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OZET

Bu calgsmada, karanfil( Dianthus caryophyllus L.) bitkisinde meristem
kaltara tekngi ile viris eliminasyonu ve bitki Uretilmesi deneistit. Meristem
kultirinde kullanilacak explantlaDianthus caryophyllusun genc¢ celiklerinin
meristem uclaridir. Denemede MS (Murashige-Skoog)%# MS temel besin
ortamlari kullanilmgtir. Yapilan caymada en iyi bitki gesiminin MS besiyerinde
gerceklgtigi gozlenmstir.  Bunun dginda denemede virise dayaniklilik,
vitrifikasyon (camsilgma) olasilgl, kok ve sirgin gelimi de gozlenmitir.
Go6zlem sonucunda, gerek virlis belirtisi, gerekseastlsma bakimindan MS
ortami ¥2 MS ortamina gore daha iyi sonug vetimi

Surgin olgumu ve kdk gelimi icin MS ve Y2 MS besiyerlerine Kinetin ve
NAA’nin iki farkh doz kombinasyonu eklenstir. En iyi strgiin olgumunun 1
mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin ilaveli MS ortaminda gesklestigi gbzlenmitir. Yine
en iyi kok olgumu, 1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin, 1 mg/l NAA x 2 gil Kinetin
ilaveli MS besiyerinde gerceldmistir. Virlis belirtisi gbstermeyen bitkilerin
oranlarina bakilggnda en sghikh bitki gelisiminin MS besiyerinde oldiu

gOzlenmitir.



ABSTRACT

In this study, virus-fre®ianthus caryophyllus L.was raised by using meristem
culture method. Explants were meristem tips of ygpeatting. MS (Murashige-
Skoog) and ¥2 MS was used as main culture medighédand of the study, the
best growing was observed in MS culture media. ddwer, resistance to virus,
vitrification, root and shoot growth was observedS culture media, better than
% MS media about virus symptoms, vitrification, r@md shoot growth, Two
different dose combinations of kinetin and NAA wexgded to MS and %2 MS
culture media. 1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin addedltcre media was determined
as the best for shoot growth. Also, 1 mg/l NAA ma/I Kinetin, 1 mg/l NAA x 2
mg/l Kinetin added was determined as the bestdot growth. When virus-free

plants were checked, best results taken from M@&re media.



Vi

TESEKKUR

Ulkemizde bilimin hizla gegtigi ve buna paralel olarak bitkiler icin genie
Umit vadeden agarmalar yapildgl bir gercektir. Ancak geleneksel islah ve
cogaltma tekniklerinin, bu gelinelere rgmen cevap bulamaglibazi sorunlar da
gunimuzde devam etmektedir. Doku kulttrl ggaélari, bu anlamda ystirme
tekniklerine bir alternatif tkil etmekte ve islah caimalarini batinleyici 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ardirmamizda, doku kaltarinin bu 6zelliklerigdintlerek,
bitkilerde meristem kalturi tekgi ile hastaliksiz ve virissiz materyal Uretme
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Bahce Kdlturleri Aratirma Enstitisi Modur Yardimcisi Dog¢. Dr. Masum
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1. GIRIS

In vivo yetitirilen bitkiler, fungal, bakteriyal ve viral hastklarla infekte
olabilir. Bu hastalik etmenleri vegetatif gatim sirasinda buabilirler. Uretime
temiz bir balangic materyali ile bganmasi 6nemlidir. Temiz Uretim
materyallerinin  elde edilmesinde bazi doku kiltturtekniklerinden
faydalaniimaktadir. Doku kulturt teknikleri, haskidra dayaniklig arttirmak,
dayanikli bitki genotiplerini korumak, bitki hastdhrina kagi somaklonal
dayaniklihk meydana getirmek ve dayanikli bitkieecmek icin kullanilir.

Genellikle in vitro ¢c@altilan bitkiler hastaliksiz olabilmektedir. Manta
bakteri enfeksiyonlari bazen kiltire alinan bitkle bluytuk kayiplara neden
olabilmektedir. Ozellikle meristem ve siirguin ucutlaleri, hizli klonal ¢galtim
ve virlissuz bitki elde etme amaciyla yaygin olakakaniimaya bganmstir.
Meristem kultart alaninda ilk ggim 1933 yilinda White'in Selleria media
sudrgun ucunu kuoltire almasi ile skemistir. Daha sonra 1945 yilinda Loo,
Asparagus officinalisde 5 mm uzunlgunda goévde uclarini kiltire almayi
basarmstir. Meristem ucu kalttrlerinin virlsten ari bitkiretmedeki potansiyel
ilgi gérmis ve 1952 yilinda Morel ve Martin tarafindan Daldia'1955 yilinda 6
patates ggdinde virtsten ari bitkiler elde edilgtir (Burtin ve Turkglu, 1996).

Meristem teknii ile hizli klonal cg@altma Cymbidium spp'de
(orkidelerde) coklu protokorm ojumunun teviki ile basariimis ve 1962 yilinda
Murashige-Skoog ortaminin gglrilmesi sonucu mikrolretimi yapilan bitki
sayisi artrmgtir (Burtin ve Turk@lu, 1996).

Baslica, saksi bitkileri, kesme cicekler, meyvgaglari ve geofit Uretilen
bitkiler olmak (zere mikrolretilen bitki sayisi 198e 600 milyon olarak
belirtilmistir.

Kesme cicekler icerisinde karanfiDianthus caryophyllus L.) Turkiye'de
yaygin birsekilde uretilen bir ¢gigek turtdir. Kesme cgicek imeticerisinde % 50
paya sahiptir. Kesme c¢icek ihracatinda ise tengakcdlma niteliini korumakta
ve kesme cicek ihracatinin % 95’ini karanfil gllwrmaktadir. Karanfil Dianthus
caryophyllus L.) de duzenli ve ikl bir ¢igek Gretimi icin kullanilan koklu
celiklerin hastalik etmenlerinden ve virislerdemdriimis olmasi biytk 6nem

tasimaktadir. Hastalik ve virusler karanfiDjanthus caryophyllus L.) de tretimi



ve kaliteyi 6nemli 6lctde diirmektedir. Damizliklara uygulanan ilacli micadele
programlari buralarda alinacak celikleri hastaltknenlerinden arindirmasina
ragmen bu yolla karanfi{Dianthus caryophyllus L.) de virlslerin eliminasyonu
olanaksizdir. Bu nedenle karanfilde dnemli zardanove gelmeyi yavalatan
virislerin eliminasyonu i¢in Termoterapi veya Mé&is Kultlrt yapilmasi ve bu
uygulamalarin virls test programlari ile tamamlasngerekir. Ancak karanfil
(Dianthus caryophyllus L.) de viris eliminasyonunda termoterapi yontemi
uygulanmamaktadir. Bunun yerine damizliklar tamameristem kaltirinden
elde edilmg ve virts testleri yapilngibitkilerden olgturulmaktadir. Busekilde
virissiiz fide elde edilmesinin yaninda meristemuthaka hizli ve gucli buyime
Ozelliginden de faydalaniimaktadir.

Bu calsmada karanfi(Dianthus caryophyllus L.) in virlissiiz materyalinin
elde edilmesinin yani sira, meristemleglblmasinda uygun besi yeri ve bu besi
yerlerine uygulanan hormon dozu kombinasyonlartessapstir.



2. LITERATUR OZET i

Babaglu,Gurel ve Ozcan (2001), kultir ortamindaki azatronin
meristem kaltirinin karisinda kritik bir etkiye sahip olgunu, otsu bitkiler
icin azot miktarinin MS formulasyonunda aligdigibi tutuldygunda baari
oraninin yiksek oldtunu bildirmilerdir. Ote yandan ayni agaricilar meristem
kalturinde, explantlarin @oinlukla yari kati ortamda kuilture aligeh ve kaltur
ortaminin katilgtiriimasi icin de Agar kullanilgini belirtmglerdir.

Bartn ve Turkglu (1996), yapilan calmalarda Murashige-Skoog (1963)
besiyerinin  meristem  kdlturd icin  en uygun ortam dujunu ve
modifikasyonlarinin da Barili sonuglar verginin gozlendgini belirtmislerdir.

Debergh ve Ark. (1990), meristem kultirindgdray! etkileyen bir dier
belirleyici faktorin ise bitkinin fizyolojik durumuoldugunu bildirmglerdir.
Meristemler genellikle vegetatif buyimenin aktifdogu bir donemde alinirsa
basari orani artmaktadir. Bununla birlikte in vitrokéklenmsg ¢eliklerden alinan
meristemlerin daha hizli gglikleri ve kok olwturduklari gozlennstir.

Dodds (1986) ve Werbrouck (1993), meristem ve siirgéu kultardn,
sadece meristematik bdlgenin veya birka¢c yaprakmprdiasi ile beraber
meristemin ve sidrgin ucunun sterilskbarda ve besin ortamlarinda kultire
alinmasi ile tam tekkulli bitkilerin elde edilmesinin mimkin  olglunu
belirtmislerdir.

Gonuken (1981), karanfil celiklerinden alinan 0,1 mia’lmeristem
viriissiiz oldgunu ancak bunun yaninda meristemigayaasansinin az oldgunu
belirtmistir. Bu ¢alsmada optimum karanfil meristemi boyutu 0,5 mm algtim

Grout (1990), meristem ve sirgin ucu kilttrlermderisstiz bitki elde
etmek, mikroc@altim, germplazm muhafazasi, genetik transformdsypbitki
materyallerinin uluslararasi gigimi ve bakteri ve mantarlardan ari bitkilerin
uretiimesi amaciyla yararlaniglni bildirmektedir. Yine Grout, meristem
kaltarin uygulanmasisamasinda binokuler stereo mikroskop altinda en5az 1
blyutme ile explantlardan meristemlerin izole e@isingerekiini bildirmektedir
Buna goOre cajmamizda, ayrilan meristemler besin ortami bulunéplete

yerlestirildi ve kurumasini 6nlemek igin stre¢ film ileagatildi. Tapler kalttr



odasina alindi 10.000 luxikta 25+1°C’de ve 16 saatlik fotoperiyotta birakild
10 gun igerisinde bitkicik galimi ve uzama go6zlendi. Geén bitkicikler steril
kosullarda kulttr kaplarindan cikarildi. Boemlarina ayrildi ve taze ortama
aktarildi. Boylece virlissiz bitki galtabilecek duruma geldi. Ancak daha
oncesinde virls testi uygulanip bitkim virtisten ari olup olmagi saptandi.

Grout (1993), donor bitkilerin damlama sulama sistde sulanmasinin
enfeksiyon sorunlarini azaltmada yardimci giaaabildirmektedir.

Yine Grout, ¢ok kucuk bir explantin (sadece menmetik kubbenin) kilttre
alinmasinin bgari sansini etkilediini ve meristemin ge§me sansinin zayif
oldugunu, bu nedenle meristemin yaprak taslaklari ilkiké& alinmasinin arih
bir kdltdr icin gerekli oldgunu bildirmektedir. Ayrica, meristemi kesmenin
sonucu olarak ortaya cikacak fenolik oksidasyorsibfani ortadan kaldirmak
icin explantlarin 125 ppm’lik ascorbic acid ¢Ozsitide 1-2 saat bekletiimesi
gerektgini belirtmektedir.

Hackett ve arkaddari (1976), Phillips (1962), karanfil Djanthus
caryophyllus L.) meristemi i¢in kullandiklari ortamda sadecsiakNAA) 1 mg/I
kullanmslardir.

Hatipaslu (1999), meristem kaltarintn ilk uygulagdiyillarda White
besiyerinin en sik kullanilan besiyeri oflinu, daha sonra bu besiyerinin
Ozellikle N, P, K konsantrasyonlarinin arttirlmasta konsantrasyonunun
azaltiimasi ve demirin yiksek pH konsantrasyontiigokelmesinin dnlenmesi
ile amaca daha uygun hale getirdicii bildirmektedir.Bazi cgtlerle calgilirken
sivi ortamlarin tercih edildini, ancak sivi ortamin vitrifikasyon olagini
arttirdgini bildirmektedir.Cakmamizda MS ve %2MS ortamlari denendi. Cok
tuzlu MS ortaminin %2 MS ortamina gore tazelgzin oransal olarak daha fazla
artmasina neden olgu gozlendi.

Holling and Stone (1970)’'e gore, termoterapi uygaoladan Carnation
Mottle Viris meristem kalturd yolu ile temizleneabil Ayrica, karanfilde
(Dianthus caryophyllus L. ) 6nemli olan Ringspot (CRSV), Mottle (MV), Vein
Mottle (Car.VMV), Latent (Car.LV) meristem Kkiltturile elimine edilebilir
(Smith 1972).

Yapms oldugumuz viris testi sonucunda 150 klondan 109 tanesividis
belirtisi gbzlendi. Bu da meristem kuoltirt ile eldalilen bitkilerin virasli

olabilecgini gosterdi. Bunun yaninda 41 bitkinin viris bedir gostermeyi



meristem kalturd ile temiz bireylerin elde edilem&ini gostermektedir.Bu
sonuglar Gongen(1981), Stone(1968) ve Quak((1971) ile paraledituzunu
gosteriyor.

Jelaska ve Arkaghari (1977) ise, 0,02 mg/l oksin (NAA) ve 2 mgl/l
kinetinden iyi sonu¢ almllardir. Ancak bu durumda daha cok kallussalmu
gozlenmgtir. Burada her iki hormon dozunun dengeli bir bide kullaniimasi
zorunlulygu ¢ikmstir.

Kayim ve Ko¢ (1992)a gore, meristem kualtart ileiled karanfil

(Dianthus caryophyllus L. ) ler virGsli oldgu gibi virissuz de olabilir. Bunlarin
viris testleri ile kontrol edilmesi, buylk olanlarin atilmasi ve temiz olan
bitkilerin hijyen kaullarda yetstirilerek celikle ¢galtilmasi gerekir.
Love and Rhodes (1985), karbon kagman meristem kultard icin kullanilan
kaltur ortaminin 6nemli bir unsuru olgunu belirtmglerdir. Karanfilde
(Dianthus Caryophyllus L.) sikrozun meristem canfilni ve rejenerasyon
frekans hizini arttirgh belirtiimektedirler.

Lu and Wang (1990), meristem kultirindgdray1 explant boyutu kadar
besi yerinin de etkili oldgunu belirlemglerdir.

Meyer and Foroughr (1987), bircok stramada explant boyutunun énemi
Uzerinde durmglar ve buyldk explantlarin daha canl olarak dah&sghk
rejenerasyon kapasitesine sahip @ldw, kicik explantlarin da virls
eliminasyonunda daha avantajli ofdu belirtmglerdir. Bu nedenle explant
boyutu, cagmanin amacina ve tire gore deneysel olarak bet&iedir. Amag
viris eliminasyonu oldgunda ise mumkin olan en kicuk explantlarin dahi
kiltare alinmasi uygun olmaktadir.

Murashige (1977), KaranfilQianthus caryophyllus L. ) meristemlerinin
gelismeleri sirasinda kinetinin ¢ok sayida surgurswhouna neden olurken, oksin
(NAA) eklenince yaprak sayisinin azagmolduzunu ve ayni zamanda kok
olusumunun gercekkigini belirtmistir. Oksin tek uygulangg@ zaman, sadece
kallus ve kok olgumu gozlendiini bildirmistir Bu calsmada iki hormon, her
hormonun iki ayr dozu ve kombinasyonlari dener@b mg/l ve 1 mgl/l
Oksin(NAA) ile 1 mg/l ve 2 mg/l Kinetin. 1mg/l oksi X 1mg/l kinetin
kombinasyonu sirgin ve kok elumu bakimindan en iyi sonucu vetdi

gozlendi.



Nehra and Kartha (1994), meristematik bélgeninstei temiz oldgunu
distinerek, virissuz bitki elde etmek igin kucik boghkit explantlarin
kullaniimasini  6nermekte, bitki tiriine gore optimuexplant boyutunun
belirlenmesi gerekgini bildirmektedirler.

Bununla beraber ayni bilim adamlari, karanBlignthus caryophyllus L. ) de,
meristemlerin erken ilkbahar ve sonbaharda alinmasyaz ve kg aylarinda
alinmasindan daha iyi sonuc¢ veyidi belirlemislerdir. mistir. Bu calsmada
meristemler ilkbaharda (Mayisin tclincu haftasipdali Gelsme bakimindan
herhangi bir engel gézlenmedi.

Yine yapilan denemelerdsyk, sicaklik ve fotoperiyot gibi doku kultirt cesre
kosullarinin in vitroda farklilamayi etkiledgini bildirmislerdir. Buna gore bu
calismada meristemler 10.000 luxik altinda 16 saat aydinlk alacakkilde
25+1°C’de birakildi

Sherwood (1993), etil alkol ile silingnibinokiler stereomikroskobu
altinda meristem izolasyonunun vyapilmasi geggkti belirtmis, meristemi
ayirmak icin kullanilan kesicilerin keskin olmasimsglamak icin siksik
degistiriimesinin uygun oldgunu bildirmitir. Ayni aratirict Oncelikle dg
yapraklar ve yaprak taslaklarinin temizlenmesini detha sonra meristemin
alinmasi gerek#ini, kurumayr O©Onlemek icin ortamin 1sinmamasingart
oldugunu belirtmgtir

Slack and Tufford (1995)'a gore, fizyolojik durumiyi olan donér
bitkilerden, aktif olarak buylyen bolgelerden c¢hkdik alinmalidir. Dormant
durumdaki bitkilerden celik alingh takdirde meristemin galinedii
gozlenmitir.

Stone (1970), meristem kudltra tegniile 4 ceit, viristen arinnmy
Dianthus barbatus Uretmitir.

Van Os (1963), bitki buyime dizenleyicilerinin  gogk
kombinasyonlarinin agairicilar tarafindan farkl sekillerde kullanildgini
bildirmektedir.

Werbrouck and Debergh (1993), yaptiklari denemelernllisstiz bitki
elde etmede kullanilan explantlarin optimum boyutun0,5 mmz0,2mm
oldugunu belirlemglerdir.

Meristem kudltirt icin karanfiianthus caryophyllus L. ) de en populer

¢ssit olan White Sim standart gdi tercih edildi. Dger yetstirme tekniklerine de



en iyi cevap veren g olmasi da 6nemli idi. Yine Werbrouck ve Debemrgltre
meristem kulttrd ile elde edilen karanfidignthus caryophyllus L. ) lerin viriisle
infekte olma ihtimali meristemin buyukta ile orantihdir. 0,2mm’lik meristem

kiltare alinabilirse virissiuz bitki elde edilir @kcygamasansi azdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calsmada Dianthus caryophyllus L.tirintn White Sim standart gdi
kullaniimistir. fizyolojik durumu iyi olanlarin genc¢ celikleralinmstir. Bitki

seciminde fenotipik seleksiyon yapiktr.

3.2. YOntem

3.2.1. Materyalin Alinma Zamani

Materyallerin timu aktif vegetatif biylime déneminfieyolojik durumu
iyi olanlarin genc celikleri alinngtir. Bitki seciminde fenotipik seleksiyon
yapilmstir. alinmstir. Karanfil (Dianthus caryophyllus L) icin erkdkbahar ve
sonbahar donemi uygundur. Celikler alindiktan heswmma kaba diyapraklari

temizlenmg ve sterilizasyonsiemine tabi tutulmgtur (Debergh ve Ark. 1990).

3.2.2. Besin Ortaminin Belirlenmesi

Meristem kalturd tekrginde en 6nemli faktorlerden bir tanesi de mineral
madde ve vitaminlerden alan besin ortamlaridir. Doku kalttra tekniklerinin
baslamasiyla pekcok besiyeri denenme ginimuize kadar farkli besiyerleri
gelistirilmi stir. Bunlar bitkilerin tirtine ve kiltir g&line gore dgisiklik
gostermektedir. Meristem kultarandn ilk uygulagidyillarda White (1943)
besiyeri kullaniimgtir. Daha sonra Murashige — Skoog (1962) MS bessiyer
daha uygun oldgu bulunmyg ve MS ortami bazi modifikasyonlar yapilarak en
fazla kullanilan ve en Barili sonug veren besiyeri olgtur (Nehra ve Kartha,
1994). Bu cakimada oldukca yuksek tuz konsantrasyonuna sahips¥iiga ve
Skoog tarafindan gstirilen MS temel besin ortami ve modifiye edifmilS (%2
MS) besiyerleri kullanilmtir. Bu temel besiyerlerinin igerikleri Cizelge 3de

verilmistir.



Cizelge 3.1MS ve Modifiye MS Temel besin ortamlarinin Bili.

Besin Maddeleri MS besiyeri | Modifiye MS besiyeri
(mgll) (mg/l)
NH4sNO3 1650 1650
KNO3 1900 1900
CaCbh2H,0 440 440
MgS0O,2H,0 370 370
KH,PO, 170 170
H3BOs 6,2 6,2
MnSOyH20 16,8 16,8
ZnSQy7H,0 8,6 8,6
Kl 0,83 0,83
NaMoO,2H,0 0,25 0,25
CuSQ5H,0 0,025 0,025
CaCb6H,0 0,025 0,025
Na-EDTA 37,3 37,3
FeSQ7H,O 27,8 27,8
Thiamin 1,0 1,0
Niacin 0,5 0,5
Pyridoxin 0,5 0,5
Adenin 8,0 8,0
Ca-Pentatenat 1,0 1,0
Myo-inositol 100 100
Sakkaroz 30000 30000
Agar 8000 8000
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Bir litre besi yeri hazirlamak icin her iki ortanti istenilen miktarda sakkaroz
ve bitki buyime duizenleyicileri ilave edilerek hachir litre olacak sekilde
destile su ile tamamlangtir. Besi yeri daha sonra calkalayici Gzerine karak
manyetik kawgtirici ile kargimi salanarak pH'st  5,5’e ayarlangtir. pH’si
ayarlanan besin cotzeltisine en son olarak agare iladilmitir.  Kaynama
isleminden sonra, kullanilacak bitki materyalinin lizgne gore 15 x 150 mm’lik
kaltar taplerine aktarilngtir. Koltdr taplerinin &z1 1siya ve basinca dayanikh
aluminyum kapaklarla kapatilgtir.

3.2.3. Bitki Biyume Dizenleyicilerin Belirlenmesi

Bitki blUyume duzenleyicileri (hormonlar) besin gddirler fakat
blylmeyi ve gefmeyi duzenlerler. Genelde bitkilerde g olarak
sentezlenirler. Bununla beraber kiltirlerde yeteiktarda sentezlenemezler bu
nedenle kiltar ortaminagridan eklenirler.

Doku kultirt ortamlarinda her bir bitki i¢in gian hormon c¢gdinin ve dgru

oranlarin secilmesi ¢ok onemlidir( Kyte ve Kleyr9B). Karanfil Dianthus

caryophyllus L.) meristem kultiriinde oksin (NAA) kdk alumunu, Kinetin ise
surgin olgumunu tgvik etmek Gzere kullanilrgtir.

Bu calsmada oksin ve kinetin olmak tGzere iki hormon ve @monun iki ayri
dozu denenngtir. 0,5 mg/l ve 1 mg/l Oksin (NAA) ile 1 mg/l ve iag/l Kinetin.

Img/l oksin X 1mg/l kinetin kombinasyonunun surgiwe kok olgumu

bakimindan en iyi sonucu vegdigozlendi.

3.2.4. Hormon Dozu Kombinasyonlari

Cizelge .3.2MS Besiyeri ve Hormon Dozlari

Ortam Hormon kombinasyonlari (mg/l)
MS 0.5mg/l NAA X 1mg/l Kinetin
MS 0.5mg/l NAA X 2mg/I Kinetin
MS 1mg/l NAA X 1mg/l Kinetin
MS 1mg/l NAA X 2mg/l Kinetin
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Cizelge .3.3%2 MS Besiyeri vdlave Edilen Hormon Dozlari

Ortam Hormon kombinasyonlari (mg/l)
Yo MS 0.5mg/l NAA X 1mg/l Kinetin
Y2 MS 0.5mg/l NAA X 2mg/I Kinetin
Y2 MS 1mg/l NAA X 1mg/l Kinetin
Yo MS 1mg/l NAA X 2mg/l Kinetin

3.2.5. Sterilizasyon

3.2.5.1. Besin Ortaminin Sterilizasyonu

Hazirlanan besiyerleri 15 x 150 ml'lik ktltar tipfee, her tipte 15 ml'lik
olacaksekilde aktariimgtir. Besiyerinin sterilizasyon siresi ortamin hacengore
desismektedir. Bu calimada kiiltiir tupleri otoklavda 121 °C’'de ve 1.05dfxf/
basing altinda 20 dakika tutularak sterilizasybeni gerceklgtirilmi stir.

3.2.5.2. Bitkisel Materyalin Sterilizasyonu

Bitkisel materyal izole edilmeden ©nce bitki yUeweki zengin
mikrofloranin steril edilmesi gerekmektedir. Eksplarin sterilizasyonu doku
kultirlerinde ¢ok 6nemli bir sorun afwrmaktadir. Uzerinde callan materyalde
yapilacak gozlemler sonucunda en iyi steril edieidae, bunun konsantrasyonu
ve islem sturesinin belirlenmesi uygun olacaktir. Kalsiywme sodyum hipoklorit
solUsyonlari, hidrojen peroksit, giminitrat ve civa klorur sterilizasyon icin
kullanilabilen maddelerdir (Gondidn, 1987). Bazi durumlarda izole edilen bitki
parcasinin %70'lik etanol icerisinde 30 sn sUreliddb sonradan der steril
edici madde ile sterilize edilmesi yararli olmaktadlinku alkol, materyallerin
disindaki mumsu tabakanin kalkmasini ve bdylece sestiti maddenin daha
etkili olmasini sglamaktadir. Bitki  ylzeyindeki  mikroorganizmalar bu
yontemle elimine edilmekle birlikte, mikroorgamalarin dokularin icine de
girdikleri bir gergektir. Bu ned3enle kiltir sinada bulamaya engel
olunamadil ancak antibiyotiklerle bufmanin kontrol altina alingh
belirlenmstir (Gonuken, 1987). Bu ¢cailmada bir bgum iceren celiklerin kaba
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dis yapraklarn temizlendi. Bu explantlar 6nce muslukyusxda bol su ile
calkalandilar. Daha sonra % 10'luk Na-Hypocloridlisgonunda 30 dk
bekletiimislerdir. Bu klemin ardindan explantlar saf su ile 3 kez calkein.
Daha sonra fenolik oksidasyona $@&t25 ppm’lik ascorbic acid soliisyonunda 1-
2 saat muhafaza edildiler. Bu siire sonunda stabirkicerisinde 3 defa, 3 dakika

steril saf su ile durulanarak sterilizasyglemi tamamlanngtir (Sekil 3.1.).

3.2.5.3. Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizayonu

Kullanilacak metal ve cam malzemeler Blamakinesinde yikandiktan
sonra saf su ilesleme tabi tutulmglardir. Daha sonra etiivde 105°C'de ygikla
1-2 saat bekletilnglerdir. Cam malzemeler otoklavda 1.05 kddnasing altinda
ve 12I°C'de 20 dakika sterilize edilglerdir. Eksplantlarin ylzeysel
sterilizasyonunda kullanilacak saf su da otoklasttailize edilmgtir. Arastirma
yapilmadgl zamanlarda alma kabininin sterilizasyonu usginlari ile yapiimstir
Calsmaya bglamadan 30 dakika 6nce ise uwnlari kapatilmg ve steril kabin
calistirilmistir. Daha sonra steril kabinin i¢ yizeyi %70'likKkall ile silinmistir.
Kiltire alinma gleminde kullanilacak pens,gne ve bisturiler cagmaya

baslamadan dnce %96'lik alkole batirilaraksiganuamele edilngtir.

3.2.5.4. Dger Sterilizasyonislemleri

Steril kabinde ¢cagmadan once laboratuar elbisesi giyilerek, elleegan,
su ve alkolle steril hale getirilgi bone ve yluz maskesi kullanioir. Dig
yuzeyleri steril edilmemi tip ve kavanozlar steril kabine alkolli pamuk ile
silindikten sonra alinngtir. Bir defa kullanilan bisturi, pens ve petri kap
alkolden gecirildikten sonra ate muamele edilerek yeniden kullanima hazir
hale getirilmgtir. Paketleri acgilan petri kaplari ve sigeleri sadece o gun igin
steril oldgundan, ertesi gun kullanilmaghr. Eksplantlardaki bukmayi
onlemek amaciyla yapilan tum bu sterilizasygemlerinin yaninda, laboratuar

da daima temiz tutulnytur.
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3.2.6. Materyalin Kdlttre Alinmasi

Yuzey sterilizasyonundan sonra steril hale g&emthus caryophyllus L.
celiklerinden meristem izolasyonu, binokuler mikeog altinda yapilngtir (Sekil
3. 2.). Meristem izolasyonunda dikkat edilmesi gere bazi noktalar vardir;
meristem boélgesi, genc yapraklardan zedelenmed&nbistiri darbesi ile
ayriimal, pens yada bisturi tarafindan ezilmemelidHer bir meristemin
cikarilmasinda, her defasinda, bisturi ve pengstielmeli ve bisturi, pens ve
petri, alkolle sterilize edilmelidir. Her meristegkarilsinda kesici aletlerin
degistirilmesinin nedeni bu aletlerin keskigini kaybetmesidir. Explantlar
binokiler mikroskop altinda bisturi ve pens yardiisl dis pullarindan
arindirlimstir. 1-2 yaprak tasfa tasiyan 0.5 mm uzuniundaki eksplantlar;
icerisinde steril besiyerinin bulungu kultir tuplerine alinngtir (Sekil 3.3.).
Meristemlerin kubbesi ortamla temas etmeyecgkilde yerlgtirilmistir.
Tuplerin &iz kismi atgten gecirilerek stre¢ film ile kapatilgtir.

Al //’E/s»l f,/l/lv_’ e Is

Sekil 3.1. (A) Salikli bitkilerden alinan celikler kaba giyapraklarindan
temizlenir.(B) Cok genc yapraklar sterilizasyon amaciyla tzeripdekilr. (C)
% 10’luk Na-Hypoclorid Cozeltisinde ylzey sterilg@nu. (D) 125 ppm’lik

Ascorbic Acid Cozeltisinde Fenolik Oksidasyonaskaeliklerin bekletiimesi.
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Sekil 3.2. (A) Dianthus caryophyllus L. celiklerinden binokuler mikroskop
altinda meristem izolasyonyB) 0.5 mm buyuklgiundeki explantlarin kaltir

tuplerine alinmasi.

Sekil 3.3. (A) Meristemlerin kultlr tiplerine yerarilmesi. (B) Ekimi izleyen 5.
gindn sonunda c¢imlenen meristeml€€) Ekimi izleyen 1 ayin sonunda
bitkiciklerin ulastigi form. (D) Salikli gelisen ve virls belirtisi gostermeyen
bitkilerin saksilargasirtiimasi.(E) Sazlikli bitkilerin hijyen serada buyutilmesi.
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3.2.7. Besin Ortaminin pH’sinin Ayarlanmasi

Doku kulturlerindeki besin ortamlarinin asidik vepazik olmasi ¢ok
onemlidir. Her bitki tarindan ihtiyac duy@gu pH deeri farkhidir. Dianthus
caryophyllus L. ihtiya¢ duydgu pH=55tr. ( Kyte ve Kleyn, 1999). Bu
calismada besin ortamlarinin pH's1 5.5 olarak ayarlanmi

3.2.8. Eksplantlarin Gelsme Kosullar

Dogal yetsme ortamlarinda oldiu gibi doku kudltirlerinde de
eksplantlarin normal galimlerini sglayabilmeleri icin ¢cevre kallarinin uygun
olmasi gereklidir. dik, sicaklik ve rutubet bu cevre faktorlerinin en
onemlilerindendir. Kaltir kaplar icerisinde genidlt %100'e varabilen yiuksek
bir rutubet sglandgl icin eksplantlarin gelmesinde 6zellikle rutubetin
ayarlanmasina gerek yoktur. Ortam rutubeti %80-80iyesinde tutulmaldir
(Kyte ve Kleyn, 1999). Bu nedenle kdlturlerin galiesi icin g1k ve sicaklig
ayarlanabilen yegtirme ortamlarina gereksinim duyulmaktadir.

3.2.9. Sicaklikistegi

Eksplantlar sicak#in uygun oldgu ortamlarda tutulmahdir. Genellikle,
doku kulturleri icin uygulanan yatirme ortami sicakliklari 2&'dir (Nehra and
Kartha, 1994). Optimal sicaklik derecesi bitki tiel gore ayarlanmalidir
Dianthus caryopyllus L. da bu dger yine 28C olarak kullanilimgtir.

3.2.10. kik Istegi

Bitki doku kultirlerinde kullanilansigin yogunlugu ve aydinlanma suresi
onemlidir. Eksplantlarin sik istezi ototrof olarak geken bitkilere

benzememektedir. Kilturler icin gerekli karbonhittiasalandgindan, kiltarin
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son devresi @inda fotosentez yapilmasi gerekligddir. Ancak siga, bazi
morfogenetik glemleri regule etmek icin gereksinim duyulmaktaf@dnuken,
1987).

3.2.11. kik Yogunlugu

Kullanilan bitki tarine, izole edilen eksplantim&ine ve gida ortamina
bagll olarak 300-10000 likse kadargilgen sik yogunluguna gereksinim vardir
(Murashige ve Skoog, 1962). Optimagiki yogunlugu bitki tlrine gore
ayarlanmalidir. Dianthus caryophyllus L.'ta bu de&er 10000 luks olarak

kullaniimistir.

3.2.12. Aydinlanma Stiresi

Uygulanan gunlik aydinlanma siresi, kullanilakikiird, sik kalitesi ve
amaca gobre daesebilmektedir (Murashige ve Skoog, 1962Pianthus
caryophyllus L. I¢in bu sire 16 saattir.

3.2.13. Eksplantlarin Gelgimi ve Stirgtin Olusumu

Bu calsmada kultire alinmagleminden sonra eksplantlardakiggemler,
canliik durumlari ve surgin afturmalari duzenli birsekilde incelenmitir.
Meristemlerin yerlgtiriimesi 24 Mayis 2001'de sona ertir. EKimi izleyen ilk 5
gun icerisinde cimlenme goOzlergnibunu izleyen gunlerde de sirgin ve kok
olusumu balamistir.. 20 Haziran 2001’'de yapilan gézlemlerde bitkarin belli
bir forma ulatigl tespit edilmgtir. Gelisen meristemler 5 gustos 2001'de gl
kosullara alstirilmak tzere laboratuarda 16-19°C’de bekleglniki hafta sonra
degerlendirme yapilngtir (20 Agustos 2001). Sgukh gelisen bitkiler, icerisinde
steril har¢ (kum-toprak-gubre) bulunan 8 cm’lik gii& saksilarasasirtildi.
Bitkiler yaklasik 45 guin sure ile bu saksilarda siki hijyegtarinin bulundgu

steril serada buyutulngtiir. Daha sonra virlis indexi yapiktr.
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3.2.14. KokKlu Fideciklerin Sasirtiimasi

Gelisen meristemler 5 gustos 2001'de dikosullara alstirilmak tzere
laboratuarda 16-19°C’de bekletilgtir. Iki hafta sonra deerlendirme yapilarak
(20 Agustos 2001), gkl gelisen bitkiler, icerisinde steril har¢ (kum-toprak-
gubre) bulunan 8 cm’lik plastik saksilagasirtiimistir. Topraza transferin ilk
baslangicinda fideciklerin @i ortama adaptasyonu icin dikim saksilarinin tzeri
hava deliklerine sahigeffaf malzemeyle kapatilgtir. Daha sonra bu kapak
kademeli olarak acilrgive ds ortama adaptasyon@anms ve fidecikler seraya
aktarniimstir. Bitkiler yaklasik 45 gun sidre ile bu saksilarda siki hijyen
kosullarinin  bulundgu steril serada buyttulrgi daha sonra virls indexi

yapiimstir.

3.2.15. Virtisindex

Tlplerdeki bitkicikler saksilargasirtilirken diger yandan virts test bitkisi
Chenapodium quinea tohumlari seraya ekilrgtir. Chenapodium fideleri saksilara
sasirtilarak bir sire buyutulmir. Test bitkilerine indexleme yapilgtir (27-28
Ekim 2001) Bu amagla 0,5 M KRO, (Tampon fosfat ¢ozeltisi) tartilg %
0,2’lik Thio glucalic asit katilarak pH= 7,6'ya ayanmstir. Her meristem
klonundan (her saksidan) ayri ayri alinan bir yapt@mpon c¢ozelti icinde
ezilerek Carborandum ile yaralan@henapodium quinea yapraklarina surilnyii
kisa surede test bitkilerinde belirti gosteren itk atiimstir. Virus belirtisi
gostermeyen karanfilDyanthus caryophillus L.) bitkileri damizlga dikilmistir.
288 meristemle denemeye stsamstir, bunlardan 108 ghkh bitki damizhk

serasinaasirtiimistir.

3.2.16. Verilerin Deserlendiriimesi

Denemeler sonucunda elde edilen veriler, varyaraizanydntemi ile
degerlendirilmistir. F testi ile 0.05, 0.01 ve 0.001 yanilmayla &oh edildikten
sonra, farkh gruplarin tespitinde Duncan testidulmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Surgin Uzunlgu

White Sim standart karanfil Djanthus caryophyllus L.) c¢esidinin
meristemle in vitro’da Uretilmesi camasinda sdrgin uzunluklarinin 25. gin
verileri, MS i¢in (Bkz. Cizelge .4.1. vgekil 4.1.), ¥2 MS icin, (Bkz.. Cizelge .4.2.
ve Sekil 4.2.). Suargun uzunluklarinin 25. gun verilénirdezerlendiriimesi ile
elde edilen dgerlere yapilan varyans analizi sonucunda surgunlugu tzerine
ortam faktorinun etkisi %99,9 guven siniri icemdgnistatistiki 6nemde etkili
oldugu saptanngtir. Hangi ortam uygulamasinin anlamli gidduDuncan Coklu
Testi ile irdelenmgtir. Sonug olarak MS besin ortami uygulamasinin % hésin
ortamina goére surgun uzunluklarn tzerine daha fadi oldugu gozlenmgtir.
MS ortaminda yegtirilen fertlerin siirgtin uzunluklari ortalamasi1 @0cm’dir. %2
MS besin ortaminda yatirilen fertlerin ise surgin uzunluklari ortalamase
0,681 cm olmgtur.

MS ortamina uygulanan hormon dozu kombinasyontais 99,9 gtven
sinirinda ve istatistiki 6nemde etkisini incelenigk varyans analizi yapilrgtir.
Hangi doz kombinasyonun etkili olgunun tespit edilmesi icin Duncan Coklu
Testi uygulanmtir.

1 mg/ | NAA X 1 mg/l Kinetin ve 1 mg/l NAA X 2 mg/Kinetin
kombinasyonunun etkisinirsie ve istatistiki Gnemde oldiw saptannstir.

1 mg/l NAA X 1 mg/l Kinetin uygulanan fertlerin gjiin uzunluklari ortalamasi
2,4 cm, 1 mg/l NAA X 2 mg/l Kinetin uygulanan feztin strgtn uzunluklar

ortalamasi ise 2,3 cm olrgtur.
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Cizelge .4.1MS besiyerine uygulanan hormon dozu kombinasyamiarstrgin

olusumu ve surgun uzunguna etkileri.

MS Explant Sdrgln Sdrgln
Hormon Dozu Kombinasyonu sayisl olusumu uzunl.
(TUp Adet) |(Tup Adet) |Ort.(cm)
0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 33 1,9
0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 33 2,0
1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 36 2,4
1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 36 2,3

MS besin ortami ve Hormon Uygulamalarinin Surgtir
Uzunluguna Etkisi

2,5

15

0,5

Surgin Uzunlugu (cm)

0,5 mg/ It

Kinetin

0,5mg/ It

1 mg/lt NAA x 1 mg/lt NAA x
NAAx 1 mg/lt NAAx 2 mg/lt 1 mg/lt Kinetin 2 mg/lt Kinetin
Kinetin

Hormon Dozlari

Sekil.4.1. MS besiyerinde ve dort farkli hormon dozu kombirmasy uygulanan

karanfil (Dianthus caryophyllus L.) meristemlerinin ¢cimlenmeden itibaren 25.

gln surgun uzunluklarr ortalamalari.

Cizelge. 4.2.% MS besiyerine uygulanan hormon dozu kombinasyonig

surgin olgumu ve sirgin uzunguna etkileri

% MS Explant Surgln Sdrgln
Hormon Dozu Kombinasyonu sayisl olusumu uzunl.
(TUp Adet) |(Tup Adet) |Ort. (cm)
0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 34 0,7
0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 34 0,7
1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 36 0,8
1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 36 0,8
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1/2 MS besiyeri ve Hormon uygulamalarinin surgui
uzunluguna etkisi

? 3

S 25

@n 2

= 151

§ 1

= 05

En 0 T T

A 0,5 mg/ It 0,5mg/lt 1 mg/lt NAA x 1 mg/lt NAA x

NAAXx 1 mg/lt NAAx 2 mg/lt 1 mg/lt Kinetin 2 mg/It Kinetin
Kinetin Kinetin

Hormon Dozlari

Sekil .4.2.1/2 MS besiyerinde, dort farkli hormon dozu komByenu uygulanan
karanfil(Dianthus caryophyllus) meristemlerinin ¢cimlenmeden itibaren 25. gin

surgun uzunluklar ortalamalari.

Yapilan varyans analiz sonuclari gizelge 4.3.dstgdmistir. Cizelge
4.3.’Un incelenmesinden de aglacas gibi; besin ortamlari arasindaki farklilik
% 1 ihtimal sinirina gore istatistiki bakimdan ¢okemli olmuytur. Nitekim,
hesaplanan F d@eri 278.966 olarak bulunmgtur. Duncan testine gore yapilan
onem kontroltiinde, ortalama strgin ugullbakimindan (2.069 cm) tam besiyeri
ortami 1. gruba (a), %2 besiyeri (1/2 MS) ise Bubg (b) girmgtir (0.681
cm)(Cizelge 4.4.).

Kullanilan deiskenler:

Faktor A : Besin Ortami

Seviyesi 1-2

Faktor B : Hormon dozu kombinasyonu
Seviyesi 1-4

Analizi Yapilan Karakter: Strgin Uzurgu
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Cizelge .4.3Varyans Analiz Tablosu

Varyans Serbestlik | Kareler | Kareler Hesaplanan F dgeri
Kaynagi Derecesi |Toplami |Ortalamasi

Faktor A 1 15.401 15.401 278.966**

Faktor B 3 0.910 0.303 5.494*

A*B 3 0.384 0.128 2.317ns

Hata 24 1.325 0.055

Genel 31 18.020 0.581

Ns :Onemsiz

* : Onemli % 5 seviyesinde

*x : Onemli % 1 seviyesinde

Cizelge 4.4.Surgun Uzunlguna Besin Ortam Faktorinin Etkisi
Duncan Coklu Testi

Orijinal Sira Testten Sonra<1
MS 2.069 1 2.069.la
%> MS 0.861 2 0.681,b

< 1. Ayni harfle g0sterilen ortalamalar arasindakklilik % 5 seviyesine gére
onemli deildir.

Buradan anlghyor ki, Duncan testine gore, ortalama surgin niagu
arasindaki fark 1.388 cm gibi tam besin ortaminehdnemli seviyededir. Farkli
hormon seviyelerinin, denemeye alinan karanfgidigin surgin uzunluklari
Uzerine etkisi, 6nemli olngtur. Nitekim, bu amacla yapilan varyans analiz
tablosunda (Cizelge 4.3.) sirgin uzunluklari Gzefarkli hormon seviyelerinin
etkisi % 5 ihtimal sinirina gére 6nemli olgtur.

(F= 5.494) ortalama sirgin uzu@lu bakimindan hormon seviyelerine gore
yapilan Duncan dnem kontroliinde (Cizelge 4.5.),0liNhormon dozu 1. Grubu
(@) (1.550 cm), 2 No’lu hormon dozu 2. grubu (abb25 cm), 3 No’lu hormon
dozu 3. grubu (bc) (1.275 cm) ve 4 No’lu hormonuldse 4. grubu (cd) (1.150)
olusturmuwstur. Duncan 6nem kontroliine gére 1 No’lu hormon woggulanan
karanfildeki ortalama surgin uzuglw ile 4 No’lu hormon dozu uygulanan
karanfillerdeki ortalama sirgin uzuplu arasindaki fark  1.400 olrstur.
(Cizelge 4.5.)
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Cizelge 4.5S0rgun Uzunlguna Hormon Kombinasyonunun Etkisi
Duncan Coklu Testi

Orijinal Siral Testten sonra

1 1.150 3/1.550.....a
2 1.275 4/1.525.....ab
3 1.550 211.275.....bc
4 1.525 1/1.150.....cd.|

<1. Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindakkliak %5 seviyesine goére

onemli deildir.

Ote yandan tam besiyeri ortamina (MS) uygulan lorrseviyelerinin
ortalamasi olarak, karanfil gdinde o6lctlen strgin uzunluklart 1.9 cm (0.5 mg/I
NAA x 1 mg/l Kinetin) ve 2.4 cm (1 mg/l NAA x 1 migKinetin ) arasinda
desismektedir.(Cizelge 4.15ekil 4.1.)

Ayni sekilde; ¥2 MS besiyerine uygulnan hormon seviyelarortalamasi olarak
karanfil ¢ceitlerindtespit edilen strgiin uzunluklari ise 0.7 (b mg/l NAA x 1
mg/I Kinetin, 0.5 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin) ile 8. cm (1 mg/l NAA x 1 mg/|
Kinetin, 1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin) arasinda gigmistir ( Cizelge 4.2. ve
Sekil 4.2.). Buradan da anl@iyor ki, 2 MS MS besiyerine uygulanan hormon

dozlarinin ortalamasi alinacak sirgtin uzgaha etkisi Gnemsiz bulunngtur.

4.2. Kok Uzunlugu

Denemeye alinan, White Sim standart karamfib(thus caryophyllus L.)
¢esidinin meristem kalturd ile in vitro’da Uretilmesialismasinda 25 gun sonra
tespit edilen kok uzunluklari Tablo 4.3. veriktimi (Tablo 4.3.Sekil 4.3.).

Uygulanan besiyeri ve hormon dozu kombinasyoniaretkilesimlerinin
kok uzunlgu Uzerine etkisi incelenginde MS besiyerinde yatirilen fertlerde 1
mg/l NAA X 1 mg/l Kinetin ile 1 mg/l NAA X 2 mg/l Kinetin
kombinasyonlarinin etkili ve etkisinirgieoldugu saptanmgtir. ¥2 MS besiyerinde
ise tim hormon uygulamalarinin etkilerinigiteoldugu saptannstir.

MS ortaminda yetgtirilen fertlerin kok uzunluklari ortalamasi 1,586, 2 MS
besiyerinde yettirilen fertlerin kok uzunluklari ortalamasi isé6@9 cm olmugtur
(Cizelge .4.5. v&ekil 4.4.)
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Cizelge .4.6.MS besiyerine uygulanan hormon dozu kombinasyamiayikok

olusumu ve kok uzunlguna etkileri

MS Explant Kok Kok
Hormon Dozu Kombinasyonu sayisi olusumu uzunluk
(TUp Adet) |(Tup Adet) |ort. (cm)
0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 33 1,4
0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 33 15
1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 36 1,9
1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 36 1,9

MS ortaminda hormon uygulamalarinin kok uzunluguna
etkileri

N

=
(6
!

[EEN
|

o
(6
!

Kok Uzunlugu (cm)

0,5 mg/ It 0,5mg/lt 1 mg/lt NAA X 1 mg/lt NAA x
NAAXx 1 mg/lt NAAx 2 mg/lt 1 mg/lt Kinetin 2 mg/It Kinetin
Kinetin Kinetin

o

Hormon Dozlari

Sekil .4.3. MS besin ortaminda, dort farkh hormon dozu kombymeu
uygulanan karanfil Qianthus caryophyllus L.) meristemlerinin ¢imlenmeden

itibaren 25. guin kok uzunluklari ortalamalari.(cm)
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Cizelge .4.7.%2 MS besiyerine uygulanan hormon dozu kombinasyamh,

surgin olgumu ve sirgin uzunguna etkileri

2 MS Explant Kok Kok
Hormon Dozu Kombinasyonu sayIsi olusumu uzunluk
(Tup Adet) |(Tup Adet) |ort. (cm)
0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 35 0,6
0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 35 0,7
1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 36 0,7
1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 36 0,6

Hormon Uygulamalarinin Kok Uzunluguna Etkileri(1/2

MS)
2
€ 1,5 -
"
50
> 17
c
S
5
4 0,5 n
0
\V4
O I I

0,5mg/ It 0,5mg/lt 1 mg/lt NAA x 1 mg/lt NAA x
NAAXx 1 mg/lt NAAx 2 mg/lt 1 mg/lt Kinetin 2 mg/It Kinetin
Kinetin Kinetin

Hormon Dozlari

Sekil .4.4.% MS besiyerinde dort farkl hormon dozu kombinamsyaygulanan
karanfil (Dianthus caryophyllus) meristemlerinin ¢cimlenmeden itibaren 25. gin

kok uzunluklari ortalamalari.(cm)
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Kullanilan De&iskenler
Faktor A :Besin Ortami
Faktor B :Hormon Dozu Kombinasyonu

Analizi Yapilan Karakter:Kok Uzunfu

Yapilan varyans analiz sonuglari cgizelge 4.5.'telwestir. Cizelge 4.5.’in
incelenmesinden angdacas gibi besin ortamlari arasindaki farklihk % 0.01
ihtimal sinirina gore istatistiki bakimdan onemlum hesaplanan F deri
312.500 bulunmgtur.

Cizelge .4.8Varyans Analiz Tablosu

Varyans Serbestlik |Kareler Kareler Hesaplanan F geri
Kaynag| Derecesi |Toplami |Ortalamasi

Faktor A 1 7.031 7.031 312.500***
Faktor B 3 1.072 0.357 15.889***

A*B 3 0.831 0.277 12.315%**

Hata 24 0.540 0.022

Genel 31 9.475 0.306

Ns: Onemsiz

* : Onemli % 5 alfa seviyesinde

** :Onemli % 1 alfa seviyesinde

=+ :Onemli % 0.1 alfa seviyesinde

(F=312.500, F=15.889, F=12.315) ortalama kok uziinlweserleri
bakimindan istatistiksel anlamda %0.01 seviyesiowemli bulunan dgerlere
Duncan c¢oklu testi uygulangfl) No’lu besiyeri 1. Grubu (a)(1.556 cm) (2) nolu
besiyeri 2. Grubu (b) ofturmustur.

Cizelge 4.9Kok Uzunluyzu Uzerine Besin Ortaminin Etkisi
Duncan Coklu Testi

Orijinal Sira Testten Sonra
1 1.556 1 1.556 ...a
2 0.619 2 0.619 ...b

<1. Ayni harfle g6sterilen ortalamalar arasindakklibk % 0.01 seviyesine gore

onemli deildir.
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Yapilan Duncan c¢oklu testinde 4 ve 3 nolu hormonlatonin etkileri git
ve ilk sirada, 1. Grupta (a)(1.275), (a)( 1..25@9r almslardir 2 ve 1 nolu
hormon dozlarinin da etkilerininsie oldugunda ikinci sirada ve 2. Grupta (b)

(0.987), (b) (0,838) yer algiardir. Duncan 6nem kontroliine gore

Cizelge 4.10Kok Uzunlygu Uzerine Hormon Doz Kombinasyonlarinin Etkisi
Duncan Coklu Testi

Orijinal Sira Testten Sonra

1 0.838 4 1.275...a
2 0.987 3 1.250...a
3 1.250 2 0.987...b
4 1.275 1 0.838...b

Farkli hormon seviyelerinin, denemeye alinan karagésidinin kok
uzunluklarr Uzerine etkisi 6nemli olgtur. Varyans analiz tablosunda
sonuglarinda kok uzunluklari Gzerine farkli hormemviyelerinin etkisi % 0.01

ihtimal sinirina gére énemli olrgtwr.

4.3. Virus Belirtisi

Virls belirtisi gosteren bitkilerin oranlarina blkginda; MS besiyerinde
yetistirilen bitkilerin ¥2 MS besiyerinde yatirilen bitkilere oranla virtislere daha
direncli oldigu gbze carpmaktadir. Bu oranlar tzerinde sadece loesami ve
hormon dozu kombinasyonlari etkili gliglir. Bunun yaninda calilan ortam
kosullari, calsan uzmanlarin temizlik konusundaki titizlikleri \illanilan alet
ve ekipmanlarin temizlinin de etkisi son derece 6nemlidir. Doku kultité i
yapilan uretimlerde Barida ¢akan uzmanin titizi dogrudan etkilidir. Calan
uzmanin elinin enfekte olmasi, kullanilan alet ek@min enfekte olmasi, kabinin
enfekte olmasi tim bitkilerin enfekte olmasina Jenégsine neden olur. Bu
calsmada laboratuarin durumunun cok iyi olmamasli , sietie serasinin
sterilizasyonunun iyi olmamasi, iklim odasinda neaya gelen olumsuzluklar
(elektrik kesintisi vs.) virusle enfekte olmbitki sayisinin artmasina neden

olmaktadir.
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Cizelge .4.11.MS besiyerinde yettirilen bitkilerde gozlenen virls belirtisi

oranlari.
MS Explant sayisiVirts Belirtisi| Virls
Hormon Dozu Kombinasyonu (TUp Adet) |(Tup Adet) |Belirtisi
% oranlari

0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 14 39
0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 10 28

1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 7 19

1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 13 36

MS Ortaminda Hormon Uygulamalarina Goére Virls
Belirtileri

4 I ey 10

Sekil .4.5.MS besiyerinde, doért farkli hormon dozu kombinasyorygulanan ve
ikim odasindan gecici laboratuar sdlarina alinan karanfiljianthus

caryophyllus) bitkiciklerinde g6zlenen viris belirtisi oranlari
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Cizelge .4.12Y% MS besiyerinde vyatirilen bitkilerde godzlenen virts belirtisi

oranlari.

Y2 MS Explant sayisiVirls Belirtisi | Virts

Hormon Dozu Kombinasyonu (Tip Adet) |(Tup Adet) |Belirtisi
%
oranlar

0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 21 58

0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 18 50

1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 9 25

1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 17 47

1/2 MS Ortaminda Hormon Uygulamalarina Goére Virls
Belirtileri

4 o M ey 100
3 ety 100
2 ey 1 g
1 =100

Sekil .4.6.% MS besiyerinde, dort farkli hormon dozu kombymems uygulanan

vOe iklim odasindan gegcici laboratuar sibbarina alinan karanfil Qianthus

caryophyllus) bitkiciklerinde gézlenen virts belirtisi oranlari

4.4. Vitrifikasyon (Camsilasma)

Cizelge .4.13.MS besiyeri ve uygulanan hormon dozu kombinasyomiay

bitkiciklerde gorulen vitrifikasyon (camsgima) tizerine etkileri.

MS Explant Vitrifikasyon | Vitrifikasyon

Hormon Dozu Kombinasyonu | sayisi (TUp Adet) % oranlari
(TUp Adet)

0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 5 14

0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 7 19

1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 1 3

1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 1 3
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Cizelge 4.14.%> MS besiyeri ve uygulanan hormon dozu kombinasyonn,
bitkiciklerde gorulen vitrifikasyon (camsgiaa) tizerine etkileri

Y2 MS Explant sayisi | Vitrifikasyon | Vitrifikasyon
Hormon Dozu Kombinasyonu | (Tup Adet) (TUp Adet) % oranlari
0,5 mg/ | NAAx 1 mg/l Kinetin 36 15 42
0,5 mg/ | NAAx 2 mg/l Kinetin 36 10 28

1 mg/l NAA x 1 mg/l Kinetin 36 7 19

1 mg/l NAA x 2 mg/l Kinetin 36 7 19

Vitrifikasyon, bitki dokularinin ¢gtli faktorlere bl olarak camsigeffaf
ve kirilgan bir durum almasidir. Vitrifikasyonsgi nedenlere bgl olarak ortaya
cikabilir. Bazi argtirmacilar bu durumun klorofil eksiginden ve hicre su
iceriginden kaynaklanguni ileri sirmektedirler (Bonga and Durzan 19871 S
besin ortamlarinda veya gik yogunlukta agar iceren besiyerlerinde ¢ok sik
vitrifikasyon sorunu ile karlasilir (Hatipoglu, 1999). Besiyerindeki agar yeker
yogunlugunun arttiriimasi ile vitrifikasyon olasgh azaltilabilir. Sicaklik vesik
yogunlugunun da siksik kontrol edilmesi gerekir. dDK Isik yogunlugu ve
yuksek sicaklk vitrifikasyonu $egik eder. Son vyillarda iki fazli besiyeri
kullaniminin da vitrifikasyonu azal@ ortaya cikmygtir(Hatipaslu, 1999). Bu
calismada, sirgun ve kok ggini gozlenmeyen 18 bitki ayrii@inda geriye kalan
228 bitkiden, 53’Unde vitrifikasyon gozlengtir. Bu oran yaklaik % 20 olup, bu
da laboratuar kallarinda yapilan bir tretim icin, yiksek bir oratarak goze
carpmaktadir. Hastalik etmengitgan bitkilerin sayisi da ¢ikarilginda geriye 41
sazlikh bitki kalmaktadir ki bu da bgangictaki explant sayisindan ¢cok azdir.
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5. TARTISMA

Doku kulturi yontemi gelecekte birgok tirtun Kkitles@retimi icin
potansiyel konumdadir. Bitki doku kultirleri iletkinin herhangi bir parcasindan
yada tek bir hiicreden buttn bir bitkinin yetilmesi icin her bitkiye ait uygun
ortamin ve kgullarin bulunmasi gerekmektedir.

Doku kultirt yontemlerinde sirgin ve kok gmhi icin bitki biylime
dizenleyicileri bluyik ©onem g¢alar. Genelde bitkilerde d@al olarak
sentezlenirler. Bununla beraber kuiltire alinan kekdlarda yeterli miktarda
sentezlenemezler. Bu nedenle kultir ortamingardlan eklenirler. OKksin,
sitokinin, giberellin ve etilen buylime dizenleymarak kullanilir. Genellikle
oksin hiicre gesiemesini ve kok geymesini buna karn kinetin sirgin
blylumesini ve hiicre bolinmesingt&k eder. Doku kultira ortamlarinda her bir
bitki icin dogru hormon c¢gidinin ve dg@ru oranlarin secilmesi ¢ok dnemlidir
(Kyte ve Kleyn, 1999).

Doku kultirt tekngi kullanilmasindan bu yana meristem kulttra ileliilg
calismalarda yapilngtir. Karanfilin, meristem kultirt ile viristen admimig
bitki Gretimi calsmalari de 1960l yillardan beri yapilmaktadir. Rilttrlerde
degisik ortamlar kullaniimgtir (Phillips, 1962). Phillips ve ark. (1964), kafé
meristem kultirinde %2 KNOP besiyerini kullaghardir. Bazi argtiricilar ise
(Murashige-Skoog, 1962) MS ortamini, karanfil mens Kkaltard igin
kullanmslardir. Bu calgmada MS ve %2 MS besin ortamlari kullangtm

Hormon konsantrasyonlari bircok smaci tarafindan farklisekillerde
kullaniimistir. Hackett ve ark. (1976), Phillips(1962), kaiamheristemi igin
kullandiklari ortamlarda sadece oksin kullaglandir. Jelaska ve ark. (1977), ise
0.02 mgr /I oksin ve 2 mgr/l kinetinden iyi sondgalardir. Davis ve Ark. MS
ortaminda NAA ve kinetin kombinasyonlarini incelgl@i ve oksinin 1 mgr ve
Uzerinde oldgu durumlarda sdrgunlerirgekil aldigini gézlemglerdir. Bu
calismada ise NAA ve kinetinin iki farkli dozu kombinasyhalinde kullanilmy
0.5 mg/l, 1 mg/l NAA ve 1mg/l, 2 mg/l kinetin) van @yi sonucu MS besiyeri ve
1mg/l NAA ve 1mg/l kinetin kombinasyonunun veiidgozlenmitir. ¥2 MS

besyerinde gelen sdrginlerin son derece ciliz giduve bu bitkiciklerde
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vitrifikasyon (camsilgma) oranlarinin da buna paralel olarak yiksek @idu
gozlenmitir.

Meristem kulturd ile elde edilen karanfillerin irgle enfekte olma ihtimali
meristemin blyUklgu ile orantihdir. 0.1 mm buyukgiinde karanfil meristemi
virissiizdur ancak yama olasifii distktir (Quak,1977). Meristem uclarinin
genellikle virissuz oldgu kabul edilebilir (Goniglen,1987). Ancak bununla
birlikte meristem dokularinda virtslerin vaglida kanitlanmtir (Quak,1972).
Stone meristem ucu kdltard ile 4 sgeviristen arinmy Dianthus barbatus
klonlari Gretmgtir. Smith (1970)’e gore karanfilde dnemli olan Bapot (CRSV),
Mttle(CMV), Vein Mottle(CVMV) ve Latent (CLV) gibihastalik etmenleri
meristem ucu ile elimine edilebilir.

Yapms oldugumuz virls testi sonucunda, 221 klondan 112 tavieds
belirtisi gosterdi. Bu sonu¢ Quak(1972) ile uyunstgdmektedir. Ancak bunu
sadece meristemde bulunan virls partikilleringladmaak yanls olur. Kaltura
yaptgimiz laboratuarin  hijyen kallarinin yetersiz oldgu ve c¢ok steril
calisiimamasinin da etken olgu bir gercektir.

Bu durum meristem kultara ile elde edilen kardefih virtisstiz oldgu
gibi virisli de olabilecgini gostermektedir. Virtsle bu& olan klonlar atilip,
virls belirtisi gostermeyen klonlar hijyenik ¢wlarda celikle cgaltilabilir.
Ayrica meristemden elde edilen bitkilerin hizli kevvetli buyiime yeterigne
sahip oldgu, meristem kultariin viris eliminasyonunun yanirdali gelsme

avantajl da oldgu bilinmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢cakmadaDianthus caryophyllusta meristem kualttrt tekgi
ile viris eliminasyonu amaclangtir. Strgiin ve kok okumu icin farkh temel
besiyerlerinin ve farkli oksin ve kinetin hormon zdo kombinasyonunun
eksplantlar Gzerindeki etkileri incelengtir.

Calsmada temel besiyerlerinde MS ve Y2 MS besiyerlerichlgiimis,
ancak vitrifikasyon (camsgaa) sonucu kullanilan explantlarin yarisi atgkmn.
MS besiyerinde sirgiin alumu ve gekimi gerceklgmistir. 2 MS besiyerinde
ise surgun ve kok gelmi distik oranda ve zayif olngtur.

Surgin gekimi, cogalmasi ve kok gealimi icin NAA'nin ve Kinetinin
farkli konsantrasyonlarinin ve kombinasyonlarininlave edildgi ortamlar
kullaniimistir. En iyi strgin ve kok okwmu 1 mg/l NAA ve 1mg/l kinetin ilaveli
MS ortami igeren tuplerde gerceddstir. Ileride yapilacak caimalarda sirgiin
olusumu ve gelimi icin 1 mg/l NAA dozu ve 1 mg/l kinetin dozu
kullaniimalidir. Strgiin ve kék agumunun ve ge$iminin en iyi gerceklgtigi
besin ortami MS ve en iyi gglikleri hormon dozu kombinasyonu ise 1mg/I
NAA x 1 mg/l Kinetin’dir. Dolayisiyla bu hormon ksantrasyonlari ve besin
ortami bundan sonraki denemelerde tercih edilmelidi

Meristem kultart tekrgi ile bitki Uretiminde dikkat edilecek bir biea
nokta, meristem ucunun bulyugiidtir. Meristemin boyu kuculdikce virls
icerme olasifii azalir buna kamn yasama sansida buna paralel azalir.
Denedgimiz ve digiikte olsa bgari sansini yakalagagmiz ve bu ¢cabmada tercih
edilen meristem buyudk§il 0.5 mm’dir. Kltariin bgarisi ayni zamanda ¢gdn
Kisinin konudaki uzmangina ve cakilan ortam ve kullanilan alet ve ekipmanin
sterilizasyonuna lghdir. Calsmaya 228 explantla Banms ve ancak klonlardan
150 tanesi virls testisamasina kadar gelgtir. 150 klondan 109 tanesi virls
belirtisi gOstererek atilrgive temiz olarak 41 birey elde ediktir. Say ve bgari
kicuk gorinse de bu bitkilerden alinacak celiklardeetilecek olan bitki sayisi
hayli fazla olacaktir. Virlis eliminasyonu ve bitkinhizli ve kuvvetli gekmesi
bakimindan meristem kultirt tekniic yonli avantaj sdamaktadir. Meristem
kalturh pratikte bu amaglar igin rahatlikla kullkduilir.
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