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TESEKKUR

Geofitler; gerek icerdikleri kimyasal bilesikler, gerekse gosterisli cicekleri nedeniyle
yiizyillardan beri dogadan sokiilerek i¢ ve dis piyasaya sunulmakta ve bu durum dogada
sayilarinin azalmasina neden olmaktadir. Geofitlerin kiiltiire alinmasindaki en énemli sorun
ise, ¢ogalma hizlarmin son derece yavas olmasidir. Ote yandan, in vitro doku Kkiiltiirii
teknikleri kullanilarak kisa siirede cok sayida sogancik iiretimi miimkiin olabilmektedir.

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri FBA-10-3206 nolu proje kapsaminda

desteklenen bu calismada, hem endemik olmasi hem de gosterisli cicekleri nedeni ile
ekonomik potansiyeli yiiksek olan [Iris sari, I. schachtii ve I. galatica tiirlerinin, in vitro
yontemlerle cogaltilmasi ve elde edilen siirgiinlerin dis sartlara alistirilmasi ¢alismalari
yiiriitiilmiistiir. Proje ekibi olarak FErciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimine desteklerinden dolay1 tesekkiir ederiz.
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OZET

Bu proje kapsaminda, endemik Iris sari, 1. schachtii ve 1. galatica tiirlerinin in vitro
cogaltilmast i¢in bir protokol gelistirilmistir. Bu amacla 1. sari, 1. schachtii ve I. galatica
tiirlerine ait olgunlasmamis embriyolar farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda thidiazuron
(TDZ), 6-benzilaminopurin (BAP), kinetin (KIN) ve o—naftalenasetik asit (NAA) iceren MSO
besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Olgunlasmamis embriyo basina 1. sari’de 9.55 adet, I.
schachtii’de 11.34 adet ve I. galatica’da 4.85 adet siirgiin elde edilmistir. Rejenere olan
stirglinler 3-5 cm uzunluga ulastig1 zaman degisik oranlarda Indol-3-biitrik asit IBA) ve NAA
iceren MSO besin ortaminda koklendirilmistir. 1. sari ve I. schachtii’de en iyi koklenme 1
mg/l IBA veya 1 mg/l IBA ve 0.2 mg/l NAA iceren ortamlardan, Iris galatica’da ise 1 mg/l
IBA veya 1 mg/l NAA iceren ortamlardan elde edilmistir. Koklenen siirgiinler torf veya su

kiiltiirtinde dis kosullara aktarilmistir.

Anahtar kelimeler: Iris sari, I. schachtii, 1. galatica, doku kiiltlirii, in vitro siirgiin

rejenerasyonu, olgunlasmamis embriyo, koklenme, dis kosullara alistirma



ABSTRACT

In this project, a protocol for in vitro propagaion of endemic Iris sari, I. schachtii ve I.
galatica species were developed. For this purpose, immature embryo explants of 1. sari, I.
schachtii ve I galatica were cultured on MSO media supplemented with various
concentrations and combination of thidiazuron (TDZ), 6- benzylaminopurine (BAP), kinetin
(KIN) and a-naphthalenacetic acid (NAA). 9.55, 11.34 and 4.85 shoot per embryo were
obtained from Iris sari, I. schachtii and 1. galatica respectively. 3-5 cm rejenerated shoots
were rooted on MSO medium containing different concentration of indole-3-butyric acid
(IBA) and NAA. The best medium for rooting was 1 mg/l IBA or 1 mg/l IBA and 0.2 mg/1
NAA for I sari and 1. schachtii, 1 mg/l IBA or 1 mg/l NAA for I. galatica. Rooted shoots

were trasplanted ex-vitro using turf or hydroponic culture.

Key words: Iris sari, 1. schachtii, I. galatica, tissue culture, in vitro shoot regeneration,

immature embryo, rooting, acclimatizaiton.
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1. GIRIS

Tiirkiye; gerek farkli iklimlere ve cografi kesimlere sahip olmasi gerekse iic floristik bolgenin
(Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik) kesisme noktasinda bulunmasi
sebebiyle bitki tiirlerinin ¢oklugu bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden birisidir.
Bunun sonucu olarak en son yapilan ¢alismalara gore lilkemizde yaklasik iigte biri endemik
olmak {iizere toplam 11014 adet bitki taksonu (tiir, alttiir, varyete vb.) bulunmaktadir (Giiner
vd., 2000). Bu tiir zenginligi i¢inde geofit (soganli-yumrulu) bitkilerinin yeri biiyiiktiir. Toprak
altinda sogan, yumru ve rizom gibi organlar1 bulunan ve bunlarda ¢esitli maddeleri depo eden,
ayn1 zamanda giizel ve gosterisli ¢igekleri olan otsu bitkiler olarak tanimlanabilecek geofitler;
gerek icerdikleri kimyasal bilesikler, gerekse gosterisli cicekleri nedeniyle yiizyillardan beri
dogada yetistikleri yerlerden sokiilerek ic ve dis piyasaya sunulmaktadir. Ozellikle ihracat
yoluyla yillar icerisinde artan talebi karsilama i¢in yapilan sokiimler, bu degerli bitki tiirlerinin
dogadaki stoklarini azaltmis ve bircogunda neslinin tehlike altina girmesine neden olmustur.
Dogal cicek soganlarinin sokiimii, bu nedenle yasalarla kontrol altina alinmistir (Kalyoncu,

2007).

Asur (2006)’un bildirdigine gore “Bugiin Avrupa bahgeleri siisleyen bir¢cok soganli bitki
Anadolu’dan gitmistir. Ornegin lalenin (Tulipa) Tiirkiye’den Avrupa’ya hangi tarihte
gotiiriildiigii kesin olarak bilinmemektedir. Avusturya-Macaristan Imparatoru’nun Sultan
Siileyman nezdindeki biiyiikelgisi O. G. Busbecq’in Istanbul’dan Avrupa’ya gotiirdiigii
bitkiler arasinda lale soganlarinin da bulundugu sanilmaktadir (Baytop, 1998; Koyuncu
vd.,1999; Pavord, 1999). Diger bir geofit olan ters lalenin Fritillaria imperialis Tirkiye’den
Viyana’ya 1576 yilinda John Parkinson tarafindan gotiiriildigii bilinmektedir (Grismshaw,

2002)”.

Yurt disinda cok taninan iris tiirleri ise, sahip olduklari birbirinden farkli renk ve tonlari
nedeniyle ozellikle bahgelerde olmak iizere peyzaj planlama ¢aligmalarinda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Dekoratif 6zelligi ve parfiim yapiminda hammadde olarak kullanimindan
dolay: irisler uzun yillardan beri yetistirilmektedir (Asur, 2006). Kuzey yarimkiirede 250’den
fazla tiiri bulunmaktadir. Tiirkiye florast 1-11’inci ciltlerinde 40 tiirle temsil edilen Iris
cinsinde, son yillarda yayinlanan yeni 2 Iris sp. (I. celikii Akpulat & K.I.Chr. ve I. nezahatiae
Giiner & H.Duman) ve I tuberosa’nin da (Hermodactylus tuberosus (L.) Mill.) dahil



edilmesiyle tiir sayis1 43’e yiikselmistir. Bunlardan 13’ii (%30.2) iilkemize endemiktir (Aslan
ve Karatasg, 2012).

Irisler giic tohum baglarlar ve tohumdan elde edilen bitkiler cok gec cicek acar. Bu nedenle
tohum ancak yeni ¢esitler meydana getirmek i¢in kullanilir. En ¢ok kullanilan iiretim sekli,

yumru kokleri aracilig ile yapilandir (http://hobibahcemiz.net).

Irislerin diisiik iiretim hizlari, kiiltiire alinarak genis alanlarda iiretilmelerinin oniindeki en
biiyiik engeli teskil ederken endemik olan tiirlerin ise habitat tahribi ve dogadan toplama
nesillerinin devamliligin1 tehlikeye atmaktadir. Bundan dolayr kiiltiire alinabilmeleri i¢in
alternatif hizli ¢ogaltim tekniklerinin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir. Son yillarda
kullantm1 giderek artan in vitro doku kiiltiirii teknikleri ile soganlt bitkiler ¢ok kisa zamanda
cogaltilabilmektedir (Mirici vd., 2005; Nasircilar vd. 2011). Bu projede de 3 endemik /Iris

tiriiniin doku kiiltiirti teknikleri ile in vitro cogaltimi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Biyolojik zenginliklerimiz icerisinde yer alan bitki gruplarindan birisi de her biri ayr1 bir
giizellikte cicege sahip olan tiirlerin yer aldigi yumrulu ve soganli bitkiler (Geofitler)
grubudur. Diinya’da ve Tiirkiye’de siis bitkileri ihracati icinde Onemi her gecen giin
artmaktadir. Tiirkiye’de 688 kadar geofit (soganli ve yumrulu) bitki tiirii bulunmakta, bu say1
iilkemiz florasimin % 6 dan fazlasini olugturmaktadir (Mathew ve Baytop 1984; Ozhatay,
2003). Bu yiizden olsa gerek, baz1 yabanci kaynaklarda Anadolu geofitlerin anavatani olarak
adlandirilmaktadir (Schacht, 1955). Bu gruba dahil bitkilerden bazilar1 da Iridacea
familyasindan Iris tiirleridir. Ulkemiz florasinda 43 adet Iris tiirii olup bunlardan 13 tanesi
endemiktir. Iris sari SCHOTT EX BAKER tiirii endemik cok yillik bir tiir olup, ¢igeklenme
zamani 4-6. aylardir. 900-2700 m. de, Amasya, Cankiri, Elaz1g, Erzurum, Gaziantep, Bayburt,
Nigde, Kayseri illerinde dogal olarak bulunmaktadir (Sekil 2.1). Iris schachtii MARKGRAF
de endemik cok yillik bir tiirdiir. Cigeklenme zamanmi 5-6. aylardir ve 1200-1700 m. de,
Ankara, Cankiri, Eskisehir, Kayseri, Konya, Sivas, Yozgat illerinde dogal olarak
bulunmaktadir (Sekil 2.2). Iris galatica SIEHE da benzer sekilde endemik ¢ok yillik bir
tirdiir (Sekil 2.3). Ciceklenme zamanm 3-4. aylardir. 400-1700 m. de, Amasya, Erzincan,

Kayseri, Nevsehir, Sivas, Tokat, Karaman illerinde dogal olarak bulunmaktadir (Tubives,

2012).




Sekil 2.1 Iris sari’nin genel goriiniimii

Sekil 2.3 Iris galatica’nin genel goriinlimil



In vitro doku kiiltiiri teknikleri bitkisel materyalin hizli ¢ogaltilmasi i¢in ideal bir sistem
olarak ortaya c¢ikmis olup, soganli bitkilerden c¢ok kisa siirede c¢ok sayida bitki
iretilebilmektedir. Doku Kkiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin
tiretilmesidir. Doku kiiltiiriinden tiirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii, haploid
bitki tiretiminde anter (polen) ve yumurtalik (oviil) kiiltiirii, somaklonal varyasyon olusturma,
in vitro seleksiyon ve dollenme, in vitro germplazm muhafazasi, somatik hiicre melezlemesi
(protoplast fiizyonu), gen transferi, hastaliksiz bitki elde etme, mikrogogaltim, sentetik tohum
elde etme ve sekonder metabolit {iretimi gibi alanlarda yararlanilmaktadir (Babaoglu vd.,
2001). Cesitli bitki kisimlari, uygun besin ve hormon dengesi igeren ortamlara
yerlestirildikleri zaman, organogenesis ya da embryogenesis yoluyla somatik hiicrelerden yeni
bitkiler rejenere edilebilmektedir. Doku kiiltiirii ile bitkilerden elde edilecek rejenerasyonda
kullanilan genotip, besin maddesi, kiiltiir kosullari, biiyiimeyi diizenleyiciler, eksplantin

fizyolojik yas1 ve tipi gibi faktorler cok 6nemli bir yere sahiptir.

Doku kiiltiirii ile geofitlerde; kokler (Kerbauy, 1993), protoplastlar (Nakano vd., 2005), sogan
pul yapraklar1 (Uranbey vd., 2010a; Karamian vd., 2011; Nasircilar vd., 2011), ¢icek organlari
(Ziv ve Lilien-Kipnis 2000; Boltenkov ve Zarembo, 2005), govde ve yapraklar (Suzuki ve
Nakano, 2001), olgunlasmamis embriyo ve olgunlasmamis tohumlar (Mirici vd., 2005;
Parmaksiz ve Khawar, 2006) gibi cok cesitli eksplantlar kullanilarak hizli sogan eldesi
calismalar1 yapilmaktadir. Ozellikle olgunlasmamis embriyo eksplantlar1 kullanilarak
Sternbergia, Muscari gibi endemik ve tehlike altinda olan tiirlerde basarili bir sekilde bitki

cogaltimi gerceklestirilmistir.

Benzer sekilde iris tiirlerinde de in vitro yontemlerle bitki c¢ogaltimina yonelik bir¢ok
arastirma bulunmaktadir. Ascough vd., 2009’un bildirdigine gore iris tiirlerinde yapilan ilk
calisma 1945 yilinda Randolph tarafindan yiiriitiilen embriyo kiiltiiriidiir. Daha sonra
giiniimiize kadar bir¢ok iris tiirlinde doku kiiltiirii calismasi yliriitiilmiistiir. Bunlardan bazilari

kisaca asagidaki tabloda 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Iris tiirlerinde doku kiiltiirii ile yapilan ¢alismalari

Tiir Eksplant Kaynak

1. ensata Yaprak Yabuya vd., 1991

L. setosa, Kok ve yaprak Laublin vd., 1991

L. pseudacorus

L. versicolor

1. germanica L. Protoplast Shimizu vd., 1996
1. germanica Yaprak tabani Shimizu vd., 1997

1. germanica L.

Yapraklarin bazal kisimlari

Wang vd., 1999 a

1. germanica L.

Yapraklarin bazal kisimlari

Wang vd., 1999 b

L. xiphium L var. hybridum

Sogan segmentleri

Suzhen vd., 1999

L. nigricans Yaprak kisimlart Shibli ve Ajlouni 2000

1. pumila Yaprak tabani Jevremovic ve Radojevic, 2002
1. ensata, Cicek organlari Boltenkov ve Zarembo 2005
L. setosa

1. sanguinea

1. hollandica 2 pul yaprak Fidalgo vd., 2005

L. petrana, Cicek tabanm Al-Gabbiesh vd., 2006

L. atrofusca,

1. vartani

1. sensata Embriyo Boltenkov vd., 2007

L. adriatica Yaprak tabani ve ovaryum Keresa vd., 2009

1. lactea Pall. var. chinensis | Olgun tohum Meng vd., 2009

1. pumila Zigotik embriyo Jevremovic vd.,. 2010

1. stenophylla Hausskn & Olgunlagsmamis embriyo, Nasircilar vd., 2010

Siehe Ex Baker subsp. sogan yapraklari

Allisonii B Mathew

Degisik arastiricilar tarafindan da belirtildigi gibi iris tiirlerinin ¢ogunun, tohum ekiminden
cicek acacak zamana ulasmasi ortalama 4-5 yil siire almasi ve vejetatif ¢cogaltim hizinin da
diisik olmasi nedeniyle bir takim hizli ¢ogaltma tekniklerinin bu bitkiler iizerinde
gelistirilmesi gerekmektedir (Boltenkov vd., 2007; Shibli ve Ajlouni, 2000; Wang vd., 1999a;
Wang vd., 1999b).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak iilkemiz dogal florasinda yayilis gosteren Iris sari, I. schachtii,
ve I. galatica tirleri kullamilmistir. Bu tiirler dogal yayilis gosterdigi alanlardan toplanarak

Ankara Universitesi Tarla Bitkileri deneme alanlarinda koruma altina alinmistr.

3.2. Yontem

3.2.1. Besin ortamm ve doku Kiiltiirii kosullar:

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog, 1962; Cizelge 3.1) ile %3
sukroz iceren ve %0.7’lik agar ile katilastirilan temel besin ortami (MSO) kullanilmistir.
Ortamlarin hazirliginda bidistile su kullanilmig, duruma goére besin ortamlarina farkl
konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (BAP, NAA, TDZ, Kinetin ve IBA) ilave
edilmistir. Besin ortamlarinin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.6-5.8’e
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basin¢ altinda ve 121 °C’de 20 dakika tutularak steril
edilmistir.

Cizelge 3.1. MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlari

Besin Maddeleri Konsantrasyonu (mg/l)
NH4NO3 1650
Makro KNO; 1900
Elementler CaCl.2Hx0 440
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
Kl 0.83
H;BO;3 6.20
MnS0O4.4H,0 22.30
. ZnSO47H,0 8.60
Mikro Na;MoO,.2H,0 0.25
Elemetler i ’
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,O 0.025
FeS0O,4.7H,0 27.85
Na,EDTA. 37.25
Myo-Inositol 100.0
Nikotinik Asid 0.50
Vitaminler Pyrotinik Asid 0.50
Thiamin-HCl 0.10
Glysin 2.00




Biiyiimeyi diizenleyiciler uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra saf su ile istenen miktarlarda

ve oranlarda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Kullanilan biiylime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama kosullari

Biiyiime Diizenleyicileri | Coziicii Saklama Kosullar1 (°C)
NAA 1 N NaOH +4
IBA 1 N NaOH +4
BAP 1 N NaOH +4
Kinetin 1 N NaOH +4
TDZ 1-2 damla DMSO +4

Tiim Kiiltiirler beyaz florasan 1s18inda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta 24 °C’de

tutulmustur.

Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii islemleri steril kabin i¢inde yiiriitiilmiistiir. Kaplarin, saf su
ve ortamin sterilizasyonunda 1.2 atmosfer, 121°C ve 20 dakikaya ayarli otoklav kullanilmustir.

Petri kutulari, 160 'C’de 2 saat etiivde steril edilmistir.
3.2.2 Eksplantlarin sterilizasyonu

Tiirlerin olgunlasmamis embriyolarimi iceren meyveleri %50’lik ticari camagir suyunda 10 d
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra 3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmustir.
Daha sonra steril ortamda tohumlar meyvelerin icerisinde ¢ikartilmis bir pens yardimiyla

sikilmak suretiyle olgunlagsmamis embriyolar ¢ikartilmis ve kiiltiire alinmigtir.
3.2.3 Biiyiime ve rejenerasyon ortami

Iris sari ve Iris schachtii’de rejenerasyon i¢in MSO besin ortamina (1, 2, 4 mg/l) BAP-(0.50
mg/l) NAA; (2, 4 mg/l) KIN-(0.5 mg/l) NAA ve (0.5, 1 mg/l) TDZ-(0.50 mg/1)-NAA ilave
edilerek 14 farkli besin ortami kombinasyonu olusturulmustur ve olgunlasmamis embriyolar
16 saat 151k 8 saat karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistir (Cizelge 3.3.). Iris galatica tiiriinde

ise olgunlasmamis embriyolar (0.5, 1 mg/l) TDZ-(0.50 mg/l) NAA igeren 4 farkli, ile in vitro



da gelisen siirgiinlerden elde edilen yapraklar ise (0.5, 1 mg/l) TDZ-(0.50 mg/l) NAA ile (1
mg/l) BAP-(0.5 mg/l) NAA iceren 6 farkli ortam kombinasyonunda kiiltiire alinmistir.
Siirgiin gelisimine kadar her ay eksplantlar aym1 ortamlarda alt kiiltiir yapilmistir. Siirgiin

gelisiminden sonra MSO igeren besin ortaminda biiyiimeye birakilmustir.

Cizelge 3.3. Iris sari ve Iris schachtii’de kullanilan ortam kombinasyonlari

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l)
BAP TDZ KIN NAA
0.5
0.5 0.5
1
1 0.5
1
1 0.5
2
2 0.5
4
4 0.5
2
2 0.5
4
4 0.5

3.2.4 Siirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler 3-5 cm uzunluga ulasti§i zaman kesilerek, O ( biiylimeyi diizenleyici
icermeyen), 1mg/l IBA (Indole biitirik asit), 1,5 mg/l NAA (naftelin asetik asit), 2 mg/l NAA,
1 mg/l IBA ve 0.2 mg/l NAA, 1mg/1 IBA veya 0.4 mg/l NAA igeren MS, 30 g/l sukroz ve 7.5

mg/l agar iceren ortamlarda koklendirilmeye alinmistir.



3.2.5 Koklenen siirgiinlerin dis ortama alistirilmasi

Koklenen siirgiinlerin dis kosullara alistirnlmasinda 2 farkli yontem kullanilmistir. Birinci
yontemde siirgiinler i¢inde torf bulunan saksilara aktarilmis, saksilarin iizeri plastik posetlerle
kapatilmistir. Aktarilan bitkiler iklim dolabinda yiiksek nemde (% 90-95) bir hafta

tutulduktan sonra yavas yavas normal nem seviyesine aligtirilmistir.

Ikinci yontemde ise besi ortami olarak Hoagland cozeltisi (elektriksel iletkenligi 2.5 dS/m
olacak sekilde ayarlanmistir) kullanilan akan su kiiltiiriinde dis kosullara aktarilmistir. Bu
amagla bitkicikler in vitro ortamdan ¢ikarildiktan sonra i¢lerinde (2 mm’de biiyiik 4 mm’den
diisiik) elenmis pumis bulunan bardaklara aktarilmis, {izeri plastik poset ile kapatilmis ve su

kiiltiirtine yerlestirilmistir.

3.2.6 Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Denemeler 4 tekerriirlii olarak Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore kurulmus olup, her
bir tekerriirde 6-10 ekplantin kiiltiire alindigi 100x10 mm’lik petri kutular1 veya magenta
kaplar1 kullanilmistir. Calismadan elde edilen veriler bilgisayarda “SPSS for Windows”
programi ile tesadiif parselleri deneme desenine gore analiz edilmistir. Uygulama ortalamalari
Duncan testi ile karsilastirllmistir. Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan 6nce “arcsin

transformasyon”una tabi tutulmustur (Snedecor and Cochran 1967).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Adventif Siirgiin Rejenerasyonu Calismalari

4.1.1 Iris sari’de olgunlasmamis embriyolardan adventif siirgiin rejenerasyonu

Yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla olgunlagsmamis
tohumlardan izole edilen embriyolar degisik oranlarda biiyiime diizenleyiciler iceren besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Calismada TDZ, (0.5, 1 mg/l), BAP (1, 2, 4 mg/l), KIN (2, 4
mg/l) ve NAA (0.5 mg/l)’in degisik konsantrasyon ve kombinasyonlarinin adventif siirgiin
rejenerasyonuna etkisi arastirllmistir. Kiiltiir baglangicindan 10-15 giin sonra tiim eksplantlar
tizerinde siki yapili morfogenik yesil kalluslar meydana gelmeye baslamistir. Bes alt1 hafta
icerisinde de bu kalluslar {izerinde ¢ok sayida adventif siirgiin u¢larinin gelisimi gozlenmistir
(Sekil 4.1, 4.2). Kiiltir baslangicindan 12-13 hafta sonra farkli biiylime diizenleyici

konsantrasyonlarinin /ris sari’de siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin

sayisina ait varyans analizi sonuglari Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Iris sari’de morfogenik kalluslar tizerinde gelisen siirgiin uglari

11



Sekil 4.2 Iris sari’de adventif siirgiin gelisimi

Cizelge 4.1 Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris sari’de adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayisi
S.D K.O F K.O F
Genel 55 |- --
Ortam 13 |291.283 1.877 11.118 9.309%*
Hata 42 |155.164 1.194

*%) 0.01 diizeyinde 6nemli

SD: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi
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Cizelge 4.1 incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant yiizdesine ortamlarin etkisi onemsiz
bulunurken, eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan ortamlarin etkisi istatistiksel olarak
0.01 diizeyinde o6nemli bulunmustur. Farkliligin onem diizeyini belirlemek i¢in yapilan

Duncan testi sonuglart Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris sari’de adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l) Konular
Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Siirgiin
BAP [TDZ |KIN |NAA Eksplant Yiizdesi (%) Sayisi (Adet)
- 0.5 - - 93.75 (82.50) 7.05 b*
- 0.5 - 0.5 96.88 (84.82) 9.55a
- 1 - - 87.50 (72.15) 4.70 cdef
- 1 - 0.5 96.87 (84.82) 5.85 bc
1 - - - 87.50 (72.15) 3.55ef
1 - - 0.5 100.00 (90.00) 5.58 bed
2 - - - 81.25 (67.88) 3.75 ef
2 - - 0.5 96.88 (84.82) 5.63 bed
4 - - - 81.25 (67.88) 4.00 def
4 - - 0.5 100.00 (90.00) 5.25 cde
- - 2 - 78.12 (65.94) 4.00 def
- - 2 0.5 84.38 (69.82) 4.00 def
- - 4 - 90.62 (74.47) 3.25¢
- - 4 0.5 93.75 (79.65) 5.00 cdef

*) Ayni siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.

Cizelge 4.2 incelendiginde Iris sari’de en fazla siirgiin olusturan eksplant sayist1 %100 ile 1
mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA ile 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamlardan elde
edilmistir. En diisiik siirgiin olusturan eksplant sayis1 ise 2 mg/l KIN (%78.12) igeren
ortamdan elde edilmis ve degerler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir.
Eksplant basina siirgiin sayisina ait degerler incelediginde ise en yiiksek deger 9.55 adet ile 0.5

mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamda kaydedilirken en diisiik deger 3.25 adet ile 4 mg/1
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KIN igeren ortamdan kaydedilmis, bu ortam ile 1 mg/l TDZ, 1 mg/l BAP, 2 mg/l BAP, 4mg/I

BAP ve biitiin kinetin iceren ortamlar istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir.

4.1.2 Iris schachtii’de olgunlasmamis embriyolardan adventif siirgiin rejenerasyonu

Iris schachtii’ de yiiksek oranda adventif siirgiin elde etmek amaciyla olgunlasmamis embriyo
eksplantlart TDZ, BAP, KIN’in farkli konsantrasyonlarinin yalniz veya 0.5 mg/l NAA ile
kombinasyonlarini iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan 10-15 giin
sonra tiim eksplantlar iizerinde siki yapili morfogenik yesil kalluslar, bes alt1 hafta adventif
sirgiin uclarinin gelisimi gézlenmistir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 14-15 hafta sonra farkli
biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris schachtii’de siirgiin olusturan eksplant yilizdesi
ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir
(Sekil 4.3). Varyans analizi sonuglarina gore ortamlarin siirgiin olusturan eksplant yiizdesine
etkisi istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde onemli bulunurken, eksplant basina siirgiin sayisina

etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.3 Farkl biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris schachtii’de adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayisi
S.D K.O F K.O F
Genel 55 |- --
Ortam 13 |348.846 2.313%* 20.369 15.451%*%*
Hata 42 1150.798 1.318

*) 0.05 diizeyinde 6nemli

*%) 0.01 diizeyinde 6nemli

14



Cizelge 4.4 Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris schachtii’de adventif siirgiin

rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l) Konular
Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Siirgiin
BAP |TDZ |KIN |NAA Eksplant Yiizdesi (%) Sayisi (Adet)
- 0.5 - - 95.83 (83.98) a* 9.96 abc*
- 0.5 - 0.5 95.83 (83.98) a 10.45 ab
- 1 - - 87.50 (75.16) ab 5.75 fg
- 1 - 0.5 100.00 (90.00) a 11.34 a
1 - - - 100.00 (90.00) a 7.63 de
1 - - 0.5 100.00 (90.00) a 9.58 abc
2 - - - 95.83 (83.98) a 8.54 cd
2 - - 0.5 95.83 (83.98) a 8.79 bed
4 - - - 100.00 (90.00) a 9.63 abc
4 - - 0.5 87.50 (75.16) ab 9.17 bed
- - 2 - 70.84 (57.53)b 442 ¢
- - 2 0.5 91.67(81.18) a 5.37 fg
- - 4 - 83.34 (72.37) ab 4.83 fg
- - 4 0.5 87.50 (71.93) ab 6.33 ef

*) Ayni siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde onemlidir.

Parantez igleri transformasyon degerlerini gdstermektedir.

Cizelge 4.4 incelendiginde en fazla siirgiin olusturan eksplant oran1 1 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l
NAA, 1 mg/l BAP, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA ile 4 mg/l BAP iceren ortamlardan %100 ile
elde edilirken, bu ortamlar % 70.84 ile en diisiik degeri alan 2 mg/l KIN igeren ortam
disindaki tiim ortamlarla istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. Eksplant basina siirgiin
sayinda ise en yiiksek deger 11.34 adet ile 1 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamdan elde
edilmis ve bunu sirasiyla 10.45, 9.96, 9.63 ve 9.58 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA,
0.5 mg/l TDZ, 4 mg/l BAP ve Img/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamlar izlemistir. En
diisiik degerler ise 5.75 adet ile 1 mg/l TDZ, 5.37 adet ile 2 mg/l KIN ve 0.5 mg/l NAA, 4.83
adet ile 4 mg/1 KIN, 4.42 adet ile 2 mg/1 KIN i¢eren ortamlardan elde edilmistir.
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Sekil 4.3 Iris schachtii’ de adventif siirgiin gelisimi
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4.1.3. Iris galatica’da adventif siirgiin rejenerasyonu

4.1.3.1. Iris galatica’da olgunlasmamis embriyolardan adventif siirgiin rejenerasyonu

Iris galatica’da adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla olgunlagsmis tohumlar
normal iriligini aldigr ancak endospermin hala yumusak oldugu dénemde, olgunlagsmamis
embriyolar izole edilerek farkli oranlarda TDZ ve NAA iceren ortamlarda kiiltiire alinmugtir.
Kiiltiir baglangicindan 10-15 giin sonra eksplantlar {izerinde kallus olusumu baglamis ve 5-6

hafta sonra da bu kalluslar iizerinde siirgiin gelisimi gézlenmistir (Sekil 4.4).

Iris galatica’da farkli TDZ ve NAA oranlarinin siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant
basina siirgiin sayisina etkisini belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonuglari cizelge
4.5’te verilmistir. Cizelge 4.5’e gore siirgiin olusturan eksplant oranina farkli TDZ ve NAA
dozlarinin etkisi 6nemsiz bulunurken, ekplant basina siirgiin sayisina etkisi istatistiksel olarak

0.05’e gore 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.5. Farkli biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris galatica’da olgunlagsmamis

embriyolardan adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayisi
S.D K.O F K.O F
Genel 15 |-- --
Ortam 3 515.733 2.969 5.462 3.576%*
Hata 12 |173.730 1.527

*)0.05 diizeyinde onemli

*%) 0.01 diizeyinde 6nemli

En fazla siirgiin olusturan eksplant oran1 %100 ile 1 mg/l TDZ iceren ortamdan, en diisiik ise
%75 ile 1 TDZ mg/l ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmis ancak diger ortamlarla
aralarindaki fark istatistiksel olarak énemsiz olmustur (Cizelge 4.6). Eksplant basina siirgiin
sayisinda ise en yiiksek deger 4.85 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l TDZ NAA iceren
ortamlardan elde edilirken bunu 4.50 adet ile 0.5 mg/l TDZ. 3.48 adet ile 1 mg/l TDZ ve 0.5
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mg/l NAA iceren ortamlar izlemistir. En diisiik deger ise 2.25 adet ile 1 mg/l TDZ igeren

ortamdan elde edilmistir.

Cizelge 4.6 Farkli biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris galatica’da olgunlagsmamis

embriyordan adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Konular

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l)

Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Siirgiin
TDZ NAA Eksplant Yiizdesi (%) Sayisi (Adet)
0.5 - 95 (83.359) 4.50 a*
1 - 100 (90.00) 225b
0.5 0.5 95 (83.359) 485a
1 0.5 75 (63.743) 3.48 ab

*)Ayni stitunda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.

Sekil 4.4 Iris galatica’ da adventif siirgiin rejenerasyonu
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4.1.3.2 Iris galatica’da yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu

Iris galatica’da adventif siirgilin rejenerasyonu elde etmek amaciyla in vitro bitkilerden gelisen
yaprak eksplantlar1 farkli oranlarda TDZ, NAA veya BAP iceren ortamlarda Kkiiltiire
alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 2-3 hafta sonra eksplantlar iizerinde kallus ve bu kalluslar
lizerinde siirgiin rejenerasyonu gozlenmistir (Sekil 4.5). Cizelge 4.7°de ortamlarin siirgiin
olusturan eksplant oranina ve eksplan bagina siirgiin sayisina ait varyans analiz sonuglari
verilmistir. Buna gore ortamlarin siirgiin olusturan eksplant oranina ve eksplant basina siirgiin

sayisina etkisi sirasiyla 0.01 ve 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.7. Farkl1 bliylime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris galatica’da olgunlagsmamis

yaprak eksplantinda adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Yiizdesi Siirgiin Sayisi
S.D K.O F K.O F
Genel 23 |- -- -- --
Ortam 5 450.357 5.746%* 2212 3.567*
Hata 18 | 78.382 0.620

*)0.05 diizeyinde 6nemli  **) 0.01 diizeyinde 6nemli
Cizelge 4.8 Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin [Iris galatica’da yaprak

eksplantinda adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l) Konular
Siirgiin Olusturan Eksplant Basina Siirgiin
TDZ BAP |NAA Eksplant Yiizdesi (%) Sayisi (Adet)
0.5 - - 50.00 (45.00) a* 1.90 ab*
1 - - 39.28 (38.66) ab 1.50b
0.5 - 0.5 57.14 (49.20) a 2.86a
1 - 0.5 50.00 (45.00) a 3.04a
- 1 17.86 21.71) c 1.46b
- 1 0.5 25.00 (29.41) be 1.36 b

*)Aym siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.
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Cizelge 4.8 incelendiginde en fazla siirgiin olusturan eksplant oram1 %57.14 ile 0.5 g/l TDZ ve
0.5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilirken bunu sirasiyla %50 ve %39.28 ile 0.5 mg/l
TDZ, 1 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ile 1 mg/l TDZ iceren ortamlar izlemistir. En diisiik
stirgiin olusturan ekpslant oran1 %17.86 ve %25 ile 1 mg/l BAP ile 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l
NAA iceren ortamlardan elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisina ait degerler
incelendiginde en yiiksek degerler 2.86 ve 3.04 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ile 1
mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamlardan elde edilmistir. En diisiik deger ise 1.36 adet
ile 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir.

Sekil 4.5 Iris galatica’ da yaprak eksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu
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4.2 Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

4.2.1 Iris sari’de siirgiinlerin koklendirilmesi

Iris sari’de rejenere olan siirgiinler ortalama 3-4 cm uzunluga ulastigi zaman MSO, 1 mg/l
IBA, 1.5 mg/l NAA, 2 mg/l NAA, 1 mg/l IBA ve 0.5 mg/l NAA ile 1 mg/l IBA ve 0.4 mg/l
NAA iceren ortamlarda koklendirilmeye alinmistir. Farkli dozlarda IBA ve NAA’nin ortalama
2 ay sonra kok olusturan siirgiin ylizdesi, siirgiin bagina kok sayis1 ve kok uzunluguna etkisine

ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir (Sekil 4.6).

Cizelge 4.9. Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin /ris sari’den elde edilen adventif

stirglinlerin koklenmesine etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Kok olusturan siirgiin | Siirgiin basina kok Kok uzunlugu
sayisi say1s1
S.D K.O F K.O F KO F
Genel 23
Ortam 5 556.603 [6.515%* |1.008 2.571 7.264 5.580%*
Hata 18 [85.429 0.392 1.302

*%) 0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.9 incelendiginde kok olusturan siirgiin yiizdesi ve kok uzunluguna ortamlarin etkisi
istatistiksel olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunurken, eksplant basina kok sayisina etkisi
Oonemsiz bulunmustur. Bu etkinin Onem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonuglar1 ise Cizelge 4. 10’da verilmistir.

Cizelge 4.10° de goriildiigii gibi en yiiksek koklenme orant % 95 ile 1 mg/l IBA iceren
ortamdan elde edilmistir. Bu ortam ile 1.5 mg/l NAA, 1 mg/l IBA ve 0.2 mg/l NAA iceren
ortamlar istatistiksel olarak ayni1 grupta yer almistir. En diisiik koklenme orani ise %52.50 ile
Hormon icermeyen MSO ortamindan elde edilmistir. Siirgiin basina en fazla kok sayis1 4.37
adet ile 1 mg/l IBA igeren ortamda, en diisiik kok sayis1 ise 3.11 adet ile 1.5 mg/l NAA iceren
ortamda belirlenmis ve tiim ortamlar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
belirlenememistir. Kok uzunlugunda ise en yiiksek degerler 7.10 ve 6.10 cm ile 1 mg/l IBA ile
1 mg/1 IBA ve 0.2 mg/l NAA iceren ortamlardan saglanmistir.
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Cizelge 4.10. Farkli biiylime diizenleyici konsantrasyonlarimin [Iris sari’den elde edilen

adventif siirgiinlerin kdoklenmesine etkisi

Konular
Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l)
Kok olusturan
Siirgiin basina | Kok uzunlugu
siirgiin yiizdesi
IBA NAA kok sayis1 (adet) (cm)
(%)
- - 52.50 (46.44) c* |3.29 4.44 bc*
1 95.00 (80.78)a |4.37 7.10 a
1.5 90.00 (74.14)ab |3.11 350c
2 80.00 (63.81)b [3.50 4.05¢
1 0.2 82.50 (68.42) ab [3.96 6.10 ab
1 0.4 77.50 (61.77)b |3.14 5.16 bc

*)Ayn siitunda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.

Sekil 4.6 Iris sari’de kok gelisimi
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4.2.2 Iris schachtii’de siirgiinlerin koklendirilmesi

Iris schachtii’de rejenere olan adventif siirgiinler 3-4 cm uzunluga ulastigi zaman MSO, 1
mg/l IBA, 1 mg/l IBA ve 0.2 mg/l NAA ile 1 mg/l IBA ve 0.4 mg/l NAA iceren ortamlarda
koklendirmeye alinmugtir. Kiiltiir baglangicindan yaklasik 2 ay sonra kok olusturan siirgiin

yiizdesi, siirgiin bagina kok sayis1 ve kok uzunluguna iliskin veriler kaydedilmistir.

Cizelge 4.11. Farkl biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris schachtii’den elde edilen

adventif siirgiinlerin koklenmesine etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Kok olusturan siirgiin Siirgiin basina Kok uzunlugu
yiizdesi kok sayisi
S.D K.O F K.O F KO F
Genel 15
Ortam 3 884.512 |10.27** |6.009 3.957* |1.900 |1.619
Hata 12 [86.122 1.519 1.174

*)0.05 diizeyinde 6nemli  **) 0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.11°de yapilan varyans analizi sonuc¢larina gore ortamlarin kok olusturan eksplant
oranina etkisi 0.01, siirgiin basina kok sayisina etkisi 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak
onemli ¢ikarken kok uzunluguna etkisi 6nemsiz ¢ikmustir.

Cizelge 4.12. Farkhi biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris schachtii’den elde edilen

adventif siirgiinlerin koklenmesine etkisi

Konular

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l)

Kok olusturan

Eksplant basina | Kok uzunlugu

siirgiin yiizdesi

IBA NAA kok sayisi1 (adet) (cm)
(%)

- - 52.50 (46.44) c* |2.00 b* 4.68
1 92.50 (78.75) a 3.45 ab 5.88
1 0.2 92.50 (76.17)ab |4.80a 5.54
1 0.4 77.50 (62.15) b 429 a 4.43

*)Aymn siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.
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Koklenme yiizdesi bakimindan en yiiksek deger %92.50 ile 1 mg/l IBA ile 1 mg/l IBA ve 0.2
mg/l NAA iceren ortamdan elde edilmistir. En diisiik koklenme yiizdesi ise %52.50 ile MSO
ortamindan elde edilmistir (Cizelge 4.12).

Eksplant basina kok sayisina ait sonuclar incelendiginde MSO ortam1 hari¢ biitiin ortamalr
istatistiksel olarak ayni sinifta yer almistir. Kok uzunlugunda ise ortamlar arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsiz ¢ikmis ve en yiiksek deger 5.88 ile 1 mg/l IBA igeren ortamdan
kaydedilirken en diisiik deger 4.43 adet ile 1mg/l IBA ve 0.4 mg/l NAA iceren ortamdan

kaydedilmistir.

Sekil 4.6 Iris schactii’de kok gelisimi

4.2.3 Iris galatica’da siirgiinlerin koklendirilmesi

Iris galatica’da rejenere kalluslar lizerinde gelisen siirgiinler 3-5 cm uzunluga geldigi zaman
MSO, 1 mg/l IBA ve 1 mg/l NAA iceren ortamlarda koklendirilmeye alismistir. Koklenmeye
alinan siirgiinlerde ortalama 2 ay sonunda kok sistemi gelismis ve koklenme orani, siirgiin
basina kok sayist ve kok uzunlugu parametreleri kaydedilerek varyans analizine tabi
tutulmustur (Sekil 4.7). Varyans analizi sonucunda ortamlarin koklenme oranina, siirgiin
basina kok sayisina etkisi istatistiksel olarak onemsiz cikarken, kok uzunluguna etkisi 0.01
diizeyinde ©Onemli c¢ikmistir (Cizelge 4.13). Kok uzunlugu iizerine ortamlarin etkisini

belirlemek iizere yapilan Duncan analiz sonuglarina gore en fazla kok uzunlugu 2.68 cm ile 1
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mg/l IBA iceren ortamdan elde edilirken 2.33 cm ile 1 mg/l NAA iceren ortamla arasindaki
farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz ¢ikmistir. En diisiik kok uzunlugu ise 1.20 cm ile hormon
icermeyen ortamdan elde edilmistir. Koklenme oram1 %30-50 arasinda, eksplant basina kok

sayist ise 1.75-2.75 adet arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.13. Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris galatica’dan elde edilen

adventif siirgiinlerin koklenmesine etkisine ait varyans analizi

Konular
VK. Kok olusturan siirgiin | Siirgiin basina kok Kok uzunlugu
say1s1 sayisi
S.D K.O F K.O F KO F
Genel 11
Ortam 2 259.734 [3.373 |1.083 3.900 2.376 | 13.930%**
Hata 9 77.012 0.278 0.171

*)0.05 diizeyinde 6nemli ~ **) 0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.14. Farkli biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin Iris galatica’dan elde edilen

adventif siirgiinlerin koklenmesine etkisi

Konular
Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l)

Kok olusturan
Eksplant basina | Kok uzunlugu

siirgiin yiizdesi

IBA NAA kok sayis1 (adet) (cm)
(%)
- - (32.90) 30 1.750 1.20 b*
1 (45.00) 50 2.500 2.68 a
1 (48.17) 55 2.750 233 a

*)Aym siitunda farkl kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark P<0.05 diizeyinde Onemlidir.

Parantez igleri transformasyon degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4.7 Iris galatica’da kok gelisimi

4.3 Koklenen Siirgiinlerin Di1s Kosullara Alistirilmasi

Koklenen siirgiinlerin dis kosullara alistirilmasinda 2 farkli yontem kullamlmstir. Oncelikle
Iris sari, Iris schachtii ve Iris galatica’da kokler herhangi kontaminasyona neden olmamasi
icin iizerinde bulunan agar1 uzaklastirmak amaciyla saf su ile yitkanmistir. Daha sonra birinci
yontemde yikanan bitkiler icinde torf bulunan saksilara aktarilmig, saksilarin iizeri plastik
posetlerle kapatilmigtir. Aktarilan bitkiler iklim dolabinda yiiksek nemde (% 90-95) bir hafta
tutulduktan sonra yavas yavas normal nem seviyesine alistirilarak iklim odasinda biiylimeye
birakilmig ve yaklasik 40 giin sonra icerisinde esit oranda torf, kum ve tarla topragi bulunan
biiyiik saksilara aktarilmustir (Sekil 4.8). Ikinci yontemde ise besi ortami olarak Hoagland
cozeltisi (elektriksel iletkenligi 2.5 dS/m olacak sekilde ayarlanmistir) kullanilan akan su
kiiltiiriinde dis kosullara alistirilmistir. Bu amacla bitkicikler in vitro ortamdan cikarildiktan
sonra iclerinde (2 mm’de biiyik 4 mm’den diisiik) elenmis pumis bulunan bardaklara
aktarilmis, tizerlerine plastik poset gecirilmis ve su kiiltiiriine yerlestirilmistir. Su kiiltiiriiniin
elektriksel iletkenligi rutin olarak haftada bir kontrol edilerek besin maddesi ilavesi

yapilmistir.
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Deneme sonucunda [ris sari’de saksilara aktarilan 75 bitkiden 45 tanesi, Iris schachtii’de 59

bitkiden 36 tanesi canliligin1 devam ettirmistir. Akan su kiiltiiriinde ise Iris sari’de 19 bitkiden

17 tanesi, Iris schachtii’de 37 bitkiden 34 tanesi canliliginm1 devam ettirmistir. Iris galatica’da

koklenen siirgiinlerden hi¢ biri dis kosullarda yasatilamamustir. Iris sari ve Iris schachtii’de

strastyla torf ortaminda canlilik orant %56 ve %61 akan su kiiltiiriinde ise %89.5 ve %91.89

olarak kaydedilmistir. Saksilarda torf iceren ortamda gelisen bitkilerin yaris1 seraya aktarilmis

yarisi ise iklim odasinda gelismesini devam ettirmektedir (Sekil 4.9). Akan su kiiltiiriinde ise

bitkilerin kiiltiirii devam etmektedir (Sekil 4.10, 4.11).

Tiirler Torf Akan su kiiltiirii
Kiiltiire Canliligim1 | Canli bitki | Kiiltiire Canliligim1 | Canli bitki
alinan devam orani (%) | alinan devam orani
stirgiin ettiren slirgiin ettiren (%)
sayist siirgiin say1s1 siirgiin
say1s1 sayl1sl
Iris sari 75 45 56 19 17 89.5
Iris schachtii | 59 36 61 37 34 91.89
Iris galatica | 10 -- -- 5 -- --
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Sekil 4.8 Iklimlendirme odasinda gelisen Iris sari ve Iris schachtii bitkileri
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Sekil 4.10 Su kiiltiiriinde gelisen Iris schachtii ve Iris sari bitkileri
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Sekil 4.11 Su kiiltiiriinde gelisen iris bitkileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz tiir zenginligi icerisinde irisler 43 tiir icerisinde 13 endemik tiir sayis1 ile énemli bir
yere sahiptir. Geofitlerin ¢ogunda oldugu gibi iris tiirlerinde de tohumlarin ¢imlenme
oranlarinin diisiik olmasi, tohumdan cigek acabilecek bir so§an boyutuna ulagabilmesi i¢in 4—
5 yila, hatta daha uzun yillara gerek duymalar1 ve vejetatif olarak cogaltim hizlarinin diisiik
olmas1 bu bitkiler i¢in alternatif tekniklerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Bu amacla Iris sari, Iris schachtii ve Iris galatica tiirlerine ait olgunlagmamis embriyo
eksplantlar1 farkli oranlarda BAP, TDZ, KIN ve NAA, iceren besin ortamlarinda Kkiiltiire

alinmistir.

Daha onceki caligmalarda olgunlagsmamis embriyo eksplantlarindan yiiksek oranda bitki
rejenerasyonu bezelye (Ozcan vd. 1993), korunga (Ozcan vd. 1996), macar figi (Sancak vd.
2000), misir (Ozcan, 2002) gibi bitkilerde elde edilmistir. Geofitlerde yapilan in vitro
calismalarda Sternbergia fischeriana’da eksplant bagina 80 adet sogancik gelisimi (Mirici vd.
2005), Muscari mirum’da eksplant basina 9 adet sogancik gelisimi (Nasircilar vd 2011),
Muscari azureum’da eksplant basina 13 adet sogancik gelisimi (Uranbey 2010b) elde
edilmistir. Yapmis oldugumuz bu calismada ise, olgunlasmis embriyolar kullanilarak her ii¢
tirde de siirgiin gelisimi gerceklestirilmistir. Tek bir embriyodan Iris sari’de 9.55 adet, 1.
schactii’de 11.34 adet ve 1. galatica’da 4.85 adet siirgiin elde edilmistir. Gerek daha once
yapilan ¢alismalar gerekse bu proje ¢alismasinda elde edilen veriler geofitlerin olgunlagsmamis
embriyolarinin ¢ok sayida in vitro bitkicik liretimi icin énemli bir potansiyel oldugunu ortaya

koymaktadir.

Adventif siirgiin rejenerasyonu c¢alismalarinda bitki biiyiime diizenleyicinin tipi ve
konsantrasyonu biiyiik bir oneme sahiptir. Calisilan tiir, ¢esit, hatta eksplant tipine uygun
olmayan konsantrasyonlarda ortama ilave edilen biiyiime diizenleyicileri organogenesis veya
embriyogenensis yoluyla bitki rejenerasyonunu olumsuz yonde etkilemektedir. Oksin-
sitokinin dengesinin iyi ayarlanmasi neticesinde yiiksek oranda adventif siirgiin rejenerasyonu
elde edilebilecegini [ris tiirleri kadar fig, korunga, Astragalus gibi bitkilerde yapilan
calismalar sonucunda da degisik arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Cogii vd., 2003.; Ozcan
vd., 1996; Erisen vd., 2010). Nasircilar vd. (2011) ve Mirici vd. (2005) in vitro bitki

rejenerasyonunda genotip, eksplant ve biiylime diizenleyicilerin ¢ok onemli bir yere sahip
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oldugunu bildirmektedir. Suzhen vd. (1999) [ris xiphium L var hybridum’da sogan
segmentlerini kullanarak yaptiklar1 in vitro rejenerasyon calismasinda en iyi rejenerasyon
oranini 1mg/l BA ve 0.2 mg/l NAA ile 2 mg/l BA ve 0.2 mg/l NAA iceren MS ortamlarindan
elde etmislerdir. Boltenkov ve Zarembo (2005) Iris sensata, Iris setosa ve I. sanguinea’ nin
cicek organlarinin in vitro rejenerasyon kapasitelerini incelemisledir.  Eksplantlardan
organogenesis veya kallus olusumunun tiirlere ve kullanilan hormon igerigine gore degisim
gosterebilecegini bildirmislerdir. BAP ve NAA ile I. ensata’da, 2.4 D ve BAP ile I. setosa ve I
sanguinea’da direkt organogenesis ile bitki elde ederlerken 2.4 D uygulamasi ile kallus
olusumu elde etmislerdir. Iris’lerin ¢icek organlarinda adventif siirgiin elde etmenin gelisme
ortaminda BAP varliginda oldugunu belirtmislerdir. Jevremovic ve Radojevic (2002)’de Iris
pumila’da in vitro gelisen bitkilerin yaprak tabanlarindan 2.4-D ve Kinetin iceren ortamlarda
organogenensis veya embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu elde etmislerdir. Rejenerasyon
siirecinde organogenesis veya embriyogenesis ile bitki rejenerasyonunun kullanilan sitokinin
tipine bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Bu c¢alismada da eksplant basina en fazla
stirgin 1. sari’de 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA, I. schachtii’de 1 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l
NAA, 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA, 0.5 mg/l TDZ, 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA, 4 mg/l
BAP, I. galatica’da ise 0.5 mg/l TDZ, 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l TDZ ve 0.5
mg/l NAA iceren ortamlardan elde edilmistir.

Her ii¢c tirde de elde edilen siirgiinler 3-5 cm uzunluga ulastigt zaman farkh
konsantrasyonlarda IBA ve NAA igeren ortamlarda koklendirilmis bu calisma sonucunda
koklenme orani, siirgiin basina kok sayist ve kok uzunlugu degerleri toplu olarak
degerlendirildiginde Iris sari ve Iris schachtii’de en iyi koklenme 1 mg/l IBA veya 1 mg/l IBA
ve 0.2 mg/l NAA iceren ortamdan, Iris galatica’da 1 mg/l IBA veya 1 mg/l NAA iceren
ortamlardan elde edilmistir. ris tiirlerinde daha 6nce yapilan calismalarda en iyi koklenme Iris
xiphium L. var. hybridum’da 0.2 mg/l BA ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamdan (Suzhen vd.,
1999), Iris lactea’da Y2 MS ve 0.5 mg/l IBA veya 0.5 mg/l IBA ve 0.5 mg/l NAA iceren
ortamlardan (Meng vd., 2009), Iris germanica’da 0.3 mg/l NAA iceren ortamdan (Zhang vd.,
2009), Iris pumila’da hormon icermeyen MS ortamindan (Jevromovic vd., 2010) elde

edilmistir. Farkl bitki tiirlerinin en iy1 koklendigi biiytime diizenleyici farkli olabilmektedir.

Iris sari ve Iris schachtii’de koklenen siirgiinler basarili bir sekilde dis kosullara alistirilarak

bliylimeye birakilmistir. Ex vitro’da canli bitki orani Iris sari’de torfta %56, akan su
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kiiltiirinde %89.5, Iris schacthtii’de torfta %61, akan su kiiltiiriinde %91.89 olarak
kaydedilmistir. Proje basvuru dosyasinda da belirttigimiz gibi in vitro bitki iiretiminde en
biiylik sorunlardan birisi de elde edilen bitkiciklerin dis sartlara aktarilma oraninin diisiik
olmasidir. Nitekim Uranbey (2010a) Muscari aucheri’de ex vitro’da canlilik oranin %25
olarak belirlerken, Uranbey vd. (2010) Muscari azureum’da %14 olarak belirlemislerdir. Iris
galatica’da ise elde edilen siirgiinlerin kok gelisimi zayif oldugu i¢in ex vitro’da

gelisememistir.

Sonug olarak, [Iris sari, Iris schahctii ve Iris galatica tiirlerine ait olgunlasmamis embriyo
eksplantlar1 farkli oranlarda BAP, TDZ, KIN ve NAA iceren besin ortamlarinda Kkiiltiire
alindig1 bu projede siirgiin olusumu ve koklendirmede basarili sonuclar elde edilmistir. Bu
proje kapsaminda elde edilen sonuclar gerek iizerinde ¢aligilan iris tiirlerinin gerekse diger

geofitlerin cogaltilmasinda ve kiiltiire alinmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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