YYU TAR BiL DERG

(YYU J AGR SCI)

2014, 24(3): 300- 308
Gelis Tarihi (Received): 05.06.2014
Kabul Tarihi (Accepted): 18.09.2014

Arastirma Makalesi/Research Article (Original Paper)
Tarhun (Artemisia dracunculus L.)
Bitkisinin Doku Kiiltiirii Yoluyla Cogaltilmasi1 Uzerinde Calismalar

Didem TURKOZU', Fikret YASAR*?, S. Sebnem ELLIALTIOGLU?, Biinyamin
YILDIRIM'

"Tgdir Universitesi Tarla Bitkileri Boliimii, [3dir
Xiiziincii Y11 Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii, Van
3 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii, Ankara
*e-mail: fikretyasar65@gmail.com

Ozet: Tibbi ve aromatik bir bitki olan, kurutulmus veya taze olarak tiiketilen tarhun bitkisinin (4rtemisia
dracunculus L.) doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltimi iizerinde ¢alisilmistir. Tarhun bitkisinde yapilan doku
kiiltiirti ¢aligmasinda, in vitro kosullarda ¢ogaltim i¢in en uygun eksplant tipi, karbonhidrat kaynagi, alt
kiiltiir sayisinin belirlenmesi amaglanmistir. Yapilan ¢alisgmada farkli besin ortamlart denenmis ve en
uygun besin ortammin 1.8 uM BA, 0.3 uM NAA, % 3 toz seker ve % 0.7 agar ilave edilen Murashige ve
Skoog besin ortami oldugu tespit edilmistir. En yiiksek gelisme oran1 % 92.0 degeriyle ‘Siirgiin ucu x Toz
seker’ kombinasyonundan elde edilmistir. Ug kere alt kiiltiir yapilmis, alt kiiltiirlerde rozetlesme ve albino
bitki olusumu goézlenmistir. Besin ortamina GA; ilave edilmesi gelismeyi olumsuz yonde etkilemistir. En
iyi durumda olan siirgiinler ile koklendirme denemeleri kurulmustur. Kéklendirme asamasinda en uzun
koklerin 0.5 mg/l IBA ilave edilen tam MS ve % MS ortamlarindan elde edildigi (sirasiyla 44+14.0 ve
46+£16.0 mm), hormonsuz ortamlardaki koék uzunluklarinin daha kisa olarak belirlendigi goriilmiistiir
(34+11.0 ve 35+08.0 mm). Koklenen tarhun bitkicikleri saksilara aktarilmistir. Tarhunun doku kiiltiiriiyle
¢ogaltilmasi basariyla gergeklestirilmistir. Klonal mikrogogaltimi smirlandiran bir sorun olarak goriilen
albino bitki olusumu ve bunun giderilmesi konularinda detayli ¢aligsmalar yapilmasi gerektigi ortaya
konulmustur.

Anahtar kelimeler: Tarhun (Artemisia dracunculus L.), Mikro ¢ogaltim, Ortam, Siirgiin ucu, Tek bogum
Researches on in Vitro Propagation of Tarragon (Artemisia dracunculus L.)

Abstract: Medicinal and aromatic plants, which are consumed as a dried or fresh tarragon plant
(Artemisia dracunculus L.) through tissue culture propagation were studied. The tissue culture study on
tarragon, explant type most suitable for in vitro propagation, carbonhydrate source, and sub-culture tried
to determine the number. In this study, the optimal nutritional environment of different nutrient media
tried and BA 1.8 uM, 0.3 uM NAA, 3 % sugar and 0.7 % agar supplemented Murashige and Skoog
nutrient medium were determined. The highest growth rate of 92.0 % according to this value, 'Shoot tip x
Granulated sugar' were obtained from the combination. Three times were sub-culture, sub-cultures rosette
and albino plant formation was observed. Addition of GA; adversely affected the development. The
longest roots were obtained from 0.5 mg /I IBA supplemented MS and 2 MS media (44+14.0 and
46+16.0 mm, respectively), hormone-free medium was determined to be shorter root lengths (34+11.0
and 35+08.0 mm ). Tarragon rooted plants were transferred to pots. Tarragon propagation by tissue
culture was carried out successfully. Clonal micropropagation seen as a problem limiting the formation of
albino plants and eliminate about it was that detailed studies should be performed.

Keywords: Tarragon (Artemisia dracunculus L.), Micropropagation, Medium, Shoot tip, Single node
Giris

Asteraceae familyasi bitki tiirlerinden birisi olan Artemisia dracunculus L., ¢ok yillik ¢alims bir bitkidir.
Yaprak altinda bulunan yag bezeleri biberimsi aci tadi olan, giizel bir koku yayar. Iki 6nemli formu

bulunmaktadir. Bunlardan birisi Fransiz tarhunu (estragonu) olarak bilinen Form dracunculus olup steril
gigekleri nedeniyle tohum olusturmadigindan, vegetatif olarak kdk pargasi ve yaprak koltuklarindan
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alman siirgiinler ile ¢ogaltilir. Diger kiiltiirli yapilan Rus tarhunu ise Form redowskii (A.dracunculoides)
daha az aromatik olmakla birlikte tohumla gogaltilabilen 6zellik tasimaktadir (Ceylan, 1996). Ozellikle
Gilineydogu ve Dogu Anadolu Bdlgeleri basta olmak iizere iilkemizin gesitli bolgelerinde taze baharat
olarak kullanildig1 gibi tarhun, kurutulduktan sonra da degerlendirilmektedir (Asimgil, 1997). Tarhun otu
yagda kizartilarak gorbalara, tavuk, balik ve deniz liriinlerinin, av etlerinin {izerine dékmede kullanilir.
Nane-anason karisimi bir aromaya sahip olmasi nedeniyle sirkeli yemeklerde ve balikta 6zel bir
tatlandirma etkisi vardir. Istah agic1 olarak, hazmettirici, barsak gazlarim1 giderici, romatizma engelleyici
kiirlerde ve dis agrismi gidermede kullanildigi bilinmektedir. Antioksidant ve antifungal o6zellikleri
sayesinde gidalarin saklanmasinda yararlanilmaktadir. Likorlerde de bulunabilir. Fransiz mutfagmin
degerli otlarindan biridir. Tarhun, kekik, maydanoz ve frenk maydanozundan yapilan taze karisim klasik
bir kombinasyon olarak kullanilir. Bearnaise ve Remoulade soslarinin yapiminda vazgegilmezdir
(Anonim 2009b).

Hititlerin hava tanrisindan adini alan ve ayrica tarragon adiyla da bilinen bu bitki kuzey yarim kiirede
yetisir. Kokeni Orta Asya veya Sibirya olup, buradan tiim Avrasya’ya yayillmistir (Giilpmar, 2012).
Pelinotugillerden olan tarhun Tirkistan’dan Horasan, Tiirkiye, Avrupa, Hindistan ve Cin’e kadar
yayilmistir. Tarhun, kiiciik ejderhaotu’ diye anilir. ilk defa M.O. 2000°de Cinliler tarafindan kullanildig,
yazili belgelerden anlasilmaktadir. Bitkinin Fransiz, Tiirk ve Rus Tarhunu diye bilinen {i¢ tiirii mevcuttur.
Tirkiye ve Tiirkistan’da yetisen tarhun, Fransiz tarhununa oldukga benzer (Anonim, 2009a). Polimorfik
bir bitkidir ve gesitli varyeteleri tanimlanmistir (2n=36). Kok pargalariyla vegetatif olarak ¢ogaltilabildigi
gibi, ticari olarak ¢ogaltiminda doku kiiltliriinden faydalanilmaktadir (Sutton ve ark., 1985). Tohumla
iretiminin yapilamamasi, tarhun bitkisinin doku kiiltiiri yoluyla cogaltilmasi konusunu giindeme
getirmis, diinyada bu konuda oncii galismalar yapilmistir (Garland ve Stoltz, 1980; Mackay ve Kitto,
1987; 1988; Minas, 2007; Pedroza, 2008; Fernandez-Lizarazo ve Mosquera-Vasquez, 2012). A. vulgaris
L. (Ardiana ve ark., 1998; Sujatha ve Kumari, 2007), A. absinthium L. (Nin ve ark., 1996; Le ve ark.,
2007; Yatoo, 2010), Artemisia petrosa ssp. eriantha (Pace ve ark., 2004), A. pallens L. (Nathan ve Yatoo,
2014), Artemisia annua L. (Tang ve ark., 2008); A. judaica L. (Liu ve ark, 2003) gibi diger akraba
tiirlerde yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarma da rastlanmakla birlikte; ticari tarhunun mikrogogaltimi
konusunda literatiir bilgisi olduk¢a smirlidir. Son yillarda alternatif {iriin ve fonksiyonel gidalara olan
ilginin artmasiyla tarhun bitkisinin daha sik giindeme geldigi gozlemlenmektedir. Bu ¢alismada, tarhun
bitkisinin (Artemisia dracunculus L.) in vitro kosullarda iiretilmesi ve etkin bir liretime olanak saglayacak
optimal sartlarin belirlenmesi amaglanmistir. Bdylece Tiirkiye’de tarhun ¢ogaltim materyalinin kisa siire
i¢inde ¢ok sayida elde edilebilmesi yolunda bilgi ve deneyimlerin olusturulmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Metot
Bitkisel Materyal

Denemede Artemisia dracunculus L. bitkisine ait olan Yiiziincii Y1l Universitesi Bahge Bitkileri
seralarinda yetistirilen Fransiz Tarhunu kullanilmistir.

Besin Ortamlarinin Bilesimi, Dokularin Kiiltiire Alinmasi, Alt Kiiltiirler

Besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel ortam bilesimi kullanilmigtir. Ayrica besin
ortamina 1.8 uM BA + 0.3 uM NAA katildiktan sonra (Mackay ve Kitto, 1988); % 3 oraninda toz seker
veya glukoz ilave edilmis, besin ortamlar1 son hacmine gelecek sekilde distile saf su ile tamamlanmustir.
Bunun ardindan ortam pH’s1 5.7’ye ayarlanmis ve son olarak besin ortamina jellesterici madde olarak %
0.7 oraninda agar ilave edilmistir. Mackay ve Kitto (1988), tarhun doku kiiltiirii i¢in % 3 oraninda sakaroz
(Difco-Bacto) kullanimim tavsiye etmektedir. Ticari iiretime yonelik bir ¢aligma olmasi nedeniyle, daha
ucuz olan toz seker kullanimmin sakaroz yerine gegip gecemeyecegi arastirilmis, ayni dozda kullanilan
glukoz da diger bir enerji kaynagi olarak denemede yer almustir.

Tarhun siirgiinleri % 15°1ik ticari sodyum hipoklorit iginde 15 dakika ¢alkalanarak yiizeysel sterilizasyon
islemine tabi tutulmustur. Bunun ardindan, 3 defa 5’er dakika steril saf su ile durulama islemi yapilmustir.
Siirgiinler steril kurutma kagidi lizerine alinarak eksplant hazirlanmak {izere hazir hale getirilmistir. Tim
bu islemler laminar akisli kabinde aseptik kosullarda yapilmistir. Eksplant olarak iki tip kullanilmistir:
Siirgiin ucu eksplant1 ve tek bogum eksplanti. Siirgiinlerin ucundaki apikal bélgeden 1 cm civarinda, 1-2
geng yaprakli kisim siirgiin ucu eksplanti olarak hazirlanmistir. Siirgiinlerin iizerindeki bogumlarm
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iizerinden ve altindan yarimsar santimetre kalacak sekilde hazirlanan ve yapraklari kesilen bogumlar da,
tek bogum eksplantlarmi olusturmustur. Siirgiin ucu eksplantlari besin ortamia dikey, bogumlar ise yatay
bicimde yerlestirilmislerdir. Petri kutular1 igerisine 5’er adet eksplant ekilmistir. Eksplantlarin petri
kutularindaki besin ortamlarina dikilmesinden sonra kiiltiirler 2 hafta siireyle 26+2 °C sicaklik ve siirekli
karanlik kosullarda tutulmus (Minas, 2007), daha sonra 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde
ayarlanmis fotoperiyodik diizene sahip iklim odasina aktarilmislardir.

Kiltiir ortaminda gelisen siirgiinler, tek bogumlara ve yine siirgiin uglarina boliinerek taze ortamlara
aktarilmigtir. 1. alt kiiltiir ortam1 olarak kullanilan besin ortami ilk dikim ortamimin ayni bilesimine sahip
olacak sekilde (MS + 1.8 uM BA + 0.3 uM NAA + % 3 toz seker + % 0.7 agar; pH: 5.7) hazirlanmustir.
Karbon kaynagi olarak sadece sofralik kullanima uygun toz seker kullanilmistir (30 g/1). L. alt kiiltiire
almadan 6nce her petrideki siirgiinlere numaralandirma yapilarak siirgiinlerin geldikleri kombinasyonlar
kayit altinda tutulmustur. Aktarma tamamlandiktan sonra kiiltiirler fotoperiyodik olarak aydinlatilan iklim
odasina yerlestirilmiglerdir ve alt kiiltiire alma igleminin ardindan 4 hafta sonra sayim ve degerlendirme
yapilmistir. I1. alt kiiltiire alma islemi igin, I. alt kiiltiir sliresini tamamlayan, yeni gelisen siirgiinler tekrar
kodlandirilarak kayit altina almmus; II. alt kiiltire alma islemi i¢in yeniden siirgiin ucu ve tek
bogumlardan olusan mikro g¢eliklere ayrilmustir. 1. alt kiiltiirde kullanilan besin ortami bilesimine ayrica
0.5 mg/l GA; ilavesi yapilmistir.

Birinci alt kiiltiir asamasinda bir yan deneme daha kurulmustur. ilk dikim ortammda oldugu gibi alt
kiiltiirde de toz seker kullanimi ve sakaroz kullanimimin etkisinin bulunup bulunmadigi incelenmistir. Bu
amagla tek bogum ve siirgiin ucu eksplantlarindan 50’ser adet, 30 g/l sakaroz veya toz seker bulunduran
Lalt kiiltir ortam bilesimine aktarilmistir. Diger uygulamalarda oldugu gibi 4 haftanin sonunda
degerlendirme yapilmis, eksplant bagina olusan siirgiin sayist hesaplanmustir.

Siirgiin boylarinin uzatilabilmesi ve bogum aralarmin kisalmasiyla ortaya ¢ikan rozetlesme egiliminin
ortadan kaldirilmasi i¢in yapilan 0.5 mg/l GA; ilavesi, bir sonraki aktarma agamasi olan III. alt kiiltiirde
de kullanilmis, ancak bu defa GA; ilave edilmeyen bir grup daha olusturulmustur. Boylece GA;’lin
siirglinler tizerindeki etkisini goérebilmek icin, GA; ilave edilmeyen ve GAj;’lii ortamlara aktarim
yapilmugtir. II1. alt kiiltiirde sadece saglikli gelismesine devam eden iki bogumlu mikrogelikler eksplant
olarak kullanilarak alt kiiltiirler kurulmustur. Her uygulamada 20’ser adet mikrogelik yer almistir. 4 hafta
sonunda siirgiin sayist ve gelisme durumlarmin degerlendirilmesi islemi gergeklestirilmistir.

Koklendirme asamasi

Koklendirme asamasinda MS ortami tam kuvvette veya % kuvvette hazirlanmis, bu ortamlara 0.5 mg/1
IBA ilavesi yapilmis veya tamamen hormonsuz olarak birakilmistir. Ortamlara 150°ser adet 2-3 bogumlu
mikrogelikler vertikal olarak yerlestirilmistir. Ug hafta sonra koklenme oranlar1 belirlenmis ve % olarak
gosterilmis, 3 ve 6 hafta sonraki kok boylar1 6l¢tilmiistiir.

Tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulan denemelerden elde edilen sayisal degerler, varyans
analizine tabi tutulmus ve uygulamalar arasindaki farkliliklarin istatistiksel agidan 6nemlilik derecesi
ortaya konulmustur.

Bulgular ve Tartisma
ilk gelistirme asamas

Saksida yetistirilen bitkilerden alinan siirgiinlerden hazirlanan siirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarmin
ve besin ortamina ilave edilen iki farkli karbonhidrat kaynagmin (toz seker ve glukoz) siirgiin gelisimi ve
yasama orani iizerine etkilerinin incelendigi ilk dikim asamasinda (=establishment stage) elde edilen
sonuglar, Cizelge 1°de verilmistir. En yiiksek gelisme oran1 % 92.0 degeriyle ‘Siirgiin ucu x Toz seker’
kombinasyonundan elde edilmis, bunu “Tek bogum x Glukoz’ kombinasyonu % 90.0’lik gelisme oraniyla
izlemigstir. ‘Siirgiin ucu x Glukoz’ ve ‘Tek bogum x Toz seker’ kombinasyonlar1 da % 84.0 ve % 81.1
gelisme orani vermislerdir. Siirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarinin birbirine yakin yasama ve gelisme
orani vermelerinin yani sira, karbon kaynagi olarak ayni dozda olmak kaydiyla toz seker veya glukoz
kullanilmasi arasinda da, gelismeyi onemli Olciide etkileyebilecek biiyiik bir farklilik bulunmamuistir.
Sekil 1’de siirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarindan gelisen siirgiinler goriilmektedir. Eksplant bagina
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stirgiin sayist bakimindan denemede yer alan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak énemli bir farklilik
saptanmamistir. Bu nedenle genel bir ortalama olarak 2.47+ 1.46 adet siirglin sayisinin, ilk dikimin
yapilmasindan sekiz hafta sonra elde edilebildigi sdylenebilir. Caligmamizda kullanilan eksplant tiplerine
benzer olarak degisik tiirlerin mikrogogaltiminda farkli eksplant tiplerinin kullanildig1 bir¢ok arastirici
tarafindan da rapor edilmistir. Kumari ve Saradhi (1992), Origanum vulgare’nin kallus kiiltiiriinden bitki
rejenerasyonunu  ve hizli ¢ogaltimmi arastirdiklar1 ¢alismalarinda kotiledon, hipokotil ve kok
segmentlerini eksplant olarak kullanmislardir. Nanenin (Mentha sp.) doku kiiltiri ile g¢ogaltilma
olanaklarinin arastirildigi cahsmalarda (Cellarova, 1992; Ellialtioglu ve ark., 1998) siirgiin ucu ve tek
bogumlar kullanilmistir. Erzen-Vodenik ve Baricevic (1996) Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Salvia
officinalis, Hypericum perforatum’un doku kiiltiirii ile ¢cogaltilmasinda siirgiin uglarini, Yiirekli ve Baba
(1995) Thymus sipyleus, Sideritis sipylea’de yaprak sapi, yaprak pargalari, tek bogum ve siirgiin uglarini,
Arrebola ve ark. (1997), Satureja obovata tiiriiniin mikrogogaltiminda tek bogumlari eksplant olarak

kullanmuglardir.

Sekil 1. 1lk dikim ortamidaki tarhun siirgiinleri: a. Siirgiin ucu eksplantindan gelisen ve sakarozlu
ortamdaki bir siirgiin, b. Tek bogum eksplantindan gelisen ve sakarozlu ortamdaki bir siirgiin, c. Siirglin
ucu eksplantindan gelisen ve toz sekerli ortamdaki bir siirglin, b. Tek bogum eksplantindan gelisen ve toz

sekerli ortamdaki bir siirgiin

Cizelge 1. Tarhunda ilk gelisme asamasinda elde edilen sayisal degerler ve oranlari

Eksplant ~ Karbon Kiiltiire Enfeksiyon Gelismeyen Geligme Ortalama 8.Hafta
Tipi Kaynagi  Alinan Nedeniyle  Eksplant Orani Siirgiin Sonunda
(%3) Eksplant  Elemine Sayist (%) Sayis1/ Gelisen Siirgiin
Sayisi Olanlar Eksplant Sayisi

Stirgiin Toz seker 50 - 4 92.0 2.50+1.18 115

ucu Glukoz 50 - 8 84.0 2.57+1.25 108

Tek Toz seker 35 24 1 81.8 2.70+1.11 37
bogum Glukoz 45 25 2 90.0 2.11+2.28 48
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[lk iki hafta tamamen karanlik kosullarda inkiibe edildikten sonra fotoperiyodik diizende 1siklandirilan
kosullara aktarilan kiiltiirler, 1-2 giin igerisinde hemen yesil renklerine kavusmuslardir. Kiiltiirlerde
herhangi bir kararma veya vitrifikasyon sorunu ile karsilagilmamistir. Siirgiin ucu veya tek bogum
eksplantlarmi kiiltiire alma bakimindan bir tercih yapmayi saglayacak onemli bir sayisal farklilik
bulunmamistir. Mackay ve Kitto (1988), fransiz tarhunu (4.dracunculus) bitkisinin hizli ¢ogaltimi i¢in
stirgiin uglarinin en iyi eksplant oldugundan bahsetmekte, ancak bunlarin dikey degil yatay olarak besin
ortamima yerlestirilmesinin daha basarili sonuglar verdigini bildirmektedir. Minas (2007), apikal
meristemleri kullanarak tarhun bitkisinde in vitro kiltiir yapmis, bu eksplant tipinin de tarhun icin
kullanilabilir oldugundan bahsetmistir.

MS ortami, g¢alismamizda Mackay ve Kitto (1988) ile Minas (2007) tarafindan da belirtildigi gibi
basartyla kullanilmistir. BAP ve NAA dozu da ilk gelisme asamasi i¢in olumlu bulunmustur ve herhangi
bir degisiklik yapilmasina gerek duyulmamistir. Bu yoniiyle Mackay ve Kitto (1988)’nun 6nerileri uygun
goriilmiistir. Bitki dokularmdan organ farklilasmasinda oksin ve sitokininler énemli rol oynamaktadir.
Bilindigi gibi sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin yiiksek olmasi
kok olusumunu desteklemektedir (Werbrouck ve Debergh, 1994).

Alt kiiltiir asamalar

Tek bogumlara ve yine siirgiin uclarina boliinerek taze ortamlara aktarilan tarhun eksplantlar ile 1. alt
kiiltiirler kurulmustur. 1. alt kiiltlir sonunda baslangigta toz sekerli ortamdan gelen siirgiin ucu
eksplantlarindan ortalama 2.42 siirgiin/eksplant; baslangicta glukozlu ortamdan gelen siirgiin ucu
eksplantlarindan ortalama 1.99 siirgiin/eksplant; baslangicta toz sekerli ortamdan gelen tek bogum
eksplantlarindan ortalama 1.26 siirgiin/eksplant; baslangicta glukozlu ortamdan gelen tek bogum
eksplantlarindan ortalama 3.72 siirgiin/eksplant elde edildigi belirlenmistir. Cizelge 2’de 1. ve II. alt
kiiltiire alman toplam eksplant sayisi ve 4 hafta sonunda sayilan yeni siirgiinlerin toplam sayilari, Sekil
2’de ise alt kiiltiirde gelisen siirglinlerin goriintiisii verilmistir.

Sekil 2. I. alt kiiltiirlin sonunda gelisen yeni tarhun siirgiinleri (MS + 1.8 uM BA + 0.3 pM NAA + % 3
toz seker + % 0.7 agar; pH: 5.7); st siradakiler: tek bogum eksplantindan c¢ogalan yeni
stirgiinler, alt siradakiler: siirgiinucu eksplantindan ¢ogalan yeni siirgiinler.
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Cizelge 2. Tarhunda 1. ve II. alt kiiltiir agamasinda elde edilen sayisal degerler ve oranlari

Eksplant  Tlk . Alt Kiltire 4 Hafta II. Alt Kiiltire 4 Hafta Toplam  Siirgiin

Tipi Dikimdeki Alman  Toplam Sonunda Almman Toplam Sonunda Sayisinin
Karbon Eksplant Sayisi Gelisen  Eksplant Sayisi Gelisen  Baglangig

Kaynagi (slirgiin + bogum)  Siirglin ~ (siirgiin + bogum) Siirgiin ~ Eksplantt Sayisina

Sayist Sayist Orani
Siirgiin Toz seker 115 + 41 378 378 + 216 750 15.00
ucu Glukoz 108 + 21 257 257 + 145 531 10.62
Tek Toz seker 27 + 7 43 43 + 73 150 15.00
Bogum  Glukoz 38 + 8 171 171 + 115 332 18.44

BAP ve NAA kombinasyonu, aksiller siirgiin olusumunu saglamistir. Degisik tiirler ile yapilan pek ¢ok
arastirmalarda da, tek bagina BAP veya farklit BAP, NAA kombinasyonlarini igeren MS ve BS besin
ortamlarinin ve degisik eksplant tiplerinin siirgiin olusumu iizerindeki etkileri gdsterilmistir. Cellorava
(1992) ve Ellialtioglu ve ark. (1998), Mentha longifolia’nin mikro-¢ogaltimi i¢in siirgiin ucu ve tek
bogumlar1 eksplant olarak kullanmuslardir. 30 g/l sukroz ve 2 mg/l BAP i¢eren MS ortaminin etkin bir
siirglin rejenerasyonu i¢in uygun oldugunu bildirmiglerdir. Tek bogum eksplantlarmin bu amagla
kullanilabileceginden bahsetmiglerdir. Yiirekli ve Baba (1995), bazi endemik tiirler ile yaptiklar
¢alismada siirglin olusumunun 0.4 mg/l NAA ve 3.0 mg/l BA igeren MS besin ortaminda gergeklestigini
belirlemislerdir.

IIk dikim ortaminda gelistirilen siirgiinlerin bir kismi, karbon kaynagi olarak sakaroz ve toz seker
arasmdaki farkin belirlenmesi amaciyla tekerriirlii olarak paralel bir denemeye tabi tutulmustur. Siirgiin
uglar1 ve bogum eksplantlart % 3 oraninda toz sekerli veya sakarozlu ortamlara dikilmistir. Toz seker
kullanilan ortamdaki siirgiin uglar1 siirglin sayisi/eksplant bakimindan en yiiksek degeri vermis
(5.02£2.10), bunu sakarozdaki siirgiin ucu, toz sekerdeki tek bogumlar ve sakarozdaki tek bogumlar
izlemistir (4.73+1.91, 4.18+1.49, 3.83+1.37 siirgiin sayisi/eksplant) (Cizelge 3). Besin ortaminda 30 g/1
sakaroz bulunmasi, Garland ve Stoltz (1980), Mackay ve Kitto (1988) tarafindan tarhun i¢in siirgiin
¢ogaltimi asamasmnda en uygun bulunmustur. Minas (2007) da, benzer sonuglar elde etmistir. Bu
calismada sakaroz yerine yine ayni tabiatta olan fakat sofrada kullanilabilecek safliktaki toz seker
kullanilmstir. Toz sekerin sakaroz yerine kullanilabilecegi goriilmistiir. Toz sekerin fark yaratmaksizin
basarili sonuglar vermesi, in vitro ¢ogaltim maliyetini diisiirebilecek 6nemli bir bulgu olarak o6ne
cikmistir.

Cizelge 3. Birinci alt kiiltiirde eksplantlarin toz sekerli veya sakarozlu ortamlara aktarilmasindan 4 hafta
sonraki siirgiin sayilari

Eksplant Uygulama Kiiltire alman Siirgiin Canli kalan Albino olusan
Tipi eksplant sayisi  sayisi/Eksplant eksplant sayis1  eksplant sayisi
Toz seker  Siirgiin ucu 50 5.02+2.10° 47 5

Tek bogum 50 4.18+1.49 ® 50 4
Sakaroz Siirgiin ucu 50 4.73£1.91 % 48 7

Tek bogum 50 3.83+1.37° 48 2

*Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni siitunda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemlidir.

0.5 mg/l GA; ilavesi yapilan ve toz seker igeren standart ortamlarda Il.alt kiiltiire alinan siirgiinler ilk iki
hafta icerisinde oldukga iyi gelisme gostermislerdir. Siirgiinler yesil ve canli goriiniimlerini muhafaza
etmisler, yapraklar bir miktar irilesmistir. Ancak tgiincii haftadan itibaren II. alt kiltiirdeki gelisme
hizinda ve bitkilerin goriiniimlerinde gerilemeler ortaya ¢ikmaya baglamistir. Ciicelesme ve
rozetlesmelerin belirgin oldugu bu agamada, elde edilen siirgiinlerin kalitesinde de azalmalar meydana
gelmistir. Doku 6liimleri meydana gelmeye baslamustir. ikinci alt kiiltiiriin 4. haftas1 tamamlandiginda
beyazlasma, rozetlesme ve gelisme geriligi daha da belirgin olmaya baslamustir. ikinci alt kiiltiirde siirgiin
olimleri ve albino bitkilerin olusumu nedeniyle alt kiiltlire alma islemine son verilmistir.

Ikinci alt kiiltiirden sonra saglikli siirgiinler iki bogumlu mikrogelikler haline getirilerek taze ortamlara
aktarilmigtir. Boylece III. alt kiiltiir denemesi kurulmustur. GA; ilave edilmeyen ve GAj;’lii ortamlara
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aktarim yapilmistir. Kontrol ortamlarinda siirgiinler gelismelerini slirdiirmeye devam etmisler ve siirgiin
olusturmuslar, buna karsilik GA; katkili ortamlara aktarilan siirgiinler kahverengilesmis ve canliliklarini
yitirmiglerdir. Miyoshi ve Mii (1995), Calanthe discolor orkide tiiriinde ¢imlenme oranini artirmak
amaciyla 0, 10, 100 ve 1000 mg/l GA; soliisyonunda bir giin boyunca daldirma yapip tohumlar1 bu
islemin ardindan kiiltiire almislar veya besin ortamma 1 ya da 10 mg/l GA; ilave etmislerdir. GA;
uygulamasi ¢imlenmeyi engelleyici etki yapmistir. Glimiis (2009) de, bazi salep orkidelerinin in vitro
¢imlendirilmesi ve bitki gelistirilmesi {izerine yaptig1 ¢alismasinda besin ortamina GA; ilavesinin
¢imlenme ve gelisme oranlarina engelleyici etki yaptigimi bildirmistir. Calismamizda GA; ilave edilen
ortamlara aktarilan siirgiin uglarmin % 38’1, tek bogumlarin ise % 14’1l canliligini siirdiirmiis oldugu
halde; GA; ilave edilmeyen kontrol ortamlarinda bu oranlar % 93 ve 91 olmustur (Cizelge 4).

Cizelge 4. Uciincii alt kiiltir asamasinda GA; igeren ve icermeyen ortamlara aktarilan tarhun
stirgiinlerinin, 4 hafta sonraki canli siirgiin sayilari

Eksplant Uygulama Kiiltiire Alman Siirgiin Canli Kalan Albino Olusan
Tipi Eksplant Sayis1  Sayisi/Eksplant  Eksplant Sayisi  Eksplant Sayisi
Siirgiin ucu ~ Kontrol 20 5.32+1.76 17 5

GA; 20 2.12+1.18 8 -
Tek bogum  Kontrol 20 4.23£2.69 18 4

GA; 20 2.14+1.57 3 -

Koklendirme asamasi

Tam kuvvette veya % kuvvette hazirlanan ve 0.5 mg/l IBA ilavesi yapilmis veya tamamen hormonsuz
olarak birakilan MS ortamlarina aktarim yapilmistir. Koéklenme amaciyla uygulama yapilan ve saglikli 2-
3 bogumlu tek siirgiinlerin dikildigi farkli dort bilesime sahip ortamlardaki kdklenme oranlarmna iligkin
bilgiler Cizelge 5’te verilmistir. Tarhun siirgiinlerinin in vitro kosullarda kdklenmesiyle ilgili herhangi bir
sorun olugmamustir.

Cizelge 4.5. Koklendirme asamasinda dort farkli bilesimdeki ortamda tarhun siirgiinlerinin koklenme

oranlar1
Besin Ortamlari Koklendirme Koklenen Siirgilin 3 Hafta Sonra 6 hafta Sonra
Ortamina Orani (%) Kok Uzunlugu Kok Uzunlugu
Dikilen (mm) (mm)
Siirgiin Sayis1

K1 (MS hormonsuz) 150 100 34+ 11.0° 157+20.4°

K2 (%2 MS hormonsuz) 150 100 35+08.0 ° 173£25.5°

K3 (MS + 0.5 mg/l IBA) 150 100 44+14.0° 121+£18.4°

K4 (2 MS + 0.5 mg/l IBA) 150 100 46+16.0 * 142424.0°

Denemede yer alan hormon ilave edilen veya hormon ilavesi yapilmayan tam kuvvetteki veya yari
kuvvette hazirlanan MS ortamlarinin timiinde % 100 oraninda koklenme meydana gelmistir. Kok
olusumu igin farkli IBA konsantrasyonlarini (0.0, 0.5 mg/l) iceren MS ve %2 MS ortamlar kullanilmistir.
Bu ortamlarin kok olusumu tizerindeki etkilerinin 6nemli diizeyde olmadig1 belirlenmistir. Benzer sekilde
Piatczak ve ark. (2005) da, hormon icermeyen MS ortaminin koklendirmeyi artirdigini rapor etmislerdir.
Mackay ve Kitto (1988), koklendirme asamasindaki tarhun eksplantlarinin NAA veya IBA ilave edilen ve
kontrol ortamlarinda kdklendirildigini bildirmis; ancak en yiiksek kdklenme orant % 86 olmustur. Bizim
¢alismamizda bu agidan basar1 daha yiiksek bulunmustur. Minas (2007), kdklendirme konusunda sayisal
verilere yer vermemis ancak herhangi bir sorundan da bahsetmemistir. /n vitro kdklenen bitkilerin dis
kosullara aktarildigini, baz siirgiinlerin serada ex vitro koklendirildiklerinden de sz etmistir. Bu bulgu,
Y5 MS ortaminda %100 oranindaki kdklenme ile de uyusmaktadir.

Koklenen tarhun bitkiciklerinin dig kosullara aligtirilmast amaciyla perlit doldurulmus saksilara aktarma
islemi yapilmis ve ardindan naylon torbalarla saksilar kapatilmistir. klim odalarinda bu sekilde 2 hafta
yagatilan bitkileri koruyan naylon torbalarin agilmasi ile birlikte birka¢ giin igerisinde materyal
kaybedilmistir.
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Sonuc¢

Tarhun bitkisi i¢in uygun besin ortammm MS + 1.8 uM BA + 0.3 uM NAA + % 3 toz seker + % 0.7
agar; pH: 5.7 oldugu tespit edilmistir. En yiiksek gelisme orani1 % 92.0 degeriyle ‘Siirgiin ucu x Toz
seker’ kombinasyonundan elde edilmis, bunu “Tek bogum x Glukoz’ kombinasyonu % 90.0°lik gelisme
orantyla izlemigtir. Kullanilan karbon kaynagi agisindan ayni dozda olmak kaydiyla toz seker veya glukoz
kullanilmas1 arasinda, gelismeyi 6nemli Olgiide etkileyebilecek bir farklilik ortaya ¢ikmamistir. Bu
¢alismada sakaroz yerine yine ayni yapida olan fakat sadece sofrada kullanilabilecek safliktaki toz seker
kullanilmustir. Toz sekerin sakaroz yerine kullanilabilecegi goriilmiistiir. Eksplant bagma siirgiin sayist
bakimindan denemede yer alan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak Onemli bir farklilik
bulunmamuigtir.

GA; katkisi tarhun siirglinlerinin doku kiiltiirii asamalarinda o6zellikle alt kiiltiirlerde olumlu
bulunmamistir. Olumsuz etkisi belirlenen gibberellik asit ilavesi siirgiinlerde kahverengilesme ve canlilik
kaybinin artmasina neden olmustur. Birinci alt kiiltiirde birka¢ adet olmakla birlikte daha sonraki alt
kiiltiirlerde albino bitki veya kimerik albino goriiniimlerle %15-25 arasinda karsilagiimistir. Bu konunun
arastirilmaya gereksinim duydugu kanaati olusmustur.

Koklendirme ortamima aktarilan siirgiinlerin 6 haftalik olduklarinda koklerinin uzadigi ve en uzun
koklerin K2 ortamimdan (1/2 MS hormonsuz) elde edildigi (173+25.5 mm), bunu K1, K4 ve K3
ortamlarmin izledigi gorilmistir (157+20.4, 142+£24.0 ve 121£18.4 mm). IBA igeren ortamlarin
koklenmelerinin dallanarak oldukga fazla yogunluk olusturdugu ve bazi koklerin kalinlastigi da dikkat
¢ekmistir ancak kok uzunlugu daha az olmustur. Calismamizda kok olusumu igin farkli IBA
konsantrasyonlarint (0.0, 0.5 mg/l) iceren MS ve % MS ortamlar kullanilmigtir. Bu ortamlarin kok
olusumu tizerindeki etkilerinin énemli diizeyde olmadig: belirlenmistir. IBA katkisi ile koklenme % 100
oldugu, IBA igermeyen hormonsuz MS ortammin etkisinin de IBA ile benzer bulundugu ve kok
olusumunu % 100 oraninda meydana getirdigi tespit edilmistir. Dis kosullara alistirma asamasinda nem
ve iklimlendirme kosullarmim optimize edilmesi gerektigi, atmosfer neminin yeterli olmamasi halinde
bitkiciklerin yagsama sansi bulamayacaklar1 anlasiimistir.

Sonug olarak tarhun bitkisinin doku kiiltiirdi ile gogaltilmasinda siirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarinin
basariyla kullanilabilecegi, toz sekerin maliyeti diigiiren bir faktor olarak kullaniminin énerilebilecegi, iki
alt kiiltiiriin basar ile yapilabilecegi ortaya konmustur. Alt kiiltiir sayisinin artirilmasi, fizyolojik doku
kiiltiirii sorunlarinin ¢oziilmesi ve kiiltiiriin devamliliginin saglanmasi konusunda yeni ¢aligmalara
gereksinim bulunmaktadir.
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