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Yiiksek Lisans Tezi
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EKSPLANTLARINDAN IN VITRO REJENERASYON VE MiKROCOGALTIM
UZERINDE ARASTIRMALAR
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Kalanchoe cinsi Crassulaceae familyasina ait olup yaklagik 130 tiir ile temsil edilmektedir.
Diinyada en ¢ok bilinen tiiri Kalanchoe blossfeldiana Poelln.(Kalanso)’dir. Kalanchoe
blossfeldiana Poelln.(Kalanso), sukulent karakterli ¢ok yillik bitkilerdir. Gerek dekoratif
yapraklar1 gerekse uzun omiirlii ve rengarenk ¢icekleri ile bulundugu mekana canlilik katan ve
i¢c mekan bitkilendirme tasarimlarinda en fazla kullanilan siis bitkilerindendir. Bu ¢alismada K.
blossfeldiana nin mikrogogaltim1 {izerinde ¢alisilmistir. Arastirmada Oncelikle Yyaprak
eksplantlar1 kullanilarak adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla
farkli biliylimeyi diizenleyici maddelerin veya kombinasyonlarinin etkileri arastirilmstir.
Denemelere gore biiyiimeyi diizenleyici maddelerin cinsi ve dozu degismekle birlikte genel
olarak oksin grubu hormonlardan NAA (0.1, 0.5, 1.0 mg//L), sitokinin grubu hormonlardan ise
BAP (2.0 mg/L) ve TDZ (0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L) MS besin ortamina ilave edilmistir. Biiyiimeyi
diizenleyici madde iceren MS besin ortamlarinda meydana gelen adventif siirgiin olusum

oranlar1 belirlenmistir. /n vitro siirgiinler ¥» MS + 0.2 mg/L GA3 besin ortam1 kombinasyonunda

\"



piskinlestirilmistir. Piskinlestirme ortaminda yeterli gelisme gosteren siirgiinler hem durgun su
kiiltiirtinde hem de hormonsuz > MS, tam MS ve 0.1 mg/L IBA ilave edilmis MS ortamlarinda
%100 oraninda koklenmistir. Kokl bitkicikler 1:1 oraninda perlit + torf, vermikulit ve fide
harc1 yetistirme ortamlarinda basarili bir sekilde dis kosullara alistirilmistir. Dis kosullara
adaptasyonu saglanan bitkiler saksilara alinarak c¢iceklenme asamasina kadar gelistirilmis,
donor bitki ile ayni yapida olduklari, herhangi bir somaklonal varyasyon goriilmedigi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kalanchoe, mikrogogaltim, hormon, akklimatizasyon.
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Graduate School
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Thesis Advisor: Dr. Ogr. Uyesi Cevdet GUMUS
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The Kalanchoe genus belongs to the Crassulaceae family and is represented by about 130
species. The most well-known species in the world is Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (
Flaming Katy). K.blossfeldiana Poelln. are perennial plants with succulent character. It is one
of the most used ornamental plants in interior designs, adding vitality to the place where it is
placed due to its decorative leaves, long-life and colorful flowers. In this study,
micropropagation of Kalanchoe blossfeldiana was studied. In the research, firstly, adventitious
shoot regeneration was tried to be obtained by using leaf explants. For this purpose, the effects
of different growth regulators and their combinations were investigated. Although the type and
dose of growth regulators used vary according to the trials, in general, NAA (0.1, 0.5, 1.0 mg/L)
from auxin group hormones, BAP (2.0 mg/L) and TDZ (0.1, 0.2, 0.5, 1.0) from cytokinin group
hormones. mg/L) was added to the MS nutrient medium. Adventitious shoot formation rates
were determined in MS nutrient media containing growth regulators. In vitro shoots were
matured in a combination of /2 MS + 0.2 mg/L GA3 nutrient medium. The shoots with sufficient
growth were rooted in 100% both in still water culture and in hormone-free %2 MS, MS, and
MS medium with 0.1 mg/L IBA added. Rooted plantlets were successfully acclimatized in a
mixture of perlite + peat (1:1), vermiculite, and a commercial seedling-growing soil. The plants
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callto:(0.1,%200.5,%201.0
callto:(0.1,%200.2,%200.5,%201.0

were adapted to the external conditions and were taken into pots and developed until the

flowering stage. It was determined that they were in the same structure as the donor plant, and
no somaclonal variation was observed.

Keywords: Kalanchoe, micropropagation, plant growth regulators, acclimatization.
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1.GIRiS

Bugiin 7,97 milyara ulasan diinya niifusu giderek artmaktadir. Bu hizli niifus artisinin dolayl
etkisi nedeniyle sanayilesme ve kiiresellesmenin gelismesi, kentlesmenin hizini artirmaktadir.
Glinlimiizde diinya niifusunun %50'den fazlas: sehirlerde yagamaktadir. Plansiz kentlesme ve
kentsel vizyon ile doga arasinda artan mesafe, dogal ve ekolojik sorunlar1 da beraberinde
getirmistir. Bu tarz ¢evre sorunlarinin yasandigi kentlerde yesile 6zlem giderek artmaktadir.
Insanlar zaman zaman kentsel yesil alanlar ve diger rekreasyon alanlar ile dogay1 cevreye
tasima arzusunu tatmin edememekte, yesili ve c¢icekleri i¢ mekana getirerek bu ihtiyaglari
karsilamaya ¢alismaktadir. Bu nedenle siis bitkileri insanlarin ihtiyaglarini karsilamak i¢in
vazgecilmez bir unsur haline gelmistir. Basta AB iilkeleri ve Tiirkiye olmak iizere diinyanin
birgok iilkesinde siis bitkileri renk, koku, aroma ve kadifemsi ylizey gibi 6zellikler agisindan
insanlar {izerinde olumlu etki yapmaktadir. Yetistiricilik, paketleme, muhafaza ve pazarlama
gibi alanlarda istihdam yaratan siis bitkileri sektorii iilke ekonomilerinin gelisimine de biiyiik
hizmet etmektedir (Kelkit ve Bulut, 1998; Hekimoglu, B. ve Altindeger, 2012; Uludag ve
Ertiirk, 2012).

Siis bitkileri; yaprak, ¢icek, govde, brakte, tohum, meyve ve formu ile gorsellik saglayan estetik
ve fonksiyonel ozellikleri ile peyzaj tasarimlarimin vazgegilmez canli elemanlaridir. Siis
bitkilerinin ekolojik istekleri ayn1 zamanda kullanim alanlarini da belirlemekte, buna gore i¢
mekan siis bitkileri, kesme ¢icekler, dis mekan siis bitkileri ve geofitler olarak

siniflandirilmaktadir.

Peyzaj tasarimlarinda dis mekan siis bitkileri kullanilirken, i¢ mekan tasarimlarinda ise i¢
mekan siis bitkilerine olan ilgi ve istek her gecen giin artmaktadir (Zencirkiran ve ark.2018).
Cevre problemlerinin arttigi, sehirlerin giderek betonarme yapilara doniistiigii gliniimiizde
cevreyle baglantimizi saglayan i¢ mekan siis bitkileri, yasantimiza renk katan tasarim
elemanlaridir (Gigli, 1999). Bilimsel arastirmalarda i¢ mekanlarda bitki kullaniminin, insan
psikolojisini olumlu etkiledigi (Bringslimark vd., 2009); stresi azalttig1 (Dijkstra vd., 2008);
ofis ortaminda ¢alisanlarin dikkatlerini, performanslarini artirdigi (Ranaas vd., 2011); boylece
evde, is ortamlarinda dogal bir ortam saglayarak insanlara faydali oldugu (Korpela vd., 2017)

belirlenmistir.



I¢c mekanlarda bitki yetistiren birgok insan, bitkilerin kendilerini dinlendirdigi ve huzur getirdigi
diisincesindedir. Bunun nedeni bitkilerinde insanlar gibi yasamsal faaliyetlerinin olmasi,
devamli degisim ve gelisim gostermeleridir. Bitkilerin gelisim gostermesi, bazi donemlerde
ciceklenmesi veya uyku hallerini gozlemlemek, insanlara tabiatla iletisim kurma firsat1 verir
(Celem ve Arslan, 1995). I¢ mekan siis bitkileri, alana anlam kazandirma; insana smirsiz
alandaymis hissi verme, meyve, ¢igek veya yapraklari ile yesili kapali alana tasima; mekan
icindeki bulunan esyalar arasinda renk gegisi saglama; mekani 6ne ¢ikarma ve yonlendirme vb.

ozellikleri ile i¢ mekan diizenlemelerinin vazgegilmez bir pargasidir (Sezen vd., 2017).

Giiniimiizde siis bitkileri sektorii gida kadar 5nemli bir alan haline gelmistir. insan psikolojisine
olan etkisi nedeniyle de saglikli kusaklar yetismesinin de bir pargasi olmustur. Hizla gelisen
sehirlerde dinlenme alanlar1 yaratmak ve gelecek nesiller i¢in ¢evre bilincini artirmak bu

sektoriin sosyal sorumlulugu haline doniismiistiir (Anon., 2017).

Siis bitkileri sadece estetik amagli degil ticari amagla da kullanilmakta ve tlilke ekonomilerine
katki saglamaktadir. Diinya’da kisi basina diisen siis bitkileri tliketiminin {ilkelerin gelismislik
diizeylerine gore farklilik gostermekle birlikte ¢cogu iilkede artis gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu
nedenle diinyadaki rekabet giderek artmakta, yeni tilkeler pazara dahil olmaya ¢alisirken bazi
geleneksel pazarlar ise diisiis egilimi gostermektedir (Anon., 2020).

Diinyada 2020 yilinda 22 milyar 223 milyon $ degerinde siis bitkileri ihracati yapilmustir.
Diinyada en fazla ihracati yapilan {irlin grubunu 10 milyar 624 milyon $ ile canli bitkiler
olusturmaktadir. Kesme ¢igekler 8 milyar 435 milyon $, geofitler 1,7 milyar $ degerinde
ihracat1 yapilmistir. Hollanda, diinyada siis bitkilerinde en fazla ihracat yapan iilkelerin baginda
gelmektedir. Hollanda’y1 sirastyla Kolombiya, Almanya, italya ve Kenya izlemektedir. Tiirkiye

ise diinya siis bitkileri ihracatgilari arasinda 23.siradadir (Anon., 2021a).

Diinya siis bitkileri ithalat1 ise 2020 yilinda 20 milyar 60 milyon $ olarak gerceklesmistir. En
fazla ithalati gerceklestirilen {irtin grubunu 8 milyar 848 milyon $ degeri ile canli bitkiler
olusturmus, bunu sirastyla, 7 milyar 799 milyon $ ile kesme ¢igekler, 1 milyar 705 milyon $ ile
geofitler izlemistir (Anon., 2021). Almanya, diinya siis bitkilerinde ithalatinda ilk siray1 alirken
Almanya’y1 sirastyla Hollanda, ABD, ingiltere ve Fransa takip etmistir. Tiirkiye ise diinya siis
bitkileri ithalatcilari arasinda 43. siradadir (Anon., 2021a).



Diinyadaki siis bitkileri ticaretinin ¢ogu mezatlar aracilifi ile yapilmaktadir. Mezatlar,
iireticilerin iiriinlerini satmak igin kurduklar toptan satig pazarlaridir. Ilk ¢igek mezat1 1930'da
Hollanda'da kurulmustur. Hollanda, diinyanin siis bitkileri ticaretinin merkezi olarak

bilinmektedir (Anon., 2014).

Tiirkiye, siis bitkileri sektorii agisindan iklim, cografi kosullar, pazara yakinligi ve ucuz is giicii
nedeniyle dnemli avantajlara sahiptir (Zencirkiran ve Giirbiiz, 2009). Ulkemizde siis bitkileri
iiretim alanlar1 2020 yilinda 54.126 da alana ulasmistir. 2020 yil1 verilerine gore iilkemizde siis
bitkileri iiretim alanlar1 {irlin gruplarina gore degerlendirildiginde, 39.739 da alan ile (%72) dis
mekan siis bitkileri ilk sirada yer alirken, 12.183 da alan ile (%23) kesme ¢igekler, 1.706 da
alan ile (%4) i¢ mekan siis bitkileri izlemektedir. Cigcek soganlar1 498 da alan ile (%1) en az

iiretim alanina sahip liretim grubudur.

Ulkemizde siis bitkileri iiretim miktarlar1 her yil Tiirkiye Istatistik Kurumu tarafindan
yayinlamaktadir. TUIK nun 2021 yili kayitlarma gére en fazla iiretilen iiriin grubunu kesme
ciceklerin olusturdugu goriilmektedir. Bu iiriin grubunu dis mekan siis bitkileri ile ¢igek
soganlar1 izlerken en az tiretim miktarina sahip olan tiriin grubu ise i¢ mekan siis bitkileridir.
Siis bitkileri iiretimi iginde kesme ¢icekler %62.3, diger siis bitkileri ise %37.7'lik bir paya
sahiptir. Ulkemizde toplam siis bitkileri {iretim miktar1 2021 yilinda bir énceki yila gore %2.9
oraninda artmistir. Kesme ¢igek tiretimi bir dnceki yila gore %5.2, i¢ mekan siis bitkileri tiretimi
ise %11.4 oraninda artarken, dis mekan siis bitkileri tiretimi %1.8 oraninda azalmistir (Anon.,

2021a; Anon., 2021b)

Siis bitkileri yetistiriciliginin iilkemizde en fazla yapildig: iller sirayla Izmir (%31), Sakarya
(%21), Antalya (%11), Yalova (%7) ve Bursa (%6)’dir. Yalova, Sakarya, Adana, Istanbul,
Osmaniye i¢ ve dig mekéan bitki yetistiriciliinde onemli yere sahiptir. Sakarya’nin basta
merkezi olmak iizere Sapanca, Arifiye, Pamukova il¢elerinde iiretim alanlar1 daha yogundur.
Izmir ve Antalya kesme cigek iireticiliginde en énemli illerdendir. Marmara ve Ege Bolgesinde
yapilan kesme c¢icek iiretimi genel olarak i¢ pazara yoneliktir. Antalya bdlgesinde ise biiyiik bir
kism1 seralarda olmak {iizere ihracata yonelik yiiksek kalitede iiretim yapilmaktadir (Anon.,

2020).

Kalanso, Avrupa ve Amerika’da ekonomik olarak degeri giderek daha da dikkat ceken i¢ mekan

stis bitkileri arasinda ilk siralara yerlesmistir. K. blossfeldiana, 2020 yilinda diinyanin en biiyiik
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cicek mezat1 olan Royal Flora Holland'da (Hollanda) 85 milyon adet iiriin ve 61 milyon Euro
ciro ile Phalaenopsis, aranjmanlar ve Anthurium'dan sonra en ¢ok satilan tiir olarak dordiincii

tiir olarak listelenmistir (Royal FloraHolland, 2021).

Kalanso (Kalanchoe) i¢ mekan bitkilendirme tasarimlarinda en gok kullanilan siis bitkilerinden
biridir. K. blossfeldiana rengarenk cigekleri ile bulundugu ortami canlandirmak, mekani
anlamlandirmak, ortamda bulunan renk ve dokular1 dengede tutmak, monotonlugu ortadan
kaldirmak, mekani1 6ne ¢ikarmak, ortamin havasini degistirerek stresi azaltmak ve mekani
oncelikli hale getirmek amaciyla kullanilmaktadir (Sezen vd., 2017). Bunun yaninda bakim
ihtiyacinin az olmasi, degisik renk ve goriiniimdeki ¢igekleri ile uzun bir ¢igeklenme siiresinin
olmasi ¢okga tercih edilme nedenlerindendir. Sukulent karakterli yapisi ile susuzluga oldukga
yiiksek tolerans gostermektedir. Bu Ozellikleri nedeniyle de Giineydogu Asya’da Bahar

Festivalinde “uzun omiirlii ¢igek™ olarak satisa sunulmaktadir (Love 1980).

Ulkemizin kalanso (Kalanchoe blossfeldiana Poelln.) talebi cogunlukla ithalat yoluyla,
Danimarka ve Hollanda’dan karsilanmaktadir. Bu durum, kalangonun da aralarinda bulundugu
siis bitkilerinde énemli dlgiide yurtdigina bagl oldugumuzun bir gostergesidir. Ulkemizde ise
en énemli K. blossfeldiana yetistiriciligi Danimarka menseili bir firma tarafindan Izmir’de
yapilmaktadir. 35.000 m?’lik kapali alanda iiretim yapan firma bunun 15.000 m?’lik alaninda
yilda yaklasik 2.5 milyon adet K. blossfeldiana tiretmektedir. Bu iiretim, i¢ tilketime yonelik
olarak yapilmaktadir. Bazi firmalar ise patentli yabanci gesitlerin yaprak celiklerini ithal
etmekte ve bunlardan yaptiklar1 {iretimle i¢ piyasaya kalanso vermektedir. Bunun disinda
yurtdisindan saksili kalanso bitkilerini dogrudan ithal ederek satisa sunan firmalar da
mevcuttur. Bu tez kapsaminda, K. blossfeldiana bitkisinde mikrogogaltim olanaklarinin
arastirtlmas1 amaglanmis olup, oksin ve sitokinin cins ve dozlari, eksplant tipleri ve besin ortami1

bilesimlerinin siirgiin ¢ogaltimi tizerindeki etkileri incelenmistir.



2. LITERATUR OZETIi

Kalanchoe; Crassulaceae familyasina ait sukulent karakterli bitkiler olup ¢ali, tirmanici veya
kiiciik aga¢ formunda yaklasik 130 tiire sahiptir. Tek veya ¢ok yilliktir. Kalanchoe beharensis,
K. daigremontiana, K. pumila, , K. arborescens, K. tomentose, K. delagonensis, , K.
marmorata, K. thyrsiflora, K. eriophylla, K. manginii, K. minia bilinen baz tiirleri olmasina
karsilik diinyada en ¢ok bilinen tiirii Kalanchoe blossfeldiana’dir (Love, 1980). Kalanchoe
tiirlerinin biiylik cogunlugu Afrika ve Madagaskar kokenlidir (Everett, 1981; Herwig, 1984,
Khan vd., 2006; URL-1, 2018).

K. blossfeldiana, 1924 yilinda Perrier de la Bathie tarafindan kuzey-orta Madagaskar’da
bulunan Tsaratanana Daglarinin 2000-2200 m yiiksekligindeki yamacinda kesfedilmistir (Van
Voorst ve Arends 1982). Arastirici bu tiire Kalanchoé globulifera var. coccinea adini vermistir.
Sonraki yillarda Humbert tarafindan Kuzeybatt Madagaskar’in Diana bolgesinde yer alan
Sambirano nehrinin dogdugu yerlere yakin yerlerden toplanmistir (Smith vd., 2019). Bu
bitkinin Paris’teki botanik bahg¢esine gonderilmesinin ardindan, Avrupa ve Amerika’daki cesitli
botanik bahgelerine dagitildig: diisiiniilmektedir. Almanya’nin Potsdam kentinde onu ilk kez
saks1 bitkisi olarak yetistirmeye baslayan bir bah¢ivan olan Robert Blossfeld’den sonra tiir ismi
'Kalanchoe blossfeldiana Poelln.' olarak anilmaya baslanmistir (Broertjes, ve Leffring, 1972,
Van Voorst ve Arends 1982). K. blossfeldiana’nin (2n=34) yeni ¢esitlerinin gelistirilmesine
1930’larda baglanmis olmakla birlikte, vegetatif olarak yapilan ¢ogaltma nedeniyle ¢esitlilik
fazla olmamistir. Kendilemeler ve gen havuzunun dar olmasi da genetik cesitliligin diisiik
kalmasina neden olmustur. Bununla birlikte yapilan seleksiyonlarla hem bodur tipte kompakt
yetigen tiplerin hem de renk bakimindan farkliliklarin olugmasi bir miktar saglanmistir. Yillar
icinde tohumla ¢ogaltma ve agilimlar, seleksiyonlar sonucunda orijinal olan kirmizi ¢esitlerden
yeni turuncu ve sari-gigekli bitkiler gelistirilmistir. 1k tiirler aras1 melezler ise, 1939 yilinda K.
blossfeldiana ve K. glaucescens arasindaki tiirler aras1 melezlemelerden elde edilen hibritlerdir
(Mackenzie vd. 2019). Bu asamadan sonra tiirler arasi melezlemelerle genetik varyasyon
artinnlmig, farkl cicek tipleri, gelisme sekilleri, katmerli ve bol ¢icekli bitkiler gelistirilmistir
(Descoings 2006).

Ticari kalansolarin neredeyse tamami tetraploid kromozom yapisinda (2n=4x=68) olup
giiniimiizde hem i¢ mekan siis bitkisi hem de kesme ¢igek olarak yetistirilen ¢ok alternatifli

kalanso cesitleri mevcuttur. Ulkemizde de ticareti yapilan bu gesitlerin tiimii yabanci firmalara
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ait c¢esitlerdir. Bitki Cesitleri Toplulugu Ofisi’ne (CPVO) gore, diinya capinda 700 adetin
tizerinde kayith kalanso ¢esidi vardir. Bunun biiyiik bir kismimi K. blossfeldiana olusturmakla
birlikte K. marmorata, K. humilis, K. manginii, K. laciniata, K. uniflora ve K. thyrsiflora gibi
birkag tiire ait cesitler de bu kayitlarda yer almaktadir (CPVO 2017). Ulkemizde en fazla
iretimi yapilan K. blossfeldiana gesitleri Sia, Lindsay, Phoebe, Danielle, Kirsten, Alma, Lena
ve Clara’dir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Tiirkiye’de Ticari Uretimi Yapilan Cesitler (Sirastyla Sia, Lindsay, Phoebe,
Danielle, Kirsten, Alma, Lena, Clara (URL-2, 2018).

K. blossfeldiana ¢ok yillik sukulent karakterli bitkilerdir. Yapraklar etli, parlak yesil renkte,
kenarlart oymali disli; gigekleri yalin kat veya katmerli sim6z durumlu, petalleri sar1, kirmizi,
beyaz, pembe, mor ve turuncu renklerdedir (Morton, 1981; Oral, 1999). Her ¢icek 100’iin
iizerinde ¢igekgige sahiptir (URL-1, 2018). Ulkemizde yalin katl gesitler “Kalanso”, katmerli
cicek yapisina sahip cesitler ise “Kalandiva” olarak isimlendirilmektedir. Uretimde genellikle
katmerli ¢icek yapisina sahip cesitler tercih edilmektedir. Kis aylarinda ¢igek agan tiiriin

ciceklenme siiresi yaklasik 7-8 haftadir (Izumikawa vd. 2007; Love 1980).

Fotoperiyodizm, ¢esitli Crassulaceae tiirlerinde meydana gelen yaygin bir ¢icek olusumunun
uyarilmasina ait fizyolojik bir mekanizmadir. Kalanchoé cinsi iginde, ¢igeklenme indiiksiyonu
gereksinimine gore iki fotoperiyodik grup tanimlanmigtir. Bunlar, kisa giin (SD: short day)
bitkileri, yani kisa giin periyoduna maruz kaldiklarinda ¢igek agan bitkileri ve uzun kisa giin
(LSD: long ve short day) bitkileri, yani ikili fotoperiyot dizisi gerektiren bitkileri igerir. En
onemli ticari nitelik tasiyan tiir K. blossfeldiana, bir kisa giin bitkisi olarak siniflandirilmaktadir
(Currey ve Erwin 2011). Kritik giin uzunlugu 12.5 saat olarak belirtilmektedir (URL-1, 2018,
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Smith vd., 2019) ve giinliik karanlik gecen siirenin 14 saat olmasi sayesinde bitkilerde ¢icek

tomurcuklari olusmaya baglar (Martin 1986).

Kalangolarin ¢igek olusumunda fotoperiyot ana rolii oynasa da diger ¢evresel faktorler de
ciceklenme iizerinde etkili olabilir. Ornegin gece boyunca diisiik sicaklik, K. blossfeldiana’nin
ciceklenmesini artirabilmektedir (Sharma 1970).

Ayrica bazi1 arastirmalar, yiiksek 151k yogunlugu altinda yetistirilen K. blossfeldiana’nin, disiik
151k yogunlugu altinda yetistirilen bitkilere kiyasla daha yiiksek sayida ¢icekli siirgiin ve daha
biiyiik ¢igek salkimi gelistirdigini (Eveleens-Clark vd. 2003) ve ¢i¢eklenmeye kadar gecen giin
sayisinin daha az oldugunu gostermistir (Mortensen 2014). Boylece, 151k yogunlugunu belirli
bir diizeye ¢ikarmanin, bitki kalitesini dnemli dlglide artirabilecegi anlagilmistir. Isigin hem
stiresi hem de yogunlugu, ¢iceklenme iizerinde 6nemli etkiye sahip olup bu 6zellik kalansonun
y1l boyunca ¢igeklenmesinin kontrol edilmesinde biiyiikk avantaj saglamaktadir. Uzun siire
cicekli kalan saksil1 bir siis bitkisi olan kalanso, yapay karanlik uygulamasi ve giinliik aydinlik
stirenin kisa tutulmasi sayesinde kontrollii olarak ¢i¢eklendirilmekte ve piyasaya

sunulmaktadir.

Kalansodaki ¢iceklenmenin uyarilmasi konusunda yapilan arastirmalarda en biiyiik
zorluklardan biri, bitkinin genglik evresinin uzunlugu hakkinda bilgi eksikligidir. Kalansonun
genglik evresinin  uzunlugu ¢eside Ozgiudir. K. blossfeldiana’nin farkli  ¢esitleri
koklendirildikten 10-14 hafta sonra cigceklenme olgunluguna erisebilmektedir (Khoury ve
White 1980).

K. blossfeldiana cesitlerinde olgunlugun yaprak giftlerinin sayisi ile belirlendigini bildiren
Schwabe (1969)’ye gore bu tirde, ciceklenmeden Once sekiz yaprak cifti olugsmasi
gerekmektedir. Genel olarak kalanso tiirleri kendine uyusur ve kendine déllenen bir 6zellik
tasimaktadir (Gonzalez de Leon vd. 2016). Tiirler arasindaki melezlemeler hakkinda genis

bilgiye Mackenzie vd. (2019) ile Kahraman ve Boyaci (2021)’dan ulasmak miimkiindjir.

K. blossfeldiana yetistiriciliginde 151k isteklerinin yaninda diger ekolojik isteklerinin uygunlugu
da onemlidir. Yetistiriciligini sinirlayan en 6nemli iklim isteklerinden biri de sicakliktir.
Vejetatif gelisme doneminde 20-22 °C olan optimum sicaklik iste§i, kisa giinde ¢icek
tomurcugu olusumu déneminde 15 °C’dir. Kis aylarinda 12-15 °C’ye ihtiya¢ duyan kalanso
bitkileri 5 °C sicakliga kadar tolerans gosterse de bu sicaklik derecelerinde yapraklarinda
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dokiilmeler goriiliir. Sukulent karakterli bitkiler olmasi nedeniyle su ihtiyaci az olsa da sulama
diizenli yapilmalidir. Diigiik hava nemine dayanikli olup hava nemi gereksinimi % 60-70
arasindadir (Oral, 1999).

Kalanso, ticari olarak yaprak celikleri ile ¢ogaltilan bir bitkidir. Tohumlariyla ¢ogaltilma
olanagi bulunsa da, genetik olarak a¢ilim meydana geldiginden, ana bitkinin ayni 6zelliklerine
sahip kitlesel {iretimde vejetatif ¢ogaltim tercih edilmektedir. Kiiltiirii yapilan g¢esitlerin tiirler
aras1 melezlerden gelistirildigi goz 6niinde bulunduruldugunda tohumla iiretimde sorunlar
ortaya ¢ikabildigi gibi tohum ¢imlenmesi de ¢ok basarili degildir. Yaprak ve gévde ¢elikleriyle
cogaltima gore ¢ok daha hizli ve yliksek cogaltma katsayist sayesinde kiigiik alanlarda yiiksek
miktarda {retim yapabilmeyi saglayan doku kiiltiirii teknigi, kalanso bitkisinde Onem
tasimaktadir. Ozellikle yeni 1slah edilen elit materyalin hizli ¢ogaltilmas1 ve ticari olarak
pazarda yer alabilmesi acisindan doku kiiltiirii iiretimi 6ne ¢ikmaktadir. Kalanso, doku

kiiltiirtinde organogenesis kapasitesi yliksek bir bitkidir (Giimiis ve Ellialtioglu 2018).

Doku kiiltiirii, laboratuvarlarda steril kosullarda yapay bir besin ortaminda hiicre, doku veya
organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (sekonder metabolitlerin)
tiretilmesi olarak tanimlanabilir. Kiiltiire alinan doku veya organ kismina gore isimlendirilir
(Or.meristem kiiltiirii, embriyo kiiltiirii, anter kiiltiirii, protoplast kiiltiirii vb.). Bitki 1slahinda
yeni ¢esit gelistirmek, mevcut ¢esitlerde genetik varyabilite olusturmak, hastaliksiz bitki elde
etmek, bitkilerin tiretim siiresini kisaltarak ¢ogaltim katsayisini artirmak, g¢ogaltimi zor olan
veya nesli tehlikede olan tiirleri gogaltmak, bitkileri uzun siireli muhafaza etmek, yurtigi veya
yurt digina bitkiciklerin transferini kolaylastirmak gibi farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir
(Pierik, 1997; Zencirkiran, 1998; Giirel vd., 2001; Kiigiikahmetler vd., 2002).

Birgok siis bitkisinin ¢ogaltilmasinda ve 1slahinda, konvansiyonel yontemlerle ulasilabilecek
siirlara gelinmistir. Doku kiiltiirii teknikleri, bu siirlar1 daha da iist seviyelere tagiyabilecek
yardimet teknikler olarak kabul gérmektedir. Ozellikle meristem kiiltiirii, basta kesme ¢igekler
olmak {izere, virlissiiz ve patojensiz anaglik fide iiretiminde gilinbegiin daha fazla Gnem
kazanmaktadir. Basit olarak, laboratuvar kosullarinda bitkilerin kisa bir siirede klonal olarak
hizli ¢ogaltimi seklinde tanimlayabilecegimiz in vitro mikrogogaltim; orkide, soganl bitkiler,
Anthurium sp., Spathiphyllum sp., Afrika mencksesi, Gerbera sp. gibi siis bitkilerinde ticari
olarak uygulanmaktadir. Diinya iizerinde gelismekte olan iilkelere dogru kaymakta olan ticari

doku kiiltiirii laboratuvarlarinda agirlikli olarak siis bitkileri gogaltilmasina karsin, tilkemizdeki
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laboratuvarlarda siis bitkisi ¢ogaltim1 ¢ok daha az bir oran1 kapsamaktadir. Mikrogogaltimdaki
yiilksek maliyet, yogun is¢ilik, teknik eleman gereksinimi ve dis kosullara adaptasyon,
vitrifikasyon gibi sorunlara karsin, in vitro mikrogogaltim gelencksel yontemlere gore
hastaliktan ari, bir 6rnek, kaliteli bitkiciklerin yil boyu laboratuvarlarda iiretimi gibi {istiin
ozelliklere sahiptir. Doku kiiltiirii tekniklerinin diger 6nemli rolii ise, bitki 1slahinin gelisimini
saglamak ile molekiiler biyolojiyi, genetik miithendisligindeki temel arastirmalara onciiliik ve

aracilik etmektir (Ozzambak, 2015).

Bitkilerin doku kiiltiirii yoluyla tiretimi 1940’11 yillarda baslamis ve 1970’lere gelindiginde
tarimsal agidan 6nemli baz tiirlerin 6zellikle siis bitkilerinin biiylik 6lgekli tiretimi baglamistir.
Son 40 yilda, doku kiiltiiri yoluyla iretilen bitki tiirlerinin sayis1 6nemli 6l¢iide artmustir.
1980°lerde doku kiiltiirii ile elde edilmis bitkiler yi1lda 500 milyon adedi asmis olup, iiretilen bu
bitkilerin %50 ila %75 ini siis bitkileri kapsamaktadir (Debergh 1994). 1990°1arin basinda yillik
iiretim 663 milyon adetken, 1990’larin sonlarinda doku kiiltiirii ile yillik tiretim 800 milyon

adete ulasmustir (Ashloowalia vd. 2004; Kazaz vd., 2020).

K. blossfeldiana tiiriinde yapilan doku kiiltliri ¢alismalar1 incelendiginde, c¢alismalarin
genellikle 1slah ve mikrocogaltim {izerinde yogunlastigi, daha ziyade Cinli arastiricilarin bu
konuya ilgi gosterdikleri anlagilmistir. Burada konu biitiinligii agisindan yalnizca
mikrogogaltim caligmalarina yer verilmistir. Arastiricilar mikrogogaltim ¢alismalarinda
eksplant kaynagi olarak genellikle gévde, yaprak ve gigekleri kullanmig, incelenen literatiir

bilgileri eksplant kaynagina gruplandirilarak agagida 6zetlenmistir.

2.1.Govde Kisimlariin Kullanildigi Mikrogogaltim Calismalari

Bitkilerin biiytime bolgelerinde bulunan ve devamli boliinebilme kapasitesinde olan hiicrelerin
olusturdugu dokular meristematik dokulardir. Meristemler kokenlerine gore birincil ve ikincil,
bitkideki konumlarina gore ise apikal ve lateral olarak isimlendirilirler. Devamli boliinebilme
kapasitesi nedeniyle yiiksek rejenerasyon kabiliyetine sahiptir ve bitkilerde eseysiz tiremede en
cok kullanilan dokudur. K. blossfeldiana tiiriinde yapilan bilimsel aragtirmalar incelendiginde
meristematik dokularin yogun olarak bulundugu bogum, bogumarasi ve siirgiin ucu gibi gévde

kisimlarinin bu tiiriin mikrogogaltiminda eksplant kaynagi olarak kullanildig: belirlenmistir.



Cui vd. (2003) K. blossfeldiana'nin meristematik dokularla mikrogogaltimi konusundaki ilk
arastircilar olarak literatiirdeki yerini almigtir. Arastirmacilar siirgin ucu, gévde ve yan
tomurcuklardan hazirlanan eksplantlar1 farkli NAA ve BA dozlarinin ilave edildigi besi
yerlerine dikerek biiyiimeyi diizenleyicilerin siirgiin proliferasyonu iizerinde énemli bir etkisi
oldugunu ifade etmislerdir. 1.0 mg/l BA ile 0.3 mg/l NAA’in ilave edildigi MS ortam
kombinasyonunda kiiltiire ortama alinan tiim eksplantlarda farklilagsma katsayis1 daha yiiksek
bulunmustur. Caligmada en iyi kok gelisimini 0.1 mg/l NAA ile 0.5 mg/l IBA’in eklendigi Y4
MS ortaminin sagladigi belirlenmistir. Bu ortam kombinasyonlarinda elde edilen bitkilerin daha
kuvvetli oldugu belirtilmistir. BA ve NAA birlikte kullamildig: kiiltiirlerde aylik iiretim
katsayisinin  2.67°den 5.8’¢ yiikseldigini vurgulanmistir. Arastirmacilar, NAA + IBA
kombinasyonunun kok gelisimini artirdigini gézlemlemislerdir. MS + 4 mg/l BA + 0.2 mg/I
NAA besiyerinde bulunan biitiin eksplantlarda farklilasma daha olumlu bulunmustur. 0.4 mg/I
IBA ilaeve edilen yar1 kuvvetteki MS ortaminda kok gelisiminin en iyi oldugunu rapor

etmislerdir.

Kordi vd. (2013) K. blossfeldiana tiiriinde siirgiin ucu eksplantlarin1 kullanarak biiylime
diizenleyicilerin siirgiin rejenerasyonu ve siirgiinlerin koklendirilmesi iizerindeki etkilerini
incelemistir. Calismada yiizeysel sterilisasyon igin eksplantlar 6nce %15°lik sodyum
hipokloritte 15 dakika sonra %70’lik etanolde 5 dakika bekletilmistir. Dezenfeksiyon asamasi
tamamlanan eksplantlar 0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l BA ile NAA iceren ve pH’s1 5.7-5.8 e ayarlanan
MS besiyerine dikilmistir. Ornekler 25 + 2 ° C'de, %75-80 nemde, 50umol / m2 / s 151k
yogunlugunda giinde 14 saat inkiibe edilmistir. Fide uzunlugu, siirglin sayisi, kok sayis1 ve
koklerin uzunlugu kiltiire alindiktan 45 giin sonra ol¢lilmiistiir. En basarili sonuglar MS + 1.0
mg/L BA + 1.0 mg /L NAA besin ortami1 bilesiminden elde edilmis, en uzun bitki boyu 6.22
cm, kok sayis1 9.34 ve kok uzunlugu 10.36. cm olarak dl¢lilmiistiir. En fazla siirgiin sayis1 (5.39)
ise MS + 1.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA besiyerinde meydana gelmistir. Doku kiiltiirii

caligmalarinda elde edilen bitkilerin %85°1 dis kosullara adapte olmustur.

Iranli arastirmaci Kaviani vd. (2014), apikal meristem iceren siirgiin ucu eksplantlarimi
kullanarak benzer bir ¢alisma yapmistir. Calismada farkli biiyiime diizenleyicilerinin ve
konsantrasyonlarmin K. blossfeldiana cv. White ¢esidinin mikrogogaltimi tizerindeki etkileri
arastirilmistir. Serada yetistirilen bitkilerin stirgiin ucu kisimlarindan hazirlanan eksplantlardan
NAA ve BA hormonlarinin 0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l dozlar1 kullanilarak siirgiin proliferasyonu
ve koklenme elde edilmeye ¢alisilmigtir. Eksplantlar, % 20’lik NaOCl ile 20 dakika ve daha
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sonra 3 dakika boyunca % 70’lik etanol ile yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Besiyerin pH's1 5.7
veya 5.8'e sabitlenmistir. In vitro kosullarda denemeye alian drnekler, 5 hafta siireyle 26+1°C
sicaklikta, %75-80 nemde ve glinde 16 saat 50 pmol / m2 / s aydinlanma siddetinde inkiibe
edilmistir. MS + 1.0 mg/L BA + 1.0 mg/L NAA ortamindan en yiiksek degerler (bitki boyu
7.012 cm, bogum sayis1 4.516, kok sayis1 8.86 adet ve kok uzunlugu 10.16 cm), biiylimeyi
diizenleyici madde icermeyen besin ortamlarinda ise en diisiik degerler (bitki boyu 1.988 cm,
bogum sayist 1.283, yaprak sayis1 2.015, kok sayist 2.72, kok uzunlugu 3.016 cm, siirgiin
miktar1 1.221 adet, ve proliferasyon indeksi 0.405) elde edilmistir. MS + 1.0 mg/l BA + 0.5
mg/l NAA ortaminda ise siirgiin sayis1 5.886 adet, yaprak sayis1 8.98 adet proliferasyon indeksi
de 1.791 olarak hesaplanmistir. Esit miktarda kum, torf ve perlit iceren bir ortamda,

mikrogogaltilmis fidelerin yaklasik %85'i basariyla dis kosullara alistirilmistir.

K. blossfeldiana’nin mikrogogaltiminda siirgiin ucu kiiltiiriniin yanisira node ve internode gibi

govde kisimlarmindan yararlanilan bir¢ok bilimsel bulunmaktadir.

Deng vd. (2005), K. blossfeldiana’nin internode kisimlarini kullanarak siirgiin proliferasyonu
elde etmeyi amaglamistir. Arastiricilar yaptiklart denemelerde MS + 0.5 mg/l BA + 0.1 mg/I
NAA ortam kombinasyonunda kiiltiire alinan 6rneklerin tamaminda gelisme kaydedildigini ve
en bagarili baglangic ortami olarak belirlediklerini, BA, NAA ve GA3 kombinasyonlarini ise
stirglin ¢gogaltma ortami1 olarak daha basarili bulduklarini ifade etmislerdir. Caligmada MS + 2.0
mg/l BA + 0.2 mg/l NAA + 0.1 mg/l GAs oksin-giberellin kombinasyonunda 9.3 kat
proliferasyon elde edilmis, MS + 2.0 mg/l BA + 0.1 mg/l GAs + 2.0 g/ aktif komiir bilesimine
sahip yar1 kat1 ortam siirgiin ¢ogaltma ve koklenme iizerine kati ortama gore daha etkili
bulunmustur. Ortalama siirgiin sayisi1 eksplant basina ortalama 5.5’in iizerinde meydana gelmis,
tim siirgiinler basarili bir sekilde koklendirilerek dis kosullara aktarilan bitkiciklerde %100

basar1 oranina ulasilmstir.

Luo vd. (2009), K. blossfeldiana'nin hizli gogaltilminda bogum eksplantlarini kullanan bir diger
arastiricidir. Calismada HgClz konsantrasyonunun ve stiresinin; kontaminasyon oranina etkisi
ile bitki hormonlarinin ¢ogaltma katsayisi ve ¢igeklenme iizerine etkisi incelenmistir. Herhangi
bir dezenfektanin kullanilmadigi 6rneklerde yliksek oranda enfeksiyon (%77.8) meydana
gelirken, 8 dakika siire ile HgCl> ile muamele edilen 6rneklerde en diisiik kontaminasyon orant
(%20) elde edilmistir. Denemelerde en uygun besiyeri bilesimleri, siirgiin cogaltimi i¢cin MS +

0.30 mg/L 1AA + 2.1 mg/L BA + 0.6 mg/L GAg, cigeklenme igin MS + 2.5 mg/L NAA olarak
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belirlenmistir. Arastirmacilar, GAs'lin tek basina ¢i¢ceklenmeyi uyarmadigini, bunun yaninda

NAA ile kullanildiginda ¢igceklenmede 15 giin erkencilik sagladigini bildirmislerdir.

Filipinli biliminsanlar1 Nieves vd. (2016) K. blossfeldiana “White’¢esidinde bogum
eksplantlarindan basarili bir stirglin gelisimi elde ettiklerini rapor etmislerdir. Arastirmacilar
paclobutrazol igeren veya icermeyen farkli miktarlarda TDZ bulunan besin ortamlarinda 7-11
glin sonra yeni siirgiinlerin olustugunu gézlemlemislerdir. 10 uM TDZ igeren ortamlarda 12
hafta sonra en yiiksek miktada siirgiin (25 siirgiin) sayisina ulastiklarini, paclobutrazolun siirgiin
olusumu, yaprak sayist ve genisligi, govde capi, bogumarasi ve silirgiin uzunlugunu 6nemli
oranda azalttigini, TDZ ile birlikte kullanildiginda ise siirgiin rejenerasyonunu énemli oranda
baskiladigini bildirmislerdir. Caligmada kiiltiir kaplar igerisindeki etilen miktarinin 0.015-
0.039 ppm arasinda degistigi ancak bu durumun mikrocogaltimda olumsuz bir etki yaratmadigi

rapor edilmistir.

K. blossfeldiana’da in vitro bitki rejenerasyonu iizerine ¢alisan Huang vd. (2004) bu amagla
yaprakli ve yapraksiz olarak hazirladiklart govde ekplantlarini kullanmiglardir. Arastiricilar
dikimi izleyen ilk 7-8. giinde yan tomurcuklarmn siirgiin olusturdugunu, MS + 1.0 mg/l BA +
0.5 mg/l NAA ortam bilesimini bu amaca hizmet eden en uygun kombinasyon olarak
belirlemisledir. Yaprak ihtiva etmeyen eksplantlarda daha yiiksek oranda siirgiin olusumu
meydana gelmistir. /2 MS + 1 mg/l BA adventif siirglin olusumunda, ¥4 MS ise kéklenmede en

eygun ortam olarak aciklanmaistir.

Bogum aralar1 K. blossfeldiana’da mikrogogaltim ¢alismalarinda kullanilan bir diger goévde
kismidir. Xinzheng vd. (2006) K. Blossfeldiana’da en uygun hizli ¢ogaltim prosediiriinii
olusturmak amaciyla beyaz renkli giceklere sahip bir Kalanhoe gesidinin bogumaralarini
eksplant olarak kullanmistir. Arastirmada tomurcuk proliferasyonu i¢in MS +2 mg/L BA + 0.1
mg/L IBA + 2 mg/L GAz + 40 g/l seker, koklendirme i¢in MS + 0.4 mg/l IBA + 0.1 mg/l BA
+ 1.5 mg/L GAz + 40g/l seker kombinasyonu en basarili ortam olarak belirlenmis, dis kosullara

adaptasyonda %99 basar1 oranina ulasildigi rapor edilmistir.

Kalanchoe blossfeldiana tiiriiniin mikrogogaltiminda bogumarasi eksplantlarini kullanan diger
bir arastirici ise Sanikhani vd. (2006)’dir. Arastiricilar Cora, Molly, Debbie, Gold strike, Celine,

African Yellow, Purple Jaqueline ¢esitlerinin bogumarasi eksplantlarini yiizey sterilizasyonu

icin 9 dakika %?2’lik NaOCI ile muamele ettikten sonra NAA (0 ve 0.57 M) ve TDZ (0, 0.45,
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4.5,22.5ve 67.5 uM)’in degisik dozlarini ihtiva eden MS besiyerinde kiiltiire almistir. Kiiltiirler
8 hafta siiresince 25+1 °C sicaklik, 16/8 fotoperyodik diizene sahip 55 pumol m2s-1 151k
siddetinde gelismeye birakilmigtir. Artan TDZ miktari ile birlikte eksplant basina diisen siirgiin
sayist ve siirglin olusum frekansinin arttigi, en uygun TDZ dozunun c¢eside gore degistigi,
Purple Jaqueline c¢esidinin en iyi performansi gosterdigi, bu c¢esitte 0.45 puM TDZ
uygulamasinin yaklasik 10 adet siirgiin verdigini, bazi ¢esitlerde ise hormon icermeyen

ortamlarda da siirgiin olusumu meydana geldigi aragtirma bulgular1 olarak agiklanmistir.

2.2.Yaprak Kisimlar1 Kullanilarak Yapilan Mikrogogaltim Cahismalari

Siirekli doku hiicrelerinden bazilar1 bitki biiylime diizenleyicilerin etkisi altinda tekrar
boliinebilme kabiliyetine ulasarak sekonder meristemlere donisiirler. Bu 6zellige sahip olan
parankimatik dokular in vitro mikrogogaltimda baslangi¢ materyali olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. K. blossfeldiana tiiriinde de, in vitro mikrogogaltma ¢alismalarinda, petiyol
ve laminadan hazirlanan eksplantlar baslangi¢ materyali olarak kullanilarak adventif siirgiin

olusumu saglanmaya caligilmistir.

Kalanchoe blossfeldiana’da yaprak kisimlari kullanilarak yapilan ilk mikrogogaltim
calismasin1 Hollanda kokenli Varga vd. (1988) yapmistir. Arastirmacilar, epigenetik
varyasyonun siis bitkilerinin eseysiz ¢ogaltiminda ana problem olduguna vurgu yaparak bitki
hormonlarinin epigenetik varyasyona etkisini belirlemek amaciyla farkli oksin ve sitokininlerin
ilave edildigi besiyerlerine “Yucatan" ¢esidi Kalanchoe bitkilerinin yaprak eksplantlarini
dikmisglerdir. Calismada, 2,4-D kullanimimin siirgiin dokularinda bozulmaya neden oldugu
tespit edilmistir. IAA ve Zeatin bulunan besiyerlerinde gelismeye alinan dokularda ise kallus
olusumunun en hizli oldugu ve siirgiinlerin de iyi bir gelisme gosterdigi gozlemlenmistir. En
uygun dozun iki hormon i¢in de 1 uM oldugu belirlenmistir. Epigenetik varyasyonun bitki
hormonlarinin uygulama siiresi ile ilgili oldugu ve uygulama siliresinin 3 haftaya
disiiriilmesinin epigenetik varyasyonu azaltti§i bulgusu arastirmanin amaca uygun en garpici

sonucu olarak kaydedilmistir.

Yuliang vd. (2004), K. blossfeldiana’da yiiksek siirgiin olusum oranlarina ulasabilmek i¢in
yaprak disk Kkiiltiirinii kullanmistir. %86.6 oraninda kallusun ve % 83.3 oraninda siirgiin
olusturan 2.5 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA ortamini en basarili ortam olarak niteleyen

arastiricilar, bu oranlarin yaprak disk yiizeylerinin besiyeri ile temasinin artisi ile arttigini ifade
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etmislerdir. Calismada yaprak disklerinin kiiltiire alindig1 Sirada ortam igerisine 4 mg/L AgNOs
eklenmesinin yeni siirgiin olusumuna pozitif etkide bulundugu ve kallus olusumundan sonraki
donemde de siirgiin olusum katsayisini 6nemli Ol¢iide artirdigi raporlanmistir. Adventif
stirgtinler in vitro kosularda kolay bir sekilde koklendirilerek dis kosullarda biiyiime ve

gelismelerine saglikl bir sekilde devam ettigi bildirilmistir.

K. blossfeldiana bitkisinde eksplant kaynagi olarak yapraklarin kullanildig: bir diger ¢alisma
“Rako” ¢esidinde Zhang ve Guo (2005) tarafindan yapilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda, besin
ortaminda bulunan hormon igerigi ve miktarlarinin yaprak rejenerasyonunu etkiledigi
saptanmistir. Kiiltiire alinan yaprak eksplanlarinin alt epidermis hiicreleri, list epidermis
hiicrelerine oranla daha kolay rejenere oldugu gozlemlenmistir. Geng yapraklarda %70
oraninda rejenerasyon saglanmis, meydan gelen siirglinler %95 oraninda koklendirilmis ve yine

ayni oranda dig ortama aligtirilmastur.

Linjian vd. (2006) tarafindan yapilan mikrogogaltim c¢aligmasinda pembe ¢igekli K.
blossfeldiana cesidinin yapraklart kullanilmis ve rejenerasyon basarisi ilizerine farkl kiiltiir
sartlarin (besiyeri, karanlik periyot ve bitki biiylimeyi diizenleyiciler) etkisi arastirilmigtir.
Aragtirmada siirgiin rejenerasyon orani bakimindan en yiiksek deger (5.2) MS + 2.0 mg/L BA
+ 0.5 mg/L NAA ortamindan elde edilmis, 2 hafta karanlik devre uygulamasi ile bu oranin artig
gosterdigi (5.47), MS + 1.0 mg/L IBA igeren ortamda ise siirgiinlerin basariyla koklendigi not

edilmistir.

Yaprak dokularin1 kullanarak siirgiin rejenerasyonu elde etmeye calisan Tang (2007), K.
blossfeldiana tiiriinde optimum siirgiin ¢cogaltma ortami olarak MS + 2.0 mg/L BA + 0.3 mg/L

NAA kompozisyonunu belirledigini agiklamistir.

Chen vd. (2007), K. blossfeldiana tiiriiniin in vitro ¢ogaltim i¢in baslangi¢ materyali olarak geng
yapraklarini kullanmigtir. MS ortamina ilave ettikleri NAA ve BA hormonlarini kullanarak 4
ayri ortam olusturmus ve bu ortamlarin rejenerasyon ile koklenmeye olan etkilerini
incelemistir. MS + 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA kompozisyonu adventif siirgiin rejenerasyon
ortami olarak, /2 MS + 0.5 mg/L NAA bilesimi ise koklendirme ortami olarak en iyi sonuglari

vermistir. Cogaltim katsayisinin 10’u buldugu aragtirmada koklenme ve dis kosullara
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alistirmada basar1 oran1 %95 olarak tespit edilmis, ¢ogaltma siiresinin ise geleneksel yontemlere

gore daha kisa oldugu bildirilmistir.

Penghui ve Xingze (2010), yaprak eksplantlarim kullanarak K.blossfeldiana'nin ticari dlgekte
iretimine 1s1k tutmayr amaglamistir. Yaprak eksplantlarimi civa klorliriin - %0.1°lik
konsantrasyonunda 4 dakika bekleterek yaptig1 yiizeysel sterilizasyon sonucunda enfeksiyon
oraninin %12.5, doku 6liim oraninin ise %2.5 ile sinirl oldugunu bildiren arastiricilar MS + 1.0
mg/L BA + 0.1-0.3 mg/L NAA ortam bilesiminde %95.8 oraninda kallusun meydana geldigini,
2 MS + 1.0 mg/L BA+0.1 mg/L NAA ortam bilesiminde ise en yiiksek ¢ogaltma katsayisinin
(12.2) elde edildigini saptamislardir. Dis kosullara alistirmadaki basar1 oran1 ise %99 olarak

hesaplanmastir.

Ispanyol arastiricilar Castelblanque vd. (2010), K. blossfeldiana'nin protoplast kiiltiirii ile
cogaltimini arastiran ilk biliminsanlari olarak literatiirdeki yerini almistir. Aseptik kosullarda
gelistirilen Kalanchoe yapraklarinin mezofil hiicrelerinden protoplast elde etmisler, bu amagla
hiicre duvart yikimmi %0.4 Cellulase Onozuka R-10 ve % 0.2 Driselase ile
gerceklestirmislerdir. Hiicre duvarmin yikilmasr ile elde edilen protoplastlar, mililitrede 1 x 10°
yogunlugunda 320 mM mannitol, 130 mM siikroz, 2.3 uM 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-
D), 5.4 uM' naftalenasetik asit (NAA) ve 2.2 uM 6-benzilamin (BA) igeren likit bir ortamda
gelismeye alinarak karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerde 4. glinde hiicre duvari
rejenerasyonu, 5 - 7 giin sonra da hiicre béliinmesi baglamistir. icerisinde 5.4 pM NAA ve 8.9
uM BA bulunan likit ortamlarda kiiltiire alinan protoplastlarda kallus olusumu meydana gelmis,
fotoperyodik diizende gelismeye birakildiklarinda ise adventif gozler olusmustur. Adventif
gozlerden gelisen siirglinler 0.6 uM IAA igeren kat1 ortamlarda koklendirilerek yiiksek oranda
dis kosullara adaptasyonu saglanmistir. 1 X 10° yogunlugundaki protoplast kiiltiirlerinden 6.4

adet bitki elde edilmis, tiretim dongiisii 4 ayda tamamlanmustir.

K. blossfeldiana tiirlinde yaprak kisimlar1 kullanilarak yapilan mikrogogaltim c¢aligmalarinda
genellikle yaprak ayasi (lamina) iizerinde yogunlasildigi goriilmiistiir. Peng vd. (2008) ise,
yaprak saplarindan rejenerasyon iizerine caligmistir. Bu amagla turuncu renkli bir K.
blossfeldiana ¢esidinde yaptigi denemelerde gelisme donemine gore uygun besin ortami
kompozisyonlarini belirlemistir. Buna gore kiiltiir baglangici i¢in MS + 0.5 mg/L BA + 2 mg/L
NAA ortaminin, siirgiin olusturma ortami olarak MS + BA 0.5 mg/L + 0.4 mg/L NAA

kombinasyonun ve elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in de /2 MS + 0.2 mg/ L IBA ortam
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bilesiminin en iyi sonuglart verdigini bildirmistir. In vitro bitkilerin dis kosullara

alistirillmasindaki bagar1 oraninin ise %98 oldugunu rapor etmislerdir.

Lin vd. (2005), kirmiz1 renkli petallere sahip bir K. blossfeldiana ¢esidinde hem meristematik
(govde) hem de parankimatik dokulardan (yaprak) siirgiin rejenerasyonunu arastirmistir.
Arastiricilar her iki doku tiirlinde de direkt organogenesis meydana geldigini bunun i¢in MS +
0.25 mg/L NAA + 1.0 mg/L BA + 2.0 mg/L GA3 besin ortami-bitki hormonu bilesiminin en
etkili ortam oldugunu, MS + 0.25 mg/L NAA ortaminin ise siirgiin koklendirmede maksimum

degerleri verdigini bildirmistir.

K. blossfeldiana tiirinde hem meristematik hem de parankimatik dokulardan hizli ¢ogaltim
calismalar1 yapan bir diger arastirict da Liu. (2010)’dur. Arastiricilar meristematik doku olarak
bogumarast ekplantlarin1 parankimatik doku olarakta gen¢ yaprak ayalarimi kullanmistir.
Arastirmada siirglin rejenerasyon oraninin %95, ¢ogaltma katsayisinin ise 20 olarak tespit
edildigi MS + 0.5 mg/l BA + 0.1 mg/l NAA + 0.1 mg/l GA3 ortam kombinasyonunu en basarili
ortam olarak nitelendirilmistir. Koklenme prosediiriinde siinger kullanan aragticilar %95
oraninda koklenme basarisi elde ettiklerini, dis kosullara alistirmadaki basari oranlarinin ise

%100 oldugunu bildirmislerdir.

2.3.Cicek Kisimlar1 Kullanilarak Yapilan Mikrocogaltim Calismalar:

Cigekler tohumlu bitkilerin iireme organi olmakla birlikte siis bitkilerine dekoratif 6zellik
kazandiran ve bunlarin doku kiiltiri ile ¢ogaltiminda materyal olarak kullanilan bitki
organlaridir. Avrupada en fazla ticareti yapilan i¢ mekan siis bitkilerinden biri olan K.
blossfeldiana’nin mikrogogaltiminda da ¢igekler eksplant kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Cheng (2010), iilkemizde Kalandiva olarak isimlendirilen ¢ok katli petallere sahip bir K.
blossfeldiana ¢esidinde yaptigi mikrogogaltim c¢alismasinda ¢i¢ek saplarindan (pedunkul)
hazirladig1 eksplantlar1 4 degisik IAA + BA konsantrasyonlarini iceren MS besiyerinde kiiltiire
almig, farklilagsma icin MS + 2.5 mg/L BA ve 0.5 mg/L IAA ortamini 6nermistir.

Kalanchoe blossfeldiana’daki mikrogogaltim ¢alismalarinda genellikle siirgiin rejenerasyonu

elde etmek i¢in farkli eksplantlar, ¢esitli biiyiime diizenleyiciler ve bunlarin kullanilan doz

miktarlarmin kiiltiir sartlarinin etkisinin arastirildigi goriilmektedir. Arastirmalarda, eksplant
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olarak govde, yaprak (petiyol ve lamina) ve c¢icek bolimlerinin kullanildigi, yiizey
sterilizasyonu i¢in ise NaOCI veya HgCI2 kullanildig1 belirtilmektedir.

K. blossfeldiana Poelln. tiirtinde yapilan doku kiiltiirii ¢alismalari iilkemizde ilk olarak Glimiis
ve Ellialtioglu (2018) tarafindan 54 kaynak incelenerek derlenmistir. Arastiricilar derlemesinde
tiire ait doku kiiltiirii ¢aligmalarini mikrogogaltim, somatik embriyogenezis, ¢igeklenme ve 1slah
caligmalar1 olarak gruplandirmislardir. Yaptiklari literatiir incelemelerinde genellikle farkli
eksplant tipleri ile birlikte bitki bitylime diizenleyicilerin kiiltiir sartlarindaki etkisinin arastirma
konusu olarak segildigini ifade etmislerdir. Arastiricilar mikrogogaltim ¢aligmalarinda, siirgiin
proliferasyonu i¢in besiyerlerinde BA, NAA ve TDZ hormonlarmin kullanildigini, ekspant
basina diisen siirgilin sayisinin 5-25 adet arasinda degistigini, siirgiinlerin koklendirme ve dis
kosullara alistirmada basari oranlarinin %95-100 oldugunu, in vitro ¢ogaltmada optimum kiiltiir
kosullarini ise 25-26 °C sicaklik, 14-16 saat 1s1klanma siiresi, 40-50 pmol/m?/s 151k yogunlugu
ve % 75-80 hava nispi nemi olarak agiklamistir. Bitkide ¢igeklenme ¢ogunlukla kisa giinde 20
°C sicaklikta, 40 umol /m?/s 151k siddetinde meydana geldigi belirtilmistir.

Bu tez calismasinda Kalanchoe blossfeldiana tiiriine ait bitkilerin yapraklarindan hazirlanan
eksplantlar1 kullanarak adventif siirgiin rejenerasyonu elde etme, in vitro adventif siirgiinlerde
piskinlestirme, siirgiinleri koklendirme ve in vitro bitkicikleri dis kosullara alistirma

asamalarinin tamamlanarak bir mikrocogaltim prosediiriiniin olusturulmasi amaglanmistir.

17



3.MATERYAL VE YONTEM

Aragtirma 2018-2019 yillarinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii’nde gerceklestirilmistir. Bitkisel materyalin temin edilmesi amaciyla Ankara igerisinde
K. blossfeldiana satan fidanliklar ziyaret edilmis ve bitkiler bu fidanliklardan temin edilmistir.
K. blossfeldiana cesitlerinde in vitro kosullarda mikrogogaltim yoluyla farkli besin ortami
bilesimlerinin etkileri arastirilmis, kiiltiire alinmasi ve bitkiye doniistiiriilmesi agamalarinin
tiimii ve elde edilen bitkiciklerin dis kosullara alistirma ¢alismalari, Ankara Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiiri Laboratuvari’nda yiiriitilmiistiir.

3.1 Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Kalanchoe blossfeldiana kullanilmigtir. Aragtirmada yer
alan denemelerde, yasama, gelisme ve bitkiye doniisme yetenekleri tizerinde farkli kiiltiir
ortami kombinasyonlarinin ve biiylime diizenleyicilerin etkisini belirlemek amacglanmistir.
Katmerli yapida olan pembe ¢igekli bir kalanso ¢esidi kullanilmistir. Sekil 3.1°de calismada
kullanilan pembe (fusya) cicek rengine sahip K. blossfeldiana bitkilerine ait goriintiilere yer

verilmistir.

Sekil 3.1: Pembe renkli ¢igeklere sahip K. blossfeldiana ¢esidine ait bitkilerin gériintimii
(Fotograf: Fatma Nur Altindag Celik, 2019).
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3.2 Yontem
3.2.1 Bitkilerin Temin Edilmesi

Calismanin yiiriitiildigi yillar igerisinde bitkisel materyal olarak kullanilan kalanso bitkileri,
saksilar iginde fidanliklardan temin edilmis olup kiiltiire alinana dek ortalama sicakligi 25 °C’de
kaloriferle 1sitilan laboratuvarda, cam kenarinda havadar bir ortamda muhafaza edilerek
gelisimlerine burada devam ettirilmistir. Calismada kullanilacak olan bitkisel materyallerin

saglik durumunun iyi ve hastalik barindirmamasi gerekmektedir.

Yapilan birka¢ 6n deneme sonucunda dikimi yapilan petrilerde bir siire sonra ana materyal
kaynakli fungus olusumu goézlemlenmistir. Bu sebeple temin edilen bitkilerin bakteri ve

fungustan ari, giiglii gelisen bitkiler olmasina 6zen gosterilmistir.

3.2.2 In-vitro Kiiltiirde Kullanilan Genel Yontemler

Doku kiiltiiri uygulamalarinin  tiimii  steril kosullar altinda yapilmis, caligmanin ana
materyallerinden olan laminar akisli ve HEPA filtreli steril kabin kullanilmistir. Steril kabinler
numune ve g¢aligma materyallerinin hava kaynakli toz, partikiil ve mikroorganizmalardan
korunmasin ve ileri diizeyde temiz ortam saglamaktadir. Denemelerde kullanilan tiim cam ve
metal malzemelerin sterilizasyonu i¢in otoklav makinesinde 1.2 atmosfer basing altinda, 121

°C sicaklikta 20 dakika siireyle sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.

Kullanilacak bistiiri bigagi ve pensler 6nceden otoklavda steril edilmis ve dikim iglemi sirasinda
da %96’lik etil alkole batirilip alevden gegirme suretiyle (ispirto ocagi) veya sterilizator
yardimiyla steril kosullarin stirekliligi saglanmistir. Her uygulamada kabin igerisine girmeden
once eller yikanip daha sonra %70’lik alkolle steril edilmistir. Sekil 3.2°de kabin iginde

materyal sterilizasyonunu saglayan ispirto ocagi ve sterilizatér goriinlimleri verilmistir.
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Sekil 3.2: Kabin i¢inde materyal sterilizasyonunu saglayan ispirto ocag1 ve sterilizator.

3.2.2.1 Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

Arastirmacilar, epigenetik varyasyonun tiir igerisinde veya gen alellerinde gdzlemlenen
farkliliklarin, siis bitkilerinin eseysiz liremesindeki ana problem oldugunu fark ederek biiyiime
diizenleyicilerin etkisini belirlemek i¢in farkli oksin ve sitokinin igeren besin ortamlarinda
kiiltiir galigmalar1 yapmislardir. Yapilan denemelerde MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel
besin ortami1 kullanilmis olup siirgilinlerin olusumunu, kok gelisimini tesvik etmek ve biiylime
diizenleyici hormonlarin etkisini belirlemek icin farkli kombinasyonlarda TDZ, BAP, NAA,
IBA, GA3z hormonlar1 kullanilmistir. Calisma siiresince temel besin ortami olarak kullanilan
MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda bulunan makro elementler, mikro elementler,

vitaminler, vb. temel elementleri ve miktarlar1 Tablo 3.1°de belirtilmistir.
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Tablo 3.1: MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel elementleri ve miktarlari

Makro Elementler
Kimyasal Ad1 Formiilii Kullanilan Miktar (mg/l)
Ammonium nitrate NHsNO3 1650
Potassium phosphate KH2PO4 170
Magnesium sulfate heptahydrate MgSQ4.7H20 370
Potasyum nitrat KNOs3 1900
Calcium chloride CaCl2.H20 440
Mikro Elementler
Kimyasal Ad1 Formiili Kullanilan Miktar (mg/1)
Manganese sulfate monohydrate MnSO4.H20 15.6
Borik Asit H3BOs 6.2
Bakar (II) siilfat pentahidrat CuS04.5H,0 0.025
Cinko siilfat heptahidrat ZnS04.7H20 8.6
Cobalt (1) chloride hexahydrate CoCl,.6H20 0.025
Potassium iodide KI 0.83
Sodium molybdate dihydrate Na:Mo004.2H20 0.25
Vitaminler
Kimyasal Ad1 Formiilii Kullanilan Miktar (mg/1)
Nicotinic Asit CsHsNO2 0.5
Thiamine (Vitamin B1) C12H17N4OS+ 0.1
Pyridoxine (Vitamin B6) CsH11NO3 0.5
Gylicine C2oHsNO- 2
Myo-inositol CeH1206 100
Demir - Selat
Kimyasal Ad1 Formiilii Kullanilan Miktar (mg/1)
Demir(II) Siilfat Heptahidrat FeS0O4.7H,0 27.8
Disodium salt dihydrate Na;EDTA 37.3

Besin ortamlariin hazirlanmasinda kullanilan %100 saf kimyasal maddelerin 6nce stok

¢ozeltileri hazirlanmistir. Organik maddelerin x100°lik stok ¢ozeltileri -20 °C’de derin
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dondurucuda, inorganik tuzlarin x10’luk stok c¢ozeltileri ise +4 °C’de buzdolabinda

saklanmistir.

Dikim yapilmasindan 6nce stok c¢ozeltilerden gerekli miktarlarda alinip karistirilmis ve
sulandirilarak esas besin ortami hazirlanmistir. Ortamlarin pH’s1, agar ve seker katilmasindan
once mikrocogaltimda olumlu sonuglar verdigi bildirilen, ortamlardaki deger, HCI
(hidroklorikasit) ya da 1IN NaOH (sodyum hidroksit) kullanilarak 5.7 olacak sekilde
ayarlanmistir. Besin ortamlarinin yari kati yapida olmalarini saglamak amaciyla da agar 7 g/L
olarak ilave edilmistir. Dikim ortamindaki seker miktar1 30 g/l olarak sabit tutulurken biiyiime
diizenleyicilerin kullanim dozlar1 degisik kombinasyonlar belirlenerek hazirlanmistir. Mineral
madde, vitamin, amino asit ve biiylime diizenleyici (TDZ, NAA, BAP) karisimlar
tamamlanarak elektromanyetik karigtirict yardimiyla karigtirilarak igerisindeki maddelerin
erimeleri ve ortama esit olarak dagilmalari saglanmig, pH’s1 ayarlanan ortamlar otoklav sisesine
konularak otoklava yerlestirilmistir. Gautheret (1959) ve Street (1973)’e uyularak otoklavda
sterilizasyon islemi 121 °C’de 20 dakika siireyle gergeklestirilmistir. Sekil 3.3’de besin ortami1

hazirlig1 ve kabin igerisinde dikime hazir halde bulunan petri kaplar1 goriiniimleri verilmistir.

Sekil 3.3: Besin ortami hazirlig1 ve kabin igerisinde dikime hazir halde bulunan petri kaplari
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Kiiltiire alma isleminde kullanilan 8 santimetre ¢apindaki cam petri kaplari besin ortamlarindan
once otoklavda 121 °C’de 20 dakika siireyle tutularak sterilize edilmis ve izolasyon kabininde
sogumaya birakilmistir. Besin ortamlari, otoklavdan ¢ikarildiktan sonra steril kabin igerisinde
ve aseptik kosullarda her bir petri kabina yaklasik 10-12 mL diisecek sekilde doldurulmustur.
Ortamlar petri kaplan icerisinde 30-40 dakika kadar bekletildiginde agarin etkisi ile jel

kivamina ulasmis ve dikime hazir hale gelmistir.

Mikrogogaltimi yapilan bitkiciklerin gelistirilmesi i¢in alinan alt kiiltlir ortamlarinda ise GAs
hormonu kullanilmistir. Karisimlar1 tamamlanip pH’s1 5.7’ye ayarlanan, seker ve agari
katildiktan sonra otoklava atilan ortamlar; 8.5 x 10 cm boyutlarindaki cam kavanozlara
ortalama yirmigser ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Alt kiiltiire alinan bitkiciklerin koklenmesi
icin ise IBA hormonu kullanilmis olup hazirlanan ortamlar, 2,5 x 13 cm boyutlarindaki cam
tiiplere ortalama 10’ar mililitre olacak sekilde doldurulmus ve tiiplerin agzi1 cam kapak ile

kapatilmigtir.

3.2.2.2 Eksplantlarin Hazirlanmasi, Sterilizasyonu ve Dikimi

Mikrogogaltim i¢in bitkilerden alinan yapraklar dnce akan suyun altinda yikanmis daha sonra
birka¢ damla Tween 20 eklenmis %20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi i¢inde 15 dakika siireyle
bekletilerek yilizeysel sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Magenta kutulari i¢ine konulan
yapraklar steril olma siiresi boyunca kabin igerisinde belli araliklarla ¢alkalanarak sodyum
hipokloritin tiim yiizeyle temas etmesi saglanmustir. Ug kez beser dakika siireyle daha dnceden
otoklavlanmis sogutulmus steril saf su ile durulanarak, steril kurutma kagitlar1 tizerinde sularin
stizilmesi saglanmistir. Sekil 3.4’te akan suyun altinda yikanan yapraklar, Sekil 3.5’da kabin

icerisinde yapilan yiizey sterilizasyonu islemi goriiniimii verilmistir.
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Sekil 3.4: Akan suyun altinda yikanan yapraklar

Sekil 3.5: Kabin igerisinde yapilan yiizey sterilizasyonu iglemi

Steril olan yapraklarimn {izerlerinde su damlasi kalmamasina 6zen gosterilerek yaprak kenarlari
pens ve bistliri yardimiyla kesilmis, ortada kalan yaprak kismi yaklasik 1 cm’lik pargalar olacak
sekilde kesilmistir. Kesme sirasinda yaprak dokusunun zedelenmemesine 6zen gosterilmistir.
Kesilen eksplantlar bekletilmeden pens yardimiyla besin ortami iizerine, ortama batirilmaksizin
hafifce temas edecek bicimde yerlestirilmistir. Sekil 3.6’te besin ortamina yerlestirilmis

eksplantlar goriilmektedir.
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Sekil 3.6: Besi ortamina yerlestirilmis explantlar

Her petri kabima 5 ila 7 arasinda eksplant dikimi yapilmigtir. Dikim islemi tamamlanan petri
kaplarinin kenarlar1 dig ortamla iliskinin kesilmesi amaciyla stre¢ film ile kapatilmis ve
iizerlerine uygulama bilgileri yazilmistir. Dikim aletleri ¢alisma esnasinda sik sik 6nce %96’ lik
etil alkole batirilip hemen ardindan aleve veya sterilizatore tutularak sterilize edilmislerdir.

Kabin i¢i ve uygulama yapilan alan sik sik, hazirlanmis %70’lik alkolle silinip steril edilmistir.
3.2.2.3 Kiiltiir Kosullar

Dikim iglemi tamamlanan petri kaplarinin timii, sicakligi 25 + 2 °C’de kontrol edilen iklim
odasindaki karanlik raflara yerlestirilmis ve gelismeye birakilmiglardir. Petriler burada 30-45

giin boyunca kallus ve siirgiin olusturmasi beklenmistir. Sekil 3.7’te iklim odasinda bulunan

petriler goriinmektedir.
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Sekil 3.7: Iklim odasinda bulunan petriler

Bazi eksplantlar yara dokulari ve i¢inde bulundugu ortam nedeniyle kesilen kenarlardan sadece
kallus olusturmus fakat bazi petrilerde eksplant kenarlarindan siirglin rejenerasyonu
olusturdugu gdriinmiistiir. Bu siirgilinlerin gelisimi i¢in MS + biiyiime hormonu igeren ortamlara
diger bir deyisle alt kiiltiire alinmiglardir. Kallus ve siirgiin olusumu gozlenen petriler yeniden
laboratuvara getirilmis, kabin igerisinde siirgiinler bistiiri yardimiyla eksplantlardan ayrilarak
kavanozlara dikilmistir. Dikim yapilan kavanozlar iklim odasindaki fotoperiyodik diizeni 16
saat aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan 11kl raflara yerlestirilmislerdir. Floresan
lambalarin 151k kaynagi olarak kullanildig1 odada, kavanozlarin yerlestirildigi seviyedeki 151k

siddeti 2000 Lux degerinde Ol¢lilmiistiir.

Kavanozlarin iginde alt kiiltiire alinmisg, 20-30 giin siireyle kalan siirglin gelisimi devam eden
materyaller, geng¢ bitkicik gdriiniimii almiglardir. Bu materyallerin bir kism1 kabin igerisinde
bogum aralarindan kesilerek in vitro mikro g¢elikleme yapilmis; bir kismi ise daha 6énceden 2.5
x 13 cm boyutlarindaki tiipler i¢inde hazirlanmis 2 MS + 0.5 mg/L IBA koklenme ortamina

koklendirilmek tizere dikilmislerdir.

3.2.2.4 Elde Edilen Bitkiciklerin Dis Kosullara Adaptasyonu

In vitro kosullarda elde edilen bitkilerin dis kosullara alistirilmasi amaciyla, tiiplerde koklenen

geng bitkicikler 6nceden hazirlanan 1:1 oraninda perlit + torf, vermikulit ve fide harci igeren
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kasa veya viyol igerisine dikilmislerdir. Saksilar 2/3’i torf, 1/3’i perlit ile hazirlanan hargla
doldurulmustur. Iklimlendirmeye alman bitkiler ilk olarak saf su ile sulanmis daha sonraki
sulamalarda musluk suyu kullanilmistir. Dikimi yapilan saksilar giindiiz sicakligi 20-25 °C

arasinda degisen iklim odasina yerlestirilmisler ve gelismelerine burada devam ettirilmislerdir.

3.2.2.5 Degerlendirme

Denemelerde kallus olusturma miktar1 ve siirgiin olusum oranlar1 (%) gibi 6zellklere dikkat
edilmistir. Incelemeler kiiltiirlerin 6.hafta ve 8. haftalar1 tamamlandiginda iki kez yapilmistir.
Kallus olusturma miktarlari, kallus ¢apina gore siniflandirilmis, 0.5 cm den kiigiik capa sahip
kalluslar +, ¢ap1 0.5-1.0 cm arasinda olanlar ++ ve 1.0 cm den biiylik ¢apa sahip olanlar ise +++
olarak degerlendirilmistir. Siirgiin olugturma oranlar1 (%), her uygulamada siirgiin olusturan
eksplantlarin toplam eksplant sayisina boliiniip 100 ile carpilmasi ile belirlenmistir. Siirgiin
olusturma oranlari (%), a¢1 degerlerine doniistiiriilerek SPSS 18.0 paket programu ile varyans

analizine tabi tutulmus, farkli gruplarin harflendirilmesinde Duncan testinden yararlanilmistir.

3.2.3 Deneme Gruplarinda Yapilan Farkhh Uygulamalar

Denemelerde in vitro c¢ogaltim oranlar1t {izerine kullanilan temel besin ortami MS esas
alinmistir. Degisken olarak ortamlara farkli konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyicilerden olan
thidiazuron (TDZ), a-naphthalene acetic asit (NAA) ve benzyl aminopurine (BAP) hormonlari
eklenmis bu ortamlar {izerine denemeler yapilmistir. Ortamlardaki seker konsantrasyonu %3

oraninda sakkaroz ve agar miktari ise 7 g/L olarak sabit tutulmustur.

Her denemede bitkilerden alinan yapraklar 6nce akan suyun altinda yikanmis daha sonra
%20’lik ticari sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisi i¢ine birkag damla Tween-20 eklenerek 15
dakika siireyle dezenfekte edilmistir. Ug kez beser dakikalik siirelerle steril saf su ile durulanmis
ve steril kurutma kagitlari lizerinde sularin siiziilmesi saglanmigtir. Yapraklar bistiiri yardimiyla
kesilerek elde edilen eksplantlar ortama dikilmistir. Her bir deneme ortamina 140-150 adet petri

dikimi yapilmistir.
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3.2.3.1 1.Deneme

Calismanin baslangicinda yapilan 6ndenemelerde, hormon ilave edilmeyen besin ortamlarinda
kalanso eksplantlarinda bir miktar sisme ve genisleme olmasina ragmen 60 giin beklendigi
halde higbir organogenesis saglanamadiglr goriilmiistiir. Bu nedenle denemeler, biiyiime
diizenleyici katkilar1 ve bunlarin dozlarmin etkilerini incelemek {izerine kurulmustur.
Calismanin ilk BGD denemesinde MS besin ortamina ek olarak, bitki dokularinda 6zellikle
hiicre boliinmeleri esnasinda ortaya ¢ikan, diger hormonlarin aksine hem bitkilerde hem de
hayvanlarda bulunan organik maddelerden biri olan thidiazuron (TDZ) kullanilmistir.
Hormonun etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda TDZ (0.1 mg/L, 0.2 mg/L,
0.5 mg/L, 1.0 mg/L) ortama ilave edilerek 4 adet besin ortami bilesimi olusturulmustur.
Denemede kalanso yapraklar1 bitki ilizerinden alinmis, yiizeysel sterilizasyon isleminin
ardindan aseptik kosullarda petri kaplarindaki ortamlarin iizerine yerlestirilmistir. Kiiltiire
alinmis eksplantlar, inkiibasyon kosullarinda bekletilerek kiiltiir siiresince kallus olugturma ve

stirglin gelisim parametrelerine ait dlglimler yapilmistir.

3.2.3.2 I1.Deneme

Sitokinin olarak siirgiin olusturma kapasitesi yliksek olan TDZ ile birlikte, bitkilerde gelisim
diizenleyici olarak kullanilan naftalen asetik asit (NAA) hormonunun etkisini incelemek
amaciyla 1. deneme’deki TDZ hormon dozlari igeren besin ortamlarinin her birine 0.1 mg/L ve
0.5 mg/L NAA eklenerek 8 adet kombinasyon olusturulmustur. Bu asamadaki denemede TDZ,
tek basina yeniden kullanilarak toplamda 12 farkli ortam bilesimi birbiriyle karsilastirilmistir.
Yapraklar ayn1 sekilde steril sartlarda izole edilerek ortamlarin iizerine yerlestirilmislerdir.
Inkiibasyon siiresi boyunca gelisim durumlar1 gézlenmistir. TDZ nin tek basina kullanimi veya
NAA biiyliime diizenleyici hormonunun TDZ ile birlikte kullanimimin kalanso eksplantlari

iizerinde kallus olusumu, siirgiin gelisim durumlar1 belirlenmistir.

3.2.3.3 l11.Deneme

Linjian vd. (2006), ¢alismalarinda en yiiksek rejenerasyon oraninin MS + 2 mg/L BAP + 0.5
mg/LL NAA besin ortami kombinasyonunda meydana geldigini agiklamistir. Yapilan bu
denemede Onceki ¢aligmalardan yola ¢ikilarak MS besi ortamina 0.5 mg/L NAA ve 2 mg/L
BAP ilave edilmistir. Karsilagtirma yapilmasi amaciyla BAP sabit tutulup NAA 2 katma (1.0
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mg/L) cikartilarak baska bir ortam daha hazirlanmistir. Daha 6nceki yapilan denemelerde
kullanilan ortamlardan MS + 0.1 mg/LL TDZ ile MS + 0.1 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA igeren

ortamlar tekrarlanarak BAP hormonu ile karsilagtirma denemesi yapilmustir.

Her deneme grubu i¢in esit sayida petri kullanilmaya gayret edilmis, ortamlar {izerine 5 ila 7
arasinda eksplant yerlestirilmistir. Deneme sonuglari, kallus olusumu ve siirgilin rejenerasyon

oranlar1 yoniinden degerlendirilmistir.

3.2.4. Siirgiinlerin gelistirilmesi, koklendirilmesi ve dis kosullara ahstirilmasi

Elde edilen her siirglin veya siirgiin kiimeleri birbirinden ayrilarak, gelisim ve piskinlestirme
amaciyla MS + 0.2 mg/L GAs igeren ortamlara transfer edilmistir. Burada 1 cm uzunluga ulasan
her siirgilin koklendirme agamasina alinabilir bulunmustur. Kéklendirme i¢in 2 MS + 0.5 mg/L
IBA igeren ortam kullanilmistir. Dis kosullara alistirma asamasinda Perlit + torf karisimi (1:1),
Vermikulit ve ticari fide harc1 (Vera Mix) igeren kasalara dikimleri yapilan siirgiinlerin bir
kismi1 da durgun su kiiltiiriine alinmistir. Gelismeleri saglikli olarak devam eden bitkiler daha
bliylik saksilara transfer edilmis, seraya aktarilmis ve Nisan ay1 igerisinde ciceklenmeleri

saglanmistir. Boylece tam bir dongii gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan denemelerde elde edilen veriler; dikilen eksplant sayisi, kallus olusum miktari, olusan
siirglin rejenerasyonu ve silirglin olusum orami1 seklindeki bagliklar halinde olusturulan
tablolarda verilmistir. Her denemede eksplantlar {izerinde farklilagmalar goriilmiistiir. Dikilen
eksplant sayisi ile olusan siirgiin rejenerasyonunun orani yiizde olarak hesaplanmis ve
tablolarda siirgiin olusum orani seklinde verilmistir. In vitro kosullarda yaprak eksplantlarindan
olusan stirgiinler ve siirgiin kiimeleri, piskinlestirme ortamlarinda gelistirilerek tek tek ayrilmis
ve koklendirme ortamlarina transfer edilmistir. Koklenme saglandiktan sonra ise dis kosullara
alistirma amaciyla harg igeren viyollere, kasalara veya kiiciik saksilara ya da durgun su
kiiltiirtine aktarilmistir. Saglikli elde edilen bitkiler, serada gelistirilerek ¢iceklenme agamasina

kadar biiyiitiilmiisler, herhangi bir genetik a¢ilim olup olmadig1 yoniinde incelenmislerdir.

4.1 I.Deneme Sonuclari

Bu denemede, MS besi ortamina 0.1 mg/L, 0.2 mg/L, 0.5 mg/L ve 1 mg/L oranlarinda TDZ
hormonu eklenerek 4 farkli ortam bilesimi elde edilmistir. Denemede kullanilan petri kaplarinin
tiimii, sicakligi 25 + 2 °C’de kontrol edilen iklim odasindaki karanlik raflara yerlestirilmis ve
gelismeye birakilmiglardir. TDZ hormonu eksplantlarda kallus olusumu i¢in 6nemli bir ivme
olusturmustur. Bununla birlikte bu etki, kullanim dozuna bagl olarak farklilik gdstermistir.
Pembe cicekli kalanso genotipine ait yaprak eksplantlari, kiiltiire alma isleminden 6 ve 8 hafta
sonra incelenerek kallus ve siirgiin olusturma oranlar1 belirlenmistir. Kiiltiir baglangicindan
itibaren 6. hafta tamamlandiktan sonra yapilan gozlemlerde elde edilen siirgiin olusum
oranlarinin %6.99 ile %40 arasinda degistigi ve uygulamalarin istatiksel olarak farkli gruplarda
yer aldig1 goriilmektedir. Buna gore 6.haftanin sonunda en yliksek siirgiin olusum oran1 MS +
1 mg/L TDZ igeren IV. ortamda kiiltiire alinan eksplantlarda meydana gelirken en diistik siirgiin
olusum orani ise MS + 0.2 mg/L TDZ igeren Il. ortamda tespit edilmistir. Kiiltiiriin 8.haftasinin
tamamlanmasiyla yapilan 6l¢iimlerde siirgiin olusum oranlarmin tiim uygulamalarda hizli bir
artts gostererek %94’iin {izerine ¢iktigi goriilmiis, istatistiki degerlendirmeler neticesinde
aralarinda fark olmaksizin IV. ve II. ortamin en yiiksek siirgiin olusum oranlarini verdigi tespit

edilmistir. Tablo 4.1°de farkli TDZ dozlarinin ortam tizerindeki etkileri goriinmektedir. Sekil

4.1°de eksplant kenarlarinda olusan siirgiin rejenerasyonu goriiniimii verilmistir. Her deneme
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Tablo 4.1: Farkli TDZ dozlariin ortam tizerindeki etkileri

sonrasinda elde edilen siirgiinler alt kiiltlir ortamina (MS + GA3) alinarak gelisim gostermesi

beklenmistir. Sekil 4.2°de siirglinlerin alt kiiltiire alindig1 kavanozlar goriinmektedir.

Dikilen 6.Hafta 8. Hafta
TDZ dozu | Ortamun | Eksplant |~ Strgtn Sirgiin Siirgiin Sirgin
(mg/L) Kodu Sayisi olusturan Olusum olusturan Olusum
(adet) eksplant Oran (%) eksplant Oran (%)
sayisi (adet) sayisi (adet)
0.1 I 145 12 8.28 c 137 94.48 b
0.2 I 143 10 6.99 d 139 97.2a
0.5 " 138 42 30.43Db 130 94.2Db
1.0 v 135 54 40.0 a 131 97.04 a
CV% 3,02 1,39
Ortam * *

(*) Stitunda farkli harfleri alan gruplar arasi farkliliklar istatistiki agidan dnemlidir (P<0.05)

Sekil 4.1: TDZ igeren ortamlardaki kalango yaprak eksplantlarinin kenarlarinda olusan siirgiin

rejenerasyonu (8 haftalik kiiltiirlerde).

31



Sekil 4.2: Siirgiinlerin alt kiiltiire alindig1 kavanozlardaki transferden hemen sonraki (solda)

ve bir hafta gelismenin ardindan (sagda) goriiniimleri.

Yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasinin ardindan 8 hafta gectiginde, 6.hafta 6l¢iimlerine
gore onemli oranda farkliliklar meydana gelmistir. TDZ dozu fark etmeksizin tim ortamlarda
%94’1n lizerindeki eksplantta siirglin rejenerasyonunun olustugu belirlenmistir. Buradan
TDZ’nin oldukga giiglii bir sitokinin etkisi yaptig1 ve diisiik dozlarda kullaniminin bile kalanso
mikrogogaltimi i¢in yeterli olabilecegi anlasilmistir. Dozlar arasindaki oransal siirgiin
olusturma farklilig1 ortadan kalkmstir. En diisiik kullanim dozu olan 0.1 mg/L TDZ igeriginde
bile tiim eksplantlarda 10 adetten fazla, bazilarinda ise sayilamayacak sekilde meristematik
dokularin olustugu gdézlemlenmistir. 0.5 mm’den tii¢iik olusan bu mini siirglinler kiime veya
cluster olarak nitelendirilmistitr. Bu konuda g¢alisan ve farkli kalanso tiirlerinde rejenerasyon
amaciyla doku kiiltiirii uygulamalar1 yapan Frello vd. (2002) adl1 arastiric1 ve ekibi de siirgilin

sayisini belirleyemediklerini bildirmistir.

4.2 11.Deneme Sonuglari

2. denemede, MS besi ortamina 1. denemede oldugu gibi 0.1 mg/L, 0.2 mg/L, 0.5 mg/L ve 1.0
mg/L oranlarinda TDZ hormonu eklenen 4 ortam bilesimi hazirlanmis; bunun yani sira biiyiime
diizenleyici olan NAA hormonu tiim ortamlara 0.1 mg/L ve 0.5 mg/L dozlarda ilave edilmistir.
Boylece toplam 12 farkli ortam bilesimi elde edilmistir. Her bir deneme kombinasyonunda
ortalama 150 adet yaprak eksplant1 dikimi yapilan petriler, sicakligi 25 = 2 °C’de kontrol edilen
iklim odasinda gelismeye birakilmistir. Petriler 40 glin boyunca karanlikta bekletilmis, kallus

ve siirgiin rejenerasyon olusumu goézlemlenmis ve oranlari belirlenmistir. Daha sonra
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fotoperiyodik diizene aktarilan kiiltiirlerde ayrica 8. hafta sonunda bir degerlendirme daha

yapilmuistir.

Kiiltlirtin 6.haftasinda yapilan goézlemlerde, siirglin olusturan eksplant oraninin %35.63 ile
%47.89 arasinda degistigi goriilmektedir. Denemede en yiiksek siirgiin olusum orant MS + 0.5
mg/L NAA + 0.5 mg/L TDZ igerigi ile XI. ortamdan, en diisiik siirglin olusum orani1 ise MS +
0.1 mg/L NAA + 0.2 mg/L TDZ igerigi ile VI. ortamda belirlenmistir. Kiiltiiriin 8.haftasinin
tamamlanmasinin ardindan yapilan 6l¢limlerde 1.denemeye benzer sekilde siirgiin olusum
oranlarmin tiim uygulamalarda hizli bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. 8.hafta sonunda
yapilan gozlemler degerlendirildiginde ise siirgiin olusturan eksplant oraninin %92.81 ile
%98.60 arasinda degistigi goriilmektedir. MS + 0.1 mg/LL TDZ igerigi ile I. Ortam ilk siray1
alirken, MS + 0.5 mg/L NAA + 0.1 mg/L TDZ igerigi ile XII. ortam son sirada yer almistir.
Tablo 4.2°de farkli TDZ dozlarma 0.1 mg/L ve 0.5 mg/L eklenen NAA hormonunun ortam
izerindeki etkileri goriinmektedir. Sekil 4.3’de %2 MS + 0.5 mg/L IBA koklendirme ortaminda

koklendirilmis geng bitkicikler goriinmektedir.

Sekil 4.3: Koklendirme ortaminda koklendirilmis geng bitkicikler.
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Tablo 4.2: Farkli TDZ dozlarina 0.1 mg/L ve 0.5 mg/L eklenen NAA hormonunun ortam

uzerindeki etkileri

Ortamdaki BGD
dozlart (mg/L) 6.Hafta 8. Hafta
Dikilen Stirgtin Stirgtin
Ortamun Eksplant | Kallus | olusturan | Siirgiin | olusturan | Siirgiin
NAA TDZ odu Say1st eksplant | Olusum | eksplant | Olusum
sayist | Oran1 (%) | sayist | Orani (%)
(adet) (adet)
- 0.1 I 143 - 14 9.79¢ 141 ]98.60 a
- 0.2 I 140 - 21 15.00 f 137 |97.86 ab
- 0.5 i 133 - 32 24.06 e 129  96.99 a-c
- 1.0 v 136 - 58 42.65b 131 | 96.32 b-d
0.1 0.1 \ 146 ++ 22 15.07 f 139 |95.21cd
0.1 0.2 VI 142 ++ 8 5.63] 137 | 96.48 b-d
0.1 0.5 VII 138 + 37 26.81d 132 |95.65cd
0.1 1.0 VIl 149 + 10 6.711j 143 | 95.97 b-d
0.5 0.1 IX 147 | +++ 42 28.38 ¢ 140 |95.24 cd
0.5 0.2 X 144 | +++ 10 7.19 hi 136  |94.44 de
0.5 0.5 XI 140 | +++ 68 47.89 a 135 |96.43 b-d
0.5 1.0 Xl 139 | +++ 12 8.22h 129 |92.81e
CV% 5.65 1.46
Ortam * *

(*) Stitunda farkli harfleri alan gruplar arasi farkliliklar istatistiki agidan dnemlidir (P<0.05)
(+) Kallus ¢ap1 0.5cm’den daha kiigiiktiir

(++) Kallus ¢ap1 0.6-1.0cm arasindadir

(+++) Kallus ¢ap1 1cm’den biiyiiktiir

Kiiltiiriin 8.haftasinda yapilan gozlemlerde ise tek basina TDZ kullaniminin siirgiin olusumunu
biiyiikk oranda etkiledigi tespit edilmistir. MS + 0.1 mg/L TDZ igerigi ile l.ortam 6.haftanin
sonunda en diisiik oran1 (%9.79) vermis olmasina ragmen, 8.haftanin sonunda en yiiksek siirgiin
olusum oranini vermis silirgiin olusum orani %98.60’a ulagmistir. Ayn1 sekilde MS + 0.5 NAA
+ 0.5 mg/L TDZ igerigi olan XI. ortam 6.haftanin sonunda en yiiksek siirgiin olusum oranina
(%47.89) sahipken 8.haftanin sonuna gelindiginde I. ortama (MS + 0.1 mg/L TDZ ) gore daha
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geride kaldig1 (%96.32) goriilmektedir. Tek basina TDZ kullanimi halinde eksplantlarda kallus
olusumu goézlenmemistir. Bununla birlikte NAA iceren ortamlarda, NAA dozunun varligina
gore kallus olugumu artmistir. Oksin grubunda yer alan NAA’nin hiicre boliinmesini tesvik

ettigi Castel blanque vd.(2010) tarafindan da bildirilmektedir.

Sitokinin aktivitesi gosteren bir biiylimeyi diizenleyici olan TDZ nin tek basina kullanildig
denemelerde kiiltiir siiresine bagli olarak belirgin farklar ortaya ¢ikmistir. Kiiltiiriin 40.giiniinde
artan TDZ dozlar1 ile siirglin olusum oraninin da arttigi goriiliirken, kiiltiiriin 8.haftasina
gelindiginde bu durumun tersine ¢evrildigi gériilmiistiir. Bununla birlikte kiiltiiriin 8. haftasinda
slirgiin olusum oranlarinda ivmeli bir artis ortaya ¢ikmig, uygulamalar arasindaki fark ise
azalmustir. Tablo 4.2’den de anlasilacag gibi farkli dozlarda (0.1, 0.2, 0.5, 1.0) TDZ uygulanan
kiiltiirlerin 6.haftasinda siirgiin gelisim oranlar1 sirasiyla yiizde 9.79, 15.00, 24.06, 42.65
olurken kiiltiirin 8.haftasina gelindiginde bu oranlar yiizde 98.60, 97.86, 96.99, 96.32 seklinde

siralanmustir.

Sanikhani vd. (2006), kalanso bitkisinde yaprak ve bogumarasi eksplantlarindan rejenerasyon
elde etmek amaciyla yaptiklari calismada biiylimeyi diizenleyici olarak BAP ve NAA
kombinasyonlari ile TDZ kullanmistir. Calismada 0 ile 15 mg/L arasindaki dozlarda denenen
TDZ miktarlar1 arasinda 0.1 mg/L dozunun yaprak ve bogum arasi eksplantlarinda yeterli
stirglin farklilagsmasini sagladigi, bu diisiik dozda dahi tek basina kullanilan TDZ’ nin, BAP ve
NAA kombinasyonlarindan daha yiiksek meristematik dokularmm olusumunu sagladig:
goriilmistiir. Bu sonuglar, bizim ¢aligmamizla benzerlik gostermistir. Bhuiyan vd. (2006), MS
+ 1.0 mg/L BAP + 0.4 mg/L TAA ortaminda %100 siirgiin olusumu orani ve eksplant basina
9.5 adet siirgiin sayisini elde etmislerdir. Arastiricilar TDZ igeren ortamlardaki yiiksek sayidaki
slirgiin olusumunun yani sira bu siirglinlerin ¢ok kisa boylu olduklarmi ve kiime seklinde
bulunduklarmi bildirmistir. 5 mm’nin altindaki siirgiinler ¢ok kiigiik olduklarindan
sayllamamis, 50 nin {izerinde gibi yaklasik degerlendirmelerle ifade edilmistir. Calismamizda
da TDZ igeren ortamlarda siirgiin sayist vermenin sagliklt olmayacagi, yogun adventif goz
kiimelerinin elde edildigini sdylemek daha dogru bir yaklagim olarak goriilmiistiir. TDZ nin
BAP’a gore daha etkin bir rejenerasyon uyaricist oldugu bu arastiricilar tarafindan da
belirtilmektedir. TDZ’nin biyolojik aktivitesi bir¢ok bitki tiirtinde, adenin-tipli sitokininlere
kiyasla ¢ok daha yiiksek bulunmustur (Moc vd., 1987; Huetteman ve Preece, 1993). TDZ
katkist ile farkli bitki tiirlerine ait eksplantlardan ¢alimsi ve ¢ok yogun kiime seklinde siirgiin

rejenerasyonu, baska calismalarda da rapor edilmistir (Yusnita vd., 1990; Bates vd., 1992;
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Murthy vd., 1998). Bu tip calismalarda da TDZ katkili ortamlardaki rejenerant meristemlerin
sayimlarinin yapilamadigi ya da sayilamayacak kadar ¢cok meydana geldikleri kaydedilmistir.
TDZ’nin BAP igeren ortamlara gore kalansonun baslangi¢ kiiltlirlerinde daha fazla oran ve

sayida siirgilin farklilagmasi sagladigi, Frello vd. (2002) tarafindan da bildirilmistir.

Sekil 4.4: En fazla siirgiin rejenerasyonu veren I. ortamdan elde edilmis siirgiinler.

Sekil 4.5: Kallus olusumu ile birlikte siirgiin gelisimi (NAA + TDZ ortamlart: iistte), siirgiin
rejenerasyonu (TDZ ortamlart: altta).
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Elde edilen geng siirgiinlerin bir kism1 kabin igerisinde bogum aralarindan kesilerek in vitro
mikro celikleme yapilmistir. Sekil 4.6’da gelismekte olan geng siirgiinler ve mikro ¢elikleme
yapilmis bitkiciklerin gériiniimii verilmistir. Sekil 4.7’de Olusan siirgiin rejenerasyonlarindan

farklh gelisme asamalarinda ¢ekilmis mikroskop ve eksplant goriiniimleri yer almaktadir.

Sekil 4.6: Gelismekte olan geng siirgilinler ve mikro ¢elikleme yapilmis bitkicikler.

N

Sekil 4.7: Olusan siirgiin rejenerasyonlarindan farkli gelisme agamalarinda ¢ekilmis

mikroskop ve eksplant goriintimleri.
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4.3 I11.Deneme Sonuclari

Kalanso’nun doku kiiltiirii ile g¢ogaltiminda arastiricilarin  yogunlastigi oksin-sitokinin
kombinasyonu (NAA + BAP) bu denemede degerlendirmeye alinmistir. NAA ve BAP
kombinasyonlarinin yer aldigi bu deneme asamasinda siirglin olusturma oraninin kiiltiiriin
6.haftasinda 11.28 ile %40 arasinda degistigi goriilmektedir. Bu dl¢lim zamaninda en yiiksek
slirgiin olusum oran1 MS + 0.5 mg/L NAA + 2 mg/L BAP igerigi ile 1. ortamda kiiltiire alinan
orneklerde meydana gelmis, MS + 0.1 mg/L TDZ igerigi ile II1. ortamdan ise en diislik degerler
elde edilmistir. Kallus olusumu bakimindan yapilan degerlendirmelerde ise I. ve Il. ortamlar en
fazla kallus ¢apina sahip ortamlar olarak belirlenmis, III. ve IV. ortamlar digerlerine gére daha
kiigiik capta kallus olusturdugu gozlenmistir. I. ortamda birka¢ eksplantta kallus ve siirglin
rejenerasyonu disinda gelisen bir kok gelisimi gozlemlenmistir. Bazi besi ortami
kombinasyonlarda oksin hormonunun fazla veya icerige bagl olarak baskin gelmesiyle kok
olusabilmektedir. Sekil 4.8’de goriildiigli iizere eksplantlardan direkt olarak ¢ikan bu kok
yapisini NAA Dbiiyiime diizenleyici hormonunun oksinler grubunda yer almasina
yorumlayabiliriz. Bu kokler bir siire sonra kararip canliligini yitirmekte siirgiin rejenerasyonu
saglamamaktadir. Kiiltiir siiresinin devam etmesi siirgiin olusum oranmin tiim ortamlarda
artirmigtir. Denemede 8.hafta tamamlandiktan sonra yapilan 6l¢iim ve hesaplamalarda siirgiin
olusum oraninin %78.99 ile %97.24 arasinda degistigi goriilmektedir. MS + 0.1 mg/L NAA +
0.1 mg/L TDZ igerigiile IV. ortam en yiiksek siirgiin olusum oranini saglarken, en diisiik siirgiin
olusum orani ise MS + 1 mg/L NAA + 2 mg/L BAP igerigi ile Il. Ortamda goriilmiistiir.
olmustur. Tablo 4.4’te farkli dozlarda kullanilan hormonlarin ortam tizerindeki etkileri

goriinmektedir.

NAA ve BAP kombinasyonlarinin ilave edildigi III. denemede de, l.ve Il. denemeden elde
edilen bulgulara benzer sekilde TDZ’in tek basina ve diisiik dozlarda kullaniminin kiiltiirtin
8.haftasinda %90 nin iizerinde bir siirgiin olusum oran1 meydan getirdigi goriilmiistiir. Bununla
birlikte kiiltiir ortamina 0.1 TDZ ile birlikte 0.1 NAA ilavesi kiiltiiriin 8.haftasinda siirgiin
olusum oranin1 %97.24’e ylikseltmistir. Bu sonuglar, sitokinin etkisinin goriilebilmesi i¢in
oksin varliginin da gerekli ve dengeleyici oldugunu belirten caligmalarla paralellik
gostermektedir (Mercier ve Roggemans, 1985; Schneider vd., 1985; lonnau ve lonnau, 1992).
Ayrica arastirmada artan NAA dozlanyla siirgiin olusum oranlar1 azalmis, yogun bir kok
olusumu ortaya ¢ikmistir. Liang (2013), BAP ve NAA dozlarin1 oldukg¢a diisiik seviyelerde
uygun gelisme i¢in Onermislerdir.  Penghui ve Xingze (2010), K.blossfeldiana'nin yaprak
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eksplantlarindan kallus ve bitkicik rejenerasyonu amacladigi ¢calismasinda diisiik dozda NAA

kullaniminin (2 MS + 1.0 mg /L BA + 0.1 mg / L NAA) siirgiin sayisin1 énemli oranda

artirdigini bildirmistir.

Tablo 4.3: Farkli dozlarda kullanilan hormonlarin ortam tizerindeki etkileri

Ortamdaki BGD

6.Hafta 8.Hafta
dozlar1 (mg/L)
Dikilen Stirgiin Siirgiin Siirgiin
Ortamin Kallus
Eksplant olugturan | Siirgiin | olusturan | olusum
Kodu Olusumu
NAA | BAP | TDZ Sayisi eksplant | olusum | eksplant | orani (%)

sayist | orani (%) | sayisi
(adet) (adet)

0.5 2 - I 140 ++ 56 40.00 a 115 82.14 ¢
1 2 - ] 138 ++ 48 34.78 b 109 78.99d
- - 0.1 Il 133 + 15 11.28 d 121 90.98 b

0.1 - 0.1 v 145 + 28 19.31c 141 97.24 a

CV% 3.64 1.24
Ortam * *

(*) Stitunda farkli harfleri alan gruplar arasi farkliliklar istatistiki agidan énemlidir (P<0.05)
(+) Kallus ¢ap1 0.5cm’den daha kiigtiktiir

(++) Kallus ¢ap1 0.6-1.0cm arasindadir

(+++) Kallus ¢ap1 1cm’den biiyiiktiir

Sekil 4.8: Eksplantlardan direkt olarak ¢ikan kok yapisi.
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Sekil 4.9: MS + 0.1 mg/LL TDZ + 0.1 mg/LL NAA ortamui {lizerinde kalanso yaprak

eksplantlarinin 8 haftalik kiiltiirinden sonraki goriiniimleri.

Sekil 4.10: MS ortam1 + 2.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L NAA iizerinde kalanso yaprak

eksplantlarinin 8 haftalik kiiltiirlinden sonraki goriiniimleri.
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Sekil 4.12: 8 haftalik kiiltiirden sonra MS + 2 BAP mg/L +1.0 NAA mg/L olusan farkli

stirglinler.

Sekil 4.13: MS + 2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L. NAA ortami iizerinde kalanso yaprak

eksplantlarinin 8 haftalik kiiltiirlinden sonraki goriiniimleri.
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Sekil 4.14: 8 haftalik kiiltiirden sonra MS + 2 BAP mg/L +0.5 NAA mg/L ortaminda olusan

kokler ve siirgiinler.

Sekil 4.15: MS + 0.1 mg/L TDZ ortaminda kalanso yaprak eksplant1 kiiltiiriinde gozlemlenen

siirgilin rejenerasyonu goriiniimleri.
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4.4. Siirgiinlerin gelistirilmesi, koklendirilmesi ve dis kosullara ahstirilmasi

Kiiltiirlerde yeterli oranda siirgiin olusumu saglandiktan sonra siirglinler piskinlestirne
ortamlarma aktarilmistir. Pigkinlestirme ortami olarak 2 MS + 0.2 mg/L GA3 kombinasyonu
kullanilmistir. Cogaltim ortamlarinda kiime seklinde gelisen adventif siirgiinler tek tek ayrilarak
piskinlestirme ortamlarina dikilmistir. Pigkinlestirme ortamlarinda 1 ay siireyle inkiibe edilen
kiiltiirlerde siirgiinlerin uzamasi, kalinlasmasi ve koklendirme asamasina alinabilmesi i¢in
uygun duruma getirilmeleri amaglanmistir. Bu asamada da ¢ogaltma ortaminin etkileri devam
etmis, kiime halinde gelisimin yani sira kiime seklinde bir koklenme durumu meydana
gelmistir. Benzil amino piirin (BAP), doku kiiltiirlerinde aksillar siirgiinlerin olusturulmasinda
en fazla kullanilan biiylime diizenleyicilerin baginda gelir. Bitki hiicrelerinde boliinmeyi tesvik
eder, oksinin tepe hakimiyeti olugturma etkisini ortadan kaldirarak dip kisimdan yan siirgiinler
gelismesini uyarir (Kumar ve Reddy 2011). Besin ortamlarinda yetistirilen bitki dokulari
ortamdaki maddeleri biinyelerine alarak biriktirirler, bunlar bir sonraki ortama aktarildiginda
hala etkisini siirdiirebilir. Bu nedenle yiiksek dozda BAP igeren ortamlardan alinan siirgiinler,
piskinlestirme ortaminda BAP bulunmadig halde siirgiin ¢ogalmasina daha yiiksek seviyede
devam etmislerdir. Sekil 4.16 da piskinlestirme ortamina alinan siirgiinlerin 4 hafta sonraki

gelisme durumlart gosterilmistir.

Sekil 4.16: Pigkinlestirme ortamina alinan Kalanso siirgiinlerinin 4 hafta sonundaki

gelisme durumlari.

Piskinlestirme ortaminda inkiibe edilen kiiltiirlerde yeterli miktarda siirgiin uzamasi (1 cm)
ve siirgiin kalinlagsmasi elde edildikten sonra in vitro koklendirme asamasina gegilmistir. Bu

asamada da piskinlestirme asamasinda oldugu gibi kiime halinde gelisme gosteren
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stirgiinler yine tek tek ayrilarak koklendirme ortamlarina transfer edilmistir. Koklendirme
asamasinda hormonsuz 2 MS, tam MS ve 0.1 mg/L IBA ilave edilmis MS ortamlarina
alman stirglinlerde koklenme oranlari belirlenmistir. Periyodik olarak takibi yapilan

kiiltiirlerin tamaminda 4.haftanin sonunda %100 oraninda koklenme meydana gelmistir.

Yeterli kok sayist ve kok uzunluguna ulasan in vito bitkiciklerde akklimatizasyon
asamasina geg¢ilmistir. Koklii Kalanso siirgiinleri dis kosullara aligtirilmak amaciyla plastik
kasa veya viyoller icerisindeki farkli yetistirme ortamlar: icerisine dikilmistir. Yetistirme
ortam1 olarak 1:1 oraninda perlit + torf, vermikulit ve ticari ithal fide harc1 (Vera Mix)
kullanilmigtir.  Fidelerin dikimini izleyen ilk birkag giin Ttzerleri kapatilmigtir.
Mikrogogaltimin son basamagi olan akklimatizasyon safhasinda bitkiciklerin gelismeleri
takip edilmis ve dis kosullara aktarilan bitkiciklerin tamami 4 hafta siire ile %100 oraninda

canliliklarinmi slirdirmiiglerdir. Farkli yetistirme ortamlarinda basarili bir sekilde dis

kosullara aktarilan bitkiciklerin gelisme durumlari Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Sekil 4.17: Farkli yetistirme ortamlarinda dis kosullara alistirtlan in vitro Kkalanso
bitkiciklerinin 4 hafta sonundaki gelisme durumu a) Perlit + Torf b) Vermikulit c) Fide

harci.
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Kalango bitkisinin koklenme ve dis kosullara alistirilmasi asamalarinda elde edilen yiiksek
basari, bitkinin her iki asamay1 birlestirerek hizlandirilabilecegi diisiincesini de glindeme
getirdiginden, koklendirme ortaminda ii¢ hafta tutularak kok olusumu baglayan siirgiinlerin
dogrudan su kiiltiiriine alinmas1 yontemi de denenmistir. Ik kez Fira vd. (2011) tarafindan
uygulanan bu yontem Bejaoui (2022) tarafindan da uygulanmis ve tavsiye edilmistir.
Calismamizda da kalanso siirglinlerinin kok gelisimi devam etmis olup tiimii dis kosullara
basaril bir sekilde alistirilmistir. Bdylece kalansonun doku kiiltiirii yoluyla iiretiminde ilk kez
bu calismada suda dis kosullara alistirma uygulamasi yapilmis ve basarili bulunmustur. Sekil
4.17°de bu ¢alismadan bazi goriintiilere yer verilmistir. Liu (2010) da ex vitro kéklenme ve dig
kosullara alistirma ¢aligmalarinda siirglinlerin tasiyicisi olarak siinger kullanmig ve sivi ortamda
koklenme oraninin %95, aktarilan bitkiciklerin canlilik oraninin ise %100 oldugunu
bildirmistir. Duan vd. (2020), aklimatizasyon agamasinda yeni bir uygulama olan durgun suda
(Hoagland ¢ozeltisi kullanmislardir) gelistirme yontemini Trichosanthes Kirilowii bitkisindeki
in vitro siirglinlerde kullanmiglardir. Arastirmacilar yasama orani, fotosentez kapasitesi,
pigmenti igerigi, stoma yogunlugu ve morfolojik parametreleri incelediklerinde; hidroponik
sistemde koklendirme ve dis kosullara alistirma isleminin saglikli bitki yetistirmek amaciyla
tercih edilebilecek bir teknik olduguna kanaat getirmislerdir. Zang vd. (2019) da Caladium
bitkilerinde in vitro ¢ogaltilan siirgiinleri Hoagland soliisyonu igeren hidroponik sistemlerde dis
kosullara alistirmislar ve bunun bitki kaybini Onledigini, hizli gelisme sagladigini

belirtmisglerdir.

Sekil 4.18: Su kiiltiirtinde dis kosullara alistirilan kalanso bitkileri.

Tiim ortamlardaki kalangolar saksilara aktarildiklarinda saglikli gelismelerine devam

etmislerdir. Bir diger uygulama viyollerdeki fide harcina dogrudan kéklenmis siirgiinlerin
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aktarilmasi ve seradaki mistleme tinitesi altinda bir hafta i¢inde dis kosullara alistirilmasidir.
Bu uygulamada da tutum orant %100 olan kalanso fideleri saglikli bir sekilde
biiyiitiilmustiir. Nitekim Hepaksoy ve Aksoy (2006), in vitro olarak yetistirilen siirgiinlerin
dis kosullara aligtirilmas1 asamasinda mist altinda ve substrat olarak peat ortami i¢ginde elde
edilen aklimatizasyon basarisinin yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Ince su zerreciklerinin
aralikli olarak piskiirtiilmesi sayesinde doku kiiltiirinden ¢ikan bitkiciklerin atmosfer
oransal nemine uyum saglamalar1 daha kolay olmakta, yeni yapraklar gelisene kadar
bitkicigin canliligin1 siirdiirmesini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle kalansonun da dis
kosullara aktarilmasinda toprak veya har¢ karisimlarina aktarma ve bu materyali seralarda
sisleme tinitesinin altina yerlestirerek aligtirilmalarini saglama yontemi de kullanilabilecek
bir baska segenek olarak goriilmiistiir. Deng vd. (2005), Zhang ve Guo (2005), Xinzheng
vd. (2006), Peng vd. (2008), Kordi vd. (2013), Bhuiyan vd. (2006) gibi kalansonun in vitro
¢ogaltimi iizerinde ¢alisan arastiricilar, koklenmis in vitro siirglinlerin uygun kosullarda
%85-100 arasinda canlilik oranmmin saglandigini ve basariyla aklimatizasyonunun
yapildigini belirtmektedirler. Calismamizda elde edilen sonuglarla kaynaklardaki bilgiler
uyumlu bulunmustur. Arastirmamizda gelisen fideler, daha biiyilkk hacimli saksilara
aktarilmis olup Subat 2022 doneminde Antalya’daki kapali seralarda ¢igeklendirilmislerdir.
Boylece tam bir dongli saglanmistir (Sekil 4.31). Yapilan gozlemlerde ¢icekli kalanso
bitkilerinin donor bitki ile ayni yapida olduklari, herhangi bir somaklonal varyasyon

goriilmedigi belirlenmistir.

46



Sekil 4.19: Dis kosullara alistirildiktan sonra saksilara aktarilarak ¢i¢eklendirilen kalanso
bitkileri.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, K. blossfeldiana nin yaprak eksplantlar1 kullanilarak mikrogogaltim prosediirii

olusturulmaya calisilmistir. Bu amagla in vitro siirgiin ¢ogaltimi, elde edilen adventif

stirglinlerin piskinlestirilmesi, koklendirme, bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi ve ¢igekli

bitki elde edilmesi asamalarinin timii gerceklestirilmistir. Calismada bu amagla yapilan

uygulamalar ve elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1.

Baslangi¢ materyali olarak kullanilan yapraklardan hazirlanan eksplantlar siirgiin
olusturma oran1 bakimindan elverisli bulunmustur. Uygun besin ortami bilesimlerinde
kiiltiire alindiginda direkt veya indirekt organogenesis olusumu meydana gelmistir.
Her ne kadar kiiltiirlerin ilerleyen donemlerinde igsel kokenli fungal veya bakteriyel
enfeksiyonlar ortaya ¢iksa da yapraklarin %10-15’1ik ticari sodyum hipoklorit (ACE)’te
12 dk siireyle bekletme uygulamasinin eksplantlarin yiizeysel sterilizasyon igin yeterli
oldugu goriilmiistiir. Bu hususta dikilen eksplant sayist %20 oraninda artirilabilecegi
gibi saglam kalan materyalden yiiksek oranda siirgiin elde edilebileceginden bu durum
onemli bir sorun olarak goériilmemistir.

Kontrol ortami olarak kullanilan hormonsuz MS ortaminda herhangi bir organogenesis
meydana gelmemis, yalnizca dokularda sisme ve kesim yiizeylerinde ¢ok hafif kabarma
olmustur. In vitro rejenerasyon i¢in BGD ihtiyact oldugu goriilmiistiir.

Siirglin ¢ogaltimi1 amaciyla biliyiimeyi diizenleyici madde olarak yalnizca TDZ’nin
kullanildigi uygulamalarda kiiltiiriin 6.haftasinda diisiik dozlarda diisiik oranda (%6.99-
42.65) siirglin olusumu meydana gelirken kiiltiiriin 8. haftasina  gelindiginde
uygulamalar arasindaki farkin azaldigi ve 0.1mg/L TDZ uygulamasinda %98.60’a varan
bir siirgiin olusum oranina ulasildig1 belirlenmistir.

Siirgiin ¢ogaltma ortamlarina ilave edilen 2 mg/L BAP’in kiime seklinde bir gelismeyi
tesvik ettigi ve sayilamayacak kadar aksillar siirgiin olusumuna neden oldugu
gorilmiistiir.

Stirgiin ¢ogaltma ortamlarinda kullanilan oksin-sitokinin kombinasyonlarinda TDZ’un
BAP gore iistiin performans gostererek daha yiiksek oranda siirgiin olusumuna neden

oldugu tespit edilmistir.
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7. Siirgiin olusum orant bakimindan TDZ-NAA kombinasyonlari tek basina TDZ
uygulamasina gore daha iyi sonug vermistir. Bu sonug sitokinin etkisinin goriilebilmesi
icin oksin varliginin da gerekli ve dengeleyici oldugu bilgisi ile uyumludur.

8. TDZ’nin tek basina (0.1, 0.2, 0.5 mg/L) veya NAA (0.1 mg/L) ile birlikte kullanima,
yaprak eksplantlarindan 6l¢giilemez seviyede meristematik siirgiin ucu farklilagsmasi elde
edilmesini saglamistir. Kitlesel kiime (cluster) seklinde olusan siirgiinler doku parcalari
halinde alt kiiltiire alinabilmistir. Stirgiinlerin ayrilmasi miimkiin olmamustir.

9. Yaprak eksplantlar1 tizerinde meydana gelen siirgiinler ile meristamatik dokular
proliferasyon asamasindan dnce gelistirilmeli, boylar1 uzatilmali ve piskinlestirilerek
giiclii siirgiinler elde edilmelidir. Arastirmada piskinlestirme ortami1 olarak 2 MS + 0.2
mg/L GAs kombinasyonu kullanilmis ve yeterli bulunmustur.

10. in vitro kosullarda elde edilen kalanso siirgiinlerinin koklendirilmesinde kullanilan
hormonsuz 2 MS, tam MS ve 0.1 mg/L IBA ilave edilmis MS ortamlarinda %100
oraninda koklenme meydana gelmistir. Koklendirme amaciyla kullanilan bir diger
yontem olan durgun su kiiltiiriinde de ayn1 oranda kdklenme saglanmaistir.

11. In vitro bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasinda 1:1 oraninda perlit + torf, vermikulit
ve fide harci kullanilmis ve tiim yetistirme ortamlarinda bitkicikler saglikli bir sekilde
%100 oraninda canliliklarini stirdirmiislerdir.

12. Dis kosullara alistirma asamasi tamamlanan bitkilerin yetistiriciligine ¢igeklenme
donemine kadar devam edilmis, dondr bitki ile ayn1 yapida olduklari, herhangi bir
somaklonal varyasyon goriilmedigi belirlenmistir.

13. K. blossfeldiana, in vitro rejenerasyon yetenegi yiiksek bir bitki olarak tespit edilmistir.
Arastirmadan elde edilen sonuglar, Kalanso bitkisinin mikrogogaltimi ve 1slah ¢alismalarina

151k tutacak nitelikte olup, gerek siis bitkilerinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltimin1 yapan ticari

laboratuvarlar gerekse bu konuda calisacak arastirmacilar i¢in uygun bir literatiir olacaktir.
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