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In vitro ¢igeklenme siis bitkileri biyoteknolojisi a¢isindan olduk¢a 6nemlidir. Pazar degeri
yiiksek bitkilerin dogal kosullarda veya klasik yontemlerle ¢iceklenmesi oldukga yavastir. Bitki
Biyoteknolojisi igerisinde yer alan doku kiiltiirii bu siireci oldukga kisaltir.

Bu tez caligmasinda ticari degeri yiiksek olan bazi Afrika menekselerinin in vitro
kosullarda ¢igeklenmesini amaglanmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda cigeklenme tizerine etkili
oldugu disiiniilen hormonlarin, besiyerlerinin ve fotoperiyodun etkileri ¢aligildi. Hormon olarak
BA, TDZ, NAA ve Kontrol gruplari kullanilmistir. Organogenezis calismasinda ve in vitro
ciceklenme ¢aligmalarinda farkli hormon, MS ortamlar1 ve fotoperiyod kullanilmigtir. Besiyeri
olarak, MS Bazal tercih edilmistir. Organogenezis ¢alismalarinda MS Bazal 4.4 g/L kullanilmigtir.
In vitro ¢iceklenme calismasinda MS Basal (4.4 g/L, 2.2 g/L ve 1.1 ¢g/L ) farkli miktarlarda
kullanilmigtir. BBD * Bitki boyu kriterine gore degerlendirilmis, pembe renge sahip Afrika
meneksesinde 4.4 g/ MS bazal + 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA igeren ortamda bitki boyu 2,75 cm
ile en yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Beyaz renkli Afrika meneksesinde; En yliksek yaprak sayisi,
29,8 adet ile 4.4 g/LL MS bazal ve 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ igeren besiyerinde ulastig1 tespit
edilmigtir. Pembe ¢i¢ek renkli Afrika meneksesi, 4.4 g/l MS bazal ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA
iceren besiyerinde 12,80 adet ile maksimum sayida kardeslenme katsayisina ulastigi tespit
edilmistir. Beyaz ve Mor ¢igek renkli Afrika menekselerinde 0.50 mg/L IBA igeren besiyerinde en
yiiksek koklenme yiizdesi %31.03 olarak tespit edilmistir. Organogenezis denemelerinden iiretilen
pembe, mor ve beyaz renkli Afrika menekseleri, in vitro sartlarda g¢igeklenebilmesi igin stres
faktorii olarak, ii¢ farkli aydinlanma siirelerine sahip fotoperiyod, ii¢ farkli dozlarda MS bazal ve 6
farkli bitki biiylime diizenleyicileri kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler : Afrika Meneksesi, Organogenezis, in vitro ¢igeklenme, Fotoperiyod



CUKUROVA UNIVERSITY

INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

MASTER’S THESIS

Investigation of Organogenesis and In vitro Flowering
Possibilities In Saintpaulia \arieties

Emrah SUNDUK

Supervisor: Prof. Dr. N. Yesim YALCIN MENDI

Biotechnology Department

ABSTRACT

In vitro flowering is very important in terms of ornamental plant biotechnology. Flowering
of plants with high market value under natural conditions or by conventional methods is rather
slow. Tissue culture in Plant Biotechnology shortens this process considerably.

In this thesis, it is aimed to bloom in vitro conditions of some Saintpaulia sp. with high
commercial value. The effects of hormones, media and photoperiod, which were thought to be
effective on flowering in previous studies, were studied. BA, TDZ, NAA and Control groups were
used as hormones. Different hormones, MS media and photoperiod were used in organogenesis
and in vitro flowering studies. As the medium, MS Basal was preferred. MS Basal 4.4 g/L was
used in organogenesis studies. Different amounts of MS Basal (4.4 g/L, 2.2 g/L and 1.1g/L) were
used in the in vitro flowering study. The highest plant height was observed to be 2.75 cm in the
pink flower colored Saintpaulia in the medium containing 4.4 g/L MS basal + 2 mg/L BA + 1
mg/L NAA. The highest number of leaves was obtained in the white flower colored African violet,
29.8 pieces in the medium containing 4.4 g/L MS basal + 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ. The
maximum number of tillering coefficient was obtained in 12.80 pieces of pink flower colored
African violet in medium containing 4.4 g/L MS basal + 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA. The highest
rooting percentage was determined as 31.03% in the medium containing 0.50 mg/L IBA in
Saintpaulia with white and purple flowers. In order for the pink, purple and white colored
Saintpaulia produced from organogenesis experiments to bloom in vitro, three different
photoperiods with illumination durations, three different doses of MS basal and 6 different plant
growth regulators were used as stress factors.

Key words : Saintpaulia sp., Organogenesis, In vitro flowering, Photoperiyod
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1. GIRIS

19.yy’in ilk ceyreginde Baron Walter Von Saint Paul tarafindan kesfedilen Afrika
meneksesi (Saintpaulia ionantha), i¢ mekan siis bitkilerinin en 6nemli bitkilerinden birisi olmustur.
1960’1 yillarda ise Herman Holtkmap, bitkiyi cogaltarak ticarilestirmistir. Ticarilesen bitkiye
Afrika meneksesi ismi verilmistir (Kolehmainen, 2008). Afrika meneksesinin bitki sistematigindeki

yeri asagidaki verildigi gibidir:

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta

Swnif: Magnoliopsida

Takim: Zingiberales

Aile: Gesneriaceae

Cins: Saintpaulia

Tiir: Saintpaulia ionantha Wendl|

Sekil 1.1. Afrika meneksesine(Saintpaulia ionantha Wendl.) ait goriintii

Anavatan1 Tanzanya’nin kuzeyi, ve Kenya’nin giiney dogusudur. Daglik bdlgelerde sis
ormanlarina ait bitkilerdir. Ozellikle Tanzanya’nin Usambara daglarinda yaygm olarak yayilim
gosterir. Dogada ¢ok farkli habitatlara sahiptir bunlardan birkaci ise su sekildedir; kayalarda, duvar
dibi gibi dik taslarda, aga¢ govdelerinde, egrelti ve yosunlarin arasidir. Dogada dogal olarak yetigsen
11 tirt bulunmaktadir, bu tiirlerden bazilari; Saintpaulia ionantha, Saintpaulia inconspicua,
Saintpaulia goetzeana, Saintpaulia grotei, Saintpaulia magungensis ve Saintpaulia
pusilla’dir.Biyoteknolojik yontemlerle yiizlerce alt tiirlere ait bitkiler edilmistir. Cok yillik, otsu ve
biitiin y1l gelisim gosteren bitkilerdir. Tropikal iklim, yiiksek rakim sis ormanlarinda dogal yayilim
gosterirler. Dogrudan gilines 151811 almayan ve nemli alanlarda optimum gelisim gosterirler.

Birgok sekilde vejetatif ve generatif ¢ogaltimi saglanan bu bitkiler, siis bitkilerinin klonal
cogaltilmasi acgisindan oldukga pratiktir. Klasik yontemlerle ¢cogaltilan bu bitkiler giiniimiizde artik

biyoteknolojik yontemlerle oldukca kisa siirede ve ekonomik olarak cogaltilmaktadir. Bitki



biyoteknolojisinde doku kdltiiri yontemleri kullanilarak, in vitro rejenerasyon gibi bircok
caligmalar yapilmaktadir.

Afrika meneksesi, Gesneriaceae ailesinin 20 tiire sahip Saintpaulia cinsinin en 6nemli
tiiriidiir. Yaprak sekli, vejetatif yapisi, ciceklenme zamani, ¢igek rengi ve ¢iceklenme zamani
bakimindan birgok ¢eside sahiptir (Jain, 1997; Paek ve Hahn,1999; Al-Hussein ve ark., 2006;
Kolehmainen, 2008; Giirel ve Cakin, 2013).

\? TANZANI A TS TR
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Sekil 1.2. Afrika meneksesinin anavatanina ait goriintii

In vitro ¢iceklenme, yeni ¢esitlerin siis bitkileri pazarmna in vitro’da ¢igekli buket olarak

ulastirilabilmesi amaciyla kullanilan alternatif bir doku kiiltiirii yontemidir. Vejetatif asamadan
generatif asamaya gegerek olusan c¢iceklenme, bir bitkinin yasamindaki en kritik olaylardan
birisidir. Hem genetik hem de ¢evresel faktorler tarafindan kontrol edilmektedir.
In vitro gigeklenme, apikal meristematik bdlgenin, ¢igegin tlim kisimlarinin iiretilecegi bir ¢igek
meristemine doniistiiriilmesi olayidir. Apikal meristemin yoniinii degistiren sinyaller arasinda,
bitkinin olgunlugu, temel besi ortami igerigi, karbonhidratlar, biiylime diizenleyiciler, kiiltiir
ortaminin 15181, pH, Sicaklik, fotoperiyod ve 1sik/karanlik rejimi bulunmaktadir.

Caligmamizin amaci, in vitro’da gelistirilmis olan Afrika meneksesi bitkisinin in vitro
ciceklendirilmesi amactyla farkli giin uzunluklarinda (karanlik-aydinlik), farkli biiyiime
diizenleyici (BA + NAA, BA + TDZ, 2 BA, 1 BA, 0.5 BA ve Kontrol grubu) ve MS temel besi
ortamimin farkli konsantrasyonlari ( MS, Y2 MS, Y4 MS ) denenerek, in vitro’da ¢igekli Afrika
meneksesi bitkisinin sektore kazandirilmasi amaglanmustir. In vitro’da tiipler icerisinde gelistirilmis
olan ¢igekli bitkilerin, ‘In vitro ¢i¢ek buketi’ olarak hem siis bitkileri sektoriinde hem de diger ilgili

sektorlerde biiyiik bir potansiyele sahip olacagi diistintilmektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Tanimoto ve Harada, (1981), IAA, zeatin, amonyum nitrat ve siikrozun, in vitro’da
kiltiire alinan Torenia kok segmentlerinde ¢igek tomurcuklarinin baglatilmast ve geligsmesi
izerindeki etkileri ¢caligilmigtir

Heylen ve Vendrig, (1988), Cigek olusumunu tesvik eden uyaranlarin uyarilmasi,
translokasyonlar1 ve ¢igek morfogenezlerinin burada yer alan kilit adimlar oldugunu, In vitro
ciceklenme i¢in onemli faktorlerin karbonhidratlar, biiyiime diizenleyicileri, kiiltiir ortaminin 15181
ve pH oldugunu belirtmislerdir

In vitro ¢iceklenme, aym zamanda ¢iceklenme fizyolojisinin anlagilmasii da
kolaylastirmaktadir. Biiyiik ol¢lide ekzo ve endojen fitohormonlarin, sekerlerin, minerallerin ve
fenoliklerin seviyesine ve etkilesimine bagli bulunmaktadir. Tissarat ve Galletta, (1995), bitkinin,
fotoperiyod, genetik faktorler ve cevresel tepkiler bir arada ve uygun kosullarda bulundugunda
cicek agtigimi saptamiglardir. Bu kosullar siklikla degistirilebilmekte, bu sayede bitkinin erken
iireme agsamasina girmesi i¢in uyarti saglanabilmektedir

Hew ve Yong, (1997), Orkidelerdeki baz1 ¢aligmalar, BA, karbonhidrat ve azot oraninin
¢icek tomurcugunun agmasinda etkili oldugunu gostermistir. Doriella Tiny orkide'sinde, 10 g/L
stikroz ve 5 mg/L BAP igeren ortamda ¢i¢ek tomurcuklart olugsmustur

Sudhakaran ve ark., (2006), In vitro mini ¢igek buketi terimi, ilk olarak in vitro’da
cigeklenmenin baglatilmasi ve kontrol edilmesi yetenegi olarak tanimlanmistir

Taylor ve van Staden, (2006).Cigeklenme igin 6nemli kriterlerin; pH, karbonhidrat,
agaroz, 151k yogunlugu, eksplantlarin biiytlikliigii, ortam bilesenleri tiir ve konsantrasyonu ve bitki
biliylime diizenleyicileri oldugunu belirtmiglerdir. Siikrozun ¢igek tomurcuk olusumunda veya ilk
gelisiminde gerekli en Onemli faktor oldugunu o6ne strmdistiir. In vitro floral morfogenezis
asamalarindaki en uygun siikroz konsantrasyonu, 30 g/L olarak saptanmigtir. MS ortaminda,
ylksek azot konsantrasyonlarinin genellikle ¢iceklenmeyi Onledigi, orta veya diisiik nitrojen
seviyesinin uygun oldugu, yari-gii¢lii MS mineralinin kullaniminin ise énemli oldugu saptanmistir,
Cymbidium iginde ¢igeklenmede ortamda yiiksek fosfor ve diisiik azot ¢igeklenmeyi tesvik etmistir.
Orkidelerin in vitro ¢iceklenme ¢alismalarinin ¢ogunda, farkli BA, 2-1P, TDZ, PBZ, ABA, KN,
GA;, TIBA (2,3,5- triyodobenzoik asit) veya NAA veya diger bitki biiylime diizenleyici
kombinasyonlari ve temel besi ortamui igerigi, in Vitro ¢igegin baslatilmasi i¢in kullanilmigtir. BA,
in vitro ¢iceklenme denemelerinin ¢ogunda kullanilmistir. Dendrobium primulinum da dahil olmak
tizere birgok orkide de, TDZ ¢igek tomurcuk olusumu i¢in BA'dan daha etkili bulunmustur

Vu ve ark., (2006), ¢igeklenme tesvik edilecekse, GAs'lin yiiksek konsantrasyonunun,
bastirilmis ¢icek tomurcuk indiiksiyon ve ciceklenmeyi artirdigini belirtmislerdir. Birgok 6n
calisma, ABA'nin in vitro ¢iceklenmeyi onledigini gostermektedir. Gibberellik asit (GA3) ve

sitokininlerin, ¢igegin tesvik edilmesinden sorumlu bitki biiylime diizenleyicileri oldugu



saptanmigtir.  In vitro ¢igeklenmenin, ¢igek organi gelisimi ve ¢igek yaslanmasi gibi iireme
stirecinin tiim mekanizmalarmi ve ¢igeklenmeye 6zgii yonlerini incelemek i¢in uygun bir arag
oldugu diigiiniilmektedir

Kanchanapoom ve ark., (2009), sitokininlerin, fotoperiyodun ve alt kiiltiir zamanimnin
giiller dahil birgok bitki tiiriinde in vitro giceklenmeyi tesvik ettigini belirtmiglerdir. 9 haftalik
kiltirden sonra 2 mg/L BA igeren MS ortaminda in vitro ¢igeklenmeyi gézlemislerdir. BA’y1,
bir¢ok giilde in vitro ¢igeklenme i¢in yaygin olarak kullanmislardir. Sitokininlerin uygulanmasinin
cicek gecisi ile iliskili molekiiler degisiklikleri tesvik ettigini, BA ve alt kiiltiir zamaninin, in
vitro’da gigeklenmenin baslatilmasinda etkisi bulundugunu belirtmislerdir

Sri Rama Murthy ve ark., (2012), in vitro c¢iceklenme igin 6nemli faktorler olan
fotoperiyot, sicaklik, 1s1k yogunlugu ve GAj3'lin in vitro biiyiime ve ¢igeklenme iizerindeki etkilerini
incelemislerdir.

Said Hassanzade Mobini ve ark., (2014). mercimek ve faba fasulyesi bitkilerinde
flurprimidol, indol-3-asetik asit ve zeatin kombinasyonunu kullanarak, faba fasulyesinde %2100 in
vitro c¢igeklenme orani elde ederken, mercimekte ise %90 in vitro c¢iceklenme yiizdesi elde
etmislerdir.

Sitokininler ve GA; ¢igek olusumunu tesvik ederken, oksinler inhibe etmiglerdir (Semiarti
ve ark., 2014). Etilene maruz birakilma ve polyaminler de, gigeklenmeyi tesvik etmektedir (Jaime
A. Teixeira ve ark., 2014).

Ortam bilesenlerinin, bitki biiylime diizenleyicileri ve konsantrasyonlarmin, in vitro
ciceklenme ve mikro ¢ogaltimi1 6nemli 6l¢iide etkiledigi bildirilmisdir (Kaviani ve ark., 2014).

Sonali Jana ve Gyan Singh Shekhawat, (2010), Anethum graveolens bitkisinin
yapraklarmi kullanarak in vitro rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. .Adenin siilfatin kallus
rejenerasyon sikligini arttirdigini ifade etmislerdir. In vitro ¢igeklenme denemelerinde farkli
karbonhidratlar (friiktoz, glukoz, mannoz ve sorbitol) kullanarak bitkinin ¢igeklenmesini
saglamiglardir.

P.T.Pratheesh ve M.Anil Kumar, (2011), Rosa indica L. bitkisinde glimiis nitrat’in farkli
dozlarin1 kullanarak in vitro c¢iceklenme {izerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirmalar
neticesinde litre’de 50mg giimiis nitrat, MS+ 0.5mg/L IAA ve MS+ Img/L BA ortamlarinda
ciceklenmenin gerceklestigini ifade etmislerdir.

Shuvra Kanta Behera ve ark., (2018), Oldenlandia umbellata L. bitkisinde MS ortamina
ilave olarak Naftalen asetik asit (0.15-1.0mg/L) ve benzilaminopiirin (0.5-1.5mg/L) hormonlarini
kullanarak bitkicikler elde etmiglerdir. S6z konusu bitkiciklerin alt kiiltiirlerini % 0.4 hindistan
cevizi siitli ilave ederek yapmislardir. % 92.73 ile % 0.4 hindistan cevizi siitii ilave edilen bitkiler in

vitro’da gigeklenmigtir .


https://link.springer.com/article/10.1007/s11627-014-9647-8#auth-Saeid_Hassanzadeh-Mobini

Nevzat Sevgin, (2019), Afrika meneksesinde Meta-topulin ve farkli sitokinin tiirevleri
kullanarak, metatopulin’nin farkli sitokinin tiirevlerine gore; in vitro mikro g¢ogaltimi ve siirgiin
gelisimi agisindan daha etkili oldugunu ifade etmistir .

Teixeira da Silva ve ark. (2014), yiiksek Fosfor (P) ve disiik Azot (N)'un
Dendrobium’da ¢igek olusumunu arttirdigini  bildirmislerdir. Buna ek olarak, in vitro’da
ciceklenme c¢alismalarinin ¢ogunda tek bir bitki biiyiime diizenleyicisi 6-benziladenin (BA), N6-
izopenteniladenin (2-IP), Thidiazuron (TDZ), Paclobutrazol (PBZ veya PP333), Absisik asit
(ABA), Kinetin (Kin), Giberellik asit( GA3), 2,3,5-trilodobenzoikasit (TIBA, serbest asit) veya 1-
naftalenasetik asit (NAA), 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve zeatin (Wen ve ark., 1999) veya
diger kombinasyonlar ve besinler, in vitro ¢i¢ceklenmeyi tesvik etmek igin kullanilmistir.

Mabhipal ve ark., (2016). diisiik konsantrasyonlarda Benzilaminopiirin (BAP) ve Kinetin
kullanimi ile in vitro ¢igeklenmenin tesvik edildigini, BAP’1n, Kinetin'den daha etkili oldugunu
saptamiglardir. Tam kuvvetli MS ortaminda ciceklenme gelisimi olmamistir, ancak kiiltiirlerde
sirginlerin sayist arttirilmistir. Lycopersicon esculentum'da MS ortaminda yiiksek azot ve
karbonhidrat konsantrasyonunda in vitro ¢i¢ceklenmenin inhibe edildigini de bildirmislerdir. Cigek
olusumunu tesvik eden uyaranlari uyarilmasi, translokasyonlar1 ve ¢igek morfogenezleri burada

yer alan kilit adimlardr.






3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel materyal

Afrika Meneksesi gerek bakim kolayligi, gerekse goriiniisii ve Ozellikleri bakimindan
birgok kisi tarafindan tercih edilen, yetistirilen popiiler bir siis bitkisidir. Farkli renk ve sekillerdeki
cicekleriyle, sirin yapraklariyla, asla gézden diigmeyen, modasi ge¢meyen bir salon bitkisidir.
Afrika meneksesi ¢iceginin ¢ok tercih edilmesinde yatan asil 6zellik cicek renk cesitliliginin fazla
olmasidir. Cigekleri mavi, mor, beyaz, lacivert, kenar kisimlar1 beyaz, orta kisimlari mavi, kirmizi,
pembe, beyaz vb. bir¢ok renkte olabilmektedir. Cigeklerin goriiniisii ve yapisi ise katmerli, yalin,
kenar kisimlar1 dantel seklinde veya diiz olabilmektedir. Bir¢ok cesit 6zelliginden dolay1 ¢ogu
cigeksever bu bitkiyi tercih etmektedir.(Nebi Cobaner, 2020, Ankara Biiyiiksehir belediyesi). Tez
caligmasinda bir¢ok avantaja sahip olan, biyoteknolojik yontemleri kullanarak tretilmesi kolay

olan Afrika meneksesi (Sainthpaulia sp.) bitkisini tez materyali olarak kullanilmistir .

Sekil 3.1. Afrika meneksesine ait bir goriintii

3.2. Metod

Tez ¢alismasinda, in vitro denemelerinin tamam ve bitkilerin kiiltiirel bakim islemleri,
C.U. Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda ve C.U. Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii siis bitkileri serasinda gergeklestirilmistir. Tez caligmasinda
eksplant kaynagi olarak bitkinin yapragi kullanilmistir. Ek olarak yaprak sapi da kullanilmustir,
fakat buradan gelisen hiicre yiginlar1 organize olamayip, bitkicige doniisememistir. Tez
calismasinda kullamlan bitki Cukurova Universitesi BAP kurumunun finansorliigiinde; Garden
Koala firmasindan temin edilmistir. Bu projede gerceklestirilen tiim ¢alismalar, 2019-2023 yillari
arasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimii Bitki Biyoteknolojisi

Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.



3.2.1. Besiyeri ortamlarinin icerigi ve hazirlanmasi

Organogenezis denemesi i¢in hazirlanan besiyeri 6 farkli kombinasyonlari icermektedir. Bu
kombinasyonlar1 birbirinden ayirt eden besiyeri igerigindeki hormonlardir. Ornek olarak, BA +
NAA igeren besiyerinde;

30 g/L siikroz + 4.4 g/L MS bazal + 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA + 3.5 g/L agaroz + 1.5 g/L
fitajel, 0.7 g/L Aktif karbon ve distile su icermektedir. Diger 4 besiyerinde kullanilan hormonlar
degiskendir, diger tiriinler sabittir. Cizelge 1.1.’de ifade edilmistir.

In vitro ortamda kiiltiire alinacak eksplantlar i¢in 30g/L siikroz, 4.4 g/L. MS bazal, 0.7 g/L
aktif karbon, tartilarak steril su iceren erlen’e aktarilmistir. S6z konusu bu aktarim erlen igerisinde
manyetik karistirict ile ISOLAB Manyetik karistiricida her bir kimyasal sirasiyla ilave edilmistir.
Homojenize olan soliisyona son olarak 2 mg/L. BA hormonu eklenmistir, daha sonra 1 mg/L NAA
ilave edilmistir. Homojenize olan soliisyon pH metre cihazinda HCl ve NaOH ile bitkilerin
optimum gelisim gosterdigi pH 5.7 — 5.8’de sabitlenmistir. Son olarak 3.5 g/L agaroz ve 1.5 g/L
fitajel tartilarak soliisyona eklenmistir. Hazirlanan besiyeri, 121 °C, 1.8 atm basing ile 75 dakika
otoklav edilmistir. Otoklav sonucunda steril edilen herbir besiyerleri soguduktan sonra petrilere
dokiilerek, streclenmistir. Petrilerin iizerine hazirlanma tarihi ve besiyerlerinin igerigi yazilarak,

transfer odasindaki raflara diizenli bir sekilde dizilmistir.

Sekil 3.2. Hazirlanan besiyerlerinin petriye dokiilmesine ait goriintii



Cizelge 3.1. Organogenezis denemesinde hazirlanan besiyerinin igerikleri

BA+NAA

30 g/L siikroz = 30 g/L siikroz

4.4 g/L MS
bazal

2mg/LBA+ 2mg/L BA+
1mg/L TDZ

1mg/L NAA

3.5¢g/Lagaroz  3.5g/L agaroz 3.5¢g/L agaroz 3.5 g/L agaroz

+1.5¢9/L
fitagel

Distile su

0.7 g/L Aktif 0.7 g/L Aktif

karbon

4.4 g/L MS

2BA 1BA

30 g/L siikroz = 30 g/L siikroz

4.4 g/L MS 4.4 g/L MS
bazal bazal
2 mg/L BA 1 mg/L BA

+15g/L +15g/L
fitagel fitagel
Distile su Distile su

0.7 g/L Aktif = 0.7 g/L Aktif
karbon karbon

0.5BA KONTROL

30 g/L siikroz =~ 30 g/L siikroz

4.4 g/L MS 4.4 g/L MS
bazal bazal

0.5 mg/L BA Hormonsuz

3.5 g/L agaroz 3.5 g/L agaroz

+1.5g/L +1.5g/L
fitagel fitagel
Distile su Distile su

0.7 g/L Aktif 0.7 g/L Aktif
karbon karbon

Cizelge 3.2. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda bulunan besin maddeleri ve oranlar

Makro Elementler

Mikro Elementler

Vitaminler

Ortamda bulunan maddeler

NH4NO3

KNO3
CaCl2.2H20
MgS04.7H20
KH2PO4

KI

H3BO3
MnS04.7H20
ZnS04.7H20
Na2Mo04.2H20
CuS04.5H20
CoCl2.6H20
FeS0O4.7H20
Na2EDTA.2H20
Myo-inositol
Nikotinik asit
Pirotinik asit
Tiamin hidrokloriir
Glisin

Konsantrasyon(mg/L)

1650.0
1900.0
440.0
370.0
170.0
0.83
6.20
22.30
8.60
0.25
0.025
0.025
27.85
37.25
100.0
0.50
0.50
0.10
2.0



Cizelge 3.2’de MS bazal besiyeri igeriginde bulunan makro, mikro elementler ve
vitaminlerin miktarin1 ifade etmektedir. Bitkinin biiylime ve gelismesi i¢in 6nemli olan bu
kimyasallar hazirlanan besiyeri igeriginde kullanmilmistir. G6zlenen degisim ve gelisimler gézlem

formuna not edilmistir.

3.2.2. Bitki materyalinin sterilizasyonu ve doku kiiltiiriiniin baslatilmasi

Afrika meneksesi i¢in On sterilizasyon denemesi kurulmustur. Deneme sonucunda %15
domestos’da 20 dk bekletilen bitkilerde en az enfeksiyon orani gézlemlenmis ve bu protokol bitki
materyallerinin sterilizasyonunda kullanilarak deneme kurulmustur. Bitkiden bistiirii yardimiyla
kesilen yapraklar ilk olarak activex sabun ile yikanmistir. Yikanan bitkiler magenta kabin igerisine
aktarilmigtir. Uzeri temiz bir bez yardimu ile kapatilarak, 20 dk. musluk suyu altinda yikanmistir.
Steril kabin igerisine alinan Afrika meneksesi yapraklar1 %70’lik etil alkol igerisinde 1 dk.
bekletilmistir. Daha sonrasinda ise distile su ile yikanarak, %15°lik domestos igerisinde 20 dk.
bekletilmistir. Afrika meneksesi yapragimin {lizerinde bulunan domestos temizleninceye kadar steril

saf su ile yikanmustir.

Sekil 3.3. Afrika meneksesi sterilizasyon goriintiisii

Steril edilen Afrika meneksesi yapragi eni ve boyu lecm x lem olacak sekilde kiigiik
pargalara ayrilmigtir. Her bir eksplant besiyerlerine aktarilmistir. Petrilerin etrafi stre¢ film ile
kapatildi. Kiiltiire alinan eksplantin; kiiltiire alinma zamani, besiyerinin igerigi, bitkinin ismi ve

petri numarasi etikete yazilmistir, bilyiime odasina transfer edilmistir.
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Sekil 3.4. Hazirlanan besiyerlerinin streglenmesine ait goriintii

Kiiltire aliman eksplantlar biiylime odasinda 16 saat aydinlik-8 saat karanlik rejimi
uygulanmigtir. Biiylime odasi sicakligi 24+2°C’dir. Biiyiime odasi nem miktar1 ise %60-%70

arasindadir.

Sekil 3.5. Eksplantlarin besiyerine aktarimina ait goriintii

Her hafta kontaminasyon olup-olmadigi gézlenmistir. Kontamine olan petriler segilerek
biiylime odasindan uzaklastirilmis, gozlem formuna kontamine olan petriler veri analizi i¢in kayit
edilmistir. Yapilan gézlemler sonrasinda her 4 haftada bir degisim ve gelisim gosteren eksplantlar

kiiltiire alindi. Kontaminasyon olan ve 6len eksplantlar ortamdan uzaklastirilmistir.
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3.2.3. Altkiiltiirler

Direkt organogenezis ile elde edilen bitkiciklerin kardeslenmesi ve klonal olarak ¢ogaltilip,
deneylerde kullanimi agisindan oldukga 6nemi bir agamadir. Diger tiim asamalarda oldugu gibi bu
asamada da olabildigince hassas davranmak gerekir. Aksi durumda bitkilerin enfeksiyon riski
oldukga yiiksektir. Hazirlanmig olan besiyerleri; mantar, bakteri, virlis gibi organizmalar iginde
uygun bir ortamdir. Tiim bu riskleri analiz ederek, alt kiiltiir islemlerini olabildigince hassas
gerceklestirmek gerekir. Tez calismasinda her 3-4 haftada bir periyodik olarak bitkiler steril
kabininde alt kiiltere alinmis olup organogenezis, koklenme, fotoperiyod ve MS bazal besiyeri

denemeleri i¢in bitkilerin yeterli sayiya gelmesi saglanmustir.

3.2.4. Kiiltiir odas1 sartlar:

Doku kiiltiiriine alinan bitkiler, kiiltiir odasinda inkiibe edilmistir. Bu alana alinan bitkiler,
transfer odasindan getirilir. Kiiltiire alinan bitkilerin ortam kosullarindan dolayr kontamine
olmamasi i¢in serin, kuru, diizenli ve temiz bulunmalidir. Bu odadanin sicakligi 24+2°C’dir. Beyaz
floresan lambalar ile 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyodu ile aydinlatilmaktadir. Transfer

odasinda kiiltiire alinan Afrika menekseleri, kiiltiir odasinda raflara diizenli olarak yerlestirilmistir.

Sekil 3.6. Kiiltlir odasina ait goriintii

3.2.5. Organogenezis denemeleri

Tez galigmasinda Afrika meneksesi hiicrelerinin, tiim diger bitkisel hiicrelerde var olan
totipotensi(hiicrenin sinirsiz boliinme yetenegi) ozelligini kullanarak, direkt organogenezis
denemeleri kurulmustur. S6zkonusu denemelerde organogenezis basarisi yiiksek olan bitki bityiime
diizenleyici olarak, en yaygin kullanilan sitokinin ve oksin hormonlarint kullanilmistir. Kiiltiire
alinacak bitkiler igin; (2 mg/L) BA + (1 mg/L) NAA, (2 mg/L) BA + (1 mg/L) TDZ, (2 mg/L) 2
BA, (1 mg/L) 1 BA, (0.5 mg/L) 0.5 BA ve kontrol grubu besiyerleri hazirlanarak, otoklav
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edilmistir. Afrika meneksesi sterilizasyon protokoliinde en uygun olan sterilizasyon protokoliine
gore Afrika meneksesi steril edilmistir. Sterilizasyon islemi yapilan Afrika meneksesi, transfer
odasinda bulunan steril kabininde ortalama 4-5 giin Onceden hazirlanan besiyerlerinde
yerlestirilmistir. Her hafta gézlem alinmus, bitki gézlem formuna veriler not edilmistir. Ortalama 3-
4 haftada bir alt kiiltiir yapilmistir. Tekrar gozlemler alinarak; veriler bitki gozlem formuna not
edilmistir. Ug alt kiiltiirden sonra bitkiye doniisen eksplantlar, in vitro giceklenmeye hazir hale

getirilmistir.

Sekil 3.7. Organogenezis ¢aligsmasina ait goriintii

3.2.6. Koklenme denemeleri

Chandler ve Thorpe, (1986) In vitro’da koklenme igin en fazla kullanilan hormonlar IBA
ve NAA’nin oldugunu ifade etmistir. Tez ¢alismasinda kdklendirme denemeleri i¢in IBA nin dort
farkli konsantrasyonucalisilmistir. Organogenezis ¢alismalarindan elde edilen Afrika menekseleri,
dort farkli konsantrasyona (0.25 mg/L, 0.50 mg/L, 0.75 mg/L, 1 mg/L) sahip IBA ve kontrol grubu
bulunan koklendirilme ortamlarina aktarilmislardir. Koklendirme ¢alismasinda kullanilan MS bazal
ortam miktar1 4.4 mg/L, agaroz - fitajel miktarlar1 ise 3.5 g/L + 1.5 g/L’dir. Stikroz miktar1 ise 30
g/L’dir. Hazirlanan tiim besiyerlerinde siikroz, MS bazal ve agaroz - fitajel miktar1 sabittir, tek

degisken IBA’nin konsantrasyonudur.
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3.2.7. Ciceklenme denemeleri

Cigeklenme denemesi i¢in bitkinin stres kosullari altinda bulunmasi gerekmektedir. Stres
sartlarina maruz kalan bitkiler ya ¢icek acip, neslinin devamliligimi saglayacaktir, ya da bitki
yasamini devam ettiremeyecektir. Afrika meneksesi ¢iceklenme denemesinde stres faktorii olarak,
fotoperiyod, MS bazal miktarmnin degistirilmesi, bitki biiylime diizenleyici miktarmin
degistirilmesi, hedeflenmistir. Organogenezis denemelerinden olusan bitkiler, ortalama 3-4 giin

onceden hazirlanmis besiyerlerine transfer odasinda, steril kabinde aktarilmigtir.

Sekil 3.8. In vitro ¢i¢ceklenme i¢in kullanilan Afrika menekselerine ait goriintii

Fotoperiyod denemeleri

Stres faktoriiniin en temel olani bitkinin vejetatif aksanina uygulanan 1sik miktarinin
degistirilmesidir. Tez c¢alismamizda ¢ farkli fotoperiyod denemesi kurulmustur. Elde edilen
veriler, bitki gozlem formuna not edilmistir. 16 saat giindiiz, 8 saat gece uygulamasi, ilk
fotoperiyod denemesidir. Bu denemede bitkiye uzun giin bitkilerine ait, 151k stiresi uygulanmus, her
hafta gozlemler alinarak, bitki gézlem formuna not edilmis, her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmus,
3.alt kiiltiir islemine kadar siireg devam etmistir. Ikinci fotoperiyot denemesi ise, 12 saat giindiiz,
12 saat gece uygulamasidir. Bu fotoperiyodta 151k siiresi notr giin bitkilerine ait 6zelliktir. Her hafta
gozlemler alinarak, bitki gézlem formuna not edilmis, her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmis, 3.alt
kiltiir islemine kadar siire¢ devam etmistir. Son fotoperiyod denemesi ise 8 saat giindiiz, 16 saat
gece uygulamasidir. Bu denemede bitkiye kisa giin bitkilerine ait, 151k siiresi uygulanmigtir. Her
hafta gozlemler alinarak, ayni sekilde bitki gézlem formuna not edilmis, her 4 haftada bir alt

kiiltiire alinmisg, 3.alt kiiltiir islemine kadar siire¢ devam etmistir.

Fotoperiyod denemesi 1. uygulama (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik)
Organogenezis denemelerinden elde edilen bitkiler, 3.alt kiiltiirden sonra in vitro

ciceklenme igin hazir duruma getirilmistir. Bitkilerin steril kabinde minimum 4 giin &nce

14



hazirlanmig, 6 farkli bitki biiylime diizenleyicilerini igeren MS bazal besiyerlerine aktarimlari
gerceklestirilmistir. Kavanozlara aktarilan bitkiler, kiiltiir odasinda raflara dizilmistir. Her hafta
gozlemler alinarak, bitki gézlem formuna not edilmis, her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmis, 3.alt

kiiltiir islemine kadar siire¢ devam etmistir.

Fotoperiyod denemesi 2. uygulama (12 saat aydinlik -12 saat karanlik)

Organogenezis denemelerinden elde edilen bitkicikler 3.alt kiiltiirden sonra in vitro
ciceklenme i¢in hazir duruma getirilmistir. Hazir durumda olan bitkiler steril kabinde minimum 4
gilin 6nce hazirlanmig, MS bazal ve 6 farkli bitki biiylime diizenleyici maddeleri iceren 6 farkli
besiyerlerine aktarimi gercgeklestirilmistir. Kavanozlara aktarilan bitkiler kiiltiir odasinda
zamanlayici ve aydinlatma cihazi ile bos bir kutu igerisine diizenli sekilde dizilmistir, tizeri 151k
almayacak sekilde kutu kapatilmistir. Bu denemede aydinlatma araci olarak sadece kutu igerisinde
bulunan aydinlatma cihazi kullanilmistir. Her hafta gozlemler alinmis, bitki gézlem formuna not

edilmistir. Her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmistir, 3.alt kiiltiir islemine kadar siire¢ devam etmistir.

Fotoperiyod denemesi 3. uygulama (8 saat aydinlik -16 saat karanlik)

Organogenezis denemelerinden elde edilen bitkicikler 3.alt kiiltiirden sonra in vitro
ciceklenme i¢in hazir duruma getirilmistir. Hazir durumda olan bitkiler steril kabinde minimum 4
giin 6nce hazirlanmig, MS bazal ve 6 farkli bitki biiyiime diizenleyici maddeleri igeren, 6 farkl
besiyerlerine aktarimi gerceklestirilmigtir. Kavanozlara aktarilan bitkiler kiiltiir odasinda
zamanlayicit ve aydinlatma cihazi ile bos bir kutu i¢ine diizenli sekilde dizilerek iizeri 151k
almayacak sekilde kutu kapatilmigtir. Bu denemede de aydinlatma araci olarak sadece kutu
igerisinde bulunan aydinlatma cihazi kullanilmigtir. Her hafta gézlemler alinmig, bitki gézlem
formuna not edilmis, her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmistir, 3.alt kiiltiir islemine kadar siire¢ devam

etmistir.

MS bazal besiyeri denemeleri

Organogenezis denemelerinden elde edilen yeterli sayidaki Afrika menekselerini, in vitro
ciceklenme denemelerinde kullanabilmek i¢in MS bazal besiyeri hazirlanmigtir. Toplam ii¢ farkli
MS bazal besiyeri hazirlanmstir. ¥4 MS bazal (1.1 g/L), > MS bazal (2.2 g/L) ve tam MS bazal(4.4
g/Ly’dir. In vitro ciceklenme denemelerinde kullanilacak besiyerlerindeki besin igerigi,
organogeneziste oldugu gibidir, tek farki MS bazal miktarinin farklilik gostermesidir. Hazirlanan
besiyerleri Afrika meneksesinden oOrganogenezis ile elde edilen bitkilerin kiiltiire alinmasini
saglamistir. Besiyerleri kiiltiir islemi baglamadan ortalama 3-4 giin dnce hazirlanmig, otoklav

edilmistir.
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Tam MS bazal denemesi (Tam : 4.4 g/L)
In vitro gigeklenme i¢in kullanilacak besiyerlerden tam MS bazal(4.4 g/L) hazirlanirken

kullanilan kimyasallar sunlardir:

¢ 30 g siikroz

% Tam MS bazal(4.4 g/L)

% Agaroz + fitajel(3.5g/L + 1.5 g/L)

% Aktif karbon (0.7 g/L)

% BBD (BA (2 mg/L) + NAA (1 mg/L), BA (2 mg/L) + TDZ (1 mg/L), 2 BA (2 mg/L),
1 BA (1 mg/L), 0.5 BA (0.5 mg/L) ve Kontrol

«+ Distile su

Her kimyasal tek tek tartilarak, i¢erisinde manyetik balik bulunan erlenin igerisine ilave
edilmistir. S6z konusu erlen, karisim homojenize olana kadar 1siticili manyetik karistirici cihazin
tizerinde bekletilmistir. Tiim kimyasallar soliisyona eklendikten sonra soliisyon distile su ile son
hacmine tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyonun, pH metre cihazinda HCl ve NaOH yardimi ile
pH 5.7-5.8 arasinda olmasi saglanmistir. pH ayarlanan soliisyona en son agaroz + fitajel(3.5 g/L +
1.5 g/L)ilave edilerek, erlenin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyonun iizeri
streglenmigtir. Otoklav bandi yapistirildiktan hemen sonra erlen ve malzemeler otoklav cihazina
konulmustur, otoklav edilmistir. Otoklav edilen besiyerleri Afrika meneksesi i¢in 6 farkli BBD ve

3 farkli modifiye MS bazal ortamina, steril kabinde 4 giin sonra kiiltiire alinmistir.

MS bazal denemesi ( % MS : 2.2 g/L)
In vitro ¢igeklenme i¢in kullanilacak besiyerlerden MS bazal (2.2 g/L) hazirlanirken

kullanilan kimyasallar sunlardir:

+» 30 g siikroz

% Y% MS bazal (2.2 g/L)

«» Agaroz + fitajel(3.5 g/L + 1.5 g/L)

¢ Aktif karbon (0.7 g/L)

< BBD (BA (2 mg/L) + NAA (1 mg/L), BA (2 mg/L) + TDZ (1 mg/L), 2 BA (2 mg/L),
1 BA (1 mg/L), 0.5 BA (0.5 mg/L) ve Kontrol

% Distile su
Her kimyasal tek tek tartilarak, icerisinde manyetik karistirici bulunan erlenin igerisine

ilave edilmistir. S6z konusu erlen, karistm homojenize olana kadar 1siticitli manyetik karistirict

cihazin lizerinde bekletilmistir. Tiim kimyasallar soliisyona eklendikten sonra soliisyon distile su ile
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son hacmine tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon, pH metre cihazinda HCl ve NaOH yardimz ile
pH 5.7-5.8 arasinda olmasi saglanmistir. pH ayarlanan soliisyona en son agaroz + fitajel(3.5 g/L +
1.5 g/L) ilave edilerek, beherin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyonun tizeri
streclenmistir. Otoklav bandi yapistirildiktan hemen sonra erlen ve malzemeler otoklav cihazina
konulmustur, otoklav edilmistir. Otoklav edilen besiyerleri, Afrika meneksesi igin 6 farkli BBD ve

3 farkli modifiye MS bazal ortamina, steril kabinde 4 giin sonra kiiltiire alinmigtir.

MS bazal denemesi ( % MS : 1.1 g/L)
In vitro ¢igeklenme i¢in kullanilacak besiyerlerden MS bazal (1.1 g/L) hazirlanirken

kullanilan kimyasallar sunlardir:

s 30 g siikroz

% Y4 MS Bazal (1.1 g/L)

«» Agaroz + fitajel (3.5g/L +1.5¢g/L)

«» Aktif karbon (0.7 g/L)

« BBD (BA (2 mg/L) + NAA (1 mg/L), BA (2 mg/L) + TDZ (1 mg/L), 2 BA (2 mg/L),
1 BA (1 mg/L), 0.5 BA (0.5 mg/L) ve Kontrol

«» Distile su

Her kimyasal tek tek tartilarak, igerisinde manyetik karistirict bulunan erlenin igerisine
ilave edilmistir. S6z konusu erlen, karisim homojenize olana kadar 1siticili manyetik karistirict
cihazin lizerinde bekletilmistir. Tiim kimyasallar soliisyona eklendikten sonra soliisyon distile su ile
son hacmine tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon, pH metre cihazinda HC1 ve NaOH yardimu ile
pH 5.7 - 5.8 arasinda olmasi saglanmistir. pH ayarlanan soliisyona en son agaroz + fitajel (3.5 g/L
+ 1.5 g/L) ilave edilerek, erlenin iizeri aliminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyonun
iizeri streclenmistir. Otoklav bandi yapistirildiktan hemen sonra erlen ve malzemeler otoklav
cihazina konulmustur, otoklav edilmistir. Otoklav edilen besiyerleri, Afrika meneksesi i¢in 6 farkl

BBD ve 4 farkli MS bazal ortamina, steril kabinde 4 giin sonra kiiltiire alinmistir.

BBD (hormon) denemeleri

In vitro giceklenme denemesi igin, en az fotoperiyod ve MS bazal kadar bitki biiyiime
diizenleyicilerde  Onemlidir.  Besiyerinin  zenginlestirilmesi veya modifiye edilmesi
organogenezisten bilyliylip-gelisen bitkiyi vejetatif ve generatif gelisimi yoniinden oldukga etkiler.
Literatiir taramasindan sonra organogenezis ve in Vitro ¢igeklenmede basarili sonuglar alabilmek
icin 6 farkli BBD kullanilmistir. 6 farkli BBD igeren besiyerleri 3 farkli ¢igek renkli Afrika

meneksesinden bilyliylip-gelisen bitkiciklerin kiiltiire alinmasini saglamistir. Kiiltiire alinan bitkiler
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her hafta gézlem alinarak, bitki gdzlem formuna veriler yazilmistir. Her bir Afrika meneksesi igin 3

ay boyunca bu islemler devam etmistir.

BA + NAA denemesi
Organogenezisten gelisen bitkiler i¢in, 6 farkli BBD(hormon) igeren besiyeri
hazirlanmustir. 11k olarak, 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA iceren besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerinde

kullanilan kimyasallarin isimleri sunlardir:

30 g siikroz

«» Agaroz + fitajel (3.5g/L +1.5¢g/L)
< MS bazal (4.4 g/L)

< 0.7 g/L Aktif karbon

+ Distile su

« BBD (2 mg/L BA + 1 mg/L NAA)

Kimyasallarin her biri manyetik 1siticili cihazin {izerinde, erlenin igerisine ilave edilerek
homojenize olmasi1 saglanmistir. Hazirlanan soliisyona BBD ilave edildikten hemen sonra distile su
ile son hacime tamamlanmistir. HCl ve NaOH yardimm ile pH 5.7 - 5.8 arasinda olmasi
saglanmistir. Hazirlanan soliisyona son olarak; agaroz + fitajel (3.5 g/L + 1.5 g/L) ilave edilerek,
erlenin iizeri aliminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyolarin iistiine stre¢ film
cekilmistir, sollisyon ve diger yardime1 malzemeler otoklav cihazina yerlestirilmistir. 121°C, 75dk

otoklavda steril edilen iiriinler 4 giin sonra kullanima hazir duruma gelmistir.

BA + TDZ denemesi
Organogenezisten gelisen bitkiler i¢in, 6 farkli BBD(hormon) igeren besiyeri
hazirlanmustir. {1k olarak, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ igeren besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerinde

kullanilan kimyasallarin isimleri sunlardir:

s 30 g siikroz

«» Agaroz + fitajel (3.5g/L +1.5¢g/L)
s MS bazal (4.4 g/L)

«» 0.7 g/L Aktif karbon

+«+ Distile su

« BBD (2 mg/L BA + 1mg/L TDZ)
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Kimyasallarin her biri manyetik 1siticili cihazin {izerinde, erlenin igerisine ilave edilerek
homojenize olmasi saglanmistir. Hazirlanan soliisyona BBD ilave edildikten hemen sonra distile su
ile son hacime tamamlanmistir. HCl ve NaOH yardimi ile pH 5.7 - 5.8 arasinda olmasi
saglanmigtir. Hazirlanan soliisyona son olarak; agaroz + fitajel (3.5 g/L + 1.5 g/L) ilave edilerek,
erlenin {izeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyolarin iistiine stre¢ film
cekilmistir, soliisyon ve diger yardimci malzemeler otoklav cihazina yerlestirilmistir. 121°C, 75dk

otoklavda steril edilen iirlinler 4 giin sonra kullanima hazir duruma gelmistir.

2 BA denemesi
Organogenezisten gelisen bitkiler i¢in, 6 farkli BBD (hormon) igeren besiyeri
hazirlanmistir. lk olarak, 2 mg/L BA igeren besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerinde kullanilan

kimyasallarin isimleri sunlardir:

% 30 g siikroz

«» Agaroz + fitajel (3.59/L +1.5¢g/L)
« MS bazal (4.4 g/L)

«» 0.7 g/L Aktif karbon

+«+ Distile su

< BBD (2 mg/L BA)

Kimyasallarin her biri manyetik 1siticili cihazin {izerinde, erlenin igerisine ilave edilerek
homojenize olmasi saglanmistir. Hazirlanan soliisyona BBD ilave edildikten hemen sonra distile su
ile son hacime tamamlanmigtir. HCl ve NaOH yardimi ile pH 5.7 - 5.8 arasinda olmasi
saglanmigtir. Hazirlanan soliisyona son olarak; agaroz + fitajel (3.5 g/L + 1.5 g/L) ilave edilerek,
erlenin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyolarin iistiine stre¢ film
cekilmistir, soliisyon ve diger yardimci malzemeler otoklav cihazina yerlestirilmistir. 121°C, 75dk

otoklavda steril edilen iirlinler 4 giin sonra kullanima hazir duruma gelmistir.

1 BA denemesi
Organogenezisten gelisen bitkiler i¢in, 6 farkli BBD (hormon) igeren besiyeri
hazirlanmustir. 11k olarak, 1 mg/L BA igeren besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerinde kullanilan

kimyasallarin isimleri sunlardir:

7
0.0

30 g siikroz

Agaroz + fitajel (3.5g/L +1.5¢g/L)
MS bazal (4.4 g/L)

% 0.7 g/L Aktif karbon

0.0

0.0
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« Distile su
< BBD (1 mg/LBA)

Kimyasallarin her biri manyetik 1siticili cihazin {izerinde, erlenin igerisine ilave edilerek
homojenize olmasi saglanmistir. Hazirlanan soliisyona BBD ilave edildikten hemen sonra distile su
ile son hacime tamamlanmistir. HCl ve NaOH yardimi ile pH 5.7 - 5.8 arasinda olmasi
saglanmigtir. Hazirlanan soliisyona son olarak; agaroz + fitajel (3.5 g/L + 1.5 g/L) ilave edilerek,
erlenin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyolarin iistiine stre¢ film
cekilmistir, soliisyon ve diger yardimci malzemeler otoklav cihazina yerlestirilmistir. 121°C, 75dk

otoklavda steril edilen iiriinler 4 giin sonra kullanima hazir duruma gelmistir.

0.5 BA denemesi
Organogenez’den gelisen bitkiler i¢cin, 6 farkli BBD(hormon) iceren besiyeri
hazirlanmustir. 11k olarak, 0.5 mg/L BA igeren besiyeri hazirlanmustir. Bu besiyerinde kullanilan

kimyasallarin isimleri sunlardir:

% 30 g siikroz

«» Agaroz + fitajel (3.59/L +1.5¢g/L)
% MS bazal (4.4 g/L)

% 0.7 g/L Aktif karbon

+ Distile su

< BBD (0.5 mg /L BA)

Kimyasallarin her biri manyetik 1siticili cihazin iizerinde, erlenin igerisine ilave edilerek
homojenize olmasi saglanmistir. Hazirlanan soliisyona BBD ilave edildikten hemen sonra distile su
ile son hacime tamamlanmigtir. HCl ve NaOH yardimi ile pH 5.7 - 5.8 arasinda olmasi
saglanmistir. Hazirlanan soliisyona son olarak; agaroz + fitajel (3.5 g/L + 1.5 g/L) ilave edilerek,
erlenin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Aliiminyum folyolarin iistiine stre¢ film
cekilmistir, soliisyon ve diger yardimci malzemeler otoklav cihazina yerlestirilmistir. 121°C, 75dk

otoklavda steril edilen iiriinler 4 giin sonra kullanima hazir duruma gelmistir.
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Kontrol denemesi
Organogenezisten gelisen bitkiler i¢in, 6 farkli BBD(hormon) igeren besiyeri

hazirlanmigtir.Bu besiyerinde kullanilan kimyasallarin isimleri sunlardir:

« 30 g siikroz

% Agaroz + fitajel (3.5g/L +1.5¢g/L)
% 0.7 g/ L Aktif karbon

+ Distile su

% BBD yok (hormonsuz)

Kimyasallarin her biri manyetik 1siticili cihazin {izerinde, erlenin igerisine ilave edilerek
homojenize olmasi saglanmistir. Hazirlanan soliisyon distile su ile son hacime tamamlanmustir.
HCI ve NaOH yardimi ile pH 5.7 - 5.8 arasinda olmas1 saglanmistir. Hazirlanan soliisyona son
olarak; agaroz + fitajel (3.5 g/L + 1.5 g/L) ilave edilerek, erlenin iizeri aliminyum folyo ile
kapatilmigtir. Aliminyum folyolarin iistiine stre¢ film ¢ekilmistir, soliisyon ve diger yardimci
malzemeler otoklav cihazina yerlestirilmistir. 121°C, 75dk otoklavda steril edilen iiriinler 4 giin

sonra kullanima hazir duruma gelmistir.

3.2.8. Verilerin toplanmas ve istatistik analizlerinin yapilmasi

Organogenezis denemeleri kapsaminda Afrika meneksesinden alinacak yaprak eksplantlari
BA (2 mg/L) + NAA (1 mg/L), BA (2 mg/L) + TDZ (1 mg/L), 2 BA (2 mg/L), 1 BA (1 mg/L), 0.5
BA (0.5 mg/L) ve Kontrol igeren MS bazal ortaminda kiiltiire alimmistir. Organogenezis
denemeleri, 3 farkli ¢igek renkli Afrika meneksesi*6 BBD*10 tekkerriir (her tekerriirde 3 yaprak
eksplant1) = 180 petri, in vitro ¢igeklenme denemelerinde ise 3 farkli ¢igek renkli Afrika
meneksesi*3 farkli 151k*3 farkli modifiye MS bazal ortami*6 farkli BBD x 10 tekerriir (her
tekerriirde 3 bitkicik) = 540 olacak sekilde faktoriyel diizende tesadiif parselleri deneme desenine
gore yiiriitiilmiistiir. Elde edilecek yiizde degerler hesaplandiktan sonra agi transformasyonu
uygulanacak ve verilerin analizi JMP (versiyon 5.01) paket programi ile yapilmistir. Ortalamalarin

onem seviyeleri LSD (P<0.01) testi ile karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

Tez galigmasinda ti¢ farkli renkte Afrika meneksesi kullanilmigtir. Her bir genotipte , farkl
konsantrasyonlara ait BBD ve MS bazal denenmistir. Yiriitilen tez calismasinda in vitro

kosullarda organogenezis, ¢iceklenme ve koklendirilme galismalari gergeklesmistir.

4.1. Organogenezis denemelerinde bitki boyuna ait bulgular

Organogenezis caligmasinda {i¢ farkli ¢icek rengine sahip, Afrika menekselerinin
yapraklarindan bistiiri ile kesilen eksplantlar 6-8 haftada rejenere edilmistir, elde edilen
bitkiciklerin bitki boylar1 farkli MS bazal konsantrasyonlar1 igeren besiyerlerinde gozlemlenmistir.
MS bazal konsantrasyonlariin ii¢ farkl ¢igek rengine sahip Afrika menekselerinde, bitki boyuna
etkisi incelenmistir. Go6zlem sonucu elde edilen bitki boylarina ait veriler analiz edilmistir. Analiz
sonucu elde edilen veriler ¢izelge 4.1.”de verilmistir. Bitki boyu ortalamalarin 6nem seviyeleri LSD

(P<0.0001) testi ile karsilagtirtlmigtir, Gnemli bulunmustur.

Cizelge 4.1. Afrika menekselerine ait organogenezis denemesinde bitki boyuna (cm) ait veriler

Afrika Meneksesi BBD MS Bitki Boyu BBD Genotip
Cicek Rengi Dozlari (cm) Ortalamasi | Ortalamasi

1.1 mg/L 0,78

Kontrol 2.2 mg/L 0,54 0,81gh
4.4 mg/L 1,12
1.1 mg/L 1,06

0.5 mg/L BA 2.2 mg/L 0,84 1,66de
4.4 mg/L 3,08
1.1 mg/L 1,36

1 mg/L BA 2.2 mg/L 1,84 1,93bcd
4.4 mg/L 2,58

Pembe 1.1 mg/L 0.50 1,96 A

2 mg/L BA 2.2 mg/L 1,88 2,34ab
4.4 mg/L 4,64
1.1 mg/L 0,82

err';%’/LL 58 [22mgl 2.50 2,26abc
4.4 mg/L 3,48
1.1 mg/L 2,32

2 mgft o [22mgl 3,02 2,752
4.4 mg/L 2,92
1.1 mg/L 0,24

Kontrol 2.2 mg/L 0,50 0,57h
4.4 mg/L 0,96
1.1 mg/L 0,70

0.5mg/L BA | 2.2mg/L 0,84 0,99gh
4.4 mg/L 1,44

Mor 1.1 mg/L 0.78 104B

1 mg/L BA 2.2 mg/L 1,08 1,08fg
4.4 mg/L 1,38
1.1 mg/L 0,50

2 mg/L BA 2.2 mg/L 0,78 0,79gh
4.4 mg/L 1,10
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Cizelge 4.1. devam

T2 mg/L 0,82

2moft-BAS 22 mg/L 110 1,23def

mg/L TDZ

Mor Tt T O

2 mgft o [22mgl 158 1,55def
4.4 mg/L 2.28
1.1 mg/L 0.56

Kontrol 2.2 mg/L 1,32 0,97gh
4.4 mgIL 104
1.1 mg/L 1,36

0.5mg/L BA | 2.2 mg/L 170 1,64de
4.4 mg/L 1,86
1.1 mg/L 0,80

1 mg/L BA 2.2 mg/L 2,02 1,93bcd
4.4 mg/L 2.98

Beyaz 11 my/L 0.80 1,76A

omglLBA | 2.2mgiL 188 1,76¢cd
4.4 mg/L 2,60
1.1 mg/L 0,82

21?21%,//'[ 88 [22mgl 2,04 2,03bcd
4.4 mg/L 3.0
1.1 mg/L 1,02

2 mgft S [22mgl 2.36 2,230¢
4.4 mg/L 3,30

LSDgenotip: 0,208
LSDws: 0,208

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri Tam MS (4.4 g/L) igeren
besiyerlerinde maksimum gelisim gostermistir. Besiyerinde bulunan MS miktarinin azalmasina
bagli olarak, bitki boylarinin daha kisa oldugu gozlenmistir. En yiiksek bitki boy uzunlugu pembe
renkli Afrika meneksesinde gozlenmistir. Diger iki renge kiyasla, daha kisa bitki boy uzunluguna

sahip bitki, mor renkli Afrika meneksesi olmustur.

Sekil 4.1. Mor ¢igek renkli Afrika meneksesinin bitki boyuna ait gériintii
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Beyaz, pembe ve mor ¢igcek renkli Afrika menekseleri farkli miktarlarda BBD igeren
besiyerlerinde gelisimleri incelenmistir. Kontrol(hormon-BBD yok), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2
mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L. NAA igeren ortamlar hazirlanmigtir.

6 - 8 hafta boyunca ii¢ farkli ¢icek renkli Afrika menekselerinde bitki boylar1 cm cinsinden not

edilerek, veriler toplanmistir.

Bitki boyu ortalamasi

2
1,5
1
0,5
0
Pembe Afrika
Meneksesi Beyaz Afrika
Meneksesi Mor Afrika
Meneksesi

Sekil 4.2. Afrika meneksesi * bitki boyu ortalamasi grafiginin gosterimi

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri organogenezis denemesinde BBD *
bitki boyu kriterine gore degerlendirilmis, pembe renge sahip Afrika meneksesinde 2 mg/L BA + 1
mg/L NAA igeren ortamda bitki boyu 2,75 cm ile en yiiksek oldugu olarak saptanmistir.. Beyaz ve
mor ¢icek renkli Afrika menekselerinde de ayni igerige sahip (2 mg/L BA + 1 mg/L NAA)
besiyerinde bitki boyu en yiiksek oldugu gbézlemlenmistir. Beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesinde
bitki boyu 2,23 cm iken, mor renkli Afrika meneksesinde bitki boyu 1,55 cm olarak saptanmustir.
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Bitki boyu ortalamasi

2,5

15

=

0,5

4.4g/L 2.2¢g/L 1.1g/L

Sekil 4.3. MS bazal * bitki boyu ortalamasi grafiginin gosterimi

Her ii¢ farkli ¢igek renkli (beyaz, pembe ve mor)Afrika menekseleri organogenezis
denemesinde BBD * bitki boyu kriterine gore degerlendirildiginde, en kisa bitki boyu bitki biiytime
diizenleyici igcermeyen besiyerlerinde gozlemlenmistir. Bu verilerin 1s18inda en diisiik bitki boy
uzunlugu 0,57 cm ile mor g¢icek renkli Afrika meneksesinin kontrol grubu besiyerinde
gozlemlenmistir. Pembe cicek renkli Afrika meneksesinin kontrol grubu besiyerindeki bitkinin boy
uzunlugu 0,81 cm iken, Beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesinin kontrol grubu besiyerindeki bitki
boyu 0,97 cm olarak saptanmustir.

Pembe ¢igek renkli Afrika meneksesi, 6 farkli hormon ve kontrol grubu ile her hormon ve
kontrol grubunda ii¢ farkli dozda MS bazal miktar1 igeren ortamlarda gelisimi incelenmistir. 6 - 8
haftalik incelenen gelisim neticesinde; bitki boyu, yaprak sayisit ve kardeslenme sayis1 faktorleri
arastinnlmigtir. En yiiksek bitki boyu uzunlugu, 4,64 cm ile 4.4 g/LL MS bazal ve 2 mg/L BA iceren
besiyerinde ulastig1 tespit edilmistir. En diisiik bitki boyu uzunlugu, 0,78 cmile 1.1 g/L MS bazal
ve kontrol grubu(hormon yok) igeren besiyerinde ulastigi tespit edilmistir.

Mor ¢igek renkli Afrika meneksesi, 6 farkli hormon ve kontrol grubu ile her hormon ve
kontrol grubunda ii¢ farkli dozda MS bazal miktar1 igeren ortamlarda gelisimi incelenmistir. 6 - 8
haftalik incelenen gelisim neticesinde; bitki boyu, yaprak sayisi ve kardeslenme sayisi faktorleri
arastirilmistir. En yiiksek bitki boyu uzunlugu, 2,28 cm ile 4.4 g/L MS bazal ve 2 mg/L BA + 1
mg/L NAA igeren besiyerinde ulastig1 tespit edilmistir. En diisiik bitki boyu uzunlugu, 0,24 cm ile
1.1 g/ MS bazal ve kontrol grubu(hormon yok) igeren besiyerinde ulastigi tespit edilmistir.
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Bitki boyu ortalamasi

2,5

1,84
L5 1,64 1,63

0,5 0,78

Bitki boyu ort.

2 mg/l BA+1 mg/l NAA m 2 mg/| BA+1 mg/I TDZ m 1 mg/| BA
2 mg/I BA m 0.5 mg/I BA Kontrol

Sekil 4.4. BBD * bitki boyu ortalamasi grafiginin gosterimi

Beyaz cicek renkli Afrika meneksesi, 6 farkli hormon ve kontrol grubu ile her hormon ve
kontrol grubunda ii¢ farkli dozda MS bazal miktar1 igeren ortamlarda gelisimi incelenmistir. 6 - 8
haftalik incelenen gelisim neticesinde; bitki boyu, yaprak sayis1 ve kardeslenme sayis1 faktorleri
arastirilmigtir. En yiiksek bitki boyu uzunlugu, 3,30 cm ile 4.4 g/L MS bazal ve 2 mg/L BA + 1
mg/L NAA igeren besiyerinde ulastig1 tespit edilmistir. En diigiik bitki boyu uzunlugu, 0,56 cm ile

1.1 g/L MS bazal ve kontrol grubu (hormon yok) i¢eren besiyerinde saglanmusgtir.

4.2. Organogenezis denemelerinde yaprak sayisina ait bulgular

Organogenezis c¢aligmasinda {i¢ farkli ¢igek rengine sahip, Afrika menekselerinin
yapraklarindan 6-8 haftada rejenere edilmistir, elde edilen bitkiciklerin yaprak sayilar1 farkli MS
konsantrasyonlari igeren besiyerlerinde gézlemlenmistir. MS bazal konsantrasyonlarinin ii¢ farkli
cigcek rengine sahip Afrika menekselerinde, yaprak sayisina etkisi incelenmistir. Go6zlem sonucu
elde edilen yaprak sayisina ait veriler analiz edilmistir. Gozlem sonucu elde edilen yaprak sayilari
cizelge 4.2.°de verilmistir. Yaprak sayisi ortalamalarin 6nem seviyeleri LSD (P<0.0001) testi ile

karsilagtirilmistir, Gnemli bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Afrika menekselerine ait organogenezis denemesinde yaprak sayisina (adet) ait veriler

Afrika :
Meneksesi | BBD | MSDoan | VRGNS | JU L oralamas
Cicek Rengi
1.1 mg/L 4,80
Kontrol 2.2 mg/L 4,20 4,679
4.4 mg/L 5,00
1.1 mg/L 10,6
0.5 mg/L BA 2.2 mg/L 16,6 16,80c
4.4 mg/L 23,2
1.1 mg/L 13,8
1 mg/L BA 2.2 mg/L 21,0 19,53ab
4.4 mg/L 23,8
Pembe 1.1 mg/L 112 15,93A
2 mg/L BA 2.2 mg/L 12,2 14,13ef
4.4 mg/L 19,0
1.1 mg/L 14,2
2 rr”n%//'i BAYL [ 22moiL 16.4 17,73bc
4.4 mg/L 22,6
1.1 mg/L 7,40
2 mgft Bl [T22mL 15,8 16,13cde
4.4 mg/L 25,2
1.1 mg/L 1,0
Kontrol 2.2 mg/L 1,6 1,87h
4.4 mg/L 3,0
1.1 mg/L 12,6
0.5 mg/L BA 2.2 mg/L 16,8 16,53c
4.4 mg/L 20,2
1.1 mg/L 13,0
1 mg/L BA 2.2 mg/L 15,6 16,47cd
4.4 mg/L 20,8
Mor 1.1 mg/L 112 13,46C
2 mg/L BA 2.2 mg/L 13,0 14,40def
4.4 mg/L 19,0
1.1 mg/L 12,2
2 ”r:]%’/'i BAL [T 22moiL 18.6 17,80bc
4.4 mg/L 22,6
1.1 mg/L 8,80
2 mg;'[ Bl [T22moL 13,0 13,73f
4.4 mg/L 19,4
1.1 mg/L 4,2
Kontrol 2.2 mg/L 54 5,279
4.4 mg/L 6,2
1.1 mg/L 15,2
0.5 mg/L BA 2.2 mg/L 19,2 17,47bc
4.4 mg/L 18,0
1.1 mg/L 15,0
1 mg/L BA 2.2 mg/L 17,4 19,13b
4.4 mg/L 25,0
Beyaz 1.1 mg/L 120 15,93A
2 mg/L BA 2.2 mg/L 17,8 16,27cd
4.4 mg/L 19,0
1.1 mg/L 13,6
2mo/LBA L 5 2 mgiL 214 21,60a
9 4.4 mg/L 29,8
1.1 mg/L 8,8
2 mgﬂ: Bl [ 22mL 15,0 15,87cde
4.4 mg/L 23,8

LSDgenorp: 0,848
LSDys: 0,848
L SDggp: 1,200

LSDwus+gep: 2,079
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Beyaz, Pembe ve Mor ¢igek renkli Afrika menekseleri Tam (4.4 g/L) MS bazal iceren
besiyerlerinde bitkicikler maksimum gelisim gostermis, en fazla yaprak sayisina ulagan bitkicikler
gbzlemlenmistir. 4.4 g/ MS bazal igeren besiyerlerinde, Beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesi’nde
20,30 adet yaprak olustugu gozlemlenmis, bu bitki i¢in en yiiksek sayidir. 1.1 g/l MS bazal igeren
besiyerlerinde ise, 11,46 adet yaprak olustugu gézlemlenmis, bu bitki i¢in en diisiik sayidir. 4.4
g/l MS bazal igeren besiyerlerinde, Mor c¢icek renkli Afrika meneksesi’nde 17,50 adet yaprak
olustugu gézlemlenmis, bu bitki i¢in en yiiksek sayidir. 1.1 g/L MS bazal iceren besiyerlerinde ise,
9,80 adet yaprak olustugu gozlemlenmis, bu bitki i¢in en diisiik sayidir. 4.4 g/LL MS bazal iceren
besiyerlerinde, Pembe c¢icek renkli Afrika meneksesi'nde 19,80 adet yaprak olustugu
gozlemlenmis, bu bitki i¢in en yiiksek sayidir. 1.1 g/ MS bazal iceren besiyerlerinde ise, 10,33
adet yaprak olustugu gdzlemlenmis, bu bitki i¢in en diigiik sayidir. Her ii¢ bitkideki veriler
incelendiginde en yiiksek yaprak olusturan bitki, 4.4 g/L. MS bazal iceren besiyerlerinde, 20,30 adet
yaprak ile Beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesi’dir Bitkideki ¢igek renginin yaprak sayisina bir

etkisi olmadig1 gozlemlenmistir.

Sekil 4.5. Afrika meneksesinin yaprak sayisina ait goriintii

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri farkli miktarlarda BBD igeren
besiyerinde gelisimleri gézlemlenmistir. Kontrol (hormon-BBD yok), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2
mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA igeren ortamlar hazirlanmustir.
6 - 8 hafta boyunca beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri bitkilerinin yaprak sayisi

adet cinsinden veriler not edilmis, daha sonra analizi gergeklesmistir.

29



Yaprak sayisi ortalamasi
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Sekil 4.6. Afrika meneksesi * yaprak sayisi ortalamasi grafiginin gosterimi

Beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesinde; 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA ve 2 mg/L BA + 1
mg/L TDZ hormonlarimi igeren besiyerlerinde bitkinin daha fazla yaprak olusturdugu
gozlemlenmistir. Beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesinde, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ hormonlarini
iceren besiyerlerinde bitki 21,60 adet yaprak olusturdugu goézlemlenmistir, bu deger bitki i¢in en
yiiksek degerdir. Beyaz cicek renkli Afrika meneksesinde en diisiik yaprak sayisina ait deger ise,
kontrol grubu igeren besiyerinde 5,27 adet yaprak ile gézlemlenmistir. Mor ¢igek renkli Afrika
meneksgesinde, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ hormonlarii igeren besiyerlerinde bitki 17,80 adet
yaprak olusturdugu gdzlemlenmistir, bu deger bitki i¢in en yiiksek degerdir. Mor ¢icek renkli
Afrika meneksesinde en diisiik yaprak sayisina ait deger ise, kontrol grubu igeren besiyerinde 1,87
adet yaprak ile gozlemlenmistir. Pembe ¢igek renkli Afrika meneksesinde, 1 mg/L BA hormonu
iceren besiyerlerinde bitki 19,53 adet yaprak olusturdugu gézlemlenmistir, bu deger bitki igin en
yiiksek degerdir. Pembe ¢icek renkli Afrika meneksesinde en diisiik yaprak sayisina ait deger ise,

kontrol grubu igeren besiyerinde 4,67 adet yaprak ile gézlemlenmistir.
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Yaprak sayisi ortalamasi
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Sekil 4.7. MS bazal* yaprak sayisi ortalamasi grafiginin gosterimi

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri bitkilerinde 1 mg/LL BA ve 2 mg/L
BA + 1 mg/L TDZ hormonlarini igeren besiyerlerinde bitkinin daha fazla yaprak olusturdugu
gozlemlenmistir. Her ii¢ bitki incelendiginde, en fazla yaprak sayisi iireten ortam ve bitki; beyaz
cicek renkli Afrika meneksesi ve 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ hormonu igeren besiyeridir.
S6zkonusu ortamda bitki, 21,60 adet yaprak iiretmistir. Her {i¢ bitki incelendiginde, en az yaprak
sayis1 ireten ortam ve bitki; mor ¢icek renkli Afrika meneksesi ve kontrol(hormon yok) grubunu
iceren besiyeridir. S6zkonusu ortamda bitki, 1,87 adet yaprak tiretmistir.

Pembe renkli Afrika meneksesinde; en yiiksek yaprak sayisi, 25,2 adet ile 2 mg/L BA + 1
mg/L NAA igeren besiyerinde ulastig1 tespit edilmistir. En diisiik yaprak sayisi, 4,20 adet ile 2.2
g/L MS bazal ve kontrol grubu (hormon yok) igeren besiyerinde ulastigi tespit edilmistir.

Yaprak sayisi ortalamasi

20
15
10
5
0
Yaprak sayisi
m 2 mg/| BA+1 mg/I TDZ m 1 mg/I BA m 0.5 mg/I BA
2 mg/l BA+1 mg/| NAA B2 mg/| BA H Kontrol

Sekil 4.8. BBD * yaprak sayis1 ortalamasi grafiginin gosterimi
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Mor renkli Afrika meneksesinde; en yiiksek yaprak sayisi, 22,6 adet ile 4.4 g/L MS bazal
ve 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ igeren besiyerinde ulagtig1 tespit edilmistir. En diisiik yaprak sayist,
1,00 adet ile 2.2 g/L MS bazal ve kontrol grubu(hormon yok) igceren besiyerinde oldugu
saptanmuistir.

Beyaz renkli Afrika meneksesinde; En yiiksek yaprak sayisi, 29,8 adet ile 4.4 g/LL MS bazal
ve 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ igeren besiyerinde ulastig1 tespit edilmistir. En diisiik yaprak sayist,
4,2 adet ile 2.2 g/L MS bazal ve kontrol grubu (hormon yok) igeren besiyerinde oldugu

saptanmuistir.

4.3. Organogenezis denemelerinde kardeslenme katsayisina ait bulgular

Organogenezis calismasi i¢in ii¢ farkli ¢icek rengine sahip Afrika menekselerinin
yapraklarindan 6 - 8 haftada rejenere edilmistir, elde edilen bitkiciklerin kardeslenme katsayisi
farkli MS bazal konsantrasyonlar1 igeren, besiyerlerinde gozlemlenmistir. Gozlem sonucu elde
edilen kardeslenme katsayisina ait veriler analiz edilmistir. Analiz sonucu elde edilen veriler
cizelge 4.3.”de verilmistir. Kardeslenme katsayisi ortalamalarin énem seviyeleri LSD (P<0.0001)

testi ile karsilagtirilmistir, Gnemli bulunmustur.

Cizelge 4.3. Organogenezis denemesinde kakdeslenme katsayisina ait veriler

Afrika .
Meneksesi BBD MS Dozlan K?:dte slenme BBD Genotip
Cicek Rengi atsayisi Ortalamas1 | Ortalamasi

1.1 mg/L 0,64
2.2 mg/L 1,10 4,679
Kontrol 4.4 mg/L 1,50
1.1 mg/L 3,00
O'SBmAg’ L 2o mgll 5,80 16,80¢
4.4 mg/L 6,80
1.1 mg/L 3,00
1 mg/L BA 2.2 mg/L 4,60 19,53ab
4.4 mg/L 6,20
Pembe 1.1 mg/L 2.80 5,08A
2 mg/L BA 2.2 mg/L 4,40 14,13ef
4.4 mg/L 4,40
2 mg/L 1.1 mg/L 4,60
BA+1 mg/L | 2.2mg/L 7,00 17,73bc
TDZ 4.4 mg/L 11,4
2 mg/L 1.1 mg/L 3,00
BA+1 mg/L 2.2 mg/L 8,40 16,13cde
NAA 4.4 mg/L 12,80
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Cizelge 4.3. devami

1.1 mg/L 0,1
Kontrol 2.2 mg/L 0,32 1,87h
4.4 mg/L 0,6
1.1 mg/L 1,0
O'SB”E/ L 22 mglL 2.8 16,53¢
4.4 mg/L 2,4
1.1 mg/L 18
1 mg/L BA 2.2 mg/L 2,8 16,47cd
4.4 mg/L 4.0
Mor 1.1 mg/L 1,8 3,328
2 mg/L BA 2.2 mg/L 2,2 14,40def
4.4 mg/L 4.4
2 mg/L BA 1.1 mg/L 2,2
+1mg/L 2.2 mg/L 6,4 17,80bc
TDZ 4.4 mg/L 7,8
2 mg/L BA 1.1 mg/L 2,2
+1 mg/L 2.2 mg/L 6,6 13,73f
NAA 4.4 mg/L 10,4
1.1 mg/L 1,14
Kontrol 2.2 mg/L 0,74 5,279
4.4 mg/L 1,30
1.1 mg/L 2,60
O'SB”E’ L 22 mglL 2,80 17,47bc
4.4 mg/L 4,0
1.1 mg/L 3,0
1 mg/L BA 2.2 mg/L 4,40 19,13b
4.4 mg/L 6,60
Beyaz 1.1 mg/L 3,80 477TA
2 mg/L BA 2.2 mg/L 6,80 16,27cd
4.4 mg/L 4,40
2 mg/L BA 1.1 mg/L 4,80
+1mg/L 2.2 mg/L 8,60 21,60a
TDZ 4.4 mg/L 10,2
2 mg/L BA 1.1 mg/L 3,80
+1 mg/L 2.2 mg/L 7,40 15,87cde
NAA 4.4 mg/L 9,60

LSDygenotp: 0,457
LSDys: 0,457
LSDBBD: 0,647
I—SDMS*BBD: 1,120

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri tam MS bazal (4.4 mg/L)igeren
besiyerlerinde maksimum gelisim gostermistir. Besiyerlerinde bulunan MS bazal miktarinin
azalmasina bagli olarak, kardeslenme katsayis1 azaldig1 gozlenmistir. Ug farkl ¢icek renkli Afrika
menekselerindeki yaprak sayisi verileri ile benzerdir. Bitkideki rengin kardeslenme katsayisina bir

etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir.
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Kardeslenme katsayisi ortalamasi
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Sekil 4.9. Afrika meneksesi * kardeslenme katsayisi ortalamasi grafiginin gosterimi

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri igin, kontrol (BBD yok), 0.5 mg/L
BA, 1 mg/L BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA igeren
ortamlar hazirlanmustir. 6 farkli BBD igeren besiyerinde beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika
menekselerinin gelisimleri 6-8 hafta boyunca incelenmis, gelisim sonucunda elde edilen veriler not
edilmistir. Veriler daha sonra analiz edilmis ve analiz sonucunda Cizelge 4.3. olusturulmustur.

Pembe ¢icek renkli Afrika meneksesinde, 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA hormonu igeren
besiyerinde 8,07 adet kardeslenme katsayisina ulastig1 gdzlemlenmistir. Pembe c¢icek renkli Afrika
meneksesinde, en az kardeslenme sayisi ise, kontrol grubu (BBD igermeyen) besiyerinde

gozlemlenmistir. 1,08 kardeslenme katsayis1 gozlemlenmistir.

Kardeslenme katsayisi ortalamasi
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Sekil 4.10. MS bazal * kardeslenme katsayis1 ortalamasi grafiginin gosterimi
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Mor c¢icek renkli Afrika meneksesinde, 2 mg/L BA+1 mg/L NAA hormonu igeren
besiyerinde 6,40 adet kardeslenme katsayist saptanmistir. Mor ¢icek renkli Afrika meneksesinde,
en az kardeslenme sayisi ise, kontrol grubunu(hormon i¢ermeyen) igeren besiyerinde saptanmistir.
0,34 kardeslenme katsayis1 saptanmustir.

Beyaz c¢icek renkli Afrika meneksesinde, 2 mg/L BA+1 mg/L TDZ hormonu igeren
besiyerinde 7,87 adet kardeslenme katsayist saptanmistir. Mor ¢icek renkli Afrika meneksesinde,
en az kardeslenme sayist ise, kontrol grubunu(hormon icermeyen) igeren besiyerinde saptanmustir.
1,06 kardeslenme katsayis1 saptanmustir.

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri bitkilerinde BBD * kardeslenme
katsayis1 kriterlerine gore en yiiksek kardeslenme sayisi, 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA hormonu
igeren besiyerinde, 8,07 adet kardeslenme katsayisi ile pembe ¢icek renkli Afrika meneksesinde
saptanmigtir. Beyaz, pembe ve mor c¢icek renkli Afrika menekseleri bitkilerinde BBD *
Kardeslenme katsayisi kriterlerine gére en diisik kardeslenme sayisi, kontrol grubu (BBD
icermeyen) besiyerinde, 0,34 adet kardeslenme katsayisi ile mor ¢icek renkli Afrika meneksesinde
Saptanmuigtir.

Pembe ¢igek renkli Afrika meneksesi, 4.4 g/ MS bazal ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA
iceren besiyerinde 12,80 adet ile maksimum sayida kardeslenme katsayis1 saptanmistir.En diisiik
kardeslenme sayisi ise 0,64 adet ile 1.1 g/L MS bazal ve kontrol grubu (BBD igermeyen)
besiyerinde saptanmustir.

Mor ¢igek renkli Afrika meneksesi, 4.4 g/L. MS bazal ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA igeren
besiyerinde 10,4 adet ile maksimum sayida kardeslenme katsayisi saptanmistir.En diigiik
Kardeglenme sayisi ise 0,1 adet ile 1.1 g/L MS bazal ve kontrol grubu (BBD igermeyen)
besiyerinde saptanmustir.

Beyaz cicek renkli Afrika meneksesi, 4.4 g/l MS bazal ve 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ
igeren besiyerinde 10,2 adet ile maksimum sayida kardeslenme katsayisi saptanmistir.En diisiik
Kardeglenme sayist ise 0,74 adet ile 2.2 g/L MS bazal ve kontrol grubu (BBD igermeyen)

besiyerinde saptanmustir.
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Kardeslenme katsayisi ort.

Kardeslenme katsayisi ort.

2 mg/I BA+1 mg/| NAA B 2 mg/I BA+1 mg/I TDZ m 1 mg/I BA
2 mg/| BA H 0.5 mg/lI BA M Kontrol

Sekil 4.11. BBD * kardeslenme katsayis1 ortalamasi grafiginin gosterimi

4.4. Afrika menekselerinin koklenme denemelerine ait bulgular

Organogenezis ¢alismalarindan elde edilmis Afrika menekselerinde, kontrol ve dort farkl
konsantrasyona (0.25 mg/L, 0.50 mg/L, 0.75 mg/L, 1 mg/L) sahip IBA iceren koklendirme
denemeleri kurulmustur. Koklendirilme c¢alismasinda MS bazal, agaroz + fitajel ve siikroz
miktarlar1 hepsinde sabit tutulmus, tek degisken IBA konsantrasyonlari olmustur. Asagida verilen
Cizelge 4.4°de Afrika meneksesi bitkiciklerinden elde edilen koklendirme sonuglari mevcuttur.
Koklenme yiizdesinin ortalamalarin énem seviyeleri LSD (P<0.0001) testi ile karsilagtirilmustir,

onemli bulunmustur.

Sekil 4.12. Afrika meneksesi koklenme denemelerine ait goriintii

36



Cizelge 4.4. Afrika menekselerine ait kok denemesinde koklenme yiizdesine ait veriler

Afrika Meneksesi Koklenme
Cigek Rengi BBD MS Dozlari Yiizdesi
Kontrol 4.4 g/L MS bazal 10.87 C
0.25 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 21.74 B
Pembe 0.50 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 29.83 A
0.75 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 9.660 CD
1 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 7.542 D
Kontrol 4.4 g/L MS bazal 11.10C
0.25 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 20.89B
Mor 0.50 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 31.03 A
0.75 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 8.702 CD
1 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 7.911D
Kontrol 4.4 g/L MS bazal 11.34C
0.25 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 20.92B
Beyaz 0.50 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 31.03 A
0.75 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 8.702 CD
1 mg/L IBA 4.4 g/L MS bazal 8.702 CD

Beyaz renkli Afrika meneksesi 0.50 mg/L IBA igeren besiyerinde en yiiksek koklenme
ylizdesine sahip olmustur. En diisilk koklenme yiizdesi, 1 mg/L IBA igeren besiyerinde
gerceklesmistir. Kontrol grubundan itibaren IBA miktari artarken, bitki koklenme yiizdesi artmistir.
0.50 mg/L IBA igeren besiyerinde optimum kdklenme saglanmis, 0.75 mg/L ve 1 mg/L IBA igeren
besiyerlerinde bitki kéklenme yiizdesi kontrol grubundaki bitki koklenme yiizdesinden daha diisiik
oranda gerceklesmistir. Pembe ve mor renkli Afrika menekselerinde de benzer durumlar
gbzlenmigtir. Beyaz, pembe ve mor renkli Afrika menekseleri, 0.50 mg/L IBA igeren besiyerinde

maksimum koklenme yiizdesi gostermistir.

4.5. Fotoperiyod denemesine ait bulgular

Organogenezis denemelerinden iretilen pembe, mor ve beyaz renkli Afrika
menekselerinde, in vitro sartlarda ¢igeklenebilmesi igin stres faktorii olarak, ti¢ farkli aydinlanma
stirelerine sahip fotoperiyod, {i¢ farkli dozlarda MS bazal ve 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
kullanilmigtir. Fotoperiyod denemesinde ii¢ tip uygulama gergeklesmistir. Bunlardan ilk uygulama
16 saat aydinlanma - 8 saat karanlik siirelerini iceren, fotoperiyottur. fkinci uygulama fotoperiyod
denemesinde ise 12 saat aydinlik -12 saat karanlik siirelerini igeren, fotoperiyottur. Son uygulama

ise, 8 saat aydinlik - 16 saat karanlik siirelerini igeren fotoperiyottur.
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Her bir denemede bitki biiylime diizenleyicileri farklilig1 olustururken, siikroz (30 g/L), MS
bazal (4,4 g/L) ve agaroz + fitajel ( 3,5 mg/L + 1,5 mg/L) miktarlart sabit kalmistir. Herbir bitki
biiylime diizenleyicisi iceren kavanozda tek bitki ve 10 tekerriir olacak sekilde ti¢ farkli ¢igek renkli
Afrika meneksesi bitkiciklerine fotoperiyod uygulanmistir. Toplamda 6 farkli bitki biiylime
diizenleyici iceren besiyerlerinde 6 * 10 * 3 = 180 bitkicik olacak sekilde deneme kurulmustur. Ug
farkli fotoperiyod uygulandigi igin toplamda 180 * 3 = 540 bitkicigin in vitro’da ¢igceklenebilmesi

icin fotoperiyod uygulanmaistir.

4.5.1. Fotoperiyod 1. uygulama (16 saat aydinhik — 8 saat karanhk)
Organogenezis denemesi ile elde edilen bitkicikler, in vitro ¢iceklenme denemesi igin, 6
farkl1 bitki biiyiime diizenleyicisi i¢eren besiyerlerinde kiiltiire alinmistir. S6zkonusu kiiltiire alinan

besiyeleri icerikleri ¢izelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Fotoperiyod denemesinde kullanilan besiyeri igerigi

BA+NAA BA+TDZ 2BA 1BA 0.5BA KONTROL

30 g/L siikroz | 30 g/L siikroz = 30 g/L siikroz = 30 g/L sikkroz = 30 g/L sikkroz = 30 g/L siikroz

449g/LMS  44g/LMS  44g/LMS  44g/LMS  44g/LMS  44g/LMS

bazal bazal bazal bazal bazal bazal

2mg/LBA+ 2mg/L BA +

2mg/L BA 1 mg/L BA 0.5 mg/L BA Hormonsuz
1mg/L NAA 1mg/L TDZ

3.5g/Lagaroz  3.5g/Lagaroz 3.5g/Lagaroz 3.5¢g/L agaroz 3.5¢g/L agaroz 3.5 g/L agaroz

+15g/L +15g/L +15g/L +15g/L +15g/L +15g/L
fitagel fitagel fitagel fitagel fitagel fitagel
Distile su Distile su Distile su Distile su Distile su Distile su

Cizelge 4.5.’te bahsedildigi gibi 6 farkli bitki biiylime diizenleyicisi ve ii¢ farkli miktarda
MS bazal ortam igeren her bir ortamda 10’ar adet bitkicik olacak sekilde, ti¢ farkli ¢igek renkli
Afrika menekseleri ayr1 ayr olacak sekilde magenta kablarma aktarilmistir. Toplamda her renk
icin 60 adet bitkicik kiiltire alinmistir. Bitkiciklere uzun giin bitkilerine ait, 151k siiresi
uygulanmistir. Ug alt kiiltiir siiresi boyunca 16 saat aydmlik uygulanirken, 8 saatte karanlk
uygulanmigtir. 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicisi i¢ceren, 60 adet bitkicik biiylitme odasinda raflara

diizenli bir sekilde dizilmistir.
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Kiiltiire alinan bitkiler her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmistir. Toplamda 3 alt kiiltiir
yapilmistir. Her alt kiiltiirde veriler, bitki gdzlem formuna not edilmistir. 3. alt kiiltiir sonucunda,
60 adet bitkicikte vejetatif gelisim gozlenirken, generatif gelisim gozlenmemistir. Fotoperiyod i¢in

besiyerine aktarilan Afrika menekseleri, Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

Sekil 4.13. Fotoperiyod i¢in besiyerine aktarilan Afrika menekselerine ait goriintii

4.5.2. Fotoperiyod 2. uygulama (12 saat aydinhik — 12 saat karanhk)

Cizelge 4.5.’te bahsedildigi gibi 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicisi ve ii¢ farkli miktarda
MS bazal igeren her bir ortamda 10’ar adet bitkicik olacak sekilde, ii¢c farkli ¢igek renkli Afrika
menekseleri ayr1 ayr1 magenta kablarma aktarilmistir. Toplamda her renk igin 60 adet bitkicik
kiiltiire alinmstir. Bitkiciklere nétr giin bitkilerine ait, 151k siiresi uygulanmustir. Ug alt kiiltiir siiresi
boyunca 12 saat aydinlik uygulanirken, 12 saatte karanlik uygulanmistir. 6 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisi igeren, 60 adet bitkicik biiylitme odasinda bulunan, 11k gegirmeyen karton kutunun
igerisine, aydinlatma araci ile diizenli bir sekilde dizilmistir.

Kiiltiire alinan bitkiler her 4 haftada bir alt kiiltiire alimmistir. Toplamda 3 alt kiiltiir
yapilmistir. Her alt kiiltiirde veriler, bitki gézlem formuna not edilmistir. 3. alt kiiltiir sonucunda,

60 adet bitkicikte vejetatif gelisim gdzlenirken, generatif gelisim gézlenmemistir.

4.5.3. Fotoperiyod 3. uygulama (8 saat aydinlik — 16 saat karanhk)

Cizelge 4.5.’te bahsedildigi gibi 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicisi ve {i¢ farkli miktarda
MS bazal iceren her bir ortamda 10’ar adet bitkicik olacak sekilde, ii¢ farkli ¢igek renkli Afrika
menekseleri ayr1 ayr1 olacak sekilde magenta kablara bitkicikler aktarilmistir. Toplamda her renk
icin 60 adet bitkicik kiiltire almmistir. Bitkiciklere kisa giin bitkilerine ait, 151k siiresi
uygulanmugtir. Ug alt kiiltiir siiresi boyunca 8 saat aydimlik uygulanirken, 16 saatte karanlik

uygulanmigtir. 6 farkli bitki biiylime diizenleyicisi iceren, 60 adet bitkicikler biiylitme odasinda
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bulunan, 151k gegirmeyen karton kutunun igerisine, aydmnlatma araci ile diizenli bir sekilde
dizilmistir.

Kiiltiire alinan bitkiler her 4 haftada bir alt kiiltiire alimmistir. Toplamda 3 alt kiiltiir
yapilmistir. Her alt kiiltlirde veriler, bitki gézlem formuna not edilmistir. 3. Alt kiiltiir sonucunda,

60 adet bitkicikte vejetatif gelisim gdzlenirken, generatif gelisim gézlenmemistir.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda ticari degeri yiiksek olan bazi Afrika menekselerinde organogenesis ve
in vitro kosullarda ¢igeklenme olanaklarinin arastirilmasi amaglanmigtir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
ciceklenme {izerine etkili oldugu diistinilen hormon, besiyeri ve fotoperiyodun, etkileri
incelenmistir. IAA, zeatin, amonyum nitrat ve sukrozun, in vitro’da kiiltiire alinan Torenia kok
segmentlerinde ¢icek tomurcuklarinin baslatilmasi ve gelismesi iizerindeki etkileri var oldugu
bildirilmistir Tanimoto ve Harada, (1981).

Alt1 farkli BBD (Kontrol (Hormon yok), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L
BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA), ti¢ farkli MS(1.1 g/L, 2.2 g/L ve 4.4 g/L) igeren
besiyerlerinde {ii¢ farkli fotoperiyod (16 saat aydinlik/8 saat karanlik,12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ve 16 saat aydinlik/8 saat karanlik) kosullarinda yaprak eksplantlarindan gelisen
bitkiciklerin in vitro tomurcuklanma ve ¢i¢ceklenme performanslari incelenmistir. Cizelge 4.5.°te
ifade edilen Dbesiyerlerinde, bitkiciklerde vejetatif gelisim gozlenirken, ¢igeklenme
gbzlemlenmemistir. Bitkinin ¢igeklenebilmesi i¢in yeterli bitki biiylime diizenleyicisi miktari, 151k
yogunlugu ve 1siklanma siiresine ulasamamis olmasi ongoriilmektedir. Farkli renkte LED’ler
kullanilarak, tekrar fotoperiyod denemesinin kurulmasi onerilmektedir.Cigek olusumunu tesvik
eden uyaranlarin uyarilmasi, translokasyonlari ve ¢igcek morfogenezleri burada yer alan kilit
adimlardir. In vitro ¢igeklenme i¢in 6nemli faktorler karbonhidratlar, biiylime diizenleyicileri,
kiltiir ortaminin 18181 ve pH olarak bildirmistir (Heylen ve Vendrig, 1988).

Cicek olusumunu tesvik eden uyaranlarin uyarilmasi, translokasyonlari ve ¢igek
morfogenezleri burada yer alan kilit adimlardir. In vitro ¢igeklenme igin 6nemli faktorleri,
karbonhidratlar, biiyiime diizenleyicileri, kiiltir ortaminin 15181 ve pH olarak bildirmislerdir
(Heylen ve Vendrig, 1988).

In vitro kosullarda ¢i¢ceklenmenin gergeklesmesi i¢in bitkicikler gesitli stres faktorii altinda
degerlendirilmistir. S6zkonusu stres faktorleri fotoperiyod, bitki biiylime diizenleyicisi ve ii¢ farkl
oranda MS bazal igerigi kullanilmigtir. Yapilan tez ¢alismasinda, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik,12
saat aydinlik/12 saat karanlik ve 16 saat aydmlik/§ saat karanlik fotoperiyod rejimleri
uygulanmigtir. MS igerigi olarak;%s MS(1.1 g/L), %2 MS(2.2 g/L) ve Tam MS(4.4 g/L)
kullanilmigtir. Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak; Kontrol((Hormonsuz)), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L
BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA kullanilmistir. Cizelge
1.3.de ifade edildigi gibi, pembe ¢igek renkli Afrika meneksesi, 2 mg/L BA + 4.4 g/L MS bazal
bulunan besiyerinde 4,64 cm ile en yiiksek bitki boy uzunluguna ulagmistir. Bitkicigin boyca uzun
olmasin1 saglayan, bitkinin bulundugu besiyeri ortaminda NAA hormonunun oldugu
diisiiniilmektedir. Cizelge 1.4.’de ifade edildigi gibi, beyaz ¢igek renkli Afrika meneksesi, 2 mg/L
BA + 1 mg/LL TDZ ve 4.4 g/LL MS bazal bulunan besiyerinde 29,8 adet ile en yiiksek yaprak

sayisina ulagmustir. Bitkiciklerin bulundugu besiyerindeki sitokinin (BA + TDZ) hormonlarinin
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hiicre bdliinmesini ve silirglin olusumunu tesvik ederek, bitkinin daha fazla sayida yaprak
olusturdugu disiiniilmektedir. Cizelge 4.3.’te ifade edildigi gibi, pembe g¢igek renkli Afrika
meneksesi, 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA ve 4.4 g/LL MS bazal bulunan besiyerinde 12,80 adet ile en
yiiksek kardeslenme sayisina ulagtifn tespit edilmistir. Bitkinin bulundugu ortamda bulunan
sitokinin ve oksin hormonunun oranina bagli olarak, hiicre boéliinmesini, bilylime ve gelismeyi
hizlandirma yoniinde etkiledigi diistiniilmektedir.

In vitro ¢igeklenme, aym zamanda c¢iceklenme fizyolojisinin anlagilmasii da
kolaylastirmaktadir. Biiylik dl¢iide ekzo ve endojen fitohormonlarin, sekerlerin, minerallerin ve
fenoliklerin seviyesine ve etkilesimine bagli bulunmaktadir. Bitkinin, fotoperiyod, genetik faktorler
ve c¢evresel tepkiler bir arada ve uygun kosullarda bulundugunda c¢icek agtigini saptamiglardir. Bu
kosullar siklikla degistirilebilmekte, bu sayede bitkinin erken iireme asamasina girmesi i¢in uyarti
saglanabilecegini bildirmistir (Tissarat ve Galletta, 1995).

In vitro kosullarda ¢igeklenmenin gergeklesmesi igin bitkicikler stres faktorii altinda
degerlendirilmistir. S6zkonusu stres faktdrleri fotoperiyod, bitki bliylime diizenleyicisi ve ii¢ farkli
miktarda MS bazal igerigi kullamilmustir. Yapilan tez caligmasinda, 16 saat aydinlik-8saat
karanlik,12 saat aydinlik/12 saat karanlik ve 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyod rejimleri
uygulanmigtir. MS igerigi olarak; ¥4 MS (1.1 g/L), %2 MS (2.2 g/L) ve Tam MS (4.4 g/L)
kullanilmigtir. bitki biiylime diizenleyicisi olarak; Kontrol (BBD igermeyen), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L
BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA kullanilmigtir. Deney
neticesinde genetik faktorler, ekzo ve endojen fitohormonlar, sekerler, mineraller ve fenoliklerin
seviyesi bitkinin c¢iceklenebilmesi igin esik degere ulasamadigi disiiniilmektedir. In vitro
ciceklenme olanaklarinin arttirllmast i¢in, ortamda bulunan siikroz miktarlar1 degistirilmesi
Onerilmektedir.

Orkidelerdeki baz1 ¢aligmalar, BA, karbonhidrat ve azot oranmin ¢igek tomurcugunun
agmasinda etkili oldugunu goéstermistir. Doriella Tiny orkide'sinde, 10 g/L siikroz ve 5 mg/L BAP
igeren ortamda ¢i¢ek tomurcuklart olustugunu bildirmistir (Hew ve Yong, 1997).

Saintpaulia sp. yaprak eksplantlarindan organogenezis ile elde edilen bitkicikleri 30g/L
stikroz, ii¢ farkli konsantrasyona sahip BA (0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2 mg/L BA), li¢ farkh
konsantrasyona sahip MS ((% MS (1.1 g/L), %2 MS (2.2 g/L) ve Tam MS (4.4 g/L)) ortamlarinda in
vitro sartlarda vejetatif gelisim gozlenmis, ¢igek tomurcugu ve ¢igeklenme gozlenmemistir. In vitro
ciceklenme olanaklarinin arttirilmasi amaciyla daha farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ve farkl
MS konsantrasyonlarmin kullanilmasi dnerilmektedir.

Cigeklenme i¢in 6nemli kriterlerin; pH, karbonhidrat, agaroz, 151k yogunlugu, eksplantlarin
buyiikliigii, ortam bilesenleri tiir ve konsantrasyonu ve bitki biiyiime diizenleyicileri oldugu
belirtmiglerdir (Taylor ve van Staden, 2006).

Beyaz, pembe ve mor ¢icek renkli Afrika menekseleri i¢in hazirlanan besiyerlerinin

tamaminda pH degeri 5.7 - 5.8 arasindadir. Besiyerleri i¢in kullanilan agaroz ve fitajel miktar1 3.5
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g/L + 1.5 g/L’de toplam 5 gramdir. Eksplant boyutu ise, 1cm x 1cm olacak sekilde kesilmistir. Tsik
yogunlugu ve 151k siddeti tim deneylerde aynidir, degiskenlik gostermemektedir. Fotoperiyod
denemelerinde 151k yogunlugu ve 1sik siddeti degil, karanlik/aydinlik siireleri farklilik
gostermektedir. Cigeklenme igin stres faktorii olarak; fotoperiyod, MS miktari, bitki biiylime
diizenleyicileri degiskenleri kullanilmigtir

Cigeklenme tesvik edilecekse, GAj'in yiiksek konsantrasyonunun, bastirilmis ¢igek
tomurcuk indiiksiyon ve ¢igeklenmeyi artirdigi goriilmistiir. Birgok 6n ¢alisma, ABA'nin in vitro
ciceklenmeyi Onledigini gostermektedir. Giberellik asit (GAj) ve sitokininlerin, ¢icegin tesvik
edilmesinden sorumlu bitki biiyiime diizenleyicileri oldugu saptanmustir In vitro gigeklenmenin,
cicek organi gelisimi ve c¢icek yaslanmasi gibi iireme silirecinin tiim mekanizmalarint ve
ciceklenmeye 6zgili yonlerini incelemek i¢in uygun bir ara¢ oldugunu bildirmislerdir (Vu ve ark.,
2006).

Afrika meneksesinin ¢igeklenmesi igin bitki biiyiime diizenleyicisi olarak, Kontrol
((Hormonsuz)), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA
+ 1 mg/L NAA kullamlmistir. Birgok 6n c¢alismada c¢iceklenmeyi engelleyen ABA
kullanilmamistir. Tez c¢aligmasinda kullanilan ii¢ farkhi c¢icek renkli Afrika meneksesinde
ciceklenme ve tomurcuklanma gozlenemedigi icin GAjz; hormonu icin ekstra bir deneme
kurulmamustir.

Sitokininlerin, fotoperiyodun ve alt kiiltiir zamaninin giiller dahil bir¢ok bitki tiiriinde in
vitro gigeklenmeyi tesvik ettigini belirtmislerdir. 9 haftalik kiiltiirden sonra 2 mg/L BA igeren MS
ortaminda in vitro ciceklenmeyi gozlemislerdir. BA’y1, bir¢ok giilde in vitro ciceklenme igin
yaygin olarak kullanmiglardir. Sitokininlerin uygulanmasinin gigek gegisi ile iligkili molekiiler
degisiklikleri tesvik ettigini, BA ve alt kiiltiir zamaninin, in vitro’da ¢i¢eklenmenin baslatilmasinda
etkisi bulundugunu belirtmislerdir (Kanchanapoom ve ark., 2009).

Tez calismasinda elde edilen verilere gore, kullanilan 6 farkl: bitki biiyiime diizenleyicileri
iceren besiyerlerinde, vejetatif gozlemlenmistir. Cigeklenme ve tomurcuklanma goézlenmemistir.
BA hormonunun farkli konsantrasyonlar1 (0.5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L) ve kombinasyonlari(2 mg/L
BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA) kullanilmistir. Cigeklenme olanaklarinin
arttirllmasi amaciyla daha farkli, sitokinin yogunlugu ve daha farkli fotoperiyod denemelerinin
kullanilmasi 6nerilmektedir.

In vitro ¢igeklenme igin onemli faktorler; fotoperiyod, sicaklik, 151k yogunlugu ve GAj'in
in vitro biiyiime ve ¢i¢eklenme iizerindeki etkilerinin oldugunu bildirmislerdir Sri Rama Murthy ve
ark., (2012).

Beyaz, Pembe ve Mor renkli c¢iceklere sahip Afrika menekselerinde iic farkh
fotoperiyod(16 saat aydinlik/8 saat karanlik,12 saat aydinlik/12 saat karanlik ve 16 saat aydinlik/8
saat karanlik) uygulamasi yapilmistir. In vitro ¢igeklenme ¢aligmasi igin, kiiltiir odasinin sicaklig

24+£2°C’dir. BA hormonunun farkli konsantrasyonlar1 (0.5 mg/L ,1 mg/L, 2 mg/L) ve
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kombinasyonlar1 (2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA) kullanilmigtir. Tiim
bu olasiliklart iceren ortamlarda vejetatif gelisim gozlenmistir, ¢iceklenme ve tomurcuklanma
gozlenmemistir. Cigeklenme olanaklarinin arttirilmas1 amaciyla daha farkli bitki biiyiime
diizenleyicisi iceren ortamlarin hazirlanarak, bitkiciklerin kiiltiire alinmasi ve farkli dalga boylarina
sahip 1g1iklandirmalar 6nerilmektedir.

Mercimek ve faba fasulyesi bitkilerinde flurprimidol,indol-3-asetik asit ve zeatin
kombinasyonunu kullanarak, faba fasulyesinde %100 in vitro ci¢eklenme orani elde ederken,
mercimekte ise %90 in vitro ¢igeklenme yiizdesi elde ettigini bildirmiglerdir (Said Hassanzade
Mobini ve ark., 2014).

Tez calismasinda BA hormonunun farkli konsantrasyonlar1 (0.5 mg/L, 1mg/l, 2 mg/L) ve
kombinasyonlari(2 mg/L. BA+1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA+1 mg/L. NAA) kullanilmistir. Afrika
menekselerinde in vitro giceklenme gbzlenmemistir. In vitro ¢igeklenme igin stres faktorii olarak
fotoperiyod, MS igeriginin farkli dozlari(%a MS (1.1 g/L), %2 MS (2.2 g/L) ve Tam MS (4.4 g/L) ve
Bitki bilytime diizenleyicileri kullanilmistir.

Sitokininler ve GA; ¢igek olusumunu tesvik ederken, oksinler inhibe ettigini bildirmislerdir
(Semiarti ve ark., 2014).

In vitro ¢igeklenme ¢alismasi i¢in hazirlanan besiyerlerinde sitokinin olarak kullanilan BA
hormonunun miktari, oksin grubu olarak kullanilan NAA’dan miktar olarak fazladir. Ayrica
sitokinin hormonu olan BA’nin farkli dozlarinda da in vitro gigeklenmeye olan katkisini gérmek
icin ¢aligmalar yapilmistir. Kullanilan tiim hormon grubu ve kombinasyonlarinda ¢i¢eklenme
gergeklesmezken, sitokinin hormonunun fazla oldugu besiyeri ortamlarinda bitkilerin daha fazla
yaprak olusturdugu Cizelge 4.2°de ifade edilmistir, bitki boyunun en uzun oldugu Cizelge 4.1°de
ifade edilmistir.

Ortam bilesenlerinin, bitki biiylime diizenleyicileri ve konsantrasyonlarmin, in vitro
ciceklenme ve mikro gogaltimi1 6nemli 6l¢iide etkiledigini bildirmislerdir (Kaviani ve ark., 2014).

Beyaz, pembe ve mor ¢igek renkli Afrika menekseleri in vitro ¢igeklenme igin 6 farkl bitki
biiytime diizenleyici (Kontrol(BBD i¢ermeyen), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L BA
+ 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA)), 3 farkli fotoperiyod (16 saat aydinlik/8 saat
karanlik,12 saat aydinlik/12 saat karanlik ve 16 saat aydinlik/8 saat karanlik) uygulamasi ve 3 farkli
dozda MS ((*4 MS (1.1 g/L), Y2 MS (2.2 g/L) ve Tam MS (4.4 g/L)) uygulamasi gerceklesmistir.
Yapilan tiim ¢aligmada vejetatif gelisim gozlenmistir, ¢igeklenme gozlenmemistir.

Anethum graveolens bitkisinin yapraklarimi kullanarak in vitro rejenerasyon protokolii
gelistirmistir. Adenin siilfatin kallus rejenerasyon sikligini arttirdigini ifade etmistir. In vitro
ciceklenme denemelerinde farkli karbonhidratlar(friiktoz, glukoz, mannoz ve sorbitol) kullanarak
bitkinin ¢igeklenmesini sagladigini bildirmislerdir (Sonali Jana ve Gyan Singh Shekhawat, 2010)

Beyaz, Pembe ve Mor renkli ¢igeklere sahip Afrika menekselerinde eksplant kaynagi

olarak taze yapraklar1 kullanilmigtir. Yapraklarin eni ve boyu lcmxlcm olacak sekilde bistiiri ile
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kesilerek kati besiyerine aktarimi saglanmistir. Organogenez ¢alismasinda elde edilen veriye gore
bitki boyunun en yiiksek oldugu, 2 mg/L. BA+1 mg/L NAA hormonunu igeren ortamdir. In vitro
cigeklenme igin kullanilan karbonhidrat ise, 30 g/L silikroz’dur. Cig¢eklenme olanaklarinin
arttirllmas1 amaciyla daha farkli miktarda siikrozun kullanilmasi ve daha farkli karbonhirat
¢esitlerinin denenmesi 6nerilmektedir.

Yiksek Fosfor ve diisik Azot’un Dendrobium’da ¢icek olusumunu arttirdigini
bildirmislerdir. Buna ek olarak, in vitro’da ¢igeklenme ¢alismalarinin ¢ogunda tek bir bitki biiyiime
diizenleyicisi 6-benziladenin, N6-izopenteniladenin, Thidiazuron, Paclobutrazol, Absisik asit,
Kinetin,  Giberellik asit, 2,3,5-triiodobenzoikasit veya 1-Naftalenasetik asit, 2,4-
diklorofenoksiasetik asit ve zeatin (Wen ve ark., 1999) veya diger kombinasyonlar ve besinler, in
vitro ¢igeklenmeyi tesvik etmek i¢in kullanildigini bildirmislerdir (Teixeira da Silva ve ark., 2014).

Afrika menekselerinde in vitro ¢igeklenme c¢alismasi i¢in stres faktorii olarak
fotoperiyod(16saat aydinlik/8saat karanlik, 12saat aydinlik/12saat karanlik, 8saat aydinlik/16saat
karanlik), 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicileri(Kontrol((Hormonsuz), 0.5 mg/L BA, 1 mg/L BA, 2
mg/L BA, 2 mg/L BA+1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA+1 mg/L NAA) ve ii¢ farkli konsantrasyona
sahip MS ((*4 MS (1.1 g/L), 2 MS (2.2 g/L) ve Tam MS (4.4 g/L)) kullanilmistir. Calismalarin
sonucunda vejetatif gelisim go6zlenmistir, in vitro ciceklenme gergeklesmemistir. Cigeklenme
olanaklarmin arttirilmas1 amaciyla daha farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin kullanilmasi
onerilmektedir.

Afrika meneksesinde Meta-topulin ve farkli sitokinin tiirevleri kullanarak, metatopulin’nin
farkli sitokinin tiirevlerine goére; in vitro mikro g¢ogaltimi ve siirgiin gelisimi ac¢isindan daha etkili
oldugunu ifade etmistir (Nevzat Sevgin, 2019),

Tez calismasinda ii¢ farkli ¢igek rengine sahip Afrika menekseleri kullanilmistir. Her
bitkinin organogenezis denemeleri i¢in 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicisi + 30 g/L siikroz + 4.4
g/L MS bazal + 3.5 g/L agaroz + 1.5 g/L fitajel + 0.7 g/L Aktif karbon ve distile su kullanilmistir.
Organogenezis deneyinden elde edilen verilere gore; Cizelge 4.1’de ifade edildigi gibi, pembe
cicek renkli Afrika meneksesi, 2 mg/L BA + 4.4 g/LL MS bazal bulunan besiyerinde 4,64 cm ile en
yiiksek bitki boy uzunluguna ulagsmistir. Cizelge 4.2.’de ifade edildigi gibi, beyaz c¢icek renkli
Afrika meneksesi, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 4.4 g/L MS bazal bulunan besiyerinde 29,8 adet
ile en yiiksek yaprak sayisina ulagmustir.

Cizelge 4.3.’de ifade edildigi gibi, pembe ¢igek renkli Afrika meneksesi, 2 mg/L. BA + 1
mg/L NAA ve 4.4 g/L MS bazal bulunan besiyerinde 12,80 adet ile en yiiksek kardeslenme

sayisina ulastigi tespit edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez ¢alismasinda, Beyaz, pembe ve mor renkli gi¢eklere sahip Afrika menekselerinin
organogenezis ve in vitro c¢igeklenme olanaklari arastirilmigtir. Organogenezis ve in Vitro
ciceklenme caligsmalar1 icin bitkinin taze yapraklari eksplant kaynagi olarak kullaniimistir.
Eksplantlardan organogenezis ile olusturulan bitkicikler, in vitro ¢igeklenme galigmasi igin stres
faktorii fotoperiyod (16saat aydinlik/8saat karanlik, 12saat aydinlik/12saat Kkaranlik, 8saat
aydinlik/16saat karanlik), 6 farkli bitki biiyiime diizenleyicileri (Kontrol((Hormonsuz), 0.5 mg/L
BA, 1 mg/L BA, 2 mg/L BA, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA) ve ii¢
farkli konsantrasyona sahip MS ((%4 MS(1.1 g/L), Y% MS(2.2 g/L) ve tam MS(4.4 g/L))
kullanilmigtir. Yapilan denemeler sonucunda organogenezis g¢alismasi icin, bitki boyu, yaprak
sayisi, kardeglenme sayisi ve koklenme yiizdesi verileri analiz edilmistir. In vitro ¢igceklenme
verileri alinmistir. Organogenezis ¢alismalar1 degerlendirildiginde, Cizelge 4.1.’de belirtildigi gibi,
pembe cicek renkli Afrika meneksesi, 2 mg/L BA + 4.4 g/LL MS bazal bulunan besiyerinde, 4,64
cm ile en yiiksek bitki boy uzunluguna ulagmistir. Cizelge 4.2.’de ifade edildigi gibi, beyaz ¢igek
renkli Afrika meneksesi, 2 mg/L BA + 1 mg/L TDZ ve 4.4 g/LL MS bazal bulunan besiyerinde 29,8
adet ile en yiliksek yaprak sayisini saglamistir. Cizelge 4.3°de belirtildigi gibi, pembe renkli Afrika
meneksesi, 2 mg/L BA + 1 mg/L NAA ve 4.4 g/L MS bazal bulunan besiyerinde 12,80 adet ile en
yiiksek kardeslenme sayisina ulagmistir. Koklenme denemesinde koklenme yiizdesinin en yiiksek
oldugu besiyeri, %31,03 ile 4.4 mg/L MS bazal ve 0.50 mg/L IBA hormonunu igeren ortam olarak
bulunmustur. In vitro ¢igeklenme denemelerinin sonucunda organogenezis ile yeni bitkicikler
olusmus fakat in vitro ciceklenme gergeklesmemistir. Uc farkli ¢igek rengine sahip Afrika
menekselerinin in vitro kosullarda ¢igeklenmeme sebebi, tek tip 1sik rengine ait ve tek tip 1s1k
yogunluguna sahip fotoperiyodun denenmis olmasi olarak disiiniilmektedir. In vitro ¢igeklenme
calismasinin basarisini arttirmak i¢in, daha farkli 151k rengine sahip LED’lerin, daha farkli 1s1k
yogunluklarinin, daha farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin, enerji kaynagi olarak kullanilan

siikrozun farkli miktarlarinin ve farkli karbonhidratlarin, kullanilmasi, 6nerilmektedir.
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