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OZET

Bu tez kapsaminda M. muscarimi (endemik), M. macrocarpum, M. neglectum ve
M. adilii (endemik) tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi ¢ahsilmistir. Eksplantlar, her
tiirde farkhihk gostermekle birlikte ikili pullar, in vitro’da elde edilen soganlarin
ikili pullar1 ve yaprak ayalari, farkl konsantrasyonlarda BAP-NAA, KIN-NAA
ve TDZ-NAA iceren MS ortaminda rejenerasyona alimmistir. M. muscarimi’de
en fazla sogan 19 adet ile 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren MS ortaminda, en
biiyiik capa sahip soganlar ise 1,24 cm ile 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA iceren MS
ortaminda bulunmustur. M. macrocarpum’da en fazla sogan eksplant basina 6
adetle 2 mg/l KIN-0,5 mg/l NAA i¢ceren MS ortaminda goriilmiistiir. En biiyiik
caplar 1,39 cm’de 4 mg/l KIN -2 mg/l NAA i¢eren MS ortamindan alinarak MS
ortamimna aktarillan soganlarda gozlenmistir. M. neglectum’da en fazla sogan
8,25 adetle 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir.
Ancak; 0,47-0,48 cm ile en biiyiik ¢apa sahip soganlar, 0,15 mg/l TDZ—-0,5 ve 2
mg/l NAA iceren MS ortaminda bulunmustur. M. adilii’de ise, en ¢cok sogan
15,75 adet ile 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir. 1
mg/l BAP-1 ve 2 mg/l NAA iceren MS ortaminda 0,58-0,54 cm’lik soganlar en
biiyiikk caplar olarak tespit edilmistir. Elde edilen M. muscari soganlarin
koklendirmesi 1 mg/l IBA iceren MS ortaminda, diger 3 tiiriin koklendirmesi ise
MS besin ortaminda yapilmistir. Bu calisma sonucunda sogan iiretim hizim

artirarak bu soruna coziim getirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

M. muscarimi (endemic), M. macrocarpum, M. neglectum and M. adilii (endemic)
were studied in this thesis. Explants obtained from different species showed
variable behavior; twin scales, twin scales from in vitro regenerated bulblets and
lower portions of leaves were cultured on MS medium containing different
concentrations of BAP-NAA, KIN-NAA and TDZ-NAA. The highest number of
19 bulbs were regenerated on MS medium containing 4 mg/l BAP-2mg/l NAA in
M. muscarimi. The largest bulbs of 1,24 cm diameter were recorded on MS
medium containing 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA. The maximum number of 6 bulbs
were noted on MS medium containing 2 mg/l Kinetin-0,5 mg/l NAA in M.
macrocarpum. The largest bulbs with 1,39 cm diameter were recorded on the
bulblets cultured on the MS medium containing 4 mg/l Kinetin-2 mg/l NAA and
transferred to MS medium. The highest number of 8,25 bulbs were recorded on
0,1 mg/l1 TDZ-0,5 mg/l NAA in M. neglectum. However, the largest bulbs with
0,47-0,48 cm diameter were recorded on MS medium containing 0,15 mg/l TDZ-
0,5 and 2 mg/l NAA. Maximum number of 15,75 bulblets were regenerated on
MS medium containing 4 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA in M. adilii. The maximum
diameter of 0,58-0,54 cm was noted down on MS medium containing 1 mg/l
BAP-1 AND 2mg/l NAA. M. muscarimi bulbs were rooted on MS medium
containing 1 mg/l IBA. The bulbs of other three species were rooted on MS
medium. It is expected that the results of this study will help in increasing the

production speed of the plants.
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1. GIRIS

Tirkiye, kuzeyde Orta Avrupa’nin soguk ve yagish iklimi, batida Akdeniz iklimi
doguda Orta Asya’nin kara iklimi ve giineyde ise sicak ve kurak bir ¢6l ikliminin
etkisi altinda kalan bir bitki cografyasinin karsilastigi ¢ok ozel bir kusaktadir.
Tiirkiye’deki bitki Ortiisiiniin ~ zenginligi; jeolojik ¢aglar boyunca gegirdigi
degisiklikler ve yiizey sekillerinden kaynaklanmaktadir. Tiirkiye bu iklim ve toprak
cesitliligi sayesinde, yabani olarak yetisen bitki tiirleri ac¢isindan oldukg¢a zengindir.
Tiirkiye florast 11 014 tohumlu bitki tiirlinden olusurken [Giiner ve ark., 2000],
bunlarin 3 000 kadar1 Tiirkiye’ye endemikdir. Bu durum Avrupa ile kiyaslandiginda
Avrupa Kitasi'nda yaklasik olarak 12 000 bitki tiirii bulunmaktadir. Endemiklerinin
toplami ise ancak 2 750 kadardir. Endemik bitki bakimindan en zengin iilke olan

Yunanistan'da bile bu deger 800-1 000 arasindadir [Ekim ve ark., 2000].

Zengin Tiirkiye Florasi’nda 800’den fazla "geofit" bulunmaktadir [Davis, 1984;
Davis, 1988; Giiner ve ark., 2000]. Geofit (=Geophyta), latince bir kelime olup “yer”
anlamina gelen "geo" ile, bitki anlamina gelen "phyta" kelimelerinin birlesmesiyle
meydana gelmis "yer bitkileri, gizli bitkiler” anlamindadir. Bu bitkilerin govdeleri;
sogan, yumru veya rizom seklinde metamorfoza ugramis olup, toprak seviyesinin
altinda bulunmaktadir. Patates gibi uzunca olanlara rizom, yemeklik sogan gibi
yuvarlak ve etli katmanlardan veya pullardan olusanlara sogan, mantar sapkasi gibi
yass1 ve yuvarlak¢a olanlara korm adi verilmektedir. Geri kalani ise etli kokler ve

bazen sacaklara ayrilmistir ki, bunlara da yumru adi1 verilmektedir.

Metamorfoza ugramis bu gévdelerden biri olan sogan; bitkiyi olusturmak i¢in gerekli
besinleri ve nemi iginde barindiran, bitkiyi soguktan ve kuru hava kosullarindan
koruyan bir barinak olarak gérev yapmaktadir. Bu bariagin icinde bitki olugmakta,
buradan toprak iistiine ¢ikarak, yeserip, cicek agmakta, daha sonra tohumlarini
birakarak biliylime mevsimini tamamlandiktan sonra sararip solmaktadir. Ancak,
toprak altindaki sogan yasamini siirdiirmeye devam etmektedir. Soganl bitki toprak
altinda bir slire uyku donemine girip dinlendikten sonra, bir sonraki biiylime

mevsimine yetisecek sekilde, toprak altindan toprak ylizeyine g¢ikarak giin 1s181na



ulasacak olan bitkiyi i¢inde olusturmaya baslamaktadir. [De Hertogh, 1989, De
Hertogh ve ark., 1990].

Tirkiye floras1 diger bitkiler yoniinden oldugu gibi dogal ¢igek soganlar1 yoniinden
de oldukg¢a zengin olup, yaklasik 5 000 kadar soganli, yumrulu ve rizomlu geofit
tiirlerinin anavatanidir. Tiirkiye geofitlerinin biiylik kism1 Zambakgiller (Liliaceae),
Nergisgiller (Amaryllidaceae) ve Siisengiller (Iridaceae) familyalarinda yer alirlar ve
bu familyalar endemik tiirler bakimindan da olduk¢a zengindir. Cogu daha ziyade
Toros Daglari, Bati Anadolu ve Kuzeydogu Anadolu bdélgelerinde yayilim
gostermektedir [Davis, 1984]. Bu geofitlerin yaklasik 500 kadar1 soganli bitkidir.
Kozmopolit olan Liliaceae familyas1 250 cins ve 3 500 kadar tiir icermektedir.
Tirkiye’de Amarylliadaceae dahil 44 cins ve 426 tiirii bulunmaktadir [Se¢gmen ve

ark., 1995].

Bu tez kapsaminda calisilan soganl bitkiler Liliaceae familyasindandir. Bitkilerin
morfolojisi ¢ok yillik otsu, nadiren de odunsu calilar seklindedir. Govde dik ve
tirmanicidir. Yapraklar linear—lanceolat, kaidede veya gévdede alternat dizilislidir.
Cigekler rasemus, tek veya kimdz durumunda, erdisi, aktinomorf veya zayif
zigomorftur. Periant iki dairede serbest veya alt1 parcali, parcalar birbirine benzer
bazen gosterisli korona vardir, bazen de yoktur. Stamenler alti, nadiren 12, 13
tanedir. Pistil 1, ovaryum alt veya orta durumlu {i¢ (1) lokuslu ve karpellidir. Ovuller
cok sayida mesela 3 lokuslu ise, plasentasyon eksensel, tek lokuslu ise plasentasyon
perietaldir. Meyve septisid veya lokulusit, kapsula nadiren bakkadir [Se¢cmen ve ark.,

1995].

Bir¢ogunu endemiklerin olusturdugu bu familyaya dahil cinslerden birisi monokotil
bir bitki olan Muscari’dir. Soganli ¢ok yillik otsu bitkilerden olusan Muscari
cinsinde yapraklar kaidede 2 - 7 adet olup, Muscari bitkilerinde yaz sonunda sararma
gorilmektedir. Cigekler ugta rasemus veya spika durumundadir, en tepedeki cigekler
genellikle verimsizdir. Periant; urseolat veya kampanulat seklinde olmaktadir.
Soganlar etli kalin, rasem yogun ve etli sulu, ¢igekler fertil kuvvetli kokulu oblong-
urseolat yukarida iyice daralmaktadir. Antesisten sonra sar1 ya da grimsi beyaz, sert

kahverengi alt1 loblu korolla asagida kiiclik terminal disli olmaktadir. Steril ¢igekler



az ince ve menekse renkli ya da degildir. Kapsiil genis, yar1 sapl iyice basik, kanat

benzeri valvli dagildiginda agilmamaktadir [Se¢men ve ark., 1995].

Yerel adlar1 dag siimbiilii, miiskiiliim, siimbiil arap otu, arap siimbiilii, camig memesi
(Erzurum), camiz memesi, gavur sogani (Elmali-Antalya), morbas, yalanci
stimbiilidiir [Baytop, 1997]. Cogu kokulu olan Muscari tiirlerinde beyaz, mavi, mor,
yesil-mavi ve sar1 renk cigeklerlere rastlanmaktadir. Bahge bitkisi olarak
yararlanilacak Muscari igin 6zel kosullar gerekmektedir [De Hertogh, 1989, De
Hertogh ve ark. 1990]. Muscari, subattan haziran sonuna kadar g¢igeklenmektedir
[Bailey, 1950]. Muscari soganlarinda dormansi bulunmamaktadir, buna ragmen
tohumdan elde edilen bitkilerden ancak 4-5 yil sonra ¢igeklenme olmaktadir. Fakat
yavru soganlarin gelismesiyle olusan bitkilerde c¢iceklenme 1-2 yil sonunda

goriilebilmektedir [De Hertogh ve ark. 1990].

Muscari bitkisinin anavataninin Akdeniz bolgesi, Giiney Asya ve Orta Asya oldugu
diisiintilmektedir [Chittenden, 1956; Van Scheepen, 1991]. Muscari cinsinde 65 den
fazla tiir bulunmasina ragmen Muscari alpinum, M. armeniacum, M. azureum, M.
botryoides, M.comosum, M. latifolium, M. moschatum, M. rasemosum,
M. szovitsianum ve M. tubergenianum [Bailey, 1950, Chittenden, 1956, De Hertogh
ve ark.,, 1990, PVB/ BKD, 1991, Van Scheepen, 1991] tiirlerinin kultiiri
yapilmaktadir. Genel olarak Muscari iiretimi ana soganin bazal tabakasindan gelisen
kiigiik soganciklar ile yapilmaktadir [Langeslang, 1989]. Ancak baz tiirler tohumdan
da iiretilebilmektedir. Sogandan iiretim yapmak i¢in temmuz ve agustosta soganlari
topraktan sokiip bazal tabakaya bitisik gelisen soganlarin ayrilmasi gerekmektedir
[Saniewski, 1977a]. Bu tiirlerin {iretiminde 6zel toprak gerekmemektedir. Ancak,

gecirgen topraklarda daha iyi gelismektedirler.

Muscari’nin ticari iiretimi Hollanda merkezlidir [PVB/ BKD, 1991]. Dayanikl1 bir
bitki olmas1 nedeniyle Kuzey Amerika’da da 4-10. klimatik bolgede ticari amaclh
kolayca yetistirilebilmektedir [De Hertogh ve ark., 1990]. Genel olarak Muscari
iiretimi, kesme cigek veya bahge cicegi seklindedir. Uretim amaci kesme cigek ise,

soganlarin biiyilkk olmasi gerekmektedir. Uretim amaci1 bahge ¢icegi ise kiiciik



soganlar da kullanilabilmektedir. Muscari tiirleri kayalik alanlardaki bahgelerde ve

cit bitkisi olarak agaglarla ve calilarla birlikte kullanilabilmektedir.

Elde edilen soganlarin bir sonraki yil kullanilabilmesi i¢in depolamaya 06zen
gosterilmelidir. Ozellikle hastaliklar ve boceklerden korumak icin soganlarin
zedelenmemesi gerekmektedir. Aksi takdirde soganlar zarar gorerek g¢ogaltimda
zorluklarla karsilasilmaktadir [Hogue, 1988]. Ayrica, Muscari soganlarinin
depolanmas1 sirasinda c¢liriimelerini  engellemek amaciyla etilen igcermeyen

ortamlarda depolanmasi gerekmektedir.

Tirkiye’de dogal olarak yetisen 20 Muscari tiirii [Davis 1984] bulunmaktadir. Bu
saytya 1984’den sonra 5 yeni tiir daha eklenmistir. Bunlar; M. sandrasicum Sandras
Dagi1 (Mugla)’nda [Karlen, 1987], M. mcbeathianum Yalak (Adana)’ta [Tan, 1988],
M. mirum Cameli (Denizli) ve Dirmil (Burdur)’de, [Speta, 1989], M. anatolicum ise
Icel’de [Cowley ve Ozhatay, 1994] ve M. adilii Dogandede Tepesi, Beypazari
(Ankara)’'nda [Giiner ve Duman, 1999]. Cizelge 1’de Tiirkiye’de bulunan diger

Muscari tiirleri, yayilis alanlar1 ve endemizm durumlari verilmistir.



Cizelge 1.1. Tiirkiye’de bulunan diger Muscari tiirleri, yayilis alanlar1 ve endemizm

durumlari

Tiir Endemizm | Tiirkiye Dagilim Tirkiye D1s1 Dagilimi

M. muscarimi + Giiney Bat1 Anadolu -

M. macrocarpum - Giiney Bat1 Anadolu Giliney Dogu Yunanistan,
Ege

M. comosum - Tiirkiye Giiney Bat1 ve Orta Avrupa,
Akdeniz Ulkeleri, Bati
Suriye, iran, Arabistan,
Kafkasya

M. weissii - Giiney Bat1 Anadolu GD. Yunanistan ve Ege

M. caucasicum - Karasal Anadolu Kafkasya, Bat1., Kuzey Bati
ve Kuzey Iran

M tenuiflorum - Tirkiye Orta ve Giliney Dogu
Avrupa, Rusya, Kafkasya,
Bat1 Suriye, Kuzey Irak,
Bat1 Iran

M. longipes - Karasal Anadolu Kafkasya, Bat1 Suriye,
Kuzey Irak, fran

M.massayanum + . . -

Giiney ve Dogu Anadolu

M.aucheri + Dis ve Orta Anadolu -

M.armeniacum - Tiirkiye Bulgaristan, Yunanistan,
Kafkasya, Kuzey Bati iran

M. neglectum - il Kuzey Afrika, Giiney Dogu

¢ Turkiye 1ngi1t}e/re, Orta Rusyaz Baﬁ

Suriye, Kibris, Kaftkasya,
fran

M. discolor + Dogu Anadolu -

M.inconstrictum - Giiney Anadolu Kibris, Bati Suriye, Kuzey
Irak, Iran

M.latifolium + Bat1 ve Giiney Anadolu -

M.bourgaei + Kuzeybati ve Giiney -

Anadolu

M.microstomum + Orta Anadolu -

M. azureum + Anadolu -

M.coeleste + Dogu Anadolu -

M.parviflorum + Di1s Anadolu Akdeniz Ulkeleri

[Tubives, degistirerek] + = endemik - =endemik olmayan

Bu tez kapsaminda calisilan tiirlerin isimleri ve 6zellikleri asagida verilmistir:

1. Muscari muscarimi Medikus 10-20 cm yiiksekliktedir. Cicekleri kirli menekse

renginde ve kuvvetli kokulu bir tlirdiir. M. muscarimi mayista ¢igeklenmeye baslayip




haziranda son ¢igeklenmesi ger¢ceklesmektedir. Bu bitki Giliney Bati Anadolu’da
Antalya ve Denizli’de 800-1 920 m yiikseklikte bulunan endemik bir tiirdiir
[Tubives, 2007]. Siis bitkisi olarak onemli bir degere sahiptir. Yerel adlar1 dag

misgisi, Misk sogani, miiskiirim ve dag siimbiilii’diir [Baytop, 1997].

2. M. neglectum Guss, mor renk ¢igeklere sahiptir. Pinus koruluklari, maki calilik,
cayirlik, kalkerli kayali yamaclar ve kumullarda yayilis gostermektedir. M.
neglectum  Martta  ¢iceklenmeye  basglayip son  cigceklenmesi  mayista
gerceklesmektedir. Bu bitki Adana, Amasya, Ankara, Antalya, Aydin, Balikesir,
Canakkale, Elazig, Eskisehir, Hatay, Istanbul, Izmir, Konya, Samsun, Sivas,
Zonguldak ve Karaman illerinde 0-2 300 m vyiikseklikte bulunur. Yerel adi
gavurbasi’dir [Baytop, 1997].

3. M. macrocarpum Sweet, kayalik alanlar, makilikler, serpantin ve deniz
kenarindaki kalkerli yamaglarda, yayilis gostermektedir. Sar1 renk ¢icekleri martta
cigeklenmeye baslayip, nisanda son cigeklenmesi gerceklesmektedir. Daha ziyade
Dogu Akdeniz’de Mugla ilinde 10-800 m yiikseklikte bulunan bir tiirdiir. Genel
olarak Giiney Dogu Yunanistan ve Ege adalarinda dagilim gostermektedir [Tubives,

2007].

4. M. adilii Gliner ve Duman, Ankara- Beypazart 900-950 m yiiksekte yer alan
endemik bir tiirdiir. Marnh arazide yayilis gostermektedir. Martta cigeklenmeye
baslaylp son ¢iceklenmesi nisan ayindadir. Bitki yiiksekligi 4-15 cm’dir. Steril
cigekler ucuk mavi, steril olmayan ¢igekler ise koyu mavi-siyah renktedir [Giiner ve

Duman, 1999].

Muscari cinsi dogada orta vadeli, gelecekte ise yliksek tehdit altinda olan taksonlar
grubuna girmis ve Tiirkiye’de dogadan sokiimii yasaklanmistir [Ekim ve ark., 2000].
Tiirkiye’de bulunan endemik bitkilerin tamami ile endemik olmayip (non-endemik)
soyu tehdit altinda olan tiirler ilk kez 1980’11 yillarda kabul edilen uluslararasi [UCN

tehlike kategorilerine gore siniflandirilmistir [Ekim vd., 2000]. Bu smiflandirmada;



asagidaki kategoriler belirlenmistir. Bu tez kapsaminda ¢aligilan tiirlerin bazilar1 da

bu tehlike kategorilerine girmektedir. Asagida tehlike kategorileri verilmistir.

EX- Extinct- Tiikenmis: Sayet taksonun son ferdin 6ldiigli konusunda higbir siiphe
yoksa EX kategorisindedir.

EW- Extinct in the wild - Dogada tiikenmis: Takson bulunabilecegi ortamlarda ve
yilin farkli zamanlarinda yapilan ayrintili arastirmalarda bulunamamais, yani dogada
kaybolmus fakat kiiltiire alinmis bir sekilde yasamaya devam ediyorsa bu grupta yer

alir.

EN- Endangered - Tehlikede: Bir takson oldukga yiiksek risk altinda ve yakin
gelecekte yok olma tehlikesiyle karsi karsiya, ancak heniiz CR grubunda degilse EN

grubuna konulur.

VU- Vulnerable - Zarar gorebilir: CR ve EN gruplarina konamamakla birlikte
dogada orta vadeli gelecekte yiiksek tehdit altinda olan taksonlar bu gruba girer.

LR- Lower risk - Tehdit altinda: Populasyonlari iyi ve en az 5 lokaliteden bilinenler

bu kategoriye konulmustur. Gelecekteki durumlarina gére 3 alt kategorisi vardir.

a- (cd) Conservation dependent - Koruma onlemi gerektiren: 5 yil iginde yukaridaki
kategorilerden birisine girebilecek taksonlar. Hem tiir, hem de habitat agisindan 6zel

bir koruma statiisii gerektirenler.

b- (nt) Near threatened - Tehdit altina girebilir: Bir evvelki kategoriye konamayan

ancak VU kategorisine konmaya yakin adaylar.

c- (Ic) Least deficient - En az endige verici: Herhangi bir koruma gerektirmeyen ve

tehdit altinda olmayanlar.

DD- Data deficient - Veri yetersiz: Bir taksonun dagilim ve bollugu hakkindaki bilgi

yetersiz ise, takson bu gruba konur.

CR- Critically endangered - Cok tehlikede: Bir takson ¢ok yakin gelecekte yok olma

riski altinda ise bu gruba konur.



NE- Not evaluated — Degerlendirilemeyen: Yukarida ki herhangi bir kriter ile

degerlendirilemeyenler bu gruba konur.
Bu calisma kapsamina giren bitkilerin tehlike grubu asagida verilmistir.

M. adilii Giner ve Duman : CR

M. muscarimi Medicus : VU

Muscari cinsine dahil dogal cicek soganlari, hizli sehirlesme ve sanayilesmenin
etkisiyle ve yapilan asir1 sokiimler nedeniyle azalmis, nesilleri tehlike altindaki

bitkiler grubuna girmislerdir.

Dogal cicek soganlarindaki tahribati 6nlemek amaciyla Tarim ve Kdyisleri Bakanlig
tarafindan 1989 yilinda dogal c¢igek soganlarinin sokiimii, lretimi ve ihracati
konularinda bir yonetmelik yaymlanmistir. Yonetmelik 1991 ve 1995 yillarinda
yeniden diizenlenmistir. Bu yonetmelikle bircok dogal ¢icek soganinin ihracati
yasaklanmistir. Ihracatina izin verilenlere de dogadan toplama ve iiretim
kontenjanlar1 getirilmis ve ihra¢ edilecek sogan biiyiikliikleri belirlenmistir.
Yonetmelige gore ihracati yapilan dogal ¢icekler 3 ana baghik altinda
degerlendirilmektedir. Bunlar;

1. Ihracat1 {iretim yapilarak serbest olan dogal cigek soganlari

2. Ihracat1 kontenjanla veya baska herhangi bir kayitla sinirlandirilan dogal ¢icek
soganlari

3. Dogadan toplanarak ihracati yasak olan dogal ¢icek soganlaridir.

Ihracatinin, kotayla veya baska herhangi bir kayitla simirlandirilan ¢igek soganlart ve
serbest olan ¢igek soganlarinin yapildig: tiir sayis1 yaklasik 20 olup bunlarin en

Oonemlileri sunlardir;

Siirh Leucojum aestivum (GOl sogant)
Sinirlt Galanthus elwesii (Toros kardeleni)

Sternbergia lutea (Karagigdem) (Uretimden Serbest)



Sinirlt Arum italicum (Y1lan fistigr)

Sinirlt Geranium tuberosum (Devetabani)

Sinirli Anemone bland (Yogurt ¢igegi)

Siirl Cyclamen hederifolrum

Sinirlt Cyclamen coum

Sinirht Cyclamen cilicium

Siirh Fritillaria persica (Adiyaman lalesi)

Siirh Fritillaria imperialis (Aglayan gelin)

Sinirlt Eranthis hyemalis (Sart kar ¢icegi)

Lilium candidum (Mis zambag1) (Uretimden Serbest)

Siirh Dracunculus vulgaris (Yilan bigagi)

Muscari, 2006 yilinda Tarim Bakanligi tarafindan yayinlanan yonetmelige gore
dogadan toplanarak ihracati yasak olan dogal ¢igek soganlar1 grubuna girmektedir

[Rega, 2006].



Cizelge 1.2. Cicek Soganlarinin ihra¢ durumlari 10
) (ID) _ (1)
Dogadan Toré?;l:;aé(ogl;sf;? Yasak Olan Ihracat1 Kotayla Veya Baska Herhangi Bir Kayitla Simirlandirilan Cigek Soganlari Ihrgclzg [Cjirsetiznsd:garsﬂe;ge“
) ) Yillik Limit (Adet) Cevre )
Tiir Ismi Tiir Ismi Doga Biiyiitme Uretim Genis. Tiir Ismi
(cm)
1. Allium (Yabani sogan) tiirlerinin hepsi 1. Anemone blanda (Yogurt ¢icegi) 6.000.000 - - 4 1. Lilium candidum (Miszambag1)
2. Crocus (Cigdem) tiirlerinin hepsi 2. Arum italicum (Y1lan yastig) 150.000 - 150.000 6 2. Sternbergia lutea (Karagigdem)
3. Fritillaria tiirleri (F. persica, F. imperalis Arum dioscorides 100.000 - 150.000 6 3. Iris tuberosum (Siisen)**
harig) 3. Cyclamen cilicium (Siklamen) 250.100* - - 8 4. Calla aethiopica (Kalla)**
4. Lilium (Zambak) tiirleri (L.candidum, L. Cyclamen coum (Siklamen) 500.100* - 250.000 8 5. Polyanthus tuberosa (Siimbiilteber)**
ciliatum ve L. martagon harig) Cyclamen hederefolium (Siklamen) 800.100* - 1.000.000 | 10
5. Muscari (Muskari) tiirlerinin hepsi 4. Dracunculus vulgaris (Yilan bigagr) 200.000 - 200.000 | 10
6. Sternbergia (Kara ¢igdem) tiirleri 5. Eranthis hyemalis (Sari kar ¢icegi) 3.500.000 - - 3,5
(S.lutea harig) 6. Galanthus elwesii (Toros kardeleni) 4.000.100* | 1.600.000 500.000 4
7. Tulipa (Lale) tiirlerinin hepsi Galanthqs woronowii (Karadeniz 1.500.100% 500.000 ) 4
8. Eminium tiirlerinin hepsi kardeleni)
9. Biarum tiitlerinin hepsi 7. Leucojum aestivum (GOl sogani1) 2.000.000 - 2.000.000 | 7,5
10. Nympheaceae (Niliifer) tiirlerinin hepsi 8. Scilla bifolia (Silla) 100.000 - Z 4
11. Orchidaceae (Salep) tiirlerinin hepsi 9. Urginea maritima (Ada sogani) 10.000 5.000 - 20
e . 10. Ornithogalum nutans (Tikrik otu) 150.000 - - 7
12. Arum (Y1lan yastigy) tiirlerinin hepsi (4rum -
italicum, Arum dioscorides harig) 11. Geranium tuberosum (Deve tabani) 750.000 - 300.000 5
13. Pancratium maritimum (Kum zambag1) 12. Fritillaria persica (Adiyaman lalesi) - - 200.000 | 10+
14. Hyacinthus orientalis (Sark simbiilii) Fritillaria imperalis (Ters lale) - - 75.000 | 10+
15. Gentiana lutea (Censiyan) 13. Lilium martagon (Tirk zambagi) - - 2.500 | 10+
16. Cyclamen (Siklamen) tiirleri (C. coum,
C. cilicium ve C. hederefolium harig)
17. Galanthus (Kardelen) tiirleri
(G. elwesii ve G. woronowii harig) Lilium ciliatum (Tiylii zambak) - - 1.000 | 14+
18. Iris (Siisen) tiirleri
19. Paeonia ( Sakayik ) Tiirleri
20. Diger yumrulu ve soganl tiirler

* 11 numaral siitunda yer alan ve Nesli Tehlike Altinda Olan Yabani Hayvan ve Bitki Tiirlerinin Uluslararas Ticaretine Iliskin Sézlesme (CITES) kapsamindaki dogal gigek sogani
tiirlerine ilave edilen 100’er adet ¢igek sogani, aragtirma amagli talepler igin tahsis edilecek olup firmalar tarafindan ticari amagl kullanilamaz.

** Uretimi yapilan egzotik tiirler.
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Dogadan sokiilerek ihra¢ edilen dogal cicek soganlarindan Tiirkiye her yil 2-2,5
milyon $ civarinda bir gelir saglamaktadir. Bu miktar 1996 yilinda 2,86 milyon $,
1997 yilinda 2,28 milyon $ ve 1998’de ise 2 milyon $ olarak gergeklesmistir [Giirsan
ve Erkal, 1998]. Tirkiye disariya bitki ihrag eden tek ililke olmamakla birlikte, diinya
cicek sogani ihracatinda birinci siradadir. Hollanda ise yabani ¢icek sogani ithal
ederek, bunlarin reexport yaparak kazang saglayan iilkelerin basinda yer almaktadir.
Hollanda, bizden aldig1 soganlar1 ambalajlayarak dogrudan veya bazilarina basit bir
1slah islemi uyguladiktan sonra diger iilkelere siis bitkisi olarak pazarlamaktadir.
Boylece Hollanda ana materyali disaridan aldigi halde bu bitkiden 6nemli Olciide
gelir saglayan bir tlilkedir. Muscari cinsinin hem Tiirkiye i¢in bir gen kaynagi olmasi,
hem de gelecekte milli ekonomiye biiyiik oranda katki saglamasi nedeniyle, dogal
yetisme alanlarinda korunmasi ve c¢ogalmasinin saglanmasi yaninda bu bitkilerin
hizli, etkili ve kisa siirede sonug veren, in vitro yollarla kiiltiire alinma ¢aligmalarinin

yapilmasi1 gerekmektedir.

Son yillarda ortaya atilan ‘Siirdiiriilebilir Kalkinma’ stratejisi ile dogal kaynaklarin
kullanilmasini yasaklamak yerine, bu kaynaklara zarar vermeden uzun yillar
kullanma yollarinin arastirilmasi1 hedeflenmistir. Soganlarin hem tohumdan
iireyebilmesi, hem de yavrulayabilmesi i¢in en az 4-5 yil sokiilmemesi
gerekmektedir. Hatta iireme gelisme icin daha uzun yillara ihtiyag duymalar1 ve bir
kisminin da tohum olusturamamasi sebebiyle sadece vejetatif olarak ¢ogalabildigi
gdz Onilinde alindiginda, bu tez kapsaminda bir takim in vitro hizli ¢ogaltma
tekniklerinin bu bitkiler {izerinde gelistirilmesi ve bu sayede liretim ve ticareti i¢in

etkili hizli ve giivenli bir yol bulunmasi hedeflenmektedir.
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kuramsal Temeller
2.1.1. Bitki materyalinin yiizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu doku kiiltiirii islemleri arasinda en énemli asamalardan biridir.
Doku kiiltiirlinde en uygun eksplant kaynagini, daha onceden sterilize edilmis
tohumlardan elde edilen aseptik fideler olusturur. Ciinkii bu sekilde elde edilen
fidelerin sterilizasyona ihtiyaci olmamakta ve yiizey sterilizasyon isleminin zararlh
etkilerinden sakinilmaktadir. Eger boyle bir sans yoksa dis sartlardan (tarla, sera vb.)
alinan eksplantlar (tohum, yumru, yaprak, govde, siirglin ucu vb.) dncelikle musluk
suyu altinda yarim saat tutulurlar. Tohum ve yumru gibi kaba pargalar 1- 20 saniye
alkol i¢inde tutulduktan sonra gergek ylizey sterilizasyonu ortaminda bekletilebilir.
Yiizey sterilizasyonu i¢in en fazla kullanilan maddeler sodyum veya kalsiyum
hipoklorit, civa kloriir, giimiis nitrat ve hidrojen peroksittir. Endojen kontaminasyonu
elemine etmek icin ise genellikle PPM gibi biyositler de kullanilmaktadir [Babaoglu
ve ark., 2001].

2.1.2. Bitki tiretimi

Bitki iiretiminde {istiin kaliteli ve verimli ¢esitler gelistirmek amaciyla binlerce yildir
bitki 1slah1 yontemleri kullanilmaktadir. Bitki 1slah yontemlerini klasik ve modern

1slah metotlar1 olarak ikiye ayirmak miimkiindiir.

Klasik yontem

Bugiin klasik bitki 1slahinin tarim iiretimini artirmasindaki payr biiylik olmasina
ragmen bu yontemler yavastir ve sonuca ulasmak zaman alicidir. Islahi yapilan
bitkinin kalitesi ve miktarinin artirilmasi seleksiyonda oncelikli oldugu icin, bu
bitkiler hastalik ve zararlilara karsi dayaniksiz olmaktadir. Istenilen o6zelliklerle
istenmeyen Ozellikler de melez dollere gegebilmektedir. Klasik yontemlerde eseysel

ve eseysel olmayan yontemlerden yararlanilmaktadir.
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Bu yetistirme tekniklerinden bir tanesi eseysel iiretimdir. Bunun i¢in ya yapay
polenleme ya da tohum kullanilmaktadir. Yapay yolla dollenmeyi
gergeklestirebilmek  i¢in  kendine  dollenmeyen  bir  bitkinin  tohumlar

kullanilmaktadir.
Vejetatif cogaltma

Bu cogaltma teknigi siis bitkileri liretiminde en yaygin kullanilan iiretim tekniktir.
Vejetatif ¢ogaltma; kok siirgiinii, yaprak, yumru, dal, rizom gibi vejetatif bitki

kisimlarindan alinan pargalarla yapilan tiretim seklidir.

Celikle ¢cogaltma

Celikle cogaltma teknigi iiretilecek bitkiden alinan ve celik ad1 verilen bir gévde, kok
veya yaprak pargasi ile yeni bir bitki olusturma teknigidir. Bu yontemle ¢ogaltma ¢ok
cesitli igne yaprakli, yaprakli, herdem yesil ve yapragini doken siis bitkilerinde
seralara sahip fidanliklarda y1l boyu devam ettirebilmektedir. Ozellikle herdem yesil
ve yar1 yesil yaprakl tiirlerin hemen hemen hepsinde tohumla ¢ogaltim zaman aldigi
ve buna ragmen istenilen nitelikler genellikle saglanamadigi i¢in bu tiirler celikle
cogaltilmaktadirlar. Siis bitkilerinde en ¢ok govde celikleri ile iiretim yontemi

kullanilmaktadir.

Ast ile Cogaltma

Ast ile cogaltma teknigi c¢ogaltilmasi istenilen bitkinin bir parcasini ana¢ olarak
kullanacagimiz bagka bir bitki ile kaynastirarak tek bir bitki olarak gelistirme
teknigidir. Bitkinin toprak tstii kisminm1 yani govde ve dallar1 olusturacak kisma
kalem veya g6z denir. Bunlardan kalem iizerinde birka¢ uyur g6z bulunan dal
pargasidir. Bu parcanin goz olarak alinmasi halinde tek bir gdozden olusan bir parga
s0z konusudur. Yeni bitkinin kok kismini olusturacak olan as1 kismina ise anag¢ denir.
Asilama yontemleri kalem asilart ve goz asilanidir. Tiirlere gore asilamada basari

alanlar ¢ok farklilik gosterir.
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Modern yontem

Bitki doku kiiltiirleri, bitkilerin doku, organ, hiicre ya da hiicre kisimlarinin bitkiden
ayrilarak (izole edilerek) kapali ve cam kaplarda ‘in vitro’, suni besin ortaminda ve
steril sartlar altinda yetistirilerek biitiin organlar1 tam bitkilerin elde edilmesi

islemidir [Biondi, 1982].

Doku kiiltiirleri ile vegetatif tiretimin esasi siirgiin meristemlerinin olugmasini ve
cogalmasini saglamaktir. Bir bitkinin vegetatif olarak c¢ogaltilmasi, koltuk alt1
(aksiller) ve adventif olmak {izere iki sekilde bulunan siirgiin meristemlerinin

olusumuna baghidir.

Klasik yollarla bitki {iretiminde karsilasilan problemlere ¢oziim olarak giiniimiizde
modern 1slah metodlar1 uygulanmaya baslamistir. Bunlarin basinda da doku
kiltlirleri, organogenezis, somatik embriyogenezis, protoplast kiiltiirli, protoplast
fiizyonu, haploid bitki iiretimi, hastaliksiz bitki {iretimi, sekonder metabolit {iretimi,
mikro ¢ogaltim, embriyo kiiltiirii, germplazm depolanmas1 ve somaklonal varyasyon

gelir.
2.1.3. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitkiler; izole edilmis bir siirgilin, kok, yaprak, cigekler ve hatta organize olmamis
kallus gibi dokulardan biitiin bir organizmay1 rejenerasyon edebilme kapasitesine
sahiptirler [Goniilsen ve Ozcan, 1983]. In vitro’da hiicre ve dokulardan siirgiin
rejenerasyonunu basarabilmek i¢in uygun eksplantin secilmesi, biliylimede aktif
maddeleri igceren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel ¢evre kosullariin uygun

olmasi gerekmektedir [Murashige, 1974; Evans ve ark., 1981].

Adventif sturgiin rejenerasyonu

Adventif siirgiin rejenerasyonu izole edilmis bir siirgiin, kok, yaprak, cicek ve hatta
organize olmamis kallus gibi dokulardan biitiin bir organizmanin rejenere olabilme
kapasitesitesidir. [GoOniilsen, 1987]. In vitro’da hiicre ve dokulardan siirgiin

rejenerasyonunu basarabilmek i¢in uygun eksplantin secilmesi, biliylimede aktif
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maddeleri igeren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel ¢evre kosullarinin uygun

olmasi gerekmektedir [Murassige, 1974; Evans ve ark., 1981; Ammirato, 1983].

Doku kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan temel ortam Murassige and Skoog (1962)’un
gelistirdigi besin ortamidir. Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin ortamlar1 bitki
biiylimesi i¢in gerekli olan makro ve mikro elementler ile enerji kaynagi sekeri igerir.
Bu ortamlar agar ilave edilerek katilagtirilir. Besin ortamima eklenen bitki
bliylimesini diizenleyiciler de bitki rejenerasyonunda en Onemli faktorlerdir.
Genelde, yiiksek oranda oksin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) bulunan ortamlar kallus ve
kok gelisimini tesvik etmektedir. [Miller and Skoog, 1953; Paulet, 1965; Nitsch,
1968]. Sitokininlerin (BAP, TDZ, 2IP, Zeatin, Kinetin) bulundugu ortamlar ise

adventif siirgiin rejenerasyonu tesvik edilmektedir.

Hizli cogaltim (mikro cogaltim)

Siirglin ucu ve koltuk alti meristemler, kotiledon bogumu gibi eksplantlar izole
edilerek kiiltiire alinmaktadirlar. Gelismis bitkilerin ¢ogunda, her yapragin
koltugunda meristem (axillary meristem) bulunmaktadir. Ana u¢ meristemlerinin bir
kopyasi olan bu meristemler, yan siirgiin veya dal meydana getirme potansiyeline
sahiptir [Goniilsen, 1987]. Bu sistem, meristem sayilarinin artirilmasi bakimindan
O6nemli bir potansiyel olusturmaktadir. Mikro iiretimde bu oOzellikten
yararlanilmaktadir. Ornegin; hormonsuz bir ortamda kiiltiire alinan siirgiin uglari,
dallanmadan tek bir siirgiin seklinde gelismektedir [Géniilsen ve Ozcan, 1983]. Oysa
sitokinin igceren gida ortaminda kiiltiire alindiginda, siirgiin uglar1 ¢ok siirgiinden
olusan kiiclik bir demet seklinde gelismektedir. Besin ortaminda sitokinin bulunmast,
kok olusumunu genelde engellemektedir. Bu nedenle siirgiin sayisinin ¢ogaltilmasi
arzu edildigi siirece gida ortaminda bulunmasi istenen sitokinin, kok olusumu
istendiginde ortama ilave edilmemelidir. Siirglinler bitkinin 6zelligine gore ya
sitokininsiz ya da koklenmeyi uyarici hormonlar1 igeren bir gida ortamina transfer

edilir.

Doku kiltiirii tekniklerini kullanarak yapilan c¢ogaltim (mikro iiretim) pahali

olmasma karsin, kisa siirede fazla sayida bitki ekonomik olarak elde
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edilebilmektedir. 1991 yili verilerine gore diinyada saksili ¢igekler, kesme ¢icekler,
meyve agaclar1 ve geofitlerde mikrogogaltim yontemleri kullanilarak yaklagik 600
milyon bitki elde edilmistir [Werbrouck ve Debergh, 1994].

Hizli ¢ogaltimin avantajlari;

Bu teknikle bitkilerin in vitro sartlarda kisa bir siirede, fazla sayida ¢ogaltilabilmesi
miimkiin olmaktadir. Bu sayede ekonomik &nemi olan pekcok bitkinin kisa bir

zamanda ticari amaglara uygun miktarda ¢ogaltilmasi basarilabilmektedir.

Virlis ve diger sistemik hastaliklar, vegetatif ¢ogalma yoluyla bitkiden bitkiye
kolaylikla ge¢mektedir. Bu tip hastaliklar, {iriinlin kalite ve kantitesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Yine bu teknik sayesinde, hastaliklardan arindirilmis olan

stoklardan tiretim mumkiin olabilmektedir.

Bu teknikle y1l boyu iiretim yapilabilmektedir.
Kiiltiir asamasinda olan bitkiler kolaylikla iilkeler arasinda transfer edilebilmektedir.

Mutasyonlar, organ ve somatik embriyo olusumu, organ ve somatik embriyolarin
rejenerasyon yeteneklerini kaybetmesi, koklenme problemleri (cali ve odunsu
bitkilerde), toksik bilesiklerin ortamda birikmesi, vitrifikasyon (camlasma)
kontaminasyon ve bitkilerin kiiltiir tiiplerinden topraga aktarilmasinda karsilasilan

zorluklar mikro ¢ogaltimda ortaya ¢ikan baslica sorunlardir.

In vitro teknikleri bitkisel materyalin hizli ¢ogaltilmasi icin ideal bir sistem olarak
ortaya ¢ikmis olup, orkide gibi soganh bitkilerden ¢ok kisa siirede ¢ok sayida bitki
iiretilebilmektedir. Tiirkiye’de ise bu soganlarin ¢ogunun yasami insan kaynakli
nedenlerle tehdit altindadir. Baz1 geofitler giizel ve nadir ¢icekleri nedeni ile veya
gida ve ilag olarak kullanmak iizere yasadis1 yollarla toplanmakta ve ticari amaglarla
kullanilmaktadir. Bu geofitlerin birgogu {iiretime veya kiiltiire alinamadigi igin
toplayicilar dogaya yonelmekte ve asir1 miktarlarda sogan sokiimii yapmaktadirlar.

Bu c¢alismanin amact da Muscari’ye ait tiirlerde in vitro yontemiyle hizl
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cogaltimidir. Thracat potansiyeli bulunan bu tiirde hizli ¢ogaltim ve ayni zamanda
doku kiiltiiri ile yiiksek frekansta bir sogan eldesi icin giivenli etkili bir yontem

gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Bu nedenle bu ¢aligmada, Tiirkiye icin bir gen kaynagi olan soyu tiikenmekte ve
tehdit altinda olan tiirlerin hizli ¢ogaltimlar1 ile yok olmalarint engellemek ayrica
giizel kokulu ¢ekici ¢iceklerinden dolay1 kesme c¢igek, saksi, bahge cigegi olarak siis
bitkisi olarak ticari 6neme sahip bu Muscari tirlerinin in vitro ¢ogaltimi ve sogan

rejenerasyonu amaclanmistir.
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2.2. Kaynak Arastirmasi

Muscari botryoides Mill. bitkisinde, epidermal ve alt epidermal eksplantlar
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda IBA ve BAP igeren besin ortamlarinda
morfolojik degisiklikleri incelenmistir. Calismada, sezona bagli olarak ekplantlarin
rejenerasyon kabiliyetinin degistigi goriilmistiir. Eylil ayinda toplanan bitkilerden
alman eksplantlarinda rejenerasyon %10 iken, mayis ayinda toplanan bitkilerden
alian ekplantlarda %56 rejenerasyon ve eksplant basina 1-2 sogancik gozlenmistir.
Rejenerasyon ve sogan sayist bakimindan en iyi ortam 0,2-2 mg/l IBA ve 1-2 mg/l
BAP kombinasyonlarinda elde edilmistir. Sogan caplari oksin konsantrasyonuna
bagli olarak degismistir. IBA konsantrasyonun yiikseltilmesi ile oransal olarak sogan
capi, yas ve kuru agirlik artmistir. Yeni gelisen soganlardan ¢ikan yapraklarin
uzamasi, koklenmesi ve kallus olusumunda oksinin belirgin bir etkisi oldugu
goriilmiistiir. Ortamda BAP ve IBA birlikte bulunduklarinda sogan rejenerasyonunda
etkili olmustur ancak; bu kombinasyon koék olusumunu durdurmustur. Ortamda
sadece oksin (2 mg/l IBA) bulundugu zaman hem sogan rejenerasyonu saglanmis,
hem de kok olusumunun durdurucu etkisinin Oniine gecilmistir [Kromer ve

Kukulczanka, 1992].

Muscari racemosum L. Mill. bitkisinin pul yapraklarinda, in vitro kosullarda karanlik
ve aydinlikta rejenerasyon kabiliyeti incelenmistir. Karanlikta ve MS besin
ortaminda % 8 oraninda adventif sogan olusumu ve kok olusumunda artis
bulunmustur. Bunun yani sira soganlardan ¢ikan yaprak gelisimlerine bakildiginda
ortamlar arasinda fark gozlenmistir. Muscari racemosum’de endogen bitki biiylime
diizenleyici maddelerin faaliyetleri biyoassay ile incelenmistir. Aydinlik ve karanlik
ortamdaki ekplantlardan alinan 6rneklere ait ilk inceleme dokular kiiltiire alinirken,
ikinci inceleme ise 4 ay sonunda yapilmistir. Bu inceleme sonucunda karanlik
muamelesi yapilan ekplantlarda dokularda oksin ve gibberelin gibi maddelerin diisiik
sitokinlerin ise yiikksek oranda oldugu goriilmiistiir. Aydinhik muamelesi
eksplantlarda oksinlerin aktivetesinde c¢ok az artisa sebep olurken, gibberelinin
aktivitesinde ise diisiise sebep olmustur. Aydinlikta kiiltiire alinmis eksplantlarda

sitokinin aktivitelerinde belirgin artis gézlenmistir [Kromer, 1989].
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Tulipa ve Muscari botryoides soganlari, degisik oranlarda GAj; ile 1 atmosfer basing
altinda muamele edilmistir. Calisma sonucunda GAj> iin her iki tiirde de bitki
morfolojisine ve gelisiminde etkisi tespit edilmistir. Tulipa bitkisinde 51 giin soguk
muamelesi sonucunda ekim ayinda GAj; ile asilanmis soganlarda ciceklenmede artig
goriilmistiir. Muscari botryoides 'te ise 51 glin soguk muamelesi sonucunda ve ekim
ayinda GAj ile muamelesinde asilanmasi ile ¢igeklenmede artig goriilmiis olmasina
ragmen, ¢icek sapinda ve yapraklarda inhibisyon gozlenmistir [Tymoszuk ve ark.,

1979].

BAP muamelesi ile olusan soganlarin Muscari spp.’de elektrofotometrik analizi
lizerine yapilan ¢alismada, tek sogandan ¢ogaltilmis soganciklardan glukoz 6 fosfat
di hidrogenezin degisik formlarinin olustugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada; sitokinin,
pentoz fosfat yolu ve Muscari rejenerasyonu arasinda iligki incelenmistir. Calismada
Muscari soganlarina disaridan sitokinin muamelesinin hem organogenesis hem de
glukoz 6 fosfat di hidrogenezin degisik formlarinin olusmasina neden oldugu tespit

edilmistir [Puchalski ve ark., 1979].

Bir otomatik balon tipi reaktérde (BTBB) Lili (zambak) soganciklarindan ¢ok sayida
sogan iiretilmesi amaclanmistir ve reaktorde zambak soganciklara etkileyen faktorler
arastiritlmistir.  Materyal olarak Lilium oriyental hibrid Casablanca ¢esidi
kullanilmigtir. Her alt kiiltiir sonucunda toplam yesil sogan agirliginda ve sogan
capinda artis gézlenmistir. En fazla sogan olusumu 2-4,1 g ile 16 hafta sonunda elde
edilmistir. 16 haftalik calismanin ilk alt kiiltiirii 4 hafta sonra 2. alt kiiltiir ise 12 hafta
sonunda yapilmistir. Ortamdaki sukroz miktar1 sogan ¢apina etkisi oldugu da tespit
edilmistir. En biiyiik soganlar 90 g/l sukroz igeren ortamda goriilmiistiir [Lian ve

ark., 2003a].

Nepal’de ¢ok yaygin olarak kullanilan Lilium nepalense D. Don tibbi bitkisinde hizli
cogaltim protokolii gelistirilmistir. Uygun soganlardan elde edilen c¢ift pul
yapraklardan yan soganlar olusmustur. 20 pM igceren MS ortamda dikey kesilmis pul
yapraklardan c¢ogaltim meydana gelmistir. 4 haftalik kiiltiir sonunda 1 ekplant

tizerinde ortalama 7 sogan ciktig1 gozlenmistir. Soganlar koklenmeye alindiktan
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sonra ex vitro kosullara adapte olmuslardir. Bu ¢alisma sonucunda olusan soganlarin

tarla ekimi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir [Wawroshch ve ark., 2001].

Nergis bitkisinin siirgiinlerinden elde edilen soganciklar bitki biiyliime diizenleyici
madde icermeyen ortamlarda sogan elde etmek iizere 20 °C’de aydinlik ve karanlikta
kiiltire alinmistir. Sogan ¢ogaltim ortamina aktif komiirde ilave edilmistir. Tim
soganciklar 5 °C’de soguk muamele yapilmustir. Ceside bagli olarak % 47,8 — 81,2
oraninda sasirtma da basar1 elde edilmistir. En iyi sonuglar 0,2 g’dan daha agir olan
soganciklardan bulunmustur. Yiiksek oranda seker kullanimi sogan caplarinda artis
sebebi olmustur. Ancak sukroz miktarmin yiikseltilmesi ile soganlardan c¢ikan
yapraklarda erken sararma ve fazla dormansi gézlenmistir. Karanlik ortamda rejenere
olan soganciklarin, agirlik artis1 ve tarlada da sasirtmada olumlu etkisi olmadigi

tespit edilmistir [Wendy ve ark., 1991].

Lilium longiflorum bitkisinde sogan uclarindan alinan ince hiicre tabakasi
kullanilarak somatik embriyogenesis ¢alisilmistir. Ekplantlar {izerinde 45 giin
sonunda yuvarlak sekilli embriyolar olusmustur. Somatik embriyo olusumu i¢in 4
uM NAA ile 1,1 pM TDZ igeren ortamlarda embriyo benzeri yapilar ekplantlar
tizerinden almip 54 uM NAA ve 0,4 uM TDZ igeren ortamda biiylimeye
birakilmistir. En iyl somatik embriyo olusumu; 0,8-1 mm kalinligindaki
eksplantlarda gézlenmistir. Olusan somatik embriyolar1 bitkiye doniistiirmek i¢in, 30
g/l sukroz iceren MS ortama aktarilmistir. Tiim embriyolardan, 90 giin sonunda bitki

olusumu gézlenmistir [Duong ve ark., 2002].

Crinum spp. bitkisi tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir. Ancak geleneksel yontemlerle cogaltim pahali ve yavas olmaktadir.
Bu c¢alismada Crinum Ellen Bosanquet c¢esidinde doku kiiltiirii ile ¢ogaltim
yapilmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in sogan pullart % 0,525 sodyumbhipoklorit
icerisinde 1 saat bekletilmistir. Sogan olusumu icin 0-22,2 uM BAP ve 0-5,3 uM
NAA igeren MS besin ortaminda 3 ¢ift pul yaprak eksplant olarak kullanilmistir. En
fazla sogan olusumu 22,2 uM BAP iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Bir
sonraki denemede eksplantlar 35,5- 80,8 uM BAP iceren ortamlarda kiiltiire
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alimmistir bu eksplantlar 3 ay sonra bitki biliylime diizenleyici madde igermeyen
ortama alinmistir. 35,5 uM BAP eksplant iizerinde ortalama 2,8 adet sogan
olusmustur. Bitkicikler basar1 ile koklenerek adaptasyon saglanmistir [Melanie ve

ark., 1999].

In vitro kosullarda Crytanthus spiralis bitkisinin ikili pul yapraklarindan en iyi
adventif ve yan sogan olusumu, 6 hafta sonunda 5 g aktif komiir iceren sivi besin
ortaminda elde edilmistir. Benzer sonuglar 1 mg/l NAA-2 mg/l BAP ve 0,1 mg/l 2,4-
D-1 mg/l BAP igeren iceren MS besin ortaminda da gézlenmistir. Soganlar iizerinde
gelisen siirgiinlerin boyu karsilastirildiginda, 1 mg/l NAA-2 mg/l BAP igeren
ortamda gelisen soganlarin daha uzun oldugu goriilmiistiir. En iyi siirglin gelisimi 1
mg/l NAA- 2 mg/l BAP igeren ortamda elde edilmistir. Elde edilen soganlar
koklenme icin % 6- 9 sukroz iceren ortamlara aktarilmistir. % 6 sukroz iceren
ortamda hem kdklenme hem de yapraklarda gelisme gozlenmis, fakat % 9’luk sukroz
iceren besin ortaminda gelisen soganlarda hacim ve agirlik artisinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ortamlarda gelisen soganlar 1 yil sonra ¢iceklenmistir

[Moran ve ark., 2003].

Muscari comosum bitkisinde yaprak eksplantlarindan bitki biiylime diizenleyici
madde icermeyen MS ortamda rejenerasyon elde edilmistir. MS ortamima 1 mg/l
NAA ilave edildiginde somatik embriyolardan bitkiciklerin olustugu goriilmustiir.
Ortama BAP ilave edildiginde rejenerasyona durdurucu etki yaptigi tespit edilmistir

[Saniewskii ve Pytlewski, 1979].

M. armeniacum soganlarinin bazal tabakasinda BAP igeren lanolin macunu ile

muamele edildiginde sogan olustugu goriilmiistiir [Saniewski, 1979 ].

M. comosum ve M. botryoides soganlarinin bazal tabakasinda oksin igeren lanolin
macunu ile muamele edildiginde sogan olusamadigr goriilmiistiir [Saniewski ve

Puchalski, 1982].
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M. armeniacumun soganinin infloresans yapraklarindan 1 g/l aktif komiir iceren MS

ortaminda rejenere oldugu gbzlenmistir [Cumming ve Peck, 1984].

1 g/l aktif komiir iceren MS ortaminda Muscar: armeniacum bitkisinde pul
yapraklardan adventif sogan olusumu goézlenmistir. Eksplantlar iizerinde kallus
olusumu goézlenmemistir. Elde edilen soganlar seraya aktarilmistir [Peck ve

Cumming, 1986].

M. comosum soganlarinda, sogan dikim ve soguk muamelesinden Once GAj
muamelesinin ¢i¢ceklenmede 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir. Bu muamele ile

govde ¢apinda da artis goriilmiistiir [Saniewski, 1977 a,b].

Metil jasmonat igeren lanolin macunu muamelesi, sogan olusumunda durdurucu etki
yaparken, BAP iceren lanolin macunu muamelesinin sogan olusumuna olumlu tesir

yaptig1 tespit edilmistir [Saniewski ve Pochalski, 1987].

Mis zambak (Lilium candidum L.) bitkisinin yaprak eksplantlarindan MS igeren
BAP-IBA’nin degisik konsantrasyonlarinda, adventif sogan rejenerasyonu elde
edilmistir. Soganlar seraya aktarilarak 2 sene sonunda tiim soganlarda ¢iceklenme

gozlenmistir [Khawar ve ark., 2005].

Mis zambak bitkisinin pul yapraklarimin alt kismindan ve in vitro’da gelisen
yapraklarindan, 2,22 uM BAP ve 2,69 uM NAA iceren MS ortaminda adventif
sogan olusumu gozlenmistir. Elde edilen soganlar 2,69 uM NAA igeren MS besin
ortaminda koklendirilerek biiylime odalarinda adaptasyonlari saglanarak seraya

aktarilmistir. Bitkiler 2 sene sonra ¢igeklenmistir [Sevimay ve ark., 2005].

Stenbergia candida bitkisinde in vitro kosullarda olgunlasmamis tohum kullanilarak
somatik embryogenesis i¢in bir protokol gelistirilmistir. Stenbergia candida bitkisi
Mugla ve Antalya illerinde dogal olarak yetisen endemik bir tiirdiir. En iyi sonuglar 2
mg/l BAP- 0,50 mg/l NAA (Potasyum tuzu) igeren MS besin ortaminda

gergeklesmistir. Elde edilen soganlar 5 g/l aktif komiir igeren MS besin ortaminda
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koklendirilmistir. Ortama aktif komiir ilavesi bitki gelismesinde etkili olmustur.
Soganlar seraya aktarilmig daha sonra tarlaya sasirtilmistir [Parmaksiz ve Khawar,

2006].

Ornithogalum oligophyllum bitkisinde ikili pul yaprak kullanilarak 1-2 mg/l BAP ve
0,5-1,0 mg/l IBA igeren ortaminda adventif sogan olusumu elde edilmistir. Gelisen
primer soganlarin ¢apimni artirmak i¢in alt kiiltiire alinmistir. Alt kiiltiire alinmis
primer soganlarin ¢apinda artis gozlenmistir. Sogan basina 0-4,42 sekonder sogan
olusumu elde edilmistir. Her soganda degisik uzunlukta kokler gortilmiistiir. En fazla
adventif sogan olusumu 2 mg/l BAP 0,5 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda
gozlenmistir. Bitkiler iklim dolaplarina adapte edilmistir. Soganlarin morfolojik
olarak normal oldugu gbézlenmistir ve adaptasyonda % 85 basar1 elde edilmistir. Elde
edilen protokoliin O. oligophyllum’un ve farkli Ornithogalum tiirlerinde soganl
bitkilerin ¢ogaltiminda mevsimsel {iretime bagli kalmaksizin basar1 ile

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [Ozel ve Khawar, 2007].

Galanthus elwesii Hook bitkisi lilkemizden ihrag¢ edilen ¢icek soganlar listesinde ilk
siralarda yer almaktadir. Bu nedenle bu bitkinin in vitro ¢ogaltimi hem gen
kaynaklarinin korunmasi, hem de ticari iiretim ig¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu
calismada kullanilan Galanthus elwesii Hook. bitkisinin meyveleri nisan ayimnin ilk
haftasi igerisinde dogal yetisme ortami olan Antalya ilinin Akseki il¢esi civarindan
toplanmistir. Meyveler yiizey sterilizasyonu icin % 80’lik ticari sodyum hipoklorit
cozeltisinde 20 dakika tutulduktan sonra ii¢ kez steril saf su ile durulanmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlardan ¢ikarilan olgunlasmamis embriyolar 1-4 mg/l 6-
benzilaminopurin (BA) ve 0,5 mg/ | a- naftalen asetik asit (NAA) igeren Murashige-
Skoog (MS) ortaminda kiiltiire alinmistir. En yiiksek sogancik olusumu 1 mg/l BAP
+ 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmis olup, bu ortamda elde edilen
sogancik sayist eksplant basina 7,7 adet olarak bulunmustur [Nasircilar ve

Karagiizel, 2006].

Galanthus ikariae bitkisinin doku kiiltiirii yontemi ile ¢ogaltilmasi i¢in en uygun

eksplant tipinin belirlenmesi, ortam pH’s1, karbonhidrat cinsi ve dozunun
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belirlenmesi0 amaclanmigtir. Eksplant tipi olarak degisik sekillerde hazirlanan sogan
dokular1 (sogan pargast ve sogan pul yapraklari) kullanilmistir. Besin ortamina
katilan farkli seker cinsi (sakkaroz, glukoz, maltoz, laktoz ve fruktoz) ve dozlarinin
(%2,3 ve 6), ortam pH degisimlerinin adventif sogancik olusumu iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Bazal dokuya sahip sogan parcalar1 ve sogan pul yapraklarimin G.
ikariae’nin doku kiiltiiriiyle cogaltilmasinda uygun eksplant tipleri oldugu tespit
edilmistir. En uygun ortam pH’s1, 5,5 olarak belirlenmistir. En fazla sogan olusumu,

% 6 sakkaroz igeren ortamdan elde edilmistir [ Tipirdamaz ve ark., 1999].

Kirmiz1 ada sogan1 Urginea maritima’da in vitro’da pul yapraklardan 0,5-1,6 uM
NAA ve 0,4-1,3 uM BAP igeren ortamda adventif sogan olusumu goézlenmistir. /n
vitro da gelisen soganlar 0,5-1,6 uM NAA’de koklendirilmis olup vermikulit
icerisine aktarilmistir.  Gelisen soganlar1 4,4-13,2 uM BAP igeren ortamlara
aktarildiginda adventif sogan olusumu gozlenmistir. Ancak bu soganlar
koklenmemistir. Koklenmis soganlar {izerinde yaprak olusumu tesvik etmek
amaciyla soganlar 5 °C de 3-4 hafta soguk muamelesine tabi tutulmustur [Ramadan

ve Ralph 1987].

Calochortus nuttallii Bati Amerika’da dogal olarak yetisen giizel cigekleri olan bir
siis bitkisidir. Bu ¢alismada 8,9 uM BAP ve 88 uM sukroz iceren SH ortaminda
yiiksek oranda sogan olusumu gbzlenmistir. Soganlar her 28 giinde bir 88 uM sukroz
2,2 uM BAP ve 1 uM IBA igeren ortamlara alt kiiltiire alinmistir. Koklendirme igin
soganlar 2,7 uM NAA ve 88 uM sukroz iceren ortama aktarilmistir [Hou ve ark.,
1997].

Chirita heterotricha bitkisinin yaprak eksplantlarindan 0,1 mg/l NAA-0,1 mg/l BAP
iceren MS ortamda yiiksek oranda (39,5 adet) siirgiin elde edilmistir. Elde edilen
bitkiler 5 mg/1 aktif komiir ve 30 g/l sukroz iceren 2 MS ortaminda koklendirilmistir.
Koklenen bitkilerin % 95 basar1 ile dis kosullara adapte edilmistir [Tang ve ark.,
2007].

Tehlike altindaki Sternbergia fischeriana’da in vitro ticari ¢ogaltimi i¢in bitkinin pul

yapraklar1 ve olgunlasmamis embriyolarindan adventif sogan rejenerasyonu
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yapilmustir. Eksplantlardan, 4 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA veya 2 mg/l 2,4-D igeren
ortamda 14 ay sonunda yiiksek oranda sogan elde edilmistir. Elde edilen soganlar 5

C de soguk muamelesine tabi tutulup saksilara aktarilmistir [Mirici ve ark., 2005].

Kuzey Akdeniz kiy1 ve sahil bolgelerde bulunan Limonium cordatum bitkinin bazal
tabakas1 kullanilarak in vitro g¢ogaltimi yapilmis ve elde edilen soganlarin ex vitro
kosullarda adaptasyonu saglanmistir. Bu calismada diisiik BAP konsantrasyonlari
sogan ¢ogaltiminda olumlu etki yaparken, koklenmede olumsuz etki yaptigi
goriilmiistiir. Buna kars1 ortama yiiksek oranda oksin muamelesi kdk olusumunda
olumlu, sogan olusumunda ise olumsuz etki yaptig1 gézlenmistir. Bu yiizden sogan
cogaltimi i¢in diizenleyici madde igermeyen MS ortamin en uygun ortam oldugu

tespit edilmistir [Casazza ve ark., 2002].

Scilla natalensis bitkisinin soganlarindan sogan olusumu gozlenmistir. Bu soganlarda
sekonder yapraklar1 ve sogan eksplantlar1 kullanilmistir. Sekonder eksplantlardan da
ana soganlar gibi adventif soganlar gézlenmistir. Sogan olusumu i¢in yalniz KIN
veya TDZ’nin ortamda bulunmasinin olumlu etki yaptig1 goriilmiistiir. Ancak; bu
ortamlara IAA ya da NAA ilave edildiginde sogan olusumun da olumsuz etkisi
oldugu goriilmistiir. En 1yl sogan olusumu 1- 2mg/l KIN igeren ortamda
gozlenmistir. Soganlar 1 mg/l IAA iceren MS besin ortaminda koklendirilmistir.

Bitkiciklerin gdlgede adaptasyonu saglanmistir [McCartan ve Van Staden, 1998].

Dogu ispanya’da tehlike altinda Limonium cavanillesii’nin 20 mm’lik ¢igek sap1
eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlar degisik konsantrasyonlardaki sitokinin
iceren MS besin ortamina aktarilmistir. En 1iyi siirgiin olusumu 2-5 mg/1 KIN, 5 mg/I
6 gamma- gamma- dimetilalilaminopurin veya 0,1 mg/l BAP iceren MS ortaminda
gorilmiistiir. Soganlardan oksin icermeyen MS ve 0,1-0,5 mg/l IBA veya TAA
iceren MS ortamina alinarak, yiiksek oranda koklenmis bitkiler elde edilmistir.
Bitkilerin %901 sera kosullarinda canliligini stirdiirmiis ve dogaya adapte edilmistir

[Amo-Marco JB ve Ibanez MR., 1998].
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Siklopamin olarak bilinen anti kanserojen madde iceren Veratrum californicum
monokotil bitkisinde olgunlagsmamis embriyolardan somatik embriyogenesis i¢in
degisik konsantrasyonda bitki biiyiime diizenleyicisi iceren bes farkli besin ortami
kullanilmistir. En fazla embriyogenik kallus 4 mg/l picloram igeren MS ortamdan
elde edilmistir. Bu calismada siispansiyon kiiltiirii yapmak icin elde edilen
embriyogenik kalluslar AA ve L2 besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. 4 mg/l NAA
iceren AA ortaminda gelisen hiicreler sar1 renk almis olup hizli bir gelisme
gostermistir. Bu hiicreler kryo muhafazasi ile uzun siire saklanmistir. 27 ay sonra bu
hiicrelerden %73 rejenerasyon gozlenmistir. Elde edilen tiim bitkilerde Siklopamin
ve verateramin bulunmustur. Bu ¢alismada doku kiiltiirii yolu ile yiiksek oranda tibbi

olarak 6nemli sekonder metabolit elde edilmesi saglanmistir [Ma ve ark., 2006].

Lilium longiflorum bitkisinin in vitro kosullarda gelisen sap ucundan elde edilen
adventif soganciklar kullanilarak adventif sogan olusumu incelenmistir. Dormant
soganlardan koltuk alti meristemler alarak 1 uM BAP igeren 2 MS ortaminda
kiiltiire alimmustir. Her koltuk altindan 1 ay sonra ortalama 32 adet adventif sogancik
ciktig1 gozlenmistir. Adventif soganlarin 2,3 uM BAP igeren 2 MS’te daha fazla
sogancik olusturdugu gozlenmistir. Soganciklar 1.1 uM NAA MS igeren ortamda
koklendirilmistir. Elde edilen 80 bitkinin, 3 ay serada adaptasyonlar1 saglanip
deneme tarlalarina aktarilmistir [Nhut, 1998].

Ornithogalum umbellatum bitkisinden alinan pul yapraklarindan adventif sogan
olusumu elde etmek amaciyla degisik oranlarda NAA ve BAP igceren MS ortami
kullanilmistir. En iyi adventif sogan olusumu, 2 ay sonra 2 mg/l NAA ve 0,5 mg/l
BAP i¢eren MS ortaminda gozlenmistir. Elde edilen soganlarin pul yapraklarindan
0,5 mg/l BAP igeren MS ortaminda adventif sogan olusumu goézlenmistir ve bu

soganlar 1/2 MS ortaminda koklendirilmistir [Nayak ve Sen, 1995].

Giiney Afrika’da 6nemli bir tibbi bitki olan Bowiea volubilis (Liliaceae) makro ve
mikro ¢ogaltim yontemi ile ¢igek sap1 eksplantlarindan organogenesis yapilmistir. 10
mm uzunlugundaki ¢igek sap1 eksplantlar1 1 mg/l 2,4- D ve 1 mg/l BAP 30 g/l sukroz
ve 10 g/l agar iceren ortamda 6-8 hafta karanlikta kiiltiire alinmistir. Bu eksplantlar

bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen ortamda, sogan olusumu, siirgiin olusumu ve



27

koklenme i¢in alindiginda 4-5 hafta sonra bitkilerde kok olusumu gozlenmistir

[Hannweg ve ark., 1996].

Blandfordia grandiflora bitkisinin siirgiin ucu eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda
KIN, BAP, 2iP igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen siirglinler NAA,
IBA ve IAA iceren ortamlarda koklendirilmistir. En iyi koklenme 8 uM IBA ve 32
uM TAA iceren MS ortamdan elde edilmistir. Bitkiler seraya aktarildiginda en iyi
adaptasyon 2 uM IBA ve 0,5 uM IAA igeren ortamlardan elde edilmistir [Johnson ve
Burchett, 1991].

Doryanthes excelsa bitkisinde IBA, NAA, 2,4-D, TDZ ve BAP’in fizyolojik
gelismeye etkisi incelenmistir. Eksplant olarak dikey kesilmis olgunlagmamis ¢igek
sap1 kullanilmistir. En iyi (% 46,2) kallus olusum oran1 50 uM NAA ve 0,5 uM TDZ
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Ancak; en yiiksek sogan olusumu
(%56,8) 0,5 uM NAA ve 50 uM TDZ iceren ortamdan elde edilmistir. Koklendirme
icin geligen siirgiinler 6 hafta sonra 50 pM NAA ile muamele edilmistir. Gelisen
bitkiciklerin iklim odasinda adaptasyon saglanmistir [Dimech ve ark., 2007].

Muscari  armeniacum’da etkili bir genetik transformasyon ig¢in yaprak
eksplantlarindan kallus elde edip organogenesis ve embriyogenesis basarilmistir.
Rejenere olan bitkilerin histolojik ve morfolojik analizinde herhangi bir degisiklik

saptanmamustir [Suzuki ve Nanako, 2001].

M. racemosum’da 151k siddetinin ve endojen kaynakli biiyiime faktorlerinin etkisi
tizerine yapilan ¢aligmada ti¢ farkli 151k kaynagi ve karanlikta MS besin ortaminda
kiiltiire alinmistir. 4. hafta sonunda 1s1kta kiiltiire alinan 6rneklerde adventif siirgiin
sayist % 8 artmistir ancak eksplant sayisina bdliindiiglinde herhangi bir etkisi
olmamigtir. Karanlikta kiiltiire alinanlara oranla 1s1kta kiiltiire alinanlarda yaprak ve
kok olusumu daha fazla olmustur. Ayrica bu koklerin daha kalin oldugu da
gozlenmistir. Biiyiime faktorleri acisindan ise; sogan dokusunda oksin ve giberelin

aktivitesi diisiik, sitokinin aktivitesi ise bunlara oranla yiiksektir. Isikta kiiltiire alma,
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oksin ve sitokinin seviyesini artirmisg, giberellin seviyesini ise diisiirmiistiir [Kromer,

1989].

Lilium formosanum, Agapantus praecox ssp. orientalis ve M. armeniacum’da yer
aldig1 Liliaceae’ye ait tiirler de Agrobacterium araciligl ile gen aktarim galismasi
gerceklestirilmistir. Bu calismada Agrobacterium un T-DNA bolgesinde Nptll, Hpt
ve GUS intron genlerini tagiyan binary vektér bulunduran ii¢ hat kullanilmistir. L.
formosanum’un A. tumefaciens’le enfekte edilmis kalluslarinda ko-kiiltiivasyon
sonrast higbir transgenik bitki elde edilememistir. A. praecox ve M. armeniacum’da
embriyonik kiiltlirler higromisin igeren ortama alindiginda ¢ok sayida higromisine
dayanikli hiicre ve daha sonra gelisen kalluslarda somatik embriyogenesisle,
transgenik bitkiler gozlenmistir. Southern bloth analizinin her tiirde de genin 1- 5

kopyasinin genoma entegre oldugu tespit edilmistir [Suzuki ve Nanako, 2002].

Galanthus elwesii ve G. ikariae nin doku kiiltiirii yontemleriyle ¢ogaltilmasi i¢in en
uygun eksplant tipi ve besin ortami arastirilmistir. Sogan parcasi ile tek veya cift
yaprakli sogan pul yaprakli eksplantlarin en iyi sogancik olusturma yeteneginde
olduklar1 belirlenmistir. Galanthus’un doku kiiltiiriine uygun oldugu, % 6 oraninda
kullanilan sukroz ve Gamborg MS ortaminin ortaminin sogancik olusumuna 6nemli

diizeyde olumlu etki yaptig1 belirlenmistir [Cakirlar ve ark., 1994].

Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis’ in ikili pul yapraklar1 in vitro’da
siirglin olusumu icin 4,4-11,1 ve 22,2 uM BA ve 54 uM NAA iceren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Her ¢ tiirden de elde edilen siirgiinler 0-2,7-5,4 ve
10,8 uM NAA igeren ortamda koklenmeye alinmistir ve % 95, % 98, % 100
koklenme basarisi elde edilmistir [Ault, 1995].

Crocus sativus L.’un ovaryum eksplantindan direk adventif siirgiin rejenerasyonu
yapilarak, besin ortaminin etkisi, inkiibasyon kosullar1 ve eksplant yasinin etkisi

incelenmistir. Crocus sativus 53,7 p\M NAA ve 4,4 uM BAP iceren MS ortaminda
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karanlikta 20 °C’da kiiltiire alindiginda ovaryum basina 1,5 adet kallus ve siirgiin

olusturdugu bildirilmistir [Bhagyalakshmi, 1999].

Narcissus confusus’un iki hattinin olgunlagsmamis tohumlarinin alkoloid {iretim
kapasiteleri karsilastirilmistir. Bu iki hattin, olgunlagmis embriyo eksplantlarinda
kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve organogenesis kapasiteleri arastirilmistir.
Alkaloid icerigi HPLC ile belirlenmistir. Kalluslarin az miktarda galanthamin iirettigi
ve galanthamin miktarinin doku farklilasmasinin derecesiyle arttigi bildirilmistir.
Rejenere olan biitiin bitkilerin morfolojik karakterler bakimindan normal oldugu da

belirtilmistir [Selles, 1999].

Lalenin Merry Widow ¢esidinin gévde eksplantlarindan 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP
iceren MS ortaminda siirgiin rejenerasyonu yapilmistir. Eksplantlar bu ortamda 12
veya 16 hafta 20 °C de inkiibe edildiginde, eksplantin taban kisminda sogan
primordiumlar1 olusmaya baslamistir. Primodiumlarin gelismesi ve artirilmasi i¢in
kiltir kaplarma 1 ve 10 ppm etilen veya 1, 10 ve 100 pM ACC (1-
aminocyclopropane-carboxylic acid) eklenmistir. Govde eksplantlarinda endogenus

ACC’nin diizeyi 7 giinliik inkiibasyondan sonra artmistir [Taeb ve Alderson, 1990].

Narscissus’un  hizli  ¢ogaltiminda topraga sasirtma safhalari arastirilmistir.
Calismada, hormon igermeyen ortamda alt kiiltiire alinan siirglinlerin olusturdugu
soganlar kullanilmistir. Sasirtmada en basarili olan ortam aktif karbon iceren ortam
olarak belirlenmistir. Stirglinler 6nce 20 °C de kiiltliire alinmis olusan soganciklar dis
ortama aktarilmadan ©nce dormansinin kirilmasi i¢cin 5 °C’de depolanmustir.
Transplantasyon basarisinin biiyiik ¢apta c¢eside bagli oldugu ve % 47,8 ile %81,2
arasinda bagar1 saglandig: bildirilmistir. En yliksek basar1 0,2 g’dan daha agir olan
soganciklardan elde edilmis, ancak soganciklarin boyutlarindaki artis ¢ok diisiik

bulunmustur [Squires ve ark., 1991].

In vitro izl ¢ogaltim icin Sternbergia candida ve S. fischeriana tiirlerin oncelikle
sogan pul yaprak eksplantlar1 farkli oranlarda biiyiime diizenleyicileri i¢eren besin

ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sogancik olusturan eksplant orant (%75,99) ve
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eksplant basima sogancik sayist (3,30 adet) birlikte diisiiniildiigiinde en yiiksek
sogancik olusumu S. candida tiiriinde 4 mg/l BAP ve 0,50 mg/l KNA iceren besin
ortaminda 2 pul yaprakli sogan eksplantlarindan elde edilmistir. S. fischeriana’da ise
en ytiiksek sogancik olusumu (% 76,67 ve 2,59 adet) 2 mg/l BAP ve 0,50 mg/l KNA
iceren ortamda yine 2 pul yaprakli eksplantlardan iiretilmistir. Ote yandan, S.
candida’nin olgunlasmamis zigotik embryolarinin 6 mg/l piclaram iceren besin
ortaminda kiiltiire alinmasiyla 1,5 yil sonunda eksplant basina ortalama 80 adet
sogancik iiretimi  saglanmistir. Uretilen soganciklar  biiyiikliiklerine gore
siniflandirilarak 5 hafta siire ile 5 °C de muhafaza edilerek topraga aktarilmistir

[Arslan ve ark., 2002].

Sarimsak (Allium sativum L.) dislerinden alinan govde disklerinin, hizli gogaltim igin
uygun bir eksplant oldugu bildirilmistir. Bu eksplantlar hem fitohormon i¢cermeyen
LS (Linsmaier ve Skoog) ortamima hem de 0,1 mg/l NAA ve 0,1 mg/l BA iceren
ortamda kiiltiire alindiginda 2 hafta sonra her eksplanttan cok sayida siirglin ucu
gelistigi belirtilmistir. Ancak, hormon igermeyen ortamin belirgin sekilde hormon
iceren ortamdan daha fazla (bir eksplanttan 15°den fazla siirglin) siirgiin verdigi
tespit edilmistir. Ayrica, stirgiinlerin %90 nindan fazlasinin sogan olusturdugu ve
rejenerasyon calismasindan 6nce soganlarin yaklasik 8 hafta sonra 4 °C de on
muamele yapilmasinin hem siirgiin olusumu hem de sogan olusumunda olumlu etki

yaptig1 bildirilmistir [Ayabe ve Sumi, 1998].

Lilium longiflorum (zambak)’un genetik materyal olarak uzun dénem korunmasi i¢in
in vitro ¢aligmalar yapilmistir. Rejenere olan 10 zambak genotipinin soganlarini 28
ay —2 C° ve 25 C° de farkli dort ortamda (1/4 MS veya tam MS, % 9 veya % 6
sukroz) filiz biiylimesi ile sogan biliylimesine bakilmistir. Tim zambak
genotiplerinde filizlenme ve sogan biiylimesi agisindan en 1yi sonucun % MS ve % 9
sukroz igeren ortamda 25 ‘C de 28 ay depolanan uygulamadan elde edildigi

bildirilmistir [Bonnier ve Van Tuyl, 1997].

Lilium longiflorum hibritlerinde calismada genotip farkliliginin soganlarin trettigi

biomas ve sayisinda genis bir farklilik gosterdigi bildirilmistir. Aynmi degisiklik TA
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(traumatic acid) ile muamele edildikten sonra da tespit edilmistir. TA uygulamasi
sogan sayisint % 20’den % 40’a ve soganlarin agirhigint da % 20°den % 60’a
cikarmustir. Diistik kaliteli soganlarin kullanilmasi soganlarin biomasina ve sayisina
olumsuz etki yapmis ve TA kullanimi bu olumsuzlugu ortadan kaldiramamistir

[Marinangeli ve Curvetto, 1997].

In vitro hizli ¢ogaltim i¢in Sternbergia fischeriana tirii farkli oranlarda biiylime
diizenleyicileri igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Sogancik olusturan
eksplant sayis1 4 mg/l BA ve 0,25 mg/l NAA ya da 2 mg/l 2,4-D iceren besin
ortaminda eksplant bagma ortalama 80 adet sogancik iiretimi saglanmistir. Uretilen
soganciklar biiyiikliikklerine gore siniflandirilarak, 5 hafta 5 °C de muhafaza edilmis

daha sonra topraga aktarilmistir [Mirici ve ark., 2005].

Orkide (Acampe praemorsa Roxb.)’nin siirgiin tomurcuklarindan alinan foliar
eksplantlarin bazal kisimlarint MS ortaminda BA, KIN veya TDZ igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. TDZ igeren ortamda olusan siirgiinler 2 mg/l NAA
ve 0,5 mg/l BA iceren ortama transfer edilmistir. Arastiricilar BA, KIN veya TDZ
iceren MS ortamlarina diisiik konsantrasyonlarda NAA eklenmesinin siirgiin
rejenerasyonuna olumlu bir etkisinin olmadigim1 ancak, siirgiin uzamasina ve
yapraklarin gelismesine olumlu etkisinin oldugu bildirilmistir. Elde edilen siirgiinler

1 mg/l IBA igeren ortamda koklendirilmistir [Nayak ve ark., 1997].

Zambak (Lilium longiflorum) ' m govde nodlarindan ¢ikarilan siirgiin uglarimi 2 MS
igeren ortamda kiiltiire aldiginda olusan siirgiinlerin, nodiil iceren gévde segmentleri
1,0 uM BA igeren 2 MS ortamina alindiktan 1 ay sonra her bir nod iizerinde adventif
soganciklar olustugu bildirilmistir. Ayrica, adventif soganlar1 2,3 uM BA iceren
ortama aldiginda ¢ok sayida siirglin olustugunu ve bu siirgiinlerin 1,1 uM NAA

iceren ortamda koklendigini ifade etmislerdir [Nhut, 1998].

Fritillaria thunbergii’nin sogan pul yapraklari ile yapilan rejenerasyon caligmasinda
en iyi sonucun 1,62 uM NAA ve 4,65 uM KIN iceren MS ortamindan (%13,7) elde
edildigi bildirilmistir. Elde edilen 10 mm ¢apindaki soganlar bes hafta siireyle 5
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°C’de organik madde igeren, vermikulit ve perlit (1:1:1) iceren ortamda soganlarin
%100 siirgiin verdigi tespit edilmistir. Ayrica, rejenerasyon ¢alismasina baslamadan
once soganlar1 10 °C de 6 hafta bekletmenin rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi

bildirilmistir [Paek ve Murty, 2002].

Narcissus pseudonarcissus “Golden Harvest” c¢esidinin yaprak eksplantlarindan
siirglin rejenerasyonu ve sogan eksplantlarindan somatik embriyo elde edilmistir.
Denemelerde somatik embriyogenesis i¢in yaprak laminasi, yaprak tabani, sogan pul
yapraklar1 ve sap gibi eksplantlar kullanilmigtir. Somatik embriyogenesis i¢in 5 pM
2,4-D ve 0,5 uM 2,4-D veya 5 uM BAP igeren ortamlarin basarili oldugu ve sap
eksplantinin diger eksplantlardan daha erken somatik embriyogenesis olusturdugu
bildirilmistir. Ayrica, yaprak eksplantlarinda 2,4-D’nin etkili oldugunu, picloramin
ise etkisiz oldugunu tespit etmislerdir. Somatik embriyolar 4 °C’ de 4,9 uM IBA
iceren ortamda bitkiciklere doniistiiriilmiis ve bu bitkiler ex vitro kosullara transfer

edilmistir [Sage ve ark., 2000].

Onemli bir tibbi bitki olan Nepal zambag1 (Lilium nepalanse D.Don) igin bir hizl
cogaltim protokolii gelistirilmistir. Calismada, olgunlagmamis soganlardan
hazirlanan ikili sogan pul yaprak eksplantlarindan 20 pM Zeatin iceren MS
ortaminda siirgiinler elde edilmistir. Arastiricilar, bir eksplanttan dort hafta sonra
yedi silirglinden fazla siirgiin olustugunu bildirmislerdir. Ayrica, koklendirmenin %2
MS ortaminda MS ortamma goére daha iyi sonu¢ verdigini rapor etmislerdir

[Wawrosch ve ark., 2001].

Allium, Dichelostemma, Eucrosia, Gladiolus, Haemanthus, Hyacinthus, Narcissus,
Nerine ve Ornithagalum cinslerine ait soganlarla yapilan calismada c¢icek
kisimlarinin, sogan pul yapraklari ve corm’lardan alinan apikal meristem uglarinin
rejenerasyon kapasiteleri karsilagtirilmistir. Tiim tiirlerde genel olarak cigekten alinan
eksplantlarin sogan ve corm eksplantlarindan daha basarili oldugu bildirilmistir [Ziv

ve Lilien-Kip, 2000].
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Calismalarda materyal olarak kullanmilan, M. muscarimi ve M. macrocarpum
soganlart A.U. Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme parsellerinden, M.
adilii ve M. neglectum soganlar1 Dogandede Tepesi (Beypazari Ankara) dogal
yetisme alanindan temin edilmistir. Soganlarin teshisi, Gazi Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde yapilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. Soganlarin yiizey sterilizasyonu

Tim soganlar deterjanli su ile yikanip iyice durulandiktan sonra iki ay siireyle
karanlikta bekletilmistir. Soganlarin ylizey sterilizasyonu i¢in en iyl sonucun
aliacag en diisiik dezenfektan dozu belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amacla soganlar,
1/100 ml/ml olacak sekilde Tween 20 igeren %80 ticari ¢camasir suyu (Ace-Tiirkiye,
%5 NaOCl) ile 20 dakika manyetik karistiricida yiizey sterilizasyonuna tabi

tutulmustur. Daha sonra steril saf su ile 3 kez durulanmastir.

M. adilii ve M. neglectum tiirlerinde % 80 ticari camasir suyu ile 20 dakika muamele
edildiginde eksplantlar {izerinde 1 hafta sonunda fungus gozlenmistir. Soganlar pul

yapraklarina ayrilarak 2 saat siire ile %1 v/v’lik PPM’de bekletilmistir.

Soganlar laminal flow icinde, steril bistiiri ve pens ile kesilerek pul yapraklarina
ayrilmigtir. 24 +1 °C’de 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda igerisinde %3
sukroz ve % 0,7 agar (Type A) ile katilagtirllan MS besin ortaminda steril petri
kaplar1 bir hafta siireyle bekletilmis, daha sonra oksin-sitokinin igeren rejenerasyon

ortamlarina alinmistir.
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3.2.2. Bitki biiyiime ortamlar ve diizenleyicileri

Denemelerde, MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige and Skoog 1962) (Cizelge
3.1), farkli oranlarda sukroz ile katilastirma amaciyla agar (type A, Sigma) iceren
besin ortamlar1 kullanilmistir. Ortam hazirliginda ¢ift distile su kullanilmis olup,

besin ortamina, farkli kombinasyonlarda bitki sitokinin ve oksin ilave edilmistir.

Cizelge 3.1. Murashige and Skoog ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonlar (mM)
KNO; 18,79
NH4NO; 20,61
KH,PO4 1,26
CaCl, 2,99
MgS0O47H,0 1,50
CoCl, 6H,O 0,11
CuSO,4 5H,O 0,10
FeNa EDTA 0,10
H3BO; 0,10
KI 5,00
MnCl, H,O 0,10
Na,MoO4 2H 1,03
ZnS0O47H,0 29,91
Glycine 26,64
Nicotinic acid 4,06
Pyridoxin-HCI 2,43
Thiamine-HC1 0,30
Myo-inositol 0,56

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, Sigma Aldrich Chemical Co.’dan temin

edilmistir. Bitki biiylime diizenleyicileri uygun ¢oziiciilerde Cizelge 3.2.’de verildigi
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gibi ¢oziildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlar1 hazirlanmistir.
Is1 muamelesi ile bozulmayan bitki biiylime diizenleyicileri otoklavlanmadan 6nce
besin ortamina ilave edilirken, KIN ve IBA 1s1 muamelesi ile bozulabileceginden
filtre sterilizasyonu yapilarak -20 °C’de muhafaza edilmistir ve gerektiginde besin
ortamlar1 icerisine otoklavdan sonra ilave edilmistir. Hazirlanan bitki biiyiime

diizenleyicileri stok solusyonlari iki ay siireyle muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Coziicii Saklama Kosullar1 (°C)
Oksinler

NAA INNaOH | +4

IBA Etanol -20

Sitokininler

BAP INNAOH |+4

Kinetin INNAOH |-20

TDZ Etanol +4

3.2.3. Kiiltiir kosullari

Besin ortamimin pH’st 1 N NaOH ya da HCI kullanilarak 5,6-5,8’e ayarlandiktan
sonra otoklavda (Hirayama Hiclave Hv-110 Japon) 1,4 kg/cm2 basing altinda 121
0C’de 20 dakika sterilizasyon saglanmustir. Tiim kiltiirler iklim dolaplarinda (Sanyo
Japon) beyaz floresans 15181 altinda 16 saat 151k 8 saat karanlik periyodunda 24 °C
bekletilmistir.
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3.2.4. In vitro calismalar

Sogan Rejenerasyonu

M. muscarimi

M. muscarimi sogan rejenerasyonu i¢in, tiim eksplantlar (ikili pul, yaprak ayasi, in
vitro sogan ve pullar) Cizelge 3.3.’de verilen bitki biiyliime diizenleyicilerinin tamami
ya da bir kismi1 kullanilarak, petri yada magentalarda 4’er eksplant ve 3’er tekerriir

olacak sekilde kiiltiire alinmistir.

Cizelge 3.3. M. muscarimi’nin farkli BAP-KIN ve NAA bitki biliylime
diizenleyicilerini igeren MS besin ortami

Ortamlar
BAP (mg/l) NAA (mg/l)
0,5
1
2
0,5
1
2
0,5
1
2
KIN (mg/l) NAA (mg/l)
0,5
1
2
0,5
1
2
0,5
1
2

BB —

g NI N SR NSRS R e I

MS (Kontrol)
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M. macrocarpum

M. macrocarpum pul yapraklar1 ve bunlardan elde edilen primer soganlar ¢izelge
3.4°de verilen bitki biiylime diizenleyicisi igeren MS besin ortamlarina petri ya da

magentalarda 4’er eksplant ve 3’er tekerriir olacak sekilde kiiltiire alinmistir.

Cizelge 3.4. M. macrocarpum’un farkli BAP-KIN ve NAA bitki biiylime
diizenleyicilerini iceren MS besin ortami

Ortamlar
BAP (mg/l) NAA (mg/l)
0,5
1
2
0,5
1
2
0,5
1
2
KIN(mg/l) NAA (mg/l)
0,5
1
2
0,5
1
2
0,5
1
2

BB == —

Eig N N NS NN N SR e I

MS (Kontrol)

M. neglectum

M. neglectum sogan rejenerasyonunda ikili pul yaprak eksplantlar1 ve primer
soganlar1 Cizelge 3.5’de verilen bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS besin
ortamlarina petri, ya da magentalarda 4’er eksplant ve 3’er tekerriir olacak sekilde

kiltiire alinmistir.
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Cizelge 3.5. M. neglectum’un farklit BAP, TDZ ve NAA biiylime diizenleyicilerini
iceren MS besin ortami

BAP (mg/]) NAA (mg/l)
1 0,5
1 1
1 2
2 0,5
2 1
2 2
4 0,5
4 1
4 2
TDZ (mg/l) NAA (mg/l)
0,1 0,5
0,1 1
0,1
0,15 0,5
0,15 1
0,15 2
0,2 0,5
0,2 1
0,2
MS (Kontrol)

M. adilii

M. adilii sogan rejenerasyonu i¢in, tiim eksplantlar (ikili pul, in vitro sogan ve pullar,
sogan dip kisimlari) Cizelge 3.7°de verilen bitki biiylime diizenleyicilerinin tamami,
ya da bir kism1 kullanilmistir. Eksplantlar petri ya da magentalarda 4’er eksplant ve

3’er tekerriir olacak sekilde kiiltiire alinmustir.
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Cizelge 3.6. M. adilii’nin farkli BAP-TDZ ve NAA bitki biiylime diizenleyicilerini
iceren MS besin ortami

BAP (mg/l) NAA (mg/l)

1 0,5
1 1

1 2
2 0,5
2 1

2 2
4 0,
4 0,1
4 2

TDZ (mg/l) NAA (mg/l)

0,1 0,5
0,1 1
0,1 2
0,15 0,5
0,15 1
0,15 2
0,2 0,5
0,2 1
0,2 2
MS (Kontrol)

Koklenme

M. muscarimi

1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlar Cizelge 3.8’de verilen, MS
ve %2 MS iceren besin ortaminda farkli konsantrasyonlarda oksin (IBA ve NAA)
igeren ortamlarda koklenmeye alinmistir. Her magentaya iki eksplant konularak alti

tekerriirlii olarak hazirlanmistir.
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Cizelge 3.7. Farkl1 oksin ve MS oranlarinda koklendirme

MS Ortamin Orani IBA (mg/l)
MS 0,25
MS 0,5
MS 1
2 MS 0,25
72 MS 0,5
72 MS 1
NAA (mg/l)
MS 0,25
MS 0,5
MS 1
2 MS 0,25
2 MS 0,5
72 MS 1
MS (Kontrol 1) -
2 MS (Kontrol 2) -

Cizelge 3.8’de verilen ortamlar igerisinde koklenme 1 mg/l IBA’da ger¢eklesmistir.
Bu nedenle BAP-NAA ve KIN-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinan tim
soganlar 1 mg/l IBA’da koklendirilmistir.

4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamlardan alinan soganlar 30-45-60 g/l sukroz

iceren MS ortamda koklendirilmeye alinmigtir.

M. macrocarpum

BAP-NAA ve KIN-NAA igeren besin ortamindan alinan soganlar magentalar
igerisinde her magentada dort eksplant olacak sekilde tliger tekerriir olacak sekilde

MS’de koklenmeye alinmustir.

M. neglectum ve M. adilii

BAP-NAA ve TDZ-NAA igeren besin ortamindan alinan soganlar magentalar
icerisinde her magentada dort eksplant olacak sekilde iicer tekerriir olacak sekilde

MS’de koklenmeye alinmustir.
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Sogan c¢apinin ve kdklendirmeyi artirmak amaciyla 0,1 mg/l TDZ-0,5-1-2 mg/l NAA
iceren ortamlardan alinan soganlar, kdklendirilmek iizere 30-60-90 g/l sukroz igeren
MS besin ortami1 igeren magentalara konulmustur. Bu magentalar alt1 hafta sonunda

soganlar +4 °C’de 2 hafta siire ile bekletilmistir.
3.2.5. Adaptasyon

Koklenen bitkiler tiger tekerriirlii olacak sekilde c¢icek topragi igeren 15 cm
boyundaki saksilara konularak iizerlerine 1 hafta siire ile seffaf torbalar gegirilmistir.
Ikinci giinden itibaren seffaf posetlerin iizerlerine kiigiik delikler acilmistir. Acilan
delik sayist her giin artirilarak 1 hafta sonunda saksilarin iizerlerindeki torbalar
cikarilmistir. Bu siire zarfinda, 1 hafta % 80 nem iceren 16 saat fotoperiyodunda 24
°C’de iklim dolaplarinda her giin sulanarak dis ortama alistirilmigtir. Daha sonra 16
saat 151k fotoperiyodunda ve 24 °C’de adapte olmalari saglanmistir. Soganlar 8 hafta

sonunda saksilardan ¢ikarilarak kokleri incelenmistir.
3.2.6. Istatistiksel degerlendirmeler

Denemeler, tesadiif deneme parselleri veya tesadiif deneme desenine gore kurulmus
olup her muamele, igerisinde 4 adet eksplantin bulundugu 3 tekerriirlii 100 x 10
mm’lik petri kutularindan veya magenta kutularindan olugsmustur. Elde edilen veriler
“SPSS for Windows’’ one way anova veya univariate anaysis ile varyans analizine
tabi tutulmustur, muamele ortamlarini karsilastirmak amaciyla M-STAT C bilgisayar
programi kullanilarak Tukeys b testi uygulanmistir. Yiizde degerler, istatistik

analizinden Once arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor and Cochran1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. M. muscarimi

4.1.1. M. muscarimi’nin BAP-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyonu

koklendirme ve adaptasyonu

Iki hafta sonunda ikili pul yapraklardan rejenerasyon hizinin belirlenmesi:

Farkli kombinasyonlarda BAP-NAA iceren MS besin ortaminda ikili pul
yapraklardan iki hafta sonunda eksplantlarin kallus ve pullar lizerinden ¢ikan sogan

uclariin olusumuna bakilarak rejenerasyon hizi belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. BAP-NAA iceren MS besin ortaminda iki hafta sonunda M. muscarimi
ikili pul yapraklarinin rejenerasyon hizina ait varyans analizi

V.K. S.D Kallus Olusumu (%) Eksplant Bagina
Sogan Uglarinin
Olusumu (adet)
K.O F K.O F
Ikili Pullardan | 9 0,61 6,11%* 1,91 57,33%*
Rejenerasyon
Hata 20 0,10 0,03
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi

sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Tiim ortamlarda sogan uglar1 olugsmustur.
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Cizelge 4.2. BAP-NAA igeren MS besin ortaminda iki hafta sonunda M. muscarimi
ikili pul yapraklarinin rejenerasyon hizina ait Tukey’s b testi

Ortam Kallus Olusumu (%) Eksplant Basina Sogan Ucu

BAP NAA Olusumu (adet)
(mg/1) (mg/1)

1 0,5 30,00b 2,00b

1 1 100,00a 2,00b

1 2 100,00a 2,00b

2 0,5 100,00a 2,00b

2 1 0,00c 2,00b

2 2 30,00b 1,00c

4 0,5 30,00b 2,00b

4 1 100,00a 3,00a

4 2 0,00c 3,00a

MS (Kontrol) 0,00c 0,33d

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01
diizeyinde 6nemlidir.

Cizelgede 4.2°de goriildiigii gibi iki hafta sonunda kallus olusumu % 0-100 arasinda
degismistir. Eksplant basina sogan ucu sayisinin 0,33-3 adet arasinda degistigi ve en
iyl ortamin 4 mg/l BAP-1 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren besin

ortamlar1 oldugu gézlenmistir.

10 hafta sonunda ikili pul yapraklardan sogan rejenerasyonu:

M. muscarimi sogan pullarinin 10 hafta sonunda, eksplantlarin sogan olusum
yiizdeleri, kallus olusum yiizdeleri, eksplant basina sogan sayisi, sogan c¢aplart ve

koklenme yiizdelerine ait veriler, varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. BAP-NAA iceren MS besin ortaminda 10 hafta sonunda M. muscarimi
ikili pul yapraklarinin rejenerasyonuna ait varyans analizi

V.K S.D|Sogan Olusumu [Kallus [Eksplant [Eksplant [Eksplant
(%) Olusumu (%) [Basmna Sogan Basina Basina Kok
Sayisi (adet) Sogan Capt  |Olusumu (%)
(cm)

KO F KO F KO F KO F KO| F
[kili Pullardan | 9 | 1687,50/9,00%*%6854,17329,0** 97,54 139,34**0,10/38,319**(17,82 3,56**

Rejenerasyon
Hata 20| 187,50 20,83 0,70 0,00 5,01
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli
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Tiim parametrelerde ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin  6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b Testi

sonuglar1 Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4.4. 10 hafta sonunda M. muscarimi ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait
Tukey’s b testi

Ortam Sogan Kallus Eksplant Eksplant Eksplant
Olusumu(%) Olusumu Basina Basina Basina
(%) Sogan Sayist | Sogan Cap1 | Kok
BAP NAA (adet) (cm) Olusumu
(mg/l) | (mg/l) (%)
1 0,5 100,00a 100,00a 10,33d 0,40b 0,00b
1 1 100,00a 100,00a 8,00e 0,44a 0,00b
1 2 66,67b 100,00a 13,00c 0,28d 0,00b
2 0,5 50,00b 0,00b 5,33f 0,34c 0,00b
2 1 41,67b 100,00a 6,00f 0,41ab 0,00b
2 2 66,67b 100,00a 4,67f 0,36¢ 0,00b
4 0,5 100,00a 100,00a 16,00b 0,41ab 0,00b
4 1 100,00a 100,000a 14,00c 0,28d 0,00b
4 2 100,00a 0,00b 19,00a 0,36¢ 0,00b
MS (Kontrol) 100,00a 0,00b 1,00 g 0,30d 100,00a

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01
diizeyinde 6nemlidir.

Sogan olusumu % 41,67-100 arasinda degisirken, 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA, 4 mg/1
BAP-2 mg/l NAA iceren MS ortaminda ve MS (kontrol) ortaminda kallus olusumu
gozlenmemistir (Resim 4.1.a). 1 mg/l BAP- 0,5-1-2 mg/l NAA, 2 mg/l BAP-1 mg/l
NAA (Resim 4.1.b), 2 mg/l BAP- 2 mg/l NAAve 4 mg/l BAP- 0,5-1 mg/l NAA
iceren MS ortamlarinda %100 kallus olusumu gézlenmistir. Eksplant basina sogan
sayilarina bakildiginda, en fazla sogan 5. haftadan itibaren soganlardan biri ve
digerlerine gore biiyiik olmak tizere 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan elde
edilmistir (Resim 4.1.c). Bu besin ortaminda 10. hafta sonunda da 19 adet sogan elde
edilmistir (Resim 4.1.d). Sogan ¢aplarina bakildiginda ise en biiyiik ¢aplar; 0,44 cm
ile I mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren ortamda gozlenirken; 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA
iceren besin ortaminda ise, 0,36 cm olarak bulunmustur. Sadece MS (Kontrol) besin

ortaminda %100 koklenme goriilmiistiir.
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Resim 4.1. BAP-NAA igceren MS besin ortaminda M. muscarimi ikili pul
yapraklariin rejenerasyonu
(a) MS (Kontrol) (b) 2 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda 5
hafta sonunda kallus iizerinden ¢ikan sogan olusumu (c-d) 4 mg/l BAP-
2 mg/l NAA igeren ortamda 5. ve 10. hafta da sogan gelisimi

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

Pul yapraklardan elde edilen primer soganlarin her ortam i¢in en biiylik ¢apa sahip
soganlardan 12 adeti segilerek, yine ayni ortamlarda sekiz hafta siireyle

rejenerasyona tabi tutulmustur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. M. muscarimi pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin BAP-
NAA iceren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D | Primer Soganlarin | Primer Primer
Ik Caplar1 (cm) Soganlarin Son | Soganlarin
Caplari (cm) Cap Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan 9 0,02 0,63 0,02 |0,81 0,01 | 1,16
Rejenerasyonu
Hata 20 | 0,04 0,03 0,16
Toplam 29
VK. S.D | Eksplant Bagina Eksplant Eksplant Bagina
Sekonder Sogan Basina Sekonder
Olusumu (%) Sekonder Soganlarin
Sogan Sayisi Ortalama Cap1
(adet) (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan 9 6687,15 | 53,50** | 19,99 | 19,32** | 0,13 | 4,85**
Rejenerasyonu
Hata 20 | 125,00 1,04 0,03
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonuglarina gore sekonder sogan olusumu, c¢api1 ve sayilar
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde O©nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari
Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6. M. muscarimi pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin BAP-
NAA iceren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait Tukeys b testi

Ortam Primer Primer Primer Eksplant Eksplant Basmna | Eksplant Basina
BAP NAA Soganlarin Soganlarin Soganlarin | Basina Sekonder Sogan | Sekonder
(mg/1) (mg/l) flk Caplari Son Cap1 Cap Fark1 Sekonder Sayisi (adet) Soganlarin
(cm) (cm) (cm) Sogan Ortalama Cap1
Olusumu (cm)
(%)
1 0,5 0,82 0,89 0,07 0,00c 0,00d 0,00c
1 1 0,99 1,17 0,17 0,00c 0,00d 0,00c
1 2 0,88 0,97 0,09 100a 4,67ab 0,30abc
2 0,5 0,70 0,87 0,17 100a 4,33ab 0,12bc
2 1 0,83 0,88 0,05 50bc 0,75d 0,54a
2 2 0,93 1,04 0,11 100a 1,03cd 0,41ab
4 0,5 0,97 1,02 0,05 100a 2,58ab 0,43ab
4 1 0,95 0,99 0,04 25bc 0,50d 0,32ab
4 2 0,92 0,95 0,09 100a 8,08a 0,47a
MS (Kontrol) 0,30 0,95 0,08 0,00c 0,00c 0,00d

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01

diizeyinde 6nemlidir.




47

4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren MS ortamindan gelisen sekonder soganlar diger

ortamlardan farkli olarak, primer soganin en disindaki pul yapragin acilmasi ile

olusmaktadir (Resim 4.2.a).

Resim 4.2. (a-b) M. muscarimi’nin 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA iceren MS ortaminda
sekonder sogan gelisimi
2 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda 4,33 adet sekonder sogan olusmus,
olusan soganlarin yaprak ayalarmin diger ortamlara gore genis ancak yapraklarda
anormal kivrilmalar oldugu goriilmiistiir (Resim 4.3.a). Rejenerasyon icin secilen
primer soganlarin ¢aplari, yaklasik olarak ayni biiyiikliikte soganlar se¢ilmis ve ilk
cap arasinda istatistiksel olarak bir farkin olugmasi engellenmistir. Bu sayede sogan
son caplarinda ortamlar arasinda istatistiksel bir fark olmadigr goriilmiistiir. En
biiyiik cap 1,17 cm ile 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren ortamda bulunmustur (Sekil
4.3.b). 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS ortaminda
soganlarin koklendigi gorilmistiir. (Sekil 4.3.c). Caplar aras1 farkin 0,04-0,17 cm
arasinda degistigi fakat istatistiksel olarak onemli bir c¢ap farkinin olusmadigi
gozlenmistir. Sekonder sogan sayilarinda 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS
ortaminin 8,08 adet ile en iyi ortam oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3.d). 1 mg/l BAP-
0,5 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA iceren MS ortamlar1 kontrol grubunda,
sekonder sogan olusumu gozlenmemistir. En biiyiik sekonder sogan ¢aplar1 0,54 cm
ile 2 mg/l BAP- 1 mg/l NAA ve 0,47 cm ile 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS

ortaminda tespit edilmistir. Bu iki ortam arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir.

4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilen soganlarin diger
ortamlardan elde edilenlerden daha yesil ve canli oldugu goriilmiistiir. 1 mg/l BAP- 2
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mg/l NAA ve 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS ortaminda kallus olugumu
gbzlenmemistir. 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA ortaminda ¢ok miktarda kallus olusumu

gozlenirken, diger ortamlarda daha az kallus olusumuna rastlanmastir.

3
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Resim 4.3. BAP-NAA igeren MS besin ortaminda M. muscarimi ikili pul
yapraklardan elde edilen primer soganlarin rejenerasyonu ve 1. alt kiiltiirii
(a) 2 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA iceren MS ortaminda olusan anormal
yaprak ayasi (b) 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren ortamda 1,17 cm’lik
sogan (¢) 1 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren MS igeren ortamda soganlarda
koklenme (d) 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS ortaminda sogan
gelisimi (e-f) 12 hafta sonunda 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS
ortaminda primer soganlarin 1. alt kiiltiir rejenerasyonu

Primer soganlarin rejenerasyonunun 12 hafta sonunda 1. alt kiiltiir sonuclari:

Primer soganlarin (Bknz. Cizelge 4.6 3. siitun) yaninda gelisen sekonder soganlar

uzaklagtirilarak 1. alt kiiltiire alinmistir. 12 hafta sonra ana soganda meydana gelen
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son ¢aplar, caplar arasi fark primer soganin yaninda olusan sekonder sogan caplari ve

yavru soganlar sayillmistir (Cizelgen4.7.).

Cizelge 4.7. 12 hafta sonunda M. muscarimi primer soganlarinin 1. alt kiltiir
sonuglarina ait varyans analizi

VK. S.D Primer Soganlarin ilk Primer Soganlarin Primer Soganlarin
Capt1 (cm) Son Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F

Sogan Rejenerasyonu 1. | 8 0,01 0,50 0,03 1,84% 0,09 0,46

Alt Kiiltiir

Hata 18 0,03 0,01 0,02

Toplam 26

VK. S.D Eksplant Bagina Eksplant Basina Eksplant Bagina
Sekonder Sogan Sekonder Sogan Olusan Sekonder
Olusumu (%) Sayisi (adet) Soganlarin Cap1

(cm)

K.O F K.O F K.O F

Sogan Rejenerasyonu 1. | 8 1342,59 12,59%* 18,35 13,89%* 1,03 28,60%*

Alt Kiiltiir

Hata 18 106,67 1,32 0,04

Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
** 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda sekonder sogan sayisi, sekonder sogan olusumunda ve
caplarinda ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde énemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin
onem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglar1 da Cizelge

4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. 12 Hafta sonunda M. muscarimi primer soganlarinin rejenerasyonunun

1. alt kiiltiiriine ait Tukey’s b testi

Ortam Primer | Primer | Primer | Eksplant | Sekonder | Sekonder
BAP | NAA | Sogan | Sogan | Sogan | Basina Sogan Sogan

(mg/l) | (mg/1) | 1k Son Cap Sekonder | Sayisi Ortalama

Cap1 Cap1 Farki Sogan (adet) Cap1

(cm) (cm) (cm) Olusumu (cm)

(%)

1 0,5 10,80 0,90b 0,10 83,33a 0,83c 0,27

1 1 1,02 1,24a 0,22 33,33b 0,33c 0,09

1 2 0,92 1,06ab | 0,14 100,00a | 3,75b 0,25

2 0,5 10,83 1,06ab | 0,23 100,00a | 1,17c 0,20

2 1 0,88 1,10ab | 0,19 100,00a | 4,92b 0,22

2 2 0,92 1,03ab | 0,11 100,00a | 1,33c¢ 0,21

4 0,5 10,94 1,12ab | 0,16 100,00a | 4,67b 0,23

4 1 0,99 1,06ab | 0,07 100,00a | 4,00b 0,23

4 2 0,95 0,98b 0,11 100,00a | 7,83a 0,21

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Tiim soganlar 1. alt kiiltiire alindiktan sonra da sekonder sogan olusturmustur. Bir
onceki primer soganlarin rejenerasyonu denemesinde yeterli sonu¢ alinamadigindan
kontrol grubu i¢in deneme kurulmaya gerek duyulmamaistir. 12 hafta sonunda primer
soganlarin son ¢apinda 0,9-1,24 cm’lik bir degisiklik meydana gelse de, genel olarak
caplar arasinda onemlilik olmadig1 ve ¢ap farklarinin 0,07-0,23 cm arasinda degistigi
gozlenmistir. Ana soganin yanindan ¢ikan yavru sogan sayilarinda en iyi sonuglar,
7,83 adet soganla 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir (Resim
4.3.e-f). 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren MS
ortamindan elde edilen soganlar etli ve genis bir yaprak ayasina sahip olmuslardir. 4

mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren MS ortamindaki primer soganlarin yapraklarinda

sararma olmasi nedeniyle, koklendirmede sekonder soganlar kullanilmistir.
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1 mg/l BAP-1 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde edilen soganlarin degisik

oksin ve MS konsantrasyonlarinda koklendirilmesi:

Primer soganlar ve 1. alt kiiltiir sogan son ¢aplar1 (Bknz. Cizelge 4.6 ve 4.8)
sonuglarina bakildiginda en biiyiik ¢apa sahip soganlar 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA
iceren MS besin ortaminda elde edilmistir. Elde edilen bu soganlar Cizelge 4.10’da
gosterilen farkli oksinlerde (NAA-IBA), 2 MS ve MS igeren ortamlarda
koklendirmeye alinmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilen M.
muscarimi soganlarinin koklendirilmesine ait varyans analizi

VK. S.D | Soganlarda | Kok Olusturan Eksplant Basina Eksplant Basina
Meydana Eksplant Nispeti Kok Sayisi (adet) | Kok Uzunlugu
Gelen Cap | (%) (cm)
Farki (cm)
KO |F K.O F K.O | F KO |F
Farkl1 13 0,02 | 1,78 | 2053,83 | 31,04** | 8,74 | 1733,76%* | 41,84 | 505,16%*
Oksin ve
MS
Dozlarinda
Koklenme
Hata 28 | 0,12 66,17 0,00 0,08
Toplam 41

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Soganlarin ilk ¢aplar yaklasik olarak esit biiylikliikkte secilmistir. 10 hafta sonunda
yapilan varyans analizinde koklenme yiizdesi, ekplant basina kok sayis1 ve eksplant
basina kok uzunlugu farki ortamlar arasinda 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglari

Cizelge 4.10° da verilmistir.
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Cizelge 4.10. 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilen M.
muscarimi soganlarinin koklendirilmesine ait Tukey’s b testi

Ortam Soganlarda | Kok Eksplant Eksplant
Meydana | Olusturan | Basina Basina
Gelen Cap | Eksplant Kok Sayist | Kok
Farki (cm) | Yiizdesi (adet) Uzunlugu
) (cm)

%5 MS+0,25 mg/l IBA 0,22 88,88ab 2,21d 5,30c

% MS+0,5 mg/l IBA 0,22 100,00a 1,15g 3,62¢

1/2MS+1 mg/l IBA 0,14 22,221 0,18; 0,26g

MS +0,25 mg/l IBA 0,23 61,11cde 2,73c 10,65a

MS +0,5 mg/l IBA 0,37 72,22bcd | 3,49b 6,46bc

MS +1 mg/l IBA 0,37 100,00a 6,68a 4,25d

%2 MS+0,25 mg/l NAA | 0,21 38,89hi 0,371 0,09¢

% MS+0,5 mg/l NAA | 0,11 33,33ghi 0,361 0,17g

%5 MS+1 mg/l NAA 0,09 94,44a 2,25d 0,28g

MS+0,25 mg/l NAA 0,03 83,33ab 1,86e 0,19¢

MS+0,5 mg/l NAA 0,14 44,44fgh 1,00g 0,17g

MS+1 mg/ 1 NAA 0,12 44,44fgh 1,62f 0,46g

MS 0,17 77,77abc 0,98¢ 4,53d

2 MS 0,08 55,56efg 0,62h 1,15f

Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Koklenme ylizdesi bakimindan en iyi ortamlarin 1 mg/l IBA igeren 2 ve 1 MS ile
0,25 mg/l NAA igeren 2 MS ortami1 oldugu tespit edilmistir. 0,25 ve 0,5 mg/l NAA
%2 MS iceren ortamda kokler gelismeyip, sadece kiigiik kok uglar1 seklinde kalmistir
(Resim 4.4.a). Eksplant basina, en fazla koklenme 1 mg/l IBA igeren MS ortaminda
tespit edilirken (Resim 4.4.b), eksplant basina en uzun kokler 0,25 mg/l IBA iceren
MS ortamindan elde edilmistir (Resim 4.4.c).
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Resim 4.4. 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilen M.
muscarimi soganlarin farkli oksin ve MS konsantrasyonlarinda
koklendirilmesi
(a) 0,25 mg/l NAA igeren /2 MS ortaminda kdklenme (b) 1 mg/l IBA
iceren MS ortaminda koklenme (c) 0,25 mg/l IBA igeren MS ortaminda
koklenen sogan

BAP-NAA iceren rejenerasyon ortamlarinda pul yapraklardan elde edilen soganlarin

1 mg/l IBA iceren ortamda koklendirilmesi:

Rejenerasyon ortaminin koklendirmeye yan etkisi olup-olmadigini belirlemek

amaciyla Cizelge 4.4’de belirtilmis 9 farkli ortamda elde edilen tiim soganlar,
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optimize edilerek en fazla kok sayisinin alindigi 1 mg/l IBA igeren MS besin
ortaminda (Bknz. Cizelge 4.10.) koklendirilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda M. muscarimi pul
yapraklarindan elde edilen soganlarin 1 mg/l IBA igeren MS
ortaminda koklendirilmesine ait varyans analizi

V.K. S.D | Soganlarm Ilk Soganlarin Son | Soganlarin
Cap1 Cap1 Cap Farki
(cm) (cm) (cm)
K.O F KO |F K.O | F
1 mg/l IBA igeren |8 0,02 2,27*%* 10,05 |4,08%* |0,02 | 1,86%*
Ortamda
Koklendirme
Hata 18 | 0,01 0,01 0,01
Toplam 26
VK. S.D | Eksplant Bagina Eksplant Basina | Eksplant
Yavru Soganlarin | Yavru Sogan Basina
Olusum Yiizdesi | Sayisi (adet) Yavru
(%) Soganlarin
Cap1 (cm)
K.O F KO |F K.O | F
1 mg/l IBA igeren |8 1093,75 | 1,89* | 7,60 | 7,42** 0,02 | 0,91
Ortamda
Koklendirme
Hata 18 | 578,70 1,067 0,02
Toplam 26
VK. S.D | Eksplant Bagina Eksplant Basina | Eksplant
Kok Olusum Kok Sayisi Bagina
Yiizdesi (%) (adet) Kok
Uzunlugu
(cm)
K.O F KO |F K.O | F
1 mg/l IBA Igeren | 8 2106,48 | 5,35** 19,76 | 12,46** | 7,40 | 5,51**
Ortamda
Koklendirme
Hata 18 | 393,52 0,78 1,34
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

10 hafta sonunda yapilan varyans analizinde ilk ¢ap, son ¢ap, ortamlar arasindaki cap
farki, koklenme yiizdesi, ekplant basina kok sayis1 ve eksplant basina kok uzunlugu,

sekonder sogan c¢api, 0,01 ve olusum yiizdeleri 0,05 onemli c¢ikmistir. Bu
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farkliliklarin 6nem diizeylerini belirleyen Tukeys b testi sonuglar1 Cizelge 4.12°de
verilmisgtir.

Cizelge 4.12. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda M. muscarimi pul
yapraklarindan elde edilen soganlarin 1 mg/l IBA igeren MS
ortaminda koklendirilmesine ait Tukey’s b testi

Soganlarin Sogan | Sogan Sogan | Eksplant | Eksplant | Eksplant | Eksplant Eksplant | Eksplant
Rejenere Ik Son Cap Basina Bagina Bagina Basina Basina Basina
Olduklart Cap1 Cap1 Fark1 Yavru Yavru Yavru Kok Kok Kok
Ortamlar (cm) (cm) (cm) Sogan Sogan Sogan Olusum Say1s1 Uzunlugu

BAP NAA Olusum | Sayisi Cap1 Yiizdesi (adet) (cm)
(mg/l) | (mg/l) Yiizdesi | (adet) (cm) (%)
(%)

1 0,5 0,95ab | 1,11d 0,16b | 58,33ab | 1,50b 0,18 41,67cd 1,00b 2,87ab
1 1 I,L1l1a | 1,42ab | 0,31ab | 75,00ab | 2,00bc 0,39 100,00a 5,25a 8, 00a

1 2 1,02ab | 1,26bcd | 0,24ab | 75,00ab | 1,75bc 0,18 100,00a 4,14a 0,58¢

2 0,5 0,98ab | 1,40abc | 0,43a | 41,67b 1,17b 0,25 91,67ab 3,67a 1,43bc

2 1 0,99ab | 1,26bcd | 0,24ab | 100,00a | 2,42bc 0,38 50,00cd 0,77b 0,31c

2 2 0,84b 1,15d 0,32ab | 91,67a 2,67bc 0,26 33,33d 0,72b 0,64c

4 0,5 1,08a 1,50ab | 0,43a 83,33ab | 1,17b 0,26 75,00 abc 1,67b 2,32ab

4 1 0,87b 1,19cd | 0,32ab | 75,00ab | 2,42bc 0,24 41,67cd 0,42b 0,13¢c

4 2 1,03ab | 1,26bcd | 0,24ab | 100,00a | 4,00a 0,26 0,00d 0,00c 0,00c

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01
diizeyinde dnemlidir

Soganlar koklendirilirken 9 degisik ortamdan alindigi igin, rejenerasyon ortamina
bagli olarak ilk caplar1 farklidir bu nedenle de BAP-NAA iceren MS denemesinin
sonundaki son ¢aplar ve cap farklar1 da anlamli ¢ikmistir. Ilk en biiyiik ¢aplar ve en
iyl kok olusumu 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA (Sekil 4.5.a-b-c) iceren ortamdan elde
edilmistir. 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamdan sonra en biiyiik sogan caplari
ise, 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamda bulunmustur (Sekil 4.5.d-e). Son
caplar da yine ayn1 ortamlarda en fazla artig gostermistir. 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA
ve 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren besin ortaminda en fazla ¢ap sogan cap artisi
meydana gelmistir. Eksplant basina en fazla kok sayist 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA, 1
mg/l BAP-2 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA igeren ortamlardaki
soganlarda gozlenmistir. En uzun kdke sahip soganlar ise, 1 mg/BAP- 1 mg/l NAA

igeren ortamdan alinan soganlarda gozlenmistir (Sekil 4.5.a-b-c).

Koklenme ortaminda da tiim rejenerasyon ortamlarinda oldugu gibi ana soganin
yaninda sekonder soganlar olusmustur. 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP-2
mg/l NAA iceren ortamlardan alinan soganlarda % 100 sekonder sogan olusmustur.

Sekonder sogan ¢aplarinda, 6nemli bir fark gézlenmemistir. En fazla sogan, 4 mg/I
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BAP-2 mg/l NAA igeren MS ortamindan alinan soganlarda gézlenmistir. Fakat, bu

ortamda da koklenme olmamistir (Sekil 4.5.f-g).

Sekil 4.5. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda pul yapraklardan elde edilen
M. muscarimi soganlarinin 1 mg/l IBA igeren ortamda kdklendirilmesi
(a-b-c) 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS ortamda en biiyiik en fazla ve
en uzun kokler (d-e) 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan alinan
soganlar ve kokleri (f-g) sonuglar 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren MS
ortamindan alinarak 1mg/l IBA’da koklendirilemeyen soganlar
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BAP-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinarak IBA’da koklendirilen

soganlarin topraga alistirilmasi:

Kokl soganlar (Bknz. Cizelge 4.12) once bir hafta siireyle % 80 nemli ortamda
tizerlerine poset gegirilerek dis ortama alistirilmis (Resim 4.6.a) daha sonra seraya

adaptasyonu saglanmistir (Resim 4.6.b).

Resim 4.6. M. muscarimi soganlarinin dis ortama alistirilmast
(a) koklii soganlar oncelikle 1 hafta siireyle % 80 nem ile iizerlerine
poset gecirilerek dis ortama alistirilmasi (b) serada adaptasyonun
saglanmasi
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Sekiz hafta sonra, adaptasyonun kdklenme iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla,

saksilardan ¢ikarilarak kok sayilart ve kdk uzunluklart incelenmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinarak 1 mg/l IBA
iceren ortamda koklendirilen M. muscarimi soganlarin sekiz hafta
sonunda topraktaki kok gelismelerine ait varyans analizi

V.K. S.D | Eksplant Basina Kok Eksplant Basina Kok
Sayisi (adet) Uzunlugu (cm)
K.O F K.O F
Adaptasyon Etkisi 8 4,43 6,28** 70,72 1,39
Hata 18 10,70 50,79
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli

4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren MS ortamindan alinan soganlar disinda tiim
ortamlarda % 100 kok bulunmaktadir bu nedenle kdklenme nispetleri igin analiz
yapilmamistir. Diger iki 6zellik i¢in yapilan varyans analizinde kok sayist ve kok
uzunluguna bakilmistir. K6k sayisinda ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde
onemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan

Tukeys b testi sonuclar Cizelge 4.14° de verilmistir.

Cizelge 4.14. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinarak 1 mg/l IBA
iceren ortamda koklendirilen M. muscarimi soganlarin 8 hafta
sonunda topraktaki kok gelisimlerine ait Tukeys b testi

Adaptasyonu Yapilan Soganlarin Rejenere | Eksplant Basina | Eksplant Basina
Olduklar1 Ortamlar Kok Sayist Kok Uzunlugu
BAP (mg/l) NAA (mg/l) (adet) (cm)
1 0,5 1,33bc 6,42
1 1 4,00a 1,67
1 2 1,33bc 11,70
2 0,5 3,33ab 3,69
2 1 2,00abc 3,55
2 2 1,00bc 1,50
4 0,5 1,33bc 13,40
4 1 2,00abc 11,44
4 2 0,00c 0,00

Aymn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir
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Kok sayis1 bakimindan en iyi ortam 4 adet kok ile 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren
MS ortamidir. Sadece 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA iceren MS ortaminda koklenme
gorilmemistir. /n vitro’da elde edilen koklerin 6ldiigl, yerlerine 0-4 adet arasinda ve
1,50-13,40 cm uzunlugunda degisen yeni koklerin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.7.a-
b).

Resim 4.7. BAP-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinarak IBA’da
koklendirilen M. muscarimi soganlarinin topraga alistirilmasindan
sekiz hafta sonraki kok durumu
(a) 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA’de kokler (b) 4 mg/l BAP- 1 mg/l
NAA’de olusan yan dall1 kokler

4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren ortamdaki soganlarin farkli oranlarda sukroz iceren

ortamlara alinmasi:

Sogan olusumu bakimindan en iyi sonuglar, 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA bitki biiyiime
diizenleyicilerini iceren MS besin ortamindan alinmistir. Fakat bu ortamdan alinan
soganlarin (Bknz. Cizelge 4.12.) koklenmedigi gozlenmistir. Bu nedenle, soganlar
farkli oranlarda sukroz igeren MS besin ortamlarina alinarak sukrozun sogan cap ve

koklenme iizerine etkisine bakilmistir (Cizelge 4.15).



60

Cizelge 4.15. 4 mg/l BAP- 2mg/l NAA igeren MS ortamindaki M. muscarimi
soganlarinin farkli oranlarda sukroz iceren ortamlardaki varyans

analizi

VK. S.D | Soganlarin Ilk Cap1 | Soganlarin Son Soganlarin Cap
(cm) Cap1 (cm) Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F

Sukrozun 8 0,004 0,43 0,03 4,05* 0,06 5,94*

Koklenmeye Etkisi

Hata 18 0,01 0,01 0,01

Toplam 26

VK. S.D | Magenta Basina Eksplant Basma | Eksplant
Koklenme Yiizdesi Kok Sayist Bagina Kok
(%) (adet) Uzunlugu (cm)
K.O F K.O K.O F

Sukrozun 8 111,11 1,46 0,66 1,12 6,51 4,60*

Koklenmeye Etkisi

Hata 18 763,89 0,59 1,42

Toplam 26

** 0,05 diizeyinde 6nemli

8 hafta sonunda yapilan varyans analizinde, sukroz miktarina bagl olarak sogan son
caplari, soganlarin caplarindaki olusan fark ve eksplant basina kok uzunlugu
bakimindan ortamlar arasindaki farklar 0,05 diizeyinde énemli ¢ikmistir Bu farklarin
onem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonucglar Cizelge

4.16°de verilmistir.

Cizelge 4.16. 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA iceren ortamdaki M. muscarimi soganlarinin
farkli oranlarda sukroz igeren ortamlara alinmasina ait Tukey’s b testi

Sukroz | Soganlarin | Soganlarin | Soganlarm | Magenta Eksplant | Eksplant
(g/) |1k Cap Son Cap1 | Cap Farki | Basina Basina Basina
(cm) (cm) (cm) Koklenme Kok Kok
Nispeti (%) Sayist Uzunlugu
(adet) (cm)
30 0,48 0,77a 0,29a 100,00 1,60 3,57a
45 0,54 0,58b 0,04b 41,67 0,83 1,52ab
60 0,56 0,60ab 0,04b 41,67 0,75 0,71b

Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.16 incelendiginde 4 mg/l BAP- 2mg/l NAA igeren MS ortamindan alinan

soganlar i¢in, en fazla cap artisi, en iyi kdklenme, en fazla kok sayisi ve en uzun kok
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30 g/l sukroz iceren MS ortaminda gézlenmistir (Sekil 4.8.a-b). Elde edilen soganlar
%100 canlilikla seraya adapte edilmistir (Sekil 4.8.c).

Bu denemeden elde edilen sonug, 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren MS ortaminda
rejenere olan soganlar i¢in, 1 mg/l IBA’da koklenmeye gore (Bknz. Cizelge 4.12.) 30
g/l sukroz igeren MS’te koklenmenin daha uygun oldugudur. 45 g/l (Sekil 4.8.d-e) ve
60 g/l (Sekil 4.8.f-g) sukroz iceren MS ortaminda ise, koklenmenin daha diisiik
oldugu bulunmustur, buradan da yiiksek sukrozun koklenmeyi olumsuz etkiledigi

sonucuna varilabilir.

Resim 4.8. 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamdaki M. muscarimi soganlarinin
farkli oranlarda sukroz igeren ortamlara alinmasi
(a- b-c-) 30 g/l sukrozda koklenme ve saksilara adaptasyon (d-e) 45 g/l
sukrozda koklenme (f-g) 60 g/l sukrozda koklenme

In vitro da elde edilen soganlarin pul yapraklarindan sogan olusumu:

In vitro kosullarda dokuz farklit BAP-NAA iceren MS besin ortaminda 10 hafta siire
sonunda gelisen soganlar ikili pul yapraklar seklinde kesilerek alt kiiltiire alinmis ve

10 hafta sonunda olusan soganlar varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. In vitro da elde edilen M. muscarimi soganlarinin ikili pullarindan elde
edilen sogan olusumuna ait varyans analizi

V.K. S.D | Ikili Pul Basina Ikili Pul Bagma | ikili Pul Basina
Sogan Yiizdesi Sogan Sayisi Sogan Cap1 (cm)
(%) (adet)
K.O F K.O F K.O F

In vitro Elde 9 119444 | 2,39*% | 13,49 |942** | 0,01 4,24%%

Edilen ikili Pul

Yapraklardan

Rejenerasyon

Hata 20 | 500,00 1,43 0,003

Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli * 0,05 diizeyinde 6nemli

Eksplant basina sogan olusum yiizdesi 0,05, eksplant basina sogan sayis1 ve sogan
caplar1 bakimindan ortamlar arsindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglari

Cizelge 4.18’ de verilmistir.

Cizelge 4.18. In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarinin ikili pullarindan elde

edilen sogan olusumuna ait Tukeys b testi

Ortam Ikili Pul Basina Ikili Pul Basina Ikili Pul Basina
BAP (mg/l) | NAA (mg/l) | Sogan Nispeti (%) | Sogan Sayisi (adet) | Sogan Cap1 (cm)
1 0,5 83,33a 1,92cde 0,35bc
1 1 66,67ab 3,00bcde 0,44a
1 2 66,67ab 3,42bc 0,32bc
2 0,5 58,33ab 2,67cde 0,31c
2 1 83,33a 2,50cde 0,40ab
2 2 58,33ab 1,25de 0,33bc
4 0,5 83,33a 5,17b 0,39abc
4 1 41,67ab 4,17bc 0,44a
4 2 83,33a 8,17a 0,33bc
MS (Kontrol) 25,00b 1,00e 0,32bc

Aymn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir

4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamda bulunan pul yapraklardan 8,17 adet sogan
olugsmustur (Resim 4.9.a). Sogan ¢aplarinda, 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA ve 4 mg/l

BAP-1 mg/l NAA igeren ortamlarda en iyi sonuglar alinmistir. En yesil ve canl
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soganlar da yine bu ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina en fazla sogan
olusumu %83,33 ile 1 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA, 4 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA ve 4
mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilmistir.

Elde edilen soganlarin 1 mg/l IBA’da koklendirilmesi:

Elde edilen soganlar (Bknz. Cizelge 4.18) 1 mg/l IBA igeren MS ortamda
koklendirilmistir. Sekiz hafta sonunda yapilan varyans analizi Cizelge 4.19°da

verilmisgtir.

Cizelge 4.19. In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarinin 1 mg/l IBA’da
koklendirilmesine ait varyans analizi

V.K. S.D Sogan Ik Cap1 (cm) Sogan Son Cap1 (cm) Sogan Cap Farki (cm)
K.O F K.0O F K.O F
Koklenme 8 0,02 5,15%%* 0,03 3,15% 0,06 9,82%*
Hata 18 0,004 0,01 0,01
Toplam 26
V.K. S.D Eksplant Basma Kok Eksplant Basina Kok Eksplant Basma Kok
Olusumu (%) Sayist (Adet Uzunlugu (cm)
KO F K.O F K.O F
Koklenme 8 2936,67 46,37 ** 2,73 13,34%* 591 1,27
Hata 18 63,33 0,20 4,65
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Soganlarin ilk ¢ap, meydana gelen cap farki, eksplant bagina kdk olusumu ve kok
sayist bakimindan ortamlar arasindaki farki 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken, sogan
son c¢ap1 bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglari

Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.20. In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarinin 1 mg/l IBA’da

Soganlarin Rejenere | Sogan ilk Cap1 Sogan Son Cap1 | Sogan Cap Farki
Olduklar1 Ortamlar | (cm) (cm) (cm)
BAP NAA

(mg/H | (mg/)

1 0,5 0,54a 0,72ab 0,18bc

1 1 0,40 be 0,93a 0,52a

1 2 0,36bc 0,64b 0,28b

2 0,5 0,34bc 0,60b 0,26b

2 1 0,36bc 0,59b 0,22b

2 2 0,37bc 0,62b 0,24b

4 0,5 0,36bc 0,75ab 0,39ab

4 1 0,42ab 0,65b 0,23b

4 2 0,24c 0,67ab 0,43ab
Soganlarin Rejenere | Eksplant Basina | Eksplant Basina | Eksplant Basina
Olduklar1 Ortamlar | K6k Olusumu Kok Sayist Kok Uzunlugu

BAP NAA (%) (Adet) (cm)

(mg/1) (mg/1)

1 0,5 100,00a 1,50b 2,00

1 1 100,00a 1,41b 2,37

1 2 83,33a 0,83bc 0,23

2 0,5 100,00a 3,50a 0,46

2 1 100,00a 1,20b 0,10

2 2 80,00a 0,80bc 0,12

4 0,5 100,00a 1,27bc 4,03

4 1 100,00a 1,01bc 0,48

4 2 0,00b 0,00c 0,00

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gére 0,01 diizeyinde
6nemlidir

1 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamda bulunan soganlarin ilk caplar1 en biiyiik
olarak bulunmustur. Son ¢ap ve en biiyiik sogan ¢ap1 farki 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA
igeren ortamdan alinmistir. En biiyiik ¢apli soganlar (0,93 cm) ve eksplant basina en
fazla kok olusumu 3,5 adet kok ile 2 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA igeren ortamda
gerceklesmistir. Bir dnceki ortamda en biiyiik koklerin elde edildigi ortamda (Bknz
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Cizelge 4.18.) 4 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS ortaminda sadece 0,48 cm’lik 1
kok olugmustur (Resim 4.9.b). Dolayisiyla, denemede kok sayisi-uzunlugu ile ¢ap
bliytlikliigli arasinda bir orant1 kurulamamistir. Ayni sekilde, 4 mg/l BAP- 2 mg/l

NAA igeren ortamda kdklenme ger¢geklesmemistir.

In vitro sogan pul vapraklarindan elde edilen koklii soganlarin topraga alistirilmasi:

Cizelge 4.20’de elde edilerek serada koklendirilmis soganlarin adaptasyonu
saglandiktan (Resim 4.9.c) 10 hafta sonra, tim soganlar saksilardan ¢ikarilarak kok

sayilar1 ve kok uzunluklarina bakilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. M. muscarimi in vitro sogan pul yapraklarindan elde edilen koklii
soganlarin topraga alistirilmasina ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Bagina Eksplant Basina Kok
Kok Sayisi (adet) Uzunlugu (cm)
K.O F K.O F
Adaptasyon Etkisi 8 4,60 10,57** 99,39 7,32%*
Hata 18 0,43 13,58
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli

4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlar hari¢ tiim ortamlarda
koklenme % 100 olmustur. Yapilan varyans analizinde kok sayis1 ve kok
uzunlugunun ortamlar arasindaki fark, 0,01 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Ancak,
aktarilan tiim soganlarin in vitro’da ki eski koklerinin kayboldugu, yerlerine yeni
kokler cikardiklar1 gozlenmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek

amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglar1 Cizelge 4.22°de verilmistir.
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Cizelge 4.22. M. muscarimi in vitro sogan pul yapraklarindan elde edilen koklii

soganlarin adaptasyouna ait Tukeys b testi
Adaptasyonu Yapilan Soganlarin Eksplant Basina Eksplant Basina
Rejenere Olduklar1 Ortamlar Kok Sayisi (adet) | Kok Uzunlugu
BAP (mg/l) NAA (mg/l) (cm)

1 0,5 2,2bc 6,98bc

1 1 4,00a 18,92a

1 2 1,83bc 4,30bc

2 0,5 1,50cd 13,50ab

2 1 2,00bc 7,50bc

2 2 0,00d 0,00¢c

4 0,5 2,75abc 9,00bc

4 1 3,50ab 11,00ab

4 2 0,00d 0,00¢c

Aymn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01

diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.22 incelendiginde en iyi sonuglar kok sayisi ve kdk uzunlugu 1 mg/l BAP-

1 mg/l NAA igeren ortamda gozlenmistir (Resim 4.9.d).
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d

Resim 4.9. In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarinin pul yapraklarindan
sogan olusumu
(a) 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamda sogan olusumu (b) 4 mg/l
BAP-1 mg/l NAA igeren ortamda kok olusumu (¢) Soganlarin saksilara
aktartlmast (d) 10 hafta sonunda 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren
ortamdan rejenere olup IBA’da koklendirilen adaptasyonu saglanmis
soganlar



68

In vitro’da elde edilen soganlardan kesilen yaprak ayalarindan sogancik eldesi:

In vitro’da elde edilen soganlarin yaprak ayalarinin taban kismi 1 cm uzunlugunda
kesilerek rejenerasyona birakildiktan 4-5 hafta sonra sogancik olusumu baslamistir

(Resim 4.10.a) 10 hafta siire sonunda yapilan varyans analizi yapilmistir (Cizelge

4.23)).

Cizelge 4.23. In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarinin yaprak ayalarindan

sogan liretimine ait varyans analizi

V.K. S.D | Magenta Basina Eksplant Basina | Magenta Basina
Canlilik Nispeti Sogan Olusumu | Kallus Olusumu
(%0) (%0) (%0)
K.O F K.O F K.O F

In vitro 9 2875,56 | 71,89** | 2223,70 | 8,33** | 6413,33 | 26,72%*

Soganlarin

Yaprak

Ayasi

Tabanindan

Rejenerasyon

Hata 20 | 40,00 266,27 240,00

Toplam 29

VK. S.D | Eksplant Basina Sogan Ortalama Sogan Cap1 (cm)
Sayis1 (adet)
K.O F K.O F

In vitro 9 3,10 0,54** 0,02 5,03%*

Soganlarin

Yaprak

Ayasi

Tabanindan

Rejenerasyon

Hata 20 | 0,47 0,001

Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Tiim parametrelerde ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu

farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglari

Cizelge 4.24’° de verilmistir.
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Cizelge 4.24. In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarindan kesilen yaprak
ayasi sogan eldesine ait Tukey’s b testi

Ortam Eksplant | Eksplant | Eksplant Ortalama | Magenta
BAP NAA | Canlilik | Basina Basina Sogan Basina
(mg/1) (mg/1) Nispeti Sogan Sogan Cap1 (cm) | Kallus

(%) Olusumu | Sayisi Olusumu
(%) (adet) (%)

1 0,5 |73,33b 66,67abc | 3,06ab 0,22ab 0,00 b

1 1 100,00a | 73,33ab 3,07ab 0,18b 100,00 a

1 2 73,33b 40,00cd 3,08 ab 0,17b 100,00a

2 0,5 |100,00a |53,33bcd | 3,17 ab 0,17b 100,00a

2 1 93,33a 73,33ab 3,20 ab 0,15b 93,33 a

2 2 80,00b 73,33ab 2,08 b 0,15b 93,33a

4 0,5 | 100,00a |93,33a 4,50 a 0,21ab 0,00b

4 1 100,00a | 53,33bcd | 2,33 ab 0,23ab 73,33a

4 2 100,00a | 26,67de 2,83ab 0,32a 100,00a
MS (Kontrol) | 00,00c 0,00e 0,00 ¢ 0,00c 0,00b

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01
diizeyinde 6nemlidir

MS’de gelisen soganlarin yaprak ayalarinin 6ldiigii; diger ortamlardaki soganlardan
alinarak yine kendi ortamlarina rejenerasyona birakilan yaprak ayalarinin ise canli
kaldig1 goriilmistiir. Eksplant basina sogan sayis1 bakimindan en iyi ortamin 4 mg/1
BAP- 0,5 mg/l NAA oldugu, elde edilen soganlarin saglikli, yesil ve 2-3 cm’lik
yapraklara sahip oldugu gézlenmistir. En biiylik ¢aplar ise 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA
ortamindan elde edilmistir. 1 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP- 0,5 mg/I
NAA ortamlarinda kallus olusmamistir. Eksplant basina sogan olusumunda da en iyi
ortamin 4 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA igeren besin ortami oldugu goriilmiistiir (Resim
4.10.b). Bu ortamda yesil sogan uglar1 seklinde gelisimini tamamlayamayan

soganciklara da rastlanmistir.

Yaprak avalarindan elde edilen soganlarin 1 meg/l IBA’da koklendirilmesi:

Elde edilen soganlardan en biiylik capli olanlar secilerek (Bknz. Cizelge 4.24’de 4.
stitun) 1 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda kdklenmeye alinmistir. Soganlar sekiz

hafta sonunda sayilmistir (Cizelge 4.25.).
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Cizelge 4.25. M. muscarimi soganlarinin yaprak ayalarindan elde edilen soganlarin 1
mg/l IBA’da kdklendirilmesine ait varyans analizi

V.K. S.D Sogan Ilk Capi Sogan Son Cap1 | Sogan Cap Farki
(cm) (cm) (cm)
K.O F K.O F K.O F
Koklenme 8 0,01 2,52%* 0,02 2,36 0,02 3,44
Hata 18 0,004 0,008 0,008
Toplam 26
VK. S.D | Eksplant Basina Kok | Eksplant Basina | Eksplant Basina
Olusumu (%) Kok Sayisi Kok Uzunlugu
(adet) (cm)
K.O F K.O F K.O F
Koklenme 8 3208,33 29,33 0,71 2,54 | 0,86 5,18%*
Hata 18 146,30 0,28 0,17
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde dnemli
*0,05 diizeyinde 6nemli

Tim soganlarda kok olusumu goézlenmistir. Eksplant basmma kok uzunlugunda
ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde Onemli c¢ikarken, ilk c¢ap bakimindan
ortamlar arasindaki fark 0,05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem
diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuglar1 Cizelge 4.26’da

verilmistir.
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Cizelge 4.26. M. muscarimi soganlarinin yaprak ayalarindan elde edilen soganlarin 1
mg/l IBA’da kdklendirilmesine ait Tukey’s b testi

Ortam Sogan Ilk Cap1 | Sogan Son Cap1 | Sogan Cap
(cm) (cm) Farki (cm)
BAP NAA
(mg/l) (mg/l)
1 0,5 0,27b 0,59 0,32
1 1 0,24b 0,49 0,25
1 2 0,40a 0,62 0,22
2 0,5 0,21b 0,43 0,22
2 1 0,30ab 0,67 0,37
2 0,24b 0,47 0,23
4 0,5 0,29ab 0,64 0,35
4 1 0,32ab 0,56 0,24
4 2 0,33ab 0,57 0,24
Ortam Eksplant Basina | Eksplant Basina | Eksplant Basina
Kok Olusumu | Kok Sayist Kok Uzunlugu
(%) (adet) (cm)
BAP NAA
(mg/l) ( mg/l)
1 0,5 0,00c 0,00b 0,00
1 1 100,00a 1,65a 1,27
1 2 0,00c 0,00b 0,00
2 0,5 36,67b 0,37b 0,75
2 1 3,33¢c 0,03b 0,17
2 2 0,00c 0,00b 0,83
4 0,5 10,00a 0,10b 0,73
4 1 10,00a 0,10b 1,08
4 2 5,00c 0,05b 0,25

Ik caplarin en biiyiikleri 1 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamda belirlenmistir.
Son caplar 0,43-0,67 cm arasinda bulunmus ve ilk ¢ap ile son ¢ap arasindaki sogan
farki 0,22-0,37 cm arasinda degismistir. Eksplant basina en fazla kok sayist ve uzun

kok 1,65 adet ve 1,27°cm ile 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan
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elde edilmistir (Sekil 4.10.c). Soganlarin 8 hafta sonunda % 100 canlilikla topraga
adaptasyonu saglanmistir (Sekil 4.10.d).

Resim 4.10. M. muscarimi soganlarinin yaprak ayalarindan elde edilen soganlar ve
koklenmeleri
(a) 4 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA igeren ortamda yaprak ayalari iizerinde
sogancik olusumunun baglangici (b) 10 hafta sonunda 4 mg/l BAP-
0,5 mg/l NAA iceren ortamda yaprak ayalari iizerinde sogancik
olusumu (c)I mg/l BAP-1 mg/l NAA igceren MS ortamindan alinarak
koklendirlen soganlar (d) 8 hafta sonunda saksilardaki goriintiisii

In vitro ortamda elde edilen 0.1 cm’lik M. muscarimi soganlarinin 1 mg/l BAP- 1

mg/l NAA iceren ortaminda rejenerasyonu:

En biiyiik sogan ¢aplar1 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde
edilmistir (Bknz. Cizelge 4.4.). Bu nedenle farkli ortamlardan alinan 0,1 cm’lik
soganlarin ¢aplarin1 artirmak amaciyla ile 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS besin
ortamina alinmiglardir. Soganlar 12 hafta sonunda alt kiiltiire alinmis ve 32 hafta
sonunda varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.27). Geriye kalan ii¢ ortamda ise 0,1

cm ¢apa sahip soganlar gozlenmediginden bu ortamlara ait deneme kurulmamastir.
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Cizelge 4.27. 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edilen 0,1 cm’lik
M. muscarimi soganlarinin rejenerasyonu ve ¢ap artigina ait varyans

analizi
V.K. S.D | Ana Sogan Ana Sogan Sekonder Sogan Eksplant Bagina | Sekonder
Son Cap1 Cap Farki Olusum Yiizdesi Sekonder Sogan Cap1
(cm) (cm) (%) Sogan Sayisi (cm)
(adet)
KO | F KO | F K.O F KO |F KO |F
Sogan 5 0,13 | 3,23* | 0,14 | 0,02* | 3558,82 | 6,26*%* | 7,98 | 9,81** | 0,30 | 10,51**
Cap
Artigl
Hata 11 | 0,04 0,03 568,18 0,81 0,03
Toplam | 16

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizinde soganlarin ilk ve son caplar1 arasindaki fark 0,05 diizeyinde
onemli, yavru sogan caplari, sayisi ve yavru sogan olusum yiizdesi bakimindan
ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem
diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukeys b testi sonuclart Cizelge 4.28” de

verilmistir.

Cizelge 4.28. 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edilen 0,1 cm’lik
M. muscarimi soganlarinin rejenerasyonu ve c¢ap artigina ait Tukeys b

testi
Ortam Ana Ana Sogan Sekonder Sogan Eksplant Sekonder
BAP NAA Sogan Son | Cap Farki Olusum Yiizdesi Basina Sogan Cap1
(mg/1) (mg/1) Capi (cm) | (cm) (%) Sekonder (cm)
Sogan Sayisi
(adet)
1 0,5 0,49¢ 0,39¢ 91,67ab 3,92a 0,13b
1 1 0,64bc 0,53bc 33,33¢ 0,92bc 0,11b
1 2 0,64bc 0,53bc 50,00bc 2,67ab 0,10b
2 1 1,12a 1,02a 25,00¢ 1,12bc 0,10b
4 1 0,89ab 0,79ab 16,67¢ 0,58¢c 0,10b
4 2 0,79abc 0,69abc 100,00a 4,42a 0,32a

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde dnemlidir

Sekonder sogan olusumu, yalnizca 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA’ den alinan soganlarda
% 100 oraninda goriilmiistiir. Son ¢aplar acisindan en iyi ortam 8 ay sonunda 1
cm’lik ¢ap artist ile 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren ortamdan alinan soganlardan
elde edilmistir (Sekil 4.11.a). Eksplant basina en fazla sekonder sogan olusumu 1
mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan alinan

soganlardan elde edilmistir. Sekonder sogan c¢aplar1 0,32-0,10 cm arasinda
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degismektedir. 1 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren MS ortamindan alinan soganlarin
dip kisminda kararma, 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren MS ortamindan alinan

soganlarda da, bol miktarda kallus olusumu gézlenmistir.

Capi artirilmis soganlarin 1 mg/l IBA iceren MS ortaminda koklendirilmesi:

Elde edilen soganlar (Bknz Cizelge 4.28) 1 mg/l IBA da koklendirilmislerdir Sekiz

hafta sonunda yapilan varyans analizi Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.29. 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda ¢ap1 artirilmis M.
muscarimi soganlarimin 1 mg/l IBA’da koklendirilmesine ait varyans

analizi
VK. S.D | Magenta Basina Kok | Eksplant Bagina Eksplant Bagina
Olusumu (%) Kok Sayisi (adet) | Kok Uzunlugu (cm)
K.O F K.O F K.O F
Koklenme | 3 3940,97 9,46** 2,15 551%* 1,49 34,47**
Hata 8 416,67 0,391 0,04
Toplam 11

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Magenta basina kok olusum yiizdesi ve eksplant basina kok uzunluklart agisindan
ortamlar arasindaki fark 0,01, eksplant basina kok sayist bakimindan 0,05; diizeyinde
farklilik ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan

Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.30° da verilmistir.

Cizelge 4.30. 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda c¢ap1r artirilmig M.
muscarimi soganlarinin 1 mg/l IBA’da koklendirilmesine ait Tukeys b

testi
Soganlarin Rejenere Magenta Basina | Eksplant Basina Eksplant Basina
Olduklart Ortamlar Kok Olusumu | Kok Kok Uzunlugu
BAP (mg/l) | NAA (mg/l) |(%) Sayisi (adet) (cm)

1 0,5 16,67 b 0,50b 0,20b

1 1 100,00a 2,00ab 1,67a

4 1 83,33a 2,00ab 0,38b

4 2 75,00a 2,43a 0,25b

Aymni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde dnemlidir
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1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlarda % 100 kdk olusumu
gozlenmistir (Resim 4.11.b). Eksplant basina en fazla kok sayis1 2,43 adet ile 4 mg/1
BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlardan elde edilmistir. Eksplant
basina en uzun kokler, 1,67 cm ile 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamlardan
alinan soganlardan elde edilmistir. 2 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren ortamdan alinip
rejenerasyona birakilan soganlarin ise, IBA’ya alinmasina gerek kalmadan

koklendigi goriilmiistiir.

Resim 4.11. In vitro ortamda elde edilen 0,1 cm’lik M. muscarimi soganlarinin 1
mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren ortaminda rejenerasyonu
(a) 1 ecm’lik ¢ap artis1 ile 2 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan
alinan soganlar ve dip kisimlarinda ¢ikan kokler (b) 1 cm’lik cap artist
ile 2 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlarin kokleri

4.1.2. M. muscarimi’nin KIN-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyonu

koklendirme ve adaptasyonu

10 hafta sonunda ikili pul yapraklardan sogan rejenerasyonu:

KIN-NAA iceren MS besin ortaminda, 10 hafta sonunda ikili pullari {izerinden ¢ikan

soganlarin sayilar1 ve ¢aplari incelenmistir (Cizelge 4.31).
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Cizelge 4.31. KIN-NAA iceren MS besin ortaminda 10 hafta sonunda M. muscarimi
ikili pul yapraklarinin rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Basina Eksplant Bagina

Sogan Sayisi Ortalama

(adet) Cap (cm)

K.O F K.O | F

Ikili Pullardan 9 3,30 5,36** 0,01 2,05
Rejenerasyon
Hata 20 | 0,62 0,003
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde dnemli

Tim eksplantlarda sogan olusumu gozlenmistir. Varyans analizi sonuglarina gore
sogan sayist bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir.
Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi

sonuglar1 Cizelge 4.32°de verilmistir.

Cizelge 4.32. KIN-NAA iceren MS besin ortaminda 10 hafta sonunda M. muscarimi
ikili pul yapraklarinin rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Eksplant Basina Eksplant Basina
Sogan Sayisi (adet) Ortalama Cap
KIN NAA (cm)
(mg/1) (mg/1)

1 0,5 2,33ab 0,27

1 1 4,08a 0,31

1 2 1,17b 0,26

2 0,5 3,00ab 0,28
2 1 3,00ab 0,27
2 3,00ab 0,35
4 0,5 1,00b 0,34
4 1 2,67ab 0,30
4 2 1,42ab 0,37
MS (Kontrol) 1,25b 0,36

Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Kontrol harig tiim besin ortamlarda kallus olusumu gozlenmistir. Ancak, en az kallus
olusumu 1 mg/l KIN-0,5 mg/l NAA iceren ortamda gézlenmistir. 2 mg/l KIN- 1 mg/1

NAA ve 2 mg/l KIN- 2 mg/l NAA iceren MS ortamlarinda kallus i¢ine gomiilii kok

uclar1 goriilmiistiir (Cizelgede verilmemistir). Sogan c¢aplarina bakildiginda en fazla
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sogan olusumu sirastyla 4,08 adet sogan ile 1 mg/l KIN- 1 mg/l NAA iceren ortam
(Resim 4.12.a) ile 3 adet sogan ile 2 mg/l KIN- 0,5-1-2 mg/l NAA igeren ortamdan
elde edilmistir. Ortalama sogan ¢ap1 bakimindan ve sogan ucu bakimindan ortamlar

arasinda istatistiksel bir fark gdzlenmemistir.

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

Elde edilen en biliyiik c¢apa sahip M. muscarimi soganlar1 (Bknz. Cizelge 4.32 2.
slitun) ayn1 ortamlarda alt kiiltiire alinmistir (Cizelge 4.33.).

Cizelge 4.33. M. muscarimi pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin KIN-
NAA iceren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D | Primer Soganlarin Ik | Primer Soganlarin | Primer
Cap1 (cm) Son Cap1 (cm) Soganlarin Cap
Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan ? o1 1,51 0,04 | 1020%% | 0,03 | 3,44%*
Rejenerasyonu
Hata 20 10,01 0,001 0,01
Toplam 29
V.K. S.D | Sekonder Sogan Sekonder Sekonder
Olugsum Olusumu (%) | Soganlarin Sayis1 | Soganlarin Capi
(adet) (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan % 1126850 |32500% |035 | 096 0,04 |2,10
Rejenerasyonu
Hata 20 19,21 0,37 0,001
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

20 hafta sonunda, primer soganlarin yaninda olusan sekonder sogan olusum yiizdesi
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05 diizeyinde Onemli c¢ikmistir. Primer
soganlarin son caplar1 ve 20 hafta sonunda meydana gelen cap farki bakimindan
ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde énemli ¢ikmistir. Diger parametrelerde ise

ortamlar arasinda istatistiksel bir farka rastlanmamustir.
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Farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4.34° de verilmistir.

Cizelge 4.34. M. muscarimi pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin KIN-
NAA igeren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Primer Primer Primer Sekonder | Sekonder Sekonder

KIN | NAA | Soganlarin | Soganlarin | Soganlarin | Sogan Soganlarin Sogan

(mg/l) | (mg/l) | ik Cap1 Son Cap1 Cap Farki | Olusumu | Cap1 (cm) Sayist

(cm) (cm) (cm) (%) (adet)
1 0,5 0,34 0,58bc 0,31ab 50,00a 0,30 0,92
1 1 0,38 0,67abc 0,38ab 41,66b 0,31 0,92
1 2 0,23 0,69abc 0,16b 50,00a 0,31 0,83
2 0,5 0,36 0,53c 0,16b 50,00a 0,14 0,42
2 1 0,39 0,53c 0,14b 25,00c 0,17 0,50
2 2 0,36 0,67abc 0,31ab 58,00a 0,30 0,67
4 0,5 0,31 0,57bc 0,26ab 25,00c 0,18 0,42
4 1 0,40 0,76a 0,36ab 58,00a 0,28 0,92
4 2 0,44 0,73ab 0,30ab 00,00d 0,00 0,00
MS (Kontrol) 0,34 0,37d 0,21ab 00,00d 0,00 0,00

Aymn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.34° goriildiigii gibi, primer soganlarin ilk ¢aplar1 0,23-0,44 cm arasinda
degismistir. En bliylik primer soganlara sahip ortamlar (0,76 cm) ve ortam da
kaldiklar1 siirece soganlar i¢inde en fazla ¢ap artis1 olan soganlar 0,36 cm ile 4 mg/l
KIN-1 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir. Sekonder sogan olusumu
ise, 4 mg/l KIN-1 mg/l NAA igeren MS ortam1 ile kontrol grubunda
gerceklesmemistir. Ilk rejenerasyon calismasinda en iyi sonuclarm alindigi 1 mg/l
KIN-1 mg/l NAA igeren ortamda ise primer sogan basina 0,92 adet sekonder sogan
olugsmustur (Resim 4.12.b-c). Sekonder soganlarin ¢aplari 0,14-0,31 cm, eksplant
basina sekonder sogan sayis1 ise, 0,42-0,92 adet arasinda degismistir. Kontrol grubu,
2 mg/l KIN-1 ve 2 mg/NAA igeren ortamlar diginda tiim ortamlarda kallus olusumu
gozlenmistir. 4 mg/l KIN-0,5, 1 ve 2 mg/l NAA igeren ortamlarda tiim soganlarin

yapraklarinin sarardig goriilmiistiir. (Resim 4.12.d-e).
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Resim 4.12. M. muscarimi’nin KIN-NAA i¢eren MS besin ortaminda rejenerasyonu
(a) 10 hafta sonunda 1 mg/l KIN- 1 mg/l NAA iceren ortamda sogan
gelisimi (b-c) 1 mg/l KIN- 1 mg/l NAA igeren ortamda primer
soganlardan sekonder sogan gelisimi (d-e) 4 mg/l KIN- 2 mg/l NAA
iceren ortamda primer soganlarda ki sararma
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Pul vapraklardan elde edilen soganlarin 1 mg/l IBA iceren ortamda koklendirilmesi:

Elde edilen soganlar (Bknz. Cizelge 4.34 3. siitun) alt1 hafta siireyle, 1mg/l IBA’da
koklendirilmeye alinmistir (Cizelge 4.35.).

Cizelge 4.35. KIN-NAA iceren besin ortamindan alinan M. muscarimi soganlarin
Img/l IBA iceren MS ortamda koklendirilmesine ait varyans analizi

VK. S.D | Sogan Ilk Capi Sogan Son Soganlarda
(cm) Cap1 (cm) Meydana
Gelen Cap
Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F

Img/1 IBA Iceren MS | 9 0,06 4,40** | 0,10 | 3,69** | 0,03 | 1,43
Koklendirme

Hata 20 | 0,01 0,03 0,02
Toplam 29
V.K. S.D | Kok Olusum Eksplant Eksplant
Nispeti Basina Kok Basina Kok
(%) Sayisi (adet) | Uzunlugu
(cm)
K.O F K.O F K.O F

Img/1 IBA Igeren MS | 9 1953,18 | 6,35%* | 3,73 | 6,40%* | 7,71 | 2,73*
Koklendirme
Hata 20 | 355,41 0,58 2,82
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde dnemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Kok uzunlugu bakimindan 0,05 diizeyinde farklilik goriilmiistiir. Kok olusum
yiizdesi ilk cap, son ¢ap ve kok sayis1 bakimindan ise, ortamlar arasindaki fark 0,01
diizeyinde onemlidir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan

Tukey’s b testi sonuclar1 Cizelge 4.36’da verilmistir.
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Cizelge 4.36. KIN-NAA iceren besin ortamindan alinan M. muscarimi soganlarinin 1
mg/l IBA’da kdklendirilmesine ait Tukeys b testi

Soganlarin Rejenere | Sogan ilk Cap1 Sogan Son Cap1 Soganlarda
Olduklari Ortamlar | (cm) (cm) Meydana Gelen
KIN NAA Cap Farki (cm)
(mg/) | (mg/h
1 0,5 0,58abc 0,71ab 0,12
1 1 0,67abc 0,84a 0,18
1 2 0,70ab 0,97a 0,28
2 0,5 0,49abc 0,72ab 0,23
2 1 0,42bc 0,57ab 0,15
2 2 0,55abc 0,72ab 0,17
4 0,5 0,52abc 0,65ab 0,34
4 1 0,76a 0,94a 0,19
4 2 0,78a 0,90a 0,12
MS 0,37c 0,38b 0,01
Soganlarin Rejenere | Kok Olusumu (%) | Eksplant Basina Eksplant Bagina
Olduklar1 Ortamlar Kok Sayis1 (adet) Kok Uzunlugu (cm)
KIN NAA
(mg/1) (mg/1)
1 0,5 58,33 ¢ 1,08bc 2,59ab
1 1 91,67b 2,83ab 1,96ab
1 2 100,00a 3,92a 4,74ab
2 0,5 91,67 b 2,08abc 4,45ab
2 1 25,00e 1,58bc 3,33ab
2 2 58,33¢ 1,25bc 2,71ab
4 0,5 25,00e 0,33c 4,30ab
4 1 58,00c 0,75bc 1,15ab
4 2 33,33de 0,58¢c 0,04b
MS (Kontrol) 100,00a 1,00bc 5,18a

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde 6nemlidir

Soganlar degisik ortamlardan alindi81 i¢in, soganlarin ilk ¢aplar1 arasinda fark 0,37-
0,78 cm arasinda degismistir. 4 mg/l KIN- 1 ve 2 mg/l NAA igeren MS besin
ortamindan alinan soganlar da ilk caplar 0,76-0,78 cm tespit edilmistir. 1 mg/l KIN-
1 ve 2 mg/l NAA, 4 mg/l KIN- 1 ve 2 mg/l NAA igeren ortamlardan alinarak 1 mg/I
IBA’da koklendirilen soganlarin son ¢aplarinin, 0,94 ve 0,90 cm oldugu goriilmiistiir.
1 mg/l IBA’ya konulduktan sonra en fazla cap artis1 4 mg/l KIN- 0,5 mg/l NAA
iceren ortamdan alinan soganlardan elde edilmistir. Eksplant basina koklenme
yiizdeleri % 25-100 arasinda degismektedir. Kok sayist bakimindan 4 mg/l KIN-2
mg/l NAA igeren ortamlarda az sayida gelisimini tamamlayamamis kok uglarina

rastlanilmistir (Resim 4.13.a-b). En fazla kok, 3,92 adet ile 1 mg/l KIN- 2 mg/l NAA
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besin ortamindan alinan soganlardan elde edilmistir. En uzun kokler ise kontrol

grubundan sonra yine bu ortamdan elde edilmistir (Resim 4.13. c-d).

KIN-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinarak 1 mg/l IBA da kodklendirilen
M. muscarimi soganlarin adaptasyonu:

Cizelge 4.36’da 1 mg/l IBA’da koklendirilen soganlar, saksilarda dig ortama
alistinnlmigtir (Sekil 4.13.e). Sekiz hafta sonra adaptasyonun kdklenme iizerine etkisi
olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, saksilardan ¢ikarilarak kok sayilar1 ve kok

uzunluklari incelenmistir (Cizelge 4.37).

Cizelge 4.37. KIN-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinarak 1 mg/l IBA
iceren ortamda koklendirilen M. muscarimi soganlarinin sekiz hafta
sonunda topraktaki kok gelismelerine ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Bagina Eksplant Bagina Eksplant
Kok Olusumu (%) | Kok Sayist (adet) | Basina Kok
Uzunlugu
(cm)
K.O F K.O F

Adaptasyon 7 3181,25 | 23,63** | 2,07 10,19%* | 31,00 | 1,72*

Etkisi

Hata 16 | 138,89 0,20 18,07

Toplam 23

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizinde eksplant basina kok olusum yiizdesi ve kok sayisinda ortamlar
arasindaki fark 0,01, kok uzunlugunda ise, 0,05 diizeyinde O6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4.38’ de verilmistir.
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Cizelge 4.38 KIN-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinarak 1 mg/l IBA
iceren ortamda koklendirilen M. muscarimi soganlarin toprakta 8 hafta
sonunda topraktaki kok gelisimlerine ait Tukey’s b testi

Adaptasyonuna Bakilan Eksplant Eksplant Eksplant
Soganlarin Rejenere Olduklar1 | Basina Kok Basina Kok Basina
Ortamlar Olusumu (%) Sayisi (adet) Kok
KIN NAA Uzunlugu
(mg/l) (mg/l) (cm)
1 0,5 100,00a 2,16ab 8,00b
1 1 100,00a 2,11ab 4,13d
1 2 100,00a 2,98a 5,18c
2 0,5 100,00a 1,50b 10,92a
2 1 100,00a 2,15ab 6,46¢
2 2 100,00a 1,67b 3,67d
4 0,5 100,00a 1,00bc 3,27d
4 1 25,00b 0,25¢ 0,40e
4 2 25,00b 0,25¢ 0,02¢

Aymi siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.38°de goriildiigii gibi koklenme %25-100, eksplant basina yeni ¢ikan kok
sayist 0,25-2,98 (adet) arasinda degismistir. En fazla kok 1 mg/l KIN-1 mg/l NAA
igeren ortamdan alinarak 1 mg/l IBA’da koklendirilen soganlardan elde edilmistir.
Kok uzunluklar1 0,02- 10,92 cm arasinda degismektedir. En uzun kokler 10,92 adet
ile 2 mg/l KIN- 0,5 mg/l NAA iceren ortamdan alinarak 1 mg/l IBA’da kdklendirilen
soganlardan elde edilmistir (Sekil 4.13.f). Elde edilen kdklerin yanindan yan koklerin

ciktig1 gézlenmistir.
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Resim 4.13. M. muscarimi sogan pul yapraklarindan elde edilen soganlarin 1 mg/I
IBA igeren ortamda koklendirilmesi ve adaptasyonu
(a-b) 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA igeren ortamlardan alinarak 1 mg/l
IBA’da koklenmeye alinan soganlar (c-d) 1 mg/l KIN- 2 mg/l NAA
besin ortamindan alinarak 1 mg/l IBA’da koklendirilen soganlar (e)
Saksilda adaptasyon (f) 8 hafta sonunda soganlarin topraga adaptasyonu
ve yan koklerin olusumu
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4.2. M. macrocarpum

4.2.1. M. macrocarpum’un BAP-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyonu

koklendirme ve adaptasyonu

Sekiz hafta sonunda ikili pul yapraklardan rejenerasyon:

BAP-NAA i¢ceren MS besin ortaminda ikili pul yapraklar lizerinden ¢ikan soganlarin
sayilar1 ve caplarina ait verilerin 10 hafta sonunda varyans analizi yapilmistir

(Cizelge 4.39).

Cizelge 4.39. BAP-NAA iceren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M.
macrocarpum ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait varyans

analizi
VK. S.D Eksplant Bagina Eksplant Basina
Sogan Sayisi1 (adet) Sogan Cap1 (cm)
K.O F K.O F
Ikili Pullardan Rejenerasyon | 9 1,11 0,80%* 0,03 5,63%*
Hata 20 1,39 0,01
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Sogan olusumu % 100 oldugundan c¢izelgede yer verilmemistir. Varyans analizinde
sogan sayisi 0,05 ve sogan capt 0,01 seviyesinde dnemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin
onem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge

4.40’da verilmistir.



86

Cizelge 4.40. BAP-NAA iceren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M.
macrocarpum ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait Tukey’s b

testi
Ortam Eksplant Basina Eksplant Bagina Ortalama
Ortalama Sogan
Sogan Sayisi Cap1 (cm)
BAP NAA (adet)
(mg/l) (mg/1)
1 0,5 2,58¢ 0,35b
1 1 2,00d 0,54a
1 2 1,92d 0,43ab
2 0,5 1,97d 0,14d
2 1 2,58¢ 0,29bc
2 2 3,33a 0,32bc
4 0,5 3,00b 0,29bc
4 1 1,67¢ 0,29bc
4 2 2,92b 0,35bc
MS (Kontrol) 1,58e 0,34bc

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde dnemlidir

Cizelge 4.40’da gorildigii gibi eksplant basina ortalama sogan sayist kontrol
grubunda ise ikili pullar arasindan ¢ikan 1,58 adet soganla en az sogan sayisi elde
edilen ortam olmustur (Resim 4.14.a). En iyi sonuglar ise 3,33 adet soganla 2 mg/l
BAP-2 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Resim 4.14 b). Sogan c¢aplarina
bakildiginda, 0,14-0,54 cm arasinda degisirken, en biiyiikk capa sahip ikili pullar
arasindan ¢ikan soganlar, 0,54 cm ile 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda elde edilmistir (Resim 4.14.c).
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Resim 4.14. M. macrocarpum’un BAP-NAA iceren MS besin ortaminda sekiz hafta
sonunda rejenerasyonu
(a) MS (kontrol) ortaminda sogan rejenerasyonu (b) 1 mg/l BAP-1 mg/l
NAA igeren MS besin ortamindan elde edilen soganlar (c¢) 2 mg/l BAP-
2 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilen soganlar

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

Elde edilen primer soganlar (Bknz. Cizelge 4.40 2. siitun) yine aynit 10 ortamda
rejenerasyona alinmistir. Kiiltiire alindiktan 13,5 hafta sonunda primer soganlarda
meydana gelen ¢ap farki, primer soganin yaninda olusan sekonder soganlarin olusum

yiizdesi ortalama c¢ap1 ve sekonder soganlarin sayisina bakilmistir (Cizelge 4.41).

Cizelge 4.41. M. macrocarpum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin
BAP-NAA igeren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait varyans analizi

V.K. S.D Primer Soganlarin {lk Primer Soganlarin Son Primer Sogan Cap
Caplari (cm) Cap1 (cm) Fark1 (cm (cm)
K.0 F K.0O F K.O F

Sogan 9 0,03 4,88%x 0,05 3,72%% 0,03 2,72%

Rejenerasyonu

Hata 20 0,01 0,01 0,01

Toplam 29

V.K. S.D Eksplant Bagina Eksplant Bagina Eksplant Basina
Sekonder Sogan Sekonder Sogan Sayis1 | Sekonder Soganlarin
Olusumu (%) (adet) Ortalama Cap1 (cm)
K.0 F K.0O F

Sogan 9 2697,65 | 3,07* 0,53 1,80 0,03 1,50

Rejenerasyonu

Hata 20 877,67 0,30 0,02

Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli
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Yapilan varyans analizinde, primer sogan ilk cap ile son ¢ap arasindaki fark 0,01;
primer soganlarda meydana gelen ¢ap farki ve sekonder sogan olusum ytlizdesi ise
0,05 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek

amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.42°de verilmistir.

Cizelge 4.42. M. macrocarpum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarinin
BAP-NAA igeren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait Tukeys b testi

Ortam Primer Primer Primer Sogan
Soganlarin | Soganlarin Son | Cap Farki (cm)
BAP NAA Ik Caplar1 | Cap1 (cm)
(mg/1) (mg/) | (cm)
1 0,5 0,35bc 0,55bc 0,20ab
1 1 0,54a 0,75 a 0,21ab
1 2 0,43ab 0,54bc 0,11b
2 0,5 0,14d 0,42c 0,28ab
2 1 0,29bc 0,54bc 0,25ab
2 0,32bc 0,59bc 0,24ab
4 0,5 0,29bc 0,65b 0,36ab
4 1 0,29bc 0,55bc 0,26ab
4 0,35bc 0,80a 0,45a
MS (Kontrol) 0,34bc 0,47c 0,13b
Ortam Eksplant Eksplant Basina | Sekonder
Basina Sekonder Sogan
BAP NAA Sekonder Sogan Sayis1 Ortalama Cap1
(mg/1) (mg/l) Sogan (adet) (cm)
Olusumu
(%)
1 0,5 100,00a 1,50 0,28
1 1 50,00ab 0,50 0,40
1 90,00ab 0,92 0,36
2 0,5 50,00ab 0,50 0,17
2 1 33,33ab 0,42 0,25
2 42,00ab 0,17 0,20
4 0,5 92,00ab 0,92 0,43
4 1 67,00ab 0,67 0,20
4 33,67ab 0,33 0,21
MS (Kontrol) 8,00b 0,08 0,10

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve

0,05 diizeyinde dnemlidir

En diisiik sogan capina sahip soganlar 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA ve MS (kontrol)

ortaminda goriilmiistiir. MS’de tiim soganlarin koklendigi de tespit edilmistir (Sekil
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4.15.a-b). Cizelge 4.42°de goriildiigli gibi primer sogan ¢aplar1 bakimindan en iyi
sonuglar, 0,54 cm ile 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde
edilmistir. Son caplarda ise en iyi sonuglar 0,8 cm ile 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA
igceren MS besin ortaminda (Sekil 4.15¢-d) ve 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren MS
besin ortaminda (0,75 cm) (Sekil 4.15.e-f) elde edilmistir. ilk ve son caplar
kiyaslandiginda en fazla sogan cap artisinin gozlendigi ortam 4 mg/l BAP-2 mg/l
NAA igeren MS besin ortamidir (0,45 cm). Eksplant basina sekonder sogan sayisi
oldukca diisiik olup, 0,08-1,5 adet arasinda degisiklik gostermistir, Sogan ¢aplari ise,
0,10-0,43 cm gozlenmistir.

Resim 4.15. M. macrocarpum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlariin
BAP-NAA igeren MS ortamindaki rejenerasyonu
(a-b) MS (kontrol) sogan rejenerasyonu (c-d) 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA
iceren MS besin ortaminda primer sogan rejenererasyonu (e-f) 1 mg/l
BAP-1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda primer sogan
rejenerasyonu
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Pul vapraklardan elde edilen soganlarin MS iceren ortamda koklendirilmesi:

Elde edilen soganlarda kok ucu olusumu gézlenmis (Bknz. Cizelge 4.42) ancak;
soganlarin elde edildigi BAP-NAA ortamlarinin kok olusumuna olumsuz yan etkisi
nedeniyle, yeterli kok gelisimi saglanmadigi gozlenmistir. Bu nedenle soganlar
biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ortamina alinmistir. 10 hafta sonunda yapilan

varyans analizi sonucglar1 Cizelge 4.43’de verilmistir.

Cizelge 4.43. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinan M. macrocarpum
soganlarinin MS’de koklendirilmesine ait varyans analizi

VK. S.D Sogan Ilk Caplari Sogan Son Sogan Cap
(cm) Caplari Farki (cm)
(cm)
K.O F K.O F K.O F
MS’de 9 0,04 2,14 0,35 1,51%* 0,03 | 1,98
Koklendirme
Hata 20 0,02 0,02 0,01
Toplam 29
VK. S.D Eksplant Basina Eksplant Bagina | Eksplant
Kok Nispeti (%) Kok Sayisi Basina
(adet) Kok Uzunlugu
(cm)
K.O F K.O F K.O F
MS’de 9 2634,92 15,81%* 0,68 1,46%* 0,61 0,24
Koklendirme
Hata 20 166,70 0,46 2,56
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Eksplant bagina kok nispeti 0,01 nispetinde dnemli ¢ikarken, sogan son caplarinda ve
eksplant basina kok sayisinda ortamlar arasindaki fark ise, 0,05 6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4.44°de verilmistir.
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Cizelge 4.44. BAP-NAA igeren besin ortamindan alman M. macrocarpum
soganlarinin MS’de koklendirilmesine ait Tukey’s b testi

Soganlarin Rejenere Olduklari{Sogan ik Cap1 [Sogan Son Cap1 [Sogan Cap [Eksplant [Eksplant [Eksplant Basina
Ortamlar (cm) (cm) [Farki (cm) [Basina Basina Kok  [Kok Uzunlugu
IKok Nispeti [Sayisi(adet) |(adet)
(%)
BAP NAA
(mg/1) (mg/1)
1 0,5 0,55 0,58 ¢ 0,03 100,00a 1,97a 3,14
1 1 0,75 0,75 b 0,00 75,00a 0,75ab 2,14
1 0,54 0,54 ¢ 0,00 100,00a 1,33ab 2,14
2 0,5 0,42 0,95 a 0,53 100,00a 1,08ab 1,77
2 1 0,54 1,01 a 0,47 92,00a 0,92ab 1,66
2 2 0,59 0,63 bc 0,03 96,67a 0,97ab 2,62
4 0,5 0,65 1,12a 0,47 80,002 0,81ab 2,29
4 1 0,55 0,55 ¢ 0,00 41,67b 0,42b 2,03
4 2 0,80 0,85 ab 0,05 41,67b 0,42b 1,73
MS (Kontrol) 0,47 0,88a 0,49 20,00b 0,20c 1,95

Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde dnemlidir

Cizelge 4.44’te goriildigi gibi MS’e alindiklarinda sogan ilk caplarinda koklenme
siiresince olusan c¢ap farkinda ve kok uzunluklarinda ise istatistiksel bir farka
rastlanmamistir. En iyi sonuglarin alindigi (Bknz. Cizelge 4.42) 1 mg/l BAP- 1 mg/l
NAA ve 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamlardan alinan soganlarin ¢aplarinda
belirgin bir artis olmamistir. Bu ortamlarda soganlarin kok uzunluklar 2,14 ve 1,73
cm ve eksplant basina kok sayisi, 0,75-0,42 adet arasinda degismistir (Sekil 4.16. a-
b-c-d).
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Resim 4.16. M. macrocarpum BAP-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinan
soganlarinin MS’de koklendirilmesi
(a-b) 1 mg/l BAP 1 mg/l NAA ve (c-d) 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA iceren
ortamlardan alinan soganlar ve kokleri

Son ¢aplar bakimindan en fazla ¢ap artis1 gozlenen ortamlar, 2 mg/l BAP-0,5 ve 1
mg/l NAA (Sekil 4.17.a-b), 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan alinan
soganlardir (Sekil 4.17.c-d). (0,95-1,01 ve 1,12 cm). Eksplant bagina kok sayisi
bakimindan en fazla kok 1,97 adet ile 1 mg/l BAP- 0,5 mg/l NAA igeren ortamdan

alinan soganlardan elde edilmistir.

BAP-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinarak MS’de koklendirilen

soganlarin adaptasyonu:

Cizelge 4.44°te elde edilen koklii soganlarin serada adaptasyonu saglanmistir (Sekil
4.17-e). Sekiz hafta sonra adaptasyonun koklenme {izerine etkisi olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla saksilardan ¢ikarildiginda tiim soganlarin kokli oldugu
gbzlenmistir, kok sayilar1 ve kok uzunluklart incelenmistir. Yapilan varyans analizi

Cizelge 4.45°de verilmistir.
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Cizelge 4.45. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinarak MS’de
koklendirilen M. macrocarpum soganlarin sekiz hafta sonunda
topraktaki kok gelismelerine ait varyans analizi

VK. S.D | Eksplant Bagina Yeni Eksplant Bagina Yeni
Cikan Kok Sayisi (adet) | Cikan Koklerin
Uzunlugu (cm)

K.O F K.O F
Adaptasyon Etkisi 9 0,43 5,55%* 14,39 17,35%*
Hata 20 0,07 0,83
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Kok sayist ve kok uzunlugu arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4.46°da verilmistir.

Cizelge 4.46. BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan aliarak MS’de
koklendirilen M. macrocarpum soganlarin sekiz hafta sonunda
topraktaki kok gelismelerine ait Tukey’s b testi

Adaptasyonuna Bakilan Soganlarin [Eksplant Basina Yeni Eksplant Basina Yeni
Rejenere Olduklar1 Ortamlar Cikan Kok Sayisi (adet)  |Cikan Koklerin Uzunlugu
BAP (mg/l) NAA (mg/l) (cm)
1 0,5 1,56ab 3,19¢cd
1 1 1,61ab 6,55ab
1 2 1,17b 2,55cd
2 0,5 1,00b 1,44d
2 1 2,14a 5,94ab
2 2 1,05b 3,77cd
4 0,5 1,19b 6,13ab
4 1 1,30b 7,78a
4 2 1,00b 2,08d
MS (Kontrol) 1,00b 0,80de

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Adaptasyonu saglanan tiim bitkilerde eski koklerin ¢iirtidiigii, yeni koklerin ¢iktig1 ve
bunlarin uzun ve c¢atalli oldugu gézlenmistir. Eksplant basina yeni olusan kdk sayisi
bakimindan, en fazla kok olusumu 2,14 adet kok ile 2 mg/l BAP-1mg/l NAA iceren
ortamdan alinip MS’de koklendirilen soganlardan elde edilmistir (Sekil 4.17.1).
Eksplant basina en uzun kokler 7,78 cm ile 4 mg/l BAP-1mg/l NAA iceren ortamdan

alinan soganlardan elde edilmistir.
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Resim 4.17. M. macrocarpum soganlarinin MS’de koklendirilmesi ve adaptasyonu
(a-b) 2 mg/l BAP 1 mg/l NAA (c-d) 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren
ortamdan alinarak koklendirilen soganlar (e) saksilarda adaptasyon (f) 2
mg/l BAP-1Img/l NAA igeren ortamdan alinip MS’de koklendirilen
soganlarin 8 hafta sonunda topraktaki kok gelisimi
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4.2.2. M. macrocarpum’un KIN-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyon

koklendirme ve adaptasyon

Sekiz hafta sonunda ikili pul vapraklardan sogan rejenerasyonu:

Ikili pullar KIN-NAA iceren MS besin ortamima rejenerasyon igin konulmustur
(Sekil 4.18.a). Dort hafta sonunda sogan olusumu baslamistir ve en 1yi 2 mg/l BAP-
0,5 mg/l NAA igeren ortamda gozlenmistir (Sekil 4.18.b). Sekiz hafta sonunda tiim
eksplantlarda sogan olusumu gozlenmistir ve pullar ilizerinde gelisen soganlar

varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.47).

Cizelge 4.47. KIN-NAA iceren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M.
macrocarpum ikili pul yapraklarmin rejenerasyonuna ait varyans

analizi
VK. S.D Eksplant Basina Eksplant Basina
Sogan Sayisi (adet) | Ortalama
Cap (cm)
K.O F K.O F
Ikili pullardan 9 8,93 3,47* 0,01 3,09*
rejenerasyon
Hata 20 2,57 0,00
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde dnemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizinde sogan sayisi ve ¢apt bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05
diizeyinde 6nemli ¢ikmistir Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla

yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.48°de verilmistir.



96

Cizelge 4.48. KIN-NAA iceren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M.
macrocarpum ikili pul yapraklarinin rejenerasyonuna ait Tukey’s b

testi
Ortam Eksplant Basina Eksplant Basina Ortalama
Sogan Sayis1 Cap (cm)
KIN NAA | (adet)
(mg/l) (mg/l)

1 0,5 2,08ab 0,30ab
1 1 3,99ab 0,24ab
1 2 1,42b 0,22b
2 0,5 6,00a 0,31ab
2 1 1,50ab 0,20 b
2 2 1,00b 0,31ab
4 0,5 3,25ab 0,27ab
4 1 1,67ab 0,30ab
4 2 5,00ab 0,41a

MS 1,58ab 0,34ab

Aymn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki

diizeyinde 6nemlidir

fark Tukey’s b testine gore 0,05

Cizelge 4.48’de goriildiigl gibi, eksplant basina en fazla sogan alt1 adet ile 2 mg/l
KIN-0,5 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.18.c).

Sogan caplar1 agisindan ise en iyi sonuglar 0,41 cm ile 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA

iceren besin ortamindan elde edilmistir.

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

M. macrocarpum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin 10 hafta sonunda

varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.49). Tim parametrelerde ortamlar

arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmaistir.
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Cizelge 4.49. M. macrocarpum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin
KIN-NAA igeren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D Primer Soganlarm ilk Cap1 | Primer Soganlarin Primer Soganlarin
(cm) Son Capi (cm) Cap Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan 9 0,04 528%% | 0,10 7,04% 0,03 6,50%*
Rejenerasyonu
Hata 20 0,01 0,01 0,01
Toplam 29
VK. S.D Sekonder Sogan Olusumu | Sekonder Sogan Sekonder
(%) Sayisi (adet) Soganlarin Cap1
(cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan ? 1342,59 52,44%% | 0,45 1421%% | 0,04 6,91%%
Rejenerasyonu
Hata 20 90,00 0,03 0,01
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi

sonuglar1 Cizelge 4. 50°de verilmistir.

Cizelge 4.50. M. macrocarpum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin
KIN-NAA igeren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait Tukey’s b

testi
Ortam Primer Primer Primer Sekonder Sekonder Sekonder
Soganlarin Soganlarin Soganlarin | Sogan Sogan Sogan
ilk Cap1 (cm) | Son Cap1 Cap Farki | Olusumu Sayisi Ortalama
(cm) (cm) (%) (adet) Cap1 (cm)
KIN NAA
(mg/l) | (mg/)
1 0,5 0,30ab 0,49 be 0,19ab 100,00a 1,00a 0,31a
1 1 0,24ab 0,55b 0,31ab 25,00b 0,25b 0,07b
1 2 0,22b 0,24d 0,02b 0,00c 0,00b 0,00c
2 0,5 0,31ab 0,45bc 0,14ab 0,00c 0,00b 0,00c
2 1 0,20 b 0,20d 0,00b 0,00c 0,00b 0,00c
2 2 0,31ab 041 c 0,10b 0,00c 0,00b 0,00c
4 0,5 0,27ab 0,40 ¢ 0,13ab 33,33b 0,33b 0,13abc
4 1 0,30ab 0,47 be 0,17ab 96,67a 0,97a 0,21abc
4 2 0,41a 0,73 a 0,32a 0,00c 0,00b 0,00c
MS (Kontrol) | 0,39bc 0,34ab 0,13 ab 46,67b 0,47 be 0,10abc

Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.50°de goriildiigii gibi baslangicta primer soganlarin ilk ¢aplart agisindan en

iyi sonuclar 0,41 cm ile 4 mg/l KIN- 2 mg/l NAA igeren besin ortamindan alinmistir.
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Rejenerasyon ortamina alindiktan sekiz hafta sonra da, son c¢aplarda da yine ayni
ortamin en iyi sonuglar1 verdigi goézlenmistir (0,73 cm) (Sekil 4.18.e-g). Bu ortamda
cap artis1 da en fazla olup 0,32 cm olarak gozlenmistir. Eksplant basina sekonder
sogan sayisi en fazla 1 mg/l KIN-0,5 mg/l NAA (Sekil 4.18.d-f) ve 4 mg/l KIN-
Img/l NAA igeren ortamlarda sirasi ile 0,97 ve 1 adet olarak elde edilmistir. Ancak,
1 mg/l KIN-0,5 mg/l NAA igeren ortamda gelisen soganlarda sararma gozlenmistir.
Sekonder sogan caplar1 bakimindan en iyi sonuglar 1 mg/l KIN-0,5 mg/l NAA igeren

besin ortaminda elde edilmistir.
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Resim 4.18. M. macrocarpum’un KIN-NAA igceren MS besin ortaminda
rejenerasyonu
(a)Rejenerasyona alman ikili pullar (b) 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA
iceren ortamda dort hafta sonunda sogan olusumu baslangici (¢) 2 mg/l
KIN-1 mg/l NAA igeren besin ortamindan rejenerasyonu (e-g) 4 mg/l
KIN- 2 mg/l NAA igeren besin ortaminda rejenerasyon (d-f) 1 mg/l
KIN-0,5 mg/l NAA iceren ortamda sekonder sogan olusumu ve primer
soganlardaki sararma
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Pul vapraklardan elde edilen soganlarin MS iceren ortamda koklendirilmesi:

M. macrocarpum’un KIN-NAA iceren ortamlarinda gelisen soganlarda kok uglari
olusmus ancak tam gelismemistir. Bunun sebebinin i¢inde bulunduklar1 bitki bliylime
diizneleyicileri olduklar1 diislintilerek sekiz hafta siire ile biiylime diizenleyicisi

icermeyen MS ortaminda koklendirilmeye alinmistir (Cizelge 4.51).

Cizelge 4.51. KIN-NAA igeren besin ortamindan alinan M. macrocarpum
soganlarinin MS’de koklendirilmesine ait varyans analizi

VK. S.D | Soganlarim Ilk Soganlarin Son | Soganlarda

Cap1 (cm) Cap1 (cm) Meydana Gelen
Cap Farki (cm)

K.O F KO |F K.O F

MS ‘de 8 0,03 4,00%* | 0,05 | 6,44** | 0,01 1,60%**

Koklendirme

Hata 18 0,01 0,01 0,002

Toplam 26

VK. S.D | Eksplant Bagina Eksplant Eksplant Basina

Kok Olusumu (%) | Basina Kok Kok Uzunlugu
Sayisi (adet) (cm)

K.O F K.O |F K.O F
MS ‘de 8 1950,09 | 7,25** | 0,52 |2,21*%* | 18,22 | 14,24**
Koklendirme
Hata 18 269,17 0,23 1,28
Toplam 26

**0.01 diizeyinde onemli

Yapilan varyans analizinde tiim parametrelerde ortamlar arasindaki fark 0,01
seviyesinde dnemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla

yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.52°de verilmistir.
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Cizelge 4.52. KIN-NAA igeren besin ortamindan alinan M. macrocarpum
soganlarinin MS’de koklendirilmesine ait Tukeys b analizi

Soganlarin Rejenere Olduklar1  [Soganlarin Soganlarin Soganlarda
Ortamlar [lk Cap1 (cm) |Son Capi (cm) [Meydana
KIN NAA Gelen Cap
(mg/1) (mg/l) Farki (cm)
1 0,5 0,49 bc 0,63 b 0,14a
1 1 0,55b 0,63 b 0,08ab
1 2 0,24 d 0,26 d 0,02ab
2 0,5 0,45bc 0,57 bc 0,12 ab
2 1 0,20 d 0,20 d 0,00b
2 0,41 ¢ 0,46 ¢ 0,04 ab
4 0,5 0,40 c 0,43c 0,03ab
4 1 0,47 bc 0,52bc 0,43ab
4 0,73 a 1,00 a 0,67ab
MS (Kontrol) 0,34ab 0,47¢ 0,13 ab
Soganlarin Rejenere Olduklar1 [Eksplant Bagina [Eksplant Basina [Eksplant Bagina
Ortamlar Kok Olusumu Kok Sayisi Kok Uzunlugu
KIN NAA (%) (adet) (cm)
(mg/1) (mg/l)
1 0,5 100,00a 1,00ab 2,67bcd
1 1 100,00a 1,47a 0,77cd
1 2 100,00a 1,23ab 8,87a
2 0,5 100,00a 1,43a 2,93bc
2 1 80,00ab 0,80ab 2,62bcd
2 75,00ab 0,75ab 3,01b
4 0,5 41,67b 0,42b 1,05bed
4 1 41,67b 0,42b 0,72d
4 100,00a 1,33ab 2,37bcd
MS (Kontrol) 50,00b 0,50b 1,95bed

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01
diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4.52°de ilk ¢ap bakimindan en biiyiik soganlar 0,73 cm ile 4 mg/l KIN- 2
mg/l NAA iceren ortamdan alinmistir. Rejenerasyon sonucunda son ¢aplar
bakimindan en iyi sonuglar yine ayni ortamda elde edilmistir (1,00 cm) (Resim
4.19.a-b-c). Eksplant basina en fazla kok sayist 1 mg/l KIN-1 mg/l NAA ve 2 mg/l
KIN- 0,5 mg/l NAA igeren ortamdan alinarak MS’de koklendirilen soganlardan elde
edilmistir. En uzun kokler (8,87 cm) 1 mg/l KIN- 2 mg/l NAA igeren ortamdan
alimarak MS’e yerlestirilen soganlardan elde edilmistir (Resim 4.19.f-g-h).
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KIN-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan alinarak MS’de koklendirilen
soganlarin adaptasyonu:

Kokl dis ortama alistirilmis olan soganlar (Bknz. Cizelge 4.52) (Resim 4.19.d-1),
sekiz hafta sonra adaptasyonun koklenme iizerine etkisini belirlemek amaciyla,
saksilardan ¢ikarilmis kok sayilart  ve kok uzunluklari incelenmistir. Biitiin
soganlarda % 100 kok olusumu gozlendigi ic¢in analiz yapilmaya gerek
duyulmamustir. Yapilan varyans analizinde kok sayisi ve kok uzunlugu bakimindan

ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir (Cizelge 4.53.).

Cizelge 4.53. KIN-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinarak MS’de
koklendirilen M. macrocarpum soganlarin sekiz hafta sonunda
toprakta yeni ¢ikan koklerin gelismelerine ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Bagina | Eksplant Basina | Eksplant Bagina
Kok Olusumu Kok Sayist Kok Uzunlugu
(%) (adet) (cm)
K.O F K.O F K.O F

Adaptasyon 8 483,80 | 2,11 0,76 | 15,43** | 53,73 | 279,95%*
Etkisi
Hata 18 229,17 0,05 0,19
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi

sonuclar1 Cizelge 4.54” de verilmistir.
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Cizelge 4.54. KIN-NAA igeren rejenerasyon ortamlarindan alinarak MS’de
koklendirilen M. macrocarpum soganlarin sekiz hafta sonunda
toprakta yeni ¢ikan koklerin gelismelerine ait Tukey’s b testi

Adaptasyonuna Bakilan Soganlarin Eksplant Basina [Eksplant Basina [Eksplant Bagina
Rejenere Olduklar1 Ortamlar Kok Olusumu  [Yeni Cikan Kok|Yeni Cikan
(%) Sayisi (adet)  [Koklerin
KIN NAA Uzunlugu (cm)
(mg/1) (mg/l)

1 0,5 100,00 1,59a 12,34a

1 1 100,00 1,56a 6,19d

1 2 100,00 2,01a 3,66e

2 0,5 100,00 2,04a 9,64b

2 1 100,00 1,93a 10,27b

2 75,00 0,77b 2,35f

4 0,5 100,00 1,57a 7,19¢

4 1 66,67 0,67b 0,37h

4 100,00 1,76a 11,43a

MS (Kontrol) 100,00 1,00 ab 0,80 g

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine goére 0,01

diizeyinde 6nemlidir

Tim soganlarin topraga aktarildiktan bir siire sonra in vitro’da olusturduklar

koklerinin ¢lirimiis oldugu ve yerlerine yeni kokler olusturduklari goriilmiistiir.

Cizelge 4.54°te eksplant basina kok sayis1 0,67-2,04 adet arasinda degismistir. 4 mg/1

KIN-1 mg/l NAA igeren ortamdan alimip MS de koklendirilen soganlar ve kontrol

grubu disindaki ortamlardan alinarak saksiya aktarilan soganlarda kok gelisimi daha

az olmustur. Geri kalan sekiz ortamda soganlarin ¢aplarinda anlamli bir fark

goriilmemistir. En uzun kokler ortalama 12,34 cm ile 1 mg/l KIN- 0,5 mg/l NAA ve
11,43 cm 4 mg/l KIN- 2 mg/l NAA (Resim 4.19.¢) i¢eren ortamdan alinip, MS de

koklendirilerek topraga aktarilan soganlardan elde edilmistir.
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Resim 4.19. M. macrocarpum’un KIN-NAA iceren rejenerasyon ortamlarindan
alimarak MS’de koklendirilmesi
(a-b-c-d) 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA iceren ortamdan alinan soganlarin
kok gelisimleri ve saksilarda adaptasyon (d- e€) 4 mg/l KIN- 2 mg/l
NAA igeren ortamdan alinarak koklendirilen soganlarin topraktaki kok
gelisimi (f-g-h-1) 1 mg/l KIN- 2 mg/l NAA igeren ortamdan alinarak
MS’e yerlestirilen soganlarin kok gelisimleri ve saksilarda adaptasyon
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4.3. M. neglectum

4.3.1. M. neglectum’un BAP-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyonu

koklendirme ve adaptasyonu

Sekiz hafta sonunda ikili pul vapraklardan rejenerasyon:

BAP-NAA igeren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda ikili pullar tizerinden elde

edilen veriler varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.55).

Cizelge 4.55. Sekiz hafta sonunda BAP-NAA iceren MS besin ortaminda M.
neglectum ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
Basina Sogan Basia Basina Sogan | Basmna Sogan | Basina Sogan
Olugumu (%) Sogan Sayis1 | Cap1 (cm) Ucu Olugumu | Ucu Sayist
(adet) (%) (adet)
K.O | F K.O | F K.O | F KO | F K.O | F
ikili Pullardan | 8 1481,48 | 1,64 | 82,03 | 0,92 | 0,01 | 2,93* | 526,62 | 0,71 | 80,66 | 0,66
Rejenerasyon
Hata 18 | 902,78 88,93 0,003 740,74 123,01
Toplam 26

* 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizine gore eksplant basina sogan cap1 farki 0,05 diizeyinde 6nemli
cikmigtir. Yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.56’da verilmistir.

Cizelge 4.56. Sekiz hafta sonunda BAP-NAA iceren MS besin ortaminda M.
neglectum ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Eksplant Eksplant | Eksplant Eksplant Eksplant Basina
Bagina Basina Basina Basima Sogan | Sogan Ucu
BAP NAA (S)‘ig;mm Sogan Sogim Capi chu Olusumu | Sayisi (adet)
usumu | Sayisi (cm %)
(mg/1) (mg/1) (%) (adet)
1 0,5 33,33 1,63 0,15 ab 25,00 1,50
1 1 83,33 1,88 0,14 ab 50,00 4,92
1 2 83,33 1,94 0,12b 33,33 17,50
2 0,5 83,33 3,29 0,17 ab 16,67 1,37
2 1 83,33 3,69 0,14 ab 41,67 2,33
2 2 100,00 4,50 0,30 a 41,67 8,92
4 0,5 50,00 8,00 0,25 ab 8,33 8,33
4 1 66,67 1,25 0,24 ab 25,00 3,17
4 2 100,00 3,00 0,15 ab 25,00 3,75
MS (Kontrol) 100,00 1,00 0,10b 0,00 0,00

Ayn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,05
diizeyinde 6nemlidir
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Cizelge 4.56’da goriildiigli gibi sogan olusumu %33,33-100 bulunmustur. Eksplant
basina sogan sayis1 bakimidan bir fark ¢ikmamasina ragmen en fazla sogan sayisi
en fazla sekiz adet sogan 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir
(Resim 4.20.a). Soganlar gelisememis sogan uglar1 seklinde kalmistir. Sogan ucu
olusum yiizdesi % 0-50 arasinda ve sayisi 0,00-17,50 adet arasinda degisim
goriilmiistiir ve ortamlar arasinda istatistiksel bir fark ¢ikmamistir. Eksplant basina
en biiyiik sogan cap1 0,3 cm ile 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamdan elde

edilmistir.

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

Elde edilen primer soganlar (Bknz. Cizelge 4.56 4. siitun) yukarida belirtilen 10
ortamda rejenerasyona alinmistir. On hafta sonunda, ilk-son caplari, ¢ap farki,
sekonder sogan olusumu, sayisi, kok olusum yiizdesi, kok sayis1 ve kok uzunlugu

incelenmistir (Cizelge 4.57.).
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Cizelge 4.57. M. neglectum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin BAP-
NAA iceren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK S.D | Primer soganlarin Primer Primer
Ik Cap1 (cm) Soganlarin Son | Soganlarin
Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
KO F KO F KO F
Sogan 8 0,01 2,93* 10,02 1,65 | 0,01 0,83
Rejenerasyonu
Hata 18 | 0,003 0,01 0,01
Toplam 26
VK S.D | Sekonder Sogan Sekonder Sekonder Sogan
Olusumu (%) Sogan Sayisi Cap1 (cm)
(adet)
KO F KO F KO F
Sogan 8 1503,959 | 2,77* | 69,55 |2,76 |0,004 |0,95
Rejenerasyonu
Hata 18 | 543,317 25,22 0,004
Toplam 26
VK S.D | Magenta Basina Eksplant Eksplant Basina
Kok Olusumu (%) | Basina Kok Kok Uzunlugu
Sayis1 (adet) (cm)
KO F KO F KO F
Sogan 8 2023, 54 2,36 5,00 1,54 0,21 2,72%
Rejenerasyonu
Hata 18 | 856,89 3,26 0,08
Toplam 26

* 0,05 diizeyinde 6nemli

Primer sogan ilk caplari, sekonder sogan olusum yiizdesi ve kdk uzunlugu 0,05

diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla

yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.58 de verilmistir.
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Cizelge 4.58. M. neglectum pul yapraklarindan elde edilen primer soganlarin BAP-
NAA iceren MS ortamindaki rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Primer Soganlarin Ik Cap1 | Primer Soganlarin Son Primer Soganlarin
(cm) Cap1 (cm) Cap Fark1 (cm)
BAP (mg/l) NAA (mg/1)
1 0,5 0,15 ab 0,43 0,33
1 1 0,14 ab 0,36 0,22
1 2 0,12b 0,31 0,19
2 0,5 0,17 ab 0,32 0,15
2 1 0,14 ab 0,33 0,19
2 0,30 a 0,48 0,13
4 0,5 0,25 ab 0,34 0,09
4 1 0,24 ab 0,35 0,11
4 2 0,15 ab 0,35 0,20
Ortam Sekonder Sogan Olusumu | Sekonder Sogan Sayis1 Sekonder Sogan Cap1 (cm)
(%) (adet)
BAP (mg/]) NAA (mg/l)
1 0,5 72,22ab 241 0,12
1 1 70,00ab 3,64 0,12
1 2 91,67a 2,00 0,15
2 0,5 50,00ab 1,33 0,17
2 1 100,00a 3,04 0,12
2 25,00b 1,00 0,21
4 0,5 91,67a 2,00 0,12
4 1 83,33ab 1,00 0,23
4 2 75,00ab 1,13 0,15
Ortam Magenta Bagina Kok Eksplant Bagina Kok Sayisi | Eksplant Basina Kok
Olusumu (%) (adet) Uzunlugu (cm)
BAP (mg/l) NAA (mg/l)
1 0,5 63,89 2,03 0,70ab
1 1 68,33 3,20 0,73ab
1 2 0,00 0,00 0,00b
2 0,5 41,67 0,92 0,43 ab
2 1 58,33 1,50 0,83a
2 83,33 2,58 0,63ab
4 0,5 33,33 0,67 0,36ab
4 1 66,67 3,83 0,70ab
4 2 66,67 2,75 0,46ab

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,05
diizeyinde 6nemlidir

Primer soganlarda en fazla cap 0,48 cm ile 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA ortamda

goriilmiis (Resim 4.20. b-c), ¢ap farklar1 ise 0,09-0,33 cm bulunmustur. Sekonder

sogan sayisit 1,00-3,64 adet, sekonder sogan ¢aplar1 0,12-0,23 cm, kok olusum

yiizdesi 0,00-83,33 ve eksplant basina kok sayist 0,00-3,83 adet arasinda

degismektedir. Sekonder sogan olusumu % 50-100 arasinda olmustur. En uzun kék

0,83 cm ile 2 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamda tespit edilmistir. MS (kontrol)

hari¢ tiim ortamlarda kallus olusumu gozlenmistir. Yine 1 mg/l BAP-2 mg/l NAA

igeren ortam harig tiim ortamlarda kok olusumu gerceklesmistir.
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BAP-NAA iceren rejenerasyon ortamlarinda pul yapraklardan elde edilen soganlarin
MS iceren ortamda koklendirilmesi:

M. neglectum soganlar1 rejenerasyon ortaminda biiyiik oranda koklenmistir. Ancak,
koklerin kisa olmasi nedeniyle, bu soganlar kok gelisimleri i¢in MS’e alinmislardir
(Cizelge 4.59).

Cizelge 4.59. Tim BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda elde edilen M.
neglectum soganlarin MS’de koklendirilmesine ait varyans analizi

VK S.D | Sogan ilk Sogan Son Sogan Cap | Eksplant Basina | Eksplant
Cap1 (cm) Cap1 (cm) Farki (cm) K&k Sayisi Basina
(adet) Kok
Uzunlugu
(cm)
KO | F KO | F KO | F KO | F KO | F
MS’de 8 0,01 | 1,68 | 0,05 | 2,84* | 0,04 | 0,96 | 15,23 | 11,85** | 38,76 | 3,73*
Koklendirme
Hata 18 | 0,01 0,02 0,05 1,29 10,39
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde dnemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Sekiz hafta sonunda MS besin ortami kokler iizerinde olumlu etki yapmis tiim
eksplantlar koklenerek koklerde belirgin uzama goriilmiistiir. Sekiz hafta sonunda
yapilan varyans analizine gore, sogan ilk c¢ap1 ve c¢aplar arast fark Onemli
bulunmamistir. Son ¢aplar ve kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasindaki fark
0,05 diizeyinde, eksplant basina kok sayist ise, 0,01 diizeyinde dnemli ¢ikmistir Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4.60° da verilmistir.



110

Cizelge 4.60. Tiim BAP-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda elde edilen M.
neglectum soganlarin MS’de koklendirilmesine ait Tukeys b testi

Soganlarin Sogan | Sogan Sogan Cap | Eksplant Eksplant Basina

Rejenere Olduklar: | flk Son Cap1 | Farki (cm) | Basma Kok Uzunlugu
Ortamlar Cap1 (cm) Kok Sayist (cm)

BAP NAA (cm) (adet)
(mg/) (mg/)

1 0,5 0,48 0,73a 0,24 3,62b 3,97b

1 1 0,36 0,43ab 0,36 1,85b 4,93b

1 2 0,31 0,32b 0,05 1,12b 9,10ab

2 0,5 0,32 0,39ab 0,04 2,33b 14,20a

2 1 0,33 0,44ab 0,11 4,08b 4,98b

2 2 0,43 0,49ab 0,06 7,83a 5,77b

4 0,5 0,34 0,45ab 0,11 2,30b 5,65b

4 1 0,34 0,41ab 0,22 2,12b 5,50b

4 2 0,35 0,40ab 0,10 2,26b 5,50b

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,05
diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.60°da gorildiigi gibi ilk ¢aplar 0,31-0,48 cm arasinda de§ismektedir ve
tiim ortamlardan alinan soganlarda biiyiime diizenleyicilerinin olumsuz etkisi MS’e
alinmak suretiyle kaldirilmistir ve soganlar % 100 koklenmistir. En biiyiik sogan ¢ap1
0,73 cm ile 1 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir. En fazla
koklenme ise 7,83 adet kok ile 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamdan alinan
soganlarda goriilmiistiir (Resim 4.20. d-e-f-g). En uzun kokler ise 14,2 cm ile 2 mg/I
BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlardan elde edilmistir. Soganlar

saksilara aktarilarak, topraga adaptasyonlar1 saglanmistir (Resim 4.20.h).
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Resim 4.20. M. neglectum’un BAP-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyon
koklendirme ve adaptasyonu
(a) 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilen soganlar
(b-c) 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamda primer sogan
rejenerasyonu (d-e-f-g) 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamdan
alian soganlarin MS’de koklendirilmesi (h) 2 mg/l BAP-2 mg/l NAA
iceren ortamdan alinan soganlarin MS’de koklendirilerek saksilara
adaptasyonunun saglanmasi



112

4.3.2. M. neglectum’un TDZ-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyonu
koklenme ve adaptasyonu

Sekiz hafta sonunda ikili pul vapraklardan sogan rejenerasyonu:

TDZ-NAA iceren MS besin ortamma alinan ikili pullar sekiz hafta sonunda

sayilarak, veriler varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.61).

Cizelge 4.61. TDZ-NAA igeren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M.
neglectum ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D | Sogan Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
Olusumu Basina Sogan | Basina Basina Sogan | Basma
(%) Sayisi (adet) | Sogan Ucu Sogan Ucu
Capi (cm) | Olusumu Sayis1
(%) (adet)
KO |F KO | F KO | F KO |F KO |F
Ikili 9 717,59 | 0,80 | 178,30 | 0,87 | 0,02 | 0,91 | 208,33 | 1,13 | 4,60 | 1,18
pullardan
rejenerasyon
Hata 18 | 902,78 204,76 0,02 185,19 3,90
Toplam 26

Ortamlarda gelisimlerini tamamlayamayan, sogan uglarina rastlanilmistir. Varyans
analizi sonuglarina gore eksplant bagina sogan olusum yiizdesi, sayisi, ¢apt ve sogan
ucu olusum yiizdesi ve sayisina bakilmig ve ortamlar arasindaki fark Onemsiz

cikmistir. Yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.62°de verilmistir.



Cizelge 4.62. TDZ-NAA igeren MS besin ortaminda

113

sekiz hafta sonunda M.

neglectum ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Sogan Eksplant Eksplant Eksplant Basina | Eksplant Basina
Olusumu Basina Basina Sogan | Sogan Ucu Sogan Ucu
(%) Sogan Cap1 (cm) Olusumu (%) Sayisi (adet)
TDZ NAA Sayist
(mg/1) (mg/1) (adet)
0,1 0,5 83,33 6,00 0,13 16,67 1,15
0,1 1 75,00 4,50 0,15 0,00 0,00
0,1 2 100,00 8,25 0,18 8,33 0,58
0,15 0,5 50,00 8,00 0,10 0,00 0,00
0,15 1 100,00 2,50 0,13 16,67 1,18
0,15 2 91,67 2,25 0,10 16,67 1,25
0,2 0,5 83,33 2,00 0,11 16,67 3,83
0,2 1 75,00 6,00 0,14 0,00 0,00
0,2 2 75,00 5,42 0,11 0,00 0,00
MS(Kontrol) 100,00 1,00 0,10 0,00 0,00

Cizelge 4.62°de goriildigi

gibi sogan olusum yiizdesi

%750-100 arasinda

bulunmustur. Sogan sayisi en az 1 adet ile MS (kontrol) ortaminda ve en ¢ok 8,25

adet ile 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA (Resim 4.21.a) iceren MS ortaminda

gbzlenmistir. Soganlarin ¢aplart 0,10-0,18 cm arasindadir. Sogan ucu olusumu %

0,00-16,67 sogan ucu sayisi ise; 0,00-3,83 adet arasinda degismistir.

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

Elde edilen primer soganlar (Bknz. Cizelge 4.62) MS (kontrol) ortam1 disinda dokuz

ortamda rejenerasyona alinmigtir. 10 hafta sonunda yapilan varyans analizi sonuglari

Cizelge 4.63°de verilmistir.
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Cizelge 4.63. M. neglectum pul yapraklardan elde edilen primer soganlarin TDZ-
NAA iceren MS besin ortamindaki rejenerasyonuna ait varyans

analizi
V.K. S.D | Primer Primer Primer
Soganlarin Ik Soganlarin Son Soganlarin
Caplar1 (cm) Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
K.O | F K.O | F K.O | F
Sogan 8 0,01 2,14* 0,02 3,12* 0,01 1,48
Rejenerasyonu
Hata 18 0,002 0,01 0,01
Toplam 26
V.K. S.D | Sekonder Sogan | Sekonder Sogan | Sekonder Sogan
Olusumu (%) Sayisi (adet) Cap1 (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan 8 491,90 | 1,64 42,87 | 4,17** 10,003 |0,76
Rejenerasyonu
Hata 18 |300,93 10,27 0,001
Toplam 26
V.K. S.D | Magenta Bagina | Eksplant Basina | Eksplant Basina
Kok Olusumu Kok Sayist (adet) | Kok Uzunlugu
(%) (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan 8 937,50 | 1,45 4,55 1,87 0,39 2,00%*
Rejenerasyonu
Hata 18 | 648,15 2,43 0,19
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.63’e¢ gore primer sogan ilk ve son capi, eksplant basina kok uzunlugu
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05 sekonder sogan sayis1 bakimindan ortamlar

arasindaki fark ise, 0,01 diizeyinde 6nemli ¢ikmustir.

Farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4.64° te verilmistir.
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Cizelge 4.64. M. neglectum soganlarinin ikili pul yapraklarindan edilen primer
soganlarin TDZ-NAA igeren MS besin ortamindaki rejenerasyonuna

ait Tukey’s b testi
Ortam Primer Soganlarin Tk Primer Soganlarin Primer Soganlarin Cap Fark:
TDZ NAA Caplar1 (cm) Son Cap1 (cm) (cm)
(mg/1) (mg/1)
0,1 0,5 0,29ab 0,37ab 0,08
0,1 1 0,23ab 0,35ab 0,12
0,1 2 0,23ab 0,25b 0,02
0,15 0,5 0,24ab 0,47a 0,23
0,15 1 0,25ab 0,44ab 0,19
0,15 2 0,25ab 0,48a 0,23
0,2 0,5 0,28ab 0,45ab 0,17
0,2 1 0,31ab 0,39ab 0,08
0,2 2 0,15b 0,31ab 0,16
Ortam Sekonder Sogan Olusumu | Sekonder Sogan Sekonder Sogan Cap1 (cm)
TDZ NAA (%) Sayist (adet)
(mg/1) (mg/1)
0,1 0,5 75,00 1,25d 0,13
0,1 1 91,67 5,25ab 0,10
0,1 2 100,00 6,11a 0,20
0,15 0,5 66,67 1,50d 0,10
0,15 1 83,33 3,23¢ 0,10
0,15 2 75,00 2,21d 0,10
0,2 0,5 75,00 4,75b 0,23
0,2 1 91,67 5,00ab 0,17
0,2 2 50,00 1,25d 0,10
Ortam Magenta Basina Kok Eksplant Basina Eksplant Basina Kok Uzunlugu
Olusumu (%) Kok Sayisi (adet) (cm)
TDZ NAA
(mg/l) (mg/l)
0,1 0,5 83,33 2,75 0,74ab
0,1 1 83,33 3,00 0,87ab
0,1 2 66,67 4,38 0,75ab
0,15 0,5 91,67 5,25 1,62a
0,15 1 75,00 2,25 0,85ab
0,15 2 100,00 2,75 0,57ab
0,2 0,5 41,67 1,53 0,83ab
0.2 1 91,67 4,58 1,07ab
0,2 2 66,67 2,50 0,31b

Son ¢aplarda en biiyiik caplar 0,15 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA ve 0,15 mg/l TDZ- 2

mg/l NAA igeren ortamda gerceklesmistir. Sekonder sogan olusumu % 50-100

arasinda degismektedir. En fazla sogan, 0,1 mg/l TDZ- 2 mg/l NAA igeren ortamda,

% 100 ile 6,11 olmustur (Sekil 4.21.b-c). Eksplant basina kok sayisinda ortamlar

arasinda bir fark ¢ikmazken, kék uzunlugu agisindan en iyi ortam 1,62 adet ile 0,15

mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren MS ortami olmustur. Koklenme bakimindan

ortamlar arasinda bir fark gozlenmemis olup, koklenme % 41,67-100 arasinda

degismistir. Kokli soganlar direkt topraga aktarilmis; koksiiz soganlar ise, MS’de

koklendirilmeye alinmistir ve %100 koklenme saglanmistir (Resim 4.21.d).
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0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA (Resim 4.22 a-b) ve 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA (Resim
4.22 c-d) iceren MS ortamindaki sekonder soganlarin yaprak ayalarindan tekrar

kallus olustugu ve bunlarin {zerlerinden yeni sekonder soganlarin ¢iktigi

gozlenmistir.

Resim 4.21. M. neglectum un TDZ-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyon
koklenme ve adaptasyonu
(a) Sekiz hafta sonunda 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA igeren MS
ortaminda sogan rejenerasyonu (b-c) 0,1 mg/l TDZ- 2 mg/l NAA igeren
ortamda primer sogan rejenerasyonu kok ve kallus gelisimi (d) Dis
ortama adaptasyon
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Resim 4.22. M. neglectum sekonder soganlarin yaprak ayalarindan kallus olusumu
ve bunlarin tizerlerinden yeni ¢ikan sekonder soganlar
(a-b) 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA (c-d) 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA
iceren MS ortaminda olusan soganlar

TDZ-NAA iceren besin ortaminda ikili pul vapraklardan 1. alt kiiltiir calismasi:

TDZ-NAA igeren besin ortaminda sekiz hafta sonunda sayilarak, sogan
rejenerasyonuna bakilan (Bknz. Cizelge 4.62) pul yapraklarin iizerlerindeki
soganciklar kesilip geri kalan pul yapraklarin rejenerasyon kapasitesine bakmak
iizere pullar tekrar alt kiiltiire alinmistir. Buna ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge

4.62’de verilmistir.
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Cizelge 4.65. TDZ-NAA igeren besin ortaminda olusan M. neglectum ikili pullarinin
1. alt kiiltiiriine ait varyans analizi

V.K S.D | Sogan Olusumu | Eksplant Bagina | Eksplant

(%) Sogan Sayis1 Basina Sogani

(adet) Cap1 (cm)
K.O F K.O F K.O F

ikili pullarin 1. alt | 8 224537 | 4,62** | 39,86 | 3,92** 10,02 |2,46*
kiiltiirt
Hata 18 | 486,11 10,17 0,08
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda, sogan olusum yiizdesi ve eksplant basina sogan sayisi
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01; eksplant basina sogan ¢ap1 bakimindan ise
0,05 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek

amactyla yapilan Tukey’s b testi Cizelge 4.66° da verilmistir.

Cizelge 4.66. TDZ-NAA iceren besin ortaminda olusan M. neglectum ikili pullarinin
1. alt kiiltiiriine ait Tukey’s b testi

Ortam Eksplant Basima | Eksplant Eksplant Basina Sogan
Sogan Olusumu | Bagina Sogan | Cap1 (cm)
TDZ NAA (%) Sayis1 (adet)
(mg/l) | (mg/)
0,1 0,5 50,00ab 2,17b 0,22a
0,1 1 91,67a 2,00b 0,08ab
0,1 2 75,00a 1,86b 0,12ab
0,15 0,5 75,00a 2,43b 0,11ab
0,15 1 50,00ab 0,50c 0,15ab
0,15 2 0,00b 0,00c 0,00b
0,2 0,5 58,33a 1,08b 0,16ab
0,2 1 75,00a 4,67a 0,14ab
0,2 2 83,33a 3,93ab 0,10ab

Aymi siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde 6nemlidir

Eksplant basina diisen en fazla sogan sayis1 4,67 adet ile 0,2 mg/l TDZ-1 mg/l NAA
iceren MS ortaminda olmustur. 0,15 mg/l TDZ-2 mg/l NAA olan ortamda sogan

olusumu goézlenmemistir. Eksplant basina sogan olusumunda ise en iyi ortam 0,22
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cm ile 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren MS ortami olmustur. Sogan olusumu
bakimindan en iyi ortam ise % 91,67 ile 0,1 mg/l TDZ-1 mg/l NAA igeren ortamdir.

4.4. M. adilii

4.4.1. M. adilii BAP-NAA iceren MS besin ortaminda rejenerasyonu koklenme

ve adaptasyonu

Sekiz hafta sonunda ikili pul vapraklardan rejenerasyonu:

BAP-NAA igeren MS besin ortaminda ikili pul yapraklardan yapilan rejenerasyon
calismasinda, eksplant basina sogan olusum nispeti, sogan sayisi, ¢api, sogan ucu

nispeti ve sayist arastirilmistir (Cizelge 4.67.).

Cizelge 4.67. BAP-NAA igeren MS besin ortaminda 8 hafta sonunda M. adilii ikili
pul yapraklarinin rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D | Eksplant Basina Sogan Eksplant Bagina Sogan Eksplant Basina
Olusumu (% Sayisi (adet) Sogan(cm
K.O | F KO | F K.O | F
Ikili Pullardan 252,32 0,93 399,94 5,21%%* 0,04 0,82
Rejenerasyon 9
Hata 20 | 270,83 76,72 0,05
Toplam 29
V.K. S.D | Eksplant Basina Sogan Eksplant Bagina Sogan
Ucu Olusumu (%) Ucu Sayis1 (adet)
KO | F KO | F
Ikili Pullardan 2594,91 3,77 101,27 4,70%*
Rejenerasyon 9
Hata 20 | 687,50 21,53
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Eksplant basina sogan sayis1 ve gelisimini tamamlayamayan sogan uglari sayisi
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01 ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.68’de verilmistir.
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Cizelge 4.68. BAP-NAA igeren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M. adilii
ikili pul yapraklarinin rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Eksplant Eksplant | Eksplant Eksplant Eksplant Basina

Basina Basina Basina Basina Sogan | Sogan ucu

BAP NAA | Sogan Sogan Sogan Capt | Ucu Sayisi (adet)

(mg/1) (mg/l) | Olusumu | Sayist (cm) Olusumu (%)
(%) (adet)

1 0,5 100,00 5,33d 0,13 41,67 5,08ab

1 1 100,00 1,33f 0,19 66,67 15,00a

1 2 83,33 3,92¢ 0,15 0,00 0,00b

2 0,5 91,67 1,42f 0,10 41,67 5,08ab

2 1 75,00 1,25 0,25 0,00 0,00b

2 2 91,67 7,83c 0,14 58,33 10,00ab

4 0,5 100,00 15,75a 0,10 41,67 8,42ab

4 1 100,00 11,00b 0,10 66,67 5,58ab

4 2 83,33 14,17a 0,21 75,00 15,67a

MS (Kontrol) 22,00 2,67e 0,15 0,00 0,00b

Cizelge 4.68°de eksplant basina sogan sayisi bakimindan en iyi ortam 15,75 (Resim
4.23.a) ve 14,17 adetle (Resim 4.23.b) 4 mg/l BAP- 0,5-2 mg/l NAA igeren ortamdir.
Eksplant basina sogan caplar1 0,10-0,25 cm, sogan c¢ap olusumu %22-100 oldugu
goriilmiistiir. Eksplant basina sogan ucu bakimindan en iyi degerler 15,67 ve 15 adet
ile en 1yi ortamlar 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren
ortamdan elde edilmistir ve sogan ucu olusum yiizdesi ise % 0-75 arasinda

degismistir.

Pul vapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu

Elde edilen soganlar (Bknz. Cizelge 4.68. 3. siitun) aymi ortamlarda alt kiiltiire
alinmistir. On hafta sonunda, varyans analizi yapilarak primer sogan ilk son caplar
cap farki, sekonder sogan olusum nispeti, sayist ve ¢api, kok olusum nispeti, kok

sayist ve kok uzunluklarina bakilmistir (Cizelge 4.69).
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Cizelge 4.69. M. adilii pul vyapraklarindan elde edilen primer soganlarin
rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK. S.D | Primer Soganlarin | Primer Primer
Ik Caplar1 (cm) Soganlarin Son Soganlarin
Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
K.O F K.O F K.O F
Sogan 9 0,004 0,72 0,15 10,97** 10,05 | 4,39**
Rejenerasyonu
Hata 20 | 0,01 0,01 0,01
Toplam 29
V.K. S.D | Sekonder Sogan | Eksplant Bagina | Eksplant Basina
Olusumu (%) Sekonder Sogan | Sekonder
Sayist (adet) Sogan Cap1
(cm)
K.O F K.O F K.O F
9 3009,26 | 4,98* |0,01 |3.,84* 87,01 |3,03
Hata 20 | 604,17 0,003 28,70
Toplam 29
V.K. S.D | Kok Olusturan Eksplant Basina | Eksplant Basina
Eksplant Nispeti | Kok Sayisi (adet) | Kok Uzunlugu
(%) (cm)
K.O F K.O F K.O F
9 3030,09 | 4,28** | 7,04 | 5,34** 30,69 | 6,17**
Hata 20 | 708,33 1,32 4,98
Toplam 29

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Sekonder sogan sayist ve olusum yiizdesi bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05
diizeyinde onemli ¢ikmistir. Son ¢aplar, ¢ap farki, kok sayisi, kok uzunlugu ve
koklenme nispeti bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde oOnemli
cikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b

testi sonuglar1 Cizelge 4.70° de verilmistir.
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primer soganlarin

Ortam Primer Primer Primer
BAP NAA Soganlarin i1k Soganlarin Son Soganlarin
(mg/1) (mg/1) Caplari (cm) Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
1 0,5 0,13 0,23ab 0,20bc
1 1 0,19 0,58a 0,39a
1 2 0,15 0,53a 0,39a
2 0,5 0,10 0,31ab 0,21bc
2 1 0,25 0,35ab 0,10c
2 2 0,14 0,27ab 0,13c
4 0,5 0,10 0,34ab 0,24bc
4 1 0,10 0,33ab 0,23bc
4 2 0,21 0,45ab 0,24bc
MS (Kontrol) 0,15 0,17b 0,02d
Ortam Sekonder Sogan | Eksplant Bagina | Eksplant Bagina
BAP NAA Olusumu (%) Sekonder Sogan | Sekonder Sogan
(mg/1) (mg/1) Sayisi (adet) larin Ortalama
Cap1 (cm)
1 0,5 50,00ab 3,42ab 0,09
1 1 66,67ab 0,50c 0,08
1 2 58,58ab 2,50b 0,17
2 0,5 75,00ab 0,25¢ 0,13
2 1 66,67ab 1,75b 0,21
2 2 75,00ab 0,25ab 0,15
4 0,5 100,00a 4,25a 0,12
4 1 83,33a 1,00bc 0,12
4 2 75,00ab 0,50c 0,12
MS (Kontrol) 0,00b 0,00d 0,00
Ortam Kok Olusturan Eksplant Basina | Eksplant Basina
BAP NAA Eksplant Nispeti | Kok Sayisi Kok Uzunlugu
(mg/1) (mg/1) (%) (adet) (cm)
1 0,5 58,33 2,58ab 2,48b
1 1 66,67 2,75ab 0,80b
1 2 100,00 4,75a 1,14b
2 0,5 50,00 1,00 b 0,68b
2 1 83,33 2,58ab 1,31b
2 2 41,92 2,33ab 0,62b
4 0,5 41,67 1,42b 0,33b
4 1 75,00 2,17ab 1,14b
4 2 100,00 4,92a 0,76b
MS (Kontrol) 100,00 1,83ab 10,85a

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve

0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.70.’de goriildiigli gibi sekonder sogan sayisi en fazla 4,25 adet ile 4 mg/l
BAP-0,5 mg/l NAA igeren MS ortamidir (Resim 4.23.c). Soganlarin 1. alt kiiltiirlin

de son ¢aplarda gozlenen artis bakimindan en iyi ortamlar 1 mg/l BAP- 1 ve 2 mg/l
NAA igeren ortamlarda sirastyla 0,53-0,58 olmustur (Resim 4.23.d-e). En fazla cap
artisinin  gozlendigi ortam 0,39 cm ile 1 mg/l BAP-1-2 mg/l NAA igeren MS
ortamidir. Tiim ortamlarda koklenme vardir, kok sayist bakimindan en iyi ortam 4,92
adet kok ile 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA ve 4,72 adet kok ile 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA
igeren ortamda gergeklesmistir. Kok uzunlugu bakimindan en uzun koklere kontrol
grubunda rastlanmigtir (Resim 4.23.f). Tim soganlar, rejenerasyon ortaminda
koklenmeleri nedeniyle koklendirilme ortamina alinmayarak, dogrudan saksilara

aktarilmislardir (Resim 4.23.g).
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Resim 4.23. M. adilii BAP-NAA igeren MS besin ortaminda rejenerasyon koklenme
ve adaptasyonu
(a) 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamda rejenerasyon (b) 4 mg/l
BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamda rejenerasyon (c) 4 mg/l BAP-0,5
mg/l NAA iceren MS ortamda primer sogan rejenerasyonu (d) 1 mg/l
BAP-1 mg/l NAA igeren ortamda primer sogan rejenerasyonu (e) 1
mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortamda primer sogan rejenerasyonu (f)
MS’de kok olusumu (g) Saksilarda adaptasyon

BAP -NAA iceren besin ortaminda ikili pul yvapraklardan 1. alt kiiltiir calismast:

BAP-NAA igeren besin ortaminda sekiz hafta sonunda sayilarak, sogan
rejenerasyonuna bakilan (Bknz. Cizelge 4.68.) pul yapraklarin iizerlerindeki
soganciklar kesilip geri kalan pul yapraklarin rejenerasyon kapasitesi arastirilmak

tizere pullar tekrar alt kiiltiire alinmistir. Varyans analizi sonucunda, 8 hafta sonunda
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eksplant basina sogan olusum yiizdesi, sogan ¢ap1 ve sayisina ve sogan ucu olusum

yiizdesi ve sayisina bakilmistir (Cizelge 4.71).

Cizelge 4.71. BAP-NAA iceren besin ortaminda olusan M. adilii ikili pullarun 1. alt
kiiltliriine ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Bagina Eksplant Bagina Eksplant
Sogan Olusumu (%) | Sogan Sayisi Basma Sogan
(adet) Cap1 (cm)
ikili pullarin KO F K.O F KO F
1. Alt kiilttirii | 8 3096,07 1,94* 7,829 2,42* 0,09 1,94
Hata 18 | 1597,22 3,229 0,05
Toplam 26
VK S.D | Eksplant Bagina Eksplant Basina
Sogan Ucu Olusumu | Sogan Ucu Sayisi
(%) (adet)
Ikili pullarin KO F KO F
1. Alt kiiltiirt | 8 468,75 1,13 32,04 2,66*
Hata 18 | 416,67 12,05
Toplam 26

* 0,05 diizeyinde 6nemli

Eksplant basina sogan olusum yiizdesi ve c¢ap1 disinda tiim parametrelerde ortamlar
arasindaki fark 0,05 diizeyinde onemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini

belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4. 72 de verilmistir.
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adilii ikili pullarun 1. alt

Ortam Eksplant Eksplant | Eksplant | Eksplant | Eksplant
Basina Basina Basina Basma Basma
BAP NAA gcl)gan Sogan Sogan Sogan Sogan
usumu Sayisi Cap1 Ucu Ucu
(mg/l) | (mg/l) (%) (adet) (cm) Olusumu | Sayisi
(%) (adet)
1 0,5 |0,00g 0,00e 0,00 0,00 0,00b
1 1 33,33¢e 0,83d 0,04 0,00 0,00b
1 2 16,67f 0,33d 0,10 0,00 0,00b
2 0,5 | 75,00b 3,25a 0,15 8,33 0,33b
2 1 83,33a 1,08¢c 0,11 8,33 0,67b
2 2 0,00g 0,00e 0,00 0,00 0,00b
4 0,5 |66,67c 3,67a 0,07 33,33 10,00a
4 1 66,67c 2,08b 0,08 25,00 1,50b
4 2 41,67d 1,08¢c 0,14 0,00 0,00b

Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve
0,05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.72’de goriildiigli gibi, eksplant basina sogan olusumu 0-83,33 arasinda
degismektedir. Sogan sayis1 bakimindan en 1yi sonuglar sirasiyla 3,25 adet ile 2 mg/1
BAP- 0,5 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir. Sogan ¢aplar1 0-0,15 cm
arasindadir. Eksplant basina sogan olusum yiizdesi 0,00-33,33 arasinda olmustur.
Sogan ucu sayist bakimindan en iyi ortam bakimindan en iyi sonuglar 4 mg/l BAP-

0,5 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir.

4.4.2. M. adili"nin TDZ-NAA iceren ortaminda rejenerasyonu koklenme ve

adaptasyonu

Sekiz hafta sonunda ikili pul vapraklardan sogan rejenerasyonu:

TDZ-NAA iceren MS besin ortamima alinan ikili pullar sekiz hafta sonunda

sayilarak, veriler varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.73).
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. TDZ-NAA igeren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M. adilii
ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant Eksplant Bagina | Eksplant Eksplant Basmna | Eksplant
Basina Sogan | Sogan Sayisi Basia Sogan Ucu Basmna
Olusumu (%) | (adet) Sogan Cap1 | Olusumu (%) Sogan Ucu
(cm) Sayis1 (adet)
KO F KO F KO F KO F KO F
ikili Pullardan 9 20,83 | 1,00 | 201,26 | 2,61* | 0,02 | 1,35 | 1863,43 | 3,58* | 74,92 | 0,02
Rejenerasyon
Hata 20 | 20,83 77,11 0,01 520,83 36,20
Toplam 29

* 0,05 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonuglarina gore eksplant basina sogan sayisi ve sogan ucu olusum

yiizdesi bakimindan ortamlar arasinda fark 0,05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Yapilan

Tukey’s b testi sonuglar1 Cizelge 4.74’de verilmistir.

Cizelge 4.74. TDZ-NAA igeren MS besin ortaminda sekiz hafta sonunda M. adili

ikili pul yapraklarin rejenerasyonuna ait Tukey’s b testi

Ortam Eksplant | Eksplant | Eksplant | Eksplant Eksplant
Basina Basina Basina Basina Basina
Sogan Sogan Sogan Sogan ucu | Sogan Ucu
TDZ | NAA | Olusumu | Sayis1 Cap1 Olusumu Sayisi (adet)
(mg/l) | (mg/) | (%) (adet)y | (em) | (%)
0,1 0,5 | 100,00 17,58a 0,18 83,33a 16,42
0,1 1 100,00 9,00c 0,15 66,67ab 9,00
0,1 2 100,00 11,83ab | 0,14 33,33abc 8,54
0,15 0,5 |91,67 11,83ab | 0,14 33,33abc 9,50
0,15 1 100,00 11,66ab | 0,18 50,00abc 7,38
0,15 2 100,00 8,50c 0,15 41,67abc 12,25
0,2 0,5 | 100,00 7,37cd 0,15 25,00abc 3,17
0,2 1 100,00 13,91ab | 0,16 33,33abc 5,92
0,2 2 100,00 11,33ab | 0,14 8,33bc 1,33
MS (Kontrol) | 22,00 2,67d 0,15 0,00d 0,00

Eksplant basina sogan olusum sayis1 % 22-100 arasindadir. Sogan sayis1 bakimindan

17,58 adet sogan ile 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilmistir

(Resim 4.24.a). Soganlarin ¢aplar1 ise 0,14-0,18 cm arasinda bulunmustur. Sogan ucu

bakimindan en iyi sonuglar % 83,33 ile 0,1 mg/l TDZ 0,5 mg/l NAA iceren ortamda

elde edilmistir.
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Pul yapraklardan elde edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonu:

Elde edilen soganlar (Bknz. Cizelge 4.74 4. siitun) ayni ortamlarda alt kiiltiire
alimmistir. 10 hafta sonunda soganlar; ilk ¢ap, son ¢ap, cap farki, sekonder sogan
capi, olusum nispeti ve ¢aplari, kok olusumu kok sayisi ve kok uzunlugu bakimindan

varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 4.75).

Cizelge 4.75. M. adilii pul yapraklardan elde edilen primer soganlarin TDZ-NAA’de
rejenerasyonu sonuclarina ait varyans analizi

VK S.D | Primer Soganlarin | Primer Primer
[k Caplar1 (cm) Soganlarin Son | Soganlarin
Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
KO F KO F KO F
Sogan 8 0,01 11,26 [0,06 | 1,58 0,03 0,55
Rejenerasyonu
Hata 18 | 0,001 0,04 0,06
Toplam 26
VK S.D | Sekonder Sogan Sekonder Sekonder Sogan
Olusumu (%) Sogan Sayist Cap1 (cm)
(adet)
KO F KO F F
Sogan 8 1718,75 2,75*% 10,02 1,83* 89,26 5,99
Rejenerasyonu
Hata 18 | 625,00 0,01 14,90
Toplam 26
V.K S.D | Magenta Basina Eksplant Basina | Eksplant Bagina
Kok Olusumu (%) | Kok Sayisi Kok Uzunlugu
(adet) (cm)
KO F KO F KO F
Sogan 8 1041,67 1,96* | 8,28 1,79* 0,32 1,10
Rejenerasyonu
Hata 18 | 532,45 4,63 0,29
Toplam 26

* 0,05 diizeyinde 6nemli

Sekonder sogan olusum yiizdesi ve sayisi, kok olusum yiizdesi ve kok sayisi
bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05 diizeyinde O6nemli c¢ikmistir.  Bu
farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan Tukey’s b testi sonuglari

Cizelge 4. 76 *de verilmistir.
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Cizelge 4.76. M.adilii pul yapraklardan elde edilen primer soganlarin TDZ-NAA’de
rejenerasyonu sonuglarina ait Tukey’s b testi

Ortam Primer Primer Primer
Soganlarin Ilk Soganlarin Son Soganlarin
TDZ NAA Caplari (cm) Cap1 (cm) Cap Farki (cm)
(mg/1) (mg/1)
0,1 0,5 0,18 0,33 0,15
0,1 1 0,15 0,28 0,13
0,1 2 0,14 0,28 0,14
0,15 0,5 0,14 0,27 0,13
0,15 1 0,18 0,35 0,17
0,15 2 0,15 0,29 0,14
0,2 0,5 0,15 0,25 0,10
0,2 1 0,16 0,28 0,12
0,2 0,14 0,25 0,11
Ortam Sekonder Sogan | Sekonder Sogan | Sekonder Sogan
TDZ NAA | Olusumu (%) Sayisi (adet) Cap1
(mg/l) (mg/l)
0,1 0,5 91,67 a 8,67a 0,15
0,1 1 100,00a 4,08¢c 0,15
0,1 2 100,00a 3,17cd 0,18
0,15 0,5 83,33ab 1,50d 0,16
0,15 1 66,67ab 1,58d 0,35
0,15 2 33,33¢ 6,42b 0,15
0,2 0,5 41,67c 0,75d 0,30
0,2 1 75,00ab 3,92¢ 0,18
0,2 2 83,33ab 1,88d 0,23
Ortam Magenta Basina | Eksplant Bagina | Eksplant Basina
TDZ NAA | Kok Olusumu Kok Sayist (adet) | Kok Uzunlugu
(mg/) | (mg) | (%) (cm)
0,1 0,5 75,00ab 5,08a 1,45
0,1 1 83,33ab 3,42b 1,69
0,1 2 50,00c 0,92d 1,61
0,15 0,5 83,33ab 2,75bc 0,76
0,15 1 58,33¢ 3,33b 1,11
0,15 2 83,33ab 2,92bc 1,11
0,2 0,5 100,00a 6,08a 1,35
0,2 1 41,67c 1,92¢ 0,96
0,2 2 75,00ab 5,17a 0,89

Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,05

diizeyinde 6nemlidir.

Sogan ilk caplarn 0,14-0,18; son caplart ise 0,25-0,35 cm arasinda degisim

gostermistir. Soganlarin ilk ve son caplar1 arasinda 0,10-0,17 cm arasinda bir ¢ap
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artist gdzlenmistir. Sekonder sogan olusumu % 41,67-100 arasinda degisirken, en
fazla sekonder sogan 8,67 adetle 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren MS
ortamlarinda elde edilmistir (Resim 4.24.b-c). Bu soganlarin ¢aplar1 (0,15-0,35 cm)
arasinda istatistiksel bir fark bulunmamaistir. 0,2 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA igeren MS
ortaminda kok olusumunun % 100 oldugu goriilmiistiir. Kok sayist bakimindan en iyi
ortamlar 6,08-5,17 cm ile 0,2 mg/l TDZ- 0,5-2 mg/l NAA ve 5,08 cm ile 0,1 mg/l
TDZ- 0,5 mg/l NAA iceren MS ortamindan olmustur.

Primer soganlarin rejenerasyonunun sekiz hafta sonunda 1. alt kiiltiir sonuclari:

Elde edilen primer soganlarin (Bknz. Cizelge 4.76. 3. siitun) yaninda gelisen
sekonder soganlar uzaklastirilarak, yine ayn1 ortamlarda, sekiz hafta sonunda sogan
capinda artis ve sekonder sogan olusum kapasitesine ve koklenmesine bakilmistir

(Cizelge 4.77).

Cizelge 4.77. Sekiz hafta sonunda M.adilii primer soganlarinin 1. alt kiiltiir
sonuglarina ait varyans analizi

VK S.D | Primer Sogan i1k Primer Sogan Son Primer Sogan Cap
Cap1 (cm) Cap1 (cm) Farki (cm)
KO F KO F KO F
Sogan 8 0,06 1,58 0,07 3,97%%* 0,05 2,54%
rejenerasyonu 1. alt
kiiltiir
Hata 18 | 0,04 0,02 0,02
Toplam 26
VK S.D | Sekonder Sogan Sekonder Sogan Sekonder Sogan
Olugumu (%) Sayis1 (adet) Cap1 (cm)
KO F KO F KO F
Sogan 8 1099,54 3,17%* 31,48 2,65% 0,04 7,06%*
rejenerasyonu 1. alt
kdiltiir
Hata 18 | 347,22 11,89 0,01
Toplam 26
VK S.D | Kok Olusturan Eksplant Basina Eksplant Basina
Eksplant Nispeti Kok Sayist (adet) Kok Uzunlugu (cm)
(%)
KO F KO F KO F
Sogan 8 2002,32 4,81** 5,22 2,59* 2,28 1,35
rejenerasyonu 1. alt
kdiltiir
Hata 18 | 416,67 2,02 1,70
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli
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Varyans analizi sonuglarina gore, primer sogan son caplar1 sekonder olusum ytizdesi
sekonder sogan ¢api, kok olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ortamlar arasinda
fark 0,01; primer sogan son ¢ap farki, sekonder sogan sayisi, eksplant basina kok
sayist bakimindan ortamlar arasinda fark 0,05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Ortamlar
arasindaki bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek i¢in Tukey’s b analizi

yapilmustir.
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Cizelge 4.78. Sekiz hafta sonunda M.adilii primer soganlarinin 1. alt kiiltiir
sonuglarina ait Tukeys b analizi testi

Ortam Primer Sogan Ik | Primer Sogan | Primer Sogan
TDZ NAA Cap1 (cm) Son Cap1 (cm) | Cap Farki
(mg/l) (mg/l) (cm)
0,1 0,5 0,33 0,39ab 0,06
0,1 1 0,28 0,41ab 0,13
0,1 2 0,28 0,34ab 0,06
0,15 0,5 0,27 0,32b 0,05
0,15 1 0,35 0,58ab 0,23
0,15 0,29 0,65ab 0,36
0,2 0,5 0,25 0,70a 0,45
0,2 1 0,28 0,69a 0,41
0,2 2 0,25 0,49ab 0,23
Ortam Sekonder Sogan | Sekonder Sekonder
TDZ NAA Olusumu (%) Sogan Sayis1 | Sogan Cap1
(mg/l) (mg/1) (adet) (cm)
0,1 0,5 91,67 7,08a 0,11b
0,1 1 75,00 1,75bc 0,17b
0,1 2 91,67 1,61bc 0,12b
0,15 0,5 58,33 0,00d 0,00b
0,15 1 41,67 0,00d 0,00b
0,15 2 75,00 3,12b 0,26b
0,2 0,5 50,00 0,75 ¢ 0,30a
0,2 1 91,67 1,50bc 0,16b
0,2 2 58,33 1,25bc 0,22b
Ortam Kok Olusturan Eksplant Eksplant
TDZ NAA Eksplant Basma Kok Basina I?ék
(mg/l) (mg/l) Olusumu Sayis1 (adet) Uzunlugu
(%) (cm)
0,1 0,5 50,00abc 4,50a 1,13
0,1 1 33,33bc 0,33b 0,56
0,1 2 16,67 ¢ 0,92ab 0,20
0,15 0,5 75,00ab 1,08ab 1,42
0,15 1 41,67bc 2,17ab 3,21
0,15 2 58,33abc 2,33ab 0,77
0,2 0,5 100,00a 2,38ab 1,17
0,2 1 83,33ab 3,17ab 0,57
0,2 2 58,33abc 3,33ab 1,28

Aymi siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,01 ve

0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.78’de sekonder sogan sayisi, 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA igeren MS
ortaminda 7,08 adet bulunmustur (Resim 4.24. d-e). Primer soganlarda en fazla ¢ap
artis1 ise 0,45 cm ile 0,2 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde
edilmistir. Sekonder sogan ¢ap1 bakimindan en iyi sonuglar, 0,30 cm ile 0,2 mg/l
TDZ- 0,5 mg/l NAA igeren besin ortamindaki soganlardan elde edilmistir. En biiyiik
primer sogan ilk ¢ap1, 0,35 cm ile 0,15 mg/l TDZ-1mg/l NAA igeren besin ortamidir.
Son ¢aplar bakimindan en 1yi sonuglar ise, 0,70 ve 0,69 cm ile 0,2 mg/l TDZ- 0,5 ve
1 mg/l NAA igeren besin ortamlarindan elde edilmistir (Resim 4.24. f-g). % 100 ile
0,2 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde edilmistir. Kok sayis1
bakimindan en iyi sonuglar 4,5 cm ile 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA iceren MS

ortaminda elde edilmistir. Kok uzunlugu ise, 0,20-3,21 cm arasinda degismektedir.
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Resim 4.24. M. adilii’nin TDZ-NAA igeren ortaminda rejenerasyon koklenme ve
adaptasyonu
(a) 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren ortamlardan elde edilen
soganlar (b) 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA igeren MS primer sogan
rejenerasyonu ve olusan kokler (c-d) 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA
iceren MS ortaminda primer soganlarin 1. alt kiiltiirinde olusan
sekonder soganlar ve kokleri (f-g) 0,2 mg/l TDZ-0,5-1 mg/l NAA besin
ortamlarindan elde edilen soganlar ve kokleri

TDZ-NAA iceren rejenerasyon ortamlarinda pul yvapraklardan elde edilen soganlarin
MS iceren ortamda koklendirilmesi:

Elde edilen soganlar (Bknz. Cizelge 4.77) rejenerasyon ortaminda biiyiikk oranda
koklenmistir. Soganlarin elde edildigi TDZ-NAA ortamlarinin kdk olusumuna
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olumsuz yan etkisi oldugu ve bu nedenle kok gelisiminin kisa-kalin anormal oldugu
diistiniilmektedir. Yeterli kok gelisimi saglanmayan kokler biiylime diizenleyicisi

icermeyen MS ortamina alinmistir (Cizelge 4.79.).

Cizelge 4.79. TDZ-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda M. adilii pul
yapraklarindan elde edilen soganlarin MS’de koklendirilmesine ait
varyans analizi

VK S.D | Sogan ilk Cap1 Sogan Son Sogan Cap
(cm) Cap1 Fark1 (cm)
(cm)
K.O F K.O F K.O F
MS’de Koklenme 8 0,03 10,14** |1 0,02 | 5,59** | 0,06 | 0,79
Hata 18 | 0,003 0,00 0,07
Toplam 26
VK S.D | Sekonder Sogan Sekonder Sekonder
Olusumu (%) Sogan Sayis1 Sogan Capi1
(adet) (cm)
K.O F K.O F K.O F
MS’de Koklenme 8 474,54 | 0,93 4,38 | 3,06* 0,005 | 1,93
Hata 18 | 509,26 1,43 0,003
Toplam 26
VK S.D | Koklenme (%) Kok sayist Kok Uzunlugu
(adet) (cm)
K.O F K.O F K.O F
MS’de Koklenme 8 1446,76 | 10,42%* | 1,74 | 20,49** | 28,45 | 3,55%*
Hata 18 | 138,89 0,09 8,02
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Koklendirmeye alinan soganlarin sekiz hafta sonunda ilk c¢api-son cap1 ve cap
farkina, yavru sogan olusum yiizdesi-sayist ve c¢apina, koklenme yiizdesi-say1 ve
uzunluguna bakilmistir. Sogan ilk ve son capi, sogan basina koklenme yiizdesi ve
kok sayist bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01 diizeyinde onemli ¢ikmustir.
Sekonder sogan sayisi ve sogan kok uzunlugunda ortamlar arasindaki fark 0,05
diizeyinde onemlidir Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan

Tukey’s b testi sonuclar1 Cizelge 4.80°de verilmistir.
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Cizelge 4.80. TDZ-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda M. adilii pul
yapraklarindan elde edilen soganlarin MS’de koklendirilmesine ait
varyans Tukey’s b analizi testi

Soganlarin Rejenere | Sogan Ilk Cap1 Sogan Son Cap1 Sogan Cap
Olduklar1 Ortamlar | (cm) (cm) Farki (cm)
TDZ NAA
0,1 0,5 0,24 ab 0,39d 0,15
0,1 1 0,26 ab 0,52 c 0,26
0,1 2 0,19 ab 0,41d 0,22
0,15 0,5 0,17b 0,43 d 0,26
0,15 1 0,43 ab 0,63 b 0,20
0,15 2 0,50 ab 0,70 a 0,20
0,2 0,5 0,55a 0,74 a 0,19
0,2 1 0,54 a 0,70 a 0,16
0,2 2 0,34 ab 0,60 b 0,26
Ortam Sekonder Sogan Sekonder Sogan Sekonder
Olusumu (%) Sayisi (adet) Soganlarin
TDZ NAA Capi(cm)
0,1 0,5 75,00 1,83ab 0,15
0,1 1 66,67 4,12a 0,11
0,1 2 58,33 2,58ab 0,23
0,15 0,5 50,00 1,08ab 0,12
0,15 1 58,33 3,50ab 0,11
0,15 2 50,00 1,55ab 0,11
0,2 0,5 50,00 0,50b 0,17
0,2 1 83,33 3,25ab 0,14
0,2 2 75,00 1,58ab 0,14
Ortam Koklenme (%) Kok sayist (adet) | Kok Uzunlugu
(cm)
TDZ NAA
0,1 0,5 58,33b 0,92cd 1,58b
0,1 1 50,00b 1,62bc 8,39ab
0,1 2 33,33b 0,50d 6,30ab
0,15 0,5 58,33b 1,00cd 4,52ab
0,15 1 50,00b 0,85cd 7,44ab
0,15 2 58,33b 2,10b 10,91a
0,2 0,5 100,00a 2,90a 11,62a
0,2 1 91,60a 1,44bc 5,91ab
0,2 2 41,67b 0,85cd 6,93ab

0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren MS rejenerasyon ortaminda rejenerasyon
sonuclar1 iyi olmasina ragmen, MS’de kdklenmenin %50 oldugu sogan basina 0,92

adet ve 1,58 cm uzunlugunda bulunarak sonuglarinbu ortam igin yeteri kadar iyi
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olmadig1 goriilmiistiir (Resim 4.25.a-b). Sogan ilk ¢aplar1 0,2 mg/l TDZ-0,5-1 mg/I
NAA igeren ortamlarda 0,55 ve 0,54 cm bulunmugstur. Son ¢aplar bakimindan en iyi
sonuglar ise, 0,74-0,70 cm ile yine 0,15 mg/l TDZ-0,2 mg/l NAA ile 0,2 mg/l TDZ-
0,5-1 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlardan elde edilmistir. Sekonder sogan
olusum yiizdesi % 50-75 arasinda olmustur. Sogan c¢ap1 4,12 adet sogan ile en iyi
ortam 0,1 mg/l TDZ-1 mg/l NAA igeren MS ortaminda gbzlenmistir. Sekonder sogan
cap1 0,11-0,23 cm arasindadir. Koklenme nispeti bakimindan en iyi kdklenme 0,2
mg/l TDZ-0,5-1 mg/l NAA igeren ortamin MS e aktarilmasi ile elde edilmistir
(%100-91,60). En fazla kdk uzunlugu, 10,91 cm ile 0,15 mg/l TDZ-2 mg/l NAA ve
11,62 cm ile 0,2 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA igeren besin ortamindan MS’e alinan
soganlarda elde edilmistir (Resim 4.25.c-d). Soganlarin dis ortama adaptasyonlari

saglanmistir (Resim 4.25.e).

Resim 4.25. M. adilii’nin TDZ-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda elde edilen
soganlarin MS igeren ortamda koklendirilmesi
(a-b) 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan alinarak MS’de
koklendirilen soganlar (c-d) 0,2 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren besin
ortamindan alinarak MS’de koklendirilen soganlar (e) Soganlarin dig
ortama adaptasyonu
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TDZ-NAA iceren besin ortaminda ikili pul vapraklardan 1. alt kiiltir calismasi:

TDZ-NAA igeren besin ortaminda sekiz hafta sonunda sayilarak, sogan
rejenerasyonuna bakilan (Bknz. Cizelge 4.74) pul yapraklarin {izerlerindeki
soganciklar kesilerek, geri kalan pul yapraklarin rejenerasyon kapasitesine bakmak
tizere pullar tekrar alt kiiltiire alinmistir. Yapilan varyans analizi Cizelge 4.81°de

verilmistir.

Cizelge 4.81. TDZ-NAA igeren besin ortaminda olusan M. adilii ikili pullarinin 1. alt
kiiltliriine ait varyans analizi

VK S.D | Eksplant  Basina | Eksplant Basima | Eksplant Bagina
Sogan  Olusumu | Sogan Sayisi (adet) | Sogan Cap1
(%) (cm)
K.O F K.O F K.O F

Ikili Pullarin | 8 370,37 1,00 206,87 5,98%** 0,01 0,50
1. Alt

Kiiltiirt
Hata 18 |370,37 34,57 0,01
Toplam 26

** 0,01 diizeyinde 6nemli

Iki hafta sonunda 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA iceren ortamda sogan uglar1 gelismeye
baslamistir (Resim 4.26.a). M. adilii TDZ-NAA igeren MS besin ortaminda alt1 hafta
sonunda sogan olusum nispeti, sayisi ve ¢apma bakilmistir. Yapilan varyans
analizinde eksplant basina sogan sayisi bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,01
bulunmustur. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan

Tukey’s b testi sonuclar1 Cizelge 4.82°de verilmistir.
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Cizelge 4.82. TDZ-NAA igeren besin ortaminda olusan M. adilii ikili pullarinin 1.
alt kiiltiiriine ait Tukey’s b analizi

Ortam Eksplant Basina | Eksplant Basina | Eksplant Bagina
Sogan Olusumu | Sogan Sayis1 | Sogan Cap1
(%) (adet) (cm)
TDZ NAA
(mg/1) (mg/1)
0,1 0,5 100 20,33ab 0,12
0,1 1 100 8,33bc 0,12
0,1 2 100 26,92a 0,14
0,15 0,5 100 10,50c 0,13
0,15 1 100 8,42bc 0,11
0,15 2 100 6,58¢c 0,14
0,2 0,5 100 4,67c 0,15
0,2 1 100 3,17d 0,12
0,2 2 100 10,17¢ 0,11

Eksplant bagina tiim ortamlarda sogan olusumu % 100 olmustur. Eksplant basina

sogan sayisit bakimindan en iyi sonuglar 26,92 adet ile 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA

iceren MS ortaminda elde edilmistir (Resim 4.26.b). Eksplant basina sogan sayisi

bakimindan diger bir iyi ortamda 20,33 adet sogancikla 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l

NAA igeren ortamdir (Resim 4.26.c). Sogan caplar ise, 0,11-0,15 cm arasinda
degismektedir. Tiim soganlar MS’de %100 koklenmistir (Resim 4.26.d).
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Resim 4.26. M. adilii’nin TDZ-NAA igeren besin ortaminda ikili pul yapraklarin 1.
alt kiltiiri

(a) 2 hafta sonunda 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA igeren ortamda
gelismeye baslayan sogan uglar1 (b) 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA igeren
MS ortaminda sogancik olusumu (c) 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA
igeren MS ortaminda sogancik olusumu (d) MS’de koklenme

M. adilii soganlarinin farkli dozlarda sukroz iceren ortamlara alinmasi:

M .adilii soganlarinin ikili pullardan ilk rejenerasyon sonuglarinda 0,1 mg/l1 TDZ-0,5-
1 ve 2 mg/l NAA igeren ortamlarda sogan sayilarinin fazla ancak sogan g¢apinin
kiigiik olmasi1 nedeniyle ¢ap1 artirmak amagli TDZ ve NAA ortamlarindan alinip 30-
60-90 g/I sukroza konulmustur. Sekiz hafta sonunda yapilan varyans analizi sonuglari

Cizelge 4.83°de verilmistir.
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Cizelge 4.83. M.adilii soganlarinin farkli dozlarda sukroz igeren ortamlara
alinmasina ait varyans analizi

VK S.D | Sogan Son Eksplant Bagina | Koklenme Kok
Capi (cm) Koklenme Sayisi (adet) | Uzunlugu (cm)
Nispeti (%)
K.O F K.O F K.O F K.O F

M.adilii Soganlarinin | 8 0,06 | 0,28 | 960,65 1,34 | 0,73 | 2,56 | 23,53 | 2,83*
Farkli1 Oranlarda
Sukroz Iceren
Ortamlara Alinmasi
Hata 18 | 0,04 717,59 0,29 8,30
Toplam 26
* 0,05 diizeyinde 6nemli

Yapilan varyans analizinde kok sayisi, kok uzunluklarina koklenme yiizdesi ve sogan
son c¢aplarina bakilmistir. Sogan ilk caplart 0,1 cm’lik soganlardan secildigi icin
cizelgede yer verilmemistir. Kok uzunlugu bakimindan ortamlar arasindaki fark 0,05
diizeyinde onemli ¢ikmistir. Diger parametrelerde ise ortamlara arasinda bir fark

cikmamugstir. Yapilan Tukeys b analizi Cizelge 4.84’de verilmistir.

Cizelge 4.84. M.adilii soganlarinin farkli dozlarda sukroz iceren ortamlara
alinmasina ait tukeys b analizi

Soganlarin Alindiklart | Sukroz Orami | Sogan Koklenme Kok Sayisi Kok Uzunlugu

Ortamlar (g Son Cap | (%) (adet) (cm)
(cm)

TDZ NAA

(mg/l) (mg/)

0,1 0,5 30 0,24 50,00 1,08 10,88a

0,1 0,5 60 0,21 75,00 1,00 4,42ab

0,1 0,5 90 0,16 58,33 0,85 221b

0,1 1 30 0,27 100,00 1,50 7,06ab

0,1 1 60 0,26 58,33 1,08 6,42ab

0,1 1 90 0,23 50,00 0,50 1,41b

0,1 2 30 0,23 83,33 2,00 6,61ab

0,1 2 60 0,31 100,00 1,83 5,41ab

0,1 2 90 0,21 66,67 0,83 4,73ab

Ayn siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark Tukey’s b testine gore 0,05
diizeyinde 6nemlidir.

Sogan ¢aplari, 0,16-0,31 cm koklenme nispeti % 50-100 arasinda, kok sayist 0,5-2

adet arasinda degisim gostermistir. Kok uzunluklar1 bakimindan en iyi sonuglar ise,
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10,88 cm ortalama kok uzunlugu ile 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan
aliarak 30 g/l sukroz iceren MS ortamina aktarilan soganlarda goériilmiistiir (Resim
4.27.a-b-c). Sukrozon 90 g/l ¢ikarilmasi, soganlarin yaprak ayalarinda sararmaya

sebep olmustur (Resim 4.27.d-e-f).

Resim 4.27. M. adilii soganlarinin farkli dozlarda sukroz i¢eren ortamlara alinmasi
(a-b-c) 30 g/l sukroz igeren MS ortamina aktarilan soganlar (d-e-f)
sukrozon 90 g/l c¢ikarilmasi sonucu soganlarin yaprak ayalarinda

sararma
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5.SONUC VE ONERILER

Tiirkiye, cografi konumu ve degisik iklim ve toprak ozelliklerine sahip olmasinin
sonucu zengin bir bitki cesitliligine sahiptir. Avrupa- Sibirya, Akdeniz ve iran- Turan
fitocografik bolgelerin kesistigi bir konumdadir.  Yilin biiyiik bir kismini toprak
altinda sogan, yumru ve rizom gibi organlari ile geciren ve geofit ad1 verilen soganli-
yumrulu bitkiler de bu bitki ¢esitliliginin 6nemli bir kismini olustururlar. Son
derlemelere gore Tiirkiye’de 688 adet geofit bulunmaktadir [Ozhatay, 2003] ve
toplam floranin % 6’dan fazlasini teskil etmektedir. Bu ylizden olsa gerek, bazi
yabanct kaynaklarda Anadolu geofitlerin anavatani olarak adlandiriimaktadir

[Schacht 1955).

Tirkiye floras1 gegmisten beri yabancilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu nedenle her y1l ¢ok
sayida bilimsel, amator veya ticari amagli pek ¢ok kisi gelmekte; bunlarin ¢ok az bir
kismu Tirkiye florasina ve bilime katkida bulunurken, bir kismi da kendi 6zel
meraklarini tatmin i¢in veya ticari amaglarla Tiirkiye’de bitki toplamakta ve bunlari
kendi iilkelerine gotiirmektedirler. Ancak, dogal kosullarda soganli bitkilerde
tohumdan olusan bitkinin ¢igek agmasi ve tekrar tohum baglamasi 3-5 yil kadar uzun
bir zaman dilimi almasi, geofitleri yok olma tehlikesi ile yiiz yiize getirmektedir. Bu
da Tiirkiye i¢in 6nemli gen kaynagi olan geofitlerin iiretimi ile ilgili yeni, kolay ve
daha kisa siirede sonug alinabilecek yontemlerin arayisina yol agmaktadir. Bu tez
kapsaminda doku kiiltiirii teknikleri ile ihracat1 yasak olan ikisi endemik olmak tizere

dort Muscari tiiriiniin in vitro kosullarda hizli cogaltimlari yapilmistir.

M. muscarimi (BAP-NAA ortaminda):

M. muscari bliylime diizenleyicilerine konulduktan 2 hafta gibi kisa bir siire sonunda
ikili pullar1 hizli rejenerasyon kabiliyetleri ile sogan olusumu baslamistir. Kiiltiire
alindiktan 10 hafta sonra, eksplant basina en 1yi sonuglar, ortalama 0,36 cm’lik ¢ap ve
19 adet primer sogan ile 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igceren MS besin ortaminda

gozlenmistir. Bu ortamdaki soganlar 1. alt kiiltiire alinirken en biiyiik olan 12 adet
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sogan se¢ilmis ve bu primer soganlarin ortalama cap1 0,92 cm’ye ulagmistir. Her
primer sogan, ortalama 0,47 cm capa sahip 8,08 adet sekonder sogan olusturmustur. Bu
denemede tiim ortamlar karsilastirildiginda en canli ve yesil yapraklara sahip soganlar
4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda goriilmiistiir. Primer soganlar 1.
alt kiiltiire alindiktan sonra da veriler, bir dnceki sonuglar1 desteklemistir ve en iyi
ortamin 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA iceren MS oldugu tespit edilmistir. Say1 ve c¢ap
bakimindan karsilastirildiginda ise, primer sogan ¢ap1 yaklasik ayn1 biiytikliikte kalmais,
primer sogan yanindan ¢ikan yeni sekonder soganlar ise ortalama 0,21 cm cap ile 7,82
adet olmustur. Sekonder sogan sayis1 bakimindan ortalamalar bakimindan 0,26 cm’lik

bir diislis meydana gelmistir.

M. muscari sogan rejenerasyonu icin kullanilan BAP-NAA kombinasyonlarinda
sogan olusumu gozlenmistir. Sogan olusum yiizdesi ve sayisinda ortamlar arasinda
fark ¢cikmistir. Sogan rejenerasyonuna en uygun ortamin, 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA
iceren MS ortami oldugu goézlenmistir. Leonardi ve ark., [2001] Grevillea x
semperflorens  bitkisinde sitokinin ¢esidi ve konsantrasyonunun = siirgiin
rejenerasyonunu Onemli bir sekilde etkiledigini tespit etmistir. Ortamlara BAP
eklenmesinin siirgiin rejerasyonu artirdigint  gozlemistir. Aynt zamanda BAP
konsantrasyonunun 5-10 mg/I’ye yiikseltilmesinin siirgiin rejenerasyonuna durdurucu
etki yaptigini da gozlemislerdir. Chow ve ark., [1992] ise, Narcissus alt kiiltlirlerinde
NAA igeren ortamlarin sogan olusumuna olumsuz etkisi oldugunu ifade etmislerdir.

Al-zahim ve ark., [1999] Allium sativum bitkisinin bes ¢esidinde kallus iizerinden
elde ettikleri somatik embriyolari RAPD analizine tutulduklarinda, White ve
Kalifornia ¢esidinde %1; Chinese, Long Keeper ve Madena ¢esidinde % 35 oraninda
kallus olusumuna bagli olmak iizere somoklonal varyasyon tespit etmislerdir. M.
muscari’mi soganlarinin 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren ortamlarda alt kiiltiire
alinmas1 sonucunda kallus olusturmamasi bu a¢idan onemlidir. Ciinkii, somaklonal

varyasyona sebep olma ihtimali diistiktiir.

10 hafta sonra elde edilen en biiylik primer sogan ¢aplar1 ortalama 0,44 cm ile 1 mg/I
BAP-1 mg/l NAA igeren MS ortaminda gozlenmistir. Bu sonuglar, Mohammadi-
Dehcheshmeh ve ark., [2008] Fritilleria imperalis bitkisinde 1 mg/l BAP-0,6 mg/l
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NAA+0,4 mg/l IAA iceren ortamda yaptiklar1 ¢alismada en iyi sonuglar1 almalari
bakimindan benzerlik gostermektedir. Her iki denemede de soganlar 1/1 oksin-

sitokinin muamelesine tabii tutulmuslardir.

Primer soganlar tekrar rejenerasyona alindiginda en biiyiik soganlar, ortalama 1,17
cm cap ile yine ayni ortamdan elde edilmistir ve bu ortamda sekonder sogan
olusmamistir. Mohammadi-Dehcheshmeh ve ark., [2007] Fritilleria imperialis
bitkisinde yaptiklar1 alt kiiltiir calismasinda da, soganlarin ¢apinda belirgin artis
gbzlemis ve primer soganlarin yaninda sekonder soganlar da olusmus, ancak
bazilarmin dip kisminda kallus meydana gelmistir. Soganlarin 1. alt kiiltlire
alinmasindan sonra caplar1 1,24 cm’e c¢ikmistir. Sogan ¢apinda belirgin artisin
gozlenmesi sekonder sogan olusumunu engellemistir. 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA
iceren ortamda, sekonder sogan sayisi artarken, sogan ¢ap1 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA
iceren ortama gore daha kiicik olmustur. Dolayisiyla, primer sogan ¢ap1

bliylidiiglinde ortamda olusan sekonder sogan sayis1 azalmaktadir.

Bu c¢aligmadaki soganlarin koklendirilmesinde en biiylik ¢apa sahip soganlar
secilmigtir. Koklendirmede kullanilmak tizere ikili pullar 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA
iceren MS besin ortaminda rejenerasyona alinmistir. Soganlar yeteri biiyiikliige
ulastiklarinda 2 MS, MS igeren 0-1,25-0,50 mg/l IBA ve NAA iceren MS
ortamlarinda koklendirilmigtir. Sekiz hafta sonunda 1 mg/l IBA igeren MS
ortaminda, 6,68 adet ve 4,25 cm uzunlugunda kok elde edilmistir. Benzer sekilde,
Sevimay ve ark. (2005)’de Lilium candidum bitkisinden elde edilen soganlar1 NAA
igeren ortamlarda, Nayak ve ark., [1997], in vitro’da elde ettikleri orkide (4dcampe
praemorsa Roxb.) slirglinlerini 1 mg/l IBA igeren ortamda koklendirilmistir. Ault
[1995] Eucomis sp. bitkisini NAA’de ve Wawrosch ve ark., [2001] Lilium
nepalense’de 2 MS’de koklenme denemeleri yapmislardir. Johnson ve Burchett
(1991) Blandfordia grandiflora bitkisinden elde etikleri siirgiinleri NAA, IBA ve
IAA igeren ortamlarda koklendirmistir.

Rejenerasyon ortaminin koklendirmede yan etkisi olup-olmadigin1 belirlemek ve

yukarida belirtilen koklendirme ortami optimize edildikten sonra 10 farkli ortamda
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elde edilen tiim soganlar, 1 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda koklendirilmeye
alimmistir. Soganlarin 1 mg/1 IBA igeren MS ortaminda kdklenme sonuglar1 oldukga
farklilik gostermistir. En iyi koklenme, 5,25 adet ve 8 cm ortalama kok ile 1 mg/l
BAP- 1mg/l NAA igeren MS ortaminda olmustur.

En iyi sogan rejenerasyonu saglanan ortam olan 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren
ortamda yine sekonder soganlar olusumu gozlenmistir. Soganlarin ortalama 4 adet ile
0,26 cm capa sahip oldugu goriilmiistir. Bu sonuglar koklenmede, soganlarin
koklendirme ortamindan ¢ok, ilk konulduklari rejenerasyon ortamlarinin etkisinde
oldugunu kanitlamaktadir. Neticede, sitokinin-oksin oranimin yiikselmesi
rejenarasyonu artirirken, koklendirmeyi baskilamaktadir. McComb [1995] Okaliptiis
bitkisini yiiksek oranda bitki biiyiime diizenleyiciler iceren ortamlara aldiginda
sirglin rejenerasyonu artarken, kdklenmenin baskilandigini tespit etmistir. Kromer
ve Kukulczanka [1992] M. botryoides bitkisinde yaptiklar1 c¢aligmayla oksin
konsantrasyonlarinda artigin, sogan c¢aplarina olumlu etki yaptigini tespit ederek

benzer sonuclara ulasmislardir.

Saksilara aliman M. muscarimi soganlari, sekiz hafta sonunda kok durumlarina
bakilmak tizere, saksilardan c¢ikarilmistir. /n vitro’da elde edilen sert ve kalin olan
koklerin Olerek, yerlerine catalli ince kokler olustugu goriilmiistiir. En biiyiik capli ve
en fazla koklere sahip olan 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA iceren ortamda ise, dort adet

ortalama 1,67 cm koklerin olustugu goriilmuistiir.

4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamdan aliman soganlarin yiiksek sitokinin ve
oksin nedeniyle koklenmesinin baskilanmasi ve kdklenmenin olmamasi nedeniyle
yeni bir koklendirme denemesi kurulmustur. Bu ortamdan alinan soganlar, biiyiime
diizenleyicisi i¢ermeyen farkli sukroz konsantrasyonlarina alimmistir. Kurulan
deneme sonucunda 30 g/l sukroz igeren MS ortaminda 0,29 cm’lik bir ¢ap artisi
gozlenerek eksplant basina diisen kok sayist 1,60 adet olmustur. Sogan basina kok
uzunluklar1 ise 0,18 cm’den 3,57 cm’ye ¢ikmustir. Oyleyse, soganlarin alindiklari
ortama baglh olarak, koklendirme ortami da farkli olmalidir. Bu denemelerin

tamaminda rejenerasyon ortami olarak en iyi ortamin 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA
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iceren MS ortami oldugu disiiniiliirse koklendirme ortami olarak IBA yerine MS
kullanilmas: daha uygun olacaktir. Benzer sekilde, Casazza ve ark., [2002] L.
cordatum bitkisinin bazal tabakasini kullanarak in vitro ¢ogaltimini yapmislardir.
Yiiksek oranda oksin muamelesinin kok olusumunda olumlu, sogan olusumunda ise
olumsuz etki yaptig1 gozlemislerdir. Buna karsin; Lian ve ark., [2003b | Lilium
oriyental hibridlerinde, Wendy ve ark., [1991], nergis bitkisinde, Moran ve ark.,
[2003] Cryanthus spiralis’te yaptiklar ¢alismalarda sogan caplarinin sukroz orani

ile baglantili olarak artig gosterdigini bildirmislerdir.

BAP-NAA igeren MS ortaminda in vitro’da elde edilen soganlar ikili pullar halinde
kesilerek, elde edildikleri dokuz farkli BAP-NAA ig¢eren MS besin ortamina
rejenerasyona birakilmistir. Bu ikili pullar iizerinde en fazla adventif sogan 8,17 adet
ile yine 4 mg/l BAP- 2 mg/l NAA igeren ortamda alinan ortamda elde edilmistir. Bu
ortamda ¢ap blyiikligi ise, 0,33 cm bulunmustur. Sogan olusum yiizdesi de
ortalama % 83,33 bulunmustur. Yapilan kaynak taramasinda soganl bitkiler ile ilgili
boyle bir calismaya rastlanilmamistir. Rejenerasyon igin ayni ortamlara konulan,
dogadan alinarak ikili pullar seklinde kesilen soganlar ile karsilastirildiklarinda,
sogan caplar1 ayni olmasina ragmen, sogan sayisinda belirgin bir diislis gdzlenmistir.
Bunun sebebinin eksplant kaynaklarindaki biiyiikliik farkindan ileri geldigi

diistiniilmektedir.

Bu caligmada da en biiyiik sogan caplar1 olarak % 66,67 nispet ve 0,44 cm ile 1
mg/l BAP- 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda goriilmiistiir. Dogadan alinmis olan
soganlarin pullarinin rejenerasyonu karsilastirildiginda, ayni ortamlarda yine sogan

capi en biiyiik ¢cikmigtir.

Elde edilen soganlarin 1 mg/l IBA’da koklendirmeye alinmasinda 4 mg/l BAP- 2
mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlar koklenmemistir. 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA
iceren ortamdan alman soganlar ise, 0,52 cm lik bir ¢ap artis1 meydana getirerek
eksplant basina 1,41 adet 2,37 cm uzunlugunda kokler meydana getirmistir. Sekiz
hafta sonunda kokler saksilardan ¢ikarilarak bakildiginda 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA

iceren ortamdan alinan soganlarin, ortalama 18,92 cm uzunlugunda dort adet kok
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olusturdugu gozlenmistir. In vitro’da olusan koklerin topraga adaptasyon saglanana

kadar 6nemli oldugu daha sonra bu koklerin yerini yeni koklerin aldigr sdylenebilir.

In vitro’da elde edilen M. muscarimi soganlarinin yaprak ayasi dip kismindan 1 cm
kesilerek sogan tiretimi icin BAP-NAA iceren ortamlara alinmisglardir. En iyi ortamin
4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlar oldugu goriilmiistiir. Bu
ortamdaki tiim eksplantlarin canliligin1 % 100 korudugu % 93,33 sogan olusumu
gozlendigi ve 0,21 cm ortalama sofan cap1 ile 4,5 adet sogan olusturdugu
gbzlenmistir. Ayrica, bu ortamda kallus olusmamistir. Benzer olarak Sevimay ve ark.
[ 2005], Khawar ve ark. [2005] Lilium candidum bitkisinde yaprak ayalarini taban ve
uc olarak iki eksplanta ayirarak yaptiklar1 ¢alismada yaprak tabaninda daha fazla

sayida sogan rejenerasyonu elde etmislerdir.

Ortam bakimindan yaprak ayasindan elde edilen en iyi sonuclar ile pul yapraklardan
elde edilen sonuglarda farklilik goriilmiis olup, sogan rejenerasyonu yaprak ayasi
eksplantinda daha diisiiktiir. Bunun sebebi kullanilan eksplant kaynaginin
farkliligidir. Pul yapraklarda daha iyi sonuglar alinmasinin sebebi, pul yapraklarin
birlesme noktalarinda meristematik bolgenin daha fazla olmasindan kaynaklanabilir.
Benzer sekilde, Gootarts ve ark. [1981] Nerine bowdenii bitkisinde ikili pullarin
birbirine baglant1 noktalarinda sogan olusumunun diger eksplantlara gore yiiksek
bulmuslardir. Anatomik kesit drnekleri ile pullarin birbirine baglandig1 noktalarinda

meristematik bolgenin fazla oldugunu dogrulamistir.

4 mg/ BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlar 1 mg/l IBA igeren MS
ortaminda koklendirildiklerinde, 0,35 cm’lik ¢ap artisi, 0,1 adet kok, 0,73 cm kok
uzunluguna sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu ortamda koklendirme sonuglart diger
koklendirmelere gore daha diisiiktiir. Genel olarak bitki doku kiiltiirli ¢aligmalarinda
elde edilen bitkilerin koklenmesinde sogan ¢apindaki artisa bakilmadan koklenme
sonuglar1 degerlendirilmistir. Bu nedenle kdklenme ortaminda meydana gelen ¢ap
artiglar1 ile ilgili calisma bulunmamaktadir. Ancak; Ozel ve Khawar [2007]de
sitokinin-oksin i¢eren ortamlarinin hem koéklenmede, hem de sogan ¢apinda olumlu

etki yaptigini ifade etmislerdir.
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In vitro ortamda elde edilen 0,1 cm’lik M. muscarimi soganlarimin 1 mg/l BAP- 1
mg/l NAA igeren ortaminda rejenerasyona alinmigtir. 10 hafta sonunda 2 mg/l BAP-
1 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlarin caplar1 11 kat artirarak 0,1 cm’den
1,12 cm’ye ulamistir. Soganlarin % 25’1 1,12 adet ve 0,1 cm ¢apinda sekonder sogan
olusturmustur. Bu caligmada elde edilen soganlarl mg/l IBA iceren MS ortaminda
koklendirilmistir. Ancak; 2 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren ortamlardan alinan
soganlar rejenerasyon ortamindan kokli olduklari i¢in ayrica 1 mg/l IBA ya
alimmamistir. Bu calisma bize 0,1 cm’lik soganlarin veya ortamlarda bol miktarda
pek ¢ok ortamda gozlenen sogan uglarinin uygun ortam bulundugunda c¢aplarinin
istenilen biiylikliiklere ulasabilecegini gostermektedir. Farkli arastiricilar degisik
uygulamalar ile sogan caplarinda artis elde etmislerdir. Benzer sekilde Marinangeli
ve Curvetto [1997], Lilium longiflorum tiirlerinde ve hibritlerinde yaptiklar
calismada TA (traumatic acid) uygulamasiyla sogan agirliklarin1 % 20°den % 60’a

¢ikarmistir.

M. muscarimi (KIN-NAA ortaminda):

M. muscarimi ikili pullarindan BAP-NAA calismasinda yapildigi gibi iki haftalik
rejenerasyon hizi tespit edilememistir. Bunun sebebi KIN-NAA igeren MS ortaminda

iki hafta sonunda soganlarda herhangi bir gelismenin baslamamis olmasidir.

KIN-NAA igeren MS besin ortaminda 10 hafta sonunda M. muscarimi ikili pul
yapraklarinin rejenerasyon sonuglarina bakilmistir. 4,08 adet sogan ve 0,31 cm ¢ap
ile en iyi sonuglar 1mg/l KIN- 1 mg/l NAA iceren MS ortamindan alinmigtir. Elde
edilen primer sogan eksplantlarinin rejenerasyonunda 0,76 cm ile en biiyiikk ¢apa
sahip soganlar 4 mg/l KIN- 1 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir.
Benzer sekilde Pierik ve Woets (1971) Siimbiil (Hycinth) bitkisinin in vitro
calismalarinda yiiksek oranda KIN iceren ortamdaki sofan rejenerasyonunu
durdurucu etki yaptigini ifade etmislerdir. Ancak; Ziv ve Liliens-Kipnis [2000]’de
degisik soganli bitkilerin ¢icek eksplantinda KIN-NAA igeren ortamlarin
rejenerasyona olumlu etki yaptigini ortaya koymuslardir. Pack ve Murty [2002],
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Fritillaria  thunbergii’nin sogan pul yapraklart ile yaptiklar1 rejenerasyon
caligmasinda en iyi sonucun 1,62 uM NAA ve 4,65 uM KIN i¢eren MS ortamindan
(%13,7) elde edildigini bildirmislerdir. Buna kars1 Pierik ve Woets [1971] Siimbiil
(Hycinth)’iin in vitro sogan rejenerasyon calismalarina KIN igeren ortamlarin

olumsuz etkisi oldugunu ifade etmislerdir.

Bu ortamda sekonder sogan olusumu % 58 ve ortalama cap, 0,28 cm’dir. Bu
sonuglar, BAP-NAA iceren MS ortaminda ki rejenerasyon ile karsilastirilirsa KIN-
NAA de elde edilen sonuglarin olduke¢a diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu ortamda
KIN den kaynaklandigi diisiiniilen asir1 kallus olusumu sonucu bitkilerde sararma
gorilmiistlir. Bu ylizden bundan sonraki tiirlerde KIN-NAA denemesi yerine TDZ-
NAA denemeleri kurulmustur. Soganlarin 1 mg/l IBA igeren ortamda
koklendirilmesi sonucunda %100 koklenme ile 3,92 adet kok ve 4,74 cm ortalama
uzunlukla en iyi sonuglar 1 mg/l KIN- 2 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir.
4 mg/l KIN- 1 mg/l NAA igeren MS ortaminda ise %58 koklenme sogan basina
ortalama 0,75 adet kok ile 1,15 cm uzunlugunda kokler elde edilmistir. Sonuglara
bakildiginda BAP-NAA calismasindaki gibi tiim denemelerde ayni sonuglar elde
edilememistir. Bu nedenle ¢alisma burada sonlandirilarak yaprak ayasi, in vitro pul
yapraklarindan rejenerasyon denemesi kurulmamistir. Toprak adaptasyonu sonunda
say1 bakimindan 2,98 adet ile en ¢ok kok 1 mg/l KIN- 2 mg/l NAA iceren MS
ortamindan alinarak uzunluk bakimindan en iyi sonuglar, 10,92 cm ile 2 mg/l KIN-

0,5 mg/l NAA iceren MS ortamindan alinan soganlardan elde edilmistir.

M. macrocarpum (BAP-NAA ortaminda):

M. macrocarpum soganlar steril edildikten sonra ikili pullar rejenerasyon i¢in dokuz
farkli BAP-NAA igeren MS ortami ve biliylime diizenleyicisi icermeyen MS
ortaminda kiiltiire alinmistir. MS kontrol grubunda ikili pul yapraklar iizerinde 1,58
adet sogan olusumu goézlenmistir. Bu sonuglar Saniewski ve Pytlewski [1979] nin
sonuclarint  dogrulamaktadir.  Arastiricilar, M. comosum’da bitki biiylime

diizenleyicileri olmaksizin MS ortaminda sogan rejenerasyonu saglamiglardir.
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Sekiz hafta sonunda ikili pul yapraklardan BAP-NAA igeren MS besin ortaminda en
iyi sonuglar 0,54 cm ile 2 adet sogan 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamdan elde
edilmistir. Elde edilen primer soganlar magentalara alindiginda ayni ortamda sogan
cap1 0,75 cm ye yiikselmistir. Bu ortamda eksplant basina 0,4 cm ¢apa sahip 0,5 adet
sekonder sogan gozlenmistir. Primer soganlar kiiltiire alindiklarinda 4 mg/l BAP-2
mg/l NAA igeren ortamda sogan ¢ap artis1 daha fazla olmustur. Sogan ¢aplar1 0,45
cm’lik artigla 0,80 cm’ye yiikselmistir. Ancak bu ortamda primer sogan basina diisen
sekonder sogan sayisi 0,33 adet ve 0,21 cm c¢apinda kalmistir. En fazla sogan
olusumu 1-2-4 mg/l BAP ile 0,5 mg/l NAA igeren MS ortamlarinda elde edilmistir.
Dolayistyla 0,5 mg/l NAA degerinin sogan rejenerasyonu i¢in uygun oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Sonuclar Saniewski ve Pytlewski [1979] M. comosum’da
yaptig1 caligmalarla benzerlik gostermemektedir. Arastiricilar, ortamlarda NAA
eklenmesinin sogan olusuma olumlu etki yaptigint sdylerken, BAP eklenmesinin
sogan olusumunda olumsuz etki yaptigini bildirmislerdir. Buna karsi, Ghaffoor ve
ark., [2004] Tulipa gesnerina bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada BAP-NAA’ in kallus

olusumu ve sogan rejenerasyonunda olumlu etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Calismada elde edilen soganlar, MS ortaminda koklendirilmistir. Pul yapraklardan ve
primer soganlardan en iyi sonu¢ alman 1 mg/l BAP-1 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP-2
mg/l NAA igeren ortamlardan alinan soganlarda cap artis1 ¢apta belirgin bir artis
olmamistir. Kok sayilar1 0,75-0,42 adet; kok uzunluklar ise 3,14-1,73 cm olarak
belirlenmistir. Sogan basina kok sayis1 bakimindan en iyi sonuglar 1,97 adet kdk ve
3,14 cm uzunlukla 1 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan alinan soganlarda
olmustur. Ortamlarda 1-2-4 mg/l BAP ile 1 ve 2 mg/l NAA kombinasyonlarinin
sogan olusumunda azalmaya sebebiyet verdigi goriilmiistiir. Bu sonug¢lar Saniewski
ve Puchaski [1987]'nin yaptig1 ¢aligmayla benzerlik gostermektedir. Bu arastiricilar
M. comosum ve M. botryoides bitkilerinde NAA’in sogan olusumunda olumsuz

etkisini tespit etmislerdir.

M. macrocarpum pullarindan elde edilen soganlar koklenme i¢cin MS’de
koklendirildiklerinde  koklenme sonuglarinda ¢ikan  farkliligin ~ soganlarin

rejenerasyon ortamlarmin farkli olmasindan kaynaklandigini soylemek miimkiindiir.
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Yiiksek sitokin ve oksin igeren ortamdan alinan soganlarin koklenmesi olumsuz
etkilemektedir. Bitkilerin ilk uyarildiklar1 besin ortami, bitkiler daha sonraki
gelisimleri icin son derece onemlidir. Sonuglar Ozel ve Khawar [2007]e
Ornithogalum oligophyllum bitkisini MS ortaminda koklendirerek yaptiklar: caligma
ile benzerlik gostermektedir. Nayak ve Sen [1995] 2 MS iceren ortamda
Ornithogalum umbellatum soganlar1 {izerinde koklenme calismast ile biiyiime

diizenleyicisi icermemesi nedeniyle benzerlik gostermistir.

Koklendirilen soganlar 8 hafta sonunda topraktan ¢ikarilarak incelendiginde, en fazla
2,14 adet kok ile 2 mg/l BAP-1 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlarda
gorilmistiir. Bu ortamdaki kokler 5,94 cm uzunlugundadir. 4 mg/l BAP-1 mg/l NAA
iceren ortamdan alinan soganlarda ise kok uzunlugu 7,78 cm olarak bulunmustur.
Toprakta in vitro’da gelisen kokler ¢iiriimiis olup, yeni ince uzun ve catalli kokler
gelistirmislerdir. Yeni ¢ikan koklerin bitkiyi toprak sartlarina aligtirmak i¢in 6nemli

oldugu sonucuna varilmastir.

M. macrocarpum (KIN- NAA ortaminda):

M. macrocarpum un KIN-NAA iceren ortamlarinda yapilan ¢aligmalarinda ikili pullar
kullanilarak sogan rejenerasyonu saglanmistir. Buna karsilik, Arzate-Fernandez ve ark.
[1997], Nayak ve ark. [1997], Nhut [1998], Selles ve ark. [1999], Sage ve ark. [2000],
Wawroschn ve ark. [2001], Nhut ve ark. [2002], Pack ve Murthy [2002], Lian ve ark.
[2003a-b], Sevimay ve ark. [2005], Khawar ve ark. [2005], Mirici ve ark. [2005],
Parmaksiz ve Khawar [2006], vyaptiklar1 ¢alismalarda olgunlasmamis zigotik
embriyolar olgunlagmamis tohum, govde ikili pul yapraklar, yapraklar, olgun tohumlar,
anter filamentleri ve ince hiicre tabakalar1 gibi farkli sogan eksplantlarini kullanarak

sogan eldesinde basarili sonuglar elde etmistir.

M. macrocarpum soganlari steril edilerek ikili pullari rejenerasyon i¢in dokuz farkli
KIN-NAA iceren ortam yaninda kontrol olarak MS igeren ortamlarda kiiltiire
almmistir. ikili pullarin sekiz hafta sonunda rejenerasyonunda 2 mg/l KIN-0,5 mg/I

NAA iceren MS ortaminda ortalama 0,31 cm capa sahip alt1 adet sogan olusmustur.
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Bu ortamda cap1 en biiylik soganlar 0,41 cm ile 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA igeren
ortamdan elde edilen soganlarda goriilmiistiir. Bu ortamda elde edilen en biiylik ¢apa
sahip soganlar primer sogan olarak se¢ilip, magentalarda kiiltiire alindiginda
bakildiginda, yine en biiyiik cap artis1, 0,32 cm ile 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA iceren
ortamdan alinan soganlardan elde edilmistir. Alt kiiltiire alinmig soganlarda sekonder

sogan olusumu gozlenmemistir.

MS’de koklendirme sonucu soganlarin ¢aplarinda da belirgin artiglar olmustur. En
fazla cap artig1 yine 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlarda
goriilmistiir (0,67 cm). Bu ortamda ortalama 2,37 cm uzunlugunda, 1,33 adet kok
olusmustur. Ayni ortamdan alinan soganlarin topraktaki adaptasyonlarida 11,43 cm

ve 1,76 adet kok ile en iyi ortam olarak bulunmustur.

KIN-NAA calismasinda en iyi sonuglar 4 mg/l KIN-2 mg/l NAA iceren ortamdan
alinan soganlarda elde edilmistir. KIN-NAA igeren ortama gore, BAP-NAA igeren
besin ortaminda rejenere olan M. macrocarpum soganlarinin rejenerasyonu daha
diisiik olarak bulunmustur ve farkli konsantrasyonlarda KIN-NAA igeren MS

ortaminin sogan olusumunda etkili oldugu goriilmiistiir.

Bu caligmada MS ortaminda ekspantlar iizerinde ¢ok az sayida ya da hi¢ yan sogan
olusumu gozlenmemistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar, Saniweski ve
Pytlewski [1979]’nin elde ettikleri sonuglar ile benzerlik gostermektedir.
Aragtiricilar, M. comosom’larin sogan olusumu i¢in besin ortaminda NAA’in olumlu

BAP’1n ise olumsuz etkisi oldugunu bildirilmistir.

Ortamlarda KIN NAA bulundugunda bitki dokular1 bu bitki diizenleyicilerini daha
etkili kullanarak daha fazla so§an olusumuna sebep olmaktadir. Varshney ve ark.
[2000] hibrid zambakta KIN -NAA i¢eren ortamlarin sogan olusumunda olumlu etki
yaptigin1  gdstermiglerdir.  Sonuglarimiz  incelendiginde KIN-NAA  degisik
konsantrasyonlarinin eksplantlar iizerinde sogan olusumuna degisik etki yaptig
gozlenmektedir. Buna karst Saniewski ve Puchalski [1987] M. comosum ve M.

botryoides de ortamda NAA’in bulunmasinin sogan rejenerasyonunda olumsuz etki
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yaptigin1 sdylemislerdir. Cuming ve Peck [1984], Peck ve Cuming [1986] M.
armeniacum’da pul yapraklar ve ¢igek sapindan adventif sogan olusumu i¢in 1 g/l
aktif komiiriin olumlu etki yaptiginin gostermistir. Bu ¢alismada adventif sogan
olusumu gozlendigi i¢in her hangi asamada aktif komiir eklemeye gerek

duyulmamustr.

Calismada KIN-NAA igeren ortamlarda pul yapraklardan sekonder soganlar BAP-
NAA igerenler ile kiyaslandiginda M. macrocarpum’da KIN-NAA sogan
olusumunun daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu da KIN-NAA iceren ortamin
sogan olsumunu daha tesvik edici olmasindan kaynaklanmaktadir. McCartan ve Van
Staden [1998] Scilla natalensis bitkisinin soganlarindan adventif sogan
rejenerasyonu yapildiginda tek basina KIN veya TDZ’nin kullanilmasi ile olumlu
sonuglar elde ettikleri goriilmiistiir. Ancak; bu ortamlara IAA ya da NAA ilave
ettiklerinde sogan olusumun da olumsuz etkisi oldugunu da gormislerdir.

Aragtiricilar, en 1yi sogan olusumu 1- 2 mg/l KIN igeren ortamda gozlenmistir.

Calismada kullanilan 10 ortamdan degisik capta sogan elde edilmistir. Elde edilen
primer soganlar alt kiiltiire alindiginda sogan c¢aplar1 lizerinde olumlu etki yaptigi
gozlendi. Koklenen soganlar, topraga adaptasyonu ve kok gelisimi i¢in aktarildiginda
in vitroda elde edilen kokler siskin ve yan kokler olusturmamistir. Bu kokler toprakta

¢lirlimiis ve yerine yeni ince uzun sacakli kokler gelismistir.

Aragtirma amaglara uygun olarak M. macrocarpum’da doku kiiltiirii ile basarili
mikrogogaltim yontemi gelistirilmistir. Sonuglar M. macrocarpum’un ticari iiretimi
icin 6nemli bir protokoldiir. ilk asamadan son asamaya kadar 30 haftada ¢alisma
bitirilmistir. Bu ¢aligmanin 1s18inda M. macrocarpum’da vejetasyon siiresinin

azaltilabilecegi ve tohum baglama siirecinin kisaltilabilecegi diisiiniilmektedir.

M. neglectum (BAP-NAA ortaminda):

M. neglectum BAP-NAA calismasinda sekiz hafta sonunda ikili pul yapraklardan

rejenerasyon yapildiginda ortamlar arasinda sogan olusumu bakimindan bir fark
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bulunamamistir ancak; en fazla sogan sekiz adet ile 4 mg/l BAP -0,5 mg/l NAA
iceren ortamdan elde edilmistir. En biiyiik sogan caplar1 0,3 cm ile 2 mg/l BAP-2
mg/l NAA igeren MS ortaminda saglanmistir. M. muscarimi’de de en yliksek sogan
olusumu yiiksek sitokinin (4 mg/l BAP) igeren ortamdan elde edilirken, sogan
capinin daha diigiik sitokinin (2 mg/l BAP) iceren ortamda elde edilmesi M.
neglectum ile benzerlik gostermektedir. Mohammadi-Dehcheshmeh ve ark. [2008]
Fritilleria imperalis’te Pack ve Murthy [2002] Fritilleria thunbergii’de ve Hussey
[1982] Narcissus bulocodium bitkisinde yaptiklar1 caligmalarda besin ortamina BAP-
NAA ilavesinin olumlu etki yaptigini tespit etmislerdir. Seabrook ve ark. [1976] 5
ve 10 mg/l BAP ile birlikte 1 mg/l NAA kullanildiginda Narcissus bitkisinde yaprak
eksplantinda yiiksek oranda sogan olusumu gozlemislerdir. M. neglectum’da da
yiiksek sitokininin ve diisiik oksin kullanildiginda en fazla soganin elde edildigi

diisiiniiliirse caligmalar kismen benzerlik gostermektedir.

BAP-NAA igeren ortamlarda M. neglectum ve M. macrocarpum’un ikili pul
yapraklarindan yapilan rejenerasyon calismasi karsilastirildiginda; M. macrocarpum
sogan caplar1 daha biiyiik (0,54 cm) olmas1 ve ikili pul yaprak basina diisen sogan

sayisinin diisiik olmasiyla (0,5adet) benzerlik gostermektedir.

Primer soganlar rejenerasyonunda son ¢aplar 0,31-0,48 cm arasinda degisim gosterip
yanlarindan ¢ikan sekonder sogan ortalama sayilarinda istatistiksel olarak 6nemli bir

fark ¢ikmamis olup soganlar 1-3,64 arasinda degisim gostermistir.

M. neglectum ikili pullar1 ve primer sogan rejenerasyonu karsilastirildiginda pul
yapraklardan alinan sonuglarin daha iyi oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar,
Mohammadi-Dehcheshmeh ve ark. [2007] Fritilleria imperialis bitkisinde yaptiklari
alt kiiltiir c¢alismas1 ile benzerlik gostermektedir. Arastiricilar, alt kiiltiir
yaptiklarinda soganlarin ¢aplarinda artis gézlemislerdir. Ancak; primer soganlarin
yaninda sekonder soganlarin olusmadigini ifade etmislerdir. Soganlar M. muscarimi
ve M. macrocarpum’dan farkli olarak 1 mg/l BAP-2 mg/l NAA igeren ortam disinda
az da olsa rejenerasyon ortamlarin da koklenmistir. Kokler kisa oldugu igin kok

gelisimini tesvik etmek amaciyla MS ’e alinmislardir. Sonuglar, Wawrosch ve ark.
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(2001), Nepal zambaginda (Lilium nepalanse D.Don) yaptiklar1 2 MS ortaminda
MS koklendirme ¢aligmalar1 ile benzerlik gostermektedir. Soganlarin MS igeren
ortamda ¢aplarinda 0,04-0,36 cm arasinda artiglar gozlenmistir. Bu sonuglar,
Squires ve Langton [1990] Narcissus soganlari bitki biiylime diizenleyicisiz
ortamlara aktararak sogan caplarinda artig saglamalari ile paralellik gostermektedir.
Calisma sonunda en biiyiik ¢aplar 0,73 cm ile 1 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren
ortamdan alinan soganlarda goriilmiistiir. Bu ortamda kokler, 3,62 adet ve ortalama
3,97 cm uzunlugundadir. En fazla kék olusumu, 7,83 adet kokle 2 mg/l BAP-2 mg/I
NAA igeren ortamdan alinan soganlarda olugsmustur. Bu denemede en uzun kokler
14,20 cm ile 2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan alinan soganlardan elde
edilmistir. Ancak, sogan capinin en biiyiik oldugu ortamin, 1 mg/l BAP-0,5 mg/l
NAA igeren ortam oldugu diisiiniiliirse soganlarin in vitro liretimi i¢in uygun olan

ortam oldugu da sdylenebilir.

M. neglectum (TDZ-NAA ortaminda):

M. neglectum ikili pullarn1 diisiik sitokinin iceren TDZ (0,1-0,15-0,2 mg/l)
konsantrasyonlarinin herbiri 0,5-1-2 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda
rejenerasyona almmistir. Soganlhi bitkilerde degisik TDZ oranlarmin bitki
rejenerasyonunda nasil bir etki yaptigma dair herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Preece ve ark. [1987] Hibiscus rosa-sinensis’de TDZ ile yliksek
oranda siirgiin rejenerasyonu elde etmislerdir. Khawar vd. [2004] ise mercimekte
TDZ’nin yiiksek oranlarinin siirgiin olusumuna olumsuz etki yaparken diisiik
konsantrasyonlarin ise olumlu etki yaptigini gostermislerdir. Mok ve Mok [1985]
Phaseolus lunatus bitkisinde TDZ’nin etkisini radyoaktif C14-TDZ igeren
ortamlarda rejenerasyon hizina bakarak aragtirmislardir. Radyoaktif C14-TDZ iceren
ortamlarda 33 giin sonunda c¢ok az miktarda TDZ’nin dokulara alindigimi ve
dolayisiyla cok diisiik TDZ konsantrasyonlarin, rejenerasyon igin yeterli oldugunu

bildirmislerdir.

M. neglectum ikili pullarindan rejenerasyon yapildiginda ilk sonucglarda ortamlar

arasinda herhangi bir fark ¢ikmamistir. Sogan olusumu eksplant basina 1-8 arasinda
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degisip sogan caplart 0,10-0,18 cm arasindadir. TDZ-NAA c¢alismasinda sogan
caplarinin, BAP-NAA ortamina goére daha kiiciik oldugu sogan sayilarinin ise hemen
hemen aymi oranda oldugu tespit edilmistir. Buna karsin, Vinocur (1998) aspen
bitkisinde BAP ve TDZ igeren ortamlar1 kiyasladiginda, siirgiin rejenerasyonunun

TDZ’li ortamlarda 10 kat fazla oldugu sonucuna ulagsmistir.

Elde edilen ilk sonuglardan en biiylik ¢apa sahip olan soganlar primer sogan olarak
secilip rejenerasyonlar1 yapildiginda, en iyi sogan ¢ap1 0,47 ve 0,48 cm ile 0,15 mg/1
TDZ-0,5-2 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Bu ortamlarda sekonder
sogan sayist 1,5-2,21 adette kalmistir. 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA eksplant basina
sogan sayis1 6,11 adetle en iyi ortam olarak bulunmustur. Bu ortamdaki primer sogan
cap1 ise, 0,25 cm bulunmustur. Kariuki ve Kako [1998] da benzer sekilde
Ornithogalum saundersiae’de cap1 biiyiik soganlardan fazla sayida sekonder sogan
elde etmisler, cap1 kiicliklerden ise, daha az sayida sogan elde etmislerdir. Elde
edilen bu sonuclarin aksine, Santos ve ark. [1998] sitokinin ve oksin oranlamasinin

Narcissus bulocodium soganl bitkisinde etkili olmadigin bildirmislerdir.

Rejenerasyon ortamlarinda 1,53-5,25 adet kok olugsmustur ve saksilara aktarilmistir.
M. neglectum’un diger iki tiirden farkli olarak rejenerasyon ortaminda koklendigi

gorilmiistiir.

0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA ve 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA igeren MS ortaminda
sekonder yaprak ayalar1 lizerinden kallus olustugu ve bu kalluslar iizerinde koklii ve
koksiiz soganlarin olustugu gozlenmistir. Wang ve Cronk [2003]’de Titanotrichum
oldhamii (Gesneriaceae) soganl bitkisinde dogal kosullarda haziran-eyliil aylarinda
yaprak ayasinin lizerinde 1,5-2,5 mm uzunlugunda ¢ok sayida koklii sogan olugumu

gozlemislerdir.

BAP-NAA ile TDZ-NAA ortamlar1 karsilastirildiginda her iki ortamda da ilk
sonuclar bakimindan esit sayida sogan olugsmustur. Primer soganlardan rejenerasyon

yapildiginda TDZ-NAA igeren ortamlarda daha fazla sekonder so§an meydana
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gelmistir. M. neglectum’un in vitro lretimi i¢in TDZ-NAA kullanilmas1 daha

uygundur.

Kok olusumunda TDZ-NAA ortamlarda kok sayis1t BAP-NAA gore daha fazladir.
Buna karsin; Huetteman ve Preece [1993] TDZ igeren ortamlardan rejenere edilen
agach bitkilerin koklenmesine TDZ’nin  olumsuz etkisi oldugu sonucuna
varmiglardir. Fasolo ve ark. [1989] elmada ve Yusnita ve ark. [1990] Cercis
canadensis’de rejenerasyon ortamlarmin yan etkisinde kaldigini tespit etmislerdir.
Bu tez kapsaminda M. adilii’de TDZ’ nin kdklenmeye olumlu etkisi olurken, diger
aragtiricilar  yaptiklari ¢alismalarda TDZ’nin olumsuz etkisi oldugunu ifade
etmislerdir. Bu durum, c¢alisilan bitkilerin farkli tiirlere ait olmasindan

kaynaklanabilir.

Ikili pullarin rejenerasyonu sonunda elde edilen soganlar pullar {izerinden kesildikten
sonra bu pullar tekrar rejenerasyona alindiginda pullar {izerinde tekrar sogan
olusmaktadir ancak, sogan olusum yiizdesi ve sayilarinda bir diisiis gézlenmektedir.
Ikili pullardan rejenerasyon yapildiginda sekiz hafta sonunda 1-8 adet sogan
olusurken, en biiyiik soganlar secilerek primer sogan rejenerasyonuna alindiginda
sogan sayist 1,25-6,11 adete diismiistiir. ilk rejenerasyon sonuglarinda istatiksel bir
fark gézlenmemesine ragmen 1. alt kiiltiirde ortamlar arasinda fark ¢ikmistir. 1. Alt
kiiltiir sonucunda en iyi sonuglarin elde edildigi ortamlar; 6,11 adet sogan ile 0,1
mg/l TDZ-2 mg/l NAA iceren MS ortamidir. Bu sonuglar, Santos ve ark. [1998]
Narcissus bulocodium soganli bitkisinde sitokinin ve oksin oranlamasmin etkili
olmadig1 tespitleri ile Ortiismemektedir. Sogan caplar ilk ikili pullardan ilk elde
edilen sonuglara gore daha kiiciik olup ortalama 0-0,22 cm’dir. Soganlar MS’de
koklendirilmeye alinmistir ve % 100 koklenme saglanmistir. Buradan sogan ¢apinin

kii¢iik olmasinin koklenmeye olumsuz etki yapmadigi sonucuna da varilmistir.

M. adilii (BAP-NAA ortaminda):

Sekiz hafta sonunda ikili pullardan BAP-NAA igeren ortamlarda rejenerasyonunda

en fazla sogan olusumu 15,75 adet ile 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamdan
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elde edilmistir. Mirici ve ark., [2005], Sternbergia fischeriana’da 4 mg/l BAP ve
0,25 mg/l NAA igeren besin ortaminda eksplant basina ortalama 80 adet sogancik
iretimi saglayarak yiiksek sitokinin ve diisiik sitokinin igeren ortamda benzer

sonuclar elde edilmistir.

Sogan ¢aplarinda ortalamalar arasinda istatistiksel olarak bir fark ¢ikmamistir ve

sogan caplari, 0,1-0,25 cm arasinda degisiklik gostermistir.

BAP-NAA igeren ortamlarda calisilan diger Muscari tiirlerinin en iyi ortamlarinda
sogan say1 ve ¢aplarin karsilagtirilmasi yapildiginda, M. muscarimi’de 19 adet ve
0,34 cm ortalama capinda, M. macrocarpum’da 2 adet-0,54 cm, M. neglectum’da 8
adet ve 0,3 cm oldugu disiintildiiglinde, M. muscarimi’nin ikili pul basina diisen
sogancik lretiminde en iyi tlir oldugunu sdylemek miimkiindiir. Benzer sekilde;
Marinangeli ve Curvetto [1997], Lilium longiflorum tirlerinde ve hibritlerinde
caligmiglardir. Genotip farkliliginin soganlarin {irettigi biomas ve sayisinda genis bir
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ancak, ikili pullardan elde edilen sogan caplar
bakimindan en iyi sonuglarin elde edildigi tiir, M. macrocarpum’dur. En fazla sogan
olusumunun elde edildikleri ortamlar bakimindan 4 tiirde de elde edilen sonuglarda
farklilik goriilmektedir. Bu da her tiiriin genotipik farkliliklarindan ve dogadan alinip
pul yaprak olarak kullanilan eksplantlarin biiyiikliiklerinin farkli olmasindan ileri
gelebilir. Buna karsin; Bonnier ve Van Tuyl (1997), Lilium longiflorum (zambak)’ta
yaptiklar1 calismada 10 zambak genotipinin in vitro’da filizlenme ve sogan biiylimesi
acisindan 10 zambak ¢esidinde de en iyi sonug ¥4 MS ve % 9 sukroz igeren ortamdan

elde edildigi bildirilmistir.

Bu calisma ile elde edilen primer soganlar birbirlerinden ayrilarak yine ayni
ortamlara alindiginda sekiz hafta sonunda 1 mg/l BAP- 1 mg/l NAA igeren
ortamlarda sogan cap1 0,58 cm’ye ulasmistir. En fazla sekonder sogan ise 4,25 adet
ile 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Bu soganlarin sogan
capt ortalama 0,12 cm’dir. M. adilii BAP-NAA iceren ortamlarda sogan sayisi ve
cap1 bakimindan diger tiirlerdeki sonuclar1 desteklemektedir. Sogan sayisini

artirmak i¢in yiiksek sitokinin (4 mg/l BAP) olumlu sonug verirken, ¢ap artisi igin,
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diisiik sitokinin (2mg/l BAP) yeterli olmaktadir ve ¢alisma sonunda biitiin soganlar

koklenmisgtir.

Sekonder sogan olusum sayisinda ise ilk sonuglara gore belirgin bir diisiis

gbzlenmistir ve ¢alisma sonunda biitiin soganlar koklenmistir.

Ikili pullar iizerindeki soganlar alinarak pullar tekrar rejenerasyona konuldugunda ve
2 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA igeren ortamda 0,15 cm ¢apinda iki pul basina ortalama
3,25 adet sogan olusmustur. 1. alt kiiltiir sonuglar1 bakimindan yaklasik esit sayida
sogan olugmustur. M. muscari ikili pullarindan alt kiiltlir ¢alismasi yapildiginda yine
ayni ortamlarda ortalama c¢apin 0,33 cm ile yaklasik olarak ayni kaldigi ve pullar
tizerinden ¢ikan sogancik sayisinin 8,14 adet oldugu tespit edilmistir. Bu denemede
de eksplant basina diisen sogan sayisi bakimindan bir diislis gozlenmektedir. M.
neglectum’da ilk sonu¢ ve 1. alt kiiltiir sonuclarinda en iyi sonuglarin alindigi
ortamlarin farkli, M. muscarimi’de ise ayni oldugu gozlenmistir. Genel olarak sogan
pullar1 ikinci kez rejenerasyona alindiginda olusturduklari soganlarin c¢aplarinda

fazla bir artig olmayip, sogan sayilarinin azaldigini sdylemek miimkiindiir.

M. adilii (TDZ-NAA ortaminda):

Sekiz hafta sonunda ikili pullardan en fazla sogan olusumu, 17,58 adet sogan adet

sogan ile 0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir.

Sogan caplarinda ise ortalamalar arasinda bir fark ¢ikmayip, 0,14-0,18 cm arasinda
degismistir. TDZ-NAA igeren ortamlarda sogan ¢aplar1 yaklasik olarak esit ¢aplara
sahip olmasi bakimindan M. adilii BAP-NAA c¢alismasi ile benzerlik gostermektedir.

TDZ-NAA igeren ortamlar da primer sogan caplar1 0,25-0,35 cm arasinda degisip
sekonder sogan basina olusan en iyi sonuglar 0,15 cm ¢apinda 8,67 adet sogan ile 0,1
mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilmistir. BAP-NAA ortamlarda
ise sogan c¢apinin sogan c¢api 0,58-0,53 cm sogan sayisinin ise 4,25 adet oldugu

disiintilirse, M. adilii i¢in sogan caplari bakimindan BAP-NAA igeren ortamlarin
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TDZ-NAA igeren MS ortaminin daha iyi oldugunu sdylemek miimkiindiir. TDZ
iceren ortamda say1 olarak fazla olmasina ragmen soganlar anormal kokler ve kallus

olusturmustur.

TDZ-NAA c¢alismasinda primer soganlar bir kez daha alt Kkiiltiire alinarak
bakildiginda sogan caplari en iyi olan ortamlar 0,70-0,69 cm ile 0,2 mg/l TDZ-0,5 ve
1 mg/l NAA igeren ortamda elde edilmistir. Sogan sayis1 7,08 adet ile 0,1 mg/l TDZ-
0,5 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir.

Soganlarin, TDZ-NAA igeren ortamlarda sayilarmin fazla ancak caplarinin kiigiik
olmas1 nedeniyle cap1 artirabilecegi diisiincesiyle bir kez daha alt kiiltiire alinmastir.
TDZ-NAA iceren ortamda ise iki kez alt kiiltiir yapilmasina ragmen hem sogan
caplarinda hem de sogan sayilarinda BAP-NAA igeren ortamlardan daha iyi sonuglar
elde edilmistir. Buna karsin, Vinocur ve ark., [1998] aspen bitkisinde BAP ve TDZ
igeren ortamlar1 kiyasladiginda, TDZ’li ortamlarda 10 kat fazla siirgiin elde etmistir.

Calisma sonuglar1 bu agidan benzerlik gostermektedir.

TDZ-NAA igeren rejenerasyon ortamlarinda koklenme orant BAP-NAA iceren
ortama gore ¢cok daha diisiik oldugundan Hannweg ve ark., [1996] Bowiea volubilis
(Liliaceae) soganlarmi rejenere ettikten sonra yaptiklari gibi bitki biliylime
diizenleyicisi icermeyen ortamlara alinarak koklenmesi saglanmistir. MS ortamina
alinan soganlar icinde en biiyiik caplar, 0,15 mg/l TDZ-2 mg/l NAA ve 0,2 mg/l
TDZ- 0,5-1 mg/l NAA igeren ortamda olmustur. En fazla koklenme % 100 ile 11,62
cm ortalama uzunluk ve 2,9 adet kok ile 0,2 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA igeren ortamda

elde edilmistir.

Yapilan TDZ-NAA ¢alismasinda genel olarak tiim denemelerde en fazla sogan sayisi
0,1 mg/l TDZ- 0,5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmis olmasi da TDZ nin diisiik
konsantrasyonlarda etkili oldugunu gostermektedir. Khawar ve ark. [2004] da
mercimekte TDZ’nin yiiksek konsantarasyonlarinda siirgiin olusumuna olumsuz etki
yaptigini, diisik konsantrasyonlarda ise, siirgiin oldugunu tesvik ettigini

bildirmislerdir. Ayrica, Mok ve Mok (1985) Phaseolus lunatus bitkisinde yaptiklar
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molekiiler ¢alismada 33 giin sonunda ¢ok az miktarda TDZ nin dokulara alindigini
ve dolayisiyla ¢ok diisik TDZ konsantrasyonlarin, rejenerasyon ig¢in yeterli

oldugunu bildirmislerdir. Calismalar bu yoniiyle benzerlik gostermektedir.

M. neglectum TDZ ile yapilan ¢alismasi ile kiyaslandiginda pullar {izerinde tekrar
sogan olugmaktadir. M. neglectum ikili pullarin rejenerasyonu sonunda elde edilen
soganlar pullar iizerinden kesildikten sonra bu pullar tekrar rejenerasyona alindiginda
pullar {izerinde yeniden sogan olusumu gozlenmektedir. ikili pullardan rejenerasyonu
yapildiginda, 1,25-14,17 adet sogan olusurken; birinci alt kiiltiir sonucunda bu say1
0,00-3,25 adete diigmiistiir. Bu iki tiir kiyaslandiginda ikili pullarin birinci alt kiiltlire

alinmasi, M. adilii’nin rejenerasyon kapasitesinin daha iyi oldugunu gostermektedir.

M. adilii soganlarinn ikili pullardan ilk rejenerasyon sonuglarinda 0,1 mg/l TDZ-
0,5-1 ve 2 mg/l NAA igeren ortamlarda sogan sayilarinin fazla ancak sogan ¢apinin
kiiciik olmas1 nedeniyle ¢ap1 artirmak amacgli TDZ ve NAA ortamlarindan aliip 30-
60-90 g/l sukroza konulmustur. Denemeye baslarken 0,1 cm’lik soganciklar
secilerek ve son caplara bakilmistir. Burada kok uzunluklar disinda istatistiksel bir
fark gozlenmemistir. Sogan caplari, 0,16-0,31 cm koklenme %50-100 ve kok sayist
0,5-2 adet arasinda degisim gostermistir. K6k uzunluklar1 bakimindan en 1iyi
sonuglar, 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren ortamdan alinarak 30 g/l sukroz igeren
MS ortamina aktarilan soganlarda goriilmiistiir. Bu sonuglar, Moran ve ark. (2003)
Cryanthus spiralis sogan c¢aplarinin sukroz oranina baglantili olarak artis gostermesi

ile ilgili elde ettigi bulgularla ters diismektedir.

M. muscarimi 4 mg/l BAP-2 mg/l NAA iceren ortamda bir adet ikili pul yapraktan 19
adet sogan elde edilmistir. Her sogandan ¢apa bagli olmak iizere degismekle birlikte
12 adet ikili pul eksplant ¢ikarildigi diisiiniiliirse, dogadan alinarak steril edilen 1
sogandan 19x12=228 adet sogan elde edilebilir. Elde edilen soganlarin rejenerasyonu
yapildiginda da her bir sogandan 8 adet sogan olusmaktadir ve toplamda 18 hafta

sonunda 8 x 228 =1 204 adet sogan elde etmek miimkiindjir.
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M. macrocarpum’da 2 mg/l KIN-0,5 mg/l NAA igeren ortamda ikili pullardan 6 adet
sogan olusumu gozlenmistir. Her sogandan c¢apa bagli olmak iizere degismekle
birlikte 12 adet ikili pul eksplant ¢ikarildig1 distiniiliirse, dogadan alinarak steril
edilen 1 sogandan toplamda 10 hafta sonunda 6 x 12= 72 adet sogan olusmaktadir.

Bu ortamin alt kiiltiiriinde ise sekonder sogan olusumu gozlenmemistir.

M. neglectum’da % 100 sogan olusumu ile 0,1 mg/l TDZ-2 mg/l NAA igeren
ortamda ikili pullardan 8,25 adet sogan olusumu gozlenmistir. Her sogandan ¢apa
bagli olmak iizere degismekle birlikte 12 adet ikili pul eksplant c¢ikarildigi
diistiniiliirse, dogadan alinarak steril edilen 1 sogandan 8,25 x 12= 99 adet sogan elde
edilebilir. Elde edilen soganlarin rejenerasyonu yapildiginda da her bir sogandan
ortalama 6 adet sekonder sogan olusumu gozlenmistir ve toplamda 18 hafta sonunda

6 x 99 = 594 adet sogan elde edilebilir.

M. adilii’de % 100 sogan olusumu ile 0,1 mg/l TDZ-0,5 mg/l NAA iceren ortamda
ikili pullardan 17,58 adet sogan olusumu gozlenmistir. Bu soganlarin rejenerasyonu
yapildiginda, 8,67 adet sekonder sogan elde edilmistir. Teorik olarak, TDZ-NAA
iceren bu ortamda BAP-NAA igeren ortama gore daha fazla sogan olusumu vardir.
Ancak, soganlarin TDZ’li ortamda anormal kokler ve kallus olusturmalar1 herhangi
bir somaklonal varyasyona sebep olabileceginden iiretim amagli BAP-NAA iceren
ortamlarin tercih edilmesi daha uygun olacaktir. 4 mg/l BAP-0,5 mg/l NAA iceren
ortamda bir adet ikili pul yapraktan 15,75 adet sogan elde edilmistir. Her sogandan
capa bagli olmak tlizere degismekle birlikte 12 adet ikili pul eksplant c¢ikarildig
diisiintiliirse, dogadan alinarak steril edilen 1 sogandan 15,75 x 12=189 adet sogan
elde edilebilir. Elde edilen soganlarin rejenerasyonu yapildiginda da her bir sogandan
4,25 adet sogan olugmaktadir ve toplamda 18 hafta sonunda 4,25 x 189 = 803 adet

sogan elde etmek miimkiindiir.

Bu soganlarin tiirlere gore degismekle birlikte, 8-10 haftada koklendigi ve 2-3
haftada da adaptasyonlarinin saglandig: diislintildigiinde yaklagik 30 hafta sonunda

toprak adaptasyonu saglanmis ¢ok sayida bitki elde etmek miimkiindiir.
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Bu ¢alismanin amaci nadide ¢icekleri olan soganli bitkileri, dogaya zarar vermeden
in vitro lretimi ve bu sayede hizli liretimini saglamak ihracatini tesvik etmek, bu
bitkilerin ¢evre ve peyzaj diizenlemelerinde kullanilmasini tesvik etmek, onemli
bitki alanlarmin korunmasi hususunda ilgili kurumlar1 haberdar etmek seklinde

Ozetlenebilir.

Soganli siis bitkileri agisindan zengin bir ¢esitlilige sahip olan Tiirkiye’de bu tiirlerin,
gelecek kusaklarin da yararlanabilecegi olgiide varliklarinin korunabilmesi ve
nesillerinin siirekliliginin saglanabilmesi i¢in kendi ekolojilerinde veya benzer
ekolojilerde iiretimlerinin hedef olarak benimsenmesi fikri, geleceklerine daha

umutla bakmamizi saglayacaktir.

Bu tip geofitlerimizden elde edilen gelirin milli ekonomiye olan katkisi, ancak
doganin ve biyolojik zenginliklerimizin geleceginin planlanmasi ile arttirabilir. Bu da

daha yeni bir yaklasim olan 'Ekolojik Planlama' ile miimkiindiir.

Ancak, daha giizel sonuglar i¢in, gelinmis olunan bu noktalara ragmen Tiirkiye'de
dogal c¢icek soganlarinin iiretiminin projelendirilmesi ve uygulamaya aktarilmasina
yonelik c¢alismalara her tiirlii destegin saglanmasi gerektigi siirekli g6z Onilinde
tutulmalidir. Yapilan bu ¢alisma ile 4 tiirde de in vitro sogancik iiretiminde basari
saglanmigtir. Calisma sonucunda in vitro ortamda sogancik {iretimi, dogada
iiretilenden ¢ok daha hizli ve kisa silirede oldugu goriilmiistiir. Dolayistyla Muscari
tiirlerinin in vitro yollarla kiiltiire alinma ¢aligsmalar1 ile hem milli ekonomiye katki
saglanacagi hem de bu tiirlerin kaybolmasinin 6niine ge¢ilmesinde bir adim olacagi

distiniilmektedir.
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