve gegici daldirma biyoreaktor
sistemlerinde de denenmesi ve adi gegen farkli kiiltiir ortamlarinda elde edilen

sonuglarin karsilastirilarak, tiirtin in vitro tiretiminin arttirilmasi olusturmaktadir.

Mikrogogaltim tekniginin ekonomik bir neme sahip olan alev agaci bitkisinde
gelistirilmesi, tiiriin hizli ve klonal ¢ogaltimini saglayacaktir. Buna ek olarak, in vitro
proliferasyon tekniklerinin yari-kati ve sivi biyoreaktor sistemlerinde denenmesi
tiirlin ticari olarak iretilmesine ve farkli kiiltlir sistemlerinin karsilastirilmasina
olanak taniyacaktir. Calisma ayni zamanda sivi kiltiir sistemlerinin alev agaci
govdelerinin koklenmesine olan etkisini de ortaya c¢ikartmast bakimindan da

Onemlidir.

Gilinlimiize kadar membran tasiyici1 destek sistemi ve RITA® sistemi, aksiller ve
bazal govde proliferasyonu kullanilarak c¢ogaltilan bir¢ok bitki tiirlinde denenmis
(6rnegin, muz, Alvard ve ark., 1993) ve bu denemeler siklikla proliferasyon
oranlarinin ve kiiltiir kalitesinin artmasi ile sonuglanmistir. Buna karsin, genellikle

alev agaci gibi uzayan govdelerden alinan gévde ucu ve nodal eksplantlar araciligiyla
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cogaltilan odunsu tiirlerin mikrogogaltiminin gelistirilmesinde s1v1 ve gegici daldirma
sistemlerinin potansiyeli hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle tez
kapsaminda, alev agaci bitkisinin mikrogogaltiminin iyilestirilmesi i¢in 6zellikle

RITA® sistemlerinin kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi i¢in siv1 kiiltiir sistemlerinin denendigi bir
calismanin literatiirde bulunmamasi c¢aligmay1 6zgiin kilmaktadir. Elde edilecek
sonuglarin ¢ogaltiminda ve koklendirilmesinde sorunlar ile karsilasilan diger siis
bitkilerinin bliylik 0lcekli c¢ogaltilmasinda model olmasi beklenmektedir.Tez
kapsaminda gelistirilmesi planlanan in vitro proliferasyon yontemi, bu bitki tiiriinde
gelecekte yapilmasi planlanan gen aktarim teknikleri ile transgenik bitki {iretimi ve

bu bitkilerin hizli ¢ogaltimini saglama potansiyeli bakimindan da 6nemlidir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Geregler

2.1.1 Bitki Materyali

Tez ¢alismasinda kullanilan Photinia X fraseri Dress. bitkisine ait in vitro
kiiltiirler, Vivai Battistini fidanligindan (Cesena, italya) alinmis ve GYTE, Biyoloji
Bolimi, Bitki Doku Kiltiiri Laboratuvari’nda diizenli zaman araliklarinda alt
kiiltiirlenerek yasatilmistir. Tez kapsaminda in vitro gelistirilen bu kiiltiirlerden
aseptik sartlarda govde uglari alinarak, tez calismasinda yer alan deneylerin

yiirlitiilmesi saglanmistir.

2.1.2 Kullanilan Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan sarf malzeme listesi Cizelge 2.1’ de sunulmustur.



Cizelge 2.1:Tez kapsaminda kullanilan sarf malzeme listesi.

Kimyasal Adi Uretici Firma
KNO3 SIGMA P-8291
NH;NO; SIGMA A-3795
MgSO,.7H,0 SIGMA M-7774
MnS04.H,0 SIGMA M-7899
ZnS0,4.7H,0 SIGMA Z-1001
CuS04.5H,0 SIGMA C-8027
CaCl,.2 H,0 SIGMA C-2536
Kl Ridel-de Haen 03124
CoCl,.6 H,0O SIGMA C 2911
KH,PO, SIGMA P-8416
H3BO3 SIGMA B-9645
Na,M00,4.2H,0 SIGMA M-1651
FeS0O,4.7H,0 SIGMA F-8263
Na,EDTA SIGMA E-6635
KNO; SIGMA P- 8291
Ca(NO3),.4 H,0 SIGMA C- 2786
Myo-Inositol SIGMA 1-3011
Thiamine HCI SIGMA T-3902
Nikotinik asit SIGMA N-0765
L-Glisin Merck K 27061401
Piridoksin HCI SIGMA P-8666
Sukroz Merck K 31845651
Agar SIGMA A-1296
NaOH Merck |1 06462
HCI J.T. Baker 6081
6-Benzil amino purin (BAP) SIGMA B-3408
Naftalen asetik asit (NAA) SIGMA N-0640
Kinetin (KIN) SIGMA K-3378
Indol-3-biitrik asit (IBA) SIGMA 1-5386
Hidrojen peroksit (H,0,) Merck K 31954097
Etanol Prolab Kimya
Domestos (Ticari camasir suyu) Domestos
Tidiazuran Duchefa T- 0916.0250

K2SO4

SIGMA P-8541
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2.1.3 Kullanilan cihazlar
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Tez kapsaminda kullanilan cihaz listesi Cizelge 2.2° de sunulmustur.

Cizelge 2.2: Kullanilan cihaz listesi.

Cihaz Ad1

Cihazin Markasi

Hassas terazi

Sartorius BL 2105

Analitik terazi

Sartorius BL 3100

Otoklav Hirayama HVE-50
Varioklav 300
Bitki biiyiitme odasi Botes Klima-Taahiit San. ve Tic.
Ltd.Sti.
Mikroskop Olympus ST-PT-11
pHmetre WTW pH526
Manyetik karistirict Schoot
Heidolph MR3001
Sterilizator SIGMA S-3273
Laminar akimli kabin Tekno A.S.
Iklimlendirme dolabi WTC Binder
-20 Buzdolabi Indesit
+4 Buzdolab1 Indesit
2.2. Yontem

Tez calismasinda asagida belirtilen basamaklar sirasiyla gerceklestirilmistir.

2.2.1 Proliferasyon Besiyerinin Belirlenmesi

In vitro gelistirilen alev agaci kiiltiirlerinden alinan eksplantlar, oncelikle farkli

bitki tiirlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan ve 1962 yilinda Murashige ve Skoog adli

arastiricilar tarafindan igerdigi makro ve mikroelementler ve vitamin miktarlari

formiile edilen yari-kat1 MS besiyerine aktarilmistir. Buna ek olarak, 6zellikle alev

agaci gibi odunsu bitkilerin ¢ogaltiminda kullanilan basta WPM (Lloyd ve McCown,
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1980), DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984) ve QL (Quoirin ve Lepoivre, 1977)
besiyerleri de alev agaci bitkisinin in vitro proliferasyonu i¢in denenmis ve denenen
bu 4 besiyeri igeriginden en iyi govde proliferasyonunu saglayan besiyeri, daha sonra

ki ¢alismalarin yiiriitiilmesinde kullanilmgtir.

Bu dort farkli besiyeri ayni oranda fitohormon icerigi ile MS+1mg I BA (6-
benziladenin) , QP+1mg I'* BA, WPM+1mg I* BA, DKW+1mg I"* BA seklinde 150
ml olarak hazirlanmigtir. Laminar kabinde steril sartlarda kiiltiir ortamindan alinan
govde uglar1 her petride 25°ser adet olacak sekilde aktarim gergeklestirilmistir. Bir

besiyeri i¢in 2 petri hazirlanmistir.

Petri kaplar1 4 haftalik siirede in vitro proliferasyon igin bitki bilyiitme
odalarina konulmustur. 4 haftalik siirenin sonunda ise yine aseptik sartlarda laminar

kabinde eksplantlardan olusan govdeler ve uzunluklar 6lgiilmiistiir.

Tez kapsaminda kullanilan beSiortamlarinin igerikleri Cizelge 2.3’de

sunulmustur.



Cizelge 2.3: Besiyeri igerikleri.
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Makro Elementler | MS (mg 1) | WPM (mg 1) | QL (mg I') | DKW (mg I™")
KNO; 1900 0 1800 0
NH4NO; 1650 400 400 1416
MgS0,.7H,0 370 368 356 740
CaCl,. 2H,0 440 72 0 150
KH,PO, 170 168 272 260
Ca(NOs). 4H,0 0 460 1204 1950
FeSO,.7H20 27.8 27.8 55.6 0
Na,EDTA 37.3 37.3 74 0
K>SOy 0 988 0 1560
Mikro Elementler
MnS0O,.4H,0 16.9 16.9 16.9 33
Kl 0.83 0.83 0.83 0
H3BO; 6.2 6.2 6.2 5
ZnSQ,. 7TH,0 8.6 8.6 8.6 16
CuS0,.5H,0 0.025 0.025 0.025 0.25
Na,M00,4.2H,0 0.25 0.25 0.25 0.4
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.025 0
Organik
Bilesikler
Nikotinik asit 0.5 0.5 0.5 0.5
Pridoksin-HCI 0.5 0.5 0.5 0.5
Tiamin—-HCI 0.1 0.1 0.1 0.1
Glisin 2 2 2 2
Myo-inositol 100 100 100 100

2.2.2 Sitokininlerin In Vitro Proliferasyona Olan Etkilerinin

Belirlenmesi

Tez kapsaminda bitki pargalarinin klonal ¢ogaltimi1 asamasinda farkli bitki
bliyiime hormonlari, farkli derisimlerde denenmektedir. En iyi proliferasyonu
saglayan besiyeri (MS) igerigine oncelikle farkli sitokinin biiyiime diizenleyicileri [
6-benziladenin (BA), kinetin (KIN), tidiazuron (TDZ) ve 2-izopentiladenin (2-iP)]
¢esitli miktarlarda (1, 2, 4 mg I'l) eklenerek, bu sitokininlerin alev agaci govde

uclarmin proliferasyonuna olan etkileri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
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karsilastirilarak, eksplanttan en yiiksek proliferasyonu saglayan sitokininin tiirii ve

miktar1 optimize edilmistir.

MS besiyerleri igerik olarak ayni sekilde hazirlanmistir, ancak sitokininlerden
TDZ ve 2-iP hormonlarinin yiiksek sicakliklarda yapisi bozuldugu i¢in bu hormonlar
besiyerleri otoklavdan giktiktan sonra filtre ile steril edilerek, eklenmistir. Diger iki
sitokinin BA ve KIN’ler ise hazirlanan besiyerlerine otoklavdan 6nce konulmustur.
Farkli sitokinlere sahip besiortamlarina govde uglar1 aktarildiktan sonra eksplantlar

rejenerasyon i¢in bitki biiyiitme odasinda 4 hafta bekletilmislerdir.

2.2.3 Farkh Karbon Kaynaklarmn In Vitro Proliferasyona Olan

Etkilerinin Belirlenmesi

Tezin bu basamaginda ise en iyi proliferasyonu saglayan sitokinine sahip
besiyerinde karbon kaynaklar1 {izerinde denemeler yapilmistir. In vitro kosullarda
gelistirilen bitki kiiltiirlerinin heterotrofik olmasi nedeniyle alev agacina ait gévde
uclarimin proliferasyonu ig¢in ¢esitli karbon kaynaklar1 (glukoz ve sukroz) farkli
miktarlarda (0, 15, 30 g I™") optimize edilen besiyerine aktarilmis ve ilgili sekerlerin
proliferasyona olan etkileri belirlenmistir. Yine eksplant olarak alinan gévde uglari 4

hafta proliferasyon igin bitki biiyiitme odasina aktarilmistir.

2.2.4 In Vitro Proliferasyonun Sivi Kiiltiir Ortamlarinda Denenmesi

Yari-kat1 ortamda optimize edilen besiyeri ¢esidi, bitki biiylime diizenleyicisi
ve karbon kaynagi olan seker tiirii ve miktari, alev agacina ait gévde uglarindan in
vitro proliferasyonun denenmesi i¢in sivi ortam kosullarinda denenmistir. Bu amagla
aseptik kosullarda ¢ikartilan alev agacina ait gévde uglari uygun besiyeri icerigine
sahip s1v1 kiiltiirlerde farkli ¢calkalama hizlarinda (50, 100, 200 rpm) calkalanmis, bu

yolla besiyerinin karistirilmasi ve eksplantlarin havalandirilmasi saglanmistir.
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Bu islemler i¢in steril erlenmayerler ve sivi besiyerleri kullanilmistir. Ve
calkalama islemi icin gerekli calkalayict 4 hafta siire ile farkli ¢alkalama hizlarinda

ayarlanarak, kullanilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Calkalama islemi.

2.2.5 Proliferasyonun iyilestirilmesinde membran tasiyic1 destek

sistemlerinin denenmesi:

Membran tasiyict destek sistemi, Magenta kaplar1 gibi uygun bitki doku kiiltiirii
kaplarina yerlestirilmis ve steril edilmistir. En iyi proliferasyonu saglayan sivi
besiortami aseptik kosullarda membran tasiyici destek sistemi igeren kiiltiir kaplarina
aktarilmistir. Besiortaminin aktarimini takiben aseptik kosullarda ¢ikartilan alev
agacina ait govde uglar1 membran tasiyici destek sistemin iizerine yerlestirilerek,

eksplantlarin sivi besiortami ile siirekli temasi saglanmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 : Membran tagiyici destek sistemi. (A: bar: 1,79 cm, B: bar: 1,79 cm)

2.2.6 Proliferasyonun Gegici Daldirma Biyoreaktor Sistemlerinde

Denenmesi

Alev agacin bitkisinin in vitro proliferasyonu igin tez kapsaminda son
zamanlarda farkli bitkilerin mikrogogaltiminda olumlu sonuglar veren gegici
daldirma biyoreaktor sistemleri de denenmistir. Bu nedenle, optimize edilen besiyeri
igerigi sivi ortamda hazirlanmis ve aseptik kosullarda biyoreaktdre eksplantlarin
aktarimindan sonra, eksplantlarin besiyeri ile cesitli temas araliklar1 (daldirma

sikligi: 8,16, 24 saatte 1 kez) ve siire (16 dakika) denenmistir.

Tezin bu basamaginda kullanilan TIS (temporary immersion system) kaplari
otoklavda steril edilmis ve yine steril ortamda sivi besiyeri ve govde uglarinin
kaplara aktarimindan sonra kaplar kapatilmis ve bitki biiylitme odasinda

besiortaminin kaba aktarilmasini saglayacak olan pompaya baglanmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 : TIS kaplar1 ve gegici daldirma biyoreaktor sisteminde mikrogogaltim.
(A: bar: 1,17 cm, B: bar: 2,8 cm)

2.2.7 Govdelerin De Novo Koklendirilmeleri ve In Vivo Kosullara

iklimlendirilmeleri

In vitro ¢ogaltilan govdeler uygun besiyerinde diizenli araliklarla (her 4 haftada
bir) altkiiltiirlendikten sonra en az 10 mm olan gdvdeler in vitro koklendirilmeleri
icin farkli oksin ¢esitleri [indol-3-biitrik asit (IBA) ve indol asetik asit (IAA)] farkli
miktarlarda (0, 1, 2, 5 mg I™") denenmistir.

Koklendirme islemi igin farkli miktarlarda IBA ve TAA iceren besiyerleri steril
sartlarda hazirlanarak bebek mamasi kaplarina konulmus ve her bir kaba 15 adet ayni
uzunlukta bitkicikler aktarilmigtir. Kaplar kdklenmenin saglanabilmesi i¢in 4 hafta
bitki biiyiitme odasina konulmustur. Bir baska denemede ise yukarida adi gegen
oksin tiirleri ve miktarlar1 ile mikrogévdeler 1 hafta boyunca muamele edildikten

sonra oksin icermeyen MS0 besiortamina aktarilmislardir.
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En az 10 mm koke sahip olan heterotrofik bitkicikler, stomalarmin ¢aligir hale
getirilmesi ve tekrar fotosentez yaparak, ototrof olmalar1 i¢in sera kosullarinda
iklimlendirilmislerdir. Bu amagla once bitkiciklerin koklerini sekerden arindirmak
icin distile su ile koklere zarar vermeden yikanmistir. Koklerde seker bulunmasi
iklimlendirme agsamasinda bakterilerin koklerde ¢ogalmasina ve bitkinin gelisimini
olumsuz etkilemesine sebep olacagi i¢in yikanarak uzaklastirilmistir.Daha sonra
sularin siiziilmesi i¢in kurutma kagidina aktarilmis ve bir siire bekletilmistir.
Kurutma kagidinda suyu siiziilen bitkicikler 6nceden otoklavda steril edilen torflarla
birlikte viollere aktarilmustir. Uzeri plastik ortii ile kapatilarak yiiksek nem altinda

gelismeleri izlenmistir.

Daha sonra nem igerigi asamali olarak plastik oOrtii {izerinde her giin 2 delik
acilmasi yoluyla diigiiriildii ve en sonunda Ortii tamamen kaldirilarak, in vivo

kosullara alistirilmalar1 saglanda.

2.2.8 Sonuglarin Toplanmasi ve Verilerin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Yari-katt ve sivi besiortamima aktarilan her eksplanttan olugsan govde
proliferasyonu (%), eksplant basina olusan govde sayisi ve ortalama gévde boyu
(mm), besiyerinde eksplantlarin 25°C + 2°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (3000 liiks)

ve 8 saat karanlik kosullar altinda 4 hafta kiiltiirleme sonras1 kaydedilmistir.

Cogaltilan govdeler koklenme besiyerine aktarilip, koklenen bitkilere ait veriler
(koklenme yilizdesi, govde basina olusan kok sayist ve kok uzunlugu) besiyerine
aktarimdan en az 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 25 eksplant ile

yapilmis ve 2 kez tekrarlanmistir.

Bunun yani sira, gévde olusturma kapasitesi (G.O.K. indeksi) Lambardi ve

arkadaslarinin 1993 yilinda rapor ettikleri formiile gore;
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Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama govde sayist X

Rejenerasyon yiizdesi

GOK indeksi =-----------=------- s
100
hesaplandi.
Tez kapsaminda mikrogogaltim sonrasinda elde edilen veriler

degerlendirilirken, oransal veriler arasindaki farkliliklar X2 testi ile, i veya daha
fazla yiizdeler arasindaki farkliliklar ise Post hoc c¢oklu karsilastirma testine
(Marascuilo ve McSweeney, 1977) gore yapildi. Farkli verilerin karsilagtirilmasi
icin, varyans analizleri (ANOVA) takiben ortalamalar1 karsilastirmak i¢cin P<0.05
olacak sekilde anlamli en az farklilik (LSD) testi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1 PROLIFERASYON BESIYERININ BELIRLENMESI

Tez kapsaminda alev agacinin QL besiortaminda ¢ogaltilan mikrogdvdelerinden
alan govde uglarinda optimum proliferasyon besiortaminin belirlenmesi igin farkli
makro ve mikro element bilesenlerini ve/veya aynit makro ve mikro elementleri farkl
miktarlarda igeren (Bkz. Cizelge 2.3) MS, WPM, DKW ve QL olmak {izere 4 ¢esit
besiortami denenmistir. Denenen 4 besiortaminda da yiiksek proliferasyon yiizdesi
(%98-100, Cizelge 3.1) ve ¢oklu govde olusumu (govde/eksplant >1, Sekil 3.1) elde
edilirken, eksplant basina en fazla govde (2.58) MS besiortaminda saglanmistir.
Istatistiksel olarak da bu besiortaminda elde edilen ¢oklu gévde olusumu, denenen
diger besiortamlarinda goriilen sonu¢lardan anlamli olarak farklilik gdstermektedir.
WPM ve QL besiortamlarinda eksplant basina sirastyla 1.9 ve 1.8 gévde olusurken,

gorece en az govde olusumu (1.5) DKW besiortaminda elde edilmistir.

Govde olusturma kapasitesi bakimindan sonuglar incelendiginde en fazla ¢oklu
gbovde olusumunu saglayan MS besiortaminin yine alev agacinin proliferasyonu i¢in
en uygun makro ve mikro element bilesenlerini igerdigi goriilmektedir. Denenen 4
besiortaminda da 4.5 mm’ den uzun govdeler elde edilmis ve farkli besiortamlarinda

olusan gévde boylarinda istatistiksel bir fark belirlenmemistir.
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Cizelge 3.1: In vitro ¢ogaltilan alev agacina ait mikrogévdelerden alinan goévde
uglarmin 1 mg I benzil adenin (BA) igeren farkli besiortamlarinda gosterdikleri

proliferasyon sonuglari.

Besiortami  Proliferasyon”  Govde/eksplant”  G.O.K. Govde boyu®
(%) (Ort+S.H.)° Indeksi® (Ort+S.H.)°®

(mm)
MS® 100.0a 2.58+0.08a 2.58 4.89+0.14a
WPM® 100.0a 1.92+0.14b 1.92 4.90+0.31a
DKW?® 98.0a 1.52+0.07¢c 1.49 4.56+0.13a
QL® 100.0a 1.8240.07b 1.82 4.69+0.09a

# Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmustir. Her bir deneme en az 25 eksplant
kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.
®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gére belirgin

bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

¢ SH: Standart hata

¢ G.0.K= Rejenere olan eksplant bagma olusan ortalama govde sayisi x Rejenere olan eksplant

yiizdesi / 100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmustir.

¢ MS: Murashige ve Skoog (1962) besiortami, WPM: Odunsu bitkiler besiortami (Lloyd ve McCown,
1980), DKW: Driver and Kuniyuki (1984) besiortami, QL: Quoirin ve Lepoivre (1977) besiortami.

Sekil 3.1: Farkli besiortamlarinda elde edilen proliferasyon sonuglari. A) DKW + 1mg It BA B)
QP+ 1mg I BA C) MS+ 1mg I™: BA D) WPM+ 1mg I"'BA (A: bar: 1,68 cm, B: bar:1,63 cm, C: bar:

2,7cm, D: bar: 2,7 cm).
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3.2 SITOKININLERIN IN VITRO PROLIFERASYONA

OLAN ETKILERININ BELIRLENMESI

Alev agacina ait govde uglarinin mikrogogaltimi i¢in MS besiortamina 4 farkl
sitokinin tiiri (BA, KIN, TDZ ve 2-iP) 3 farkli miktarda (1, 2, 4 mg 1'1) eklenmistir. 4
mg I BA hari¢ denenen 4 farkli sitokinin tiirinde de %100 proliferasyon elde
edilmistir (Cizelge 3.2). Eksplant bagina olusan govde sayisinda ise besiortamina
eklenen sitokinin tiirii ve miktarinin 6nemli etkileri oldugu goriilmiistiir. Eksplant
basina en fazla gvde olusumu 2 mg 1™ BA iceren MS besiortaminda elde edilmistir.
BA miktarinin 4 mg 'V e ¢ikartilmasi ise hem proliferasyon yiizdesini hem de

eksplant basina olusan gévde sayisini azaltmistir.

BA’ dan sonra en fazla ¢oklu gévde olusumu besiortamina TDZ eklenmesi ile
saglanmistir. 1 mg 1" TDZ igeren besiortaminda eksplant basina 2.5 govde elde
edilirken, TDZ miktarmin artmasi ile olusan gévde sayisinda iyilesmeler goriilmiis
ve 4 mg I'* TDZ iceren besiortaminda 3.3 govde elde edilmistir. KIN iceren
besiortaminda BA ve TDZ ile desteklenen besiortamlarina gorece daha diisiik
govde/eksplant oran1 goriilmiistlir ancak yine de denenen en yiiksek KIN miktarinda

(4 mg I'Y) eksplant basina 2.4 gévde olusmustur.

Denenen sitokininler igersinde eksplant basina en az govde besiortamina 2-iP
eklenmesi ile elde edilmistir. 2-iP’ nin eklendigi besiortaminda gévde/eksplant orani
en fazla 1.4° diir ve besiortaminda 2-iP’ nin arttirilmast ile bu oran 1.3 lere

diismiistiir.

Besiortamina BA’ nin eklenmesinin ¢oklu gévde olusumuna olan olumlu etkisi
nedeniyle en fazla gdvde olusturma kapasitesi (3.7) gévde/eksplant oraninin en
yiiksek oldugu 2 mg I BA igeren besiortaminda elde edilmistir (Sekil 3.2). 4 mg It

TDZ igeren besiortaminda saglanan govde olusturma kapasitesi de BA disinda



38

denenen diger sitokinlere gorece daha fazladir (3.3). Besiortamima 2-iP’ nin
eklenmesi, en diisiik govde/eksplant oranini verdiginden bu bitki biiyiime
diizenleyicisinin alev agacina ait govde uglarinda govde olusturma kapasitesi de
disiiktiir (1.3-1.4). Bununla birlikte, uzun goévdeler (>6.5 mm) 2-iP igeren
besiortaminda elde edilmistir. En uzun govde (7.7 mm) 4 mg 1™ 2-iP ile desteklenen
besiortaminda belirlenirken, en kisa govde (3 mm) 4 mg 1" BA igeren besiortaminda
saptanmistir. Dolayisiyla olusan govdelerin boylar1 bakimindan denenen sitokinin

tipleri ve miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir.
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Cizelge 3.2: In vitro ¢ogaltilan alev agacina ait mikrogévdelerden alinan gdvde
uglarinin  farkli miktarlarda sitokinin iceren MS besiortaminda gosterdikleri
proliferasyon sonuglari®,

Sitokinin Proliferasyon”  Govde/eksplant’”  G.O.K.Iindeksi® Govde boyu”
(%) (Ort£S.H.)" (Ort+S.H.)*
(mm)
BA®(mg I
1 100a 2.58+0.11d 2.58 4.89+0.14d
2 100a 3.66+0.08a 3.66 3.17+0.14g
4 98b 3.60+0.08a 3.58 3.04+0.07g
KIN® (mg I'")
1 100a 2.10£0.05¢ 2.10 3.77+0.01f
2 100a 2.02+0.04¢ 2.02 3.10+0.07¢g
4 100a 2.42+0.07d 2.42 4.71+0.12d
TDZ® (mg I'")
1 100a 2.51£0.05d 2.51 4.35+0.10e
2 100a 2.96+0.04c 2.96 4.53+0.07d
4 100a 3.32+0.04b 3.32 4.43+0.06de
2-iP*(mg I™)
1 100a 1.42+0.03f 1.42 6.59+0.10¢
2 100a 1.32+0.03g 1.32 6.87+0.10b
4 100a 1.36+0.03fg 1.36 7.69+0.10a

# Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmustir. Her bir deneme en az 25 eksplant
kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.
®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gore belirgin

bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°G.0.K= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama gdvde sayisi x Rejenere olan eksplant yiizdesi
/100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmustir.

9SH: Standart hata.

® BA: 6-benziladenin, KIN: kinetin, TDZ: tidiazuron, 2-iP:2-izopentil adenin.
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Sekil 3.2: A)MS +2mg I BA B) MS +2mg I* TDZ C) MS + 2 mg I"* KIN D) MS + 2 mg I™* 2-iP
igeren yari-kat1 besiortamlarinda govde uglarindan elde  edilen proliferasyon.

(A: bar: 1 cm, B: bar: 1 cm, C: bar: 1,15 cm, D: bar: 1,17 cm)

3.3 FARKLI KARBON KAYNAKLARININ IN VITRO
PROLIFERASYONA OLAN ETKILERININ

BELIRLENMESI

Alev agacia ait govde uglart karbon kaynagi icermeyen besiortaminda %60
canlilik ve proliferasyon gostermistir (Cizelge 3.3). Canlilik ve proliferasyon,
besiortamina karbon kaynagmin eklenmesi ile %100’ e ulagmistir ve bu sonug
besiortamina eklenen karbon kaynaginin tipi ve miktarindan bagimsizdir. Denenen
karbon kaynaklarina karst gévde uglarinin olusturdugu farkli tepkiler asil eksplant
basina olusan gévde sayisinda goriilmektedir (Sekil 3.3). Eksplant basina en yiiksek
gdvde sayist (3.7) besiortamma 30 g 1™ sukroz eklenmesi ile elde edilmistir. Genel
olarak, besiortamina sukroz eklenmesi denenen diger karbon kaynagi olan glikoza

gore daha fazla govde/eksplant orammi saglamustir. Yine de 15 g 1™ glikoz ile
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desteklenen besiortaminda eksplant basina 3 gévde olusmustur. Besiortaminda glikoz
miktarmin 30 g I e ¢ikartilmasi ise eksplant basma olusan govde sayisini
azaltmistir. Iki karbon kaynaginin besiortamina esit miktarda eklenmesi ise,
besiortamimnin sadece sukroz ile desteklenmesine gore daha diisiik gévde/eksplant

oranini saglamigtir.

GOK indeksleri karsilastinldiginda en yiiksek veri (3.7) yine 30 g 1" sukroz ile
desteklenen besiortaminda elde edilmistir. En diisiik GOK indeksi (0.6) ise herhangi
bir karbon kaynag1 eklenmeyen besiortaminda goriilmiistiir. Ancak bu besiortaminda
gorece uzun govdeler (7 mm) elde edilmistir. Genel olarak, glikoz ile desteklenen
besiortamlarinda sukrozun eklendigi besiortamlarina gére daha uzun (sirasiyla > 4.5
mm ve >3 mm) govdeler olugsmustur. GOovde uzunlugu haricinde sukroz ile
desteklenen besiortamlarinda daha fazla govde/eksplant orani elde edildiginden

sonraki denemelerde besiortami 30 g 1™ sukroz ile desteklemistir.
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Cizelge 3.3: In vitro ¢ogaltilan alev agacina ait mikrogévdelerden alinan gévde uglarmin farkli miktarlarda seker ve 2 mg I"* BA iceren MS
besiortaminda gosterdikleri proliferasyon sonuglari®.

Seker Tiirii  Canhhk™ Proliferasyon® Giivde/eksplantb G.O.K. indeksi® Govde boyub
(%) (%) (Ort+S.H.)° (Ort+S.H.)°
(mm)

Sukroz (g I

0 60.0b 60.0b 1.04+0.03¢ 0.62 7.04+0.30a
15 100.0a 100.0a 3.340.08b 3.34 3.93+0.11c¢
30 100.0a 100.0a 3.66+0.07a 3.66 3.17+0.11d
Glikoz (g I'Y)

0 60.0b 60.0b 1.04+0.03¢ 0.62 7.04+0.30a
15 100.0a 100.0a 3.06+0.07¢c 3.06 4.85+0.10b
30 100.0a 100.0a 2.64+0.07d 2.64 4.65+0.08b
Sukroz + Glikoz (g 1™

15 + 15 100.0a 98.0a 2.90+0.06¢ 2.84 4.87+0.10b

# Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmigtir. Her bir deneme en az 25 eksplant kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

"Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilagtirilmali teste gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey olarak
degerlendirilmistir.

°4 haftalik kiiltiir sonucunda kahverengi eksplantler &lii, yesil eksplantler canli sayilmis ve yesil eksplantlerden olusan gévdeler ise proliferasyon olarak sayilmigtir.

%G.0.K= Rejenere olan eksplant basma olusan ortalama govde sayisi x Rejenere olan eksplant yiizdesi / 100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullamlarak,
hesaplanmistir.

®SH: Standart hata.
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Sekil 3.3: Farkli seker tip ve miktarlarinda govde uglarindan elde edilen proliferasyon. A)MS +
2 mg I BA-0 seker, B) MS + 2 mg 1" BA-15 g I sukroz, C) MS + 2 mg I BA-15 g I glikoz,
D) MS + 2 mg It BA-15 g I"* glikoz + 15g I"* sukroz, E) MS + 2 mg It BA-30 g I"* sukroz, F)
MS + 2 mg I BA-30 g I glikoz. ( A: bar: 0,93 cm, B: bar: 1,12 cm, C: bar: 0,93 cm, D: bar:
1,12 cm, E: bar: 1,04 cm, F: bar: 1,02 cm)
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3.4. IN VITRO PROLIFERASYONUN SIVI KULTUR

ORTAMLARINDA DENENMESI

Tez kapsaminda alev agacina ait gévde uglart in vitro proliferasyon kaplarinin
calkalanmasi, membran tasiyici destek sistemi ve gecici daldirma biyoreaktdr sistemi

kullanilarak, sivi kiiltiir ortamlarinda da denenmistir.

3.4.1 Calkalama Kiiltiirleri

Aseptik kosullarda ¢ikartilan alev agacina ait govde uglar1 2 mg 1™ BA ve 30 g
I'* sukroz igeren sivi MS besiortaminda farkli hizlarda (50, 100, 200 rpm)
calkalanmis ve bu yolla besiyerinin karistirilmast ve eksplantlarin havalandirilmasi
saglanmaya calisilmistir. Ancak, Sekil 3.4’ de goriildiigli gibi denenen tiim ¢alkalama
hizlarinda saglikli proliferasyon saglanamamis ve olusan govdelerde %100

vitrifikasyon tespit edilmistir.
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Sekil 3.4 : Calkalama kiiltiir kaplarinda elde edilen proliferasyon. A-B)50 rpm C-D)100 rpm
E-F) 200 rpm. ( A: bar: 1,42 cm, B: bar: 1,2 cm, C: bar: 1,66 cm, D: bar: 1,05 cm, E: bar:
1,36 cm, F: bar: 1,5 cm)

3.4.2. Membran Tasiyic1 Destek Sistemi

Tez kapsaminda yapilan deneyler sonucu en iyi proliferasyonu saglayan sivi
besiortami aseptik kosullarda membran tasiyict destek sistemi igeren kiiltiir kaplarina
aktarilmistir. Aseptik kosullarda c¢ikartilan alev agacma ait govde uglari, sivi
besiortami iceren membran tasiyici destek sistemin {izerine yerlestirilmistir. 4 hafta
sonunda olusan bazi govdelerde vitrifikasyon (%65) goriilmiistiir ancak yine de
govde uglarindan diisiik de olsa proliferasyon (%35) saglanmistir (Cizelge 3.4, Sekil
3.5). Eksplant basina ise 3 govde olusmustur.
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Cizelge 3.4. In vitro c¢ogaltilan alev agacina ait mikrogdvdelerden alinan gévde
uclarmin membran tastyici destek sistemde 30 g I sukroz ve 2 mg 1™ BA iceren sivi
MS besiortaminda gosterdigi proliferasyon sonucu®

Proliferasyon  Vitrifikasyon = Govde/Eksplant Govde G.OK'

(%) (%) (Ort+SHP) Uzunlugu
(Ort£SH)"
(mm)
35 65 3.05+0.41 4.97+0.32 1.06

®Veriler kiiltiir baslatilmasindan 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 25 eksplant
kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

® SH: Standart hata.

°G.0.K= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama gdvde sayisi x Rejenere olan eksplant yiizdesi
/100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmugtir.

Sekil 3.5 : A-F) Membran tasiyici destek sisteminde elde edilen proliferasyon (A: bar: 3,33
cm, B: bar: 2,66 cm, C: bar: 1,12 cm, D: bar: 2,4 cm, E: bar: 1,42 cm, F: bar: 2,31 cm).
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3.4.3 Gegici Daldirma Biyoreaktor Sistemi

Tez kapsaminda denenen sivi kiiltiir sistemlerinden birisi de gecici daldirma
biyoreaktor sistemleridir. 3 farkli daldirma zamaninda (sirasiyla 8 ,16 ve 24 saat) 16
dakika boyunca siv1 besiortami ile muamele edilen alev agacina ait gévde uglarindan
elde edilen proliferasyon sonuglart Cizelge 3.5’ de sunulmustur. Elde edilen
sonuclara gore, 8 saatte dolayisiyla giinde 3 kez 16 dakika siireyle (toplam 48
dakika) sivi besiortami ile temas, govde uglarinda yiiksek miktarda vitrifikasyona
neden olmus (%92, Sekil 3.6) ve govde uglarinin ancak %6’ sinda proliferasyon

goriilmistiir. Eksplant basina olusan govde sayis1 2” dir.

16 saatte bir kez 16 dakika siireyle sivi besiortamiyla temas eden govde
uglarinda ise vitrifikasyon gorece azalmis (%16) ve proliferasyon ise artmistir (%76).
Eksplant basina olusan gévde sayist 1.5° dir. Sivi besiortami ile temas siiresinin
giinde 48 dakikadan 16 dakikaya indirilmesi ile vitrifikasyon olusumu azalmaya

basglamistir.

Eksplantlarin sivi besiortami ile temas araliginin 24 saate ¢ikartilmasi ile ise
(glinde 16 dakika) vitrifikasyon oldukga diismiis (%10) ve govde uglarinin %80’ inde
proliferasyon elde edilmistir. Eksplant bagina ise 1.9 gévde olusmustur. U¢ deneme
govde olusturma kapasiteleri bakimindan degerlendirildiginde de yine giinde daha
uzun aralik ile sivi besiortamiyla temasin saglandigi denemenin proliferasyon igin
daha uygun oldugu goriilmektedir. Sivi besiortam ile temas ile 7.0 mm’ den uzun
govdeler elde edilmistir. Her {i¢ deneme en fazla gdvde olusturma kapasitesi
bakimindan karsilastirildiginda ise 16 ve 24 saatte bir 16 dakikalik yapilan sivi
besiortami 1ile temasin govde wuglarinda 1° den fazla gévde olusturdugu
goriilmektedir. Yine de en yiiksek indeks (1,52), en fazla proliferasyonun ve eksplant
basia govde olusumunun goriildiigii eksplantlarin 24 saatte bir sivi besiortamina

temas etmesi ile elde edilmistir.
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Cizelge 3.5. In vitro c¢ogaltilan alev agacina ait mikrogdvdelerden alinan gévde
uclarmin farkl daldirma zamanlarinda 30 g 1™ sukroz ve 2 mg I™* BA iceren sivi MS
besiortaminda gdsterdikleri proliferasyon sonuglar®

Proliferasyon  Vitrifikasyon Gévde/Eksplant Govde G.OK*

Daldirma (%)° (%)° (Ort£SH)™ Uzunlugu
Zamani (Ort+SH)™
(mm)
8%16°° 6b 92b 2.00+£0.58 a 10.33+0.93a 0.12
16%16° 76 a 16 a 1.59+0.13 a 8.70+0.52a 1.20
24%/16° 80a 10a 1.90+0.13 a 7.06+0.32b 1.52

®Veriler kiiltiir baglatiimasindan 4 hafta sonra toplanmustir. Her bir deneme en az 25 eksplant
kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastiriimali teste gore belirgin
bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

¢ SH: Standart hata.

%G.0.K= Rejenere olan eksplant bagina olusan ortalama govde sayisi x Rejenere olan eksplant yiizdesi
/100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmustir.

%s, saat; ’, dakika.

Sekil 3.6 : Gegici daldirma biyoreaktdr sisteminde elde edilen proliferasyon.

A -D)8s/16’siireli daldirma B-E)16s/16’ siireli daldirma C-F) 24s/16” siireli daldirma.(A:
bar: 2,27 cm, B: bar: 2,20 cm, C: bar: 3cm, D: bar: 1,37 cm, E: bar: 1,34 cm, F: bar: 1,41
cm)
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3.5 IN VITRO KOKLENME VE IN VIVO KOSULLARA

IKLIMLENDIRME

Alev agacindan in vitro kosullarda ¢ogaltilan govdelerde, herhangi bir oksin
bliyiime diizenleyicisi bulunmayan besiortamlarinda koklenme goriillmemistir
(Cizelge 3.6). Besiortaminin 4 hafta IBA veya IAA ile desteklenmesi, gévdelerde
koklenmeyi saglamistir. Denenen en diisilk IBA miktarinin (1 mg 1'1) besiortamina
eklenmesi ile %13.3 koklenme elde edilirken, IBA miktarmin 2 mg 1™ e
cikartilmasi, denenen IBA miktarlar1 igerisinde en yliksek koklenmeyi (%16.7)
saglamustir. IBA miktarmm 4 mg 1™e ¢ikartilmasi ise koklenme yiizdesini %13.3%¢
diisiirmiistiir. IBA” dan farkli olarak, diisik miktarda eklenen (1 mg I?) 1AA ile
gorece diisiik koklenme (% 3.4) elde edilirken, IAA denemeleri arasinda en yiiksek
koklenme (%16.7) 4 mg I TAA ile elde edilmistir.

Govde basmna olusan kok sayisi bakimindan denemeler incelendiginde
kok/govde orani en fazla (1.5) besiortamma 4 mg 1 IBA eklenmesi ile elde
edilmistir. Kok/govde orani genel olarak, IAA ile desteklenen besiortamlarinda daha
diisiiktiir. Elde edilen koklerin boylar1 incelendiginde ise genel olarak 2 ve 4 mg 1™
IAA ile desteklenen besiortamlarinda daha uzun govdeler (sirasiyla 2.4 ve 2.1 mm)
elde edilmistir. IBA ve IAA ile besiortamin desteklenmesi sonucunda in vitro
cogaltilan alev agacina ait govdelerde goriilen koklenmeler sirasiyla Sekil 3.7 ve 3.8’

de sunulmustur.
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Cizelge 3.6. In vitro ¢ogaltilan alev agacina ait mikrogdvdelerin farkli miktarlarda
oksin iceren MS besiortaminda 4 hafta kiiltiirleme sonucunda gosterdikleri koklenme
sonuglar®

Oksin Tiirii Koklenme® Kok/Govde” K&k boyu”
(mg I (%) (Ort+S.H.)° (Ort+S.H.)°
(cm)

IBA

0 0.0e 0.00+0.00c 0.00+0.00b
1 13.3b 1.00::0.00b 1.56+0.23a
2 16.7a 1.20+0.20ab 1.63+0.86a
4 13.3b 1.50+0.29a 1.74+0.26a
IAA

0 0.0e 0.00+0.00c 0.00+0.00b
1 3.4d 1.00+0.00b 1.00+0.00a
2 10.0c 1.00+0.00b 2.43+1.55a
4 16.7a 1.20+0.20ab 2.11+0.83a

% Veriler kiiltiir baslatilmasindan 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 15 eksplant
kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gore belirgin
bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

¢ SH: Standart hata.

In vitro ¢ogaltilan govdelerin kdklenmesine uzun siire oksin ile muamelenin
etkisinin belirlenmesi i¢in govdeler 1 hafta farkli miktarlarda (1, 2 ve 4 mg 1'1) IBA
ve IAA igeren yari-katt MS besiortaminda kiiltiirlendi ve sonrasinda oksin igermeyen

MSO besiortamina aktarildi.

Elde edilen sonuglara gore, onceki denemeye gore kisa siire oksin ile muamele
denenen en fazla IBA (4 mg I™") igeren besiortami hari¢ genellikle hem IBA hem de
IAA ile desteklenen besiortamlarinda koklenmeyi diisiirdii (Cizelge 3.7). Ancak, 4
mg I IBA igeren besiortaminda 1 hafta kiltirleme sonrasinda MS0’a aktarilan
govdelerde tiim koklenme denemeleri i¢cinde en fazla koklenme (%40) elde edildi.
Bu besiortaminda govde basina 1.6 kok olustu. Her ne kadar kok/gévde oran1 4 mg
I"* TAA igeren besiortaminda gorece yiiksekse de (3.00), bu besiortaminda koklenme

oldukea diisiiktiir (%3.3). Koklenme denemeleri arasinda en uzun kék boyu (3.3 cm)

yine 1 hafta 4 mg I IBA ile desteklenmis MS besiortaminda elde edilmistir.
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Cizelge 3.7. In vitro ¢ogaltilan alev agacina ait mikrogovdelerin farkli miktarlarda
oksin igeren besiortaminda 1 hafta kiiltiirleme ve sonrasinda oksin igermeyen MS

besiortamina aktarilmalari ile gdsterdikleri koklenme sonuglari®

Oksin Tiirii Koklenme Ko6k/Govde® Kok Boyu®
(mg I (%)° (Ort£SH)® (Ort+SH)®
(cm)

IBA

1 6.0b 1.00+0.00 ¢ 2.60£1.00 a

2 30c 1.00+0.00 ¢ 1.00+0.00 b

4 40.0a 1.58+0.15 b 3.29+0.41 a
IAA

1 0.0d 0.000.00 d 0.00:0.00 d

2 33¢ 1.00+0.00 ¢ 1.000.00 b

4 33¢ 3.00+0.00 a 0.66+0.00 ¢

% Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 15 eksplant
kullanilarak yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc goklu karsilagtirilmali teste gore belirgin
bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.
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Sekil 3.7 : Farkli IBA igeriklerinde elde edilen koklenme sonuglari. A-B)MS 0 besiyeri
C-D) MS+1 mg I IBA E-F)MS+2 mg I'* IBA, G-H)MS+4 mg I'* IBA. (A: bar: 2,04 cm, B:
bar: 3cm, C: bar: 1,4 cm, D: bar: 1,33 cm, E: bar: 1,14 cm, F: bar: 1,6 cm, G: bar: 1,71 cm,
H: bar: 1,26 cm)
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Sekil 3.8. Farkli IAA igeriklerinde elde edilen koklenme sonuglari. A-B) MS+1 mg 1™ IAA
Besiyeri, C-D) MS+2 mg I IAA besiyeri, E-F)MS+4 mg I"* IAA besiyeri. (A: bar: 1,71 cm,
B: bar: 0,96 cm, C: bar: 1,62 cm, D: bar: 0,96 cm, E: bar: 1,26 cm, F: bar: 2cm)

Koklenen bitkiler in vivo kosullara nemin kademeli olarak azaltilmasi ile

iklimlendirilmis ve saglikli gévdeler elde edilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. In vivo kosullara iklimlendirme asamalari. A) Ko6klendirme besiyerindeki
koklenmis bitkiciklerin besiyerinden ¢ikarilmasi, B) Su ile koklenmis bitkiciklerin koklerinin
yikanmas1 ve kurutma kagidinda sularinin siiziilmesi. C)Bitkiciklerin steril torf igeren
viyollere dikilmesi ve sulanmasi, D)Viyollerin tizerinin plastik bir ortii ile ortiilmesi, E)Her
giin plastik ortlide iki delik agilarak nem oranlarmin diisiiriilmesi, F)Adapte olan bitkilerin
saksilara aktarimini takiben 2 ay sonraki goriintigleri. (A: bar: 2,48 cm, B: bar: 2,6 cm, C:
bar: 2,55 cm, D: bar: 1,8 cm, E: bar: 1,45cm, F: bar: 6,54 cm)
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4. TARTISMA

4.1 PROLIFERASYON BESIORTAMININ

BELIRLENMESI

In vitro kosullarda proliferasyonun saglanmasi ic¢in besiortamima makro ve
mikroelementlerin ve vitaminlerin uygun bilesen ve miktarlarinin eklenmesi
gerekmektedir. Proliferasyon ¢ogu zaman tiitlin bitkisi i¢in gelistirilen MS besiortami
kullanilarak, gerceklestirilse de optimum c¢ogaltimi saglayan besiortami her bitki
tiirii i¢in belirlenmelidir. Bu nedenle tez kapsaminda alev agaci gibi odunsu bitkilerin
cogaltiminda tercih edilen ve esasen azot igerikleri farkli olan MS, QL, WPM ve

DKW besiortamlar1 denenmistir.

Alev agacinda giiniimiize kadar yapilan in vitro ¢ogaltim galismalarinda MS
(Leifert ve ark., 1992; Ramirez-Malagon ve ark., 1997; Larraburu ve ark., 2007),
WPM (Kane, 1987) ve QL (Akdemir ve ark., 2010) besiortamlar1 denenmistir.
Akdemir ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada QL ve MS besiortamlarina
aktarilan govde uglarinda en iyi proliferasyon MS besiortamina eksplant basina
gorece daha fazla govde elde edilen QL besiortaminda saglanmistir. Bu ¢aligmanin
bir devamu olan tez kapsaminda alev agacina ait mikrogdvdeler, 2 sene boyunca 4
haftada bir QL besiortaminda altkiiltiirlenmistir. 2 senelik altkiiltiir sonrasinda elde
edilen mikrogdvdelerden alinan goévde uclari, 4 farkli besiortamina aktarildiginda

MS besiortaminin daha iyi proliferasyonu sagladig1 goriilmiistiir.

Ayni igerige sahip besiortaminda uzun siire ¢ogaltilan bitkilerin proliferasyon
potansiyellerinde azalma veya artis goriilebilmektedir (Nagakubo ve ark., 1997). Bu
nedenle, proliferasyonunda azalma goriilen mikrogdvdelerde c¢ogaltimin
tyilestirilmesi i¢in besiortaminin igeriginin veya besiortamina eklenen bitki biliylime

diizenleyicisinin tliriiniin veya derisiminin degistirilmesi gerekmektedir. Uzun siire
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QL besiortaminda altkiiltiirlenen mikrogdvdelerden alinan gévde uglarinin MS
besiortaminda gorece daha fazla bulunan azota (sirasiyla QL’ de 35 mM ve MS’ de
60 mM, Ciccotti ve ark., 2008) gereksinim duydugu, bu kimyasali fazla igeren MS
besiortaminda daha iyi proliferiye olmasindan anlasilmaktadir. Her ne kadar, azot
miktar1 DKW besiortaminda da fazla olsa da (44 mM, Ciccotti ve ark., 2008), MS ve
DKW besiortamlar1 azot kaynagi bakimindan farklilik gostermektedir. DKW
besiortaminda NH4NO3’ e ek olarak, azot kaynagi olarak Ca(NO)3.4H,0 iken, MS
besiortaminda NH4NO3’ e ek olarak, azot kaynagi olarak KNO3 bulunmaktadir. Elde
edilen sonuglar, alev agacina ait gévde u¢larinin NH4NO3’ e ek olarak, azot kaynagi
olarak KNOjz’ i tercih ettigini ve bu nedenle KNOj3; igceren MS ve QL
besiortamlarinda daha iyi proliferiye oldugunu gostermektedir. Azota ek olarak,
WPM ve DKW’ de bulunan K,SO4’ e gereksinim duymadigl yine bu kimyasal
icermeyen MS ve QL besiortamlarinda proliferasyonun gorece daha iyi olmasi

nedeniyle anlagilmaktadir.

Govde ucu eksplanti Rhododendron (McCown ve Lloyd, 1983; Ettinger ve
Preece, 1985; Brand ve Kiyamoto, 1994 a,b), Zantedeschia albomaculata (Chang ve
ark., 2003) ve Ebenus cretica (Hatzilazarou ve ark., 2001) gibi bir ¢ok siis bitkisinin
cogaltimi icin rutin olarak kullanilmaktadir. Tez kapsaminda da alev agacinin

mikrogogaltimi gévde ucu eksplanti kullanilarak, MS besiortaminda yapilmistir.

4.2 OPTIMUM SIiTOKININ TUR VE MiKTARININ

BELIRLENMESI

Ticari olarak kullanilan ¢ogu siis bitkisi oksin ve sitokinin ile desteklenen doku
kiltlirii besiortamlarinda c¢ogaltilmaktadir (Rout ve Jain, 2004). Bununla birlikte,
kiiltiir besiyerine sadece sitokinin eklenmesinin de bir¢ok bitkide govde olusumunu
uyardig1 rapor edilmistir (Rout ve ark., 2006). Bu nedenle, tez kapsaminda 4 farkli
sitokinin alev agacinin mikrog¢ogaltimi i¢in denenmistir. Elde edilen sonuglara gore

proliferasyonu en 1yi saglayan bitki biiyiime diizenleyicisi bir adenin tiirevi olan BA’
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dir. BA ile mikrogogaltim Ficus benjamina (Rzepka-Plevnes ve Kurek, 2001), Rosa
hybrida (Hasegawa, 1980; Wulster ve Sacalis, 1980) gibi farkli siis bitkilerinde ve
alev agaci gibi odunsu bitkiler olan Bupleurum kaoi (Chen ve ark., 2006) ve

Celastrus paniculatus Willd.” da (Rao ve Purohit, 2006) rapor edilmistir.

BA’ dan sonra alev agacinda proliferasyonu en iyi saglayan sitokinin bir iire
tirevi olan TDZ’ dir. Baz1 bitkilerde (6rnegin; Humulus lupulus, Roy ve ark., 2001;
Andrographis neesiana, Karuppusamy ve Kalimuthu, 2010) TDZ’ nin aksiler ve
adventitatif gévde olusumunun uyarilmasinda adenin tiirevi bilesiklerden daha etkin
oldugu rapor edilse de (Gaspar ve ark., 1996), TDZ’ nin biyokimyasal aksiyonu

tamamen anlagilamamistir (Hosokawa ve ark., 1998).

Buna ek olarak, TDZ ile olusan gdvdelerin yeterince uzayamadiklar1 da dnceki
calismalarda (Gaspar ve ark., 1996; Anis ve ark.,, 2010) rapor edilmistir. Kisa
govdelerin olugmasi alev agacma ait govde uglarindan gelisen gdovdelerde
gbzlenmemistir. Her ne kadar, en uzun govdeler 2-iP ile desteklenen besiortaminda
elde edilse de TDZ ile olusan govdelerin boyu BA ve KIN ile olusan govdelerin
boylart ile karsilastirilabilir seviyededir. Besiortamina 2-iP eklenmesinin gévde
uzamasina olan olumlu etkisi alev agaci bitkisinin gévdelerinde oldugu gibi Elliottia

racemosa (Woo ve Wetzstein, 2008) bitkisinde de gdzlenmistir.
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4.3 OPTIMUM KARBON KAYNAGININ

BELIRLENMESI

In vitro kosullarda gelisen bitki dokularinda fotosentetik aktivite diisiik 151k
yogunlugu, sinirli gaz aligverisi ve yiiksek bagil nem nedenleriyle azaldigindan

besiortamina ekzojen olarak karbon kaynaginin eklenmesi gerekmektedir (Kozai,

1991).

Farkli bitki tiirlerinin in vitro morfogenezini besiortamina eklenen karbon
kaynaginin etkiledigini gosteren birgok ¢aligma bulunmaktadir (Biahoua ve Bonneau,
1999; Petersen ve ark., 1999; Fuentes ve ark., 2000). Karbonhidratlar morfogenezi
enerji kaynagi olarak kullanilmalarinin yani sira hiicre duvarinin  6zelligini
(esnekligi, igerigi vb.) belirleyen ozmotik potansiyeli degistirme yoluyla da
etkilemektedir (Pritchard ve ark, 1991). Besin gereksinimi tiirler arasinda oldukga
farklilik gostermektedir. Bitki dokularinin karbonhidratlar1 kullanma kapasitesi tiirler
ve eksplantlar arasinda degismekte (Tremblay ve Tremblay, 1991; Taber ve ark.,
1998) ve tiirlerin karbonhidrat tercihi 6zgiin karbon kaynaginin molekiillerini
absorbe ve metabolize etme kapasitelerine gore degigsmektedir (Mezzetti ve ark.,
1991). Bu nedenle, karbonhidrat gereksinimi her tiir/genotip ve eksplant igin

mikrogogaltim protokollerinin gelistirilmesinde optimize edilmelidir.

Tez kapsaminda sukroz ve glikoz gibi farkli karbon kaynaklarinin alev agacina
ait govde uglarinin in vitro kosullarda c¢ogaltimmna olan etkileri belirlenmeye
calisilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak da ekzojen olarak eklenen bir
karbon kaynagi olmadiginda, hem proliferasyon yiizdesinin hem de eksplant basina
olusan govde sayisinin diger denemelere gore daha diisiik oldugunu gdstermistir.
Disaridan eklenen bir karbon kaynaginin olmadigi durumda endojen olarak bulunan
karbonhidratin baz1 gévdelerde gelisimi saglamakta ancak endojen karbon kaynagi
tamamen tiikendiginde govde gelisimi muhtemelen temel metabolik yolaklar igin

yeterli enerji/karbon olmadigi i¢in durmaktadir.
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GoOvde dormansisinin kirilmasi, govde gelisiminin baslamasi ve siirdiiriilmesi
i¢cin fazla miktarda seker alinimina gereksinim duymaktadir (Gemas ve Bessa, 2006).
Muhtemelen bu nedenle, eksojen olarak karbon kaynagmin eklenmedigi durumda
alev agacma ait govde uclarindan ¢oklu gévde olusumu gerceklesmemistir. Elde
edilen sonuglar, yiiksek proliferasyon ve ¢oklu govde olusumu i¢in alev agaci1 govde
uclariin bir karbon kaynagina gereksinim duydugunu gostermektedir. Benzer sonug
farkli bitkilerin (6rnegin, kaju ve sakiz agaci) mikrocogaltiminda da elde edilmistir

(swrastyla, Gemas ve Bessa, 2006; Kog, 2011).

Denenen karbon kaynaklari arasinda 30 g 1" sukrozun daha fazla sayida eksplant
basina govde olusturmast bakimindan en etkin oldugu goriilmiistiir. Yine
besiortamina bu miktarda eklenen sukrozun en etkin proliferasyonu sagladigi daha
once pek ¢ok ¢alismada (Takayama ve Misawa, 1981; Hung ve ark., 2006; Ghimire
ve ark., 2010; Kog, 2011) rapor edilmistir.

Hagen ve arkadaslar1 (1991) ve Mezzetti ve arkadaglar1 (1991) tarafindan
yapilan ¢alismalardan otoklavlama sirasinda sukrozun %5’ nin glikoz ve fruktoza
hidroliz edildigi bilinmektedir. Yine Slesak ve arkadaslari (2004) tarafindan yapilan
calismadan da besiortaminda kademeli olarak sukroz miktar1 azalirken, glikoz ve
fruktoz igeriginin arttig1 goriilmektedir. Sukroz hiicre duvarina bagli invertaz enzimi

tarafindan glikoz ve fruktoza hidroliz edilmekte ve hiicre i¢ine alinmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan denemelerde besiortami sadece glikoz ile
desteklendiginde de ¢oklu govde olusumu gerceklesmistir. Ancak, bu olusumun
sukroz ile desteklenen besiortaminda daha fazla olmasi alev agacina ait gévde
uglarinin proliferasyonunda sukrozun parcalanmasi ile olusan glikozun yani sira yine
ad1 gecen disakkaritin par¢alanma iiriinii olan fruktoza da gereksinim duydugunu

gostermektedir.
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4.4 SIVI KULTUR ORTAMLARINDA IN VITRO

PROLIFERASYON

Son zamanlarda s1v1 kiiltiirler bitkilerin in vitro ¢ogaltimi ve hizla biiyiimesi i¢in
etkin olarak kullanilmaktadir ( Ornegin Ziv, 1989; llan ve ark., 1995; Park ve ark.,
2000; Kim ve ark., 2004; Luna ve ark., 2008; Steinmacher ve ark., 2011). Tez
kapsaminda uygun besiortami igerigi, bitki biiylime diizenleyicisi ve sukroz miktari
belirlendikten sonra govde proliferasyonu i¢in yari-kati ortamin yani sira sivi kiiltiir
sistemleri de denenmistir. Sivi Kkiiltiir i¢in tez kapsaminda 3 farkli segenek
denenmistir. ilk segenekte herhangi bir destek matriksi olmadan 2 mg I'* BA ve 30 g
I"! sukroz igeren sivi MS besiortamna aktarilan kiiltiirler, farkli hizlarda (50, 100 ve
200 rpm) devamli olarak c¢alkalanmistir. Denenen bir diger segenek ise eksplantlarin
stv1 besi ortamina membran tastyict destek sistemi araciligiyla temasini icermektedir.
Ucgiincii segenekte ise s1v1 besiortamu ile eksplantlarin belirli periyotlarda ve istenilen

stirede temasini saglayan gecici daldirma biyoreaktor sistemi kullanilmistir.

S1vi ¢alkalama kiiltiirlerinin bitki doku kiiltiirii calismalarinda basarili oldugu siis
bitkilerini de igeren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Takayama ve Misawa, 1981,
Takayama ve ark., 1991; Bergofion ve ark., 1992; Tewary ve Oka, 1999; Kadota ve
Niimi, 2004; Piatczak ve ark., 2005; Hung ve ark., 2006). Yari-kat1 besiortaminda
elde edilen sonuglarin sivi besiortami ile karsilastirildigi Begonia X hiemalis
bitkisinde yaprak pargalarindan en fazla tomurcuk gelisimi 30-150 ml MS besiortam1
iceren 300 mI’lik Erlermayer kaplarinin 180 rpm’de ¢alkalanmasi ile elde edilmistir
(Takayama ve Misawa, 1981). Bir baska ¢aligmada ise Wasabi japonica bitkisine ait
govde uclar1 5 uM BA ile desteklenen sivi MS besiortaminda 80 rpm’ de
calkalanarak, yari-kat1 besiortamina gore daha fazla cogaltim oranlar ve taze agirlik
artiglar1 gostermistir (Hung ve ark., 2006). Gévde proliferasyonu Dioscorea japonica
(Kadota ve Niimi, 2004) ve Centaurium erythraea (Piatczak ve ark., 2005)
bitkilerinde de kat1 besiortamlarina gére sivi besiortaminda 3 kat daha iyi olmustur.

Sivi kiltirin olumlu etkisi muhtemelen sivi besiortamina tamamen batirilan
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eksplantlarin besiortami ve bitki biiylime diizenleyicilerini tiim yiizeyi ile daha iyi ve

cabuk almalar1 nedeniyledir (Hung ve ark. 2006).

Govdelerin hizla biliylimesini ve ¢ogalmasini uyaran in vitro kiiltiir kosullari
bazen yapisal ve fizyolojik olarak anormal bitkilerin olusmasi ile sonuglanmaktadir
(Ziv ve ark., 1987). Ozellikle siv1 besiortaminda kiiltiire alinan eksplantlar agar ile
katilagtirilan  besiortamina gore fizyolojik, anatomik ve biiylikk morfolojik
anormallikler ile sonuglanan suyun olagandisi apoplastik yigilmasina daha agiktir
(Ziv, 1991; Paek ve ark., 2001). Bu anormalliklerin tamami hiperhidrisite olarak
bilinmekte ve rejenere olan bitkilerde degisik oranlarda camsilagma (Deberg ve ark.,
1992), mezofil ve govde korteksinde hipertrofi, bozuk ve islevsel olmayan stoma,
epidermal devamsizlik (Apostolo ve Llorente, 2000) goriilmektedir. Kiiltiir kabindaki
yiiksek bagil nem hiperhidrisitenin asil nedenidir (Benson, 2000; Kevers ve ark.,
2004).

Tez kapsaminda alev agacina ait govde uclarinin higbir destek matriksi
kullanmadan  farkli hizlarda c¢alkalanarak karigtirilmast  ve  eksplantlarin
havalandirilmasi ile sivi kiiltiire aktarimi, saglikli bir proliferasyonu saglayamamis
ve gelisen govdelerin hepsinde hiperhidrisite (vitrifikasyon) tespit edilmistir. Her ne
kadar calkalanarak, besiortaminin karistirilmast ve eksplantlarin havalandirilmasi
saglanmaya calisilsa da, eksplantlar siirekli sivi besiortami ile temas nedeniyle
normal gelisim gosterememislerdir. Sivi kiiltiirlerde hiperhidrisite olusumu bilinen
bir sorun oldugundan tez kapsaminda elde edilen sonugta bir kez daha sivi

kiltlirlerde olusan bu soruna dikkat ¢gekmektedir.

Birgok bitkide sivi kiiltiirlerde olusan hiperhidrisite sorunun giderilmesi igin
pamuk fiberleri, seliiloz, cam bilyeler, poliiiretan kopiik, Florialite®, kaya yiinii ve
sekerkamisi kiispesi gibi inert destek matriksleri kullanilmistir (Conner ve Meredith,
1985; Kozai, 1991; Young ve ark., 1991; McCulloch ve ark., 1994; Ichimura ve ark.,
1995; Kirdmanee ve ark., 1995a,b; Afreen-Zobayed ve ark., 1999; Prakash ve ark.,
2004; Soccol ve ark., 2004). Destek matriksleri yiiksek seviyede havalandirma
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saglayarak ve kesintisiz ve kolay besin alinimini saglayarak, gévde biiyiimesine izin

vermektedir (Prasad ve Dutta Gupta, 2006).

Tez kapsaminda govde uglarindan proliferasyonun  gerg¢eklesmesinde
hiperhidrisitenin ortadan kaldirilmas: ya da azaltilmasi amaciyla membran tasiyici
destek sistemi kullanilmigtir. Membran tasiyici destek sistemi sivi kiiltlir ortaminda
destek aracilifiyla eksplantlarin besin almimini saglamakta ve en Onemlisi
eksplantlarin tamamen siviya gomiilmelerini engellemektedir. Membran tasiyici
destek sistemi yari-kati ve sivi besiortamlarinin 6zelliklerini birlestirmektedir. Sistem
hem eksplantlara yari-kat1 besiortamindaki gibi tutunma zemini saglanmakta hem de
stvi besiortami ile temas olanagi sunmaktadir. Gladiolus hybridus yapraklarinin
kullanildigi, membran tasiyict destek sistemi ile yapilan bir ¢alismada ise membran
tagiyict destek sistemi yari-kat1 besiortamindan daha yiiksek oranda ve daha hizli bir
proliferasyon saglamistir. Calismada 35 giinliik deney siiresince govde sayisindaki
artisin en fazla oldugu ve en fazla siirgiin olusumunu saglayan ortamin da membran
tasiyict destek sistemi oldugu goriilmiistiir. Deney sonunda yari-kati besiortaminda
olusan govde sayis1 24,79 iken, membran tastyict destek sisteminde ise 32,0’dir (

Dutta Gupta ve Prasad, 2010).

Yine Watad ve arkadaglarinin 1995°te Carnation ile yaptiklari ¢alismada
membran tasiyici destek sistemindeki proliferasyon (%45), yari-kat1 besiortamindan

daha fazladir.

Membran tasiyici destek sisteminde tez kapsaminda yapilan denemelerde ise ,
calkalama kaplarinda olusan vitrifikasyon %100’den %65’e kadar inmistir.
Proliferasyon orani ise membran tasiyict destek sisteminde %35’lere kadar
yiikselmistir.Bu sistemin kullanilmasi ile hiperhidrisite kismen engellenmis ve
proliferasyon saglansa da yari-kati besiortamindaki proliferasyon oranina

ulagilamamustir.
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Siv1 kiiltiirlerde destek matrikslerinin kullaniminin yani sira hiperhidrisitenin
azaltilmasinda ince-film kiltiirleri (Adelberg, 2006) ve gegici daldirma biyoreaktor
sistemleri (Afreen, 2006) de kullanilmaktadir. Tez kapsaminda alev agacina ait
govde uclar1 farkli daldirma periyotlarinda sivi besiortam ile temas ettirilerek, gecici
daldirma biyoreaktér sisteminin alev agacina ait vejetatif tomurcuklarin

cogaltilmasindaki etkinligi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglar, gecici daldirma biyoreaktor sisteminde gdvde uglarinin
calkalama kaplarina ve membran tasic1 destek sisteme gore daha fazla proliferasyonu
sagladigin1 gostermektedir. Gegici daldirma biyoreaktor sisteminde sivi ile siirekli
temas s0z konusu degildir. Siirekli s1v1 besiortami ile temas yerine belirli zamanlarda
istenilen siire sivi besiortamina daldirma, olusan gévdelerde vitrifikasyonu goérece
azaltmistir. Gegici daldirma biyoreaktor sistemi bitki biiylimesi sirasinda  yiliksek

havalandirma imkan1 saglanir.

Gegici daldirma biyoreaktor sisteminde eksplantlarin sivi besiortami ile temas
siklig1 ve siiresi proliferasyonu etkilemektedir. Uzun daldirma siiresi (her 6sa/1 sa)
patateste tiiberizasyonda etkili olurken, kisa siireli daldirma zamanlar1 (12sa/1dk)
Hevea brasiliensis’ te ise somatik embriyo olusumuna neden olmustur (sirasiyla
Etienne ve Berthouly, 2002; Etienne ve ark., 1997). Roels ve arkadaglarinin (2005)
Musa ile yaptiklart ¢alismada denenen 4, 12, 22 dakikalik daldirma siirelerinde en iyi
proliferasyonun (% 5,9) 22 dk’lik deneme ile elde edildigi goriilmistiir. Ancak

daldirma siiresi ve daldirma siklig1 proliferasyon tizerinde birlikte etkilidir.

Uzun siireli daldirma ve sik daldirma bitkide vitrifikasyona neden
olabilmektedir. Eucalyptus ile yapilan ¢aligmada her 5dk/10dk’lik yapilan daldirma
hiperhidrisiteye neden olmustur. Daldirma her 20 dk/10dk olarak uygulandiginda ise
proliferasyonda artis gozlenmistir. Daldirma sikliginin azaltilmasi vitrifikasyonu
azaltirken, proliferasyonu arttirmistir. Yapilan ¢aligmada en yiiksek proliferasyon
(%3,8) ise her 10dk/30sn ile saglanmistir (McAlister,2005). Benzer sekilde Kruger

ve arkadaslart (1991) Amelanchier x grandiflora ile yaptiklar1 caligmada, her
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30dk/5dk’lik daldirmanin hiperhidrisiteye neden oldugunu, ancak 60dk/5dk’lik

daldirmada ise hiperhidrisitenin olugsmadigini belirtmislerdir.

Berthouly ve arkadaslarinin (1995) Coffea bitkisi ile yaptiklar1 ¢calismada ise her
6saatte 1, 5 ve 15 dakikalik daldirma siireleri uygulanmis ve en iyi proliferasyonun
6sa/15dk ile saglandigini belirlenmistir. Hergiin 2 veya 6 kez yapilan 15 dakikalik

daldirmalar ise sirasiyla %64 ve %90 hiperhidrisiteye neden olmustur.

Tez kapsaminda yaptigimiz denemelerde giinde 3 kere 16 dakika siireyle
(8s/16”) s1v1 besiortami ile temas sonucunda %92 vitrifikasyon elde edilmistir. Bu
yiiksek vitrifikasyonun nedeni govdelerin sivi besiortamina ¢ok sik daldirilmalari
nedeniyledir. Diger bir daldirma araliginda (16s/16°) ise vitrifikasyon %16 olarak
elde edilmistir. Daldirma araliginin arttirilmasi (16 saate ¢ikarilmasi) sivi besiortami
ile daha seyrek temasi sagladigi igin vitrifikasyonun azalmasi ile sonuglanmistir.
Nitekim, sivi besiortami ile temasin 24 saatte bir kereye (24s/16’) uzatilmasi ile
vitrifikasyon %10’a diisiiriilmiis ve gdvde uglarinda %80 proliferasyon saglanmistir.
Bununla birlikte, alev agac1 gévde uglarinda in vitro proliferasyonun saglanmast igin
24 saate bir yapilan daldirma siiresi optimize edilerek, proliferasyon oran1 daha da

tyilestirilebilinir.

4.5 IN VITRO KOKLENME

Organize olan dokularda oksinlerin apikal dominansi saglamasi ve absisyonu
etkilemesinin yani sira kok olusumunu tesvik ettigi de bilinmektedir (Tamas, 1995).
Bu nedenle tez kapsaminda iki farkli oksinin (IBA ve IAA) in vitro ¢ogaltilan alev
agacina ait mikrogévdelerin de novo koklenmesine olan etkileri arastirilmistir. Buna
ek olarak, koklenme icin oksin ile gorece uzun siireli muamelenin sonuglar1 da

degerlendirilmistir.
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Elde edilen sonuclar, denenen oksin tiirleri icinden IBA’ nin IAA’ ya gore
Ozellikle kisa siireli muamele sonucunda daha etkin oldugunu gostermis ve bu
deneme ile %40 koklenme elde edilmistir. IBA ve IAA’ nin besiortamina denature
olmaya egilimli oldugu ve bitki dokular1 tarafindan hizla metabolize edildigi
bilinmektedir (Gaspar ve ark., 1996). Hizli metabolizasyon nedeniyle kisa stireli ama
gorece yiiksek miktarda IBA iceren besiortaminda en fazla koklenme elde edilmis
olabilir. Kisa siireli diisiik miktarda IBA veya fazla miktarda IAA ile besiortaminin

desteklenmesi ise gorece daha diisiik koklenmeye neden olmustur.
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5. SONUC

Alev agacina ait govde uglarinin in vitro proliferasyonu igin yari-kati ve sivi
besiortamlarinin denendigi tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler

halinde 6zetlenmistir.

o Alev agacma ait govde uclart NH4NO3z’e ek olarak, azot kaynagi olarak
KNOg3’1i tercih etmekte ve bu nedenle de KNO3 igceren MS ve QL besiortamlarinda
daha iyi proliferiye olmaktadir.

. Denenen 4 farkli sitokinin i¢inde alev agacinin in vitro kosullarda
proliferasyonunu en iyi saglayan bitki biiyiime diizenleyicisi bir adenin tiirevi olan
BA’dir. Gorece diisik miktardaki BA (2 mg 1) ile desteklenen yari-kati MS
besiortaminda %100 proliferasyon ve eksplant basina yaklasik 3.7 govde elde
edilmistir.

o Yiiksek proliferasyon ve ¢oklu gévde olusumu i¢in alev agaci gévde uglari bir
karbon kaynagina gereksinim duymaktadir. Denenen karbon kaynaklari arasinda 30 g
I"* sukrozun daha fazla sayida eksplant basina govde olusturmasi bakimindan en
etkin oldugu goriilmiistiir.

o Alev agacina ait govde uclarinin higbir destek matriksi kullanmadan farkl
hizlarda ¢alkalanarak karistirilmasi ve eksplantlarin havalandirilmasi ile sivi kiiltiire
aktarimi, saglikli bir proliferasyonu saglayamamis ve gelisen govdelerin hepsinde
hiperhidrisite (vitrifikasyon) tespit edilmistir.

o Vitrifikasyonun engellenmesi ya da azaltilmasi amaciyla membran tasiyici
destek sistemi denenmistir. Alev agacina ait govde uglart membran tasiyict destek
sistemine konulmus ve 4 haftalik siire boyunca sivi besi ortamiyla destek materyali
araciligiyla temasi saglanmistir. Vitrifikasyon orani %65°e diisiiriilmiis ve %35
oraninda proliferasyon saglanmistir.

. Vitrifikasyon miktar1 gorece gecici daldirma biyoreaktor sistemi kullanilarak
ve alev agacimna ait govde uglarmin giinde 1 kez 16 dakikaligina (24s/16”) sivi
besiortam ile temas etmesi sonucunda %10’a disirilmis ve govde uglarindan
yiiksek proliferasyon (%80) saglanmistir.

o In vitro cogaltilan govdelerde en fazla koklenme (%40), 4 mg 1™ IBA ile

desteklenen yari-kati MS besiortaminda 1 hafta kiiltiirleme sonrasinda oksin
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icermeyen besiortamina aktarim ile saglanmistir. Koklenen govdeler, basarili bir

sekilde in vivo kosullara aktarilmis ve iklimlendirilmislerdir.
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basladi. Yard.Dog¢.Yelda Ozden damismanliginda “Alev agaci (Photinia X fraseri Dress) siis
bitkisinin mikrogogaltiminda sivi kiiltiir ve gecici daldirma biyoreaktor sistemlerinin
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