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0Oz

Yaglik giil bitkisinin in vitro kosullarinda saglikli ve hizli bir sekilde iiretilmesi ¢ok dnemlidir.
Bu ¢alismada Rosa damascena'nin bitki pargalarindan in vitro kosullarinda ¢ogaltim protokolii
olusturulmasi hedeflenmistir. Eksplantlar farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda benzil
amino piirin (BAP), Naftalin asetik asit (NAA), Thidiazuron (TDZ) ve Kinetin iceren MS besi
ortami tizerinde kiltiire alinmistir. Ayrica bu ¢alismada, farkli karbon kaynaklarinin (sakkaroz,
fruktoz, glikoz) siirgiin gelisimine etkisi de arastirilmigtir. Farkli konsantrasyonlar ve
kombinasyonlarda benzil amino piirin (IAA) ve indole-3-butirik asit (IBA)'nin kok gelisimine
etkisi calisilmigtir. En iyi siirgiin olusumu 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAs en fazla siirgiin
sayist ise 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAs‘de gozlenmistir. Siirglin gelisme denemesinde
ozellikle 30 g/l sakkaroz iceren besi besi ortami {izerinde giil siirgiinlerinde gelisme ve yan
strgiinler tespit edilmistir. Bitkiler en iyi 2 MS+2 mg/l IBA igeren besi ortamlarda
koklenmistir. Bitki kokleri 3-5 cm oldugunda basarili bir sekilde torf iceren saksilara
aktarilmstir.

Anahtar kelimeler: Giil, In vitro, Stirgiin ucu, Kok gelisimi, Mikrogogaltim, Karbonhidrat

In Vitro Clonal Micropropagation of QOil-Bearing Rose (Rosa damascena Mill.)

Abstract

In vitro propagation of rose has played a very important role in rapid multiplication of cultivars
with desirable traits and production of healthy and disease-free plants. In this study, a protocol
for in vitro propagation of Rosa damascena was established using nodal segments harboring
axillary buds as explants. Explants were cultured on solid Murashige and Skoog medium (MS)
supplemented with different concentrations and combiniations of benzyl aminopurine (BAP),
Napthtaleneacetic acid (NAA), Thidiazuron and Kinetin. In addition effect of different sources
of carbohydrate on shoot regeneration (sucrose, fructose, glucose) were also investigated.
Effect of different concentrations and combinations of indole-3- acetic acid (IAA) and indole-3-
butyric acid (IBA) on root formation of shoots were studied. The highest percentage of shoot
initiation was observed on MS medium containing 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GA;,
whereas maximum average number of multiplied shoots was produced on MS medium with 2
mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAs. For carbonhytrate , 3% sucrose was the best for culture
shoot tips of rose variety. For rooting, highest percentage of rooted shoots was obtained on Y2
MS+2 mg/l IBA. Plantlets roots of 3 to 5 cm length were successfully transferred to pots
containing sterile peat moss for acclimatization.

Keywords: Rose; In vitro, MS medium; Shoot-tip, Root induction, Micropropagation,
Carbohydrate
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1. Giris

Gl yagi diinya ticaretinde 6nemli olan yiizlerce ugucu yag arasinda yiikte hafif, pahada
agir yaglarin basinda gelmektedir (Baydar, 2005). Diinyada yillik yaklasik 15.000 ton
giill ¢icegi iretimi yapilmakta olup, giil ¢icegi iiretiminde Tiirkiye ilk sirada yer
almaktadir. Tiirkiye’nin giil ¢igegi dikili alan1 2.200 ha, iiretimi 6.750 ton ve verimi de
4.250 kg ha/1'dir. Tiirkiye’nin 2014 yilinda toplam getirisi 13.961.163 $ olan 3.443 kg
giil yagi ihracat1 yaptig1 bildirilmektedir (Anonim, 2014). Giilyag: talebinin % 50’si
Tiirkiye’den, % 40’1 Bulgaristan’dan, %10’u ise Iran, Hindistan, Fas ve Afganistan gibi
diger iilkelerden karsilanmaktadir (Ormeci Kart ve ark., 2012). Ulkemizde yag giilii
Isparta, Burdur, Afyon ve Denizli ile Konya ve Antalya’nin bir boliimiinii i¢ine alan
Goller Yoresinde iiretilmektedir. Isparta ili ve gevresini kapsayan Goller yoresi 120
yildir Tiirkiye’nin yag giilii tiretim merkezi olup sadece Tiirkiye'nin degil ayn1 zamanda
diinyanin da en onemli yag giili ve giil yag tretim alanlarindan birisidir. Isparta
yoresinin karakteristik iklim ve toprak ozellikleri, diinyanin en kaliteli yag giilii
iiretimine olanak saglamaktadir. Isparta ve yoresinde giil liretimi ¢ok 6nemli olup ¢ok
sayida bitkiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Giil yag: tiretiminde R. moschata, R. centifolia, R.
damascena ve R. alba tiirleri kullanilmaktadir. Isparta ve cevresinde ise giil yag
tretiminde Rosa damascena Mill. tiirii yetistirilmektedir. Rosa damescana Mill.
genellikle giil yagi, giil konkreti, biyokonkret, absolii, bioabsolii ve giilsuyu gibi temel
kozmetik triinler de elde edilmesinde kullanilan bir giil ¢esididir (Jabbarzadeh ve
Khosh-Khui, 2005). Bu giil ¢esidi genellikle ¢elikleme yontemiyle ¢ogaltilir. Celikleme
teknigi ile tesis edilen yag giilii bahgelerinin dezavantajlar1 arasinda ¢eliklerin alindig:
bahgedeki hastalik ve zararlilar1 beraberinde tasimasi, ekonomik verime 4-5 yaslarinda
baslamasi, fazla sayida gelige ihtiya¢ duyulmasi, ¢elik temini zorlugu, hizli iiretim ve
tiplii fidan iiretimine olanak saglamamasi sayilabilir. Tohumlar ise daha cok anag
tiretimi ve 1slah ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerle seleksiyon
calismalar ile belirlenecek bitkilerin hizli ve ¢ok sayida iiretilebilmesi i¢in yeterli
degildir. Bilindigi gibi bir ¢ok bitki tiiri, doku kiiltiirii yontemiyle yaygin olarak
cogaltilmaktadir. Mikro c¢ogaltimm genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi
yoniinden O6nemi ve avantajlari; hastalik ve =zararlilardan arindirilmis bitkisel
materyalinin elde edilmesi, kitlesel iretimde fenotipik ve genotipik benzerliklerin
olmasi, alisila gelen yontemlerden daha kisa kiiltiir sliresinde daha kolay iiretilmesi,
tiretimde daha az anacin kullanilmasi ve somaklonal varyasyondan dolayr yeni
genotiplerin elde edilmesi siralanabilir. Son yillarda arastirmacilar doku kiiltiirii
tekniklerinden faydalanarak giiliin doku kiiltiirii ile cogaltimi {izerine arastirmalar
yapmiglardir. Mazmanoglu (2003), yapmis oldugu calismada R. damascena’nin mikro
cogaltilmasina uygun besi ortam kompozisyonunu siirgiin gelismesi asamasinda MS
sivit 1 mg/l BAP+ 7.5 g/l agar, ¢cogaltma asamasinda MS+1 mg/l BAP+0.1 mg /L
GAz+7.5 g/l agar, MS+2 mg/l BAP+0.1 mg/l GAs+7.5 g/l agar, MS+2 mg/l BAP+0,1
mg/l NAA+0.1 mg/l GA3+7.5 g/l agar igeren besi ortamlar tizerinde basarili bir sekilde
kardeslenmenin oldugunu belirlemislerdir. Pati ve ark. (2004), yapmus olduklari
calismada R. damascena yapraklarini bitki rejenerasyonunun tesviki i¢in farkli hormon
konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 igeren besi ortamlar iizerinde kiiltiire almislardir.
En iyi bitki rejenerasyonu 2 MS+%3 sakkaroz+ 46.8uM tidiazuran+0.27 uM NAA+
17.7uM AgNO3 igeren MS besi ortami oldugu tespit edilmistir. Rejenere olan bitkiler
MS+2.25 uM BAP+ 0.054 uM NAA igeren besi ortami lizerinde 7, 14, 21, 28, ve 35
giin siireyle kiiltlire alinmistir. En iyi siirglin olusumunun 21 giin igerisinde oldugu
tespit edilmistir. Aric1 ve ark. (2005), yapmis olduklar1 ¢alismada R. turcica Mill. giil
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¢esidinin siirgiin uclarint farkli hormon konsantrasyonlari ve kombinasyonlari i¢eren
besi ortami iizerinde kiiltiire alarak BAP, GA3s ve NAA bitki biliyiime hormonlarinin
farkli kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlarini i¢eren besi ortami {lizerinde kiiltiire alarak
mikro ¢ogaltimini arastirmislardir. En fazla siirgiin gelisimi eksplant basina 4 siirgiin ile
MS+1 mg/l BAP+ 0.5 mg/l GAs hormon konsantrasyonunda gergeklestigi
belirlenmistir. Elde edilen koksiiz bitkilerde kok olusumunu tesvik etmek amaciyla
bitkiler bazal MS ile IBA’nin degisik konsantrasyonlarini iceren MS besi ortamlari
tizerinde kiiltiire alinmistir. En iyi k6k olusumunu MS+0.5 mg/l IBA igeren MS besi
ortami lizerinde oldugu belirlenmistir. Jabbarzadeh ve Khosk-Khui (2005), R.
damascena’nin siirgiinlerini farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda kinetin, BA
ve IBA igeren besi ortamlar {izerinde kiiltiire almiglardir. Calisma sonucunda en iyi
stirgiin gelisiminin 2.5-3 mg/l BA ve 0.1 mg/l IBA igeren besi ortam iizerinde oldugu
gbzlemlenmistir.

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda besi ortam igerisinde kullanilan karbon kaynaklari ve
miktar1 bitkinin ¢ogalmasinda 6nemli yer tutmaktadir. Genellikle siirgiin gelisiminde
%3 oraninda sakkaroz kullanilmaktadir (Pati ve ark., 2006). Murashige ve Skoog
(1962), yapmis olduklari ¢alismada %3 sakkaroz oraninin bitki siirgiin gelisimine %2-4
sakkarozdan daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Bunun yanisira Davies (1980) %2-8
oraninda sakkaroz besi ortamina ilave etmis ve en iyi siirgiin gelisimi %4-5 oraninda
sakkaroz igeren besi ortamlarinda tespit edilmistir.

Bitkilerin doku kiiltiiriinde klonal ¢ogaltilmas1 gergeklestirilse bile bazi durumda
koklenmesi ve toprak adaptasyonlari iizerinde sorunlar yasanmistir. Bu sorunu ¢6zmek
amaciyla bazi arastiricilar tarafindan bitkilerin doku kiltiri besi ortaminda
koklendirilmesi igin ¢aligmalar yapilmistir. Pati ve ark. (2001), mikro ¢ogaltilmis R.
damascena ve R bourbonian bitkiciklerinin koklendirilmesinde IBA igeren besi
ortamindaki bitkilerin kok sayisinin NAA igeren besi ortamdakilere gore daha fazla
oldugunu, oksin ve sakkaroz miktarinin artirilmasiyla da kok sayisinin azaldigini ancak
yiiksek sakkaroz varliginda (%5) kok uzunlugunun artigin1 buna bagli olarak da kok
uclarinda kararmalarin meydana geldigini gézlemlemislerdir. Bu bitkiler koklendirmek
icin ¥4 MS + 10uM IBA+%3 sakkaroz igeren sivi besi ortami igerisinde 7 giin kiiltiire
alindiktan sonra, biiylime diizenleyicileri i¢ermeyen ‘2 MS kati besi ortamma
aktarilmigtir. Calismanin sonucunda kok sayisinin yiiksek oldugunu ve dis besi ortama
aktarmada ise yiiksek oranda basarinin saglandigi rapor edilmistir. Pati ve ark. (2004),
rejenere olan R. damascena bitkilerini koklendirmek i¢in 2 MS+10 uM IBA igeren sivi
besi ortamu igerisinde 2 hafta kiiltiire aldiktan sonra bir hafta karanlikta %3 sakkaroz
igeren s1vi besi ortam igerisinde kiiltiire almiglardir. Daha sonra hormon igermeyen sivi
besi ortamu igerisine transfer etmiglerdir. Koklenen bitkiler 5-6 hafta sonra topraga
transfer edilmistir. Bitkilerin koklenme oranlarinin % 90 oldugu goézlenmistir.
Jabbarzadeh ve Khosk-Khui (2005), in vitro’da mikro ¢ogaltimini gergeklestirdikleri R.
damascena’nin siirgiinlerini MS, Y2 MS, 1/3 MS, Y% MS ve farkli konsantrasyonlarda
IAA, IBA ve NAA igeren besi ortamlar: {izerinde kiiltiire almislar ve koklenmelerin
tesvik edilmedigini gozlemlemislerdir. En iyi kok gelisiminin 2.5 mg/l 2,4-D igeren besi
ortami {lizerinde 2 hafta kiiltiire alindiktan sonra hormon icermeyen bazal MS besi
ortamina transfer edilen bitkilerde tespit etmislerdir.
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Siileyman Demirel Universitesi BAP tarafindan 2552-M-10 ile desteklenen projemizde
yaglik giil olarak bilinen R. damascena Mill. giil tiriniin siirgiin ucu teknigi
kullanilarak in vitro kosullarda doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltilmasi amaglanarak, hizli bir
sekilde hastalik ve zararlilardan ari giil bitki anaglarmin iiretimi hedeflenmistir.
Arastirma sonucunda hizli ve etkili bir fidan iiretimi i¢in uygun bir protokol
gelistirilmeye caligilmistir.

2. Materyal ve Metot

Arastirmanin bu kisminda bitkisel materyal olarak R. damascena Mill. yaglik giil
cesidine ait eksplantlar kullanilmistir

2.1. Eksplantlarin Dezenfeksiyonu

Rosa damascena’ya ait siirgiin uclar1 ve yan siirgiinleri Mayis ayinda SDU Rosarium
bahgesinden alinmis, steril kabin igerisinde steril saf su ile birka¢ kez yikandiktan sonra,
yiizeysel dezenfeksiyonunu saglamak amaciyla, dnce %70’lik etanol igerisinde 2 dakika
bekletilmistir. Daha sonra eksplantlar 1-2 damla tween 20 igeren %10’luk sodyum
hipoklorid ¢ozeltisi igerisinde 10 dakika siire ile ¢alkalandiktan sonra steril saf su ile her
biri 5’er dakika olmak iizere 3 kez yikanmistir. Yiizey sterilizasyonu uygulanan siirgiin
uclar steril kabin icerisinde steril petri kaplarina konan ¢ift katl steril filtre kagitlari
tizerinde kurutulmak amaciyla 20-30 dk bekletilmistir.

2.2. Besin ortamlart

Doku kiiltiirii ¢alismalarinin biitiin asamalarinda temel besi ortami olarak Murashige ve
Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 1962) besi ortami kullanilmigtir. Besi ortamlarina
7.5 g/l agar ve 309/l sakkaroz ilave edilmistir. pH’lar1 5.8’e ayarlandiktan sonra, agar
ilavesinin ardindan 1sitilarak agari eritilen besi ortamlar 5 ml olacak sekilde tiiplere
dagitilmigtir. Daha sonra 121°C sicaklik, 1,2 atm basing altinda 15 dakika siire ile
otoklavda steril edilmistir. Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine goére 5
tekerriirlii ve her tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde kurulmustur.

2.3. En Uygun Biiyiimeyi Diizenleyici Madde Kombinasyonlarinin Belirlenmesi

Siirglin  eksplantlarindan en yiiksek siirgiin poliferasyonunu saglayan biiylimeyi
diizenleyici kombinasyonunun belirlenmesi amaciyla Cizelge 1’de sunulan hormon
konsantrasyonu ve kombinasyonlari kullanilmigtir. Kiiltirler hazirlanan bu besi
ortamlarinda 4 hafta siireyle kiiltiire alindiktan sonra, eksplant basina diisen siirgiin
say1s1 ve siirglin uzunlugu bakimindan incelenmistir.
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Cizelge 1. Sirgin poliferasyonu asamasinda en uygun biiyimeyi diizenleyici
kombinasyonunun belirlenmesi amaciyla kullanilan kombinasyonlar

No Biiyiimeyi diizenleyici madde No Biiyiimeyi diizenleyici madde
kombinasyonlari kombinasyonlari

1 05mg/l TDZ 17 0.5 mg/l BAP

2 05mg/ITDZ +0.1 mg/l IBA 18 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA

3 0.5mg/l TDZ + 0.5 mg/l IBA 19 0.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA

4 05mg/I TDZ+ 0.1 mg/ NAA 20 1mg/l BAP

5 0.5mg/l TDZ + 0.5 mg/l IBA 21 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 mg/l

GA3
6 0.3mg/l TDZ 22 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA
7 0.3mg/l TDZ + 0.1 mg/l IBA 23  2mg/l BAP

8 0.3mg/ITDZ+0.5mg/l IBA+ 24 2mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 mg/l
0.1 mg/l GAs+ GAs

9 03mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 25 0.5 mg/l Zeatin

10 0.3mg/ TDZ +0.5mg/ NAA 26 0.5 mg/l Zeatin + 0.1 mg/l NAA

11 1 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA 27 0.5 mg/l Zeatin + 0.5 mg/l NAA

12 1 mg/l Zeatin 28 0.5 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA+0.1
mg/l GAz

13 1 mg/l Zeatin + 0.1 mg/l IBA 29 1 mg/l Kinetin

14 1 mg/l Zeatin + 0.5 mg/I 30 1 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l IBA

IBA+0.1 mg/l GAs
15 0.5 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l IBA 31 1 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l IBA
16 0.5 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l IBA 32 1 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l NAA

2.4.  Siirgiin  Proliferasyonu  Uzerine  Farkh ~ Karbonhidrat  Tip  ve
Konsantrasyonlarimin Etkilerinin Belirlenmesi

Bu amagla, en uygun biiyiimeyi diizenleyici madde kombinasyonunu igeren besin besi
ortamina siirgiin olusumu iizerine etkilerini belirlemek amaciyla ek olarak 20, 30, 40 ve
50 g/l dozlarinda glikoz, fruktoz ve sakkaroz ilave edilmistir. Ayrica besi ortamlarina 7
g/l agar ilave edilmistir. Hazirlanan bu besin besi ortamlarinda 4 hafta siireyle
gelismeye birakilan kiiltiirler, siirglin sayilart ve silirglin uzunluklar1 bakimindan
incelenmis ve ayni besi ortamlarda 3 kez alt kiiltiire alindiktan sonra, farkli tip ve
konsantrasyonlar seklinde uygulanan karbonhidratlarin siirgiin poliferasyonu {izerine
etkileri belirlenmistir.

2.5. Koklendirme Asamasinda Yapilan Uygulamalar

Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen in vitro siirgiinlerin koklendirilmeleri igin
IBA, IAA, 2, 4-D ve NAA’nin 0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4 mg/l konsantrasyonlarini igeren,
farkli yogunluktaki katt MS besi ortamlarinda (*2aMS ve MS) kiiltiire alinmistir. Besi
ortamlarma ayrica 7 g/l agar ve 20 g/l sakkaroz ilave edilmistir. Koklendirme besi
ortamlarinda bitkiler 4 hafta siire ile kiiltiire alinan bitkiler daha sonra koéklenme
durumlart (koklenme var/yok) ile kok yogunlugu (az, orta, ¢ok) bakimindan
degerlendirilerek, kdklenme igin en uygun besi ortam belirlenmistir. Koklenen bitkiler
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torf lizerinde topraga alinarak dogal kosullara adaptasyonlar1 saglanmistir. Yaklasik tic
hafta sonra bitkiler seralara alinmustir.

2.6. Kiiltiir Kosullar:

Doku kiiltiirlerinin tiim asamalarinda besin besi ortamlarina dikilen kiiltiirler sicaklig
25+1°C ve giin uzunlugu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik ve 151k intensitesi de 3000 liiks
olarak ayarlanmuis kiiltiir odalarinda gelismeye birakilmistir.

2.7. Istatistiki Analizler

Bitkilerde siirgiin gelisimi ve kok gelisimi ile ilgili calismalar 4 hafta sonra
degerlendirilmistir. Biitiin denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 5
tekerriirlii kurulmus olup her tekerriirde 10 bitki bulunmaktadir. Biitiin denemeler 3 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen veriler SPSS 16 istatistik programi kullanilarak Duncan
coklu karsilastirma testi ile istatistiki olarak degerlendirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. En Uygun Biiyiimeyi Diizenleyici Madde Kombinasyonlarinin Belirlenmesi

Siirgiin  eksplantlarindan en yiiksek siirgiin poliferasyonunu saglayan biiylimeyi
diizenleyici kombinasyonunun belirlenmesi amaciyla projede belirlenen besi
ortamlarinda sunulan hormon kombinasyonlari kullanilmigtir. Besi ortamlar1 7.5 g/l agar
ve 30¢/l sakkaroz ilave edilmistir. Kiiltiirler hazirlanan bu besin besi ortamlarinda 4
hafta siireyle kiiltiire alindiktan sonra, eksplant bagina diisen siirgiin sayist ve siirgiin
uzunlugu bakimindan incelenmistir. Denemede kullanilan farkli hormon kombinasyonu
iceren bazi besi ortamlar {izerinde giil siirgiin uglarinda gelisme gozlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1: Farkli besi ortamlarda kiiltiire alinmig giil siirgiin uglari.

En iyi siirgiin olusumu 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAs igeren besi ortaminda, en
fazla siirgiin sayis1 ise 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAgz besi ortaminda gézlenmistir
(Sekil 2). Denemede kullanilan farkli hormon kombinasyonu igeren 16 besi ortam
tizerinde de giil siirglin uglarinda gelisme gozlenmemistir (Cizelge 2). Bir ay sonunda
bitkilerde kararmalar ve kurumalar tespit edilmistir (Sekil 3). Sonug olarak TDZ ve
kinetin hormonu in vitro kosullarinda giil siirgiin ucundan bitki rejenerasyonunu tesvik
etmemistir. Denemede kullanilan farkli BAP hormon kombinasyonu igeren besi ortami
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tizerinde giil siirgiin uglarinda gelisme gozlenmis ve bir ay sonucunda bitkilerde
bliylime ve yeni siirglinler tespit edilmistir.

Cizelge 2. Farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda biiylime diizenleyici iceren besi
ortamlarinda gelisen giil siirgiin boyu ve siirgiin sayisi

No Biiyiimeyi diizenleyici madde Siirgiin boyu Siirgiin
kombinasyonlari (cm) sayisl

1 0.5mg/l TDZ 0g 0d

2 05mg/l TDZ + 0.1 mg/l IBA 0g 0d

3  0.5mg/l TDZ + 0.5 mg/l IBA 0g 0d

4  0.5mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 0g 0d

5 05mg/l TDZ + 0.5 mg/l IBA 0g 0d

6 0.3mg/l TDZ 0g 0d

7 03mg/l TDZ + 0.1 mg/l IBA 0g 0d

8 0.3mg/I TDZ + 0.5 mg/l IBA+0.1 mg/l GAs+ 0g 0d

9 0.3mg/l TDZ + 0.1 mg/l NAA 0g 0d

10 0.3 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA 0g 0d

11 1 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA 0g 0d

12 1 mg/l Zeatin 15e 1,5 bc

13 1 mg/l Zeatin + 0.1 mg/l IBA 16e 1,4 bc

14 1 mg/l Zeatin + 0.5 mg/l IBA+0.1 GAs 1,95 cd 1,6 abc

15 0.5 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l IBA 0g 0d

16 0.5 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l IBA 0g 0d

17 0.5 mg/l BAP 14f l4c

18 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA 1,2 f 1,8 ab

19 0.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA 12 f 1,8 ab

20 1 mg/l BAP 2,10 ab 1,47c

21 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1mg/l GA3 2,20 a 1,70 abc

22 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA 2,0 bed 1,85a

23 2 mg/l BAP 151e 1,6 abc

24 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1mg/l GA3 1,92 d 1,94 a

25 0.5 mg/l Zeatin 12 f l4c

26 0.5 mg/l Zeatin + 0.1 mg/l NAA 2,10 ab 1,60 abc

27 0.5 mg/l Zeatin + 0.5 mg/l NAA 2,05 abc 1,62 abc

28 0.5 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA+0.1mg/l Og 0d

GA3

29 1 mg/l Kinetin 0g 0d

30 1 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l IBA 0g 0d

31 1 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l IBA 0g 0d

32 1 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l NAA O0g 0d

R. bourbonia’dan aldiklar1 bogum pargalarint MS+BAP (2.5, 5, 10 puM)+%?2 sakkaroz
+0.75 agar iceren besi ortami tizerinde kiiltiire almislardir. Yapilan ¢alisma sonucunda
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Sekil 3. 0.3 mg/l TDZ + 0.5 mg/l IBA+ 0.1mg/l GAs (a) vel mg/l Kinetin + 0.1 mg/l IBA (b)
igceren besi ortamlari iizerinde kiiltlire alian giil siirgiin uglar

stirgiin uzunlugu, kalinlig1 ve sayis1 bakimindan en iyi gelisimi 5 uM BAP igeren besi
ortamlart iizerinde oldugu tespit edilmistir. Pati ve ark. (2004), yapmis olduklar
calismada R. damascena yapraklar bitki rejenerasyonunun tesviki igin farkli hormon
konsantrasyonu ve kombinasyonlar1 igeren besi ortamlar {izerinde kiiltiire almiglardir.
En iyi bitki rejenerasyon tesvik besi ortammin 2 MS+%3 sakkaroz+ 46.8uM
tidiazuran+0.27 pM NAA+ 17.7uM AgNOs goézlenmistir. Rejenere olan bitkiler
MS+2.25 uM BAP+ 0.054 uM NAA igeren besi ortami {izerinde 7, 14, 21, 28, ve 35
giin siireyle kiiltlire alinmistir. En iyi siirgiin olusumunun 21 giin igerisinde oldugu
tespit edilmistir. Jabbarzadeh ve Khosk-Khui (2005), R. damascena’nin siirgiinlerini
farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda kinetin, BA ve IBA iceren besi ortamlar
tizerinde kiiltiire almislardir. Calisma sonucunda en iyi siirgiin gelisiminin 2.5-3 mg/I
BA ve 0.1 mg/l IBA igeren besi ortami iizerinde oldugu gozlemlenmistir. Salekjalali
(2012), R. damascena’da BA’nin siirgiin sayisini, NAA’nin sadece yesil yaprak
sayisini, floroglusinoliin ise eksplant basina siirgiin sayisini1 6nemli derecede artirdigini;
en iyi slirgiin gelisiminin 2 mg/l BA, 0.1 mg/l NAA ve 100 mg/l floroglusinol igeren
MS besi ortaminin oldugu tespit etmislerdir. Bagheri ve ark. (2015) da benzer sekilde
BA ve NAA kombinasyonunun siirgiin gelisimi i¢in en uygun kombinasyon oldugunu,
besin besi ortamlarina sitokinin ve oksinlerle birlikte gibberellik asit (GA3) ilavesinin
yag giiliinde siirgiin gelisimini tesvik ettigini bildirmislerdir. Mazmanoglu (2003),
yapmis oldugu ¢alismada R. damascena’nin mikro ¢ogaltiminda en uygun besi ortamin;
siirglin gelismesi asamasinda MS sivi+ 1 mg/l BAP+ 7.5 g/l agar, ¢ogaltma asamasinda
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MS+1 mg/l BAP+0.1 mg /L GAs+7.5 g/l agar, MS+2 mg/l BAP+0.1 mg /L GAs+7.5 g/l
agar, MS+2 mg/l BAP+0.1 mg/l NAA+0.1 mg /L GAs+7.5 g/l agar igeren besi ortamlari
tizerinde basarili bir sekilde kardeslenmenin oldugu gozlenmis, ancak bir sonraki alt
kiltiirde bitkilerin bir kisminda nekrosiz goriilmiis, daha sonra da bunlarin 61diigi tespit
edilmistir. Nikbakht ve ark. (2005), R. damascena'da en yiiksek siirgiin gelisimi ve
¢ogalma oraninin 1 mg/l BA+ 0.1 mg/l NAA+ 0.1 mg/l GAsz igeren besi ortamlarindan
elde edildigini belirlemiglerdir. Alsemaan (2013), yag giiliinde 2 mg/l BA + 2 mg/l GAs
kombinasyonunun siirgiin gelisimini olumlu yonde etkiledigini bildirmistir.

3.2.  Siirgiin  Proliferasyonu  Uzerine  Farkli  Karbonhidrat Tip  ve
Konsantrasyonlarimin Etkilerinin Belirlenmesi

Siirglin gelisme denemesinde elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak, ¢alismada bitki
rejenerasyonu gergeklesen 1 mg/l BAP+ 0.1 mg /L IBA+ 0,1 mg/l GA3 hormon igeren
besi ortamma farkli karbonhidrat tip ve konsantrasyonlart (20, 30, 40 ve 50 g/l
dozlarinda glikoz, fruktoz ve sakkaroz) ilave edilmistir. Denemede kullanilan farkli
karbon kaynaklarindan sakkaroz iceren besi ortamlar tizerinde giil siirgiin uglarinda
gelisme gozlenmistir (Cizelge 3).

Ozellikle 30 g/l sakkaroz igeren besi ortami iizerinde giil siirgiinlerinde gelisme ve yan
stirglinler tespit edilmistir (Sekil 4). 20 g/l sakkaroz iceren besi ortamlarinda da giil
siirglin gelisiminde benzer sonuglar tespit edilmistir. Besi ortami igerisindeki sakkaroz
miktar1 40 ve 50 g/l de ise giil siirgiinlerinde gelisim yavaslamis ve 4. hafta sonunda
hafif kararmalar tespit edilmistir. Bu besi ortamlar tlizerinde hig¢ bir siirgiin gelisimi
gozlenmemistir.

Cizelge 3. Farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda karbonhidrat igeren besi ortamlarda
gelisen giil siirglin boyu ve siirgiin sayisi

No  Farkh karbon kaynaklar Siirgiin boyu (cm) Siirgiin sayisi
1 20 g/l sakkaroz 2,2Db 14b
2 30 g/l sakkaroz 25a 18a
3 40 g/l sakkaroz 12c 05¢c
4 50 g/l sakkaroz lc od

5 20 g/l glikoz 0d 0d
6 30 g/l glikoz 0od od
7 40 g/l glikoz od 0d
8 50 g/l glikoz 0od od
9 20 g/l fruktoz 0d 0d
10 30 g/l fruktoz 0od od
11 40 g/l fruktoz 0d 0d
12 50 g/l fruktoz 0d 0d

Curir ve ark. (1986), giil siirglinlerinin koklendirilmesinde diisiik karbon konsantrasyon
(%1.5 sakkaroz) kullaniminin bitkilerde koklendirmeyi artirdigini saptamislardir.
Damiano ve ark. (1987), agarli besi ortam {izerine 1 cm kalinlikta sivi besi ortam ilave
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edilmis ¢ift fazli besi ortam uygulamasinin koklenme oraninda artis sagladigini
bildirmislerdir. Pati ve ark. (2001), mikro ¢ogaltilmis R. damascena ve R bourbonian

Sekil 4. MS+ 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAs+ 30 g/l sakkaroz igeren besi ortam tizerinde
kiiltiire alinan giil slirgiin uglari

bitkiciklerinin koklendirilmesinde IBA igeren besi ortamdaki bitkilerin kok sayisinin
NAA iceren besi ortamindakilere gore daha fazla oldugunu, oksin ve sakkaroz
miktarmin artirilmasiyla da kok sayisinin azaldigini ancak yiiksek sakkaroz varliginda
(%5) kok uzunlugunun artigmmi buna bagli olarak da kok uclarinda kararmalarin
meydana geldigini gézlemlemislerdir. Murashige ve Skoog (1962), yapmis olduklari
caligmada %3 sakkaroz oranmin bitki siirglin gelisimine %2-4 sakkarozdan daha etkili
oldugunu bildirmislerdir. Bunun yanisira Davies (1980) %2-8 oraninda sakkarozu besi
ortamina ilave etmis ve en iyi slirglin gelisimi %4-5 oraninda sakkaroz igeren besi
ortamlarinda tespit edilmistir. Marcelis van Acker ve Scholten (1995) ise sakkaroz
disinda glukoz kullanmiglar ve glikozun siirgiin gelisimini tesvik ettigini bildirmislerdir.

3.3. En Uygun Koklendirme Ortaminin Belirlenmesi

Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen in vitro siirgiinlerin kéklendirilmeleri i¢in
IBA, IAA, 2, 4-D ve NAA’nin 0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4 mg/l konsantrasyonlarini igeren,
farkli yogunluktaki katt MS besi ortamlarinda (Y2 MS ve MS) kiiltiire alinmistir. TAA
ve 2.4 D igeren besi ortamlarda kiiltiire alinan bitkilerde hi¢ bir gelisme olmadig: igin
degerlendirmeye alinmamustir. Genel olarak bitkilerde farkli konsantrasyonlarda IBA
igeren besi ortamlarda kok gelisiminin daha iyi tesvik edildigi gozlenmistir. (Cizelge 4).
¥4 MS, MS , /2 MS+0.5 mg/l NAA ve MS+0.5 mg/l NAA igeren besi ortamlarda kok

s

Sekil 5: 2 MS+2 mg/l IBA igeren besi ortaminda koklenen giil bitkicikleri
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Cizelge 4. Baz1 biiyiimeyi diizenleyici dozlarinin giilde koklenme iizerine etkileri

Uygulamalar Biiyiimeyi diizenleyiciler Koklenme orani (%) Kok sayisi

1 Y2 MS 0 fg of

2 ¥, MS+0.5 mg/l IBA 13,3 ef 1 cdef
3 Y5 MS+1 mg/l IBA 68,3 b 43Db
4 ¥» MS+2 mg/l IBA 83,3a 6a

5 ¥ MS+4 mg/l IBA 13,3 ef 2 cde
6 ¥» MS+0.5 mg/l NAA 0 fg of

7 ¥, MS+1 mg/l NAA 6,67 f 0,3 ef
8 ¥4 MS+2 mg/l NAA 0 fg 0

9 ¥ MS+4 mg/l NAA 6,7 f 1 cdef
10 MS 0 fg of
11 MS+0.5 mg/l IBA 26,7 de 2,7¢C
12 MS+1 mg/l IBA 51,7¢ 1,3 cdef
13 MS+2 mg/l IBA 37,3d 2,3 cd
14 MS+4 mg/l IBA 13,3 ef 1,3 cdef
15 MS+0.5 mg/l NAA 0fg of
16 MS+1 mg/l NAA 6,7 f 0,3 ef
17 MS+2 mg/l NAA 0fg of
18 MS+4 mg/l NAA 6,7 f 0,67 def

gelisimi gozlenmemistir. Bitkiler en iyi 2 MS+2 mg/l IBA igeren besi ortamlarda
%83.3 oraninda, MS+0.5 mg/l IBA igeren besi ortamda ise %68.8 oraninda
koklenmigstir (Sekil 5). Kok gelisimini tamamlayan bitkicikler topraga aktarilmis ve
dogal kosullara adaptasyonlar1 saglanmistir.

Bar ve ve ark. (1984), koklenme asamasinda %2 MS besi ortami igerisine 0.5 mg/l IAA+
0.5mg/l IAA ve 0.5mg/l IBA eklendiginde siirgiinlerin %60‘mda koklenmenin
olustugunu bildirilmistir. Cai ve ark. (1984), Y2 MS besi ortami igerisine 0.5-1 mg/l IAA
ilave edildiginde 10-15 giin icerisinde giil siirgiinlerinin bu besi ortam: igerisinde
koklendigini rapor etmislerdir. Curir ve ark. (1986), giil siirgiinlerinin
koklendirilmesinde diisiik karbon konsantrasyonunun (%1.5 sakkaroz) kullaniminin
bitkilerde koklendirmeyi artirdigint saptamislardir. Damiano ve ark. (1987), agarli besi
ortam tizerine 1 cm kalinlikta sivi besi ortam ilave edilmis ¢ift fazli besi ortami
uygulamasinin kdklenme oraninda artis sagladigini bildirmislerdir. Pati ve ark. (2001),
mikro ¢ogaltilmis R. damascena ve R bourbonian bitkilerinin koklendirilmesinde IBA
iceren besi ortamdaki bitkilerin kok sayisinin NAA iceren besi ortamdakilere gore daha
fazla oldugunu, oksin ve sakkaroz miktarinin artirilmasiyla da kok sayisinin azaldigini
ancak yiiksek sakkaroz varliginda (%5) kok uzunlugunun artigini buna bagh olarak da
kok uglarinda kararmalarin meydana geldigini gézlemlemislerdir. Pati ve ark. (2004),
rejenere olan R. damascena bitkilerini koklendirmek i¢in 2 MS+10 uM IBA igeren sivi
besi ortami igerisinde 2 hafta kiiltiire aldiktan sonra bir hafta karanlikta %3 sakkaroz
iceren sivi besi ortami igerisinde kiiltiire almislardir. Bitkilerin koklenme oranlarmin
%90 oldugu gozlenmistir. Jabbarzadeh ve Khosk-Khui (2005), in vitro’da
mikrogogaltimin1 gergeklestirdikleri R. damascena’nin siirgiinlerini MS, 2 MS, Y5 MS,
¥a MS ve farkli konsantrasyonlarda IAA, IBA ve NAA iceren besi ortamlar iizerinde
kiiltiire almiglar ve koklenmelerin tesvik edilmedigi gozlemlemislerdir. En 1y1 kok

249



S. E. Arici vd. / Yag Giilii (Rosa damascena Mill) niin In Vitro Kosullarda Klonal Cogaltimi ve Kiiltiire Alinmas:

gelisiminin 2.5 mg/l 2,4-D igeren besi ortami lizerinde 2 hafta kiiltiire alindiktan sonra
hormon i¢ermeyen bazal MS besi ortamina transfer edilen bitkilerde oldugunu tespit
etmiglerdir. Noodezh ve ark. (2012 ) yapmis olduklar1 ¢alismada in vitro kosullarinda R.
damascena’nin siirgiinlerinin 2 MS+0.1 mg/l IBA igeren besi ortamlarinda en iyi kok
gelisimini gerceklestigini bildirmiglerdir. Tabesh ve ark. (2013) doku kiiltiiriinde
cogaltilan bitkilerin koklenme besi ortamlarinda NAA ile IBA’y1 birlikte kullanmiglar
ve 0.5 uM NAA ile 1.5 uM IBA igeren s1vi %2 Van der Salm besi ortaminda siirgiinlerin
tamaminin koklendigini ve kok uzunlugunun ortalama 7.66 mm) bildirmislerdir.

4. Sonuglar

Bilindigi gibi bir c¢ok bitki tiirli, doku kiltiiri ydntemiyle yaygin olarak
cogaltilmaktadir. In vitro ¢ogaltim yontemi ile genel olarak hastaliklardan ari saglikl,
fenotipik ve genotipik benzerlikleri ayn1 olan kitlesel bitki iiretimi yapilabilmektedir.
Sonug¢ olarak, yapmis oldugumuz c¢aligmada yaglhk giliin doku kiltlirii besi
ortamlarinda en iyi siirgiin olusumu 1 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAgs igceren besi
ortaminda en fazla siirgiin sayisi ise 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA+0.1 GAs besi
ortaminda gozlenmistir. Siirglin gelisme denemesinde elde ettigimiz sonuglardan yola
cikarak, ¢alismada bitki rejenerasyonu gergeklesen 1 mg/l BAP+ 0.1 mg /L NAA+ 0.1
mg/l GAs hormon konsantrasyonu ilave edildikten sonra farkli karbonhidrat tip ve
konsantrasyonlar1 (20, 30, 40 ve 50 g/l glikoz, fruktoz ve sakkaroz) ilave edilmistir.
Denemede kullanilan farkli karbon kaynaklarindan sakkaroz igeren besi ortamlar:
lizerinde giil siirgiin uglarinda gelisme gézlenmistir. Ozellikle 30 g/l sakkaroz igeren
besi ortami tizerinde giil siirglinlerinde gelisme ve yan siirglinler tespit edilmistir.
Icerisinde 20 g/l sakkaroz iceren besi ortamlarda da giil siirgiin gelisiminde benzer
sonuglar tespit edilmistir. Bitkiler en iyi 2 MS+2 mg/l IBA igeren besi ortamda % 83,3
oraninda koklenmistir. Arastirma sonucunda hizli ve etkili bir fidan {iretimi i¢in uygun
bir protokol gelistirilmeye calisilmistir. Calismada gelistirilmis olan  Kklonal
mikrogogaltim teknigi; glinlimiizde pratik anlamda doku kiiltiirii ile fidan {retimi
yapmaya baglayan 0zel kuruluslar tarafindan kullanilarak, giil fidani {iretiminin
artirtlmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, giilin ekonomik olarak ne kadar 6nemli oldugu g6z Oniinde tutulacak
olursa hizli bir sekilde, ¢ok sayida , istenilen 6zelliklere sahip, saglikli giil bitkilerinin
mutlaka yetistirilmesi gerekmektedir. Bu baglamda in vitro ¢ogaltim yontemleri aktif
rol oynamaktadir. Bu ¢aligma ile giiliin in vitro'da ¢ogaltilmast i¢in uygun bir protokol
olusturulmaya calisilmistir.
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