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Pitaya, Hylocereus cinsi ¢esitli kaktiis tiirlerine ait olan bir bitkidir. Bir¢ok iilkede yaygin olarak
tilketilen besleyici 6zelliklere ve zengin icerige sahip olan pitaya bitkisi, son dénemde iilkemizde de
yetistirilmeye baglanmigtir. Pitaya bitkisinin geleneksel iiretiminde karsilagilan zorluklar bitki doku kiiltiirii
sayesinde engellenebilir ve bitki potansiyeli daha da artirilabilir. Bu ¢alismada pitaya bitki {iretimi igin in
vitro rejenerasyon protokolii gelistirerek, hizli ve hastaliksiz iiretim hedeflenmistir. Pitaya tohumlarina %
0,1 civa kloriir (HgCly) ile 3 dakika yiizey sterilizasyonu uygulanmistir. Eksplantlar, 5 farkli
konsantrasyonda (0,25, 0,5, 1, 2, 3 mg/L) 6-benzilaminopiirin (BAP), thidiazuron (TDZ) ve kinetin (KIN)
olmak tizere 3 farkli biiylime diizenleyici takviye edilmis Murashige and Skoog (MS) ortamlarinda kiiltiire
alinmustir. Kiiltiir ortami kontrolii saglanarak in vitro siirglin rejenerasyonu yiizdesi, kallus olusumu
yiizdesi, eksplant bagina siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu verileri toplanmig ve istatistiksel analize tabi
tutulmustur. Siirglin rejenerasyonu igin en iyi sonug¢ %96,66 olarak 0,5 mg/L KIN ilave edilmis MS
ortaminda, en yiiksek kallus olusumu TDZ bulunan kiiltiir ortamlarinda gézlemlenmistir. 0,5 mg/L TDZ
ortaminda %90 kallus olusumu en yiiksek orandir. Eksplant bagma siirgiin sayisi, BAP bitki
diizenleyicisinin bulundugu ortamlarda en yiiksek oranda sonug vermistir. Bu denemede en yiiksek stirgiin
uzunlugu 1,2 ve 1,16 cm olarak sirasiyla 1 mg/L ve 0,5 mg/L KIN ortaminda kaydedilmistir. Koklendirme
ve adaptasyon denemesi basarili sonuglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku kiiltiirii, Hylocereus undatus, in vitro, Mikrogogaltim, Pitaya
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Pitaya belongs genus Hylocereus which contains various cactus species. The pitaya plant is widely
consumed in many countries due to its nutritious properties and rich content, has recently started to be
grown in our country. The difficulties encountered in the traditional production of the pitaya plant can be
overcome by plant tissue culture and hence the plant potential can be further increased. In this study, rapid
and disease-free production was aimed by developing an in vitro regeneration protocol for pitaya plant
production. Surface sterilization was applied to pitaya seeds using 0,1% mercury chloride (HgCl.) for 3
minutes. Explants were cultured in Murashige and Skoog (MS) media supplemented with 3 different plant
growth regulators, 6-benzylaminopurine (BAP), thidiazuron (TDZ) and kinetin (KIN) at 5 different
concentrations (0,25, 0,5, 1, 2, 3 mg/L). In vitro shoot regeneration percentage, callus formation percentage,
shoot number per explant and shoot length data were collected and subjected to statistical analysis for all
culture along with control. The best result for shoot regeneration (%96,66) was observed in MS medium
with 0,5 mg/L KIN, the highest callus formation (%90) was observed in 0,5 mg/L TDZ medium. The
number of shoots per explant yielded the highest results using BAP as plant growt regulator. In this
experiment, the highest shoot length was recorded as 1,2 and 1,16 cm from 1 mg/L and 0,5 mg/L KIN
containing medium respectively. Rooting and adaptation experiment was successful.

Keywords: Tissue culture, Hylocereus undatus, in vitro, Micropropagation, Pitaya



ONSOZ

Yiiksek lisansim ve c¢alismalarim boyunca her tiirlii bilgi ve tecriibesinden
yararlandigim ve desteklerini gordiigiim sevgili hocam Sayin Prof. Dr. Mehmet
KARATAS’a sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmamda destek ve katkilarindan dolayr Saymn Prof. Dr. Muhammad
ASIM’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez degerlendirme asamasinda yapici elestirileriyle ¢alismama yon ve destek
veren Saym Dr. Ogr. Uyesi Egemen Foto’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Tez siirecim boyunca, tim denemelerimi gergeklestirmeme imkan taniyan ve
laboratuvar deneyimi kazanmami saglayan Botanikon Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari
kurucusu Asuman Ayhan’a, ilgi ve destegiyle her zaman moral kaynagim olan degerli
dostum Neslihan Yayla’ya, yardimmi ve destegini esirgemeyen is arkadasim Sena
Kogak’a tesekkiir ederim.

Bilgi ve tecriibeleriyle her zaman yanimda hissettigim, her tiirli destegi saglayan
cok degerli dayim Yusuf izzettin Aksel’e tesekkiir ederim.

Bu calismayi, yetistirilmemde emegi gecen ve benden maddi, manevi higbir

destegi esirgemeyen ¢ok degerli annem Fatma Usta’ya ithaf ederim.

Ayse USTA
KONYA-2022

Vi



ICINDEKILER

OZET ... v
AB ST RACT ettt bbbttt %
ONSOZ ...ttt sttt vi
ICINDEKILER .......ooooitiiceeeee ettt vii
CIZELGELER DIZINI ........cooiiiiiiieeceeeeeeeeeee et iX
SEKILLER DIZINI .......oooioiiiiieeeeee e X
SIMGELER VE KISALTMALAR ...........cccccoviiiiiititeeiieeeseseesesseses s s Xi
| R ) 0 21 £ 1
1.1. Pitaya Bitkisinin Genel OzelliKIeri............ccoevuuevevceeriieeeisecieseee e, 2
1.2. Pitaya BitkiSinin UTEtm .....v.cvevivevisiisiiseeesieseiesesessssese e sssns 4

2. KAYNAK ARASTIRMASI ...ttt 5
2.1. Bitki Doku KGItlri .......ccovevveniiieiieiicee S s 5
2.2. Cactaceae Familyasindan Bazi Bitkilerde /n vitro Rejenerasyon Caligmalari..... 8
2.3. Pitaya (Hylocereus spp.) Bitkisinde In vitro Rejenerasyon Calismalart ............. 10
3. MATERYAL VE YONTEM.........coceosviiiieeeeeeeeeee e sene st enenes s 15
3.1 DBNEIME YT ..ttt bbb 15
3.2, Bitki Materyali.........oooveiiiiiiie e 15
3.3 Besin Ortami ve Doku Kiiltlirti Kosullar ..........cccvvviiiiiniiiiiiec e 15
3.4. YUZEY SteriliZaSYONU .....ccvviiiiiiieiiiiiee e 16
3.5. Eksplant [zolasyonu ve KHIHIIT...........ccceveviveriicieiseieiee e 16
3.6. Koklendirme ve Adaptasyon ..., 17
3.7. In Vitro Cogaltilmis Bitkilerden Veri Almi.........ccoooiiiiiiiiiiiiiic e 17
3.8. IStatiStIKSEl ANALZ......cocveveveveeeieieieieie ettt 17
4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA.........cocoiiiiiiiiie e 18
4.1. IN VItro Yiizey SteriliZasyOnU........c.cccveuereeriesiieseesieeieseesessessieesessseesseessesssessens 18
4.2. In Vitro Tohum Eksplantindan Rejenerasyon Calismalart ...........ccccoeveeiiennnnnns 18
4.2.1. Kallus OIUSUMU ....ccoveiiiiiieiiiie e 24
4.2.2. SUIEUN TeJENETASYONU ....eevieuriiireiiairesiee e et e st sr s see e 25
4.2.3. Eksplant bagina SUIrgln SAYIST .......cueecrerrviiieeirieee e 26
4.2.4. SUrgln UZUNIUGU .....ocviiiiiiii s 26

4.3, KOKIENAITME .....veeiiiiiieiec e 27
o b= o] £ 1)V o [P UPTURRUURTRRPR 28

vii



5.SONUCLAR VE ONERILER

6. KAYNAKLAR ..o

OZGECMIS ..o,

viii



CIZELGELER DIiZiNi

Sayfa
Cizelge 1.1. Hylocereus tiirlerine ait 100 g meyve etinin besin iGerigi..........coovrvvrrvennne. 3
Cizelge 2.1. Murashige ve Skoog (1962) ortam bilesimi..........cccevvveriiiiniiiiiniiiiesineene 6

Cizelge 4.1. Farkli hormonlarin tohum eksplantlarinin rejenerasyon ¢aligmasina ait
VAIYANS ANATIZE ..ttt 19
Cizelge 4.2. Farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin pitaya tohumlarmnin in vitro
FEJENEraSYONUNA ETKISK......cuiiviiiiiiic e reene e 19
Cizelge 4.3. Bitki biiyiime diizenleyici ile konsantrasyonlarin in vitro rejenerasyon
calismasina ait varyans analiZi..........cccoecueeieeiiiiiee i 20
Cizelge 4.4. Farkli bitki biiylime diizenleyici ve konsantrasyonlarin pitaya tohumlarinin

IN VItro rejenerasyonuna EtKISI........c.civiiiiieieie et 21



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 1.1. Pitaya yetistiriciligiden genel gOrtintim.........ccoocveviriiiiiiiiniiniesce e 1
Sekil 1.2. HylOCEreus POIYINIZUS ........cc.oiiiiiee e e 2
SeKil 1.3. HYlOCEreUS UNAALUS ...........cooviiieiecie e 2
Sekil 1.4. Hylocereus megalanthus ............ccoooiiieiiiiccic e 2

Sekil 2.1. Denemelerde kullanilan oksin hormonlarinin molekiiler yapist (George ve

ATK. 2008) ...ttt bbbt 7
Sekil 2.2. Denemelerde kullanilan sitokinin hormonlarinin molekiiler yapisi (George ve

L O 00 ) ISP SS 7
Sekil 3.1. Baslangi¢ eksplanti pitaya tohumlarinin goriniimil..........ccoceveviiiiieeiiennenne 15

Sekil 3.2. (a) MS ortamina ekilen pitaya tohumlarinin ilk goriinimii  (b) MS ortamina
alindiktan 2 hafta sonra pitaya tohumlarinin ¢imlenmis gorinimui ...........ccvevveriieeninnns 16
Sekil 3.3. Siirgiin uzunlugunun dl¢timii (a) Stirgiin ucu (b) Siirgiin baglangici ............. 17
Sekil 4.1. Cimlenmis tohum eksplantlarinin farkli konsantrasyonlarda BAP ortaminda
kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra genel goriiniimii (a) 0,25 mg/L BAP (b) 0,5 mg/L BAP
(¢) 1 mg/L BAP (d) 2 mg/L BAP (&) 3MQ/L BAP......coooeeceeeceeee e, 22
Sekil 4.2. Cimlenmis tohum eksplantlarinin KIN ortamlarinda kiiltiire alindiktan 4 hafta
sonra genel goriinlimii (a) 0,25 mg/L KIN (b) 0,5 mg/L KIN (¢) 1 mg/L KIN (d) 2 mg/L
KIN (8) 3MG/L KIN .o 23
Sekil 4.3. Cimlenmis tohum eksplantlarinin TDZ ortamlarinda kiiltiirii alindiktan 4
hafta sonra genel goriiniimii (a) 0,25 mg/L TDZ (b) 0,5 mg/L TDZ (c) 1 mg/L TDZ (d)

2 MG/IL TDZ () 3MU/L TDZ ..ottt 24
Sekil 4.4. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin kallus olusumuna etkisi................... 25
Sekil 4.5. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin siirgiin rejenerasyonuna etkisi......... 25
Sekil 4.6. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin siirgiin sayisina etkisi ..................... 26
Sekil 4.7. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin siirgiin uzunluguna etkisi................ 27

Sekil 4.8. In vitro kosullarda pitaya bitkisini 1 mg/L IAA ortaminda kdk rejenerasyonu



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm Santimetre

m Metre

mm Milimetre

g Gram

mg Miligram

ng Mikrogram

L Litre

ml Mililitre

ul Mikrolitre

pH Asitlik-alkalilik faktorii
uM Mikromolar

Ce Santigrat Derece
Kisaltmalar

HgCl; Civa Kloriir

NaOH Sodyum Hidroksit
HCI Hidroklorik Asit
BAP 6-Benzilaminopiirin
IAA Indol-3-asetik asit
IBA Indol-3-biitirik asit
KIN Kinetin

TDZ Thidiazuron

MS Murashige ve Skoog
PVP Polivinilpirolidon
GAs Giberellik Asit

ZT Zeatin

NAA a- Naftalen Asetik Asit
KO Karelerin Ortalamasi
SD Serbestlik Derecesi
VK Varyansi Kaynagi
F F Degeri

2,4-D 2,4 Diklorofenoksiasetik Asit

Xi



1. GIRIS

Caryophyllales takiminin Cactaceae familyasinin Hylocereus cinsinde yer alan
pitaya, ¢ekici goriiniimii, tadi ve besin igerigiyle son yillarda dikkatleri iizerine
¢cekmektedir (Le Bellec ve ark. 2006). Asya'da pitaya, meyveyi kaplayan yesil st iiste
binen yiizgegleri olan parlak kirmizi kabugundan dolay genellikle "ejder meyvesi" olarak
adlandirthir (Ariffin ve ark. 2009) ve anavatanin Orta Amerika ve Meksika oldugu
bildirilmistir (Haber 1983). Pitaya, Avusturalya, ABD ve Giineydogu Asya iilkeleri basta
olmak tizere bir¢ok iilkede yetistirilmektedir (Bozkurt ve ark. 2020; Safira ve ark. 2021).
Pitaya bitkisinin, son yillarda iilkemizde Mersin’de yetistiriciligine baslanmis olup
Antalya, Adana ve Mugla’da hasad1 yapilarak iiretim alani genislemektedir (Soydal ve
ark. 2019).

Sekil 1.1. Pitaya yetistiriciligiden genel goriinim

Hylocereus tiirlerinin dayanikliligi, farkli ekolojik kosullar altinda gelismelerine
olanak tanir. Ornegin, Meksika'da, ¢ok yagish bolgelerde ve deniz seviyesinden 2750 m'
ye kadar olan yiiksekliklerde bulunurlar (Mizrahi ve ark. 1997). Baz tiirler 38-40 °C'ye
varan sicakliklarda hayatta kalabilirken (Le Bellec ve ark. 2006); bazi tiirlerde 12 °C'nin
altindaki sicakliklarin govdelerde nekroza neden olabildigi bildirilmistir. Hylocereus
tiirleri yar1 epifitlerdir ve genellikle yar1 golgeli kosullarda biiylimeyi tercih ederler. Bazi

pitaya tiirlerinin giines radyasyonuna maruz kalan bolgeleri tolere ettigi, ancak gaz



degisimi ve ¢iceklenmenin genellikle engellendigi goriilmiistiir. Ayrica bazi tiirlerde 32 -
34°C sicakliklara maruz kalma ve yetersiz su, saplarin yanmasina neden olabilmektedir
(Nerd ve ark. 2002). H. undatus, biiyiime tizerinde herhangi bir etki olmaksizin alti
haftaya kadar uzun siireli kuraklig1 tolere eder. Meksika'da, yagisli mevsim, diisiik hava
sicakligi ve gece boyunca kiiciik buhar basinci eksikligi gibi kosullarin H. undatus'ta
fotosentez i¢in en uygun sartlari sagladigi, ancak asirt suyun sistematik olarak ¢igeklerin

ve geng meyvelerin dokiilmesine neden oldugu bildirilmektedir (Andrade ve ark. 2006).

1.1. Pitaya Bitkisinin Genel Ozellikleri

Hylocereus’un botanik siiflandirilmasiyla ilgili, tiirler arasindaki benzer
morfolojik 6zelliklerden veya ¢evresel kosullardan kaynaklanan birgok c¢eliski oldugu
bildirilmistir (Le Bellec ve Vaillant 2011). Bu nedenle literatiirde yer alan ¢alismalarda
farkli siiflandirmalarla karsilagilmaktadir. Genel olarak pitayalar et ve kabuk
goriinimiine goére Kirmizi et/kirmizi kabuk , beyaz et/kirmizi kabuk ve beyaz et/sari

kabuklu olarak bilinmektedir. En yaygin olarak yetistirilen ve tiiketilen tiirler baslica

Hylocereus polyrhizus , Hylocereus undatus ve Hylocereus megalanthus’ dir (Le Bellec
ve ark. 2006).

Sekil 1.1. Hylocereus polyrhizus  Sekil 1.2. Hylocereus undatus  Sekil 1.3. Hylocereus megalanthus

Pitaya bitkisinin, optimal diizeyde biiyiiyebilmesi, Qiinese yeterince maruz
kalabilmesi ve ortamdaki besinleri alabilmesi i¢in hava koklerini kullanarak destek
direklerine veya diger agaclara tutundugu bildirilmistir. Pitaya bitkisinin saplar1 diger
kaktiis tlirleri gibi su ve besin rezervlerine sahiptir. Bu nedenle bu bitkiler diisiik nem ve
verimsiz toprak ortamlarinda bile hayatta kalabilirler. Saplarinin tirmanma ve dallanma
ozellikleri vardir. Ayrica bu saplar iri yapilidir (Safira ve ark. 2021). Saplar genellikle ¢
kenarlidir, bazen dort veya bes kenarli olabilirler (Crane ve Balerdi 2005). Bu bitkinin



cigeklerinin karakteristik yesilimsi sar1 veya hafif beyaz renkte, 20-35 cm uzunlugunda
ve 22-35 cm genisliginde oldugu bildirilmistir. Cigekler, erkek ve disi lireme organina
sahip olma olarak tanimlanan hermafrodit yapili olmasina ragmen bazi pitaya tiirlerinin
kendine uyumsuz oldugu bildirilmistir. Pitaya bitkisinin g¢igeklerinin biiyiimesi su
mevcudiyetine degil, glin uzunluguna baghdir. Cigek tomurcuklarinin haftalarca latent
asamada kalabildigi ve cigeklenme baglangicinin genellikle yagisli mevsimden sonra
gerceklestigi bildirilmistir (Le Bellec ve ark. 2006). Ejder meyvesi genellikle, oval yapili,
4-9 cm kalinliginda ve 6-12 cm uzunlugundadir. Kabuklari1 ¢ogunlukla kirmizi veya sari
renge sahiptir ve biiyiik pulsu yaprakg¢iklar vardir. Ejder meyvesi, dikenlerin biiytiidiigi
areolalara (g¢ikintilar) sahiptir. Her areolanin 1-3 cm biiyiikliginde ve 2-5 diken
bulunduran fiziksel bir formu vardir. Meyve agirliklar1 900 g' a kadar ¢iksa da ortalama
350 ile 450 g arasinda oldugu gorilmistir (Safira ve ark. 2021). Meyveleri renk
¢ekiciliginin yani sira zengin ve besleyici besin igerigine sahiptir. Cizelge 1.1°de baslica
ticari tlirlere ait 100 g meyve etinin besin igerigi 6zetlenmektedir (Mercado-Silca 2018).
Bu besin igerigine ek olarak betasiyanin, fenolik bilesikler, C, B1, B2 ve B3 vitamini ve
daha birgok bilesik igerige sahiptir. Biyoaktivitelere sahip biiyiik bir fitokimyasal
rezervuar olarak pitaya, derin farmakolojik degerler sunmaktadir (Joshi ve Prabhakar
2020).

Cizelge 1.1. Hylocereus tiirlerine ait 100 g meyve etinin besin igerigi

. Tiirler
Besin I¢erigi
Hylocereus polyrhizus Hylocereus undatus Hylocereus
megalanthus
Su % 83 89 85
Protein (g) 0,16 - 0,23 0,5 0,4
Yag (9) 0,21-0,61 0,1 0,1
Lif (9) 0,7-0,9 0,3 0,5
Kiil (g) 0,54 -0,68 0,5 0,4
Kalsiyum (mg) 6,3-8,8 6 10
Fosfor (mg) 30,2-36,1 19 16
Demir (mg) 0,55-0,65 0,4 0,3
Karoten (mg) 0,005 - 0,012 - -
Tiamin (mg) 0,28 -0,43 0 0
Riboflavin (mg) 0,28 -0,45 0 0
Niasin (mg) 0,297 -0,43 0,2 0,2
Askorbik Asit (mg) 8-9 25 4




1.2. Pitaya Bitkisinin Uretimi

Pitayalarin tohumla tiretimi miimkiindiir. Tohumla {iretim yonteminde meyve
etinden ayrilan tohumlar yikanarak kurutulur ve ekim i¢in hazir bir hale getirilir.
Tohumlarin ¢imlenme siiresi yaklasik 3-4 giindiir. Fakat ¢imlendikten 4-5 hafta sonra
saksiya aktarilabildigi ve yaklagik 9-10 ay sonra tarla ekimine hazir hale geldigi
bildirilmistir. Ayrica bu yontemde yabanci tozlanmadan dolayr genetik agilim
goriilmektedir (Gunasena ve ark. 2007). H. undatus i¢in tohum ¢imlenme orant %71 ve
%83 arasinda oldugu bildirilmistir. Fakat tohumdan iiretim yapilan bitkilerin uzun
genglik periyoduna sahip olmasi ve meyve iiretimini birkag y1l gegiktirmesi nedeniyle bu
tiir cogaltim pitaya bitkisinin ticari tiretimi igin dejavantajlidir (El Obeidy 2006).

Pitaya bitkisinin genel olarak geliklerle ¢ogaltildigi goriilmektedir. Bu amagla 1
yillik olgunlagmis siirglinlerden 15-20 cm alinarak direk dikim agamasi tamamlanabilir
veya koklendirme yapilarak bu islem saglanabilir (Zee ve ark. 2004). Ancak celikle
¢ogaltim yoOnteminin Vverimsiz ve zaman alict olmasi ticari iretimde dezavantaj
olusturmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii yontemi ile pitaya tiirlerinin hizli, kaliteli ve yiiksek verimli
tiretimi miimkiindiir. Bu yontem pitaya bitkisinin ticari {retimi i¢in ¢ok O6nemli bir
adimdir. Bu caligmada yiiksek oneme sahip olan pitaya bitkisinin ticari {iretimi i¢in
giivenilir ve hizli bir yontem olusturulmasi amaclanmistir. Geleneksel {iretimde
karsilagilan sorunlarin, bitki doku kiiltiirii yontemi kullanilarak en aza indirilmesi
hedeflenmis ve pitaya bitkisinin farkli bitki biiylime diizenleyicileri ile desteklenen MS

ortaminda in vitro ¢ogaltilmasi arastirilmstir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii, tarim, bahgecilik ve bitki biyoteknolojisi gibi ¢esitli alanlarin
temelini olusturmaktadir. Bu teknik, bitkiden alinan, organ, hiicre veya herhangi bir
dokunun eksplant adi verilen pargalara ayrilabilecegi ve herhangi bir eksplantin daha da
gelistirilerek biitiin bir bitkiye doniistiiriilebilecegi temel bir kavramu ifade etmektedir
(Bhatia ve Dahiya 2015). Bitki doku kiiltiiriiniin, yiiksek kaliteli, hastaliksiz ve hizli
tiretim avantaji sagladigi bilinmektedir. Bitki doku kiiltiiri, bitkilerin kontrollii bir
ortamda, mevsim ve havadan bagimsiz olarak yil boyunca ¢ogaltilabilmesine olanak
tanimaktadir. Bitki hiicrelerinin sahip oldugu totipotansi yetenegi sayesinde farklilasmis
bitki hiicresi, uygun biiyiime ortami1 saglandiginda ana bitkiye benzer 6zelliklerde tam bir
bitki meydana getirebilmektedir (Babaoglu ve ark. 2002). Bitki rejenerasyonu, siirgiin
ucu, aksiller tomurcuk, kok uglari, ¢icek tomurcuklarindaki apikal meristem hiicre
gruplar1 ve meristatik olmayan somatik hiicrelerin farklilagarak siirgiinlere ve nihayetinde
tam bitkilere doniismek {lizere uyarimasiyla gerceklesmektedir. Cogu durumda, kiiltiirde
olusan aksiller tomurcuklar tekrarlayan ¢ogalmaya ugrar ve ¢ok sayida kiiciik bitki tiretir.
Bu yontemle elde edilen bitkilerin, mikro ¢ogaltmanin sonraki agamalarinda ya da in vivo
ortamlarda koklediridigi bildirilmistir (Ahloowalia ve ark. 2003).

Bitki doku kiiltiiriinde en Onemli asama yiizey sterilizasyonudur. Eksplant
tizerinde bulunan ¢esitli bakteri ve funguslar kontaminasyona neden olabilmektedir. Bu
nedenle ¢esitli yontemler kullanilarak eksplant {izerindeki kirleticilerin arindirilmasi
gerekmektedir. Secilen eksplantlar, gesitli dezenfektanlar kullanilarak aseptik hale
getirilir. Dezenfektan olarak, sodyum hipoklorit, etanol, giimiis nitrat, civa kloriir,
hidrojen peroksit, Tween-20 gibi kimyasallarin kullanildig: bildirilmistir. Eksplantlarin,
besin ortamina alinmadan dnce kullanilan kimyasallarin kalintilarin1 gidermek igin steril
su kullanilarak durulanmasi gerektigi bildirilmistir (Kumar ve Loh 2012).

Bitki doku kiiltiiri ortamlar igin gesitli mineral formiilasyonlar1 varken, en ¢ok
kullanilan formiilasyon MS ortami olarak bilinmektedir. Genel olarak bitki doku kiiltiirti
ortaminda, makro ve mikro besinler, vitaminler, fitohormonlar ve bulunmaktadir.
Ortamin pH’1, seyreltik sodyum hidroksit (NaOH) veya hidroklorik asit (HCI)
kullanilarak 5,8 + 0,2 ye ayarlanir ve yari kat1 bir ortam istendigi icin uygun bir jellestirici
madde eklenir. Phytagel® veya Gelrite® olarak bilinen gellan zamki ve agar bitki doku



kiiltiirii ortami i¢in kullanilan en yaygin jellestirici maddelerden ikisidir. Ortam, yaklasik

20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmektedir (Kumar ve Loh 2012).

Cizelge 1.1. Murashige ve Skoog (1962) ortam bilesimi

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu
(mg/L)
Makro Elementler NHsNO; 1650
KNO; 1900
CaCl,.H,0 440
MgS0..7H,0 370
KH2PO4 170
Mikro Elementler Kl 0,83
H3BO; 6,2
MnSQO4.H,0 15,6
ZnS0;. 7TH,0 8,6
Na; M004.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,25
Co0S04.6H.0 0,025
FeS04.7H,0 27,8
Na; EDTA 37,3
Vitaminler Myo-Inositol 100
Nicotinic Acid 0,5
Pyrotinic Acid 0,5
Thiamine-HCI 0,1
Glycine 2

Doku kiiltiirii ortamalarinin en énemli unsuru bitki biiylime diizenleyicileri veya
hormon olarak bilinen bilesenler olarak bildirilmistir. Bunlar bitki dokularinda dogal
olarak bulunabildigi gibi sentetik olarak da iiretilebilmektedir. Bitki dokularinin temel
besin ihtiyaclar1 karsilandiktan sonra, oksinler, sitokininler, gibberellinler veya absisik
asit gibi biiylime diizenleyicilerinin eklenmesiyle daha fazla gelisimsel tepkiler
uyarilmaktadir. Biiyiime diizenleyicilerinin en 6nemlileri oksinler ve sitokininler olarak
bildirilmistir (Phillips ve Garda 2019). Oksinlerin hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, kok
olusumu gibi temel siiregleri kontrol etmektedir ve bitki doku kiiltiiriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ek olarak, organize olmamis hiicre toplulugu olarak bilinen kalluslarin
ve organlarin biiylimesini tesvik ettigi bilinmektedir. Bitkilerde dogal olarak bulunan
oksin, indol-3-asetik asit (IAA) olarak bildirilmistir. IAA’ya benzer biyolojik 6zelliklere
sahip fakat farkli yapida olan sentetik oksin olarak adlandirlan kimyasallar da bitki
biiylime diizenleyici olarak kullanilmaktadir. Bunlardan en yayginlari, indol-3-biitirik asit
(IBA), naftalin asetik asit (NAA), 2,4 diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) olarak
bilinmektedir (George ve ark. 2008).
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Sekil 2.1. Denemelerde kullanilan oksin hormonlarinin molekiiler yapisi (George ve ark. 2008)

Sitokininlerin, hiicre boliinmesi, bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogalmasinda
etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica antioksidan etkisi sayesinde yaprak yaslanmasinda
geciktirici etkisi vardir. Dogal sitokinin olarak bilinen zeatin (ZT), ticari laboratuvarlarda
yiikksek maliyetinden dolayr tercih edilmemektedir. En yaygin kullanilan sitokinin
aktivitesi sahip bilesikler, Kinetin, TDZ, BAP olarak bilinmektedir (Babaoglu ve ark.
2002).

/CH, S \
| NHCONH
N

NH
= N .
N S
(‘I > Thidiazuran
\N u

ol

6-Benzilaminopiirin
N/ ©
NA@
Kinetin

Sekil 2.2. Denemelerde kullanilan sitokinin hormonlarmin molekiiler yapisi (George ve ark. 2008)



Gibberellik asit (GA3) siirgiin uzamasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayni
zamanda tohum gelisiminde de etkili oldugu bilinmektedir. Absisik asit ise somatik
embriyo gelisimi i¢in kullanilmaktadir. Ek olarak yaprak ve meyve dokiimiinde etkilidir.
(Babaoglu ve ark. 2002).

Eksplantlar, aseptik kosullar altinda belirli bilesenleri igeren besin ortamina
alindiktan sonra kontrollii sartlar altinda bekletilmektedir. Kiiltiirin ihtiyacina bagh
olarak 25 + 2°C’de, karanlik ortamda veya 12-24 saat 1s1k fotoperiyodunda inkiibe
edilirler. Kiiltiirlerin inkiibasyonu, aydmnlatmali raflarda veya biiylime odalarinda
yapilabilir. En yaygin 151k kaynag tiirii floresan olmasina ragmen, son zamanlarda bu

amacla LED 151k kaynaklari kullanilmaya baglandig: bildirilmistir (Kumar ve Loh 2012).

2.2. Cactaceae Familyasindan Baz Bitkilerde In vitro Rejenerasyon Calismalar:

Kaktiislerin in vitro g¢ogaltmasi ile ilgili ilk girisim yaklagik 60 yil once
raporlanmistir (King 1957). Bu ilk girisimden beri ¢esitli kaktiislerin in vitro kiiltiiri
hakkinda ¢ok sayida rapor vardir. Mikro ¢ogaltma, hem nesli tiikenmekte olan tiirlerin
korunmasinda hem de ticari liretimde yararl bir yontemdir. Bazi kaktiis tiirlerinde, 1
cm’lik govde uzamasi sera kosullarinda 2-3 yil, dogal ortaminda ise 4 yildan fazla
siirdiigii bilinmektedir (Santoz-Diaz ve ark. 2003). /n vitro kosullarda bitki biiyiime
diizenleyiciler sayesinde kaktiis bitkilerinin gelisimi, ex vivo kiiltiirlenmis fidelere kiyasla
birka¢ kat daha hizli olabilir. Ticari 6neme sahip bazi kaktiis bitkilerinde, son yillarda
yapilan in vitro rejenerasyon c¢alismalarina ait bulgular arastirilmistir.

Mammillaria kaktiis tiirti, kii¢iik boyutlar1 ve huni seklindeki giizel ¢igekleri
nedeniyle olduk¢a degerli siis bitkileridir. Ayrica bu tiirlerin 6nemli besin ve tibbi
degerlere sahip oldugu bilinmektedir. Bu bitkilerin meyveleri taze olarak tiiketilmekte ve
ticari olarak onemli kaktiis bitkileri iginde yer almaktadir. Mammillaria herrerae
bitkisinin iretiminde in vitro mikro g¢ogaltma teknigi gelistirmeyi hedefleyen bir
caligmada, en yiiksek siirgiin indiiksiyonu (%99,2 + %0,8), en fazla ¢oklu siirgiin olusumu
(15,4 £ 2,1) ve maksimum siirgiin uzunlugu (0,83 + 0,12 cm), KIN (2,5 uM) ve IBA (1
uM) takviye edilmis MS ortaminda goriildiigii bildirilmistir. En yiiksek kok sayis1 (8,1 +
1,6) ve maksimum ortalama kok uzunlugu (4,2 = 0,5 cm), IBA (0,5 uM) igeren
koklendirme ortaminda gdzlemlenmistir. In vitro olarak gelistirilen M. herrerae

bitkilerinin, %92 sagkalim ile serada iklimlendirildigi bildirilmistir (Song ve ark. 2020).



Nesli tikenmekte olan Mammillaria hernandezii, M. dixanthocentron ve M.
lanata kaktiisleri igin In vitro cogaltma protokolleri olusturulmasi amaglanan bir
calismada, in vitro ¢imlendirilmis fideler eksplant olarak kullanilmustir. Ug farkl: tiire ait
apikal, bazal ve yan govde kesitleri eksplant olarak alinarak, es konsantrasyonlarda (0,
04, 1,1, 2,2, 44 ve 8,9 uM) BA, KIN, meta-topolin ve TDZ takviye edilmis MS
ortaminda slirgiin rejenerasyonu saglanmistir. Siirglin rejenerasyonu Oncelikle yanal
govde boliimii eksplantlarinda elde edilmistir. M. hernandezii'de, 2,2 uM meta-topolin
bulunan MS ortaminda 7.4 siirgiin rejenere edildigi bildirilmistir. M. dixanthocentron ve
M. lanata, 1,1 uM meta-topolin ile zenginlestirilmis MS ortaminda sirasiyla ortalama
16,7 ve 17,9 siirgiin/eksplant orani saglanmistir. Bitkilerin %95' inden fazlasinin serada
basariyla iklimlendirildigi bildirilmistir (Castellanos ve ark. 2018).

Hint inciri olarak bilinen Cactaceae familyasinin 6nemli bitki tiirii olan Opuntia
ficus-indica bitkisinde yapilan bir ¢alismada, bir areol igeren, yaprak gibi goriinen
sukkulent yapidaki etli govde olan geng kladod eksplantlari, 40 mg/L adenin siilfat, 50
mg/L monosodyum fosfat, 50 g/L sukroz, %0,3 fitajel ve farkli konsantrasyonlarda BA
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En iyi ¢ogalmanin eksplant basina 15 siirgiin
orantyla 0,5 mg/L BA iceren ortamlarda elde edildigi bildirilmistir. Koklenmeyi
baslatmak i¢in ¢ogalan siirgiinler, yar1 MS, sakaroz (%3), fitajel (%0,3) ve 0,5 mg/L IBA
ve IAA igeren farkli ortamlara aktarilmistir. Bu kiiltiir kosullarinda eksplantlarin %100’
tinde koklenme saglamistir. Koklenen siirgiinlerin kolayca iklime alistifi ve topraga
aktarildigi bildirilmistir (Finti ve ark. 2013).

Opuntia ficus —indica bitkisinin seri tiretimini saglamak i¢in mikro gogaltma
sistemini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, 5 mg/L BAP takviye edilmig MS
ortaminda geng kladodlardan alinan eksplantlar kiiltiirlenmistir. 5 mg/L BAP + IAA (0,
0,25, 0,5, 1, 2 mg/L), 5 mg/L BAP + NAA (0, 0,25, 0,5, 1, 2 mg/L) ve BAP (0,5 ve 1
mg/L) + KIN (0,5 ve 1 mg/L) olmak iizere farkli kombinasyonlarda biiyiime diizenleyici
igeren MS ortamlar1 siirglin gelisimi igin test edilmistir. Siirgiin gelisimi ve uzamasi i¢in
en iyi sonuglar 5 mg/L ve 0,25 mg/L NAA igeren ortamlarda elde edilmistir. En yiiksek
¢ogalma orani (3,9), 5 mg/L BAP ve 2 mg/L NAA ile desteklenmis besiyerinde
gozlenmistir. MS besiyerinde kallus olusumu olmadan 5-6 cm uzunlugunda %100
koklenme elde edilmistir. Sera kosullarinda iklimlendirme saglanmistir (Ghaffari ve ark.

2013).
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Opuntia ficus-indica bitkisinde yapilan bir diger ¢alismada, daha 6nce mikro
cogaltilmig bitkilerinden alinan kladod eksplantlari, 20 farkli kombinasyonda 2,4-D ve
BA takviye edilmis MS ortamlarinda kiiltiirlenmistir. Eksplantlara, 2,26 uM 2,4-D ve
2,21 uM BA kombinasyonu uygulandiginda en iyi kalus indiiksiyonu ve rejenerasyon
yaniti gozlemlenmistir. Rejenere kallus, 0,5 uM BA ile takviye edilmis MS ortamina
aktarildiginda yeni tomurcuklar olusturdugu goriilmistiir. Bitki biiylime diizenleyicileri
icermeyen MS ortaminda siirgiin uzamasi ve koklenme saglanmistir. Sera ortamina alinan

tiim bitkilerin uyum sagladigi gozlenmistir (Bejarano ve Lopez 2011).

2.3. Pitaya (Hylocereus spp.) Bitkisinde In vitro Rejenerasyon Calismalar

Pitaya ile ilgili ilk yaymn 1992 yilinda Infante tarafindan yapilmistir. Bu ilk
calismada pitayanin mikropropagasyonu, hem olgun meyvelerden toplanan ve 2 hafta
oda sicakliginda kurutulan steril tohumlarin ekilmesiyle hem de in vivo bitkilerden alinan
stirglinlerin kiiltiirlenmesiyle elde edilmistir. Her iki sistemde de eksplantlar, sodyum
hipoklorit ile ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Tohumlar 15 dakika boyunca %10
sodyum hipoklorit ve in vivo siirgiinler 10 dakika boyunca %5 sodyum hipoklorit
kullanilarak sterilize edilmistir. Eksplantlar daha sonra steril musluk suyu ile birkag kez
durulanmistir. Tohumlar,  biiylime  diizenleyiciler ~olmadan MS  ortaminda
cimlendirildikten sonra, epikotiller (15-20 mm uzunlugunda), kokler ve kotiledonlar
cikarilarak c¢ogalma ortamlarma aktarilmistir. 0,6 uyM BA ve 0,6 puM IBA ile
zenginlestirilmis bu ¢ogalma ortaminda siirgiin biiyiimesi saglanmistir. Ikinci alt
kiiltiirde, her iki ortamdan alinan siirgiinler, farkli oranlarda BA (2,2 ve 4,4 uM) ve NAA
(0,05, 0,27, 0,54) igeren ortamlara aktarilmistir. 6 hafta sonunda, her iki eskplant i¢in, 4,4
uM BA + 0,27 uM NAA igeren ortamda en iyi siirgiin rejenerasyonu sonucu elde
edilmigstir. Ortamlarda kallus olusumu gozlemlendigi ve kisa siirgiinlerin olustugu
bildirilmistir (Infante 1992).

Pitayanin mikro ¢ogaltilmasi i¢in yapilan baska bir ¢alismada, olgun bitkinin geng
stirglinlerinden ¢ikarilan eksplantlar, 0,5 uM NAA ve 0,5 uM TDZ igeren MS ortaminda
kiiltiirlenmistir. Bu ilk eksplantlardan tiretilen siirgiinler, ikinci eksplantlar tiretmek i¢in,
bas kismi kesilerek ve boyuna ii¢ pargaya boliinerek farkli konsantrayonlarda bitki
biiylime diizenleyici igeren MS ortamlarina aktarilmistir. Bu ortamlar 0,5 pM NAA ve
0,01, 0,09, 0,5 ve 0,9 uM oranlarinda TDZ eklenerek olusturulmustur. 4 hafta sonunda

elde edilen verilere gore bas kismi kesilen eksplantlarin, uzunlamasina eksplantlardan
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daha fazla siirgiin tirettigi goriilmiistiir. En uzun siirgiin 33 mm olarak bas kismi1 kesilen
eksplantlardan 0,5 uM NAA + 0,01 uM TDZ igeren ortamdan elde edilmistir. Eksplant
basina siirgiin sayisinin en fazla, 0,5 uM NAA + 0,5 uM TDZ igeren ortamdan ve bas
kismu kesilen eksplantlardan 8,7 olarak elde edildigi goriilmekedir. Bu ortamda, boyuna
kesilen eksplantlarda 3,2 siirgiin olusumu kaydedilmistir. Ikincil eksplantlardan iiretilen
stirglinlerin, MS ortaminda koklendirilerek topraga aktarildigi bildirilmistir (Mohammed
Yasseen 2002).

Hylocereus undatus tiirii pitaya tohumlarinin siirgiin rejenerasyon potansiyelinin
inceledigi bir calismada, MS ortaminda ¢imlendirilmis aseptik bitkilerin yaprak ve govde
kesimleri eksplant olarak kullanilmistir. Bu eksplantlar, 0,01 mg/L NAA ile takviye
edilmis ve 3 farkli (2, 2,5, 3 mg/L) konsantrasyonda BA eklenmis MS ortamlarinda
kiiltiire alimmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in, tohumlar gece boyunca islatilmis ve 2
dakika boyunca %70 etanol piiskiirtiilmiistiir. Ardindan %6 Tween 20 i¢eren %1 sodyum
hipoklorit ¢ozeltisine 10 dakika daldirilarak yiizey sterilizasyonu saglanmistir. Eksplant
tipinin siirglin tomurcuklarinin rejenerasyon yetenegini biiyiik Ol¢lide etkiledigi
raporlanmistir. Govde eksplantlart (18 siirgiin/eksplant), yaprak eksplantlarindan (3
stirgtin/eksplant) ¢ok daha yiiksek rejenerasyon sergilemistir. 4 hafta i¢inde, 2,5 mg/L. BA
ve 0,01 mg/L NAA takviye edilmis MS ortamu {lizerindeki eksplantlarda siirgiin olusumu
baglamis ve siirgiinlerin ayni ortamda 1,5 cm'ye kadar uzamasi yaklasik 60 giin siirdiigi
bildirilmistir. Govde ve yaprak eksplantlarinin, diger hormon kombinasyonlarina kiyasla
2,5 mg/L BA ve 0,01 mg/L NAA takviyeli MS ortaminda en fazla siirgiin rejenere ettigi
bildirilmistir (Dahanayake N ve Ranawake AL 2011).

Hylocereus costaricensis tiirii pitaya bitkilerinin areolleri igeren kisimlarinin
eksplant olarak kullanildigi bu g¢alismada, Kiiltiir baslangici, tomurcuk olusumu ve
biliylimesi, siirgiin c¢ogalmasi, koklenme ve iklimlendirmeyi etkileyen faktorler
incelenmistir. Yiizey sterilizasyonu prosediiriinde, birinci denemede bir areol igeren
eksplantlara sirali olarak 10 dakika boyunca Extran alkalin deterjan ile 10 dakika
muamele edilmis ve ardindan 15-30 saniye boyunca %70’lik etanol, 15 ve 30 dakika
stireyle mantar ilact Benomyl ve bakterisit olan Agrymicin (her biri 2 g/L) igeren bir
karisimina daldirilmistir. Daha sonra 15 dakika boyunca 100 ml ortamda bir damla
oraninda Tween 20 eklenmis %1°lik sodyum hipoklorit i¢inde bekletildigi bildirilmistir.
Ikinci yiizey sterilizasyonu denemesinde 5-6 aerole igeren bitki kisimlar1 eksplant olarak
kullanilmig ve diger denemede yer alan prosediir uygulanmis fakat Benomyl-Agrymicin

muamelesi sadece 30 dakika denenmistir. Birinci deneme sonucu, 15 dakika boyunca
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Benomyl-Agrymicin  muamelesi yapildiginda %100 kontaminasyon gorildigi
bildirimistir. Eksplantlarin tam dezenfeksiyonu sadece Agrymicin ve Benomyl
soliisyonunda 30 dakika yikama ile saglandigi raporlanmistir. Fakat, eksplantlarin
%61'inin, muhtemelen dezenfeksiyon islemi nedeniyle ciddi sekilde hasar gérdigii
bildirilmistir. Ikinci denemede, eksplantlarin sadece %16'sinn hasar seviyesinde dnemli
bir azalma oldugu ve herhangi bir kontaminasyon gozlemlenmedigi bildirilmistir. Ikinci
denemeden elde edilen eksplantlar, 15 ve 30 uM BAP ile desteklenmis MS besiyerinde
kiltirlenmis ve 3 ay boyunca ayhk alt kiiltiirlerle alimmustir. Ardinda farkh
konsantrasyonlarda (0, 1, 2, 5, 15 ve 30 uM) BAP igeren ortamlara aktarilmistir. 80
giinliik kiiltlir sonunda, eksplant basina siirgiin sayisi en fazla 5 + 0,8 olarak 30 uM BAP
ortaminda elde edilmistir. 15 pM BAP ortaminda %100 kallus olusumu goriilmiistiir.
Eksplantlarin %80' inden fazlasinda tomurcuk filizlenmesi, siirgiinlerin yeterli bityiimesi,
yanal siirgiinlerin iiretimi ve 160 giin i¢cinde kendiliginden koklenme gozlemlendigi
bildirilmistir. Bu bitkiler, serada vermikiilit ve turba yosununda (1:1) ya da perlit ve turba
yosununda (2:1) basariyla iklimlendirilerek %90'1n {izerinde hayatta kalma orani
saglandig1 raporlanmustir. In vitro olarak elde edilen bitkilerin %100 basariyla dis ortama
aktarildigi bildirilmistir (Vidias ve ark. 2012).

Govde eksplant1 kullanarak, ¢esitli genetik altyapiya sahip bir pitaya propagasyon
sistemi kurulmasi amaglanan bir ¢alismada, siirgiin ¢ogalmasi i¢in en verimli hormon
kombinasyonunu belirlemek amaciyla ¢esitli bitki biiylime diizenleyicileri kullanilmstir.
Ortamlar farkli oranlarda ZT, TDZ, 2, 4-D ve BAP hormonlarindan olusturulmustur.
Koklendirme i¢in, yaklasik 2,5 cm olan siirgiinler, 1,23-2,46 uM IBA veya 0,54-1,34
uM NAA iceren MS ortamina almmugtir. Sterilizasyon prosediiriinde, goévde
eksplantlarmma 1 dakika siireyle %75 etanol, ardindan 10 dakika boyunca %0,1 HgCl ile
muamele edilmis ve bes kez steril su ile durulanmistir. Yapilan ¢calismada, eksplant bagina
en fazla siirgiin, yani 4,6 (13,68 uM ZT), 4,8 (0,11 uM TDZ), 4,3 (17,76 uM BAP) ve
3,2 (0,23 uM 2, 4-D) oranlarinda elde edilmistir. En iyi bitki biliylime diizenleyici
kombinasyonu, eksplant bagina en fazla siirglinii ve en kuvvetli siirgiinleri iireten 3 uM
ZT ve 0,5 uM IBA igceren MS ortami olarak bildirilmistir. En iyi bitki biiyiime diizenleyici
kombinasyonunda kiiltiirlenen iki gesit ve alt1 listiin seleksiyondan eksplant basina 6" dan
fazla siirgiin elde edilmistir. Bu sonuglar, 13,68 uM ZT ve 2,46 uM IBA igeren MS
ortaminin, ¢esitli pitaya c¢esitlerinin siirglin propagasyonu icin uygun oldugunu
gostermistir. Bu calisma, pitaya ¢ogalmasinda ZT ve 2,4-D'nin etkilerine iliskin ilk

sonuglar1 sunmaktadir (Hua ve ark. 2014).
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Dormant tomurcuklarin eksplant olarak kullanildigi, Hylocereus polyrhizus igin
yiiksek verimli rejenerasyon sistemini arastiran bu ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda
(4, 45, 5 ve 55 mg/L) BA ve (0,06, 0,08, 0,1 ve 0,12 mg/L) NAA hormon
kombinasyonlar1 kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonunda, farkli konsantrasyon ve
stirelerde  HgCl, uygulamasi saglanmistir. Pitaya eksplantlarinin optimal yilizey
sterilizasyon prosediiriinin 7 dakika boyunca %0,2 HQCl, uygulamasi oldugu,
denemelerde ki en diisiik kontaminasyon oranmin bu uygulamada %15 olarak
kaydedildigi bildirilmistir. 5,5 mg/L BA ve 0,1 mg/L NAA igeren MS ortamlarinda 30
giin igerisinde, eksplant basina maksimum ortalama siirgiin sayisi (6,4) ve maksimum
ortalama bitki boyu (2,8 cm) elde etmislerdir. Koklendirme i¢in 0,5 mg/L NAA ve 0,3
mg/L IBA eklenen yar1 MS ortaminda (1/2 MS), en yiiksek (%92) koklenme tepkisi ile
eksplant basina ortalama 7,21 kok olusumu goriilmiistiir. Kirmizi pitaya'nin doku kiiltiirlii
fideleri, bu prosediir ile %100'e varan bir hayatta kalma oran1 sergiledigi bildirilmistir
(Qin ve ark. 2017).

Yakin zamanda farkl pitaya cesitlerinin geng siirgiinleri kullanilarak yapilan bir
calismada, 6-benzilaminopurin, gibberellik asit, indol-3-butirik asit gibi farkli bitki
biiyiime diizenleyicileri takviye edilmis MS bazal besiyerinde eksplantlar kiiltiirlenmistir.
En yiiksek eksplant basina siirgiin sayist degeri (5,41) 2 mg/L BAP katkili MS ortaminda
yetistirilen Halley's Comet ¢esidinde bulunmustur. En diisiik deger (1,84) 2 mg/L BAP
katkilt MS ortaminda yetistirilen Bloody Mary ¢esidinde tespit edilmistir. Koklendirme
calismalar1 sonuglarina gore besiyeri ve pitaya cesitleri karsilastirildiginda %10-95
arasinda kok olusumu tespit edilmistir. Koklenme igin en iyi ortam 1 mg/L IBA katkili
MS ortamu tespit edilirken, bitki bilyiime diizenleyicileri igermeyen MS ortaminin da
koklendirme icin kullanilabilecegi belirlenmistir. Sonuglara gore saglikli ve ¢ok sayida
pitaya fidan1 elde edildigi bildirilmistir (Bozkurt ve ark. 2020).

Hylocereus costaricensis'in in vitro ¢imlendirilmis fideleri, farkli 1s1k
fotoperiyorlari altinda (16 saat fotoperiyot ve karanlik), ¢esitli konsantrasyonlarda NAA
ve TDZ eklenmis yart MS ortaminda kallus indiiksiyon potansiyelleri agisindan
incelenmistir. Eksplant olarak in vitro ¢imlendirilmis 60 giinliik fidelerin epikotil ve
kotiledon kisimlar1 kullanilarak 5, 10, 15, 20, 25 uM konsantrasyonlarinda NAA ve TDZ
igeren yart MS ortamlarinda kiiltiirlenmistir. Pikloram herbisiti ve 2,4-D bitki biiyiime
diizenleyicisinin farkli kombinasyonlari, kotiledon eksplantlarinda kallus olusumu igin
test edilmistir. Ortamlar, 151k etkisini denemek amaciyla 16 saat fotoperiyotta ve karanlik

ortamda bekletilmistir. Calisma sonuglarinda, 16 saatlik fotoperiyot altinda inkiibe edilen
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kotiledon eksplantlari, kallus indiiksiyonunda genellikle epikotil eksplantlarindan daha
duyarli oldugu goriilmiistiir. Karanlik ortama gore 1sik ortami daha iyi sonuglar
saglamustir. Taze kallus kiitlesinin, 5-20 uM NAA araliginda 6nemli 6lgiide daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Farkli TDZ muamelelerine maruz kaldiginda kotiledon
eksplantlarinin kallus indiiksiyon yiizdesi %94 ila %100 arasinda degismistir. Bitki
diizenleyici icermeyen ortamlarda da kallus olusumu goriilmiistiir. Fakat olusan
kalluslarda yapisal farkliliklar gézlemlenmistir. Pikloram ve 2,4-D ile test edilen 36
kiiltlir ortami1 arasinda, ortalama taze kallus kiitlesi 0,817 g (kontrol ortamina kiyasla 10,2
kat daha fazla) olarak 10 uM pikloram katkili yar1t MS ortaminda elde edildigi
bildirilmistir (Winson ve ark 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneme Yeri

Bu ¢aligma ticari bir sirket olan Botanikon Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda

yiirtitilmistiir.

3.2. Bitki Materyali

Bu ¢aligmada bitki materyali olarak kullanilan Hylocereus undatus tiirii ejder
meyveleri Mersin Erdemli’de bir iireticiden temin edilmistir. Meyvelerin tohumlari

cikarilarak oda sicakliginda 5 giin kurutulmustur.

Sekil 3.1. Baslangi¢ eksplanti pitaya tohumlarinin gériiniimii

3.3 Besin Ortam ve Doku Kiiltiirii Kosullar

Bu calismada MS mineral tuz ve vitaminleri kullanilmistir. Besi ortami
hazirlamak igin distile saf su, %3 siikroz kullanilmis ve %65 agar ile ortam
katilagtirilmistir. Yapilan ¢alismaya gore besi ortamlarina 5 farkli konsantrasyonda (0,25,
0,5, 1, 2 ve 3mg/L) BAP, TDZ ve KIN olmak iizere 3 farkli biiyiime diizenleyici takviye
edilerek ortamlar hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak bitki biiyiime diizenleyici
igermeyen MS ortami kullanilmistir. Hazirlanan ortamlarin pH’1 IN NaOH veya 1N HCI
kullanilarak 5,6 — 5,8’e ayarlanmistir. Daha sonra 1,2 atmosfer basing altinda 121 °C’de
15 dakika otoklavlanarak sterilizasyon saglanmistir. Hazirlanan kiiltiirler beyaz
floresansa veya LED 15181 altinda 16 saat 151k fotoperiyodu ile 24 + 1 °C sicaklikta
bekletilmistir.
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3.4. Yiizey Sterilizasyonu

Hylocereus undatus tiirii ejder meyvelerinden c¢ikarilarak oda sicakliginda
kurutulan rastgele se¢ilmis yaklasik 600 - 700 tohuma, % 0,1 HgCl: ile 3 dakika yiizey
sterilizasyonu uygulanmistir. Ardindan tohumlar 3 x 5 dakika steril saf su ile

durulanmustir.
3.5. Eksplant izolasyonu ve Kiiltiirii
Yiizey sterilizasyonu tamamlandiktan sonra tohumlar ¢imlendirilmek amaciyla 2

mg/ml BAP ve kararmayi 6nlemek i¢in 1 mg/ml polivinilpirolidon (PVP) eklenerek

hazirlanan MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

Sekil 3.1. (a) MS ortamina ekilen pitaya tohumlarinin ilk gériiniimii  (b) MS ortamina alindiktan 2 hafta
sonra pitaya tohumlarinin ¢imlenmis goriiniimii

Cimlenmis tohumlar izole edilerek farkli konsantrasyonlarda (0,25, 0,5, 1, 2 ve 3
mg/L) BAP, TDZ ve KIN olmak tiizere 3 farkli biiylime diizenleyici igeren ve kontrol
grubu olarak biiyiime diizenleyici icermeyen MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Ortamlar steril petrilerde olusturulmustur. Kiiltiir ortamlar1 beyaz floresansa veya LED

15181 altinda 16 saat 151k fotoperiyodu ile 24 + 1 °C sicaklikta bekletilmistir.
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3.6. Koklendirme ve Adaptasyon

In vitro ortamda rejenerasyonu saglanmis siirgiinler 1 mg/L IBA ve 1 mg/L I1AA
olmak tizere iki farkli blylime diizenleyici bulunduran MS ortamlarina alinarak
koklendirme saglanmistir. Elde edilen siirglinler dis kosullara adaptasyon saglamasi i¢in

1:1:1 torf, perlit ve toprak iceren saksilara aktarilmistir.

3.7. In Vitro Cogaltilmus Bitkilerden Veri Alimi

Farkli konsantrasyonlarda hormonlar ile zenginlestirilmis ortamlarda islem géren
eksplantlar 4 hafta boyunca kiiltiirlendikten sonra kallus olusumu yiizdesi, siirgiin
rejenerasyon yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayist ve sirgiin uzunlugu (cm)
parametreleri toplanmistir. Kallus olusturan eksplant sayis1 belilenmis ve kallus olusum
yiizdesi hesaplanmistir. Siirgiin olusturan eksplant sayisi belirlenmis ve slirgiin
rejenerasyon ylizdesi hesaplanmistir Eksplant basina diisen siirgiinlerin sayisi tespit
edilmistir. Kiiltiir ortaminda olusan siirgiinlerin, siirgiin baslangi¢ noktasi ve siirgiin ucu
arasinda kalan uzunluk metre yardimiyla oOlgiilerek siirgiinlerin boylart cm olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.1. Siirgiin uzunlugunun 6l¢iimii (a) Siirgiin ucu (b) Siirgiin basglangici

3.8. istatistiksel Analiz

Yapilan arastirma tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup, besi
ortaminda gelisim 3 tekerriirlii petrilerden takip edilmistir. Yiizde degeri olarak
hesaplanan tiim nicel veriler, varyans analizinden Once arcsin doniisiimiine tabi
tutulmustur. Veriler “SPSS 20 for Windows’’ programi kullanilarak varyans analizine

tabi tutulmus ve ortamlar: karsilastirmak i¢in Duncan testi kullanigmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. In Vitro Yiizey Sterilizasyonu

Sterilizasyon bitki doku kiiltlirii ¢aligmalarinda biiylime ve rejenerasyonu
etkileyen 6nemli bir faktordiir. Pitaya bitkisi ile yapilan in vitro ¢caligmalarin sterilizasyon
prosediiriinde genel olarak %70 etanol, Tween 20, alkalin deterjan, benomyl, agrymicin
gibi ilave muamelerle birlikte sodyum hipoklorit (King 1957; Mohamed-Yasseen 2002;
Dahanayake ve Ranawake 2011; Vifas ve ark. 2012; Bozkurt ve ark. 2020) kullanilmustur.
Ek olarak civa kloriir (Hua ve ark. 2014; Qin ve ark. 2017) kullanilarak yapilmustir.
Yapilan bu ¢aligmada tohumlar % 0,1 HgCl: ile 3 dakika boyunca sterilize edilmis ve
kimyasal kalintilarin1 gidermek amaciyla 3 x 5 dakika steril saf su ile durulanmistir.
Sterilizasyon prosediirii basarili bir sekilde saglanmis ve kiiltlir siiresi boyunca
kontaminasyon goriilmemistir. Sterilize edilen tohumlar MS ortaminda kiiltiire alindiktan
2 hafta sonra %100 c¢imlenme elde edilmistir. Cimlenmis tohumlar farkli
konsantrasyonlarda farkli hormon igeren MS ortamina alinarak rejenerasyonlari

incelenmistir.

4.2. In Vitro Tohum Eksplantindan Rejenerasyon Calismalar:

In vitro kosullarda, steril edilmis tohumlar, MS ortaminda ¢imlendirilerek 0,25,
0,5, 1, 2 ve 3 mg/L BAP, KIN, TDZ bulunan besi ortamlarinda 3 tekerriir olacak sekilde
steril petrilerde kiiltiirlenmistir. Ayrica, kontrol grubu olarak biiyiime diizenleyici
icermeyen MS ortaminda da eksplantlar kullanilmistir. Her petri 10 adet ¢imlenmis
tohumdan olusturulmustur. 4 hafta sonra ¢oklu siirgiin olusumunun gézlemlenmesiyle
birlikte bu ortamalardan elde edilen kallus olusumu yiizdesi, siirgiin rejenerasyon yiizdesi,
eksplant basina siirgiin say1s1 ve siirgiin uzunlugu verileri toplanmistir. Elde edilen veriler
istatistiksel analize tabi tutulmustur. Sonuglar1 belirlermek igin (i) farkli hormonlarin
etkisi ve (ii) hormon x oran kombinasyonlarina ait verilerin varyans analiz sonuglari

incelenmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli hormonlarin tohum eksplantlarinin rejenerasyon ¢aligmasina ait varyans analizi

VK SD Kallus olusumu yiizdesi (%) Siirgiin rejenerasyon yiizdesi (%)
KO F KO F
Ortamlar 3 16453,75 87,015** 11044,444 29,392**
Hata 44 189,091 - 375,758 -
Genel Toplam 47 - - - -
VK SD Eksplant basina siirgiin sayisi Siirgiin uzunlugu (cm)
(adet)
KO F KO F
Ortamlar 3 3,019 22,202** 0,744 9,186**
Hata 44 0,136 - 0,081 -
Genel Toplam 47 - - - -

**P<0,01 diizeyinde onemlidir; VK: Varyasyon Kaynagi
SD: Serbestlik Derecesi; KO: Kareler Ortalamasi; F: F Degeri

Cizelge 4.1.’de bitki biiylime diizenleyici lizerine yapilan varyans analizi

sonuglar1 verilmistir. Goriildiigl lizere, kallus olusumu, siirgiin rejenerasyon yiizdesi,

eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu iizerinde kiiltiir ortaminda kullanilan

farklt hormonlarin istatistiksel olarak ©nemli (p<0,01) etkisi oldugu bulunmustur. Bu

onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi sonuglart Cizelge 4.2.’de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkl1 bitki bitylime diizenleyicilerinin pitaya tohumlarinin in vitro rejenerasyonuna etkisi

Hormon Kallus olusumu Siirgiin Eksplant basina Siirgiin
yiizdesi** rejenerasyon siirgiin sayisr** uzunlugu**
yiizdesi**
Kontrol 0°+ 7,93 83,33* £11,19 1%+ 0,21 0,94% £ 0,16
BAP 17,33+ 3,55 69,332+ 5 1,322 + 0,09 0,84* + 0,07
KIN 3,33 + 3,55 702 +£5 0,88+ 0,09 0,812 +0,07
TDZ 77,332+ 3,55 14,67°+£5 0,24°+ 0,09 0,38+ 0,07
**Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
Cizelge 4.2.°de goriildigli {lizere kallus olusumu %0-77,33 arasinda

kaydedilmistir. Bitki biiylime diizenleyici bulunmayan kontrol ortaminda kallus olusumu

gbzlemlenmezken, TDZ iceren ortamda en fazla kallus olusumu kaydedilmistir. Bitki
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biliylime diizenleyiciler kiyaslandiginda kallus olusumu sirastyla TDZ (%77,33) > BAP
(%17,33) > KIN (%3,33) > kontrol (%0) olarak kaydedilmistir.

Siirglin rejenerasyonu %14,6-83,33 arasinda tespit edilmistir. Bitki biiylime
diizenleyici bulunmayan kontrol ortaminda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu %83,33
olarak kaydedilirken, en diisiik %14,67 olarak TDZ ortaminda goriilmiistiir. Siirgiin
rejenerasyonu yiizdesine bitki biiylime diizenleyicilerin etki orani, kontrol (83,33) > KIN
(%70) > BAP (%69,33) > TDZ (%14,67) siralamasiyla kaydedilmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis1 en yiiksek BAP ortaminda kaydedilmistir. Bitki
biiylime diizenleyiceler kiyaslandiginda BAP (1,32) > kontrol (1) > KIN (0,88) > TDZ
(0,24) olarak tespit edilmistir. KIN ve TDZ ortami kontrol grubundan daha diisiik
sonuclar saglamistir.

Siirgiin uzunlugu en yiiksek 0,94 cm olarak bitki biiylime diizenleyici igermeyen
kontrol grubunda goriilmiistiir. En yakin sonu¢ 0,84 cm olarak BAP ortaminda
kaydedilmistir. KIN ortaminda ortalama 0,81 cm uzunlugunda ve TDZ ortaminda
ortalama 0,38 cm uzunlugunda siirgiinler olugsmustur. Bitki biiyliime diizenleyici i¢eren
ortamlarda gelisen siirglinlerin uzunluk ortalamasi kontrol grubdan daha diisiik sonuglar
saglamistir.

Bitki biiylime diizenleyici ile kullanilan konsatrasyonlarinin kallus olusumu
yiizdesi, siirgilin rejenerasyon yiizdesi, eksplant bagina siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu
lizerine etkisini gormek icin elde edilen veriler istatistiksel analize tabi tutulmustur.
Varyans analiz sonuglar ise ¢izelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Bitki biiyiime diizenleyici ile konsantrasyonlarin in vitro rejenerasyon ¢aligsmasina ait
varyans analizi

VK SD Kallus olusumu yiizdesi (%) Siirgiin rejenerasyon yiizdesi
(%)
KO F KO F
Hormon-Oran 15 3574,306 28,126** 2986,667 19,638**
Hata 32 127,083 - 152,083 -
Genel Toplam 47 - - - -
VK SD Eksplant basina siirgiin sayisi Siirgiin uzunlugu (cm)
(adet)
KO F KO F
Hormon-Oran 15 0,783 7,609** 0,304 7,89%*
Hata 32 0,103 - 0,039 -
Genel Toplam 47 - - - -

**P<0,01 diizeyinde dnemlidir, VK: Varyasyon Kaynagi
SD: Serbestlik Derecesi; KO: Kareler Ortalamasi; F: F Degeri
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Yapilan varyans analizi sonucunda Cizelge 4.3.’de goriildiigli lizere, kallus
olusumu, silirgiin rejenerasyon yiizdesi, eksplant basina siirgiin sayisi ve siirgiin uzunlugu
tizerinde kiiltiir ortaminda kullanilan farkli konsantrasyonlarda hormon kullaniminin
istatistiksel olarak onemli (p<0,01) etkisi oldugu bulunmustur. Bu 6nem diizeyini

belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi sonuglar1 Cizelge 4.4.”de verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli bitki biiylime diizenleyici ve konsantrasyonlarin pitaya tohumlarinin in vitro
rejenerasyonuna etkisi

Oran (mg/L) Kallus olusumu Siirgiin Eksplant basina Siirgiin
yiizdesi** rejenerasyon siirgiin sayisi ** uzunlugu **
yiizdesi **
Kontrol 0°+0 83,33% £ 3,33 134 () 0,943+ 0,07
BAP 0,25 | 10°+£0 76,66% £ 6,67 0,8%¢4+ 0,05 0,63+ 0,12
0,5 3,33+ 3,33 93,332+ 6,67 1,762+ 0,28 0,9%c+ 0,11
1 6,66° + 3,33 80% + 5,77 1,7%+0,35 1®+0,11
2 36,66°+ 12,09 40P + 11,55 1,23%+ 0,32 1,12+ 0,06
3 30%+ 5,77 56,66% + 3,33 1,13%+ 0,14 0,6%%f+ 0,15
KIN 0,25 | 0°+0 36,664+ 6,67 0,56 1 0,18 0,39%f+ 0,04
0,5 0®+0 96,66° + 3,33 0,96%¢+ 0,03 1,162+ 0,04
1 0°+0 80% £ 10 13¢+ 0,2 1,224+ 0,15
2 13,33%+ 3,33 73,33% + 12,01 1,13%+0,2 0,73+ 0,14
3 3,33+ 3,33 63,33% £ 12,01 0,763+ 0,27 0,6%¢"+ 0,06
TDZ 0,25 | 63,33°+38,82 108+ 5,77 0,137+ 0,09 0,247+ 0,12
0,5 902+ 5,77 20%% + 0 0,26%f+ 0,07 0,43%+ 0,12
1 73,33% £ 8,82 20%dce £ 577 0,4%f+ 0,06 0,6+ 0,06
2 80% + 5,77 16,66%+ 333 0,167+ 0,03 0,267+ 0,12
3 80% + 15,27 6,66°+ 3,33 0,23%f+ 0,12 0,36%"+ 0,18

**Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde dnemlidir.

Eksplantlar, farkli konstrasyonlarda BAP hormonu igeren kiiltiir ortamlarina
alindiktan 4 hafta sonra ¢oklu siirgiin olusumu saglanmis ve veriler toplanmistir. 4 hafta
sonunda kiiltiir ortamlarinin goriintimii Sekil 4.1.°de verilmistir. Cizelge 4.4’ de

belirtildigi iizere BAP hormonunun farkli konsantrasyonlarda kullanimi farkl etkilere yol
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acmistir. Kallus olusumuna etkisi konsatrasyondan bagimsiz degiskenlik gostermistir.
Siirglin rejenerasyon yiizdesi konsantrasyondan bagimsiz olarak %40 - %93,33 arasinda
kaydedilmistir. 0,5 mg/L BAP ortaminda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu goriilmiis ve
kontrol grubundan daha basarili sonug saglamigtir. Kontrol grubuna kiyasla 0,5, 1, 2 ve
3 mg/L oraninda BAP iceren ortamlarda daha yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi
sonuclart saglamistir. 0,5 mg/L ortamindan sonra konsantrasyon arttik¢a eksplant basina
slirglin sayisinda azalma kaydedilmistir. 2 mg/L BAP ortamina kadar konsantrasyonun
artmasi sonunucu siirgiin uzunlugunda artig kaydedilmistir fakat 3 mg/L BAP ortaminda

daha kisa siirgiinler olugsmustur.

Sekil 4.1. Cimlenmis tohum eksplantlarinin farkli konsantrasyonlarda BAP ortaminda kiiltiire alindiktan
4 hafta sonra genel goriiniimii (a) 0,25 mg/L BAP (b) 0,5 mg/L BAP (c) 1 mg/L BAP (d) 2 mg/L BAP (e)
3 mg/L BAP

Farkli oranda KIN bulunan besi ortamlar1 3 tekerriir olacak sekilde steril petrilerde
kiiltirlenmis olan ¢imlenmis tohum eksplantlar1 4 hafta sonunda coklu siirgiinler
olusturmustur. 4 hafta sonunda KIN igeren kiiltiir ortamlarinin goriinimii Sekil 4.2.’de
verilmistir. Cizelge 4.4’ de goriildiigii iizere en iyi siirgiin rejenerasyonu %96,66 oraniyla
0,5 mg/L konsantrasyonda KIN igeren ortamda goriilmiis ve konsatrasyon yiikseldikce
slirgiin rejenerasyonu yiizdesinde azalma kaydedilmistir. En diisiik siirgiin rejenerasyonu
%36,66 oraninda 0,25 mg/L KIN ortaminda gdézlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi
sadece 2 mg/L KIN ortaminda kontrol grubundan daha iyi sonug¢ saglarken, diger
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konsantransyonlarda KIN kullanimi kontrol grubuyla ayni ve daha diisiik sonuglar
vermistir. 2 mg/L. KIN ortamina kadar konsantrasyon arttikca eksplant basina siirgiin
sayminin da arttig1 goriilmektedir. Yapilan analiz sonucunda siirgiin uzunlugu 0,39-1,2
cm arasinda kaydedilmistir. 1 mg/L KIN ortamina kadar konsantrasyonun artmasi siirgiin
uzunlugunda artis saglarken, 1 mg/L. KIN ortamindan sonra konsantrasyonun azalmasi
daha kisa siirglinlerin olusmasina yol agmistir. 0,25, 0,5 ve 1 mg/L KIN ortamlarinda
kallus olusumu gériinmemesine ragmen 2 ve 3 mg/L KIN ortamlarinda %13,33, %3,33

oranlarinda kallus olusumu kaydedilmistir.

Sekil 4.2. Cimlenmis tohum eksplantlarinin KIN ortamlarinda kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra genel
gortiiniimii (a) 0,25 mg/L KIN (b) 0,5 mg/L KIN (c) 1 mg/L KIN (d) 2 mg/L KIN (e) 3 mg/L KIN

Farkli oranlarda TDZ igeren besi ortamlarinda 3 tekerriir olacak sekilde yiiriitiilen
rejenerasyon denemesinde, 4 hafta sonunda veriler toplanmistir. TDZ igeren kiiltiir
ortamlarinin goriinimi Sekil 4.3.’de verilmistir. Cizelge 4.4. incelendiginde TDZ kiiltiir
ortamlarinda, en yiiksek oranda kallus olusumu gézlenmistir. En ¢arpici sonug 0,5 mg/L
TDZ ortaminda %90 kallus olusumu olarak gériilmiistiir. Siirgilin rejenerasyonu yiizdesi
oldukca diistik seyretmistir. En yiiksek 0,5 ve 1 mg/L oranda TDZ igeren ortamda %20
rejenerasyon izlenmisir. 1 mg/L TDZ ortamindan sonra konsantrasyonun artmasi slirgtin
rejenerasyon yiizdesinde diisiise neden olmustur. Eksplant basina siirgiin sayis1 0,13-0,4
arasinda degisiklik gosterirken en yiiksek sonu¢ 1 mg/LL TDZ ortaminda alinmistir. 1

mg/L. TDZ ortamina kadar konsantrasyon artisiyla siirgiin uzunlugu artarak ilerlemistir.
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En yiiksek siirgiin uzunlugu 0,6 cm ile siirgiin sayisinda oldugu gibi 1 mg/L TDZ
ortaminda kaydedilmistir.

Sekil 4.3. Cimlenmis tohum eksplantlarinin TDZ ortamlarinda kiiltiirii alindiktan 4 hafta sonra genel
goriiniimii (a) 0,25 mg/L TDZ (b) 0,5 mg/L TDZ (c) 1 mg/L TDZ (d) 2 mg/L TDZ (e) 3 mg/L TDZ

4.2.1. Kallus olusumu

Sekil 4.4.°de goriildiigii iizere bitki biiylime diizenleyici icermeyen kontrol
ortaminda kallus olusumu goriilmemistir. Bitki biiylime diizenleyicilerin kullanimi kallus
olusumunu etkiler nitelikte sonuglar saglamistir. En ¢arpict sonuglar TDZ hormonu
bulunan ortamlarda goriilmiistiir. Kallus olusumunun en yiiksek yiizdesi 0,5 mg/L TDZ
iceren ortamda %90 oraninda elde edilmistir. TDZ igeren ortamlarda olusan kalluslarin
sert ve buiylik yapili oldugu Sekil 4.3.”de goriilmektedir. KIN hormon ortamlarinda kallus
olusumu TDZ ve BAP ortamlarina gore daha diisik sonuclar saglamistir. BAP
ortamlarinda en yiiksek kallus olusumu 2 mg/L konsantrasyonda %36,66 oraninda elde

edilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli oranlarda kullamilan hormanlarin kallus olusumuna etkisi

4.2.2. Siirgiin rejenerasyonu

Farkl1 konsantrasyonlarda kullanilan hormonlarin siirgiin rejenerasyonuna etkisi
Sekil 4.5.” de verilmistir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in en iyi sonu¢ 0,5 mg/L KIN iceren
ortamda %96,66 olarak goriilmistiir. En yakin sonug 0,5 mg/L BAP ortaminda %93,33
stirgiin rejenerasyonu olarak kaydedilmistir. Diger ortamlarda kontrol grubuna kiyasla

daha diisiik sonuglar elde edilmistir. En diisiik sonuclar TDZ ortamlarinda kaydedilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin siirgiin rejenerasyonuna etkisi
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4.2.3. Eksplant basina siirgiin sayisi

Eksplat basina siirgiin sayisina farkli oranlarda kullanilan hormonlarin etkisi Sekil
4.6.da verilmistir. BAP ortamlar1 diger ortamlara gore daha 1yi sonuglar saglamistir. En
yiiksek siirgiin sayisinin 0,5 mg/L BAP ortaminda 1,76 olarak elde edildigi ¢izelge 4.4.’de
goriilmektedir. KIN ortamlari, BAP ortamlarindan daha diisiik ve kontrol grubuna yakin

sonuglar vermistir. En diigiik siirgiin sayis1t TDZ igeren ortamlarda kaydedilmistir.

Hormaon

Heap
250 EKIN
[m T
EToz

2,00

1,50

Siirgiin Savisi

0,50

0,0
0,00 025 0,50 1,00 2,00 3,00

Oran (mg/L)

Sekil 4.6. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin siirgiin sayisina etkisi

4.2.4. Siirgiin uzunlugu

Stirgiin uzunluguna farkli oranlarda kullanilan hormonlarin etkisi Sekil 4.7.de
goriilmektedir. Siirgiin uzunluklart genel olarak birbirine yakin olamakla birlikte, en iyi
sonug, I mg/L KIN ortaminda 1,2 cm uzunlugunda siirgiin olusumu olarak elde edilmistir.
Bu sonuca en yakin bulgular, 0,5 mg/L KIN ve 2 BAP ortaminda elde edilmistir. En kisa
stirgtinler 0,25 mg/L. TDZ igeren ortamda olusmustur.
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Sekil 7.8. Farkli oranlarda kullanilan hormanlarin siirgiin uzunluguna etkisi

4.3. Koklendirme

In vitro ortamda rejenerasyonu saglanmus pitaya siirgiinleri 1 mg/L IBA ve 1 mg/L
IAA olmak tizere iki farkli MS ortaminda koklendirme denemesine alinmistir. 8 hafta
boyunca besin ortamlarinda beyaz floresansa veya LED 15181 altinda 16 saat 11k
fotoperiyodu ile 24 + 1 °C sicaklikta bekletilen bitkiler ile yapilan koklendirme denemesi
sonucu her iki bitki biiyiime diizenleyici iceren ortamda da %100 koklenme
kaydedilmistir. 1 mg/L 1AA ile zenginlestirilmis MS ortaminda yer alan bitkilerde kdk
olusumu 2-3 cm arasinda gozlemlenirken, 1 mg/L IBA ortaminda 1-2 cm koklenme

goriilmistiir. Koklendirme sonrasi bitkiler adaptasyon ortamina aktarilmistir.
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Sekil 1.8. in vitro kosullarda pitaya bitkisini 1 mg/L IAA ortanminda kok rejenerasyonu

4.4. Adaptasyon

Rejenerasyon, bitki doku kiiltiirii protokoliiniin son adimi1 olarak in vitro kokli
stirgiinlerin dis kosullara adaptasyonunu saglamak amaciyla biiyiime odasi, sera veya
tarla kosullar1 altinda uyumunu saglamaktir. Bu denemede koklendirme ortaminda 8 hafta
kalan ve basaril bir sekilde kok olusumu sergileyen siirgiinler 1:1:1 oraninda torf, perlit

ve toprak iceren saksilara aktarilmigtir.

Sekil 1.9. Pitaya bitkisini toprak ortamina aktarimi

Toprak ortaminda %90 oraninda canlilik gézlemlenmistir. Toprak ortaminda 3 hafta
boyunca takip edilmis ve yavas biliylime kaydedilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Farki konsantrasyonlarda BAP, KIN ve TDZ biiyiime hormonlarinin Hylocereus
spp. bitkisinin kallus olusumu yiizdesi, siirgiin rejenerasyonu yiizdesi, eksplant basina
stirgilin sayisi, siirgiin uzunlugu parametreleri tizerine etkisini incelemek i¢in bu ¢alisma
yapilmustir.

Sterilizasyon prosediiriinde % 0,1 HgCl> ile 3 dakika yiizey sterilizasyonu sonucu
kontaminasyon gozlenmemis ve basarili bir sterilizasyon bildirilmistir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, % 0,1 HQCl, ile 7 dakika boyunca yapilan sterilizasyon prosediirii
sonucunda %15’lik kontaminasyon (Qin ve ark. 2017) raporlanirken bu denemede benzer
bir sonugla karsilasiimamistir. Agrymicin + Benomy (her biri 2 g/L) kullanarak yapilan
sterilizasyon denemesinde 15 dakika boyunca muamele saglam@inda %2100
kontaminasyon gozlemlendigi bildirilmistir . Stire denemesini 30 dakikaya ¢ikarildiginda
kontaminasyon goriilmedigi fakat %61 oraninda eksplanta zarar verdigi raporlanmistir
(Vinas ve ark. 2012).

Farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyiciler iceren ortamlarda ve
kontol grubunda yapilan denemelerde, en yiiksek kallus olusumu, diger ortamlara gore
yiiksek oranda farklilikla TDZ bulunan kiiltiir ortamlarinda gézlemlenmistir. 0,5 mg/L
TDZ ortaminda %90 kallus olusumu en yiiksek orandir. Bu ortamlarda olusan kalluslar
diger ortamlara gore oldukg¢a biiyiik yapilidir. TDZ ortamnida siirgilin rejenerasyonu,
stirglin say1s1 ve uzunlugu ¢ok diisiik oranlar sergilemisdir. Bunun sebebi eksplantlarda
olusan kalluslarin siirgiin olusumunu biiyiik 6l¢iide inhibe etmesi olabilir. Benzer sekilde,
H. costaricensis bitkisi farkli konsantrasyonlarda TDZ igeren ortamlarda kiiltiire
alindiginda %94 ila %100 kallus olusumu goriildiigii bildirilmistir (Winson ve ark 2020).
Hylocereus costaricensis tiirii pitaya bitkisinde yiiriitiilen baska bir ¢calismada 15 uM BAP
ortaminda %100 kallus olusumu raporlanmistir (Vinas ve ark. 2012). Pitaya bitkisinde
yapilan ilk bitki doku kiiltiirii denemesinde, NAA ve BA ile zenginlestirilmis ortam
tizerindeki fidelerden veya c¢ogalan siirgiinlerden kolaylikla kallus olusumunun
uyarilabildigi bildirilmistir (Infante 1992).

Siirgiin rejenerasyonu i¢in en iyi sonug %96,66 olarak 0,5 mg/L KIN ilave edilmis
MS ortaminda goriilmiistiir. 0,5 mg/L oranindan daha yiiksek oranda KIN kullanimin
slirgiin rejenerasyonunda diisiise sebep oldugu goriilmiistiir. En yakin oran 0,5 mg/L BAP
iceren MS ortaminda %93,33 siirgiin rejenerasyonu elde edilmesiyle saglanmistir.

Hormonlarin siirglin rejenerasyonuna ortalama etkisi degerlendirildiginde, bitki biiyiime
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diizenleyici igermeyen MS ortaminda en yiliksek %83,33 siirglin rejenerasyon yiizdesi
elde edilmistir. TDZ ile yapilan deneme ortamlarinin hepsinde ¢ok diisiik oranda
rejenerasyon saglanmaistir.

Eksplant basina siirgiin sayisi, BAP bitki diizenleyicisinin bulundugu ortamlarda
en yiiksek oranda sonug vermistir. 0,5 mg/L BAP ortaminda 1,76 siirgiin sayisi en yiiksek
veri olarak kaydedilmistir. KIN ilave edilmis MS ortamindan alinan veriler BAP ortamina
gore diistik kalmistir. Farkli eksplantlar kullanilarak yiiriitiillen bir ¢alismada, 4 hafta
sonunda alinan verilere gére 0,5 uM NAA + 0,5 uM TDZ ortaminda, bas kismi kesilen
eksplantlarm (8,7), uzunlamasina eksplantlardan (3,2) daha fazla siirgiin irettigi
goriilmistiir (Mohammed Yasseen 2002). Govde ve yaprak eksplantlar ile yapilan bir
calismada, 4 hafta igerisinde 2,5 mg/L BA ve 0,01 mg/L NAA takviyeli MS ortaminda
en fazla siirgiin rejenere edildigi, govde eksplantlarinda 18 siirgiin/eksplant, yaprak
eksplantlarinda 3 siirgiin/eksplant olusumu gézlemlendigi bildirilmistir (Dahanayake ve
Ranawake 2011). Farkli bir denemede eksplant basina en fazla siirgiin, yani 4,6 (13,68
uM ZT), 4,8 (0,11 uM TDZ), 4,3 (17,76 uM 6-BA) ve 3,2 (0,3 uM 2, 4-D) oranlarinda
elde etmislerdir. En iyi bitki biiytime diizenleyici kombinasyonu, eksplant basina en fazla
stirglini ve en kuvvetli siirgiinleri tireten 3 uM ZT ve 0,5 uM IBA'ya sahip MS ortaminda
gorerek daha basarili sonuglar bildirmislerdir (Hua ve ark. 2014). Kullanilan eksplant
seciminin rejenerasyon oranini etkiledigi ve buna bagl olarak siirgiin rejenerasyonun
literatiirde yer alan diger ¢aligmalara gore diisiik kaldig1 sdylenebilir. Ayn1 zamanda bitki
bliylime diizenleyicileri kombinasyon halinde kullanilarak daha basarili sonuglarin elde
edilecegi diisiiniilmektedir.

Bu denemede en yiiksek siirgiin uzunlugu 1,2-1,16 cm olarak 1 mg/L — 0,5 mg/L
KIN ortaminda kaydedilmistir. Bu sonuglara en yakin veriler, 2 mg/L ve 1 mg/L BAP
ortamlarinda 1,1 ve 1 cm olarak gézlemlenmistir. Hormonlarin siirgiin rejenerasyonuna
ortalama etkisi degerlendirildiginde 0,94 cm ortalama siirgiin uzunlugu kontrol grubunda
elde edilmis ve sirasiyla BAP, KIN, TDZ ortamlarimin siirgiin uzunlugunu azalttigi
goriilmiistiir. 5,5 mg/L BA ve 0,1 NAA kullandiklar1 ortamda, 30 giin igerisinde
maksimum ortalama bitki boyunu 2,8 cm olarak bildirmislerdir (Qin ve ark. 2017). Bir
diger ¢alismada, en uzun siirgiin 33 mm olarak bas kismi1 kesilen eksplantlardan 0,5 uM
NAA + 0,01 uM TDZ igeren ortamdan elde edildigi bildirilmistir (Mohammed Yasseen
2002). Kullanilan hormon kombinasyonu daha yiiksek ortalamada bitki boyu elde

edilmesinde avantaj saglamis olabilir.



31

Bitkiler koklendirme ortaminda %100 oraninda koklenme sergilemisglerdir. 1
mg/L IBA igeren MS ortami ortalam 1-2 cm uzunlugunda dayaniksiz kok olusumu
saglarken 1 mg/L IAA takviye edilmis MS ortaminda ortalama 2-3 cm uzunlugunda daha
canli ve saglam kok olusumu gézlemlenmistir. Farkli konsantranyonlarda IBA ve GAsile
yapilan denemelerde koklenme i¢in en iyi ortami1 1 mg/L IBA katkili MS ortami tespit
ederken, bitki biiylime diizenleyicileri icermeyen MS ortaminin da koklendirme igin
kullanilabilecegi belirlenmistir (Bozkurt ve ark. 2020).

Bitkiler koklenme sonrasi alinan toprak ortamina %90 oraninda uyum saglamis
ve canlilik gostermislerdir.

Tiim yapilan denemelerde, ¢cimlenme hiz1 yiiksek olmasina ragmen siirgiin uzama
hiz1 daha diisiik kalmistir. Ayn1 sekilde topraga aktarim sonrasinda da yavas biiylime
devam etmektedir. Bu ¢alismada karsilagilan yavas biiylime eksplant se¢imi, tekli bitki
biiylime diizenleyici kullanimi1 kaynakli olabilir.

Pitaya bitkisinin bitki doku kiiltiirii yontemi kullanilarak iretilmesine iliskin,
farkli bitki biliylime diizenleyicilerinin etkisinin degerlendirilmesi, hizli iiretimi
saglayacak en basarilt hormon kombinasyonunun ve eksplant se¢ciminin saglanmasi nem
arz etmektedir. Literatiirde yer alan diger ¢alisgmalarda KIN hormonunun etkilerine ait
bulgularla karsilasilmamistir. Bu ¢alismada KIN hormon ortaminin, siirgiin
rejenerasyonu yiizdesi ve siirglin uzunlugu lizerine diger hormon ortamlarina kiyasla
daha yiiksek etkileri oldugu tespit edilmistir. Ilerleyen c¢aligmalarda KIN hormonu ile
birlikte, litaratiirde basarili sonuclar saglamis hormon kombinasyonlarinin farkl
eksplantlarda denenmesi daha basarili sonuglarin elde edilmesini saglayabilir.

Pitaya bitkisi son yillarda, 6nemli besin igerigi, lezzeti, tibbi faydalari, farkl
kullanim alanlar1 nedeni ile i¢ ve dis piyasada yiiksek bir pazar oran1 olusmaktadir. Fakat
talebi karsilayacak miktarda liretim mevcut degildir. Pitaya meyvesi {lizerine yapilan ¢ok
az sayida doku kiiltiirii caligmast litaratiirde yer almaktadir. Bu tez pitaya bitkisinde doku
kiltiirii calismalarin devam etmesi i¢in dnem tasimaktadir ve bu alandaki acigin
kapatilmasina yardimci olacaktir. Tiim bu nedenler diisiiniildiigiinde pitaya bitkisi ile

daha hizli biiytime elde edilebilecek denemelerin yapilmasi litaratiire katki saglayacaktir.
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