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OZET

Diinyada siis bitkilerine olan talep giin gegtikge artmaktadir. Ancak, ticari bir siis bitkisi olan alev
agacinin  vejetatif yollar ile ¢ogaltilmasinda kullanilan g¢eliklerde koklenme sorunlarina
rastlanilmaktadir. Vejetatif tiretimde karsilagilan bu zorluklarin asilmasinda birgok tiirde bitki doku
kiiltiirti tekniklerinden yararlanilmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismanin amaci ekonomik degere sahip olan
alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi i¢in uygun bitki biiyiime diizenleyicisi igeriginin yari-kati kiiltiir
sisteminde belirlenmesidir. Caligmada farkli sitokinin tipleri [BA (6-benziladenin), KIN (Kinetin); TDZ
(Tidiazuron); 2-iP (2 —izopentiladenin)] ve miktarlari (0, 1, 2, 4 mg 1) ile birlikte ¢esitli karbon
kaynaklar1 (sukroz ve glikoz) ve miktarlar1 (0, 15, 30 g 1™%) yari-kat: besi ortaminda denenmistir. Alev
agacina ait govde uglarindan en yiiksek ¢ogaltim (%100) ve eksplant basina en fazla gévde olusumu
(3.7), 2 mg It BA ve 30 g I sukroz ile desteklenen yari-kat: MS besi ortaminda elde edilmistir. Olusan
govdelerde en yitksek koklenme (%40) 4 mg I IBA ile desteklenen yari-kati besi ortamunda 1 hafta
kiiltiirleme ve sonrasinda oksin igermeyen besi ortamina aktarilma ile saglanmigtir. Koklenen govdeler
daha sonra in vivo kosullara basariyla iklimlendirilmislerdir.

Influences of different types of cytokinin and sugar on in vitro proliferation of fraser
photinia

ABSTRACT

There is an increasing demand to ornamental plants in the World. However, problems faced with the
rooting of cuttings in the propagation of ornamental fraser photinia plants. Plant tissue culture
techniques are used in several plant species to overcome such difficulties of vegetative production.
Therefore, the aim of this study concerns the identification of optimum plant growth regulator content
in semi-solid culture for the micropropagation of economically important fraser photinia. Thus,
different cytokinin types [BA (6-benzyladenine), KIN (Kinetin); TDZ (Thidiazuron); 2-iP (2 —isopentyl
adenine)] and amounts (0, 1, 2, 4 mg ™) together with various carbon sources (sucrose and glycose) and
amounts (0, 15, 30 g I'") were assessed in semi-solid medium. The highest proliferation rate (100%) and
the maximum number of shoots proliferated per explant (3.7) were obtained in shoot tips of fraser
photinia on semi-solid MS medium supplemented with 2 mg I BA and 30 g I sucrose. The highest
rooting (40%) was achieved in proliferated shoots on semi-solid medium supplemented with 4 mg I
IBA for 1 week followed by transfer of the microshoots to auxin-free medium. Rooted shoots were then
successfully acclimatized to in vivo conditions.
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1. Giris

Alev agaci (Photinia x fraseri Dress.) her dem yesil
olan ve 3-5 metreye kadar uzayabilen odunsu bir siis
bitkisidir. Rosaceae ailesinin bir iiyesi olan bu tiir,
Japonya kokenli Photinia glabra ve Cin kokenli
Photinia serrulata arasinda yapilan bir hibrit bitkidir
(Larraburu et al., 2007). P. fraseri etkileyici yaprak

ozellikleri, renkleri, hizli bliyiime 6zelligi ile fidecilikte
¢ok tercih edilen bir siis bitkisidir (Kane, 1987). Uzun,
diiz ve parlak olan yapraklar soguk kosullara direnglidir
ve sahip oldugu yogun kirmizi rengi nedeniyle en uctaki
yapraklar oldukca dikkat ¢ekicidir. Photinia, park ve
bahgelerde, yol kenarlarinda ¢it ya da siis bitkisi olarak
kullanilir. Hava kirliligine, zayif drenaja, kurak
topraklara sahip sehir alanlarinda bile yetigebilen bir
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bitkidir. Etkileyici yapraklari ve olumsuz ¢evre
sartlarina olan direnci ile tiiriin ekonomik ve g¢evresel
degeri her gecen giin artmaktadir.

Alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi i¢in giiniimiize
kadar yapilan calismalar olduk¢a simirlidir (Srnegin,
Kane et al., 1987; Leifert et al., 1992; Akdemir et al.,
2010). Turtin in vivo koklenmesinde karsilagilan
sorunlar nedeniyle son zamanlarda daha ¢ok in vitro
cogaltilan gdvdelerin yiiksek derisimde oksin (IBA; 3-
indol biitrik asit) kullanilarak, uyarilmasi ve besi
ortamina floroglukinol (PG) gibi fenolik bilesenler
(Ramirez-Malagéon et al., 1997) veya bitkilerin
koklenmesini tesvik eden ve bitkinin rizosferinde
kolonize olan rizobakterilerin eklenmesi (Larraburu et
al.,, 2007) ile koklenmenin iyilestirilmesine yonelik
caligmalar yapilmigtir. Bitki biiyiimesini  uyaran
Rhizobakteriler ~ (PGPR)  olarak  bilinen  bu
mikroorganizmalar baslica Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus ve Pseudomonas tiirlerini i¢ermektedir. Doku
kiiltiirinde PGPR kullaniminin mikrogogaltim ile elde
edilen govdelerin koklendirilmesine olan etkisinin alev
agaci bitkisinde denendigi ¢aligmada (Larraburu et al.,
2007), govde uglarinin koklenmesi kiiltiir besi ortamina
hem oksin hem de Azospirillum brasilense ve
Azotobacter chroococcum inokiile edilerek, arttirilmaya
calistlmistir. Elde edilen sonuglara gore bakteriyel
inokiilasyon alev agact govdelerinin daha erken
koklenmesini saglamistir. Ozellikle A. brasilense ile
beraber yapilan 49.2 uM IBA kullanimi kokiin taze ve
kuru agirlhigint (sirastyla %105 ve %137), kok yiizey
alanin1 (%65) ve govdenin taze ve kuru agirligim
(swrastyla %32 ve %62) belirgin olarak arttirdig1 rapor
edilmistir. Koklenmeye ek olarak, gévdelerin ¢ogaltimi
i¢in MS besi ortaminin farkli derisimlerde (0.0; 2.2; 4.4;
8.0; 44.4 uM) BA biiyiime diizenleyicisi eklenmis ve en
yiiksek cogaltim orani (4.3) 4.4 uM BA iceren besi
ortaminda elde edilmistir. Ramirez-Malagon et al.
(1997) alev agac1 bitkisinden gdvdelerin uyarilmasi i¢in
4.4 uM BA kullaniminin en iyi sonucu verdigini rapor
etmesine karsin, Kane et al. (1987) ve Leifert et al.
(1992) sirastyla 8.0 ve 2.2 uM derisimin kullanilmasim
Onermistir.

Hizli bir sekilde klonal ¢ogaltima olanak taniyan ve
bir bitki doku kiiltiirii yontemi olan mikrogogaltim
tekniginin alev agaci bitkisi igin gelistirilmesinin bu
tirtin 6nemli bir genetik degisiklige ugramadan hizl
¢ogaltimmi saglama potansiyeli bulunmaktadir. Bu
nedenle, bu calismanin amacit dnemli bir ekonomik
degere sahip olan alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi
icin uygun besi ortami ve bitki bilylime diizenleyicisi
igeriginin yari-kati kiiltiir sisteminde belirlenmesidir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitki materyali
Calismada kullanilan  Photinia %fraseri  Dress.

bitkisine ait 1 yil boyunca in vitro kosullarda 1 mg 1™ 6-
benziladenin (BA) ile desteklenen MS (Murashige ve

Skoog, 1962) besi ortaminda cogaltilan yaklasik 20
mm’lik stirgiinler, Vivai Battistini fidanhigindan
(Cesena, Italya) alinmis ve GTU, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimi, Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari’nda diizenli zaman araliklarinda in vitro
kosullarda alt kiiltiirlenerek, yasatilmistir. Calisma
kapsaminda eksplant olarak; in vitro kiiltiirde gelistirilen
bitkilerden aseptik sartlarda sadece tepe siirgiinlerinden
govde uglart ¢ikartilarak kullanilmistir.

2.2. Farkli sitokininlerin in vitro ¢ogaltima olan
etkilerinin belirlenmesi

MS besi ortamina farkli sitokinin biiyiime
diizenleyicileri [BA, kinetin (KIN), tidiazuron (TDZ) ve
2-izopentiladenin (2-iP)] ¢esitli miktarlarda (1, 2, 4 mg
Iy eklenerek, bu sitokininlerin alev agaci govde
uglariin proliferasyonuna olan etkileri belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar karsilastirilarak, eksplanttan en
yiiksek g¢ogaltimi saglayan sitokininin tiirii ve miktar
optimize edilmigtir. MS besi ortami igerik olarak ayni
sekilde hazirlanmigtir, ancak sitokininlerden TDZ ve 2-
iP hormonlarinin yiiksek sicakliklarda yapisi bozuldugu
icin bu bitki biiyiime diizenleyicileri besi ortamu otoklav
edildikten sonra filtre ile steril edilerek, eklenmistir.
Diger iki sitokinin BA ve KIN’ler ise hazirlanan besi
ortamma otoklavdan oOnce ilave edilmistir. Farkli
sitokinlere sahip besi ortami govde uglart aktarildiktan
sonra eksplantlar ¢ogaltim i¢in bitki biiylitme odasinda
4 hafta bekletilmislerdir.

2.3. Farkli karbon kaynaklarimin in vitro ¢ogaltima olan
etkilerinin belirlenmesi

In vitro kosullarda gelistirilen bitki kiiltiirlerinin
heterotrofik olmasi nedeniyle alev agacina ait govde
uclarmin ¢ogaltimi igin ¢esitli karbon kaynaklari (glikoz
ve siikroz) farkli miktarlarda (0, 15, 30 mg 1™) optimize
edilen besi ortamma aktarilmis ve ilgili sekerlerin
¢ogaltimma olan etkileri belirlenmistir. Yine eksplant
olarak alinan gévde uglart 4 hafta ¢cogaltimi igin bitki
biiylitme odasina aktarilmustir.

2.4. Govdelerinde novo koklendirilmeleri ve in vivo
kosullara iklimlendirilmeleri

In vitro cogaltilan gévdeler uygun besi ortaminda
diizenli araliklarla (her 4 haftada bir) altkiiltiirlendikten
sontra en az 10 mm olan govdeler in Vvitro
koklendirilmeleri igin farkli oksin gesitleri [indol biitrik
asit (IBA) ve indol asetik asit (IAA)] farkli miktarlarda
(0, 1, 2, 5 mg I"") denenmistir. Koklendirme islemi igin
farkli miktarlarda IBA ve TAA igeren besi ortamlari
steril sartlarda hazirlanarak, bebek mamasi kaplarina
konulmus ve her bir kaba 15 adet ayn1 uzunlukta
bitkicikler aktarilmistir. Mikrogdvdeler 1 hafta boyunca
muamele edildikten sonra oksin igermeyen MS besi
ortamina aktarilmiglardir. Besi ortaminda bulunan
sekerden arindirmak igin bitkicik kokleri distile su ile
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koklere zarar vermeden yikanmistir. Daha sonra sularin
stiziilmesi i¢in kokler kurutma kagidina aktarilmig ve bir
stire bekletilmistir. Kurutma kagidinda suyu siiziilen
bitkicikler onceden otoklavda steril edilen torflarla
birlikte kiigiik saksilara aktarilmistir ve {izeri plastik
orti ile kapatilarak yiiksek nem altinda gelismeleri
izlenmigtir. Daha sonra nem igerigi asamali olarak
plastik ortii {izerinde her giin 2 delik agilmas: yoluyla
diistiriilmiis ve en sonunda ortii tamamen kaldirilarak, in
vivo kosullara alistirilmalari saglanmigtir.

2.5. Verilerin toplanmasi ve istatistiksel analizi

Her eksplantten olusan govde c¢ogaltimi (%),
eksplant basina olusan gdvde sayisi ve ortalama govde
boyu (mm), besi ortaminda eksplantlarmn 25°C + 2°C
sicaklik ve 16 saat aydinlik (3000 liiks) ve 8 saat
karanlik kosullar altinda 4 hafta kiiltiirleme sonrasi
kaydedilmigtir. Cogaltilan govdeler koklenme besi
ortamina aktarilip, koklenen bitkilere ait veriler
(koklenme yiizdesi, gdvde basina olusan kok sayisi ve
kok uzunlugu) besi ortamina aktarimdan en az 4 hafta
sonra kaydedilmistir. Her bir deneme en az 25 eksplant
ile yapilmis ve 2 kez tekrarlanmistir. Bunun yam sira,
govde olusturma kapasitesi (G.O.K. indeksi) Lambardi
et al. (1993) rapor ettikleri formiile gére hesaplanmistir:

G.0.K indeksi= Rejenere olan eksplant bagina
olusan ortalama gévde sayis1 x rejenere olan eksplant
yiizdesi / 100

Mikrogogaltim sonrasinda elde edilen veriler
degerlendirilirken, oransal veriler arasindaki farkliliklar

X? testi ile, ii¢ veya daha fazla yiizdeler arasindaki
farkliliklar ise Post hoc ¢oklu kargilagtirma testine gore
yapilmistir (Marascuilo ve McSweeney, 1977). Farkli
verilerin  karsilastirilmas:  i¢in, varyans analizleri
(ANOVA) takiben ortalamalari karsilagtirmak icin
P<0.05 olacak sekilde anlamli en az farklilik (LSD) testi
kullanilmusgtir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Sitokininlerin in vitro gogaltimina olan etkilerinin
belirlenmesi

Alev agacina ait gdvde uclarinin mikrogogaltimi i¢in
MS besi ortamina 4 farkl: sitokinin tiirii (BA, KIN, TDZ
ve 2-iP) 3 farkli miktarda (0, 1, 2, 4 mg 1™") eklenmistir.
Sitokinin igermeyen MS besi ortaminda ve 4 mg 1" BA
hari¢ denenen 4 farkli sitokinin tiirinde de %100
cogaltim elde edilmistir (Cizelge 1). Eksplant basina
olugsan govde sayisinda ise besi ortamina eklenen
sitokinin tiiri ve miktarmin 6nemli etkileri oldugu
goriilmiistiir. Zira  besi ortamina sitokinin
eklenmediginde ¢oklu gévde olusumu ¢ok azdir (1.20).
Eksplant basina en fazla govde olusumu 2 mg I BA
iceren MS besi ortaminda elde edilmistir. BA miktarinin
4 mg I'™"e ¢ikartilmasi ise hem gogaltim yiizdesini hem
de eksplant basina olusan govde sayisim azaltmustir.
BA’dan sonra en fazla ¢oklu gdvde olusumu besi
ortamina TDZ eklenmesi ile saglanmustir. 1 mg 1 TDZ

Cizelge 1. Alev agac1 govde uglarinin farkli miktarlarda sitokinin igeren MS besi ortaminda gogaltim sonuglari®

Sitokinin Cogaltim ° Govde/eksplant” . ¢ Gévde boyu”
(mg I (%) (Ort=S.H.)° G.OK. Indeksi (Ort=S.H.)* (mm)
BA®
0 100a 1.20+0.05h 1.20 2.804+0.07h
1 100a 2.58+0.11d 2.58 4.894+0.14d
2 100a 3.66+0.08a 3.66 3.17+0.14g
4 98h 3.60+0.08a 3.58 3.04+0.07g
KIN®
1 100a 2.10+0.05¢ 2.10 3.77+0.01f
2 100a 2.02+0.04¢ 2.02 3.10+0.07g
4 100a 2.42+0.07d 2.42 4.71+£0.12d
TDZ®
1 100a 2.51+0.05d 2.51 4.35+0.10¢
2 100a 2.96+0.04¢ 2.96 4.53+0.07d
4 100a 3.324+0.04b 3.32 4.43+0.06de
2-iP®
1 100a 1.42+0.03f 1.42 6.59+0.10c
2 100a 1.32+0.03g 1.32 6.87+0.10b
4 100a 1.36+0.03fg 1.36 7.69+0.10a

& Veriler kiiltiir baslatiimasindan 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 25 eksplant kullanilarak yapilmis ve denemeler

2 kez tekrar edilmistir.

® Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilagtirilmali teste gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°G.0.K= Rejenere olan eksplant bagina olusan ortalama gévde sayis1 x Rejenere olan eksplant yiizdesi / 100 formiilii (Lambardi

et al.,1993) kullanilarak, hesaplanmustir.
4SH: Standart hata.

¢ BA: 6-benziladenin, KIN: kinetin, TDZ: tidiazuron, 2-iP:2-izopentil adenin.
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iceren besi ortaminda eksplant bagina 2.5 govde elde
edilirken, TDZ miktarinin artmast ile olusan govde
sayisinda iyilesmeler goriilmiis ve 4 mg 1™ TDZ igeren
besi ortaminda 3.3 govde elde edilmistir. KIN igeren
besi ortaminda BA ve TDZ ile desteklenen besi
ortamlarma gorece daha diigiikk gdvde/eksplant orani
goriilmiistiir ancak yine de denenen en yiiksek KIN
miktarinda (4 mg 17) eksplant bagma 2.4 govde
olusmustur. Denenen sitokininler igerisinde eksplant
basina en az gévde besi ortamina 2-iP eklenmesi ile elde
edilmistir.  2-iP’nin  eklendigi  besi  ortaminda
govde/eksplant oran1 en fazla 1.4’tiir.

Besi ortamma BA’nin eklenmesinin c¢oklu govde
olusumuna olan olumlu etkisi nedeniyle en fazla gévde
olusturma kapasitesi (3.7) govde/eksplant oraninin en
yiiksek oldugu 2 mg I BA igeren besi ortaminda elde
edilmistir (Sekil 1). 4 mg 1" TDZ igeren besi ortaminda
saglanan govde olusturma kapasitesi de BA diginda
denenen diger sitokinlere gorece daha fazladir (3.3).
Besi ortamina 2-iP’nin  eklenmesi, en diisik
govde/eksplant oranini verdiginden bu bitki biiyiime
diizenleyicisinin alev agacina ait gévde uglarinda govde
olusturma kapasitesi de disiiktiir (1.3-1.4). Bununla
birlikte, daha uzun goévdeler (>6.5 mm) 2-iP igeren besi
ortaminda elde edilmistir. En uzun govde (7.7 mm) 4
mg I 2-iP ile desteklenen besi ortaminda belirlenirken,
en kisa govde (3 mm) 4 mg 1™ BA igeren besi ortamida
kaydedilmistir. Bu sonug, besi ortamma 4 mg ' BA
eklenmesinin  gévde biliylimesinden ¢ok govde

¢ogaltimmi uyardigini gostermektedir (Gitonga et al.,
2008).

Sekil 1. 2 mg I"* BA igeren yari-kat: MS besi ortaminda
govde uclarindan elde edilen ¢ogaltim

Ticari olarak kullanilan ¢ogu siis bitkisi oksin ve
sitokinin ile desteklenen doku kiiltiirii besi ortamlarinda
¢ogaltilmaktadir (Rout ve Jain, 2004). Bununla birlikte,
kiiltiir besi ortamina sadece sitokinin eklenmesinin de
bircok bitkide govde olusumunu uyardigit rapor
edilmistir (Rout et al., 2006). Bu nedenle, calisma
kapsaminda 4  farkli sitokinin alev  agacinin
mikrogogaltimi i¢in denenmistir. Elde edilen sonuglara
gore ¢ogaltimi en iyl saglayan bitki biylime
diizenleyicisi bir adenin tiirevi olan BA’dir. BA ile
mikrogogaltum Ficus benjamina (Rzepka-Plevnes ve
Kurek, 2001), Rosa hybrida (Hasegawa, 1980; Wulster

ve Sacalis, 1980), Rosa indica (Avramis et al., 1982)
gibi farkli siis bitkilerinde ve alev agaci gibi odunsu
bitkiler olan Bupleurum kaoi (Chen et al., 2006) ve
Celastrus paniculatus Willd.’da (Rao ve Purohit, 2006)
rapor edilmistir.

BA’ya ek olarak, alev agacinda c¢ogaltimi iyi
saglayan diger sitokinin bir tiirevi olan TDZ’dir. Bazi
bitkilerde (6rnegin; Humulus lupulus, Roy et al., 2001;
Andrographis neesiana, Karuppusamy ve Kalimuthu,
2010). TDZ’nin aksiler ve adventitatif govde
olusumunun uyarilmasinda adenin tiirevi bilesiklerden
daha etkin oldugu rapor edilse de (Gaspar et al., 1996),
TDZ’nin biyokimyasal aksiyonu tamamen
anlagilamamistir. Buna ek olarak, TDZ igeren ortamda
olusan govdelerin yeterince uzayamadiklart da 6nceki
calismalarda (Gaspar et al., 1996) rapor edilmistir. Kisa
govdelerin olusmasi alev agacina ait gévde uglarindan
gelisen govdelerde gozlenmemistir. Her ne kadar, en
uzun govdeler 2-iP ile desteklenen besi ortaminda elde
edilse de TDZ ile olusan govdelerin boyu BA ve KIN
ile olusan govdelerin boylar1 ile karsilastirilabilir
seviyededir. Besi ortamina 2-iP eklenmesinin ise govde
uzamasina olan olumlu etkisi alev agaci bitkisinin
govdelerinde oldugu gibi Elliottia racemosa (Woo ve
Wetzstein, 2008) bitkisinde de gézlenmistir.

3.2. Farkli karbon kaynaklarmmin in vitro ¢ogaltima olan
etkilerinin belirlenmesi

Alev agacina ait gdvde uclar1 karbon kaynagi
icermeyen besi ortaminda %60 canlilik ve g¢ogaltim
gostermistir (Cizelge 2). Canlilik ve cogaltim, besi
ortamina karbon kaynaginin eklenmesi ile %100’e
ulagmistir ve bu sonug¢ besi ortamina eklenen karbon
kaynaginin tipi ve miktarindan bagimsizdir. Denenen
karbon kaynaklarinin gévde uglarini iizerindeki etkisi
belirgin olarak eksplant bagina olusan gévde sayisinda
gorilmektedir (Sekil 2). Eksplant basina en yiiksek
govde sayisi (3.7) besi ortammna 30 g 17 siikroz
eklenmesi ile elde edilmistir. Genel olarak, besi
ortamina siikroz eklenmesi denenen diger karbon
kaynag1 olan glikoza gore daha fazla govde/eksplant
orammi saglamistir. Yine de 15 g 1" glikoz ile
desteklenen besi ortaminda eksplant basina 3 gdvde
olusmustur. Besi ortaminda glikoz miktarimn 30 g 1''e
¢ikartilmasi ise eksplant bagina olusan govde sayisini
azaltmigtir. iki karbon kaynagmin besi ortamina esit
miktarda eklenmesi ise, besi ortaminin sadece siikroz ile
desteklenmesine goére daha diisik govde/eksplant
oranini saglamistir.

G.0.K indeksleri karsilastirildiginda en yiiksek
deger (3.7) yine 30 g 1" siikroz ile desteklenen besi
ortaminda elde edilmistir. En diisiik G.O.K indeksi (0.6)
ise herhangi bir karbon kaynagi eklenmeyen besi
ortaminda goriilmiistiir. Ancak bu besi ortaminda gorece
uzun govdeler (7 mm) elde edilmistir. Genel olarak,
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1Zzel1ge . €v agaci govde€ uglarmin rarkli mi tarlarda seKer ve m, 1geren es1 ortaminda
Cizelge 2. Alev agaci govde ugl farkli miktarlarda sek 2 mg I BA i MS besi d

gosterdikleri cogaltim sonuglari®

Seker tiirii Canlilik™ Cogaltim” Gévde/eksplant” : .d Gévde boyu”
@) (%) (%)g (OrtiS.H.)Ie) GOK.Indeksi® (5 5c B mm)
Sukroz

0 60.0b 60.0b 1.04+0.03e 0.62 7.04+0.30a
15 100.0a 100.0a 3.34+0.08b 3.34 3.934+0.11¢
30 100.0a 100.0a 3.66+0.07a 3.66 3.17+0.11d
Glikoz

0 60.0b 60.0b 1.04+0.03¢ 0.62 7.04+0.30a
15 100.0a 100.0a 3.06+0.07¢ 3.06 4.85+0.10b
30 100.0a 100.0a 2.64+0.07d 2.64 4.65+0.08b
Sukroz + Glikoz

15+ 15 100.0a 98.0a 2.90+0.06¢ 2.84 4.87+0.10b

Veriler kiiltiir baslatilmasindan 4 hafta sonra toplanmigtir. Her bir deneme en az 25 eksplant kullamlarak yapilmis ve denemeler

2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkl: harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°4 haftalik kiiltiir sonucunda kahverengi eksplantler &lii, yesil eksplantler canli sayilmis ve yesil eksplantlerden olusan gévdeler

ise ¢ogaltim olarak sayilmustir.

9G.0.K= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama govde sayis1 X Rejenere olan eksplant yiizdesi / 100 formiilii (Lambardi

et al., 1993) kullanilarak hesaplanmustir.
*Ortalamazstandart hata

Sekil 2: Farkli seker oranlarinda ¢ogaltim. A)MS + 2
mg I'* BA-0 seker, B) MS + 2 mg I BA-15 g
I'* sukroz, C) MS + 2 mg It BA-15 g I™* glikoz,
D) MS + 2 mg I BA-15 g I'* glikoz + 15g I
sukroz, E) MS + 2 mg I"* BA-30 g I sukroz,
F) MS + 2 mg I'* BA-30 g I'* glikoz.

>4.5 mm ve >3 mm) govdeler olugmustur. Govde
uzunlugu haricinde siikroz ile desteklenen besi
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ortamlarinda daha fazla gdvde/eksplant orani elde
glikoz ile desteklenen besi ortamlarinda siikrozun
eklendigi besi ortamlarina gore daha uzun (sirasiyla
>4.5 mm ve >3 mm) govdeler olugmustur. Govde
uzunlugu haricinde siikroz ile desteklenen besi
ortamlarinda daha fazla govde/eksplant orani elde
edildiginden sonraki denemelerde kullanilmak {izere
besi ortami 30 g 1™ siikroz ile desteklemistir.

In vitro kosullarda gelisen bitki dokularinda
fotosentetik aktivite diisiik 151k yogunlugu, sinirh gaz
aligverisi ve yiiksek bagil nem nedenleriyle azaldigindan
besi ortamimna ekzojen olarak karbon kaynaginin
eklenmesi gerekmektedir (Kozai, 1991). Farkli bitki
tirlerinin in vitro morfogenezini besi ortamina eklenen
karbon kaynaginin etkiledigini gosteren birgok calisma
bulunmaktadir (Biahoua ve Bonneau, 1999; Fuentes et
al., 2000). Karbonhidratlar enerji kaynagi olarak
kullanilmalariin yani sira hiicre duvarinin 6zelligini
(esnekligi, igerigi vb.) belirleyen ozmotik potansiyeli
degistirme yoluyla da morfogenezi etkilemektedir
(Pritchard et al., 1991). Besin gereksinimi bitki tiirleri
arasinda oldukea farklilik gostermektedir. Dahasi, bitki
dokularinin karbonhidratlar1 kullanma kapasitesi tiirler
ve eksplantlar arasinda degismekte ve tiirlerin
karbonhidrat  tercihi  6zgiin  karbon kaynaginin
molekiillerini absorbe ve metabolize etme kapasitelerine
gore degismektedir (Mezzetti et al., 1991). Bu nedenle,
karbonhidrat gereksinimi her tiir/genotip ve eksplant
icin mikrogogaltim protokollerinin gelistirilmesinde
optimize edilmelidir.

Calisma kapsaminda sukroz ve glikoz gibi farkli
karbon kaynaklariin alev agacina ait gévde uglarinin in
vitro kosullarda ¢ogaltimina olan etkileri belirlenmeye
calistlmigtir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak da
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Cizelge 3. Alev agacina ait mikrogdvdelerin farklt miktarlarda oksin igeren besi ortaminda 1 hafta kiiltiirleme ve
sonrasinda oksin igermeyen MS besi ortamina aktarilmalari ile gosterdikleri koklenme sonuglari®

Oksin tiirii Koklenme Kok/Govde” Kok boyu(cm)®
(mg I (%)° (Ort+SH)® (Ort+SH)°
IBA
1 6.0b 1.00+0.00 ¢ 2.60+1.00 a
2 3.0¢ 1.00+0.00 ¢ 1.00+£0.00 b
4 40.0a 1.58+0.15 b 3.29+0.41 a
IAA
1 0.0d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
2 3.3¢ 1.0040.00 ¢ 1.00+0.00 b
4 3.3¢ 3.00+0.00 a 0.66+0.00 ¢

& Veriler kiiltiir baslatilmasindan 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 15 eksplant kullanilarak yapilmis ve denemeler

2 kez tekrar edilmistir.

® Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilagtirilmali teste gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
©SH: Standart hata.

ekzojen olarak eklenen bir karbon kaynagi olmadiginda,
hem cogaltim yiizdesinin hem de eksplant bagina olusan
govde sayisinin diger denemelere gore daha diigiik
oldugunu gostermistir. Digaridan eklenen bir karbon
kaynagmin olmadigr durumda endojen olarak bulunan
karbonhidratlar bazi gévdelerde gelisimi saglamakta,
ancak endojen karbon kaynagi tamamen tiikkendiginde
govde gelisimi muhtemelen temel metabolik yolaklar
icin yeterli enerji/karbon olmadig: i¢in durmaktadir.

Denenen karbon kaynaklar1 arasmda 30 g 17
sikrozun daha fazla sayida eksplant basina govde
olusturmasi bakimindan en etkin oldugu gorilmistiir.
Yine besi ortamina bu miktarda eklenen siikrozun en
etkin ¢ogaltim sagladigi daha 6nce pek ¢ok caligmada
(Hung et al., 2006; Ghimire et al., 2010; Kog, 2011)
rapor edilmistir. Hagen et al. (1991) ve Mezzetti et al.
(1991) tarafindan yapilan caligmalardan otoklavlama
sirasinda siikrozun %5°nin glikoz ve fruktoza hidroliz
edildigi bilinmektedir. Yine Slesak et al. (2004)
tarafindan yapilan caligmadan da besi ortaminda
kademeli olarak siikroz miktar1 azalirken, glikoz ve
fruktoz iceriginin arttig1 goriilmektedir. Siikroz hiicre
duvarina bagli invertaz enzimi tarafindan glikoz ve
fruktoza hidroliz edilmekte ve hiicre i¢ine alinmaktadir.
Calisma kapsaminda yapilan denemelerde besi ortami
sadece glikoz ile desteklendiginde de coklu govde
olusumu gerceklesmistir. Ancak, bu olusumun siikroz
ile desteklenen besi ortaminda daha fazla olmasi alev
agacina ait govde uglarinin cogaltiminda siikrozun
parcalanmasi ile olusan glikozun yami sira yine adi
gecen disakkaritin pargalanma iiriinii olan fruktoza da
gereksinim duydugunu gdstermektedir.

3.3. Invitro koklenme ve in vivo kosullara iklimlendirme

Govdeler 1 hafta farkli miktarlarda (1, 2 ve 4 mg 1™)
IBA ve IAA igeren yari-kati MS besi ortaminda
kiiltiirlenmis ve sonrasinda oksin igermeyen MS besi
ortamina aktarilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 4 mg
I* IBA igeren besi ortaminda 1 hafta kiiltiirleme

Sekil 3. Koklenme ve in vivo kosullara iklimlendirme
asamalarl. A) Koklendirme besi ortamindaki
koklenmis  bitkiciklerin  besi  ortamindan
¢ikarilmasi, B) Su ile kdklenmis bitkiciklerin
koklerinin yikanmasi ve kurutma kagidinda
sularinin siiziilmesi. C) Bitkiciklerin steril torf
iceren viollere dikilmesi ve sulanmasi, D)
Uzerinin plastik bir ortii ile ortiilmesi, E) Her
hafta plastik ortiide iki delik agilarak nem
oranlarinin  diigiiriilmesi, F) Adapte olan
bitkilerin saksilara aktarimi

sonrasinda, bitki bliylime diizenleyicisi igermeyen MS
besi ortamma aktarilan govdelerde tiim koklenme
denemeleri i¢inde en fazla koklenme (%40, Cizelge 3,
Sekil 3) elde edilmistir.

Bu besi ortaminda gévde basina 1.6 kdk olugsmustur.
Her ne kadar kok/gévde oram 4 mg I TAA igeren besi
ortaminda gorece yiiksekse de (3.00), bu besi ortaminda
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koklenme oldukca distiktir (%3.3). Koklenme
denemeleri arasinda en uzun kok boyu (3.3 cm) yine 1
hafta 4 mg I IBA ile desteklenmis MS besi ortaminda
elde edilmistir. Koklenen bitkilerin hepsi basariyla sera
kosullarina iklimlendirilmistir (Sekil 3).

IBA ve IAA’nin besi ortamima denature olmaya
egilimli oldugu ve bitki dokulart tarafindan hizla
metabolize edildigi bilinmektedir (Gaspar et al., 1996).
Hizli metabolize edilme nedeniyle kisa siireli ama
gorece yiiksek miktarda IBA iceren besi ortaminda en
fazla koklenme elde edilmis olabilir. Kisa siireli diigiik
miktarda IBA veya fazla miktarda IAA ile besi
ortaminin  desteklenmesi ise gorece daha diisiik
koklenmeye neden olmustur.

4. Sonug

Denenen 4 farkli sitokinin iginde alev agacinin in
vitro kosullarda c¢ogaltimimmi en iyi saglayan bitki
biliyiime diizenleyicisi bir adenin tiirevi olan BA’dir.
Yiksek g¢ogaltim ve ¢oklu gdévde olusumu igin alev
agact govde uglari bir karbon kaynagina gereksinim
duymaktadir. Denenen karbon kaynaklar1 arasinda 30 g
I'* siikrozun daha fazla sayida eksplant basina govde
olusturma bakimindan en etkin oldugu gériilmiistiir. /n
vitro cogaltilan govdelerde en fazla koklenme (%40), 4
mg I IBA ile desteklenen yari-kati MS besi ortanunda
1 hafta kiiltirleme sonrasinda oksin igcermeyen besi
ortamina aktarim ile saglanmistir. Koklenen govdeler,
bagarili bir sekilde in vivo kosullara aktarilmis ve
iklimlendirilmislerdir. Calisma kapsaminda gelistirilen
in vitro ¢ogaltim yontemi, bu bitki tiiriinde gelecekte
yapilmasi planlanan gen aktarim teknikleri ile
transgenik bitki tiretimi ve bu bitkilerin hizli ¢cogaltimin
saglama potansiyeli bakimindan da énemlidir.
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