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Yiksek Lisans Tezi
OZET

RHODODENDRON CAUCASICUM L. (ERICACEAE)’NiN SURGUN KULTURU ILE
MIKROCOGALTIMI

Figen AYDOGDU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2016, 48 Sayfa,

Bu c¢alisma Rhododendron caucasicum bitkisinin siirgin kiiltiirleri araciligiyla etkili bir
mikrogogaltim yonteminin ve en uygun besi ortaminin belirlenmesi {izerine tasarlanmistir. Eksplant
kaynag1 olarak Giircistan’dan getirilen anag¢ bitkide yer alan yanal tomurcuklar kullanilmistir.
Siirgiin olusturma asamasinda Anderson'un Rhododendron besi ortami kullanilmustir. Cesitli bitki
biiyiime diizenleyicilerinin ve farkli konsantrasyonlarmin kullanildigr siirglin - olusturma
denemelerinde 0,5 mg/L zeatin iceren ortamin en etkili oldugu belirlenmistir. Siirgiin gogaltma
calismalarinda da temel besi ortami olarak sabit zeatin (0,5 mg/L) ve degisken IAA, NAA, IBA
(2,0, 4,0, 8,0 mg/L ) konsantrasyonlar1 ile desteklenmis AN temel besi ortami kullanilmistir. 16/8
fotoperiyot uygulamasi yapilan c¢alismalarin 6-8 haftasi sonunda en uygun siirgiin ¢ogaltma
ortaminin zeatin/IAA kombinasyonunu oldugu belirlenmistir. En yiiksek siirgiin boyu 8,00 cm ile
0,5/8,0 mg/L zeatin/IAA igeren ortamdan elde edilmistir. 0,5/4,0 mg/L zeatin/IBA igeren ortamin
yaprak olusumunda daha etkili oldugu tespit edilmistir. R. caucasicum’un kok olusumu ve
uzamasinda denenen IBA (0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 mg/L) konsantrasyonlarinin etkisiz oldugu
belirlenmistir. Yine denenen 10 mg/L IBA ile desteklenmis sukroz icermeyen yar1 kat1 ve % 0,01
aktif karbon (AC) igeren ve AC igermeyen AN temel besi ortaminin da R. caucasicum fidelerinin
koklenmesi tizerine etkisiz oldugu sonucuna varilmistir. Siirgiin ¢ogaltma asamasinda 2,0 mg/L
NAA igeren ortamdaki fidelerden bir tanesinde gozlenen kok olusumundan sonra, alt kiiltiir

yapilmig ve sonugta bu fidedeki kdk olusumu da kaybedilmistir.

Anahtar Kelimeler: indol-3-biitirik asit, Mikrocogaltim, Rhododendron caucasicum, Thidiazuron,
Zeatin, 2iP
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Master Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION OF RHODODENDRON CAUCASICUM L. (ERICACEAE) VIA
SHOOT BUD CULTURES

Figen AYDOGDU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2016, 48 Pages,
This thesis was designed to determine the most effective medium and thereby an effective
micropropagation protocol for the production of Rhododendron caucasicum via shoots cultures.
The lateral buds of mother plants which were previously brought from Georgia were employed as
explants. During shoot proliferation experiments, Anderson’s Rhododendron medium (AN) was
used as basal medium. Various plant growth regulators (PGRs) as well as their concentrations were
employed in the course of shoot formation trials and zeatin (0.5 mg/L) was found to be the most
effective PGR tested. In shoot multiplication experiments, AN basal medium was then
supplemented with stable zeatin and variable PGRs, e.g. IAA, NAA, IBA, each being applied with
various concentrations (2.0, 4.0 and 8.0 mg/L) . At the end of six or eight week culturing period
where photoperiod applications were also available as, 16/8, the most suitable combinations for
shoot multiplication were found to be zeatin/IAA. The highest shoot height (8 cm) was observed
from the basal medium supplemented with zeatin (0.5 mg/mL) and IAA (8 mg/mL), whilst zeatin
(0.5 mg/L) and IBA (4.0 mg/mL) combination was found to be more effective in terms of leaf
formation. Nevertheless, all IBA concentrations tested (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 mg/L) were
ineffective in terms of root formation and elongation for R. caucasicum. Again, none of those
tested basal media supplemented with IBA (10 mg/L), those being semi-solidified as well as
containing active carbon (AC) (0.01%) or without AC was proved to be effective in the root
formation on the plantlets of R. caucasicum. During shoot multiplication stage, root formation was
established from only one plantlet which was grown on the medium containing NAA (2.0 mg/L), it
was then transferred to subculturing medium and as a result root formation could not be sustained

from this sibling anymore.

Key Words: Indole-3-butyric acid, Micropropagation, Rhododendron caucasicum, Thidiazuron,
Zeatin, 2iP
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Ormangiilleri bitkiler aleminin tohumlu bitkiler grubunda yer alan, Ericaceae
(fundagiller) familyasinin Rhodendron cinsindeki tiyelerine verilen genel addir. Bu cinsin
tiyeleri odunsu, her dem yesil veya yapragimi déken ¢ali formundaki bitkilerdir (Kiigiik,
1993). Rhododendron cinsi yaklasik 1200 tiir ile Ericaceae familyasinin en biiyiik cinsi
olarak kabul edilmektedir (Rotherham, 1983) ve bu cins Ericaceae familyasi iginde dnemli
bir grubu olusturmaktadir. Rhododendron kelimesi yunanca kokenli bir kelime olup,
rhodod=giil , dendron=agag¢ kelimlerinin bir araya gelmesinden olusur (Genaust, 1976).

Ormangiillerinin en fazla bulundugu alanlar, Kuzey Yarim Kiire’de, Cin ve
Himayalar olmak tizere Asya’nin giineydogusudur (Coombes, 1998). Giizel kokulu ve
ozellikle parlak renkli olan bu bitkiler hemen hemen her ¢igek rengini tasirlar (Reiley,
1995). Agik alanlarda yetisebildigi gibi yar1 golge alanlarin bulundugu seyrek
ormanlardaki gevsek tepe catisi altinda iyi bir gelisme gosterirler. Boy uzunluklari nadir
olarak 4-5 m’yi gecer. Kok ve govde siirgiinleri ile ¢ogalarak ¢ok sik bir tabaka meydana
getirebilirler (Giilen, 1965). Ormancilik agisindan bakildiginda ise bu bitkilerin orman
altlarinda ¢ok sik bir tabaka meydana getirmeleri, alt tabaka vejetasyonunun yok olmasina,
list tabakay teskil eden agac taksonlarmin ise dogal genglesmesine engel oldugu igin
istenmeyen bir durumdur. Ormanciliktaki bu negatif etkilerinden dolayr mekanik ve
kimyasal miicadele yontemleri ile yok edilmek istenmesine ragmen, bu bitkiler peyzaj
planlamalarindaki estetik kullanimlart yaninda, fonksiyonel olarak smir elemani, sel
bariyeri ve ¢it yapiminda degerlendirilmeleri yoniinden ise Onemli bitkilerdir. Ayrica
karayollarinda sev stabilizasyonunda, 6zellikle refiijlerin bitkilendirilmesinde, renklemeleri
ve cicek renkleri sayesinde uyarict etkiler yaratmak ig¢in kullanilabilirler. Oxford
Universite’nin yapti§1 bir arastirmaya gore Peyzaj mimarligindaki kullanim alanlari ile bu
bitkilerin estetik acidan 6nemli bitkiler oldugu anlasilabilir (Pulatkan, 2001).

Ormangiillerinin takson sayisi ile ilgili farkli rakamlar rapor edilmektedir. Bazi
kaynaklarda takson sayisi yaklasik olarak 800 oldugu belirtilirken (Beckett, 1985; Brenzel,
1997), baz1 kaynaklarda bu saymin 1000 taksonu buldugu 6ne siiriilmektedir (Cronquist,
1982; Adkins, 1996). Rhododendron larin yeni taksonlar1 1920’lerde Iskogya’da bulunmus



ve tanimlanmislardir. Bu son tanmimlamalarla birlikte Rhododendron’larin 1200 takson
oldugu rapor edilmektedir (Gelderen ve Smiith Hoey, 1992). Ciceklenmeleri, genellikle
ilkbaharin sonunda ve yaz baslarinda gergeklesir. Ancak bazi tiirler ocak gibi erken bir
zamanda da ¢igeklenebilirler (Abbot, 1972). Tag yapraklari genellikle, silindir, huni, ¢an ve
fincan tabagi seklinde olup simpatial yapidadir (Davidian, 1989). Ormangiillerinin birgogu,
sonbaharda renklenip, yapragini dokmeleri ve estetik yapraklanmalar1 ile de dikkate
degerdir (Urgeng, 1992). Yapraklar1 orta ve koyu yesil, deri gibi, genellikle mizrak
seklinde, oval yapraklart kege gibi ve pulludur (Wright, 1984). Dogal habitatlart
Ormangiillerinin genelde daglarda bulunduklarini gosterir. Daglik arazilerin iklim ve
toprak sartlari Ormangiillerinin gelisimini ve diinya tizerindeki yayilisin1 etkilemektedir.
Bol yagis alan ve nispeten soguk bolgeleri seven bitkiler olarak nitelendirilebilirler (Reiley,
1995). Ormangiilleri dag sartlarina uygun bitkiler olmasina karsin 23 °C’lere varan
sicakliklara kadar dayaniklilik gosterebilirler (Kiigiik, 1993).

1.2. Rhododendron Tiirlerinin Sistematikdeki Yeri

Alem : Plantae
Boliim : Spermatophyta
Alt Boliim : Angiospermae
Simif : Magnoliopsida
Alt Simf : Dilleniidae
Takim : Ericales
Familya : Ericaceae

Alt Familya : Ericaceae (Fundagiller)

Cins : Rhododendron

Alt Cins : Rhododendron L.
Rhododendron ponticum L. : Mor Cigekli Ormangiilii
Rhododendron caucasicum Pall. : Kafkas Ormangiilii
Rhododendron smirnovi Trautv. : Pembe Cicekli Ormangiilii
Rhododendron ungernii Trautv. : Beyaz Cigekli Ormangiili
Rhododendron luteum Sweet. : Sar1 Cigekli Ormangiili

olarak siiflandirilabilir. (MEGEP, 2013; Aktas, 2016)


http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ericaceae

1.2.1. Rhododendron ponticum L. (Mor Cicekli Ormangiilii)

Baharda acan ve uzun siire bu ¢igekli durumunu koruyan, Karadeniz Bolgesi’ndeki
adiyla “kara kumar/komar”, “kara agu” ya da “kumar”, iyi yetisme ortamlarinda 8-10
metreye kadar ulasabilen bir ¢ali ya da kiiciik agac tiirli olarak tanimlanir (Taskin, 1987).
Rhododendron ponticum’un bilimsel anlamda kesfi olduk¢a gerilere gitmektedir. 1753’te
Linnaeus tarafindan tanimlanan alt1 ormangiilii arasinda yer alir. Yapraklar1 parlak yesildir.
Genellikle kayin ormanlarinda hakim olan ormangiiliidiir. R. ponticum 1763 yilinda siis
bitkisi olarak kiiltiivara almmus, bir¢ok iilkeye yabanci tiir olarak girmistir. Ornegin bu
yolla iber yarimadasindan tasinarak girdigi Ingiltere’de son derece yayginlasmis adeta bazi
alanlarda dogallasmistir (Thomson vd., 1993; Milne ve Abbortt, 2000; Peterken, 2001).
Ayrica yaprak ve c¢icekleri zehirlidir. Andromedotoksin igermektedir. Ormangiilii ya da
agu c¢icegi grayanotoksin diye bilinen (Andromedotoksin, Asetilandromedol, ve
Rhodotoksin) zehir tiirlerini igerir (Sekil 1). Bu zehir tiirii kan basincini diisiiriir, hatta kan

basinci diisme neticesinde soka ve nadiren 6liime neden olabilir (URL-1, 2016).

Sekil 1. Rhododendron ponticum L. ¢igek ve yapragi (URL-2, 2016)

1.2.2. Rhododendron caucasicum Pall. (Kafkas Ormangiilii)

Kafkas Ormangiilii’niin, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki adi “dag kumart” dir (Giiner
ve Duman, 1998). Beyaz ya da krem renkli ¢i¢ekleri halk arasinda yenilmektedir (Sekil 2).

1 veya 1,5 metre kadar boy yapabilen bu ormangiilii Karadeniz Bolgesi’nin asit karakterli



topraklar1 (pH=3-4) iizerinde, 6zellikle daglik alanlarinin kuzey yamaglarinda yayilis alani
bulmaktadir. Kayin, kayin-koknar ya da kayin-ladin ormanlarinin alt katinda dagiik
topluluklar olusturmakla beraber, en iyi yetisme kosullarinin subalpin kusak ile alpin kusak
oldugu belirtilmektedir (Stevens, 1978; Browicz, 1982). Bu nedenle Kafkas Ormangiili,
yiiksek dag tiirii olarak da tanimlanmaktadir. Adini aldigi Kafkas daglarinda ozellikle
Biiylik Kafkas daglarinin kuzeybatisindan baslayip Azerbaycan batisinda ve Dagistan’da
Samur nehri yukari ¢igirina kadar genis bir yayilis alanina sahiptir. Kuzey Anadolu daglari
lizerinde kuzeye bakan yamaglarda nem orani yiliksek ve bazen de turba karakterli
topraklarda yetisme ortami bulan R. caucasicum, bu sahada en batida Trabzon- Bayburt
arasinda Soganli ge¢idi civarina kadar sokulmaktadir. Ferik dagi, Tiryal dagi, Kordevan
dag1 ve Yalnizgam daglari, Katkas Ormangiili’niin Kuzey Dogu Anadolu’da yayilis
gosterdigi diger daglik alanlar arasindadir. Murgul giineybatisindaki Giil dagi ¢evresinde
ise Savval Tepe’de Daphne glomerata ile birlikte 2300-2400 metrelerde topluluk olusturur
(Abay, 2000). Donuk krem rengi gigekleri olan ve siirgiin uglarinda 5-8 ¢icek demeti
tastyan bu ormangiiliiniin siirgiinleri de hafif tiylidir. R. caucasicum’un dikey
dogrultudaki yayilis alan1 genellikle 1800-3000 metreler arasinda olmakla beraber
(Browicz, 1982), en iyi gelisme gosterdigi yiikselti araligi 2000 metrenin iizerindeki
yerlerdir. Kafkas Ormangiilii Kagkar daglarinda ise 3250 metreye kadar ¢ikabilmektedir
(Dogu vd., 1996). 1784 yilinda Pallas tarafindan bilimsel anlamda tanimlanan Kafkas
Ormangiilii’niin diger tiirlere nazaran 3-4 hafta erken ¢icek agmasi bir siis bitkisi olarak

degerini arttirmaktadir (Gelderen ve Smith, 1992).

Sekil 2. Rhododendron caucasicum ¢igegi ve yapragi (MEGEP,
2013)



1.2.3. Rhododendron smirnowi Trautv. (Giil Kirmizi1 Renkte Ormangiilii)

Dogu Karadeniz’de kizilkumar olarak isimlendirilen R. simirnowii, 1885 yilinda
Baron Ungern Stenberg tarafindan Artvin civarinda kesfedilerek ayni yil Trautvetter
tarafindan tanimlanmis (Gelderen ve Smith, 1992) ve Sternberg’in arkadasi olan M.
Smirnov’un adiyla bilim diinyasindaki yerini almistir.

Daima yesil bir ormangiilii tiirti R. smirnowii, yaklasik 4 metre boylanabilmektedir.
Koyu yesil yapraklarimin alt1 ile ¢icekleri tasiyan siirgiinleri yogun gri beyaz tiiylerle
kaplhidir (Sekil 3). Parlak pembe ¢igeklerinin 7-15 tanesi bir aradadir. Dikey dogrultudaki
yayilis alani, Anadolu’da 850-2300 metreler arasinda degismekle birlikte, daha ¢ok 1600-
2200 metreler arasinda yogunlagmaktadir. Kafkas daglarinda 1000-1600 metrelik
seviyelerdeki kayin ormanlarinda, R. ponticum ve R. ungernii ile karisik olarak ya da tek

basina topluluklar meydana getirmektedir (Avci, 2004).

Sekil 3. Rhododendron smirnowii ¢icegi ve yapragi (URL-3, 2016)

1.2.4. Rhododendron ungernii Trautv. (Beyaz Cicekli Ormangiilii)

Yapraklarin ucu kiit ve genistir. Alt ylizleri soluk kahverengi tiiylerle ortiiliidiir.
Kafkaslar ve Kuzeydogu Anadolu’da dogal yayilis gostermektedir. Tirkiye’deki dogal
yayilis alaninda beyaz kumar/komar olarak da bilinen, daima yesil ve yaklasik 6-7 m
boylanabilen bir ormangiiliidiir. Cigek sap1 iizerinde 12-24 ¢icekten olusan ¢icek demetleri
yer alir (Sekil 4). Yaklagik 800-2000 metreler arasindaki dikey dagilisi, bazi alanlarda



2200 metrelere kadar c¢ikmaktadir. Tiirkiye’de Kolsik alaninin temsil edildigi Dogu
Karadeniz’de, 6zellikle Batum sinirina yakin olan yerlerde bulunmaktadir (Stevens, 1978;
Browicz, 1982; MEGEP, 2013).

Sekil 4. Rhododendron ungernii gigegi ve yapragi (URL-4, 2016)

1.2.5. Rhododendron luteum Sweet. (Sar1 Cigekli Ormangiilii)

Halk arasinda “egrigicegi”, “cifin” (Giiner ve Duman, 1998) ya da “sar1 agu” gibi
isimlerle de bilinen, R. luteum, Tiirkiye’de yayilis1 bilinen diger ormangiilii tiirlerinden
farkli olarak, kisin yapraklarini doken bir cali tiriidiir (Sekil 5). Avrupa’da ve Giineybati
Asya’da yapraklarin1 doken tek ormangiilii tiirii, R. luteum’dur. yaklasik 4 metreye kadar
boylanabilir ve sar1 renkteki ¢i¢eklerinin 5-15 tanesi siirgiin ucunda bir arada bulunur.
Karadeniz bolgesindeki yayilis alam1 oldukca genis olan sar1 ¢icekli ormangiilii, batiya

dogru Balikesir ve Canakkale ¢evresine kadar sokulur (Stevens, 1978).



Sekil 5. Rhododendron luteum ¢igegi ve yapragi (URL-5, 2016)

1.3. Rhododendron Tiirlerinin Faydalari, Kullanim Alanlari ve Besin Degerleri

e  Siis agaci ve siis calist olarak kullanimlar1 yaygindir (Kuzey Avrupa iilkeleri).
e  Hediyelik bitkiler olarak biitiin diinyada biiyiik ilgi goriir (Agelya).
e  Balcilikta biiyiik 6neme sahiptir (Anzer Bali ve Deli Bal)
e Iklimi uygun yerlerde ¢it bitkisi olarak kullanilmaktadir.
e  Karadeniz Bolgesi’nde yakacak odun olarak kullanilmaktadirlar.
e Ingiltere, Almanya gibi gelismis bati iilkelerinde parklarda ve bahgelerde siis
agaci olarak kullanilirlar (URL-6, 2016).
e Rhodendron antopogon yapraklarindan hazirlanan ilaglar bagirsak agrilari ig¢in
kullanilmaktadir.
e Agn kesici, idrar sokiitlicli, romatizma agrilarini dindirici ve uyutucu olarak
kullanilmaktadirlar.
e Andromedotoxinin beyindeki merkeze etki ederek tansiyonu diisiiriicii etkisi
oldugu bilinmektedir (URL-7, 2016).

1.4. Rhododendron Tiirlerinde Fide Uretim Yontemleri

Ormangiilleri iki yontemle tliretilmektedirler;

» Generatif Uretim Yontemleri



e Tohumla iiretim
> Vejetatif Uretim Yoéntemleri
o C(Celikle iiretim
e Astile iiretim
e Daldirma ile tiretim

e  Doku kiiltiirleri ile Giretim

Generatif iretim (tohumla tretim) daha ¢ok dogal tiirlerin yignsal iiretiminde
kullanilan iiretim yontemidir. Ancak bu iretim yontemi Ozellikle heterozigot ddllenme
gosteren tiirlerin tiretiminde ¢ok fazla tercih edilmez. Vejetatif tiretim ise kiiltiire alinmis
bireylerin, varliklarini devam ettirmesinde kullanilan yoldur. Bu iiretim yoOnteminde
genelde ¢elik, bazen doku kiiltiirii yontemi bazen de ana¢ iiretimi, melezleme veya
seleksiyon ¢aligmalarinda kullanilan as1 ile iiretim yontemleri tercih edilir. Asi ile iiretim
yontemi 6zel amach siis bitkisi liretiminde, dogal ortamdan veya yapay yolla elde edilen

melezlerin ilk tiretimlerinde de sik¢a tercih edilen bir tiretim metodudur (Galle, 1987).

1.4.1. Generatif Uretim Yontemleri

Generatif iretim yontemi olan tohumla {iretim, ormangiilleri i¢in kolay bir tiretim
seklidir, fakat bu tiretim sekli ormangiillerinin iiretiminde diizgiin formda bitkiler elde
etmeye imkan tanimadigindan dolay1r daha ¢ok ormangiillerinin ¢esitlerinin iiretimi igin
tercih edilmektedir (Clarke, 1982). Ormangiillerinin tohumlart kapsiiller i¢indedir ve
sonbaharda olgunlasir. Kapsiiller acilmadan 6nce tohumlar elle toplanip ince bir tabaka
halinde serilerek kurumaya birakilir. Bir siire sonra kapsiiller agilarak tohumlar serbest
kalir. Elde edilen tohumlar dogrudan iiretim calismalarinda kullanilir ya da 2-4 °C
sicaklikta uzun siire saklanabilir. En 1yl ¢imlenme ortami 4,5-5,5 pH degerinde kiigiik
pargalara ayrilmis ¢imlendirme turbasi (% 80) ve vermikiilit (% 20) karisimidir. Karisim
yerel malzemelerle de hazirlanabilir. Ince elenmis % 80 kaym humusu ve % 20 kum
karigimi idealdir. Cok kiigiik olan tohumlar seralara kis ve erken bahar aylarinda ekilir.
Toprak sicakliginin 15-18 °C olmasma 6zen gosterilir. Cok kiiclik olan tohumlar ekim

kasalarina serpilerek veya cizgiler halinde ekilir. Ekimi takiben yastiklar hafif¢e sikistirilir



ve lizerine cam veya polietilen ortii Ortiiliir. Ekilen tohumlar asla kapatilmaz ¢linkii onlarin
¢imlenmesi i¢in 151k gereklidir.

Diger bir yontem de ise ekim yastiklarinin iizerine zaman ayarli ince yagmurlama
sistemi monte edilir ve yeterince nemli bir ortamin olugmasi saglanir. Tiim sulama
uygulamalarinda ince yagmurlama sistemi kullanilir. Sulama suyu olarak yagmur suyunun
kullanilmasinda yarar vardir. Cimlenen fideler ¢ok yavas biiyiir ve 3-4 ay sonra sasirtma
boyutuna ulagir. Sasirtma boyuna ulasan fideler 4-5 cm ebadinda saksilara sasirtilir ve
soguk tiinellere alinir. Sasirtma kabinin harci asit karakterli ve yeterli drenaj1 saglayacak

nitelikte olmalidir. Fideler kis1 bu tiinellerde gegirir (MEGEP, 2013).

1.4.2. Vejetatif Uretim Yéntemleri

Vejetatif tiretim yoluyla ¢ogaltma, siirgiin, kok siirgiinii, yaprak, yumru ve rizom gibi
vejetatif bitki kisimlarindan alinan pargalar ile yapilan iiretim seklidir. Bu organlardan
alinan bir parga, bir tarafi ile yeni bir kok sistemi olustururken diger tarafi ile de yeni bir
slirglin sistemi olusturarak yeni bir bitkiye doniisiir veya baska bir bitki parcasi (anag) ile

birleserek yeni bir bitki olusturur (Urgeng, 1992).

1.4.2.1. Celikle Uretim Yéntemi

Yapragint doken ormangiillerinin gelikle iretimi, her dem yesil ormangiillerine
gore daha glic olmaktadir. Melez ormangiilii ¢eliklerinin kdklenmesi daima zor oldugu
inanct vardir, fakat koklenmeyi hizlandirict bitki biiylime diizenleyicileri (BBD)
uygulanabilir. Bu metod melezler igin uygun ve pratik bir yontemdir. Ticari olarak hem
govde hem de yaprak goz celikleri kullanilir. Celiklerden elde edilen bitkiler genelde
cabuk biiyiimektedirler (Hartman, 1974).

Kuzey Amerika ormangiilleri genel olarak gelikle iiretilmektedirler. Bunun yaninda
bircok Avrupali yetistirici daha iyi formda bitkiler olusturduklarina inandiklari as1
yontemini kullanmaktadirlar ve ormangiillerinin ¢cogalmasi i¢in en uygun yontem olarak

gormektedirler (Reiley, 1995).
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1.4.2.2. Astile Uretim Yontemi

Cins veya tiir koleksiyonlar1 gelistirmek ya da ender bir bitkiyi ¢ogaltmak isteyen
amatoOr yetistiriciler asilama yontemi deneyebilmektedirler. Asilama belli sayida bitki
iretimi i¢in gayet etkili bir yontem olup, 6zellikle ¢elikle kok vermesi zor olan bitkilerin

cogaltilmasinda sik¢a kullanilan bir tiretim modelidir (Reiley, 1995).

1.4.2.3. Daldirma ile Uretim Yontemi

Ormangiilleri daldirma yontemi ile de rahatlikla tiretilebilirler (Hartman, 1974). Bu
yontem bilyilk Ormangiilleri tiirlerinde daha ¢ok kullanilan yéntemdir. Ozellikle
Ingiltere’de ticari amagla yetistirilen Ormangiillerinin iiretiminde yaygindir. Bu yolla,
Ormangiilleri dogal olarak dogada, kendi kendilerine de cogalabilmektedirler (Reiley,
1995).

1.4.2.4. Doku Kiiltiirii ile Uretim

Bitki doku kiiltliri yontemi, temelde bir lretim yontemidir. Bilinen diger klasik
iiretim yontemlerinden farkli olarak, bitkinin cesitli kisimlarindan alinan kiiciik bir doku
parcasi (eksplant) sterilize edildikten sonra, gesitli besin maddelerini igeren steril besi
ortaminda ve uygun ¢evre kosullarinda (151k, nem ve sicaklik) kiiltiire alinmasi igslemidir
(Srivastava ve Steinbaver, 1981; Vidalie, 1986; Goniilsen, 1987).

Doku kiiltiirii ile ilgili c¢alismalar, 1975 yilina kadar kallus kiltiirii ile bitki
rejenerasyonu esasina dayandirilmistir (Chalupa, 1987). Giliniimiizde in vitro kosullarda,
cesitli bitki tiirlerinin doku kiiltiirii teknigi ile iiretilmesinde kallus, siirgiin ucu, embriyo,
hiicre ve protoplast kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Srivastava ve Steinbaver,

1981; Vidalie, 1986; Ahuja, 1986).

Doku kiiltiirii teknikleri;
% Arz-talebi karsilayacak iiretim olanagi

¢ Genotiplerin hizl tiretimi
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+«* Invitro’da erken seleksiyon

« Daha az alandan daha yiiksek verim eldesi

+¢+ Hastaliksiz bitki eldesi (Bakteri, viriis ve mantardan ari bitki eldesi)
¢ Haploid ve poliploid bitkilerin tiretilmesi

¢ Mutantlarin iiretimi ve se¢imi

* Genetik ¢esitliligin saklanmasi

« Somatik embriyo olusumu, sentetik tohum {iretimi

¢ Protoplast kiiltiirii ile somatik hibridizasyon

% DNA teknolojisi ile gen transferleri

¢ Celikle tiretimi zor olan tiirlerin kolay tiretilebilmesi

gibi avantajlar1 bitkisel liretime saglamaktadir (Bhojwani ve Razdan, 1983; Vidalie, 1986;
Simsek, 1989; Ugler, 1994; Mcdonald, 1999; Dinger, 2010; Ciice, 2016).

Diger taraftan doku kiiltiirii ile iiretimin vejetasyon donemine bagli olmamasi, bir
klonu simnirsiz bir sekilde iiretme olanagi vermesi, poliploit bireyler elde edebilme ve gen
bankalar1 (doku bankalar1) kurma gibi yararlari yaninda, zengin tohum yillarinin seyrek
oldugu ve tohumlarin uzun siire saklanmasinin miimkiin olmadig1 veya gii¢c oldugu agac
tiirlerinin tiretilmesinde de 6nem tagimaktadir (Vidalie, 1986).

Genetikgiler doku kiiltiirii teknigini, se¢ilmis genotiplerin degerlendirilmesinde, hizl
bliyliyen fertlerin ortaya cikarilmasinda, soguga, kurakliga, hastaliklara, tuzluluga ve
herbisitlere dayanikli bireylerin se¢ilmesinde etkin bir sekilde kullanirlar (Kaya, 1988).
Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile nispeten problemsiz ve hizli iiretim ihtimali, daha ileri

1slah adimlarinda kullanilabilecek énemli avantajlar sunmaktadir (Ugler, 1994).

1.4.2.4.1. Rhododendron Tiirlerinin Doku Kiiltiirii ile Cogaltilmasi

Literatiire bakildiginda, Rhododendron’larin laboratuvar kosullarinda doku kiiltiirii
yontemi ile ¢ogaltimi yapilmaktadir. Uretimi zor olan, ticari olarak kullanilan ve insan
sagligina yararlt bitkilere hizli bir metod olarak goriilen doku kiiltiirii yonteminin
uygulanmas1 ile bitkinin vejetatif Uretiminin yayginlasacagi, kisa siirede iiretimin
gergeklestirilebilecegi, ayn1 form ve 6zellikte binlerce bitki elde edilebilecegi bilinmektedir

(Galle, 1987).
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Farkli Rhododendron tiirleri lizerinde yapilan ¢alismalarda siirgiin uglart kullanilarak
doku kiiltiiri yontemi ile gerceklestirilmistir. Siirgiin ve kok olusumu i¢cin MS, AN, WPM
temel besi ortamlar1 kullanilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak genellikle zeatin,
2iP, TDZ, 1AA, 6-BA tercih edilmistir (Briggs vd., 1994; Tomsone vd., 2004; Vejsadova,
2008; Rahimi vd., 2013).

R. indicum’da siirgiin ¢ogaltim1 ve kardeslenme sayist igin oksin ile kombine edilmis
farkli sitokinlerle desteklenmis Rhododendron besi ortami makroelementleri, MS besi
ortam1 mikroelementleri ve vitaminleri iceren besi ortami kullanilmistir. En yiiksek stirgiin
cogalimi ve kardeslenme sayist 4,0/1,0 mg/L zeatin/IAA kombinasyonunu igeren

ortamdan elde edildigi rapor edilmistir (Almeida vd., 2005).

1.5. Calismanin Amaci

Bu calismada, Karadeniz Bolgesi’nin 6zellikle daglik alanlarin kuzey yamaglarindaki
asit karakterli topraklarinda yetisen R. caucasicum’un doku kiiltiiri yontemleri kullanilarak
etkili bir mikrogogaltim metodunun gelistirilmesi amaglanmistir. Bu bitkilerin fidelerinin
in vitro kosullarda tiretimi potansiyelleri ve bu fidelerin zamana bagli olarak (biiyiimeye
bagl olarak) ne gibi degisimler gosterecegi, in vitro kosullarda gerek besi ortami ve
gerekse cevresel faktorlerin ne gibi sonuglar doguracagi belirlenecektir. Bu tiirlerin tiretim
potansiyelleri belirlenerek her daim iiretim yapilmasina imkan saglayacak daha hizli, daha
seri Uretim yapilmasi ve ayni anda aynm Ozellige sahip (klon ve c¢esit) binlerce bitkinin
tiretilmesi, dogaya kazandirilmasi giincel ve teknolojik bir yaklagimdir. Bu amagla fakl
temel besi ortamlari ve farkli bitki biiyiime diizenleyicilerin gesitli konsantrasyon ve
kombinasyonlar1 R. caucasicum’un in vitro ortamlarda yetistirilmesi tizerine denenmis ve

stirglin olusumu, siirgiin cogaltimi ve kok gelisiminde bu faktorlerin etkileri aragtirilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Kullanilan EKipman

Bu aragtirmada, R. caucasicum bitkisinin doku kiiltliri yontemleri ile {iretimi ve
degerlendirilmesi iizerine caligmalar yapilmigtir. R. caucasicum’un siirgiin olusturma
safhasindaki bir nodal segment igeren siirgiin parcalar1 arasgtirma materyali olarak
kullanilmigtir. Deneysel c¢alismalarda, Rhododendron tiirlerinin  doku kiiltiirleri ile
cogaltimi alaninda yapilan ve literatiirde rastlanan ¢alismalardan yararlanilmistir.

Doku kiiltiirii ile iiretim ¢alismalari, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Bitki Fizyolojisi ve Biyokimyasi Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.
Calismalarda besi ortamlarinin pH’sin1 ayarlamada Mettler Toledo MP 220 marka pH
metre, tartim islemlerinde ohaus marka hassas terazi, g¢oOzeltilerin karigtirilmasinda
Heidolph 1400 (Hotplate & Stirrer) marka 1siticili manyetik karistirici, kurutma
islemlerinde Niive FN 120 marka etiiv, saf su iiretilmesinde GFL 2104 marka saf su cihazi,
sterilizasyon islemlerinde Ticisan (75 litre) marka otoklav, materyallerin kiiltiire alinma
isleminde biobase marka laminar akish steril kabin, kiiltiirlerin biiyiitiilmesinde Sanyo
marka iklim dolabi, siirgiin boyu uzunluklarinin 6l¢iilmesinde bis marka dijital kumpas

kullanilmastir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Bitkisel Materyal

2013 yilinda Giircistan’dan ithal edilen ve bir siis bitkisi saticisindan alinan anag R.
caucasicum bitkisinin gen¢ ve yumusak siirglinleri baslangic materyali olarak
kullanilmistir. Yaklasik 0,5 cm boyunda ve bir nodal segment igeren siirgiin parcalari
eksplant olarak kullanilmistir. Bu parcalara ait tepe tomurcugu hari¢ birinci ve besinci

internodlar1 arasinda kalan kisimlar kesilerek yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur.
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2.2.2. Besi Ortamlarinin Saptanmasi ve Hazirlanmasi

Giintimiizde, doku kiiltiirii ile liretimde bir¢ok sentetik besi ortami kullanilmaktadir.
Bu besi ortamlari, bitkilerin isteklerine gore uyarlanabilmektedir (Anderson, 1984). Siirgiin
olusturma ve siirgiin gelistirme (¢ogaltma) calismalarinda Anderson (1984) tarafindan
gelistirilen Rhododendron besi ortami kullanilmistir. S6z konusu hazir besi ortamlari
Duchefa’dan (Haarlem-Hollanda) satin alinmistir. AN besi ortaminin igerigi Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Anderson Rhododendron (AN) Besi Ortami, Bilesenleri ve Miktarlari

Makro Elementler AN (mg/L)
NH;NO3 400
KNO3 480
CaCl, 332.02
CaC|2.2H20 -
NaH,P0O,4.2H,0 380
MgSO, 180.54
MgSQ,.7H,0 -
KH,PO, -
Ca(N03)2.4H20 -
K,SO, -
Mikro Elementler

HsBO3 6.2
MnSQO,4.H,0 16.9
ZnS04.7H,0 8.60
ZnS04.H,0 -
Kl 0.30
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0 55.7
FeNaEDTA 73.40
Na,M00,4.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
Vitaminler

Nikotinik Asit 100
Thiamin HCI 0.40
Pridoksin. HCI 100
Inositol 20
Glisin

Adenin hemisulfat 0.80
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1 litre AN besi ortami hazirlamak i¢in, stok (hazir) besi ortamindan 2000,9 mg/L
tartilmistir ve 1 litrelik vida kapakli cam siselere aktarilmistir. Her bir besi ortamina % 2
sukroz ilave edilmis ve ortamlarin hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Katilastirici
ajan olarak % 0,8 (w/v) Phyto Agar (Duchefa, Haarlem-Hollanda) eklenmistir. Ortamlarin
pH’s1 0,1 N NaOH veya 0,1 N HCl ile 5,5-5,8’¢ ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar 121 °C’
de 1,1 atm basing altinda 15 dk sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Sterilizasyon
isleminin ardindan besi ortamlarmin sicakliklar1 40-50 °C'ye diisene kadar laminar flow
kabin igerisinde bekletilmistir. Son olarak ortamlara onceden 0,22 pm’lik filtrelerde
(Sigma) sterilizasyonu yapilan bitki bliyiime diizenleyicileri gerekli oranlarda ortamlara
ilave edilmis ve besi ortamlari kiiltiir kavanozlarina (magenta) aktarilmistir. Besi
ortamlarinin katilasmasinin ardindan magentalar, kiiltiirlerin ekim islemleri baslatilincaya

kadar oda sicakliginda, karanlikta ve toz gecirmeyen bir ortamda muhafaza edilmistir.

2.2.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Konsantrasyonlari

Siirgiin olusturma denemelerinde degisken zeatin , N6-[2-isopentenil]adenin (2iP) ve
thidiazuron (TDZ) (0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 mg/L) konsantrasyonlar1 AN temel besi
ortaminda denemeye tabi tutulmustur. Siirgiin olusum asamasinda bu bitki biiylime
diizenleyicilerinin ve konsantrasyonlarinin se¢imi noktasinda daha Once yapilan
uygulamalardan ve literatiir bilgisinden yararlanilmistir.

Siirgiin ¢ogaltma calismalarinda degisken Indol-3-asetik asit (IAA), Naftalenasetik
asit (NAA) ve Indol-3-biitirik asit (IBA) (2,0, 4,0, 8,0 mg/L) konsantrasyonlar ile sabit
zeatin (0,5 mg/L) kombinasyonlar1 AN ortamina ilave edilmistir ve slirgiin olusum oranlari
degerlendirilmistir.

Koklendirme c¢alismalart  mikrogogaltim calismalarinin  {iglincii  basamagini
olusturmaktadir. Koklendirme islemi sirasinda en wuygun oksinin ve bu oksin
konsantrasyonunun belirlenmesi fidelerin daha kisa siirede koklenmelerini bu sayede de dis
ortama adaptasyon calismalarinin daha hizli olmasini saglayacaktir. Siirglin ¢ogaltim
calismalar1 sonucu yeterli biyiliklige ulasan fideler (en az 20 mm) in vitro’da
koklendirilmek amaciyla 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 ve 8,0 mg/L IBA ve degisken NAA (0,5, 1,0,
2,0, 4,0) ile sabit zeatin (0,5 mg/L) ve IAA (2,0 mg/L) kombinasyonlarini igeren besi

ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir.
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Kiiltiire alinan bir nodal segment iceren siirglin parcalar1 explantlarindan siirgiin
olusumu, olusan siirglinlerden siirgiin ¢ogaltimi ve bu siirgiinlerin koklendirilmesi igin
uygun besi ortamlar1 ve bu ortamlara eklenen BBD (sitokinin + oksin) kombinasyonlar1 ve

oksin konsantrasyonlar1 Tablo 2, 3, 4, 5 ve 6’da verilmistir.

Tablo2. Siirgiin ¢ogalttimi1 i¢in AN ortamina ayr1 ayri eklenen Zeatin TDZ ve 2iP

konsantrasyonlari
BBD (mg/L) AN
Zeatin 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0
TDZ 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0
2iP 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0

Tablo3. Siirgiin ¢ogaltimi1 igin AN ortamina eklenen Zeatin/[AA kombinasyonlari

BBD (mg/L) AN
Zeatin 0,5 0,5 0,5
IAA 2,0 4.0 8,0

Tablo 4. Siirgiin ¢ogaltimi igin AN ortamina eklenen Zeatin/NAA kombinasyonlari

BBD (mg/L) AN
Zeatin 0,5 0,5 0,5
NAA 2,0 40 8,0

Tablo 5. Siirgiin gogaltimi igin AN ortamina eklenen Zeatin/IBA kombinasyonlari

BBD (mg/L) AN

Zeatin 0,5 0,5 0,5
IBA 2,0 40 8,0
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Tablo 6. Koklendirme i¢in AN ortamina eklenen IBA, IBA + AC ve sabit
Zeatin/IAA + NAA konsantrasyonlari

BBD (mg/L) AN
IBA 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0
IBA/AC 10,0/0,01 10,0 - -

Zeatin/IAA/NAA 0,5/2,0/05  0,5/2,0/1,0 05/2,0/2,0 05/2,0/40 -

2.2.4. Bitkisel Materyalin Yiizeysel Sterilizasyonu

Mikrocogaltimda kullanilacak eksplantlar aseptik kosullara alinmadan Once tam
anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri ana¢ bitkinin yetistigi ortamin
ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa gore farklilik gostermektedir. Kullanilacak
dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi sterilizasyonun basarisini
etkilemektedir. Ayrica bitki dokularinin zarar gormemesine dikkat edilmelidir. R.
caucasicum bitkisinden kesilerek alinan geng siirgiinler ¢esme suyu ile 30 dakika
yikanmistir. On yikama isleminden sonra, tepe tomurcugu hari¢ birinci ve besinci
internodlar1 arasindaki siirgiinler kesilmis ve yiizeysel sterilizasyonu i¢in Onceden
hazirlanmis % 70’lik etanol (EtOH) ile 30 saniye 6n muamele islemine tabi tutulmus,
akabinde igerisinde % 2,5’luk sodyum hipoklorit (NaOCI) bulunan 250 ml'lik beher
igerisine aktarilmistir. Burada manyetik karistirict ile 500 rpm hizla karistirilarak 10 dakika
siireyle ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu islemi eksplantlarin
steril distile su ile her biri en az 5 dk olmak kaydi ile ii¢ kez yikanmasi ile tamamlanmustir.
Bu islemlere, eksplantin 6zelligine gore ilave uygulamalar yapilabilir ve dezenfektan
maddenin derisimi ile uygulama siiresi degistirilebilir. Son iki asamanin, steril kabin

icerisinde yapilmasi 6nemlidir.
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2.2.5. Kullanilan Alet ve EKipmanin Sterilizasyonu

Steril ¢alisma kabini, kiiltiir asilama ¢alismalarina baslamadan once, 10 dakika siire
ile ¢alistirildiktan sonra % 70’lik EtOH ile dezenfekte edilmistir. Kullanilan cam malzeme,
otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur. Cesitli amaglar i¢in kullanilan tiim cam
malzeme, otoklavda sterilizasyondan 6nce 100 °C’de, etlivde 1 saat siireyle bekletilmistir.
Eksplantlar kiiltiire almada kullanilan pens ve bisturiler ¢alismaya baslamadan 6nce %

70’lik EtOH alkolde bekletildikten sonra atesten gecirilerek sterilize edilmistir.

2.2.6. Materyalin Kiiltiire AliInmasi

Sterilize edilen siirgiinler steril kabin igerisinde, bir nodal segment igeren siirgiin
parcalart minimum 5 mm uzunlugunda kesilmis ve i¢inde steril besi ortami bulunan kiiltiir
kaplarina yerlestirilerek kiiltiire almmigtir. R. caucasicum’un alt kiiltiirleri, yasama

durumlarina gore 4 ila 5 hafta araliklarla taze besi ortamlarina aktarilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. In vitro’ da Rhododendron caucasicum siirgiinleri
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2.2.7. Fiziksel Kosullar

Calismada kullanilan ve kiiltiire alma islemi tamamlanan eksplantlar i¢in inkiibasyon
ortami olarak 24 + 2 °C sicaklik, 8000 liiks 151k siddeti (uE/m?/s), 16 saat aydinlik ve 8 saat

karanlik kosulu ile % 80 neme ayarli iklim dolab1 kullanilmistir.

2.3. Gelisme Siiresince Yapilan Ol¢iim ve Gozlemler

2.3.1. Kiiltiire Alinan Eksplantlarin Gelisme Durumu ve Siirgiin Olusumu

R. caucasicum bitkileri, kiiltire alinmalarindan itibaren gelisme durumlari,
renklenmeleri, canliliklari, slirgiin olusumlar1 ve olusan siirgiinlerden siirgiin gelisimleri iki
haftada bir gézlemlenmis, elde edilen veriler istatistiksel agidan degerlendirilmistir.

Siirglin ¢ogaltma ortamlarinda, denemelerin baslangicindan itibaren 6-8 hafta sonra;
olusan siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu ve bu siirglinlerdeki yaprak sayilar1 belirlenerek

kaydedilmistir.

2.3.2. Siirgiinlerin Koklendirilmesi
Koklendirme caligsmalarinda oksin, oksin/sitokinin veya oksin+AC uygulamalart AN
ortaminda denemeye tabi tutulmustur. Koklenme ortamina alinan siirgiinlerin 8 hafta

sonunda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik (fotoperiyot) uygulamasindaki koklenme yiizdesi,

kok sayisi, kok boyu ve sekonder kok sayis1 parametrelerine bakilmustir.

2.3.3. Denemelerin Kurulmasi ve Degerlendirilmesi

2.3.3.1. Denemelerin Kurulmasi

Her bir deneme tii¢ tekrarl olarak kurulmus ve toplam olarak en az 20-25 eksplant

kullanilmistir. Elde edilen degerler 3. alt kiiltiir uygulamasindan sonra elde edilmistir.
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2.3.3.2. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Tim veriler ii¢ tekerriirlii olarak gercgeklestirilmistir. Elde edilen veriler (¢oklu
veriler) varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS 21,0) paket programi
icerisinde yer alan ANOVA’nin ¢ok yonlii Duncan testine tabi tutulmustur. Olgiimleri

yapilan degerler arasindaki istatistiki farklar ve benzerlikler ortaya konulmustur (P < 0,05).



3. BULGULAR

R. caucasicum

J

Zeatin, TDZ, 2iP Siirgiin Olusumuna EtKisi

ll

AN Temel Besi Ortami

J

Zeatin, TDZ, 2iP (mg/L)

J

0,25,0,5,1,0,2,0,4,0

Sekil 7. AN besi ortaminda Rhododendron caucasicum’a ait explantlarda
stirglin ~ olusumu  i¢in  denenen Zeatin, TDZ ve 2iP
konsantrasyonlarini gosteren islev semasi

3.1. R. caucasicum’da Jn Vitro Siirgiin Olusumu

Siirglin olugturma caligmalart AN temel besi ortaminda 3 farkli bitki biiylime
diizenleyicisinin 5 farkli konsantrasyonu (Sekil 7) denenmistir. Siirgiin olusumu goriilen
kiiltiir ortamlarinda, denemelerin baslangicindan 6-8 hafta sonra; olusan siirglin sayisi
(kardeslenme sayisi), siirgiin uzunlugu ve bu siirgiinlerdeki yaprak sayilar1 belirlenerek
kaydedilmistir.

Siirglin olusturma ¢alismalardan elde edilen verilere gore (Tablo 7) denenen 2iP ve
zeatinin kontrole gore olumlu etkiler gosterdigi belirlenmistir. Yapilan analizler
sonucunda, fidelerin boylarinin uzamasinda en etkili bitki bilylime diizenleyicisinin zeatin
oldugu belirlenirken, en zayif etkiye sahip olanlarin ise TDZ oldugu, ayrica 2iP’nin kismen

zeatine yakin etki gosterdigi goriilmistiir (Sekil 8).
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Sekil 8. Zeatin iceren AN besi ortamindaki R. caucasicum
stirglinleri

Sonuglar, 2iP’nin zeatinden sonra en etkili bitki biiylime diizenleyicisi oldugunu
gostermistir (Tablo 7). Zeatinin farkli konsantrasyonlariyla denenen AN besi ortamindan
elde edilen siirgiin boyu sonuglarina gore; artan zeatin konsantrasyonu ile siirgiin boyu
(cm) arasinda negatif korelasyon (r’= -0,717, P < 0,01) oldugu belirlenmistir. Denenen
zeatin konsantrasyonlar1 arasindan en yiiksek uzama miktari ortalama 4,50 cm ile 0,5 mg/L
uygulamasindan, en diisiik uzama miktar1 ise 2,91 cm ile 4,0 mg/L uygulamasindan elde
edilmistir. Bunlar disinda denenen 0,25, 1,0, 2,0 mg/L konsantrasyonlarina ait siirgiin boyu
degerleri sirasiyla; 4,34, 3,58 ve 3,08 cm olarak belirlenmistir. TDZ’nin farkl
konsantrasyonlar1 ile yapilan uygulamalardan elde edilen siirgiin boyu sonuglarina gore
TDZ’nin artan konsantrasyonu yine siirgiin boyunda (cm) arasinda negatif bir korelasyon
(r*= - 0,458, P < 0,01) olusturmustur. TDZ ile yapilan denemelerde en yiiksek siirgiin boyu
3,25 c¢cm ile 0,25 mg/L uygulamasindan, en diisiik siirgiin boyu 1,41 cm ile 4,0 mg/L
uygulamasindan elde edilmistir. Uygulanan 0,5, 1,0, 2,0 mg/L TDZ konsantrasyonlarinda
stirglin boyu degerleri sirasiyla 1,83, 1,75 ve 1,58 cm olarak belirlenmistir. Ayrica TDZ
uygulamalarindan elde edilen siirglinlerin yeteri kadar saglikli olmadiklar1 gériilmiis ve

elde edilen siirgiinlerde camlagsmalar gézlemlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. TDZ uygulamalarindan elde edilen siirgiinler ve siirgilin
cogaltiminda olusan camlagmalar

Farkli konsantrasyonlardaki 2iP ile yapilan denemeler sonucunda konsantrasyon
artisinin boy uzamasina olumlu etki yaptig1 belirlenmistir. 2iP’nin farkli konsantrasyonlari
ile denenen siirgiin boyu (cm) sonuglarina gore artan 2iP konsantrasyonu ile siirgiin boyu
(cm) arasinda pozitif bir korelasyon (r’= 0,015, P < 0,01) oldugu belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda denenen 2iP uygulamalarindan en yiiksek siirgiin boyu 3,5 cm ile 1,0
mg/L konsantrasyonunda, en diisiik siirgin boyu ise 2,08 cm ile 0,25 mg/L
konsantrasyonunda belirlenmistir (Sekil 10). 0,5, 2,0 ve 4,0 mg/L konsantrasyonlarindan

elde edilen siirgiin boyu degerleri ise sirastyla 3,41, 3,08 ve 2,166 cm’dir.

Sekil 10. 1,0 mg/L 2iP igeren AN besi ortamindaki R.
caucasicum siirgiinleri
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Farkli konsantrasyonlarda uygulanan zeatin, 2iP ve TDZ’nin kardeslenme sayisi
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (Tablo 7).

Elde edilen siirgiinler yapraklanma sayilar1 agisindan degerlendirildiginde yine
stirgiin boyu degerlerine paralel veriler elde edilmistir. Sitokininlerin etkileri
karsilagtirildiginda, 2iP ve zeatin ile desteklenen ortamlardaki fidelerin ortalama yaprak
sayillarimin diger ortamlardaki fidelerin yaprak sayilarindan daha fazla oldugu
belirlenmistir. TDZ uygulamalarindan elde edilen fidelerin yapraklanma sayilari ise
kontrol grubuna gore daha diistik degerler vermistir.

Elde edilen degerler yaprak sayisi acisindan 2iP uygulamalarmin daha yiiksek
degerler verdigini ortaya koysa da yapilan istatistiksel analizler, yaprak sayisi artisinda en
etkili sitokininlerin zeatin ve 2 iP oldugunu ortaya ¢ikarmustir. 2iP’nin 0,5 ve 1,0 mg/L
uygulamalari ile zeatinin 0,5 mg/L uygulamasindan elde edilen yaprak saylari arasinda
herhangi bir istatistiksel fark gézlemlenmemistir. Koklendirme ¢alismalari igin elde edilen
stirglinlerin daha saglikli fideler olmasi da dikkate alindiginda zeatin uygulamalarindan
elde edilen siirgiinlerin bu ama¢ i¢in daha uygun oldugu saptanmistir. Zeatinin farkli
konsantrasyonlarindan elde edilen yaprak sayisi sonuglarina gore artan zeatin
konsatrasyonu ile yaprak sayisi arasinda yine negatif bir korelasyon (r?= - 0,259, P < 0,01)
oldugu belirlenmistir ve bu veri siirgiin boyundan elde edilen analiz sonucu ile
desteklenmektedir. Uygulanan zeatin konsantrasyonlar1 arasindan en yiiksek yaprak sayisi
2,42 ile 0,5 mg/L uygulamasinda, en diisiik yaprak sayist ise 1,83 ile 4,0 mg/L
uygulamasinda belirlenmistir ve aralarindaki fark Tablo 7°de gosterilmistir.

2iP uygulamalarindan elde edilen yaprak sayist verileri her ne kadar TDZ
uygulamalarindan elde edilen yaprak sayist degerlerinden yiiksek olsa da zeatin
uygulamalarindan elde edilen degerlerden daha diisiik ¢ikmistir. Zeatin uygulamalarinin
analiz sonuclarina benzer olarak artan 2iP konsantrasyonlar: ile elde edilen yapraklanma
sayilari arasinda negatif bir korelasyon elde edilmistir (r’= - 0,129, P < 0,01). Uygulanan
2iP konsantrasyonlar1 arasindan en yiiksek yaprak sayis1 2,5 ile 1,0 mg/L uygulamasindan,
en diisiik yaprak sayis1 ise 1,75 ile 4,0 mg/L uygulamasindan belirlenmistir.

TDZ uygulamalari siirgiin boyunda oldugu gibi yaprak sayis1 degerlerine de zeatin ve
21P uygulamalarina gore ¢ok daha diisiik degerler vermistir. TDZ uygulamalarindan elde
edilen en yiiksek yaprak sayisi diger tiim uygulamalardan elde edilen en yiiksek yaprak
sayistyla kiyaslandiginda % 46’lara varan farklar olustugu goze carpmaktadir. Uygulanan

TDZ konsantrasyonlarindan elde edilen en yiiksek yaprak sayisinin kontrol grubundan elde
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edilen yaprak sayis1 degerlerinden diisiik olmast TDZ’nin R. caucasicum’un siirgiinlerinin

yapraklanmast iizerine negatif yonde etki ettigini gdstermektedir (= - 0,111, P < 0,01).

Tablo 7. Rhododendron caucasicum eksplantlarinin 6-8 hafta sonunda farkli TDZ, Zeatin

ve 2iP konsantrasyonlarindaki siirgiin verim degerleri

BBD KONSANTRASYON SB KS YS
(mg/L) (cm) (Adet) (Adet)
KONTROL 1,917 0,2 de 000  1,84+0,5bc
0,25 3,25+ 1,356 be 000 125+0452¢
0,5 1,83 + 0,937 de 0,00  1,33+0,492de
N 1,0 1,75 0,753 de 000 1,25+0452¢
" 2,0 1,58 + 0,514 de 000 1,17+0,389¢
4,0 1,42 +0,514 ¢ 000 1,17+0,389¢
0,25 434+0,778 a 000  2,17+0,58 abc
. 0,5 4,5+0,522 a 000 242+0,514a
&
> 1,0 3,58 0,67 b 0,00 2,080,288 abc
S 2,0 3,08+ 0,514 be 0,00  1,92+0,67 be
4,0 2,920,514 ¢ 0,00  1,83+0,834 be
0,25 2,080,288 d 0,00  1,92+0,668 be
05 3,42 40,514 be 000 242+0,514a
o 1,0 3,50 + 0,674 be 000 250+0,522a
2,0 3,08 + 0,996 be 0,00  225+0,452 ab
4,0 2,17+0,834d 000  1,75+0,452 cd

1 SB: Siirgiin Boyu. 2 aylik fidelere ait son boylar1 ile baslangi¢ boylari arasindaki farklari alindi ve bu
farklarin ortalamalari alinarak =+ standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 20 6rnek degerlendirildi.

2KS: Kardeslenme sayisi. 2ayhk fidelere ait kardes sayilarmin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 20 6rnek degerlendirildi.
3YS: Yaprak sayisi. 2 ayhik fidelere ait yaprak sayilarmmn ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 20 6rnek degerlendirildi.
Ayni siitundaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore (P < 0,05) farkli degildirler.
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Sabit zeatin (0,5 mg/L) degisken IAA, NAA ve IBA konsantrasyonlarimin (2,0, 4,0
ve 8,0 mg/L) siirgiin boyu, kardeslenme sayisi ve yaprak sayisi tizerine etkisi
arastirildiginda, BBD uygulanan tiim ortamlarin denemeye tabi tutulan tiim parametreler
acisindan kontrol grubuna gore daha yliksek degerler verdigi belirlenmistir. Buna gore; en
yiiksek siirgiin boyu ve kardeslenme sayis1 0,5/8,0 mg/L zeatin /IAA uygulamasindan, en
yiiksek yaprak sayist ise 0,5/4,0 mg/L zeatin/IBA uygulamasindan elde edilmistir. Bu
baglamda IAA konsantrasyonlarinin degerlendirmeye tabi tutulan tiim parametrelerde
onemli derecede artiglara sebep oldugu belirlenmistir (P < 0,01). Genel olarak
degerlendirildiginde; en yiiksek siirgiin boyu 8,00 cm ile 0,5/8,0 mg/L zeatin/IAA
kombinasyonuyla desteklenen ortamda, en diisiik siirgiin boyu ise 7,67 cm ile 0,5/2,0 mg/L
uygulamasinda belirlenmistir. Sabit zeatin varhiginda uygulanan 3 farkli 1AA
konsantrasyonundan elde edilen siirgiin boyu degerleri analiz edildiginde 3 uygulama
arasinda siirglin boyu agisindan énemli bir fark olusmadigi gériilmistiir. IAA uygulamalari
sabit zeatin ve degisken NAA ve IBA uygulamalarindan elde edilen siirgiin boyu
degerleriyle kiyaslandiginda ise NAA ve IBA uygulamalarindan elde edilen siirgiin
boylarinin IAA uygulamalarindan elde edilen siirgiin boylarindan ¢ok daha kisa oldugu
belirlenmistir ve aralarindaki 6nemli bu fark Tablo 8’de gosterilmistir.

IAA uygulamalar kardeslenme sayisi agisindan degerlendirildiginde ise siirgiin elde
etme ¢alismalarindan elde edilemeyen kardeslenme sayilarina gére daha pozitif sonuglar
elde edilmistir. Yine IAA uygulamalarit NAA ve IBA uygulamalariyla kardeslenme sayisi
acisindan mukayese edildiginde aralarinda istatistiksel anlamda herhangi bir farkin
olusmadig1 gozlemlenmistir. En yiiksek kardeslenme sayisi 1,5 ile 0,5/4,0 ve 0,5/8,0 mg/L
zeatin/IAA uygulamalarindan elde edilmesine karsin 0,5/2,0 mg/L zeatin/IAA
uygulamasindan elde edilen degerle herhangi fark olusturmamaistir Tablo 8.

IAA uygulamalarindan elde edilen yapraklanma sayis1 degerleri analiz edildiginde
artan konsantrasyona bagli olarak yapraklanma sayisinda da paralel olarak bir artis oldugu
gozlemlenmistir. En yiiksek yapraklanma sayisi 3,8 ile 0,5/8,0 mg/L zeatin/IAA
kombinasyonundan, en diisiik yaprak sayisi ise 2,4 ile 0,5/2,0 mg/L zeatin/IAA
kombinasyonundan elde edilmistir. Bunlar disinda denenen 0,5/4,0 mg/L zeatin/IAA
uygulamasinda ise yaprak sayist 2,8 adet olarak belirlenmistir. Yapraklanma sayilari
stirgiin elde etme ¢aligmalarindan elde edilen yapraklanma sayilartyla degerlendirildiginde

zeatinli ortamlara ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki IAA’nin yapraklanma sayisini
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onemli derecede artirdig1 tespit edilmistir ve elde edilen farklar Tablo 7 ve Tablo 8’de ayr

ayr1 gosterilmistir.

10 -

9 4

8 4

7 -

6 4

5 B Siirgiin Boyu
4 - E Kardeslenme Sayis1
3 - I { Yaprak Sayist
1 -

O 4

KONTROL 0,5/2,0 0,5/4,0 0,5/8,0
ZEA/IAA ZEA/IAA ZEA/IAA

Sekil 11. Sabit Zeatin degisken IAA konsantrasyonlarindaki R. caucasicum’a ait
stirgiin boyu, kardeslenme sayis1 ve yaprak sayisi karsilastirmasi

Sabit zeatin (0,5 mg/L) degisken NAA konsantrasyonlarinin (2,0, 4,0 ve 8,0 mg/L)
stirgiin boyu, kardeslenme sayis1 ve yaprak sayisi {izerine etkilerine bakildiginda; NAA
uygulamalarindan elde edilen siirgiinlerin boy uzunluklarinda 6nemli derecede artiglar
oldugu ve artan NAA konsantrasyonlarin siirgiinlerin boylarini pozitif yonde artirdig: tespit
edilmigtir. En yiiksek siirgin boyu 56 cm ile 0,5/8,0 mg/L zeatin/NAA
kombinasyonundan, en diisiik siirgiin boyu ise 3,75 c¢cm ile 0,5/2,0 mg/L zeatin/NAA
kombinasyonundan elde edilmistir. 0,5/4,0 mg/L zeatin/NAA uygulamasinda siirgiin boyu
4,67 cm olarak belirlenmistir ve en yiiksek degerin elde edildigi 0,5/8,0 mg/L uygulamasi
ile aralarinda 6nemli bir istatistiksel fark olusmustur. NAA uygulamalarindan elde edilen
en yiiksek siirglin boyu degerleri ile IAA uygulamalarindan elde edilen en yiiksek siirgiin
boyu degerleri karsilagtirildiginda % 29’luk bir fark goze carpmaktadir ve bu sonug
IAA’nin NAA’dan daha etkili oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde siirgiin boyu
acisindan NAA uygulamalari ile IBA uygulamalari arasindaki fark da % 6,7 dir ki bu veri
NAA’nm siirglin boyu agisindan IAA ve IBA’da daha az etkili oldugunu gostermektedir.
Benzer sekilde sabit zeatin artan NAA uygulamalarmin R. caucasicum’un kardesleneme

sayis1 lizerine olumlu etkiler olusturdugu tespit edilmistir. 0,5/8,0 mg/L zeatin/NAA
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uygulamasi eksplant basina ortalama 1,58 ile en yiiksek kardeslenme sayisini verirken, en
disiik deger 1,42 ile 0,5/2,0 mg/L uygulamasindan elde edilmistirUygulanan ti¢ farkli
NAA konsantrasyonlarindan elde edilen kardeslenme sayilar1 aralarinda sayisal anlamda
farklar olugsa da, yapilan istatistiksel analizler bu ii¢ konsantrasyonun R. caucasicum’un
kardeslenme sayisi iizerinde fark olusturmadigini gostermektedir (Tablo 8). Yine NAA
uygulamalarindan elde edilen kardeslenme sayilari IAA ve IBA uygulamalarindan elde
edilen kardeslenme sayilari ile karsilastirildiginda bu {i¢ oksin ¢esidinin R. caucasicum’un
kardeslenme sayisi tizerine fark olusturmadig1 goriilmektedir.

Yapraklanma sayisi agisindan da her ne kadar sabit zeatin varliginda artan NAA
uygulamalarinin R. caucasicum’un yaprak sayisini artirdigi goriilse de elde edilen degerler
yine IAA ve IBA uygulamalarindan elde edilen yaprak sayisi degerlerinden oldukca
diisiiktiir. NAA uygulamalarinda en yiiksek yaprak sayist eksplant basina ortalama 2,34 ile
0,5/8,0 mg/L kombinasyonundan elde edilse de, bu deger en yiiksek yaprak sayisinin elde
edildigi 0,5/4,0 mg/L zeatin/IBA uygulamasindan % 42,7 daha diisiiktiir. Uygulanan diger
iki NAA konsantrasyonlarindan elde edilen ortalama yaprak sayilarmin da kontrol
grubundan elde edilen yaprak sayisindan diisiik degerler vermesi bu oksin ¢esidinin R.

caucasicum’un yaprak olusumu i¢in uygun olmadigini gostermistir (sekil 12).

6
5 -
4 - L
B Siirgiin Boyu
3 - m Kardeslenme Sayisi
2 { { I Yaprak Sayisi
] 1
0 L T T T 1

KONTROL  0,5/2,0 0,5/4,0 0,5/8,0
ZEAINAA ZEAINAA ZEA/NAA

Sekil 12. Sabit Zeatin degisken NAA konsantrasyonlarindaki R. caucasicum’a ait
stirgiin boyu, kardeslenme sayis1 ve yaprak sayisi karsilastirmasi
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Denenen diger bir kombinasyon olan sabit zeatin (0,5 mg/L) degisken IBA (2,0, 4,0,
8,0) konsantrasyonlarinin siirgiin boyu, kardeslenme sayisi ve yaprak sayisi iizerine
etkilerine bakildiginda; denenen tiim parametrelerde kontrole gore olumlu etki gosterdigi
tespit edilmistir. En yiliksek siirgiin boyu 6,08 cm ile 0,5/4,0 mg/L zeatin/IBA
kombinasyonundan, en diisiik siirgiin boyu 3,67 cm ile 0,5/2,0 mg/L zeatin/IBA
kombinasyonundan elde edilmistir. Buna karsin 0,5/8,0 mg/L zeatin/IBA igeren ortamda
stirgiin boyu 3,91 cm olarak belirlenerek; 0,5/2,0 mg/L zeatin/IBA uygulamas: ile
aralarinda 6nemli bir istatiksel fark olusmamistir. IBA uygulamalarindan elde edilen en
yiiksek siirgiin boyu degerleri ile en diisiik siirglin boyu degerleri karsilastirildiginda %
35’lik bir fark oldugu ve IAA’nin R. caucasicum’un siirgiin boyu degerleri a¢isindan daha
etkili oldugu goze carpmaktadir.

Kardeslenme sayis1 agisindan da siirgiin boyuna benzer olarak en etkili ortamin 1,58
ile 0,5/4,0 mg/L zeatin/IBA uygulamasinin oldugu tespit edilmistir. Buna karsin denenen
diger IBA kombinasyonlarinda kardeslenme sayisi 1,5 olarak belirlenmis ve aralarinda
belirgin bir fark olusmamistir. Elde edilen tiim bu degerler sabit zeatin varliginda
uygulanan degisken IBA konsantrasyonlarinin yaprak sayisi {izerinde pozitif yonde etki
gosterdigi tespit edilmistir (P < 0,01). R. caucasicum’un yaprak sayisi artan IBA
konsantrasyonuna paralel olarak arttigi belirlenmistir. En yiiksek yaprak sayisi eksplant
bagma ortalama 4,08 adet ile 0,5/4,0 zeatin/IBA kombinasyonundan, en diisiik yaprak
sayist eksplant bagina ortalama 2,5 adet ile 0,5/8,0 zeatin/IBA kombinasyonunda
belirlenmistir. Bunlar disinda denenen; 0,5/2,0 mg/L zeatin/IBA konsantrasyonunda
yaprak sayisi eksplant bagina ortalama 3,00 olarak kaydedilmistir. IBA uygulamalarindan
elde edilen en yiiksek yaprak sayisi degerleri ile IAA ve NAA uygulamalarindan elde
edilen en yiiksek yaprak sayisi degerleri arasinda sirasi ile % 24,5 ve % 42,6’lik 6nemli
istatiksel fark oldugu belirlenmistir. Bu da R. caucasicum 'da yaprak olusumu igin IBA’nin

uygulanan diger oksinlerden daha etkili oldugunu gostermektedir (Sekil 13).
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I m Siirgiin Boyu
] { m Kardeslenme Sayisi
- ] I I Yaprak Sayisi

KONTROL 0,5/2,0 0,5/4,0 0,5/8,0
ZEA/IBA ZEA/IBA ZEA/IBA

O R, N W & 01 OO N
1

Sekil 13. Sabit Zeatin degisken IBA konsantrasyonlarindaki R. caucasicum’a ait
stirgiin boyu, kardeslenme sayisi ve yaprak sayisi karsilagtirmasi

Tablo 8. Rhododendron caucasicum eksplantlarinin 6-8 hafta sonunda sabit sitokinin ve
degisken oksin varligindaki siirglin verim degerleri

BBD KONSANTRASYON SB KS YS
(mg/L) (cm) (Adet) (Adet)

KONTROL 1,916 £ 0,2 0,00 1,84 £0,5

< 05+20 7,67+ 0,78 ¢ 1,42+0,51 a 2,42 + 0,52 fghi

<

E 05+4,0 791+0,79 ¢ 1,50+0,52 a 2,84 + 0,39 efg

g 0,5+8,0 8,00£0,95 ¢ 1,50+0,52 a 3,08+0,79 ¢

} 05+20 3,75+0,75ghi 1,42+0,51a 1,34 + 0,49 Imn

% 05+4,0 4,67+0,78 ¢ 1,50+0,522a 1,58 £0,67 klmn

c

g 0,5+8,0 5,67+0,89d 1,58+0,514a 2,34+0,52 efgh

< 05+20 3,67+ 0,78 ghij 1,50+0,52a 3,00 £ 0,85 ef

o)

E 05+4,0 6,08+0,79d 1,58 0,00 a 4,08 £0,67d

E 0,5+8,0 391+£0,79 fgh 1,50+0,00a 2,50+ 0,53 efgh

ISB: Siirgiin Boyu. 2 aylik fidelere ait son boylar: ile baslangic boylar: arasindaki farklari alindi ve bu
farklarin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalartyla verildi. Her bir ortam i¢in 20 6rnek degerlendirildi.
’KS: Kardeslenme sayist. 2 aylik fidelere ait kardes sayilarinin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 20 6rnek degerlendirildi.

%YS: Yaprak sayisi. 2 aylik fidelere ait yaprak sayilarimin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 20 6rnek degerlendirildi.

Ayni siitundaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsgilagtirma testine gére (P < 0,05) farkli degildirler.
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3.2. R. caucasicum Bitkisinin Kéklenmesi ile Tlgili Bulgular

Stirglin = ¢ogaltim ¢alismalar1  sonucu yeterli biiyiikliige ulasan fidelerin
koklendirilmeleri mikrogogaltim calismalarinin {igiincii basamagini  olusturmaktadir.
Koklendirme iglemi sirasinda en uygun oksinin ve bu oksin konsantrasyonunun
belirlenmesi fidelerin daha kisa siirede koklenmelerini bu sayede de dis ortama adaptasyon

calismalarinin daha hizli olmasini saglayacaktir.

3.2.1. IBA Konsantrasyonlarimn R. caucasicum Siirgiinlerinin Koklenmesi
Uzerine Etkisi

IBA’nin koklenme tizerine etkisini belirlemek i¢in; siirglin olusturma ortaminda elde
edilen fideler farkli IBA konsantrasyonlar1 (0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0) igceren AN temel besi
ortamina kiiltiire alinmislardir. IBA konsantrasyonlarinin tamaminda degerlendirilen
parametreler agisindan hi¢bir anlamli sonug elde edilememis ve bu oksin uygulamasimnin R.

caucasicum fidelerinin koklendirilmesi i¢in uygun olmadigi belirlenmistir.

3.2.2. IBA/AC Konsantrasyonlarmin R. caucasicum Siirgiinlerinin Koklenmesi
Uzerine Etkisi

R. caucasicum fideleri 10 mg/L IBA ile desteklenmis sukroz icermeyen yar1 kati ve
% 0,01 aktif karbon (AC) ile desteklenmis ve AC ile desteklenmemis AN temel besi
ortaminda koklenmeye tabi tutulmuslardir. Bu uygulamada da AC uygulanmayan IBA
uygulamalarinda oldugu gibi tiim parametreler acisindan 8 hafta sonunda herhangi bir

anlamli koklenme verisi elde edilememistir.

3.2.3. Zeatin/IAA/NAA Konsantrasyonlarimin R. caucasicum Siirgiinlerinin
Koklenmesi Uzerine Etkisi

Siirgiin olusturma calismalari esnasinda 2,0 mg/L NAA iceren ortamda yapilan
gozlemler sirasinda 8 hafta sonunda kok olusumu gozlenmezken; ¢alismalar 32 hafta
boyunca takip edilmis ve sonunda fidelerin bir tanesinde kok olusumu gézlenmistir (Sekil
14). Kok olusumunun goriilmesiyle yeni bir deneme kurulmus ve ii¢ bitki biiyiime

diizenleyicinin kombine edildigi ortamlar hazirlanmistir. Sabit zeatin/IAA (0,5/2,0 mg/L)
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degisken NAA (0,5, 1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L) konsantrasyonlarini igeren ortamda fideler
koklendirilmek tizere 2-8 hafta boyunca takip edilmistir. Denemeler sonucunda kok

olusumu gbézlenememistir.

Sekil 14. 2,0 mg/L NAA igeren AN besi ortamindaki R.
caucasicum siirgiinlerinde 32. hafta sonunda olusan
koklenmeler



4. TARTISMA

Ekonomik deger tasiyan bitkilerin bitki biyoteknolojisi yontemleri kullanilarak
ekonomiye kazandirilmasina ait son yillarda hizla artan bir ilerleme oldugu goériilmektedir.
Otsu bitki tiirlerinin bitki biyoteknolojisi yontemleri ile tiretimi kolay olsa da odunsu
bitkiler bu baglamda iiretimi daha zor olan tiirlerdir. Ulkemizde de dogal olarak yetisen
Ozellikle ekonomik deger tasiyan odunsu bitki tiirlerinin bitki biyoteknolojisi yontemleri
kullanilarak {iretilmesine ait calismalar son yillarda hiz kazanmistir. Bu baglamda
tilkemizde dogal olarak yetisen ve ekonomik deger tasima potansiyeli olan R.
caucasicum’un bitki doku kiiltiirliniin 6zel uygulamasi olan mikrogogaltim ile {iretilmesi,
bu baglamda bu bitkilerin hizli ve etkili iiretimleri i¢in en 1yi ortam/ortamlarin se¢imi ve
optimizasyonu bu c¢alismanin asil amacini teskil etmektedir. Ulkemizde dogal olarak
yetisen Rhododendron tiirlerinin mikrogogaltim yoluyla iiretilmesine ait herhangi bir
caligmaya rastlanilmamistir. Kaldi ki; Rhododendron tiirlerinin mikrogogaltimi ile ilgili
literatiir verileri diinyada da son derece kisitlidir. Dolayisi ile bu ¢alismadan elde edilen
veriler diger Rhododendron tiirleri ve ayni familyanin diger tyeleri ile yapilan (6zellikle
Vaccinium tiir veya c¢esitleri ile yapilan ¢aligmalar) mikrogogaltim ¢aligmalarinin sonuglari
ile karsilastirtlmis ve yorumlanmistir. R. caucasicum bitkisinin mikrogogaltim yolu ile
tiretimini gergeklestirmek amaciyla, Anderson Rhododendron adli temel besi ortaminin,
cesitli bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlart ile siirgiin
olusumu ve ¢ogaltimimna etkisine ve tiim denemeler boyunca elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi iizerine etkilerine bakilarak R. caucasicum bitkisinin optimizasyon siireci
tamamlanmustir.

Burada yapilan calismaya benzer olarak Almeida ve arkadaslar1 (2005), bir baska
Rhododendron tiirii olan R. ponticum ile yaptiklar1 ¢alismada eksplant kaynagi olarak geng
siirgiinlerden alinan ve tek bir nod igeren parcalar ile apikal tomurcuklar1 kullanmislar ve
bu iki farkli eksplant kaynaginin gelisimleri arasindaki farklari incelemislerdir. Sonug
olarak arastirmacilar tek bir nod ihtiva eden gévde pargalarinin bu Rhododendron tiiriiniin
in vitro tiretimi igin daha uygun oldugunu ve kardeslenmenin ve fide ¢ogaltiminin daha iyi
oldugunu tespit etmislerdir.

Temel besi ortamlart bitki dokularini canli ve saglikli tutacak sekilde tasarlanir.

Kiiltiire alinan eksplantlarin gelisimsel programini yonlendirmek igin bitki biiyiime
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diizenleyicilerine ihtiya¢ duyulur. Biiylime diizenleyicileri, doku kiiltiiri sartlarini
tyilestirmek adma tizerinde en c¢ok durulan parametredir. Bitki dokularindan organ
farklilasmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol oynamaktadir. Bilindigi gibi
sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
olmasi kok olusumunu, oksin ve sitokinin oranlarinin esit olmasi ise kallus olusumunu
desteklemektedir (Werbrouck ve Debergh, 1994). Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
oksin ve sitokinin etkileri, lizerinde calisilan tiirlere gére degismektedir.

Daha once yapilan ¢alismalar incelendiginde, Ericaceae familyasinin Rhododendron
taksonlarmin doku kiiltiirii yontemiyle tiretim ¢alismalarinda, besi ortami olarak genellikle
MS, AN ve WPM temel besin ortamlar1 kullanilmistir. Bitki biiylime diizenleyicisi
cogunlukla zeatin, 2iP, TDZ, IAA ve 6-BA gibi BBD’ler kullanilmistir (Briggs vd., 1994;
Tomsone vd., 2004; Vejsadova, 2008; Rahimi vd., 2013). Bu tez calismasinda, R.
caucasicum‘un mikrogogaltim1 i¢in, Rhododendron tiirlerinin in vitro kosullarda
iretiminde siklikla kullanilan Anderson Rhododendron besi ortami  kullanilmistir
(lapichino ve Chen 1995; Mertens vd., 1996). Bunun yani sira modifiye MS besi
ortamininin kullanildig1 ¢caligmalar da mevcuttur (Vejsadova, 2008).

Zeatin, TDZ ve 2iP'nin siirglin olusumu {izerine etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarda,
slirglin uzamasina en olumlu etkiye sahip olan bitki biiyiime diizenleyicisinin zeatin oldugu
belirlenmistir. Zeatinin 0,25 ve 0,5 mg/L konsantrasyonlari ile yiriitiilen ¢aligmalarda
sirasiyla ortalama 4,34 ve 4,5 cm ile en yliksek siirglin uzama miktarlar elde edilmistir.

Siirglin  olusturma c¢alismalarinda denenen sitokininler etkileri kendi aralarinda
degerlendirildiginde, Zeatinin disiik konsantrasyonlarinin (0,25 ve 0,5 mg/L), TDZ'nin
0,25 mg/L ve 2iP'nin 0,5-2,0 mg/L konsantrasyonlar1 araligindaki degerlerin, denenen
diger konsantrasyonlardan elde edilen ortalama siirgiin boyu miktarlarina gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Yaptigimiz c¢alismanin aksine Rahimi ve arkadagslart (2013)
Rhododendron indicum ile yaptiklar1 ¢alismada, eksplant olarak bitkinin siirgiin uglarini ve
besi ortami olarak 1/2 AN besi ortamimi kullanmiglar ve sonug¢ olarak denenen bitki
bliylime diizenleyicilerinden 2iP'nin bu tiirliin mikrogogaltim c¢alismalarinda zeatin ve
TDZ'ye gore daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Yapilan denemelerde de 2iPmin
calismalarimizda uygulanan konsantrasyonlara gore daha yiiksek konsantrasyonlarinin (2-
10 mg/L) daha etkili oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar ayn1 zamanda 2iP (10 mg/L)
ile zeatinin (0,1 mg/L) kombine edilmesiyle en yiiksek siirgiin boyu miktarini ve nod

olusumunu elde etmiglerdir. TDZ ve ZEA ile yapilan kombinasyondan kisa boylu bitkilerin
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elde edildigini bildirmislerdir. Literatiirde verilen bazi raporlarda, genel olarak 1,0-2,0
mg/L sitokinin ¢ogu sistemde yeterli oldugu ve yiiksek diizeylerinin adventif siirgiin
olusumunu arttirma egiliminde oldugu, dogal oksin olan IAA ortamda ¢ok az stabil
oldugundan, sentetik oksinlerin daha ¢ok tercih edildigi bildirilmistir. Bunlarin siirgiin
¢ogaltim asamasinda kullanilan oranlart 0,1-1,0 mg/L olarak belirlenmistir (Skoog ve
Miller, 1957; Werbrouck ve Debergh, 1994). Yiiriitiilen bu ¢alismada da yukarida verilen
raporlara benzer olarak, denenen sitokininlerin genellikle 0,25 ila 2,0 mg/L
konsantrasyonlar1 araliginda daha yiliksek etki gosterdikleri tespit edilmistir. Yine
literatiirde, TDZ’nin diisiik konsantrasyonlarinin (0,001-1,0 mg/L) siirgiin olusumunda
daha etkili oldugu, yiiksek konsantrasyonlarinin adventif siirgiin ve kallus olusumuna
neden oldugu bildirilmistir (Lin vd., 2000).

Calisma kapsaminda denenen farkli konsantrasyondaki sitokininler ile (TDZ, zeatin
ve 2iP) R. caucasicum siirgiinlerinin olusturuldugu ¢alismalarda incelenen parametrelerden
bir digeri de, yapraklanma sayilaridir. Ortalama yaprak sayilari, belirtilen in vitro
ortamlarda 2 aylik inkiibasyon sonucunda olusan siirgiinlerin ihtiva ettikleri yapraklar
sayilarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, uygulanan sitokinin grubu bitki biiyiime
diizenleyicilerinden 2iP ve zeatinin yapraklanma {izerine daha etkili oldugu belirlenmistir.
2iP'nin 0,5 ve 1,0 mg/L konsantrasyonlarindan ve zeatinin 0,5 mg/L konsantrasyonundan
elde edilen ortalama yaprak sayilar1 sirasiyla 2,4; 2,5 ve 2,4 olarak belirlenmistir. TDZ'nin
yaprak olusumunda diisiik hatta inhibe edici etkisinin oldugu tespit edilmistir. TDZ'nin tiim
konsantrasyonlari ve 2iP'nin denenen en yiiksek konsantrasyonu (4,0 mg/L) kontrolden
daha diislik ortalama yaprak sayisina sahiptir ve dolayisiyla yapraklanmayi inhibe ettigi
sOylenebilir. Literatiirde, ¢alismamiz kapsaminda denenen bitki biiylime diizenleyicilerinin
yapraklanmayi tesvik ya da inhibe ettigine dair herhangi bir rapora rastlanmamistir. Ancak,
sitokinin grubu bitki biliylime diizenleyicilerinin genel fizyolojik etkileri arasinda siirgiin
olusumunun tesvik edilmesi ve yaprak absisyonunu engellemek oldugu bilinmektedir
(Gaspar vd., 1996; Haberer ve Kieber, 2002). Ayrica, 2,0 mg/L zeatin ile 0,1 mg/L
IBA’nin kombine edilmesinin yaprak olusumunu daha fazla tegvik ettigi daha dnce ayni
familyanin farkl tiirleri olan Vaccinium arctostaphylos ve Vaccinium myrtillus ile yapilan
caligmalarda bildirilmistir (Ciice vd., 2013; Ciice ve S6kmen, 2015).

Meiners ve arkadaslart (2007) tarafindan yiiriitiilen bir calismada, Ericaceae
familyasindan Vaccinium corymbosum L. (Davis, 1982) ve Vaccinium vitis-idaea L:

(Davis, 1982) tiirlerinde siirgiin ¢ogaltimi iizerine 0,2, 1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L TDZ ve 1,0,
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2,0, 3,0 ve 4,0 mg/L zeatin artan degerlerde WPM besi ortaminda uygulanmis, siirgiin
cogaltiminin zeatin degerlerinde yiiksek kallus olusumunun ise az oldugu gézlemlenmistir.
Uygulanan TDZ konsantrasyonlarinda ise siirgiin ¢ogaltiminin diisiik, kallus olusumunun
ise yiksek oldugu gozlemlenmistir. Burada sunulan calismaya benzer bir c¢alisma,
Ostrolucka ve arkadaslar1 (2004) tarafindan V. corymbosum L. ve V. vitis-idaea L.’nin in
vitro’da ¢ogaltilmasi {izerine yapilmistir. Yiriitiilen bu ¢alismada arastirmacilar iki farkli
Vaccinium tiirtiniin siirglin olusumlarini 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L zeatin konsantrasyonlarinda
aragtirmiglardir. Arastirmacilar siirgiin olusumu i¢in bitkilerin tepe tomurcuklarini veya bir
ya da iki yaprak taslagi tasiyan yan tomurcuklarini materyal olarak kullanmislardir ve bu
konsantrasyonlarda basar1 elde ettiklerini belirtmislerdir. Ostrolucka ve arkadaslari (2004)
yaptiklart uygulamalarda kardeslenme sayilarindaki artiglarin 2,0 mg/L zeatin/IBA
konsantrasyonlarindaki uygulamalarda daha fazla oldugunu gézlemlemislerdir.

Siirgiin olusturma c¢alismalari sirasinda degerlendirilen parametrelerden bir digeri de
kiiltiire alinan tek bir eksplanttan meydana gelen yeni bireylerin yani kardes siirgiinlerin
sayisinin belirlenmesidir. Fakat yapilan denemeler sonucunda eksplantlarin hicbirinde
kardes siirgiin olusumu gozlenmemis, her bir eksplant tek bir siirglin seklinde gelisimini
stirdirmiistir. Mao ve arkadaglar1 (2011) tarafindan Rhododendron dalhousiae var.
rhabdotum, Rhododendron elliottii ve Rhododendron johnstoneanum tiirlerinin in vitro'da
cogaltimin1 gerceklestirmislerdir. Bu amacla s6z konusu bitkilerin yan tomurcuklari
eksplant olarak kullanilmig ve farkli konsantrasyonlardaki bitki biiylime diizenleyicileri
varligindaki siirgiin olusturma kabiliyetleri arastirilmistir. Bu ii¢ Rhododendron tiiriiniin
siirglin ¢cogaltim1 icin bitki biiyiime diizenleyicisi olarak sitokinin grubu kimyasallardan
2iP, 6-BA ve KIN kullanilmistir. Yiriitillen bu ¢alismanin aksine, soz konusu ¢alismada
kardeslenme (siirgiin ¢ogaltimi) sayilarindaki artigin eksplant bagina R. dalhousiae var.
rhabdotum’da 3,17, R. elliotti’de 3,6 ve R. johnstoneanum’da 7,1 c¢oklu siirgiin
olusumunun gergeklestigini ve bu ortalamalarin herbirini 8,0 mg/L 2iP igeren ortamlarda
tespit ettiklerini rapor etmiglerdir. Siirgiin uzamasinda da 2iP'nin 4,0 ve 8,0 mg/L
konsantrasyonlarinin daha etkili oldugunu belirtmislerdir (Mao vd., 2011). Bu tez
kapsaminda tek basina kullanilan 2iP’nin kardeslenme (siirglin ¢ogaltimi ya da ¢oklu
stirglin olusumu) sayisi iizerine herhangi bir etkisinin bulunmadig siirglin uzamasinda da
zeatine gore daha diisiik TDZ'ye gore daha yiiksek etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Yine sunulan pek ¢ok raporda sitokininlerin 6zellikle zeatin ve TDZ'min kardeslenme

sayisint arttirdigina dair bilgiler mevcuttur (Thomas ve Katterman, 1986; Fellman vd.,
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1987; Mok vd., 1987; Arinaitwe vd., 2000; Giibbik ve Pekmezci, 2004; Youmbi vd.,
2006). Fakat yukarida da belirtildigi gibi bu calismada da farkli konsantrasyonlarda
denenen sitokininlerin tek baslarina kardes sayisi olusumunda (stirgiin gogaltiminda) etkili
olmadigr gorlilmiistiir. Mao ve arkadaslar1 (2011), yiriitilen calismadan elde edilen
sonuglara benzer olarak, 2iP'nin yiiksek konsantrasyonlarinin R. johnstoneanum harig diger
tiirlerde ¢oklu silirglin olusumunu ve siirgiin uzamasini inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Yiiriitilen bu calismada da 2iP ile yapilan denemelerde 1,0 mg/L konsantrasyonuna
kadarki konsantrasyonlarda siirgiin uzamasinda artig gozlenirken, bu konsantrasyondan
daha yiiksek denemelerde siirglin uzamasinda diisiis gdzlenmistir.

Bu tez calismasinda, farkli sitokinin grubu bitki biiylime diizenleyicilerinin tek
baslarina ortama eklenmesiyle incelenen siirglin boyu, siirglin sayis1 ve kardeslenme
sayisindaki degismeler ayn1 zamanda oksin/sitokinin (0,5 mg/L sabit konsantrasyonda
zeatin ve 2,0, 4,0 ve 8,0 mg/L konsantrasyonlarda IAA, NAA ve IBA) kombinasyonlarini
iceren ortamlardan olusturulan siirgiinlerin  koklendirilmesi ¢aligmalarinda da
degerlendirilmistir. Elde edilen bu ortalama degerlere bakildiginda, tek baslarina
sitokininlerin kullanildig1 ¢aligmalardan elde edilen siirglin uzama miktar1 ve kardeslenme
sayist sonuglarinin, oksin/sitokinin kombinasyonlarini iceren ortamlardakilere gore genel
olarak daha disiik oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak c¢alismamizda oksinler ile
sitokininlerin kombine edilmesi, R. caucasicum siirgiinlerinin daha fazla uzamasina,
kardeslenme sayisinda da artisa neden olmustur. Yaprak sayisinda ise herhangi bir 6nemli
etki gostermedigi gozlenmistir. Denenen oksin/sitokinin kombinasyonlarindan TAA'nin
denenen tiim konsantrasyonlarinin siirgiin uzamasinda digerlerine goére daha etkili oldugu,
0,5 mg/L zeatin ile 4,0 mg/L IBA igeren ortamin yapraklanmayi daha fazla tesvik ettigi ve
denenen tiim kombinasyonlarin ¢oklu siirgiin olusumunda benzer etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Daha once yapilan calismalarda da oksinlerle sitokininlerin kombinasyonlarinin
stirgiin olusumu parametrelerinde etkili oldugu belirtilmistir (Mao vd., 2011; Almeida vd.,
2005).

Mao ve arkadaslar1 (2011), R. dalhousiae var. rhabdotum, R. elliottii ve R.
johnstoneanum ile yaptiklar1 ¢alismada, denenen sitokininlerin oksinler ile kombine
edilmesinin, tek baslarina kullanimlarina goére daha olumlu sonuglar verdigini
bildirmislerdir. Bir bagka raporda ise R. indicum ile ¢alisilmig ve farkli konsantrasyonlarda
ortama eklenen bitki biiyiime diizenleyicilerinin (zeatin, 2iP ve TDZ) kardeslenme sayisi,

siirglin boyu tizerine etkileri arastirilmistir. Kardeslenme sayisi lizerine etkili ortamin 0,2
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mg/L TDZ ile 10 mg/L 2iP kombinasyonlarin1 i¢eren ortamin oldugu bulunmustur. Siirgiin
boyu iizerine etkili ortamin ise 0,1 mg/L zeatin ile 10 mg/L 2iP kombinasyonlarini igeren
ortamlar oldugu tespit edilmistir (Rahimi vd., 2013). Yiirittiglimiiz ¢calismada da her ne
kadar istatistiki olarak tiim konsantrasyonlar benzer etki gdstermis olsa da, ortalama say1
olarak bakildiginda kardeslenme sayisi en fazla 0,5 mg/L zeatin ile 8,00 mg/L NAA igeren
ortamlarda hesaplanmustir. Siirgiin sayisi iizerine en fazla etkili olan kombinasyon ise 0,5
mg/L zeatin ile 8,00 mg/L IAA uygulamasidir.

R. ponticum L. nin mikrogogaltimi iizerine yapilan bir ¢aligmada, Andersonun
Rhododendron temel besi ortaminin makroelementleri ile Murashige ve Skoog (1962) besi
ortaminin mikroelementleri ve vitaminlerini iceren ortamlar kullanilarak, 0,5 mg/L 1AA ile
1,5 mg/L zeatin, KIN, 2iP ve 6-BA kombinasyonlari ile 1,0 mg/L 1AA ile 4,0 mg/L zeatin,
KIN, 2-iP ve 6-BA kombinasyonlariin siirgiin ¢ogaltimi ve kardeslenme sayisi iizerine
etkilerini aragtirllmistir. Sonug olarak arastirmacilar 4,0 mg/L zeatin ile 1,0 mg/L IAA
kombinasyonuyla desteklenen ortamlarda siirgiin ¢ogaltimi ve kardeslenme sayisinin, diger
ortamlara gore daha yiiksek sonuglar verdigini rapor etmislerdir. (Almeida vd., 2005). Bu
calismadaki bulgular ile yiiriitiilen ¢alismadan elde edilen verileri karsilastirdigimizda bazi
farkliliklar goze ¢arpmakla birlikte, denenen tiim kombinasyonlarin olumlu etkilerinin
varligi gozlenmis ve en etkili kombinasyonun zeatin ile IAA'nin kullanilmasiyla elde
edildigi ve bu ortamlarin silirgiin ¢ogaltimi ve kardeslenme sayisi iizerinde olumlu
etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Calismamiz sirasinda 2,0 mg/LL NAA igeren ortamda kiiltiire alinan fidelerden tek
bir tanesinde koklenmenin goriilmesiyle, yeni bir deneme kuruldu. 0,5/2,0 mg/L
zeatin/NAA’nin kombine edildigi ¢aligmalarda, kok olusumunun olup olmadig: da takip
edilmistir. Ancak denenen tiim ortamlarda 8. hafta sonunda herhangi bir kok olusumu
goriilmemistir. Economou ve Read (1986), Rhododendron tiirlerinin koéklenmesinde
yapilan alt kiiltiir sayisinin 6nemli oldugunu ve ancak 3. ya da 4. alt kiiltiirden sonra
koklenmenin gergeklestigini bildirmislerdir. Vejsadova (2008) da yaptigi ¢alismada 4. alt
kiiltiirden sonra mikro siirglinlerin koklenebildigini bildirmislerdir. Yiiriitillen ¢alismada
da, fidelerin alt kiiltiir yapilma sayis1 literatiirde verilenler ile benzerlik (3. alt kiiltiir)
gostermektedir. Fakat bu parametrenin tiirlere gore degisebilecegi diisiiniildiigiinde,
yapilan alt kiiltlir sayisinin yetersiz kalmis olabilecegi ve bu nedenle fidelerin in vitro

ortamlarda koklenememesinin nedeni olarak ileri suriilebilir.
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Yirttiilen ¢alismanin aksine, literatiirde bir¢ok ¢alismada Rhododendron tiirleri in
vitro ve ex vitro’da koklendirilmistir (Douglas, 1984; Economou vd., 1988; Norton ve
Norton, 1989; Briggs vd., 1994; lapichino ve Chen 1995; Almeida vd., 2005; Singh ve
Gurung 2009). Vejsadova (2008) yaptigi calismada in vitro kosullarda olusturulan 18
haftalik mikro siirglinlerin ex vitro koklendirilmesinin = basarili  bir  sekilde
gergeklestirildigini IBA uygulamasmin herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmistir.
Bunun aksine literatiirde kok olusumu i¢in oksinlerin ortamda bulunmasi gerektigi ve
oksinlerin kok olusumunu tesvik ettigi ile ilgili de bircok rapor da mevcuttur (Bhojwani ve
Razdan,1983; Preece ve Sutter, 1991; Mansuroglu ve Giirel, 2001; Aktar vd., 2007; Diaz
ve Alvarez, 2009). Almeida ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1 galismada R. ponticum L.
subsp. baeticum’nun in vitro ve ex vitro koklendirilmesinde en etkili bitki biiylime

diizenleyicisinin IBA oldugunu bildirmislerdir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alismada, R. caucasicum’un doku kiiltiirii yontemlerinden “mikrogogaltim”
teknigi kullanilarak in vitro kosullarda tiretimi gergeklestirilmistir. Yiiriitiilen bu ¢alisma R.
caucasicum’un doku kiiltiirlerinde iiretimine yonelik ilk ¢alismadir. Calisma kapsaminda
elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Siirgiin olusturma i¢in yapilan denemelerde AN temel besi ortaminda siirgiin
olusumu tizerine en etkili bitki biiylime diizenleyicisinin zeatin oldugu sonucuna

varilmstir.

2. 2iP’nin her ne kadar siirgiin olusum yiizdesi bakimindan zeatine yakin etki

gosterdigi belirlense de siirgiin boyu degerleri agisindan daha zayif kald: tespit edilmistir.

3. TDZ ortamlarindan elde edilen siirgilinlerin yeteri kadar saglikli olmadigi sonucuna

varilmstir.

4. Zeatin, TDZ, 2iP’nin tek basina uygulamalarinin R. caucasicum’un kardeslenme

sayisi lizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadig tespit edilmistir.

5. Siirgiin elde etme ¢alismalarinda herhangi bir oksin ile kombine edilmeyen zeatin
ve 2iP uygulamalarinin yapraklanma sayilarinda benzer etkilere sahip oldugu

belirlenmistir.

6. Siirgiin ¢ogaltma ¢alismalarinda siirgiin boyu agisindan zeatin/IAA (0,5/8,0 mg/L)

kombinasyonlariin diger uygulamalardan daha yiiksek degerler verdigi belirlenmistir.

7. Kardeslenme sayisi agisindan zeatin/IBA (0,5/40, mg/L) ve zeatin/NAA (0,5/8,0

mg/L) uygulamalarinin diger uygulamalardan daha etkili oldugu sonucu elde edilmistir.

8. Yaprak sayisi agisindan yine zeatin/IBA (0,5/40, mg/L) uygulamasindan diger tim

uygulamalardan daha yliksek sonug verdigi belirlenmistir.

9. Tiim parametreler ve siirglinlerin gelecekte yapilacak koklendirme caligmalar i¢in
fizyolojik durumlar1 ele alindiginda zeatin/IAA kombinasyonlarinin daha uygun sonucuna

varilmistir.
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10. Koklenme calismalari acisindan denemeye tabi tutulan higbir oksin,
oksin/sitokinin veya oksin + AC uygulamasinin 8 hafta siireyle koklenme iizerine herhangi

bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.



6. ONERILER

Bu tez galismasinda, R. caucasicum’un siirgiin olusumu ve ¢ogaltimi AN temel besi
ortaminda in vitro kosullarda basarili sekilde gergeklestirilmistir. Daha sonra yapilacak
calismalarda, bu tiirlere ait silirglinler cogaltim islemlerinde bu besi ortaminin kullanilmasi
yararlt olacaktir.

Stirgiin eldesi ve siirgiin ¢ogaltma c¢alismalarinda sitokinin olarak zeatin oksin
olarak TAA’nin en iyi sonuglari vermesi, daha sonra yapilacak olan Rhododendron
taksonlarinin doku kiiltiiri ile tiretim ¢aligmalarinda oncelikle bu BBD’lerin konsantrasyon
ve kombinasyonlarinin denenmesi Onerilmektedir. Koklendirme calismalarinda alt kiiltiir
ve uygulama siireleri optimize edilerek kdklendirme basarilar1 artirilabilir.

Yapilan calismadan elde edilen veriler bundan sonra iilkemizde dogal olarak
yetisen Rhododendron tiirleri igin yapilacak c¢alismalar igin temel olusturacaktir. Bu
tirlerin doku kiiltiirlerinde {retim potansiyellerinin ortaya konulmasimin ardindan
gelecekte yapilacak caligsmalar ile daha iistiin hatlarin olusturulmasi saglanabilir. Yine bu
tirler tlizerine gelecekte yapilacak olan doku Kkiiltiirleri ¢aligmalarinda ayni biiyiime
diizenleyicilerinin  farklt konsantrasyon ve kombinasyonlar1 ve diger biiyiime
diizenleyicilerinin etkileri de arastirilabilir. Doku kiiltiirleriyle elde edilen fidelerin dogal
ortamlarda yetisen fidelerle iceriklerinin biyolojik aktif bilesenler acisindan karsilastirmali
analizleri ¢ikarilabilir ve igeriklerindeki etken maddelerin artirimina yonelik caligsmalar

(stres uygulamalar1) yapilabilir
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