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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

COTINUS COGGYGRIA ‘ROYAL PURPLE’IN MiIKROCOGALTIM
TEKNIKLERI KULLANILARAK URETIiMi

Ayse AYHAN

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Muhammad ASIM
2020, 38 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Muhammad ASIM
Prof. Dr. Khalid Mahmood KHAWAR
Do¢. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI

Bu ¢alismada, énemli bir siis ve tibbi bitkisi olan C. coggygria (Royal Purple)’nin in
vitro kosullarda hizli ve ¢oklu iretimi amaglanmistir. C. coggygria’nin yiizey
sterilizasyonu igin %70 lik etil alkol ve %25 ticari gamasir suyu kullanilmistir. In vitro
kosullarda elde edilen steril bitkilerin koltuk alti meristem eksplantlar1 in vitro
kosullarda ¢ogaltim i¢in kullanmak iizere farkli oranda BAP + IBA veya NAA igeren
MS ile WPM temel besin ortamlarina 4 hafta boyunca kiiltiire alinmistir. MS bazli
denemelerde %100 siirgiin rejenerasyonu 1,00 mg/L BAP, 2,00 mg/L BAP veya 2,00
mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA + 0,05 mg/L IBA igeren ortamlarda gézlemlenirken
eksplant bagina maksimum siirgiin sayist (3.25 adet) 2,00 mg/L BAP iceren MS
ortamda gozlemlenmistir. WPM bazli denemelere bakildiginda ise maksimum
rejenerasyon orani ve eksplant bagina maksimum siirgiin sayisi (2,37) 1,00 mg/L BAP
+ 0,10 mg/L IBA igeren ortamlarda izlenmistir. Elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi farkli oranda NAA ve IBA igeren MS ortaminda gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglarma gére maksimum kok rejenerasyon orani (%66,0) 2,00 mg/L
NAA ve 2,00 mg/L IBA iceren MS ortaminda gozlemlenmistir. Koklendirilen
siirgiinler dis kosullara alistirilmasi i¢in saksilara aktarilmis ve 6 haftanin sonunda
bitkilerin dis kosullara basarili adaptasyonu gerceklestigi gozlemlenmistir. Bu tez
calismasinda C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin ticari ve hizli {iretimi igin
miikemmel bir protokol sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: In vitro iiretim, Kok rejenerasyonu, Koltuk altt meristem
eksplanti, Oksin, Sitokinin, Siirgiin rejenerasyonu



ABSTRACT

MS THESIS

PRODUCTION OF COTINUS COGGYGRIA ‘ROYAL PURPLE’ USING
MICROPROPAGATION TECHNIQUES
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THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY THE DEGREE OF MASTER OF
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Advisor: Prof. Dr. Muhammad ASIM
2020, 38 Pages

Jury
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Assoc. Prof. Dr. Ceyda OZFIiDAN KONAKCI

This study aims the rapid and multiple regeneration of an important ornamental and
medicinal plant C. coggygria (Royal purple) under in vitro conditions. For the
sterilization of C. Coggygria, 70% alcohol and 25% commercial bleach was used.
Nodal segments explants isolated from in vitro sterilized plants were cultured on MS
or WPM basal medium supplemented with BAP+ IBA or NAA for 4 weeks. Shoot
regeneration frequency of 100% was achieved on MS basal medium containing 1.00
mg/L BAP, 2.00 mg/L BAP or 2.00 mg/L BAP + 0.05 mg/L NAA + 0.05 mg/L IBA.
Whereas, maximum shoot counts (3.25) were observed on MS medium enriched with
2.00 mg/L BAP. Maximum shoot regeneration frequency and shoot counts (2.37) from
WPM basal medium was observed on medium supplemented with 1.00 mg/L BAP +
0.10 mg/L IBA. Rooting of in vitro regenerated shoots were done on MS medium
having different consentrations of NAA or IBA. The results revealed maximum
rooting frequency of 66.0% from MS medium containing either 2.00 mg/L NAA or
2.00 mg/L IBA. The rooted plantlets were transferred to pots for acclimatization and
observed successful adaptation after 6 weeks. This study presents the complete and
easy protocol for the rapid and commercial propagation of C. coggygria (Royal

purple).

Key Words: Auxin, Cytokinin, In vitro production, Nodal meristem explant, Rooting,
shoot regeneration



ONSOZ

Yiiksek lisans Ogrenim siirecimde, caligmalarim esnasinda ilgisini ve destegini
esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Muhammad ASIM'a, sonsuz tesekkiirler
sunarim.

Ayrica, yiiksek lisans 6grenciligim boyunca her konuda destek¢im olan, hayallerim
konusunda beni destekleyen canim annem Yadigar AYHAN ve canim babam Halil
AYHAN’a, calismalarim siiresince her kosulda maddi ve manevi destegi ile arkamda
oldugunu bildigim erkek kardesim A. Can AYHAN’a, calismalarim boyunca bana
gerekli destegi ve sabri gosteren sevgili arkadaslarrm M. Ceren OKCUOGLU, M.
Melih BUL ve Nuran Giil BORAZAN’a,; yiiksek lisans ¢aligmalarim sirasinda benden
destegini esirgemeyip, Onerileri ile ¢alismamda katkida bulunan Alpaslan Sevket
ACAR’a ve yine bu siiregte sabirla yanimda olan ADA BIYOTEKNOLOII ailesi ve
ekip arkadasim Aysegiil PAKOZ e tesekkiirlerimi sunarim.

AYSE AYHAN
KONYA-2020



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY ... %
TEZ BILDIRIMI ........oooiiiiiiii s Vi
OZEET ...ttt e e 1
AB ST R A CT bttt et b bt et r e r e e 2
ONSOZ ..o 3
CIZELGELER DIZINI ........cooiviiiiieee et 6
SEKILLER DIZINI ..o, 7
SIMGELER VE KISALTMALAR ...........cccccoooiiiiieiieeeeesesesieese e, 8
O € 1 28 1T 9
1.1. Diinyada ve Tiirkiye’de Siis Bitkilerinin Genel Durumu ...........cccocoeviiiieeninnns 9
1.2. C. coggygria (Royal PUrPIE) ........ccceieiiiiciee e, 10
1.3. Bitki BiyOteKNOIOJISH. ... .cviviiiiiiiiieieieese e 11
2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI ........ccccoooeiiiinnene 13
3. MATERYAL VE YONTEM.........cocecoviiitiiieireee e eses s 17
.1 IMALEIYAL ... 17
3.1.1. Bitki Materyali........ccoooveiiiiiiniiceeee e 17
3.1.2. Mikrogogaltim i¢in Kullanilan Eksplantlar............cccccoevicveiiirevercnennnn. 17
3.1.3. Biiylime Diizenleyicilerin Coziiciileri ve Saklama Kosullart .................. 17
I o) 1175 o EO TP TP PP PP 18
3.2.1. Besin Ortami ve Kiiltiir Kosullart.........cccocoiiiiiiniiie e, 18
3.2.2. Bitki materyali ylizey sterilizasyonu i¢in kullanilan kimyasallar............ 18
3.2.3. In vitro kosullarda C. coggygria (Royal Purple)’nin mikrogogaltima ..... 20
3.2.4. Koklendirme ve Adaptasyon .........ccoceieeiiniiiieninienieseere s 21
3.2.5. Gozlem Ve OIGUHMIET .......c.c.eveveeeeeieieieieieeie et 22
3.2.6. Elde edilen verilerin istatistiki analizIleri ...........c..ccocooviiiiiinicne, 22
4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA........ccoooiiieeie e 23
4.1. C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin In vitro Cogaltim Calismalart............ 23

4.1.1. Farkli konsantrasyonlarda BAP-NAA-IBA iceren modifiye edilmis MS
Ortamlarin Siirgiin Rejenerasyonuna EtKileri.........cccoccovviiiiiiiiiiciicicn, 23

4.1.2. Farkli Konsantrasyonlarda BAP, NAA ve IBA Igeren modifiye edilmis
WPM  Ortamin Siirgiin Rejenerasyonuna EtKileri .........ccooveiiiiniiiiiiiicnns 26
4.2. C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin In vitro Koklendirme Calismalari .....29

4.3. C. coggygria ‘Royal Purple’ Bitkisinin Alistirma Calismalart.............c...o...... 31



5. SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR ......ccccvvnnne.

OZGECMIS .......cooovveee.



CIZELGELER DiZiNi
Cizelge Sayfa
Cizelge 3.1 Bitki Biiytime diizenleyicilerin ¢6ziiciileri ve saklama kosullari.......... 18

Cizelge 3.2 MS (Murashige ve Skoog 1962) ve WPM ortaminda (LlIoyd ve McCown
1981) ortaminda bulunan kimyasallar ve konsantrasyonlari.............................. 20

Cizelge 3.3 Denemelerde kullanilan modifiye edilmis Murashige ve Skoog (1962)
(MS) ortamlart ve kodlari........ ..o 20

Cizelge 3.4 Denemelerde kullanilan modifiye edilmis Woody Plant Medium (WPM)
ortamlart ve kodlart...... ... o 21

Cizelge 3.5 Koklendirme amaciyla kullanilan modifiye edilmis MS koklendirme
ortamlart ve Kodlart ... 22

Cizelge 4.1 Farkli BAP, NAA ve IBA iceren MS ortaminda siirgiin rejenerasyonuna
AL VArYaNS @NALIZI. ... ..o e 25

Cizelge 4.2 Farkli BAP, NAA ve IBA igeren MS ortaminda C. Coggygria ‘Royal
Purple’ bitkisinin stirglin reJENErasyONUe. ..........c.eurererineerenieereeearaeeenenenns 25

Cizelge 4.3. Farkli BAP, NAA ve IBA igeren modifiye edilmis WP ortamlarinda
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi....................ocooiiiiiiiii e, 27

Cizelge 4.4. Farkli BAP, NAA ve IBA igeren modifiye edilmis WPM ortamlardan
elden edilen siirgiin rejenerasyon sonuglarin ortalamalarinin  Duncan testi
SOMUGIALT. L.t e e e 28

Cizelge 4.5 Farkli IBA ve NAA dozlarinin C. coggygria ‘Royal Purple’ siirgiinlerinin
in vitro koklendirmesine ait varyans analizi..................oooiiiiiiiniiiiineiianennns 30

Cizelge 4.6 Koklendirme denemelerine ait kok rejenerasyon oranlari.................. 31



SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa

Sekil 4.1 Farkli BAP, IBA ve NAA igeren modifiye edilmis MS ortamlarda C.
coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin in vitro siirgiin rejenerasyonu ..................... 26

Sekil 4.2 Farkli BAP, IBA ve NAA iceren WPM ortamlarda siirgiin rejenerasyonu

Sekil 4.3 2,00 mg/L IBA ve 2,00 mg/L NAA igeren 2 x MS kiiltiir ortaminda C.
coggygria siirgiinlerinin in vitro kosullarda koklendirilmesi............................. 32

Sekil 4.4 in vitro koklendirilmis C. coggygria ‘Royal purple’ in dis kosullara
alistirtlmig @OTUNTHSTL. .. ..ot 33



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Cm
Dk

g, mg
HCI

I, ml,
M, pM
N

Sn

Kisaltmalar

2,4-D
AC
Atm
AgNO3
BAP
DICA
GAs3
IBA
KIN
K.O.
MS
mT
NaOCL
NaOH
NN
QL
NAA
PBT
PLB
S.D.
TDZ
V.K.
WPM

Aciklama

Santimetre

Dakika

Gram, miligram
Hidroklorik Asit
Litre, mikro litre,
Molar, mikro molar,
Normal

Saniye

Aciklama

2, 4-Diklorofenoksi Asetik Asit

Aktif Komiir

Atmosfer Basinci

Glimiis Nitrat

6-Benzilaminopurin

Sodium dichloroisocyanurate

Giberellik Asit

Indol 3 Butirik Asit

Kinetin

Kareler Ortalamasi

Murashige ve Skoog Temel Besin Ortamu
Meta-topolin

Sodyum hipoklorit

Sodyum Hidroksit

Nitsch & Nitsch Temel Besin Ortami
Quoirin & Lepoivre 1977 Temel Besin Ortami
a- Naftalin Asetik Asit

Plant Biotechnology

Protokorm Benzeri Cisimler

Serbestlik Derecesi

Thidazuron (Fenil-3-1,2,3-thidiazol-5-il) iire
Varyasyon Kaynaklari

Woody Plant Medium Temel Besin Ortami



1. GIRIS

1.1. Diinyada ve Tiirkiye’de Siis Bitkilerinin Genel Durumu

Kentsel alt yapinin hizli degisimiyle birlikte siis bitkilerine olan talep hizla
artmaktadir. Siis bitkileri bahgeler, 6zel arazi ve kamusal alanlarda kullanilan
giinlimiiz mimarisinin ayrilmaz bir unsuru haline gelmektedir (Pacholczak ve ark.,
2012). Sis bitkilerini tanimlamak gerekirse, estetik, fonksiyonel ve ekonomik
amaglarla iiretilen, ¢ogaltim1 yapilan bitkiler olarak tanimlanabilmektedir. Siis bitkisi
kavrami1 ¢ok genel bir kavram olmakla birlikte, kendi i¢inde 4 ana grupta
incelenebilmektedir;

1-Kesme ¢icekler

2- 1¢ mekan siis bitkileri

3-D1s mekan siis bitkileri

4-Dogal cigek soganlari (Ozyavuz, 2005).

Siis bitkilerinin dogal yasamda iistlendigi gorev ise; insan ile dogal alan
arasinda bag kurmak, biyolojik konfor gibi ihtiyaclar1 karsilamak olarak
sayilabilmektedir (Anonim, 2020). Diinya'da ve Tiirkiye'de siis bitkilerinin pazari son
40 yilda bir hayli gelismistir. Gelismis iilkeler bu konuyla alakali yeni teknolojileri
tretimde kullanirken, gelismekte olan {ilkeler dogal kaynaklardan ve ekolojik
avantajlarindan faydalanarak iilke ekonomilerine katki saglamaktadir (Ozyavuz,
2005). Diinyada giiniimiizde yaklasik 550.000 ha alanda siis bitkisi tiretimi
yapilmaktadir. Bu deger toplam siis bitkileri tiretim alaninin %39°unu olusturmaktadir.
Diinya ¢apinda ulastig1 8,3 milyar dolarlik ihracati ve 8,4 milyar dolarlik ithalat1 ile
gelisen bir yatrrm alami haline gelmektedir. Ulkemiz ise diinya kesme cicek
tiretiminde yaklasik %0,2°lik bir paya sahip oldugu bilinmektedir (Anonim, 2016)

Ulkemizde de sehirlerin biiyiiyiip, gelismesi ile, estetik gériintiilere duyulan
ihtiyag ve cevre bilinci artmaktadir ve siis bitkisi {iretimine olan talepte de artis
meydana gelmektedir (Anonim, 2020). Tirkiye, ¢evresel faktorler konusunda birgok
siis bitkisi tiiriinii yetistirmeye uygun alt yaprya sahiptir. Tiirkiye'de Izmir, Sakarya,
Yalova, Antalya basta olmak iizere 55 ilde siis bitkisi iiretimi yapilmaktadir.

Ulkemizin bu zenginligini kullanabilmek ve iiretim cesitliligi saglayabilmek igin
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devlet-6zel sektor is birlikleri gelistirilerek AR-GE yatirimlarinin ve ¢alismalarinin

arttirtlmasi sektoriin gelecegi agisindan 6nemli olacaktir (Anonim, 2020).

1.2. C. coggygria (Royal Purple)

C. coggygria; Anacardiaceae ailesine ait Giiney Avrupa, ile Himalaya
iilkelerinde yetisen c¢ok yillik, giines seven, ¢ok yillik bir c¢alidir (Pijut, 2008).
Ulkemizde Akdeniz Bélgesi, Trakya ve Kahramanmaras-Gaziantep civarlarinda
yetistirilmektedir ve halk arasinda ‘Duman Agaci’ olarak da bilinmektedir (Kaymaz,
2018). Farkli pH degerlerinde topraklara kolaylikla uyum saglayabildiginden genis
yayilim alanina sahiptir (Pijut, 2008). C. coggygria cinsinin iiyesi olan bitkiler, zararlt
ve hastaliga dayanikli, kuraklik toleransina sahip, nispeten soguga dayanikli bitkiler
olarak bilinmektedir (Tripp,1994).

Alternatif tipta iltihap soktiiriicii, kanama durdurucu, yara iyilestirici ve
diyareye kars1 kullanilabilmektedir ayrica yapraklar1 yarali bolgelere sarilarak, mide
yaralar1 i¢in de cay1 demlenip i¢gilebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda bitkinin kanser,
mikrobiyal enfeksiyonlar iizerinde etkilerinin bulundugu ve yara iyilesmesine
yardimer oldugu gézlemlenmistir (Kaymaz, 2018). Dogal olarak yetisen agaclarin
yapraklart ve geng¢ dallari, basta Bulgaristan olmak iizere parfiimeride de
kullanilabilmekteyken, kokler deri ve kumaglarin boyanmasinda kullanilabilmektedir
(Demirci ve ark., 2003).

Farmakolojik ve endiistriyel 6zelliklerinin yani sira, C. coggygria bitkisinin
tiirleri ve gesitleri siis tasarimi ig¢in ¢ok onemlidir (Rovina ve ark., 2010). C. coggygria
yaprak konusundan zengin, mor ¢igek kiitlelerine sahip, ¢ali goriiniimlii bir agagtir
(Pijut, 2008). C. coggygria yapraklari, sicaklik, 151k ve toprak igerigi gibi cesitli
cevresel faktorlere gore yesilden koyu bir sarap moruna dogru renk degistirir (Oren-
Shamir ve ark., 1997). C. coggygria sonbaharda parlak sar1, turuncu ve kirmizimsi mor
bir renge doniisiir ve bu 6zelligi ile kis manzaralarinda tercih edilen bir bitki olarak
bilinmektedir.

Cimlenmesi genellikle toprak yilizeyinde veya ylizeye yakin tabakada meydana
gelmektedir (Giiltekin ve ark., 2007). C. coggygria konvansiyonel olarak ¢ogaltildigi
zamanlarda tohumdan ve bitkisel koklii kesimlerden g¢ogaltilabilmektedir (Tripp,
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1994). Tohum {iretiminin bircok faktore bagli oldugu bilinmektedir. Bu faktorlerden
biri de uygun ekim zamaninin belirlenmesi olarak sdylenebilir (Giiltekin ve ark.,
2007). Celikler miimkiin oldugunca erken mevsimlerde yapilmalidir. Fakat bitkilerin
canliligi, renk parlaklig1r ve kalitesi agisindan geliklenme zamani gibi etkenler iyi
ayarlanmalidir (Tripp, 1994).

Onemli dogal tiirlerimizden biri olan boyaci sumaginin devamliliginin
saglanabilmesi ve agaclandirma caligmalarinda kullanilmasi, onun tohum
Ozelliklerinin belirlenmesi, ¢imlenme probleminin ¢oziilmesi ve fidan {iretim
tekniklerinin gelistirilmesine bagli oldugu sdylenebilmektedir (Giiltekin ve ark.,
2007). Genel olarak yiiksek tohum dormansisi ile siis bitkilerinin gogunun geleneksel
cogaltim yollar1 ile zordur. Bu nedenle, ekim materyali sayis1 sinirlidir ve ¢ogu zaman

talep, tedarikleri asmaktadir (Prakash, 2008).

1.3. Bitki Biyoteknolojisi

Bitki biyoteknolojisi; bitkilerin verimini, kalitesini arttirmak, hastaliktan ari
bitki {iretimini saglamak, ¢evresel stres faktorlerinin etkilerini engellemek veya yok
etmek i¢in kullanilan, molekiiler, hiicresel ve doku kiiltiirii teknolojilerinin kullanildig:
bir sistemdir (Onay ve ark., 2012). Birgok iilkede, bitki kaynaklarini, 6zellikle nadir
ve nesli tikenmekte olan tiirleri korumak igin gesitli stratejiler gelistirilmistir. Bitki
materyalinden hizli klonlama i¢in biiyiik bir potansiyel sundugu i¢in bitki doku kiiltiirii
en onemli koruma tekniklerinden biri olarak bilinmektedir. Bunun disinda 1slah,
genetik ve biyoteknolojik arastirmalar ve endiistriyel hammaddelerin elde edilmesi
gibi farkli amagclar i¢in gerekli bitki materyali tiretiminde 6nemli rol oynamaktadir
(Hasancebi ve ark., 2011). Bitki biyoteknolojisinin giliniimiizde ticari alanda
kullanimini iki baglik altinda incelemek miimkiindyir.

1-Bitkilerin 1slah ile ¢cogaltilmasi ve klonlanmasi
2-Farmasotik sanayisinde kullanilacak sekonder metabolit iiretimi
(Onay ve ark., 2012).

Bitki biyoteknolojisi; tiretiminin artirilmasi, bitki 1slah, cevresel faktorlerin

bitki iizerindeki etkisinin azaltilmasi ve daha fazla besin hammaddelerin iiretmesine

olanak saglamaktadir (Onay, 2012).
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Bu ¢alismanin amaci, C. coggygria (Royal Purple) bitkisinin in vitro kosullarda

rejenerasyon potansiyelinin belirlenmesi olmustur.
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Bitki biyoteknolojisi, yararl veya faydali bitki / bitki tirtinleri gelistirmek i¢in
bitkilerin taranmasi ve genetik manipiilasyonu i¢in ¢ok sayida bilimsel arag ve teknigi
icermektedir. Bu ara¢ ve tekniklerin yeterlili§i nanoteknolojik miidahaleler ile
artirtlabilmektedir. Ayrica, bu teknikleri bitkilerin verimini, kalitesini arttirmak,
hastaliktan ari bitki iiretimini saglamak, c¢evresel stres faktoriinlin etkilerini
engellemek veya yok etmek icin kullanilmaktadir. Bitki biyoteknolojisinde diger
teknikler ile hiicre, doku ve organ kiiltiirii teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir
(Onay ve ark., 2012).

Birgok tilkede, bitki kaynaklarini, 6zellikle nadir ve nesli tiikenmekte olan
tiirleri korumak icin ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. Bitki doku kiiltiirii en 6nemli
koruma tekniklerinden biridir. Bunun disinda 1slah, genetik ve biyoteknolojik
arastirmalar ve endiistriyel hammaddelerin eldesi gibi farkli amagclar i¢in gerekli bitki
materyali tretiminde 6nemli rol oynamaktadir (Hasancebi ve ark., 2011). Ayrica,
Uretiminin artirilmasi, bitki islahi, ¢evresel faktorlerin bitki tizerindeki etkisinin
azaltilmas: ve daha fazla besin hammaddesi iiretmesine olanak da saglamaktadir
(Onay, 2012).

Bitkilerin yiizey sterilizasyonu mikrogogaltimin en énemli basamaklarindan
birisidir. Basarili bir yiizey sterilizasyonu siirecin bagarisini 6nemli derecede etkiledigi
bilinmektedir. Yiizey sterilizasyonu bitkinin dis ortamdan aldig1 bakteri, fungus gibi
digsal kontaminasyonu en aza indirmeye ve miimkiinse tamamen temizlemeye yonelik
bir basamaktir. Onemli olan kisim, etkili sterilizantlari, dogru konsantrasyonda, dogru
etki siiresinde ve dogru kullanim sirasinda etkili sekilde kullanmaktir. Popiiler olarak
kullanilan sterilizantlar, etanol, kalsiyum veya sodyum hipoklorit civa kloriir ve
hidrojen peroksittir (Orlikowska, 2016).

Vinterhalter ve ark. (1988) Dracaena fragrans iizerinde yaptiklar: ¢calismada
geng govde parcalarindan 0.25-0,50 mg/L 2,4D igeren MS ortamda kallus elde
etmistir. Kallus dokusundan siirgiin farklilasmasi i¢in 0,50-1,00 mg/L BAP ve 0,50-
2,00 mg/L IBA veya 0,10-0,20 mg/L NAA igeren MS ortam kullanilmistir. Siirgiin
uzamasint BAP inhibe ederken IBA ve NAA oksinleri tarafindan uyarilmistir. 0,50
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mg/L IBA igeren ortamlar ise koklendirme igin en etkili bulunmustur. Koklerin
uzamasi 151kla uyarilip, karanlikla inhibe edilmistir.

Purohit ve ark. (1994) Nadir bulunan bitkisi Chlorophytum borivilianum
tizerinde yaptiklari ¢alismada in vitro klonal gogaltim ve kdklenmeyi incelemislerdir.
Eksplant olarak geng siirgiin elde etmek i¢in 5,00 mg/L BAP iceren MS ortam
kullanilmistir. Siirgiin sayis1 3 hafta arayla yapilan alt kiiltiirler sonucu 4 kat arttigi
goriilmiistiir. Elde edilen tiim siirgiinler % MS ve 2,00 mg/L IBA iceren ortamlarda
koklendirmeye alinmigtir. Biitiin bu igslemlerin sonunda %67 oraninda koklenmis bitki
elde edilmistir.

Babu ve ark. (2000) Murraya koenigii (kori yapragi agaci) lizerinde yaptiklar
calismalarda 1,00 mg/L BA ve 1,00 mg/L Kinetin iceren WPM ortamda kiiltiirlenen
olgun kori yapragi siirgiinlerinin kklenmesini incelemislerdir. Calismada koklenmeyi
WPM ortam1 0,25 mg/L NAA destekleyerek saglamislar ve koklenen bitkilerin %901n1
ex vitro ortama almadan 6nce piskinlestirme odalarina aktarmislardir.

Onay (2000) Pistachio iizerinde yaptigi ¢alismada BA igeren MS ortam
eksplant olarak ise olgun agacglardan alinan stirgtinleri kullanmistir. Maksimum siirgiin
olusumu 2,00 mg/L BAP igeren MS ortaminda goézlenmistir. Mikro siirgiinlerin
koklendirilmesi i¢in IBA ile desteklenmis MS ortam kullanilmis, koklenen bitkiler
adaptasyon saglanmistir.

Babu ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada Cinnamomum camphora (kafur
agac1) agacinin siirgiin uglarindan aldiklar1 eksplantlari BAP ve Kinetin ile
desteklenmis WPM ortaminda kiiltiire almiglaridir. Daha sonra elde edilen siirgiinler
aktif komiir (AC) ve IBA ile desteklenmis WPM ortaminda koklendirilmis ve ex vitro
ortama %90 adaptasyon saglayarak giiclii bir rejenerasyon sistemi saglamistir.

Blanco ve ark. (2004) Dracaena deremensis iizerinde yaptiklari ¢aligmada
konvansiyonel ¢cogaltimi zor olan bitkinin mikro ¢cogaltim ile daha hizl iiretilmesini
hedeflemislerdir. Farkli konsantrasyonda oksin ve sitokinin ile desteklenmis MS
ortami kullanilan bu ¢alismada en iyi sonucu 1,00 mg/L NAA ve 1,00 mg/L KIN igeren
MS ortamdan elde etmis olup, MS ortamda koklenme elde edilmistir.

Tilkat ve ark. (2005) Khinjuk fistigi'nin (Pistacia Khinjuk Stocks) in vitro
cogalimi i¢in etkili bir yontem gelistirmislerdir. Eksplant olarak aseptik

cimlendirilmis khinjuk fistig1 stirgiinleri kullanilmistir. En iyi sonuglari; 30 g/L siikroz,
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100 mg/L askorbik asit, 1,00 mg/L BA ve 7 g/L agar iceren Gamborg vitaminleri ile
desteklenmis MS ortami lizerinde gozlemlenmistir. En etkili koklendirme ise 0,50
mg/L IBA ile igceren MS ortaminda elde edilmistir.

Metivier ve ark. (2007) C. coggygria bitkisinin in vitro kosullarda kok
rejenerasyonunu inceledigi ¢alismada; in vitro ortamda elde edilen mikro siirgiinlerin
cesitli oksinlerle (IAA, IBA, NAA ve 2,4D) ¢oklu ve tekli kombinasyonlarini
denemislerdir. Elde edilen sonuglarina gore; 10 uM IBA ile diger uygulamalardan
daha az kallus olusumu ve %100 kdk rejenerasyonu saglanirken diger uygulamalara
kiyasla daha erken kok rejenerasyonu gergeklestirilmistir. 2,4 D’nin tekli
kombinasyonunda kok rejenerasyonu gozlenmemistir.

Prakash ve ark. (2007) yaptigi calismada Searsia dentata'nin in vitro
rejenerasyonu igin bir yontem ozetlenmistir. Koltuk alti meristem eksplantlar 0,10
mg/L, 1,70 mg/L, 2,30 mg/L ve 2,80 mg/L BAP ile %3 siikroz i¢ceren MS ortaminda
kiiltirlenmistir. 2,80 mg/L BAP ile desteklenen MS ortamda koltuk alti meristem
eksplantlardan ortalama 5.3 siirgiin elde edilmistir. Siirgiin ucu eksplantlar1 i¢in ise
1,80 mg/L BAP ve 0,90 mg/L NAA iceren MS ortaminda eksplant bagina maksimum
stirgiin elde edilmistir. In vitro rejenere siirgiinler %3 siikroz ve 2,00 mg/L IBA igeren
tam konsantrasyon MS ortaminda koklendirilmistir.

Maira ve ark. (2010) bu ¢alismada, Anthurium andreanum cv Rubrun’un in
vitro kosullarda mikro ¢ogaltim i¢in etkili bir protokol agiklanmaktadir. BitKi
tohumlar, 0,50 mg/L BAP ile igeren MS ortaminda ¢imlendirilmistir. Daha sonra 2,00
mg/L BA ve 0,50 mg/L NAA iceren MS ortaminda alt kiiltiire alinmigtir. Mikro
kesimlerden elde edilen dort haftalik siirglinlerin, govde tabaninda kallus
proliferasyonu izlenmistir. Kallus dokusundan siirgiin ve bitkiciklerin gelisimi
izlenmistir.

Ruffoni ve ark. (2010) yilinda germplazm muhafazasini saglamak igin
yaptiklari caligmada Yaban mersini bitkisinin segilen genotiplerinin siirgilinlerini 0,50
mg/L BA ve 0.20 mg/L TAA igeren MS ortamda kiiltiire almiglardir. Elde edilen
siirgtinleri 0,50 mg/L IAA veya 0,50 mg/L IBA igeren ortamda koklendirdiklerini
bildirmislerdir.

Sinha ve ark. (2010) yapilan calismada Phalaenopsis juvenil yapraklar

parcalar1 eksplant olarak kullanmiglardir. Eksplantlari, %2 siikroz, %10 Hindistan
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cevizi suyu, 2 g/L pepton, 1g/L aktif komiir igeren jelrite ile katilagtirilmis, 2.00 mg/L
BAP, 0,50 mg/L NAA igeren 1/2 xMS ortama kiiltiire almiglardir. Eksplantlar tizere
protokorm benzeri cisimlerin olusumu izlenmistir. 12 hafta sonra bu cisimleri 8 hafta
boyunca alt kiiltiire alinmistir protokorm benzeri cisimlerin kiimeleri %2 siikroz, %10
Hindistan cevizi suyu, 2 g/L pepton, 150 mg/L glutamin ve 1 g/L aktif komiir igeren
%2 x MS ortaminda kiiltiire alinarak ¢ogaltilmistir.

Wong ve ark. (2010) Scaevola' bitkisinin mikro ¢ogaltimi igin yaptiklari
caligmada 1x MS ortam kullanmislar ve ¢oklu siirgiin elde etmislerdir. Elde edilen
stirglinler koklendirilmistir.

Armiyanti ve ark. (2010) Michelia champaca L. iizerinde yaptiklar1 ¢alismada
somatik embiryogenesisi ve kallus olusumunu gozlemlemislerdir. En iyi sonuglari
2,00 mg/L NAA ve GAz i¢eren MS ortamda elde etmislerdir.

Panda ve ark. (2010) Semecarpus anacardium iizerinde yaptiklar: ¢calismada
eksplant olarak siirgiin ucu meristemleri, 1,00 mg/L BAP ve 1,00 mg/L KIN igeren
%0,2 fitajel ile katilastirilmig, %0,2 aktif komiir iceren 2 x WPM ortam
kullanilmigtir. Elde edilen siirgiinler 0,50 mg/L IBA igeren 2 x WPM sivi ortami
icinde koklendirilmistir.

Mao ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada ise Orman Gilii bitkisinin mikro
cogaltim teknikleri ile ¢cogaltimi {izerinde calismislar ve farkli sitokininlerin etkilerini
gozlemlemislerdir. En iyi sonuglar1 39.96 uM isopentyladenin ve 4.90 uM IBA igeren
ortamlarda elde etmislerdir.

Benmahioul ve ark. (2012) Pistacia vera L. iizerinde yaptiklart ¢aligmada
mikro ¢ogaltim icin etkili bir protokol gelistirmislerdir. En yiiksek siirgiin olusumu
Gamborg (B5) vitaminleri igeren MS ortaminda, 4,00 mg/L BAP ve 2,00 mg/L meta-
topolin (mT) hormonlarinin etkisinde gozlenmistir. Calismalarin sonucunda kinetinin
(KIN) fistigin siirgiin ¢ogaltimma uygun olmadigi c¢alisma sonucunda ortaya
konulmustur. Yildirrm ve ark. (2019) Pistacia lentiscus iizerinde yaptiklart
calismada, farkli ortamlarin (MS, QL, WPM ortam), bitki biiylime diizenleyicilerin
(BA, GAs, IBA, NAA) ve siikroz konsantrasyonlarinin olgun tohumlarin
c¢imlendirilmesi i¢in kullanmislardir. 28 giinliik kiiltiir siirecinden sonra en iyi

cimlenme %1-4 siikroz ve BA igeren 1x MS ortaminda gozlenmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali
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Calismada kullanilan 1 yillik 50 cm boyundaki saglikli C. coggygria ‘Royal

Purple’ bitkisi Ada Biyoteknoloji A.S (Kahramanmaras) tarafindan, temin edilmistir.

3.1.2. Mikrogogaltim i¢cin Kullanilan Eksplantlar

Tez kapsaminda yapilan arastirmalar, koltuk alti meristem eksplant kiltiirt

yapilarak gergeklestirilmistir. Denemelerde kullanilan eksplantlar geng siirgiinlerden

elde edilmistir.

3.1.3. Bilyiime Diizenleyicilerin Coziiciileri ve Saklama Kosullar:

Calismada kullanilan kimyasallar Duchefa Biochemie ve Merck KGaA

markali firmadan temin edilmistir. Bitki biiylime diizenleyicilerin stok soliisyonlari

uygun ¢oziiciilerle ¢oziildiikten sonra istenilen miktar ve oranlarda hazirlanmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bitki biiyiime diizenleyicilerin ¢o6ziiciileri ve saklama kosullar

Stok
e e Konsantrasyonu Saklama
Bitki Biiyiime Diizenleyiciler Coziici (mg/ml) Kosullar: (°C)
Oksinler IBA 1N NaOH 1 mg/imL
NAA 1IN NaOH 1 mg/imL
Sitokininler BAP 1IN NaOH 1 mg/lmL
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3.2. Yontem

3.2.1. Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde %3 ticari seker ve %0,7’lik agar ile katilastirllmis MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ve WPM ortami (Lloyd and McCown 1981)
kullanilmistir. (Cizelge 3.2).

Ortamlar saf su kullamilarak hazirlanirken, besi ortamlar1 farkl
kombinasyonlarda oksin ve sitokininler, ilave edilerek hazirlanmis ve Cizelge 3.3 ve
Cizelge 3.4’te goriildiigii gibi deneme ortamlari isimlendirilmistir. Deneme
ortamlarinin pH’s1 IN NaOH ya da IN HCl kullanilarak 5,8’e ayarlanan besi ortamlari
425 mL’lik seffaf cam kavanozlara her bir kavanozda 60’ml besi ortami olacak sekilde
aktarilmistir. Hazirlanan ortamlar 1.2 ATM (atmosfer basinci) altinda ve 121°C’de 20
dakika tutularak otoklavda steril edilmistir. Laminar akisli kabin icerisinde
kullanilacak alet ve ekipmanlar (bisturi, pens, dayanak vb.) ile yardimct malzemeler
(pegete, filtre kagidi vb.) aliminyum folyoya sarilarak etiivde 185 °C de 120 dakika

tutularak steril edilmistir.

3.2.2. Bitki materyali yiizey sterilizasyonu icin kullanilan kimyasallar

Saksidaki bitkiden elde edilen eksplantlar ilk 6nce akan su altinda 15-20 dk.
yikanmis olup, ikince kere Tween-20 ile 5’er dk. tekrardan yikanip, saf u ile durulama
yapilmistir. Daha sonra, eksplantlar1 %70 etil alkol ile bir dk. bekletilip, 200 pl
Tween-20 iceren %25 lik ticari gamasir suyu (%1,25 NaOCl) ile yiizey steril edilmistir.

Steril edilmis eksplantlar1 3 kez saf su ile durulanmustir.
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Cizelge 3.2 MS (Murashige ve Skoog 1962) ve WPM ortaminda (Lloyd ve McCown 1981) ortaminda

bulunan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Kimyasallari &ﬂoigggigg;ﬂ kons\:/l\fllzxgztl?lr:ga(gg /L)
(mg/L)
NHsNO3 1.650.000 400
Makro olarak | KNOs 1.900.000 0.00
kullanilan CaCl,.2H.0 440.000 72.5
kimyasallar | \1950,.7H,0 370.000 180.54
KH2PO4 170.000 170.00
Ca(NO3)2 0.00 386.8
K2S04 0.00 990.00
Kl 0.830 0.00
H;BO3 6.200 6.25
MnSQO4.4H.0 22.300 22.3
ZnS04.7H20 8.600 8.6
Mikro olarak  I'n3 Mo0,.2H,0 0.250 0.25
kullanilan
kimyalsallar FeS0O,..7H.0 27.850 0.00
CoCl2.6H:0 0.025 0.00
CuS04.5H20 0.025 0.25
FeNaEDTA 0.00 36.7
Na,EDTA.2H,0 37.250 0.00
Myo-Inositol 100.000 100
Nicotinic Acid 0.500 0.5
Vitaminler | pyyotinic Acid 0.500 05
Thiamine-HCI 0.100 1.00
Glycine 2.000 2.00
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Cizelge 3.3 Denemelerde kullanilan modifiye edilmis Murashige ve Skoog (1962) (MS) ortamlari

ve kodlar1
Ortam Kodu BAP (mg/L) NAA (mg/L) IBA (mg/L)
MSO 0 0 0
MS1 1,00 0 0
MS2 2,00 0 0
MS3 1,00 0,10 0
MS4 1,00 0 0,10
MS5 2,00 0,10 0
MS6 2,00 0 0,10
MS7 1,00 0,10 0,10
MS8 2,00 0,10 0,10
MS9 1,00 0,05 0,05
MS10 2,00 0,05 0,05

Cizelge 3.4 Denemelerde kullanilan modifiye edilmis Woody Plant Medium (WPM) ortamlari

ve kodlar1
Ortam Kodu BAP (mg/L) NAA (mg/L) IBA (mg/L)
WPMO 0 0 0
WPM1 1,00 0 0
WPM2 2,00 0 0
WPM3 1,00 0,10 0
WPM4 1,00 0 0,10
WPM5 2,00 0,10 0
WPM6 2,00 0 0,10
WPM7 1,00 0,10 0,10
WPMS8 2,00 0,10 0,10
WPM9 1,00 0,05 0,05
WPM10 2,00 0,05 0,05

3.2.3. In vitro kosullarda C. coggygria (Royal Purple)’nin mikrocogaltimi

Filtre kagid1 lizerinde kurutulan eksplantlar, MS ve WPM ortamin tekli ve
coklu kombinasyonlarna tek koltuk alti meristem igeren siirgiinler olarak kiiltiire
alimmistir. Bu tez ¢alismasinda yapilan galismalari tek faktoriyel deneme desenine
deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak yapilmistir. Her tekerriirde Ser adet koltuk

alt1 meristem eksplant kullanilmistir. Toplam 10 farkli muamelede 330 eksplant
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kullanilmistir. Kiiltiire alinan bitkiler 16 saat 151k 8 saat karanlik foto periyodunda
24+1°C’de 3000 Lux LED aydinlatma altinda inkiibasyona birakildi.

3.2.4. Koklendirme ve Adaptasyon

Siirglin rejenerasyonu sonu olusan siirgiinler koklendirme amagla farkli
kombinasyonlar igeren IBA ve NAA igeren 1x ve Y5 x MS ortaminda (Cizelge 3.5),
24+1°C’de 16 saat 151k foto periyodu altinda kiiltlire alinmustir.

Cizelge 3.5 Koklendirme amaciyla kullanilan modifiye edilmis MS kdklendirme ortamlart

ve kodlar1
Ortam Kodu IBA (mg/L) NAA (mg/L) Kcl)\r/fssa(r):ctr:lsr;/lcl)lnu
KO 0 0 I
K1 0,50 0 1x
K2 1,00 0 1x
K3 2,00 0 1x
Ka 0 0,50 1x
K5 0 1,0 1x
K6 0 2,00 1x
K7 0,50 0,50 1
K8 1,00 1,00 1
K9 2.00 2,00 1x
K10 0 0 /2
K11 0,50 0 s
K12 1,00 0 s
K13 2,00 0 s
K14 0 0,50 /2%
K15 0 1,00 s
K16 0 2,00 x
K17 0,50 0,50 x
K18 1,00 1,00 ax
K19 2.00 2,00 /2X
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3.2.5. Gozlem ve Olciimler

Kiiltiir baglangicindan 4 hafta sonra in vitro kiiltiirlerde asagida verilen gbzlem
ve Ol¢iimler yapilmustir.

Siirgiin rejenerasyonu oram (%): Kiiltire aliman C. coggygria ‘Royal
Purple’ bitkisinin 4 haftalik slire boyunca gozlem alinarak basar1 % oram
belirlenmistir.

Eksplant Basina siirgiin sayisi; Rejenere olan kalluslarda eksplant basina kag
stirglin olusturdugu, tekli ve ¢oklu siirglin sayilar1 gézlemlendi ve eksplant basina
stirglin sayis1 belirlenmistir.

Yiiksek nem (>%80) i¢eren torf: perlit: Hindistan ceviz lif torfu (1:1:1) karigimi
hazirlanarak aklimatizasyon denemeleri igin 60 gozlii viyollere doldurularak elde
edilen koklendirilmis bitkileri agardan ayristirilarak saksilara dikildi. 1 ay boyunca
viyoller yogun bakim altinda tutulmustur. Dis Kkosullarna alistirilmis bitkileri

golgelerde dis ortama alistirildi.

3.2.6. Elde edilen verilerin istatistiki analizleri

Deneme sonucunda elde edilen verilerin varyans analizi bilgisayarda yazilimi
‘SPPS 16 for Windows’ programi ile One Way ANOVA gore yapilmistir. Onemli
bulunan farkliliklarin Duncan® coklu karsilastirma testi ile karsilastiriimalari

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin In vitro Cogaltim Calismalari

C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin in vitro sterilizasyon agamasinda, %70
etil alkol, %25 ticari ¢camasir suyu (NaOCI) ve saf su kullanilmistir. Deneme
sonucunda basar1 bir sekilde steril edilmis eksplantlar mikrogogaltim ig¢in elde
edilmistir. Eksplatlarin sterilizasyonu i¢in farkli uygulamalar kullanilmaktadir.
Mihaljevi¢ ve ark. (2013) ‘Oblacinska’ sour cherry iizerinde yaptiklar: ¢alismada en
iyi sterilizasyon basarisin1 %1 konsantrasyonda AgNO3’le 20 dk muamele sonucu elde
ederken denedikleri diger bir yontem olan %1 konsantrasyon DICA 10 dk
uygulamasinda tatmin edici sonuglar almadiklarini bildirmistir.

C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin in vitro ¢ogaltimi igin ise iki farkli
deneme ¢alismast yapilmistir. Her iki denemede esit miktarda sitokinin olarak BAP ve
oksin olarak NAA ve/ veya IBA igeren toplam 11er adet kiiltiir modifiye edilmis MS
veya WPM ortamlar1 kullanilmistir. Her iki denemede eksplantlar 12 hafta boyunca

kiiltiir odasinda rejenerasyon sagladiktan sonra siirgiinler koklendirilmistir.

4.1.1. Farkh konsantrasyonlarda BAP-NAA-IBA iceren modifiye edilmis MS

Ortamlarin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkileri

Tez kapsaminda yapilan bu ¢alismada koltuk alti meristem eksplantlari farkl
konsantrasyonlarda BAP-IBA ve NAA igeren modifiye edilmis MS ortamlarda kiiltiire
alinmistir. Koltuk alt1 meristem eksplantlar1 aktif biiyiime bolgelerine sahip olduklari
i¢in (Jackson ve Hobbs, 1990) in vitro ¢cogaltim galismalarinda tercih edilmektedir ve
odunsu yapidaki birgok bitki i¢in Dbildirilmistir (Metivier ve ark., 2007). C.
coggygria’ninin koltuk alti meristem eksplantlarinden siirgiin rejenerasyonu i¢in deneme
yapilacak MS ve WPM ortamlarina farkli oranlarda BAP, NAA ve IBA eklenmis ve
slirglin  rejenerasyonu ve ¢oklu siirgiin olusumlart basartyla kaydedilmistir.
Eksplantlarin alt kiiltiir siiresi 4 hafta olarak belirlenirken, eksplantlar 2 kez alt kiiltiire

alimmistir. Bitkilerde ilk siirgiin gelisimi birinci haftanin sonunda izlenmeye
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baslamistir ve 12 hafta sonra siirglin rejenerasyonuna ait verileri alinarak varyans

analizine tabii tutulmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Farkli BAP, NAA ve IBA igeren MS ortaminda siirgilin rejenerasyonuna ait varyans

analizi
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Bagina Siirgiin
VK SD Yiizdesi (%) Sayisi (adet)
KO F KO F
Ortamlar 10 155,152 2,133** 0,819 3,611**
Hata 22 72,727 - 0,227 -
Genel Toplam 32 - - - -

**p<0,01; VK: Varyasyon Kaynaklari; SD: Serbestlik Derecesi; KO: Kareler Ortalamasi; F: F degeri

Cizelge 4.1°de siirgiin rejenerasyonuna farkli hormon oranlarinin siirgiin
rejenerasyon ylizdesi ve eksplant basina diisen siirgiin sayisi bakimindan 6nemli
(p<0.01) diizeyinde farkli etkileri izlenmistir. Bu farkliligin 6nem diizeyi belirlenmek

amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli BAP, NAA ve IBA igeren MS ortaminda C. Coggygria ‘Royal purple’ bitkisinin
slirgiin rejenerasyonu

MS .Siirgiin Siirgiin sayisi
ortam BAP (mg/L) | NAA (mg/L) | IBA (mg/L) rejenerasyon (adet)
kodlar yiizdesi (%)
MSO0 0 0 0 86,67ab** 1,72bc**
MS1 1,00 0 0 100,00a 2,00bc
MS2 2,00 0 0 80,000 3,25a
MS3 1,00 0,10 0 100,00a 2,13bc
MS4 1,00 0 0,10 80,00b 2,00bc
MS5 2,00 0,10 0 93,33ab 1,77bc
MS6 2,00 0 0,10 93,33ab 1,52¢c
MS7 1,00 0,10 0,10 93,33ab 1,67bc
MS8 2,00 0,10 0,10 93,33ab 1,48¢c
MS9 1,00 0,05 0,05 93,33ab 1,55hc
MS10 2,00 0,05 0,05 100,00a 2,47ab

** Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda fark p<0,01 diizeyinde énemlidir.
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Cizelgede goriildugii gibi BAP, NAA ve IBA igeren MS ortamlarinda genel
olarak yiiksek oranda siirgiin rejenerasyon yiizdeleri elde edilirken, bu oranlar %80,00
ile %100,00 arasinda degismistir. Minimum siirgiin rejenerasyon yiizdesi (%80,00) ile
MS2 (2,00 mg/L BAP + 0 mg/L IBA + 0 mg/L NAA) uygulamasi ile test edilmistir.
Maksimum siirgiin rejenerasyon yiizdesi (%100) ise MS1 (1,00 mg/L BAP), MS3
(2,00 mg/L BAP) ve MS10 (2,00 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA + 0,05 mg/L IBA)
uygulamasi ile izlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 1,52-3.25 arasinda
siralanmustir (Cizelge4.2). En fazla eksplant bagina siirgiin sayist 3,25 adet ile MS2
(2,00 mg/L BAP) ortaminda gézlemlenmistir. Buna kars1 en az sayida eksplant bagina
stirgiin sayist (1.48 adet) MS8 (2,00 mg/L BAP, 0 mg/L NAA ve 0,10 mg/L IBA)
ortaminda gozlemlenmistir. 2,00 mg/L BAP, 0,10 mg/L NAA ve 0 mg/L IBA igeren

ortamlarda 4. haftanin sonunda siirgiin olusumu Sekil 4.1 de gosterilmistir.

£ 4

Sekil 4.1 Farkli BAP, IBA ve NAA iceren modifiye edilmis MS ortamlarda C. coggygria ‘Royal
Purple’ bitkisinin in vitro siirglin rejenerasyonu (a, b) 2,00 mg/L BAP+ 0,10 mg/L NAA-+0 IBA igeren
MS ortamlarda 4. Hafta sonunda elde edilen siirgiinlerin goriintiileri

Tablolardan goriildiigii lizere yiiksek oranda BAP kullanimi siirgiin
rejenerasyonu lizerinde olumlu etkiye sahiptir. Ayni sekilde Jacygrad ve ark. (2012)

yilinda C. coggygria’nin iizerinde yaptiklari in vitro ¢alismalar sonucunda yiiksek
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BAP konsantrasyonunun C. coggygria’nin siirgiin rejenerasyonu iizerine olumlu etki
yaptigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde, Onay (2000) Pistachio tizerinde yaptiklari
calismada en yiiksek silirgiin rejenerasyon oranmi 2,00 mg/L BAP igeren MS
ortaminda gozlemlemistir. Buna karsilik Vinterhalter ve ark. (1988) D. fragrans
tizerinde yaptiklar1 calismada kallus dokusundan siirgiin farklilagsmasi denemisler ve
siirgiin uzamasini BAP inhibe ederken IBA ve NAA oksinlerinin uyardigin
kaydetmislerdir. Yani bu sonuglar bize, bir hormonun etkisinin ve kullanilmasi
gereken optimum miktarinin, bitkinin tirii ve c¢alisgilan kiiltiir tiiriine gore
degisebildigini gostermistir. Elde edilen siirgiinler daha sonra farkli koklendirme
ortaminda koklendirilip dis kosular1 adaptasyon igin sasirtilmistir. Bitkilerde %90

oraninda basarili bir adaptasyon saglanmistir.

4.1.2. Farkh Konsantrasyonlarda BAP, NAA ve IBA iceren modifiye edilmis
WPM Ortamin Siirgiin Rejenerasyonuna Etkileri

MS ortam gibi koltuk altt meristem eksplantlari WPM ortamlarda 12 hafta
boyunca kiiltiirii alinmistir. Eksplantlardan elde edilen veriler varyans analizine tabii

tutulmustur ve sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli BAP, NAA ve IBA iceren modifiye edilmis WP ortamlarinda siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin
VK SD Yiizdesi (%) Sayisi (adet)
KO F KO F
Ortamlar 10 455,758 5,371** 0,491 9,288**
Hata 22 84,848 - 0,053 -
Genel Toplam 32 - - - -

**p<0,01; VK: Varyasyon Kaynaklar1; SD: Serbestlik Derecesi; KO: Kareler Ortalamasi; F: F degeri

Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde hem siirgiin rejenerasyon yiizdesi
hem de eksplant bagina diisen siirgiin sayis1 bakimindan énemli (p<<0.01) farkliliklar
gosterilmektedir. Veriler arasinda farkliigin 6nem diizeyi belirlemek igin yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli BAP, NAA ve IBA iceren modifiye edilmis WPM ortamlardan elden edilen siirgiin
rejenerasyon sonuglarin ortalamalarinin Duncan testi sonuglari

WPM Siirgiin Siirgiin

Ortam BAP (mg/L) | NAA (mg/L) | IBA (mg/L) Rejenerasyon sayisi

kodlari yiizdesi (%) (adet)
WPMO 0 0 0 80,00bc 1,00e
WPM1 1,00 0 0 100,00a 1,67bc
WPM2 2,00 0 0 60,00d 1,33cde
WPM3 1,00 0,10 0 100,00a 2,00ab
WPM4 1,00 0 0,10 93,33ab 2,37a
WPM5 2,00 0,10 0 80,00bc 1,42cde
WPM6 2,00 0 0,10 80,00bc 1,18de
WPM7 1,00 0,10 0,10 73,33cd 1,36¢de
WPM8 2,00 0,10 0,10 93,33ab 1,95b

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

Cizelge de goriildiigii gibi siirglin rejenerasyon orani ve eksplant basina diisen
slirglin sayist benzer sekilde BAP, NAA ve IBA ile igeren farkli WPM ortamindan
farkli sekilde etkilenmistir. Siirgiin rejenerasyon yiizdesi %60,00 ile %100,00 arasinda
kaydedilirken, eksplant basina siirgiin sayis1 1,00-2,37 adet arasinda siralanmustir.
Minimum siirgiin rejenerasyonu (%60,00) WPM2 (2,00 mg/L BAP) de
gozlemlenmistir. Buna kars1 maksimum siirgiin rejenerasyon orani %100,00 WPM1
(1,00 mg/L BAP) ve WPM3 (1,00 mg/L BAP + 0- 0,10 mg/L NAA)da izlenmistir.
Ayrica, denemede (WPMO) da ¢ok yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu (%80,00)
gorilmiistiir. Eksplant basina en fazla siirglin sayis1 2,37 adet ile WPM4 (1,00 mg/L
BAP + 0,10 mg/L IBA) gozlenirken, en az 1,00 adet siirgiin kontrol grubu (WPMO)
de gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore siirglin rejenerasyon %60,00-100 arasinda
degismistir. Denemede diisiik oranda BAP ile NAA veya IBA kullanildiginda ytiksek
oraninda siirglin rejenerasyon ylizdeleri ve eksplant basina siirglin sayisi
gozlemlenmistir. WPM3 (1,00 mg/L BAP + 0,10 mg/L NAA) ortaminda siirgiin
rejenerasyon ylizdeleri ve eksplant basina siirgilin sayis1 sirasiyla %100,00 ve 2,00 adet
kaydedilirken, WPMD5 (2,00 mg/L BAP + 0,10 mg/L NAA) ortaminda %80,00 ve 1,42
adet olarak goriilmiistiir. Benzer sekilde WPM4 (1,00 mg/L BAP + 0,10 mg/L IBA)
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ve WPM6 (1,00 mg/L BAP + 0,10 mg/L IBA) ortamlar1 karsilastiginda WPM4

ortaminda daha yiiksek siirgiin rejenerasyon yiizdeleri ve eksplant basina siirgiin sayis1
2,37 adet (WPM4) ve 1,18 adet (WPMS6) olarak izlenmistir.

Sekil 4.2 Farkli BAP, IBA ve NAA iceren WPM ortamlarda siirgiin rejenerasyonu (a) WPM1 (1,00
mg/L BAP+ 0 IBA+ ONAA) ortamda 2 hafta sonra siirgiin rejenerasyonu (b) ve WPM1 ortaminda 4.
hafta sonra siirgiin rejenerasyonu

Denemede BAP + NAA + IBA kombinasyonlar1 kiyaslandiginda yiiksek
oraninda (2,00 mg/L) BAP iceren WPMS8 ve WPMI10 ortamlarinda hem siirgiin
rejenerasyon ylizdeleri hem de eksplant bagina siirgiin sayist WPM7 ve WPM9
ortamlarina gére daha fazla gdézlemlenmistir (Sekil 4.2). MS ve WPM ortam
sonuclarina genel olarak bakildiginda MS ortamda daha basarili sonuglar elde
edilmistir. Aym sekilde Yildirrm ve ark. (2018) P. lentiscus iizerinde yaptiklari
calismada farkli ortamlarin (MS, QL, WPM) denemelerini yapmislar ve 28 giinliik
kiiltiir stirecinden sonra en iyi sonuglarin tam konsantrasyonlu MS ortamlarda

gozlemlendigini bildirmiglerdir. Elde edilen siirgiinler daha sonra farkli kdklendirme
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ortaminda koklendirilip dis kosullarina adaptasyon icin basar1 ile c¢alismalar

yapilmistir.

4.2. C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin In vitro Koklendirme Cahsmalar:

Rejenere C. coggygria siirgiinleri 2 ser nodlu olacak sekilde kesilerek farkli
oranlarda (0, 0.50, 1,00, 2,00 mg/L) IBA ve NAA igeren yarim ve tam konsantrasyonlu
MS besin ortamlarinda koklendirmeye ¢alisilmistir. En erken kok olusumu 11. giinde
ortamda ve 2,00 mg/L IBA ve 2,00 mg/L NAA igeren 2 xMS ortamda gozlenmis
%66,67 olarak gozlemlenmistir. 4. haftanin sonunda siirgiin basina kok rejenerasyon

yiizdesi, kok sayisi1 verileri alinarak varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Farkli IBA ve NAA dozlarinin C. coggygria ‘Royal Purple’ siirgiinlerinin in vitro
koklendirmesine ait varyans analizi

i D Kok Rejenerasyon Yiizdesi (%)
KO F
Ortam 20 1278,596 1,682*
Hata 40 760
Genel Toplam 60

*p<0,05 diizeyinde dnemli; VK: Varyasyon Kaynaklari; SD: Serbestlik Derecesi; KO: Kareler Ortalamasi; F: F

degeri

Koklendirme denemelerine ait varyans analizi incelendiginde, kok olusum
ylizdesi istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli ¢ikmistir. Bu farkliligin
anlamlilik seviyelerini belirlemek i¢in Duncan testi yapilmistir (Cizelge 4.6)

Farkli konsantrasyon IBA ve NAA igeren 1xMS ortamda koéklendirme
gostermeyen ortamlar hari¢ kok olusum %6.66 -%40 arasinda degismistir (Cizelge
4.6). 0,50 mg/L IBA ve 1,00 mg/L NAA iceren 1x MS ortamda kok olusum
izlenmemistir. En az kok olusumu (%6.66) 1 x MS ile 1,00 mg/L IBA ve 0.50 mg/L
NAA igeren 1x MS ortamda izlenmistir. Ancak, 1,00 ve 2,00 mg/L IBA ve NAA
igeren 1 x MS ortamda %40 kok olusumu izlenmistir. Ayrica, farkli
konsantrasyonlarda (0,50 mg/L, 1,00 mg/L, 2,00 mg/L) IBA ve NAA igeren Y2 xXMS
ortamda kok olusum %26.67 -66,67 arasinda degismistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Koklendirme denemelerine ait kok rejenerasyon oranlari

Kodu | MS ortamu ve giicii | IBA (mg/L) | NAA (mg/L) Kok Rejenerasyon yiizdesi
(%)
KO 1x 0 0 6,67bc
K1 1% 0,50 0 0,00
K2 1% 1,00 0 6,67bc
K3 1% 2,00 0 20,67abc
K4 1x 0 0,50 6,67bc
K5 1% 0 1,00 0,00
K6 1x 0 2,00 26,67abc
K7 1x 0,50 0,50 13,33abc
K8 1x 1,00 1,00 40,00abc
K9 1% 2,00 2,00 40,00abc
K10 ax 0 0 20,00abc
K11 Yax 0,50 0 13,33abc
K12 15X 1,00 0 26,67abc
K13 Lax 2,00 0 46,67abc
K14 Vax 0 0,50 26,67abc
K15 ax 0 1,00 60,00ab
K16 P23 0 2,00 46,67abc
K17 P23 0,50 0,50 40,00abc
K18 P23 1,00 1,00 60,00ab
K19 Lax 2,00 2,00 66,67a

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p<0,05 diizeyinde 6nemlidir.

En az kok olusumu 0,50 mg/L NAA igeren %2 x MS ortamdan elde edilmistir.
En fazla kok olusumu ise 2,00 mg/L IBA ve 2,00 mg/L NAA igeren ortamdan elde
edilmistir. Purohit ve ark. (1994) Chlorophytum borivilianum iizerinde yaptiklar
calismada ¥ MS ve 2,00 mg/L IBA igeren ortamlarda %67 lik bir oranda kdklenmis
bitki elde ettiklerini bildirirken Babu ve ark. (2000) Murraya koenigii tizerine
yaptiklar1 calismada WPM ortami 0,25 mg/L NAA destekleyerek koklenme
sagladiklarint bildirmislerdir. Farkli bir sekilde Blanco ve ark. (2004) Dracaena
deremensis iizerinde yaptiklari ¢alismada koklenmeyi bitylime diizenleyici igermeyen
MS ortamlarda kaydetmislerdir. Metivier ve ark. (2007) C. coggygria’nin in vitro kok
rejenerasyonu iizerine yaptiklar: calismada farkli oksinlerin (IBA, TAA, NAA ve 2,4
D) tekli ve c¢oklu kombinasyonlarin1 denemisler ve en yiliksek ve en erken kok
rejenerasyonu 10 uM IBA ile elde ederken galigmanin sonucunda 2,4 D’nin tekli
kombinasyonunda kok rejenerasyonu gozlemlenmedigini bildirmiglerdir. Daha 6nce
yapilan bu koklendirme caligmalari incelendiginde, yine bitki i¢in uygulanacak

optimum protokoliin bitki tiiriine gore degistigi soylenebilmektedir.
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Sekil 4.3 2,00 mg/L IBA ve 2,00 mg/L NAA igeren % x MS kiiltiir ortaminda C. coggygria
stirglinlerinin in vitro kosullarda koklendirilmesi

4.3. C. coggygria ‘Royal Purple’ Bitkisinin Ahstirma Calismalari

Koklendirme ortamlarinda koklendirilen C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkileri
dis kosullarina alistirmak i¢in saksilara alimmistir. Saksi tabanlarina 4-5 cm
yiiksekliginde, 2:1 oraninda torf perlit karisim konularak bitkileri 20-25°C sicaklikta
ve golgelendirilmis seralarda biiyiitmiislerdir. Bitkilerin topraga transferinden sonraki
ilk 1 hafta igerisinde, ortamin oransal nemi %90-95’e ayarlanmis, ikinci haftada
oransal nem %60’a diisiiriilmiistiir. Giinde 2 kez sulama yapilarak bitkilerin topraga
adaptasyonu saglanmistir (Sekil 4.4). Aymi sekilde Onay ve ark. (2009) yilinda
yaptiklar1 ¢alismada in vitro ortamlarda koklenen Pistachio bitkilerini 1:1:1 oraninda
steril kum karisimina almiglar ve %90 bagil nem oranini korumak i¢in en az iki hafta
boyunca bitkiciklere su piiskiirtmiisler ve daha sonrasinda nem oranmi kademeli
olarak azaltarak bitkileri dis ortam iklimine basarili sekilde adapte ettiklerini

bildirmislerdir.
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Sekil 4.4 in vitro koklendirilmis C. coggygria Royal purple’ in dis kosullara aligtirilmig gériintiisii
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, 6nemli tibbi, siis ve peyzaj bitkisi olarak ekonomik degere sahip
C. coggygria ‘Royal Purple’ bitkisinin in vitro kiiltiir ortamlarinda firetilmesi,
koklendirilmesi ve alistirma asamalart igermektedir. Elde edilen sonuglar asagida
Ozetlenmistir.

1. C. coggygria dis ortamdan alinan siirgiinleri ilk asama da yiizey
sterilizasyonunu saglamak amaci ile tween-20 ve akan su muamelesi
gormiistiir ve koltuk alt1 meristem kiiltiirii igin uygun eksplantlari se¢ilmistir.

2. Daha sonra Laminar akigli kabin igerisinde alinan koltuk altt meristem
eksplantlar aseptik sartlar altinda %70 etil alkol ve %25 ticari ¢amasir Suyu
(%1.25 sterili) ile daha etkili bir yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
Uygulanan sterilizasyon protokoliinde kontaminasyon ve eksplant kayip
miktar1 %5 gibi diisiik oranda ¢ikmustir. Bu yiizden bir sonraki denemelerde bu
protokolii tercih edilmistir.

3. Bu galismada C. coggygria’nin in vitro ¢ogaltim galismalar1 i¢in koltuk alti
meristem eksplantlar1 kullanilmistir. Her iki kiiltiir ortam1 denemesinde de genel
olarak yiiksek sayida rejenerasyon yiizdeleri elde edilmistir.

4. Farklh konsantrasyondan da sitokinin ve oksin igeren MS  ortamu ile yapilan
denemelerde tiim sonuglar g6z oniine alindignda yiiksek BAP konsantrasyonu
stirglin rejenerasyon oranini ve eksplant basina siirgiin sayisim biiyiik olciide
olumlu olarak etkilerken ortama yapilan IBA ve NAA takviyeleri siirgiin
rejenerasyon orani ve eksplant bagina siirgiin sayisi bakimmdan olumsuz olarak
etkilemistir.

5. WPM ortam1 yapilan denemelerini bakildiginda siirgiin rejenerasyon orant
yuksek olsa bile eksplant basina siirgiin sayis1 Farkli konsantrasyondan da
sitokinin ve oksin iceren MS ortamu ile yapilan denemelerden elde edilen
sonuglarina gore nazaran daha diisiik olmustur. Elde edilen sonuglarina gore
WPM ortaminda bulunan BAP konsantrasyonu arttikga siirgiin rejenerasyon
orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 miktarinda azalma izlenmistir. WPM
ortaminda IBA+NAA konsantrasyonunun arttirlmast da BAP gibi

rejenerasyon iizerinde olumsuz etki yaratmistir. WPM ve MS ortamlar
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arasinda kiyaslama yapilir ise MS bazli kiiltiir ortamlarinda siirgiin
rejenerasyon ve elde edilen eksplant basina siirgiin sayist bakimindan daha
basaril1 sonuclar elde edilmistir.

6. Dolayistyla koklendirme denemeleri i¢in farkli konsantrasyon BAP+NAA
iceren MS ortamlardan elde edilen siirgiinler kullanilmistir.

7. Koklendirme denemelerde 0, 0,50 mg/L, 1,00 mg/L, 2,00 mg/L’da IBA ve 0,
0,50 mg/L, 1,00 mg/L, 2,00 mg/L’da NAA iceren 1x MS ortami ve % x MS
ortami1 kullanilmistir. Deneme sonuglari incelendiginde, NAA ve IBA’nin /5 x
MS ortaminda bir ara kullandiginda kdklendirme tizerine olumlu etkileri tespit
edilmistir. Denemeler sonucunda % x MS ortamin kullaniminin daha etkili
oldugu ispat edilmistir.

8. Mikrogogaltim ¢alismalarinda kiyas ile MS ortam: ve WPM ortamina goére
nazaran daha iyi oldugu tespit edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayisint BAP
konsantrasyonunun olumlu o6l¢iide etkiledigi de ¢alisma sonuglarinda
gbzlemlenmistir.

9. En yiiksek koklenme oranina bakildiginda ise 2,00 mg/L NAA ve 2,00 mg/L
IBA igeren 2 X MS ortaminda izlenmistir.

10. Mevcut ¢aligmamizda, koklendirme ortamlarinda koklendirilen C. coggygria
‘Royal purple’ bitkileri dig kosullara basariyla alistirilmistir.

11. Alistirma sirasinda bitkilerin adaptasyonu kademeli olarak saglanmistir ve

bitkiler sera kosullarina beklenilenden daha kolay uyum saglamiglardir.

Yapilan bu tez calismasi sonucunda C. coggygria bitkisinde etkili bir
mikrocogaltim sistemi gelistirilmistir. Bundan sonra yapilacak caligmalarda diger
eksplantlardan rejenerasyon ve somatik olusum iizerinde yogun arastirmalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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