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: Dog. Dr. Pembe EVCI CURUK

Bu tez calismasinda Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren bazi egrelti
tiirlerinin gametofit evreden sporofit evreye gecisini saglamak amaciyla in vitro’da
kat1 kiltiir ile gecici daldirma sistemlerinden Plantform biyoreaktdr sistemi
kullanilmis ve Dbitkiye doniisiimleri saglanmistir. Calismada  Asplenium
trichomanes, Asplenium  scolopendrium ve Asplenium ceterach tiirleri
kullanilmigtir. Tez kapsaminda 6n galigma olarak NAA (0, 1.0 mg/L), BA (0, 0.5,
1.0 mg/L) ve GA; (0.5 mg/L) kombinasyonlarini igeren 1/2 MS besin ortaminda
sporofit sayis1 (bitkicik/kavanoz) ve sporofit boyu (cm) parametrelerine
bakilmistir. Ana deneme olarak NAA (0.1-0.5 mg/L) , BA (1.0 mg/L) ve KIN (1.0
mg/L) konsantrasyon kombinasyonlarini igeren 1/2 MS besin ortami kullanilarak
gametofitlerin in vitro’da gelisimleri gozlemlenmistir. Plantform sistemi igin
Asplenium trichomanes tiriinde 1/2 MS igeren besin ortaminda 3 saat ve 6 saat
daldirma siiresi denenmistir. En iyi daldirma siiresi 3 saat olarak belirlenmis ve bu
stire diger 2 tiir iginde uygulanmisgtir. Caligmanin sonucunda Plantform sisteminde
bitkiye doniisiim orani ve kalitesinin daha iyi oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Egrelti, doku kiiltiirii, Plantform biyoreaktor sistemi



ABSTRACT

MSc THESIS

INVESTIGATION OF TRANSITION FROM GAMETOPHYTIC PHASE
TO SPOROPHYTIC PHASE IN SOME FERN SPECIES NATURALLY
SPREADED IN TURKEY BY TISSUE CULTURE AND NEW
GENERATION BIOREACTOR SYSTEM
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: Assoc Prof. Dr. Nezihe KOKSAL
: Assoc Prof. Dr. Pembe EVCI CURUK

This thesis Plantform bioreactor system of temporary immersion system
used by solid culture in vitro studies on some fern species naturally grown in
Turkey to ensure the transition phase from sporophyte gametophyte stage and plant
transformation are provided. Asplenium trichomanes, Asplenium scolopendrium
and Asplenium ceterach species were used in the study. In the scope of the thesis,
the number of sporophytes in a %2 MS nutrient medium containing combinations of
NAA (0, 1.0 mg/L), BA (0, 0.5, 1.0 mg/L) and GA; (0.5 mg/L) as preliminary
work plant height (cm) parameters were examined. As a main study, in vitro
development of gametophytes was observed using 2 MS nutrient medium
containing combinations of concentrations of NAA (0.1-0.5 mg/L), BA (1.0 mg/L)
and KIN (1.0 mg/L). For the Plantform system, 3 hours and 6 hours immersion
time was tested in a medium containing 2 MS of Asplenium trichomanes. The best
immersion time was determined as 3 hours and this time was applied to the other 2
species. As a result of the study, it was observed that plant conversion rate and
quality were better in Plantform system.

Key Words: Fern, tissue culture, Plantform bioreactor system
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GENISLETILMIS OZET

Egreltiler, ozellikle atik ve kirleticilerin yok edilmesi konusunda cevre
miihendisligi, kanser ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde etnomedikal ve tip
bilimlerinde ve siis bitkileri sektoriinde son zamanlarda arastirmacilarin biyiik ilgi
odagi haline gelmistir. Siis bitkilerinde; aranjman, dikey bahge ve kesme ¢icekeilik
olarak kullanilirken, sanayide 1ise endiistriyel atiklarin temizlenmesinde,
kozmetikte, tipta kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Egrelti otu yiiksek klorofil,
antimikrobiyal ve antioksidan madde igerigi i¢in bulundugu ortamin havasini
temizleyerek, havada bulunan ve diger canlilarin Olimiine neden olan
formaldehitin ortam havasindan temizlemesinde ¢ok etkili olmaktadir. Egreltilerin,
giiniimiizde siis bitkisi olarak temini, dogadan sdkiilerek saglanmaktadir. Ozellikle
son zamanlarda egreltilerin yasam alanlar1 tarla agma, sanayilesme, asir1 otlatma,
corak ve batak alanlarin 1slahi, orman yanginlar1 ve insanlarin dogaya zarar veren
bilingsiz tutumlar1 sebebiyle her yil yok edilme tehlikesiyle kars1 karstyadir. Bu tiir
bilingsizliklerle ve tahriplerle yok olmaya yiiz tutmus egrelti tiirleri i¢in doku
kiiltiirti tekniklerinden yararlanilarak iiretilmesi ve yeniden dogaya ve hatta siis
bitkileri sektdriine kazandirilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’de dogal yayilig gosteren bazi egrelti tiirlerinin
gametofit evreden sporofit evreye gegigini saglamak amaciyla in vitro’da kati
kiiltiir ile gecici daldirma sistemlerinden Plantform sistemi kullanilmig, bitkiye
doniigiimleri saglanmistir. Doku kiiltiiriinde gelismekte olan gametofitlerin
tizerindeki ankegonyum ve antridium arasinda katt kiltiirde hareket
olamayacagindan dolayr dollenme ya gerceklesemeyecek ya da kismen
gergekleserek sporotife dontistim diisiik olacaktir. Bu yiizden dollenme, bitki stres
altinda oldugu igin veya tesadiifi olarak meydana gelebilecektir. Gametofitler, kati
kiiltiirlerde ortamdan aldig1 besin elementlerini  homojen bir sekilde
dagitamamaktadirlar. Gegici daldirma biyoreaktdr sistemi ile, egreltilerin kendi

dogal ortamina benzer bir ortam yaratilarak hizli déllenme ve bitkiye doniisiimiin
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saglanmasi hedeflenmistir. Calismada, Asplenium trichomanes, Asplenium
scolopendrium ve Asplenium ceterach tiirleri kullanilmigtir. Tez kapsaminda 6n
caligma olarak NAA (0, 1.0 mg/L), BA (0, 0.5, 1.0 mg/L) ve GA; (0.5 mg/L)
kombinasyonlarini igeren 1/2 MS besin ortaminda gelisen sporofit sayisi
(adet/bitkicik) ve bitki boyu (cm) parametrelerine bakilmistir. Ana deneme olarak
NAA(0.1-0.5 mg/L), BA(1.0 mg/L) ve KIN(1.0 mg/L) konsantrasyon
kombinasyonlarin1 igeren 1/2 MS besin ortami kullanilarak gametofitlerin in
vitro’da gelisimi goézlemlenmistir. Asplenium trichomanes tiri i¢in gametofit
agirliklar: tiim hormon konsantrasyonlari i¢in ayni ¢ikmistir fakat en bagarili sonug
6.76 g ile BA (1.0 mg/L) ve (NAA 0.5 mg/L) iceren ortamdan elde edilmistir.
Asplenium trichomanes egreltisinde bitki sayisinda istatistiksel olarak fark
bulunmamig olup, en yiiksek bitkicik sayis1 11.67 ile 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L
NAA igeren ortamda gdzlenmistir. Asplenium scolopendrium tiirli igin en yiiksek
gametofit agirligl 4.47 g basta olmak {izere kontrol ortami, BA 1.0 mg/L BA + 0.5
mg/L NAA ve 1.0 mg/L KIN + 0.5 mg/L NAA’da oldugu belirlenmistir. En
yiiksek sporofit gelisimi 8.03 (bitkicik) ile 1.0 mg/L BA + 0.1 mg/L NAA ve 3.97
(bitkicik) ile 1.0 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA iceren besin ortamlarindan elde
edilmistir. Asplenium ceterach tiirii i¢in ise gametofit agirliklar istatistiksel agidan
O6nemsiz bulunmustur ve sporofite doniislim saglanamamistir. Plantform sistemi
icin Asplenium tricomones tiiriinde 1/2 MS igeren besin ortaminda 3 saat ve 6 saat
daldirma siiresi denenmistir. Sporofite doniisiim sayis1 34.37 (bitkicik) olarak en iyi
daldirma siiresi 3 saat olan sistemde gézlemlenmistir ve bu siire diger 2 tiir i¢cinde
uygulanmigtir. Plantform sistemiyle kati kiltiiri  karsilastirdigimiz  zaman
Asplenium trichomanes ig¢in Plantform (6.32 g) ve kati kiiltiir (4.74 g) arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmustur. Sporofit doniisiime bakildig1 zaman Plantform
sisteminde bulunan gametofitler kat1 kiiltiire gore daha fazla ve daha kaliteli olarak
belirlenmistir. Asplenium scolopendrium ve Asplenium ceterach tiirli i¢in gametofit

agirliga bakildiginda her 2 sistem igin aralarinda istatistiksel fark bulunmamuistir.
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1. GIRIS Senem UGUR

1. GIRIS

Diinya’da siis bitkilerinin iiretimi ve ticareti, gelismis ve gelisgmekte olan
bazi iilkelerde ekonomiye biiylik katki saglamaktadir. Yaklagik 100’den fazla
iilkede 1.6 milyon hektar alanda siis bitkileri iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye’nin
cografi konumu sayesinde siis bitkilerinin iiretim ve ticareti yillara gore hizla
artmaktadir. Diinyadaki siis bitkilerinin pazar payindan, iilkemizde giin gegtikge
faydalanmaktadir. Tiirkiye’de 32 farkli ilde siis bitkileri liretimi yapilmaktadir.
Ureticilerin biiyiik ¢ogunlugu Marmara Bolgesinde yogunlasmustir. i1 bazinda
bakildiginda ise Ankara, Istanbul, Izmir ve Yalova illeri ilk siralarda
goriilmektedir.

Tiirkiye’de siis bitkileri iiretim alanlart 2002-2017 yillar1 arasinda 2.5 kat
artmigtir. Toplam 50.089 dekar alanda yapilan siis bitkileri iiretiminin en ¢ok
iretimi kesme cicekeilik smnifindadir (Cizelge 1.1). Diger tiretim sekilleri; dis
mekan silis bitkileri, i¢ mekan siis bitkileri ve ¢icek soganlari olarak

siralanmaktadir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye Siis Bitkileri Uretim Miktar1 (TUIK, 2017)

Uretim Miktarlar
Uriin Grubu 2017 (Adet)
Kesme Cicekler 1.050.584.960
I¢c Mekan Siis Bitkileri 56.049.665
Dis Mekan Siis Bitkileri 490.559.391
Cicek Soganlar 21.833.825
Toplam 1.619.027.841
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Tiirkiye, siis bitkileri yetistiriciliginde uygun iklim, cografi kosullar, pazar,
Avrupa tlkelerine yakinlik ve ucuz iggiliciine sahip olmasi gibi nedenlerle 6nemli
avantajlara sahiptir. Ulkemizde simdiye kadar tanimlanmis 11.707 tane bitki tiirii
bulunmaktadir. Bunlarin 11.621 tanesi tohumlu bitkilerdir ve 73 tanesi egreltilerdir.
Egreltiler tohumsuz bitkilerdir ve sporla ¢ogalirlar.

Egreltilerin, gilinlimiizden 300 milyon yildan daha fazla yasadigi
bilinmektedir. Devoniyen Donemi'nde karada higbir hayvanin yasamadigi
donemlerde ortaya ¢ikmigslardir. 250 milyon yil dnceki Karbonifer Donemi'nde
yeryiiziindeki karalarin hemen hemen tamami egrelti otu ormanlart ile kapli
oldugundan, bu déneme egrelti otu donemi denilmektedir. Karbonifer doneminde
cogu egreltinin soyunun tiikendigi ancak bazilarinin soyunun bugiine kadar geldigi
bilinmektedir. Diinyadaki komiir yataklarinin temelleri bu doénemdeki egrelti
otlarina dayanmaktadir (Fernandez ve ark, 2011). Egrelti otlar1, Antartika ve ¢ogu
adalar disindaki nemli ve keskin giines 1siklarindan korunmus golgeli yerlerde
iiremektedirler. Bazilar1 yosuna benzer bigimde kiigiik yapilidir. Tropik bdlgede
yetigenleri ise 25 m uzunluga varabilecek kadar biiyiikk olabilmektedir. Egrelti
otlari, damarli bitkilerdir. Suyu koéklerinden alip, damarlar ile yapraklarina kadar
ulastirabilirler. Tiirlerin ¢ogu toprakta yetisir. Yalniz Platycerium cinsinden geyik
boynuzu gibi bazi egreltiler bagka bitkilerin tizerinde yasayabilir (Chapman, 2009).

Bu egreltiler besinlerini sarildiklari agactan saglamadiklari igin bunlar
asalak bitki sayilmaz. Toprakta kokleri olmadigi i¢in baska bitkilerden, 6zellikle
agaclardan destek alan ve hava kokleriyle yagmur suyunu, atmosferin nemini
emerek besin gereksinimini karsilayan bu tiir bitkilere "epifit bitki" denir (Kekil,
2014).

Yeryiiziinde yetisen yaklagik 170 cins, 9000 kadar egrelti tiiri
bulunmaktadir (Ozkara ve ark, 2003). Sporlu bitkilerin Polypodiopsida (ya da
Filicopsida) sinifin1 olustururlar (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Asplenium ceterach egrelti tiiriiniin dogadaki goriiniimii

Sporlu bitkiler arasinda en iyi gelisme gosteren ve ototrof olarak yasayan
kara bitkileridir. Boylari, otsu olanlarda birkag mm' den (7richomanes
minutissimum), agac seklinde olanlarda ise (Alsophila crinita) 10-15m' ye kadar
degisir. Jeolojik devirlerde (300 milyon yil Once) yasamis olanlar iyi gelisme
gostermis biiyiik agaglar seklindedir. Giiniimiizde yagayanlarin g¢ogu otsu, ¢ok
yillik bitkilerdir; tropiklerde yetisen baz tiirler ise aga¢ formundadir (Tanker ve
ark, 2007).

Egreltilerde sporofit bitki {izerinde sporofil denilen yapraklar
bulunmaktadir. Sporofillerin alt yiizeyinde insidyumlarin i¢inde spor tasiyan
sporangiyum keselerinden meydana gelmis soruslar mevcuttur. Sporangiyumlar
icinde bulunan spor ana hiicreleri mayoz boliinme gecirerek haploid sporlar1 verir
(Pmar ve ark, 2003).

Olgunlasan sporlarin nemli topraga diismesiyle ¢imlenme meydana gelir ve
hermafrodit yapida olan gametofitler olusur. Gametofitlerin iizerinde erkek

(anteridyum) ve disi (arkegonyum) esey hiicreleri olusur. Olusan sperm hiicresi,
3



1. GIRIS Senem UGUR

rlizgar, su gibi doga olaylari ile yumurta hiicresine taginarak déllenme saglanir ve
sporofit bitki meydana gelir. Meydana gelen yeni yavru bitki egrelti otu gibi kok ve
yaprak taslagindan olusur ve yillar sonra olgunlagip spor lretecek duruma gelir.
Erginlige ulasinca o da gevresine spor sacar sonra gamet (sperma ve yumurta
hiicresi) irettigi evreler donilisiimlii olarak birbirini izler. Buna "d6l degisimi”
denir. Ongim olmaksizin gogalabilen tiirleri de vardir. Bu grubun en tipik 6rnegi
olan yiiriiyen egreltide (Camptosorus sibiri-cus) yapraklarin topraga degen uglari
koklenerek yeni bitkiler olusturur.

Egreltilerin bazilar1 kesme c¢icekgilikte aranjman ve siis bitkisi olarak,
bazilar1 ise endiistriyel atiklarin temizlenmesinde, dikey bahgelerde, kozmetikte,
tipta kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

Egrelti otu yiiksek klorofil, antimikrobiyal ve antioksidan madde igerigi ile
bulundugu ortamin havasini temizler. Havada bulunan ve diger canlilarin liimiine
neden olan formaldehitin ortam havasindan temizlemesinde ¢ok etkilidir.

Egreltilerin, giinlimiizde siis bitkisi olarak temini, dogadan sokiilerek
saglanmaktadir. Ozellikle son zamanlarda egreltilerin yasam alanlar1 tarla agma,
sanayilesme, asir1 otlatma, corak ve batak alanlarin 1slahi, orman yanginlar ve
insanlarin dogaya zarar veren bilingsiz tutumlart sebebiyle her yil yok edilme
tehlikesiyle kars1 karsiyadir. Bu tiir bilingsizliklerle ve tahriplerle yok olmaya yiiz
tutmus tiirler i¢in doku kultiirii tekniklerinden yararlanilarak, tiirlerin yeniden
dogaya ve hatta siis bitkileri sektoriine kazandirilmasi 6nem kazanmaktadir. Egrelti
otu tiirlerinin ¢ogaltilmasinda da son donemlerde klasik yoOntemlere alternatif
olarak, spor ve stolon eksplantlar1 kullanilarak doku kiltiiri ve gegici daldirma
sistemleri yogun olarak kullanilmaya baglanmistir (Sekil 1.2).

Doku kiiltiirii, laboratuvarda aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda
hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan (eksplant) kontrollii c¢evre
kosullarinda yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin iiretilmesidir. (Onay ve ark,

2012).



1. GIRIS Senem UGUR

Odunsu ve ¢ali formundaki bitkilerin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi ile
ilgili olarak yapilan calismalarda, klasik kati ve yari-kati besin ortamlar
kullanilmaktadir. Fakat sivi ortamda kullanim ile ilgili olarak ¢ok az sayida
literatiir mevcuttur. Kat1 kiiltiirlerde, ¢esitli polisakkarit bilesimlerini iceren agar,
agaroz, aljinat, phytagel (Gelrite) gibi jel yapict maddeler kullanilmaktadir. Bu
katilagtiricilar  bitkilerin besin ortamia tutunmasini saglamaktadir. Bununla
beraber bitkilerde vitrifikasyon (camlagsma) dedigimiz agar ile iligkili bazi
fizyolojik sorunlara da sebep olabilmektir.

Yeni nesil doku kiiltiirii teknikleri baghigi altinda gecici daldirma
biyoreaktor sistemleri ilk olarak Harris ve Mason (1983) tarafindan gelistirilmis
olup, ilk basarili bitki rejenerasyonu sonuglari, Solanum tuberosum ve Coffee
arabicani’nin somatik embriyolarindan elde edilmistir (Etienne ve Berthouly,
2002; Yenice, 2010). Gegici daldirma biyoreaktdr sistemlerinin doku kiiltiirii
uygulama alanlarindaki avantajlari; bitki maliyetlerinin azaltilmasi, otomasyon ve
doku kiiltiirii prosediirlerinin basite indirgenmesidir.

Dogada bulunan egreltilerin fertilizasyonu; riizgar, su gibi doga olaylar ile
gametofit evrede olan bitkiciklerin sporofit evreye gecisi gerceklesirken, doku
kiiltiirtinde bu etkilesimin gergeklestirilmesi i¢in uygun sartlarin saglanmasi
gerekmektedir. Gegici daldirma sistemi son zamanlarin popiiler oldugundan ve
kullanim kolaylig1 sagladigi i¢in doku kiiltiirii laboratuvarlarinin vazgegilmezi
olmugtur. Diisiik maliyetini ve is giiclinli azaltti1 i¢in diger yapilan ¢aligmalara
karsti  tercih  ediliyor.  Otoklovlanabilirligi  sayesinde  tekrar  tekrar
kullanilabilmektedir. Sistem gaz alig verigi saglamaktadir ve 15181 homojen bir
bicimde almaktadir. Diger doku kiiltlirii tekniklerine gore yerden tasarruf
etmektedir. Bu sistemde kullanilan kaplarin daldirma - havalandirma siireleri bir
gli¢ kaynagina baglidir ve bu gii¢c kaynagi sayesinde kullanilacak materyalin ortam
ile temas siklig1 ayarlanmaktadir. Kiiltiir kaplarina konulacak materyalin oldukga

temiz olmas1 gerekmektedir.
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Sekil 1.2. Egrelti otunun doku kiiltiirlinde yasam dongiisii A. Pteris vittata
egreltisinin dogadaki goriiniimii; B. Yaprak altinda gelisen sporlar;
C.D. Sporlar; E, F: Cimlenme, gametofit olusumu ve gametofit
gelisimi saglanan eksplantin farklilasmasi; G; Dollenme, Apikal ug,
Arkegonyum, Rizoid Anteridyum ve Lateral ug¢ yapilarinin goriiniimii
(AU: Apikal ug, AR: Arkegonyum, R: Rizoid, AN: Anteridyum, LU:
Lateral uc); H,LJ. Sporofit gelisimi ; K,L; Aklimatizasyon
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Bu calismada, TAGEM 13 ARGE-20 ve TUBITAK-TEYDEB 5140026
nolu proje kapsaminda bitkiye doniisemeyen ve ozellikle de gametofit evrede
kalarak sporofite doniisemeyen bazi dogal yayilis gosteren egrelti tiirlerinin,
sporofite gecisini saglamak amaciyla doku kiltiiri ve gegici daldirma sistemleri

kullanilarak bitkiye doniisiimleri ger¢eklestirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Klasik Yontemlerle Yiiriitiilen Doku Kiiltiirii Calismalar:

Vijayakumar ark (1990), nesli tiikenme tehlikesi altinda olan egreltilerden
Batula uber’in dormansi gosteren tomurcuklarini araziden ve seradan toplamustir,
MS besin ortamina aktarmislardir. Bu besin ortami igerisinede mineral tuzlar,
organik mineraller ve biliylime diizenleyici eklenmistir. Bir ay igerisinde
stirgiinlerden 3-4 yaprak olusumu goézlemlenmistir. 16/8 fotoperyodisite gdsteren
biiylitme odasinda 20 °C’de, yogun nemli ortamda, torf igerisinde 4-6 hafta
stirecinde kok olusumunun gerceklestigi gdzlemlenmisdir.

Morini (2000), in vitro rejenerasyon ve mikrogogaltimi optimize etmek
icin Osmundo regalis tiriinde c¢aligmalar yapmistir. Gametofit ve sporofit elde
etmek i¢in; sporlar, olgun bitkilerden alinarak Hoagland ve Arnon besi yerine
transfer edilmistir. Hormonsuz besi yerinde sporofitler normal gelisim gostermistir.
Yiiksek oranda ¢imlenme gozlenen Haogland ve Arnon ortaminda bulunan
sporlarin yine aym ortamda farklilagsarak gelistikleri saptanmistir. Gametofit
evredeki bitkicikler daha sonra sporofit gelisimi meydana getirerek bagarili sekilde
dis ortama uyum saglamiglardir.

Fernandez ve Revilla (2003), Siis egreltilerinde yasam dongiileri, sporofit
gametofit ve tekrar sporofit asamalarimi doku kiltiirii tekniklerini kullanarak
inceleme yapan arastiricilar1 kapsayan bir derleme yapmislardir.

Ambroésio (2004), Nephrolepis biserrata tiiriiniin in vitro’da siikkroz ve pH
etkilesimlerini incelemistir. Stolon segmentlerini, 0, 15, 30, 45, 60g/L siikroz ve 3,
5, 7 ve 9 pH araliklarinda yari-katt MS besi yerinde kiiltiire almigtir. Ortamda
siikroz olmadig1 zaman siirgiin ve yaprak rejenerasyonunun azaldigi saptanmustir.
Besi yerine siikroz ilavesi ile pH 5 ve 7’de, siirgiin sayisinin her eksplant bagina
ortalama ve maksimum 51.25 ve 38.25 degerlerine ulastigi saptanmustir. Siikroz
oranlari, 15-45 g/L araliginda iken yaprak uzunlugunda artig oldugu goézlenmistir;

ancak besi ortamindaki pH 9 oldugunda kuru madde agirlig1 etkilenmezken, yeni
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yapraklarin olusumu i¢in de yeterli olmadig1 saptanmistir. Geng sporofitlerin disari
aktarimi basarili bir sekilde sonuglanmigtir

Goller ve Rybezynski (2007), farkli cinslere ait 16 egrelti tiiriinde spor
kiltiirii icin MS besi yeri kullanmiglardir. Tirlerin, ayni besi yerinde gelisim
sathalarina gore farkli oldugu goézlemlenmistir. Spor ¢imlenme siiresinde tiirler
arasinda farklilik goriilmiis ve ¢imlenme siiresi ortalama 16 hafta olarak
belirlenmistir. Arastirilan biitlin egrelti tiirleri i¢in uzun siireli gametofit kiiltiir
protokolleri yaymlanmistir. Olgun gametofitlerde anteridyum ve arkegonyum
olusumu saglanmig, dogal déllenmeyle geng sporofit olusumu gézlemlenmistir. 6
aylik kiiltiire alinan geng egrelti yapraklarinda apospori gozlenmis ve yeni evrede
gametofitlerin gelistigi saptanmistir. Calismanin sonucunda 12 tiire ait sporofit
evrede bitki elde edilmis ve dis ortama aktarilarak serada kiiltiire alinmustir.

Chang ve ark (2007), Drynaria fortunei egrelti tiiriinde in vitro kosullarda
spor ¢imlenmesi, erken gametofit gelisim ve ilireme fazindaki degisim {izerine
pH’nin ve 151k spektrumlarimin etkilerini arastirmislardir. D.fortunei’nin sporlari
pH 3.7 ile 9.7 arasinda olusmustur. En yiiksek ¢imlenme orani (%63.3), beyaz 151k
altinda pH 7.1°de %2 sukroz iceren 1/2 MS bazal ortaminda meydana gelmistir.
Farkli 151k spektrumlarinin spor ¢imlenmesi iizerine etkileri test edilmis (kirmizi,
kirmiz1 6tesi, mavi ve beyaz), beyaz ve mavi 1sikta gelisen gametofitler arasinda
fark saptanmamigtir. Ancak farkli 151k spektrumlarinin gametofitlerdeki anteridyum
ve arkegonyum gelisimlerini etkiledikleri belirlenmigtir.

Khan ve ark (2008), Klasik yontemler ile iiretilmesi zor olan Asplenium
nidus’un in vitro’da mikrogogaltimin1 gergeklestirmiglerdir. Baslangic materyali
olarak sporlar kullanilmistir. Denemeler sonucunda, %20’lik NaOCI ve buna ek
olarak birka¢ damla tween 20 kullanimi ile en iyi sterilizasyonun saglandigi
saptanmistir. Eksplantlar, 1722 MS besi yerinde kiiltiire alinmis ve £25 °C karanlikta
muhafaza edilmistir. Sporlar 12 haftada ¢imlenmis ve gametofitler saptanmistir.
Cimlenmenin sonrasinda bitkiciklere 4 haftada bir alt kiiltiir yapilmistir.

Gametofitler, icerisinde NAA (0.1-0.5 mg/L) ve BAP (1-4 mg/L) bulunan 12 MS
10
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besiyerine aktarilmis ve gogaltimi saglanmigtir. MS besi yerine NaH,POy, ilavesinin
gametofitik evreden sporofitik evreye geciste biiyiik bir rol oynadigi saptanmistir.
Koklenme i¢in 2.0 mg/L IBA’in en etkin oldugu ve aklimatizasyon i¢in en uygun
maddenin bahg¢e kumu oldugu belirlenmistir.

Ludwik ve ark (2008), nesli tiikenmeye baslayan Asplenium adulterinum
egreltisiyle ¢alismislardir. Son zamanlarda in vitro ¢ogaltim ve ex sitii koruma
yontemleri ile nesli tilkenmekte olan popiilasyonlarin gen bankalarini olugturmaya
imkan saglamiglardir. Yapilan calismalarda, farkli konsantrasyonlarda siikroz ve
agarin gelisimi lizerine etkilerine bakilmistir. En etkin ¢imlenme, hormonsuz 12
MS ortaminda olur iken, sporofit olusumu i¢in en etkili ortamin ise 1 mg/L KIN ve
0.1 mg/L NAA iceren 1”2 MS oldugu belirtilmistir. Olusturulacak yontem ile
gelecekte nesli tiikkenmesi muhtemel popiilasyonlarin da koruma altina alinmasinin
saglanacagini belirtmislerdir.

Soare ve ark (2010), Dryopteris affinis egreltisinde spor kiiltiirii
yapmiglardir. Bu tlir apogami 0&zelligi gostermektedir. Gametofit ve sporofit
evrelerindeki farklilasmay1 ve in vitro rejenerasyon yetenegini arastirmiglardir.
Sporlar, hormonsuz MS besi yerinde 16/8 fotoperyodisite gosteren biiyiitme
odalarinda kiiltiire alinmiglardir. Yaklagik 100 gametofit kolonisi elde edilmistir.
Sporofit evredeki bitkiler, 2-3 yapraga sahip oldugunda farklilasma oldugu
gozlenmistir. Sporlar kiiltiire alindiktan 10 ay sonra bitkiler olusmus ve dis ortama
aktarilmistir.

Barnicoat ve ark (2011) nadir ve tehlike altindaki egreltilerde in vitro ve ex
vitro sartlarinda korumanin 6nemini belirtmislerdir.

Marimuthu ve ManiCkam (2011), Nesli tiikenmekte olan Pronephrium
triphyllum ve Sphaerostephanos unitus egrelti tiirlerini korumak amaciyla in
vitro’da spor kiiltlirii yapmiglar ve mikrogogaltim protokolil olusturmuglardir. Spor
¢imlenmesini, gametofit gelisimini ve sporofit evreyi incelemislerdir. Knop’s bazal
ortaminda Pronephrium triphyllum tiriniin sporlarii besi yerine almiglar ve

yiiksek oranda gelisim saglamislardir. Knop’s sivi besi yerinde en iyi sporofit
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evresi gelisimi meydana geldigini belirtmislerdir. Knop’s bazal ortaminda,
Sphaerostephanos unitus egreltisi i¢in en yliksek ¢imlenme orani saptamiglardir. /n
vitro’da gelisimi tamamlanan egrelti bitkileri, dogal ortamlarinda ve gesitli botanik
bahgelerinde koruma altina alinmistir.

Mazumder ve ark (2011), Drynaria quercifolia egreltisinde in vitro’da
¢ogaltim ve dis kosullarda korumak amaciyla galismalar yapmislardir. Sporlar1 Z4
besi yerinde ¢imlendirmek amaciyla kiiltiire almiglardir. Denenen diger besi
yerlerinde protal olusumunda basarisiz olunmugtur. Doku igerisine yerlestirildikten
yaklasik 30 giin sonra ¢imlenme oldugu goézlenmistir. Gametofit evrede ve
sonrasinda sporofit gelisiminin incelenmesi amaciyla bitkicikler PNT-2 besi
yerinde kiiltiire alinmis ve en yiiksek farklilagmanin meydana geldigi saptanmustir.

Liao ve Wu (2011), Platycerium bifurcatum (Cav.) C.Chr’de in vitro
cogaltimi arastirmislardir. Yesil globiiler gdvdeleri, ilk olarak NAA, 2IP ve BA
iceren MS ortamindan elde edilmistir. 5.37 puM NAA’nin en iyi baslangic
konsantrasyonu oldugu saptanmis daha sonra ¢ogaltim amaciyla bu ortama 2.22
uM 2iP eklenmistir. Sporofit gelisimi, hormon iceremeyen MS ortamindan
saglanmigtir.

Winarto ve Da silva (2012), Gametofit evrenin ve sonrasinda sporofit
gelisiminin incelenmesi amaciyla bitkicikleri, PNT-2 besi yerinde kiiltiire almiglar
ve en yiksek farklilagmanin meydana geldigini saptamislardir. Rumohra
adiantiformis egreltisinde mikrogogaltim protokoliinii gelistirmislerdir. Baglangic
eksplant1 olarak rizomlar kullanilmis, 0.25 mg/1 2.4D, 0.2 mg/l NAA, 1.0 mg/l BA,
0.5 mg/l TDZ ve 30 g/l sukroz igeren MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Yeni
iiretilmis rizomlarin ¢ogaltim orani, 0.05 mg/l IAA, 0.25 mg/l BA, 0.5 mg/I Kin, 1
g/l aktif komiir ve 20 g/l sukroz igeren 1/2 MS ortaminda 5.7 rizom/eksplant
oraninda artig gostermistir. Rejenere olmus rizomlar koklendirilerek dig ortama
aktarilmis ve yasama orani %97-100 olarak bulunmustur.

Srivastava ve Uniyal (2013), Asplenium nidus egreltisinin doéllenme

biyolojisi ile ilgili calismalar yapmislardir. Bu egrelti tiirii siis bitkisi olarak
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kullanilma 6zelligine sahiptir ve kus kafesi egreltisi olarak bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda karigik popiilasyonlardan izole edilmis popiilasyonlara kiyasla daha
fazla sporofit bitkicik elde edilmistir. Yapilan spor kiiltiirii denemelerinde Parker-
Thompson besi yeri kullanilmig ve 16/8 saat peryodisite gosteren, £ 25 C’de
biiylitme odalarma alinmustir. Asplenium nidus’un kendine doéllenme 6zelligine
sahip olmasinin yani sira yabanci dollenmeye de acik oldugu belirlenmistir.

Willyams ve Daws (2013), Austral Bracken (Pteridium esculentum)
egreltisinde in vitro gametofitlerden sporofitlerin mikrogogaltimini incelemislerdir.
In vitro’da ¢imlendirilmis sporlardan iiretilen gametofit kiiltiirler, sporofite
donismiistiir. %72.4-85 oraninda basarili bir aklimatizasyon saglanmistir.

Mikula ve ark (2015), Cyathea delgadii Sternb egrelti tiiriinde somatik
embryogenesisin etkinligi ve sporofit gelisimi iizerine eksplant tipinin (etiollesme,
yas, uzunluk), fiziksel kosullarin (fotoperiyod, karanlik) ve kimyasallarin (sukroz
ve mineral tuz konsantrasyonlarinin) etkisini aragtirmiglardir. Etiollesmis
sporofitlerin, somatik embriyo tesvikinde en etkili faktorler oldugu belirlenmistir.
En yiiksek SE olusumu, %1 sukroz igeren %2 MS ortamindan elde edilmistir (%84
eksplant gelisimi ve 42.3 somatik embryo/eksplant).

Rolli ve ark (2015), sucul egrelti tiirii olan Marsilea quadrifolia L.’de
invitro mikrogogaltim gergeklestirilmis ve RAPD yontemleri kullanilarak genetik
kararliliklart aragtirtlmigtir. Aragtiricilar, farkli sitokininlerin (6-
benzylaminopurine,  zeatine  riboside, ve  N-6-(2-isopentenyl)adenine)
mikrogogaltim iizerine etkilerini incelemislerdir. /n vitro’dan elde edilmis olan
bitkiciklerde, RAPD analizi uygulanarak genetik kararliliklar1 kontrol edilmis ve
18 farkli primerle ¢alisilmig, 100 ile 3250 bg arasinda degisen 189 bant saptanarak
bir fark olmadigi belirlenmistir.

Kodym ve ark (2016), Pteridium esculentum sporlarini yaz mevsimi
bitiminde toplamis ve in vitro’da 1/2 MS ve %0.15 aktif karbonlu ortamda
cimlendirmislerdir. Aymi1 ortamda hizlica katmerli sekilde gametofit yapi

olusmustur. Gametofit cogalmanin iyi olmasina ragmen in vitro’da sporofit gelisim
13
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saglanamamistir. Gametofitler, sislemeli serada hindistan cevizi lifi ile cam kabugu
eklenmis ortama aktarilmistir. Sporofitler {iretilmistir. Populasyon ve bolge
farkliligina kargi gametofitlerin %75-100 oraninda 9 haftada sporofite doniistiigii
saptanmugstir. Bitkicikler, 3-4 ay sonra olugmustur.

Luna ve ark (2016), Pteriaceae familyasina ait Anogramma chaerophylla
egreltisinde iireme durumu ve in vitro spor kiiltiirii tizerinde ¢aligmislardir.

Makovski ve ark (2016), Osmunda regalis egrelti tiirlinlin invitro
¢ogaltimint ve kriyoprezervasyon yontemi ile muhafazasini aragtirmiglardir.
Gametofit ¢ogaltimi ve sporofit iiretimi iizerine Knop’s ortaminin, MS tuzlarinin
(1/2,1/4 ve 1/8) farkli konsantrasyonlarinin, hem amonyum nitratin hem de tiim
vitaminlerin ortamda bulunup bulunmamasinin etkisini incelemislerdir. En yiiksek
gametofit ¢ogaltimi (%89), amonyum nitrat ve vitamin bulunmayan ve 1/2 veya
1/4 oraninda mineral tuz igeren MS ortamindan elde edilmistir. En iyi sporofit
iretimi ise, amonyum nitrat ve vitamin bulunmayan 1/8 oranindaki MS ortamindan

elde edilmistir.

2.2. Plantform Biyoreaktor Sistemiyle Yiiriitiilen Calismalar

Etienne ve Berthouly (2001), bitki ¢cogaltimi i¢in gegici daldirma sistemini
4 kategoride toplamig ve tamimlamislardir. Bunlar; 1. Yatik ve c¢alkaliyict
makinalar, 2. Bitki materyalinin tamamiin daldirildigi ve besin ortamimi kendi
kendine degistirebilen makinalar, 3. Kismi daldirma yapilan ve sivi besin ortami
degistirilebilen makinalar, 4. Tamami1 havayla ¢alisan, daldirma sistemi sivi besin
aktarildiktan sonra hareket eden ve besin ortami yenilenmeksizin ¢alisan
makinalardir. Mikrogogaltimda bitkinin siirglin - kismmin gegici  daldirma
sisteminde kullanimi1 yayginlastig1 ortaya ¢ikmistir. Daldirma zamani, siiresi ya da
siklig1, sistemin verimliligi i¢in en belirleyici faktordiir. Besin ortami hacminin ve
kiiltiir kabinin hacminin optimum hale getirilmesi, Ozellikle siirgiin ¢ogalma
etkinligini biiyiik dlgiide gelistirir. Uretim maliyetlerini azaltmada en gok yer alan

parametreler sunlardir:
14
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(1)caligmada is giiciinde azalma;
(2)raf alaninda azalma;
(3)kullanilan kaplarmn sayisindaki azalma;

(4)daha iyi biyolojik iiriin.

Yenice ve ark (2010), Protein yoniinden olduk¢a zengin olan Lemna minor
L. bitkisi Tiirkiye’de bol miktarda bulundugunu, Lemna minor L. bitkisinin
ekolojik olarak su kirliliginin ortadan kaldirilmasinda ve akuakiiltiirde ortam
dengesinin korunmasinda ¢ok 6nemli rol oynadigimi belirtmislerdir. Bu ¢alismada,
Gegici Daldirma Sistem Biyoreaktor ile bu bitkinin in vitro ¢ogaltiminin yapilmasi
ve kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerin bitkinin protein miktarina etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, farkli oranlarda BAP, KIN ve TDZ igeren
sekerli ve sekersiz sivi MS ortamlarn kullanilmistir. Mikrogogaltim igin yapilan
denemeler 8 saat karanlikta ve 16 saat beyaz floresan 15181 fotoperiyot altinda ve
2441°C sicaklikta gergeklestirilmistir.

Welander ve ark (2014), mikrogogaltim igin gecici daldirma sisteminde
kullanilan Plantform kaplar1 kullanmiglardir. Digitalis lutea x purpurea, Echinacea
purpurea ve Rubus idaeus mikrogogaltim igin gegici daldirma sistemine
aktarilmistir. Biyoreaktdrde ¢ogalma orani ve siirgiin kalitesi agar ortamina oranla
ya benzer etki yada daha iyi sonu¢ vermistir. Siirgiin miktar1, Digitalis ve Rubus
icin her iki sistemde de benzerlik gostermistir. Echinacea’da onemli derecede
kaliteli siirglin miktar1 biyoreaktdr sisteminde olusmustur. Biyoreaktdr’de Digitalis
ve Echinacea igin yas agirlik orani fazla iken, Rubus igin ise agar ortaminda fazla
¢tkmistir. Ancak kuru agirlik tiim {i¢ tiir i¢in iki sistemde de benzerlik gostermistir.
Bu kaplarin mikrogogaltimda kullaniminin uygun oldugu saptanmastir.

Gao ve ark (2014), Gegici daldirma biyorektor sistemi kullanarak Cin su
kestanesinin yiiksek etkili ¢ogaltimini saglamiglardir. Birgok c¢alismada ¢in su
kestanesinin farkli ¢ogaltma metodlar1 rapor edilmistir. Simdiye kadar olan

caligmalarda etkili cogalma bagarilamamistir. Bu ¢aligsma, ¢in su kestanesinin bitki
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govdesinden ve rizom kismindan ayrilmig siirgiin kismi, gegici daldirmayla birlikte
klasik yari-kat1 ortamda incelenmis ve her 8 saatte bir 15 dakika besin ortamina
daldirilmigtir. Elde edilen bulgular, gegici daldirma sisteminin, kii¢iik ¢in su
kestanesi bitkisinin ¢ogaltimi i¢in giivenli ve etkili metot oldugunu goéstermistir.

Vilchez ve ark (2014), Ticari degeri olan Adiantum capillus-veneris L.,’de
mikrogogaltim protokoliinii gelistirmislerdir. Siikroz’un 3 farkli konsantrasyonu
(%1.5,%3,%4.5) spor ¢cimlenmesi i¢in denenmistir. Jel ortami, s1vi ortam ve gegici
daldirma sistemleri uygulanmistir. Disar1 aktarimda ise taban kismina solucan
giibresi (%0, %0.5, %10) kullanilmistir. Sporlar da, %1.5 siikroz ile %80.6
oraninda ¢imlenmistir. En iyi yas agirhik ise gecici daldirma sisteminde
kaydedilmistir. Tiim egreltiler %5-%10 solucan giibresine alinmis ve disariya
alistirilmustir.

Lambardi ve ark (2015), bu calismada siis bitkilerinden Carex oshimensis
ve Chrysanthemum morifolium ile meyve tiirlerinden Ficus carica ve Ribes rubrum
bitkilerinde gecici daldirma sistemi ile siirglinlerin ¢ogaltimimi ¢alismiglardir.
Plantform sistemiyle daha yiiksek kalitede bitki elde etttiklerini bildirmislerdir.
Calismada baz1 bitkilerin direk kdklenme gosterdiklerini ve dogrudan dis kosullara
aktarimlarinin saglandigi belirtmislerdir.

Simgek ve ark (2016), Myrtus communis, giney Avrupanin ve kuzey
Afrikanin yerli oldugunu belirtmislerdir. Akdeniz iklimi olan bdlgelerde siis bitkisi
olarak kullanildigint vurgulamiglardir. Bu c¢aligmada mersin bitkisinin gegici
daldirma sistemleriyle cogalmasini ve koklenmesi incelenmistir. Myrtus communis
bitkisinin siirgiin uglarin1 1 mg/LL BAP i¢eren MS besi yerinde kiiltiire almislardir.
Siirgiinler agarli ortamlara ve Platform sistemine aktarmiglardir. Her 6 haftada 1 alt
kiiltiir olacak sekilde 3 alt kiiltiir yapmuglardir. Her iki ortamda da ¢ogalma orani,
bitki boyu, yaprak sayisi, kuru ve taze bitki agirligi kriterlerine bakmiglardir. Alt
kiiltiirden ¢ikan siirgiinleri 1 mg/L IBA i¢eren MS ortamina aktarmiglardir ve kok,
kok uzunlugu, bitki boyu, kuru ve yas agirliga bakilmistir. Gegici daldirma sistemi

ve agar ortamini karsilastirmislardir. Gegici daldirma sisteminde bulunan bitkiler
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agarli ortamda bulunanlara gére daha iyi sonuglar verdigini ortaya ¢ikarmiglardir.
Doku kiiltiirinden ¢ikan bitkileri dis kosullara aktarimi basarili bir sekilde
saglanmustir.

Bicen (2017), iki farkli Mersin bitkisinin (Myrtus communis),
mikrogogaltimi amaciyla 1 mg/L BAP igeren kati kiiltiir ve gegici daldirma
sistemlerini karsilastirmistir. Gegici daldirma sisteminde ise 4 saat ve 8 saat
daldirma siiresi karsilastirilmasi incelenmistir. Mikrogogaltimi1 gergeklestirilen
bitkicikleri, 1 mg/L IBA iceren kok ortamina almiglardir. Gegici daldirma
sistemindeki bitkilerin kat1 kiiltiire oranla daha basarili oldugu tespit edilmistir.
Gegici daldirma sisteminin, kati1 kiiltiire gére az maliyet, az iscilikle kisa zamanda
fazla ¢ogaltim yapilabilecegini belirlemislerdir.

Cengiz (2018), tez calismasinda C-35 sitranji ve Tuzcu 31-31 turuncu
anaglariin, kat1 kiiltiir ortamlar1 ve Plantform sistemindeki mikrogogaltimlarini
ve koklendirme asamasindaki Kkarsilastirmasini  incelemistir. Kati  kiiltiir
mikrogogaltim denemeleri i¢in, MS ve WPM besin ortamlar1 ile BAP (0, 1.0, 2.0
mg/L), Kinetin (0, 0.5, 1.0 mg/L) ve 2IP (0, 1.0, 2.0 mg/L) denenmistir. Kat1 kiiltiir
koklenme denemeleri i¢in MS, %2 MS, WPM besin ortamlar: ile NAA (0, 0.5, 1.0,
2.0 mg/L) ve IBA (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) denenmistir. En iyi mikrogogaltim
sonuglart 2.0 mg/L BAP igeren MS besin ortamindan ve en iyi koklenme sonuglari
ise 0.5 mg/LL NAA iceren 2 MS besin ortamindan elde edilmistir. Mikrogogaltim
ve koklenme igin belirlenen en iyi besin ortami igerigi ile Plantform sisteminde
caligilmistir. Plantform sisteminde kati kiltire gore daha iyi sonuglar elde
edilmistir. SSR markirlar ile yapilan tarama sonucunda da Plantform sisteminde
¢ogaltilan ve koklendirilen bitkilerde herhangi bir genetik agilimin olmadigi

belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel Materyal
Tez caligmast kapsaminda, i{i¢ farkli egrelti tiiriiniin gametofit yapilari,
bitkisel materyal olarak kullanilmistir. Bunlar; Asplenium trichomanes L. sensu
lato  (Balikesir,  Denizli, Antalya), Asplenium  scolopendrium L.
subsp.Scolopendrium (Antalya, Mersin, Adana), Asplenium ceterach L. subsp.
ceterach (Mersin, Adana, Osmaniye)’dir.
Gametofitler, sporlarin nemli ortamlarda ¢imlenmesi ile meydana gelmis
olan ve Tlizerlerinde erkek (anteridyum) ve disi (arkegonyum) bireyleri bulunduran

hermofrodit yapidaki olusumlardir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Gametofit evredeki egrelti otunun goériiniimii

3.1.1. Asplenium trichomanes

Bitki, 5-25 cm kiime seklindedir. Yapraklar linear, 1-pinnat, 3-8 cm petiol
ve eksen eflatun-kahverenklidir. Kayaliklarda goriilen kumlu-tinli topraklarda
yetigirler. Cok yillik bitkilerdir. Asplenium trichomanes egrelti tiirline ait gériintii

Sekil 3.2°de verilmigtir.
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Sekil  3.2.  Asplenium  trichomanes  egreltisi ~ dogadaki  gOriiniimii
(https://www.123rf.com/profile_rbiedermann)

3.1.2. Asplenium scolopendrium

Bu tiiriin boyu 20-50 cm’dir. Yapraklar kiime seklinde, petiol ¢ok kisa ve
zarims1 pullarla ortiilii, lamina diiz, basit ve kayis seklindedir. Soruslar kayik
bicimli ve uzamis, orta damarin her iki yaninda egik dizilislidir. Ormanlik
alanlarda nemli ve golgeli kayaliklarin altinda yetisen nadir yayilisl bir egreltidir.

Asplenium scolopendrium egreltisine ait gdriintii Sekil 3.3’de verilmistir.

Sekil  3.3.  Asplenium  scolopendrium  egreltisinin  dogadaki  goriinlimii
(https://www.gardeningexpress.co.uk/e15176-asplenium-
scolopendrium-harts-tongue-fern-phyllitis)

20



3. MATERYAL VE METOD Senem UGUR

3.1.3. Asplenium ceterach
Bitki 10-12 em’dir. Nemli kayalarin yariklarinda ve eski duvarlarda biiyiir.
Yapraklar kalm, tizeri acik yesil, yapraklarin alt kismi yogun olgiide pas
rengi ve pulludur. Asplenium ceterach egrelti tiiriine ait goriinti Sekil 3.4’de

verilmistir.

PO T .-?',S‘ ,"u-; R
Sekil 3.4. Asplenium ceterach egreltisinin dogadaki goriiniimii

3.2. Metod
Tez calismasinda, in vitro kosullarda yiiriitiilen denemeler ve dis ortama
aktarma islemleri, C.U. Biyoteknoloji Merkez Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
TAGEM 13 ARGE-20 ve TUBITAK-TEYDEB 5140026 nolu proje
kapsaminda spor eksplantlarindan elde edilen gametofitler, bitkisel baslangic

materyali olarak kullanilmistir.

3.2.1. Kati Kiiltiir Denemeleri ile Gametofit Evredeki Eksplantlarin
Cogaltilmasi

Gametofit evrede olan eksplantlar, bitki biiyiime diizenleyicisi
bulunmayan, 20 gr sukroz, 0.5 g/L aktif karbon, 2 g/L gelrite igeren 1/2 MS

(Murashige ve Skoog, 1962) besin ortamina aktarilmigtir. Ortamin pH’s1 5.6-5.7
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olacak sekilde ayarlanmigtir. Aktarilan gametofit evredeki eksplantlarin, 6 haftada
bir alt kiltirleri yapilmistir. 1/2 MS besin ortami igerigi Cizelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. 1/2 MS Besin Ortaminin Igerigi

Makro Elementler (1/2 MS) (mg/L)
KNO; 950
MgSO, x 7H,0 185
CaCl, x 2H,0 220
NH4NO, 825
KH,PO, 85
Mikro elementler (1/2 MS) (mg/L)
H;BO; 3.1
MnSO4 XleO 8.45
ZHSO4 X7H20 5.3
KI 0.415
CoCl, x 6H,0 0.0125
Na,Mo0O4 x 2H,0 0.125
CuS0O, x 5SH,0 0.0125
Diger Maddeler (g/L)
Aktif Karbon 0.5
Stikroz 20
Gelrite 2

3.2.2. Klasik Doku Kiiltiirii Yontemleriyle Gametofit Evredeki Eksplantlarin
Sporofit Evresine Ge¢is Denemelerinin Kurulmasi

Klasik doku kiiltiirii yontemleri ile gametofit evredeki eksplant kiimeleri,
1/2 MS besin ortamina aktarilmigtir (Sekil 3.5). Bitki biiyiime diizenleyicilerinden
NAA (0.1, 0.5 mg/L), BA (1.0 mg/L) ve KIN (1.0 mg/L) kombinasyonlari
uygulanmigtir. Besin ortamlar1 igerisine 20 g/L siikroz, 0.5 g/L aktif karbon, 2 g/L
gelrite eklenmistir. Ortamlarin pH’s1 5.6-5.7’ye ayarlanmistir. Hazirlanacak besin
ortami, her kiiltiir kabina 50 ml olacak sekilde dagitilmis ve her kiiltiir kabina 4’er
kiimecik konulmustur. Aktarilan eksplantlar, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve 25
°C olacak sekilde ayarlanmig biiyiitme odalarinda kiiltiire alinmiglardir. Her 4

haftada bir, ayni besin icerigi hazirlanarak alt kiiltiir islemleri yapilmstir.
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Sekil 3.5. Gametofit evredeki materyallerin kat1 kiiltiir denemesinde kavanozlara
aktarimi

3.2.3. Gegici Daldirma Yontemi ile Sporofite Gecis Denemelerinin Kurulmasi
Ug tiiriin eksplantlar1 klasik doku kiiltiiriinde 1/2 MS besi yeri igeren bitki
bliyiime diizenleyicisiz ortama aktarilmigtir. Eksplantlarin bir kismi kati1 ortamda
gelisme gosterirken, diger kismi ise Plantform sistemine aktarilmigtir. Sistemin
optimizasyonunda, Asplenium trichomanes tiirii kullanilmigtir. Sistem her 3 ve 6
saatte 10’ar dk. daldirma, 3 saatte bir 15 dk. havalandirma olacak sekilde
ayarlanmistir ve 24 °C sicaklikta 8 saat karanlik 16 saat aydinlik ortamdaki
biiylitme odasinda kiiltiire alinmistir. Egrelti bitkileri Plantform kiiltiir kaplarinda 8
hafta siiresince kiiltiire alinmustir (Sekil 3.6). Sporofit denemelerinden sonra
Plantformda gelisen gametofitlere, 3 saat ve 6 saat daldirma siklig1 olan kiiltiir

kaplar1 i¢cinde bulunan %> MS besi ortamina 1.0 mg/L IBA eklenmistir.
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Sekil 3.6. Hormonsuz ortamda ¢ogaltilan gametofitlerin Plantform sistemine
aktarimi

3.2.4. Bitkilerin Dis Kosullara Ahstirilmasi

Gametofit evrede bulunan bitkicikler sporofite donilismiis ancak
koklenmemiglerdir. Bu yilizden sporofit evrede olan bitkicikler, 1.0 mg/L IBA ve
fungusit ¢ozeltilerine batirilarak steril 2:1 torf perlit karisimi bulunan viyollere

aktarilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Gelisen gametofitlerin dig kosullara aktarilmasi A: Gametofitlerin
aktarilacagi torf-perlit karisimi B: Gametofitlerin  dikilmesi C:
Gametofit evrenin sporofit evredeki gelisimi

3.2.5. Deneme Deseni, istatiksel Analiz ve incelenen Kriterler

Aspilenium  trichomanes, Aspilenium scolopendrium ve Aspilenium
ceterach egreltilerinin, gametofit evreden sporofit evreye gecisini saglamak
amaciyla denemeler faktoriyel diizende tesadiif parsellerinde 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Egreltilerin gametofit evreden sporofit evreye gecisini saglamak
amactyla yapilan bu tezde, kat1 kiiltiir ile Plantform sisteminin bitkiye doniisiim
say1st, bitki agirlig1 ve bitki kalitesine etkileri incelenmistir. Gametofit agirlig1 i¢in
katt kiiltiir denemelerinde 3 alt kiiltiirlin ortalamalart alinmistir. Bu denemede
gametofitler 5 haftada bir alt kiiltiire alinmislardir. Plantform sisteminde ise
gametofitler 8 haftada bir alt kiiltlire aktarilmislardir. Alt kiiltiir sonrasinda 13’er
gametofit incelenmistir. Bu iki sistemde gametofitlerin sporofite doniistimi

(bitkicik/kavanoz), bitki agirhigr (g) ve gametofitlerin genel durumlarma ait
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kriterler incelenmistir. Bu denemedeki verilerin analizi i¢in JMP 8.01 programi
kullanilmigtir. Calisma sonucunda ulasilan verilere varyans analizleri ve t testi

uygulanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez galismasinda, Asplenium trichomanes L., Asplenium scolopendrium L.,
Asplenium ceterach L. genotiplerinin in vitro kosullarda gametofitten sporofite
geciginin saglanmasi ve koklenmesi lizerine kati 1/2 MS besin ortaminin ve
Plantform sisteminin etkisi Kkarsilastirmali olarak arastirilmistir. Calismada,
Plantform sisteminde Asplenium trichomanes igin 3 saatte bir 10 dk ve 6 saatte bir
10 dk olmak tizere 2 farkli daldirma siiresi uygulanmistir. Her iki kiiltiir kab1 icin 3
saatte 15 dk havalandirma yapacak sekilde sistem ayarlanmistir. En iyi gelisim 3
saatte bir 10 dk daldirma siiresi, 6 saatte 10 dk’daki kiltir kabinda
gozlemlenmistir. Kiiltiir kaplar, Asplenium scolopendrium ve Asplenium ceterach
icin ise 3 saatte bir 10 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Calisma sonucunda elde

edilen sporofit bitkiler dis kosullara aligtirilmistir.

4.1. Kati Kiiltiir Denemelerine Ait Bulgular

Tez kapsaminda gametofit evreden sporofit evreye gegis denemelerinde 6n
caligma olarak NAA (0, 1.0 mg/L), BA (0, 0.5, 1 .0 mg/L) ve GAs (0.5 mg/L)
kombinasyonlarin1  igeren 1/2 MS besin ortaminda sporofit sayisi
(bitkicik/kavanoz) ve sporofit boyu (cm) parametrelerine bakilmistir. Ana deneme
olarak NAA(0.1-0.5 mg/L), BA(1.0 mg/L) ve KIN(1.0 mg/L) kombinasyonlarin
iceren 1/2 MS besin ortami kullanilarak gametofitler’in in vitro’da gelisimleri
gozlemlenmistir. Denemelerinde tiirlere ait sporofite (bitkicik) doniisiim sayisi ve

gametofit agirligi (g) parametreleri incelenmistir.

4.1.1. Asplenium trichomanes Genotipine Ait Kat1 Kiiltiir Bulgular

Asplenium trichomanes egreltisinde 6n ¢alisma sonrasi kati kiiltiirde farkl
hormon konsantrasyonlarinin sporofit (bitkicik/kavanoz) sayisi {izerine etkileri
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (Cizelge 4.1). Asplenium trichomanes

egreltisinde ise Giberellik Asit (GAs)’in etkisi onemli bulunmustur. Cizelge 4.1°¢
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bakildiginda en fazla sporofit sayisi, 0.30 (bitkicik) ile 0.5 mg/L GA; igeren besin
ortaminda saptanmistir. Caligilan 7 konsantrasyonun 6’sinda gametofit evreden

sporofit evreye gecis saglanirken 1 konsantrasyonda gelisim gézlenmemistir (Sekil
4.1).

Cizelge 4.1. Asplenium trichomanes egreltisinin kat1 kiiltlir on ¢aligma
denemesinde sporofit sayisina (bitkicik/kavanoz) ait veriler

Bitki Biiyiime Diizenleyici (mg/L) Asplenium trichomanes
Sporofit Sayisi

0 NAA, 0 BA, 0.5 GAs 0,30

0 NAA, 0.5 BA, 0.5 GAs 0,22
0NAA, 1.0 BA, 0.5 GAs 0,17

1.0 NAA, 1.0 BA, 0.5 GAs 0,10
Kontrol (0 NAA, 0 BA, 0 GA») 0,07

1.0 NAA, 1.0 BA, 0.5 GAs 0,05

1.0 NAA, 0.5 BA, 0.5 GAs 0,00

LSD oram: O.D.
0,38

ONAA-0 BA-0.5 ONAA-0.5BA- ONAA-1BA-0.5 INAA-OBA0.5 KONTROL 1NAA-1BA-0.5 1NAA-0.5BA-
GA3 0.5 GA3 GA3 GA3 GA3 0.5 GA3

Sekil 4.1. Asplenium trichomanes sporofit sayisi (bitkicik/kavanoz)
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Asplenium trichomanes egreltisinde farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin
sporofit boyu iizerine etkisi Cizelge 4.2° de sunulmustur. Bitki boyu verileri
incelendiginde, bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi istatistiksel olarak onemsiz
bulunmustur. En yiiksek bitki boyu, 1.83 cm ile 0,5 mg/L GAj; igeren besin
ortaminda goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Asplenium trichomanes egreltisinde kati kiiltiirlinden elde edilen
sporofitlerin boyu’na (cm) ait veriler

Bitki Biiyiime Diizenleyici (mg/L) Asplenium trichomanes
Sporofit Boyu

0 NAA, 0 BA, 0.5 GAs 1,83

0 NAA, 0.5 BA, 0.5 GA; 1,50

1.0 NAA, 0 BA, 0.5 GAs 1,17

0 NAA, 1.0 BA, 0.5 GAs 0,83

Kontrol 0,33

1.0 NAA, 0.5 BA, 0.5 GAs 0,17

1.0 NAA, 1.0 B, 0.5 GAs 0,17

LSD oriam: O.D.

0.5

0
0 NAA-O BA-05 0NAA-05SBA-0S 1 MAA-0 BAO S 0 NAA-1 BAOS KONTROL 1 NAA-0.5BA-05 1 NAA-1 BA-0OS
GA3 GA3 GA3 GA3 GA3 GA3

Sekil 4.2. Asplenium trichomanes egreltisinin sporofit uzunlugu (bitkicik/kavanoz)
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Ana deneme olarak Asplenium trichomanes egreltisinde farkli biliylime
diizenleyicilerinin gametofit agirligi iizerine etkisi Cizelge 4.3’de verilmistir. Bitki
agirlig verilerine bakildiginda, bitki biliylime diizenleyicilerinin etkisi istatistiksel
olarak dnemsiz bulunmustur. Su ve bitki biiyiime diizenleyicilerini biinyesine alan
en iyi konsantrasyon, 1mg/L BA ve 0.5mg/L NAA (6.76 a) olarak belirlenmistir.
Bunu, sirasiyla 1 mg/L KIN, 0.5 mg/L NAA (5.52a) ve 1 mg/L BA, 0.1 NAA
(4.76a) igeren ortamlar takip etmistir (Sekil 4.4). Asplenium trichomanes

egreltisinin kati kiiltiirde genel goriiniimii Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.3. Asplenium trichomanes egreltisinin kat1 kiiltiir gametofit yapist

30



4. BULGULAR VE TARTISMA Senem UGUR

Cizelge 4.3. Asplenium trichomanes kat1 kiiltiir gametofit agirligina (g) ait veriler

Bitki Biiyiime Diizenleyici (mg/L) Asplenium trichomanes
Gametofit Agirhgi
1.0 BA, 0.5 NAA 6,76
1.0 KIN, 0.5 NAA 5,52
1.0 BA, 0.1 NAA 4,76
Kontrol 4,75
1.0 KIN, 0.1 NAA 4,07
LSD oram : O.D.
8,75
-
525
35
1.75
0

1BA, 0.5 NAA 1KIN, 0.5NAA 1BA, 0.1 NAA KONTROL 1 KIN, 0.1 NAA
Sekil 4.4. Asplenium trichomanes gametofit agirhigi (g)

Asplenium  tricomones egreltisinde farkli biiylime diizenleyicilerinin
sporofit sayis1 (bitkicik/kavanoz) lizerine etkisini gosteren sonuglar Cizelge 4.4’te
verilmistir. Farkli konsantrasyondaki bitki biiyiime diizenleyicileri istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. En iyi sporofit sayis1 (11.67 bitkicik/kavanoz), 1 mg/L
BA ve 0.5mg/L NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.5).
Asplenium trichomanes egreltisinde gametofit evreden sporofit evreye doniisiimii

Sekil 4.6°da verilmistir.
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Cizelge 4.4. Asplenium trichomanes tiiriinde kat1 kiiltiirde gametofitlerin sporofite
donilisme sayisina (bitkicik/kavanoz) ait veriler

Bitki Biiyiime Diizenleyici Asplenium trichomanes
(mg/L) sporofit sayisi
1.0 BA, 0.5 NAA 11,67 a
1.0KIN, 0.1 NAA 5,10b
1.0 BA, 0.1 NAA 2,30b
Kontrol 1,47 b
1.0 KIN, 0.5 NAA 1,07b

LSD oram : 5.59%%*

15

12

0

1BA, 0.5 NAA  1KIN, 0.1 NAA 1BA, 0.1 NAA KONTROL 1 KIN, 0.5 NAA

Sekil 4.5. Asplenium trichomanes egreltisinin kati kiiltiirde sporofit sayist
(bitkicik/kavanoz)
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Sekil 4.6. Asplenium trichomanes kat1 kiiltiirde gametofit evreden sporofite evreye
doniigiimii

4.1.2. Asplenium scolopendrium Genotipine Ait Kat1 Kiiltiir Bulgular

Asplenium scolopendrium egreltisine ait kati kiiltlirde bitki biiylime
diizenleyicilerinin gametofit kiime agirlig1 {izerine olan etkilerini gosteren veriler
Cizelge 4.5’te sunulmugtur. Bitki biiylime diizenleyicilerinin gametofit agirlig
tizerine etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir fakat Asplenium
scolopendrium egreltisinde gametofitlerin en iyi gelisimi hormonlularin yani sira
hormonsuz besi ortaminda saglanmistir (Sekil 4.7). En iyi besin ortamlar1 sirasiyla
kontrol ortami (4.57a), 1mg/L BA + 0.5mg/L NAA (3,66ab) ve 1mg/L KIN +
0.5mg/LL. NAA (3,58ab) olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Asplenium scolopendrium tiirlinde kat1 kiiltiir gametofit agirligina (g)
ait veriler

Bitki Biiyiime Diizenleyici (mg/L) Asplenium scolopendrium
Gametofit Agirhgi(g)
Kontrol 4,57
BA-1.0, NAA-0.5 3,66
KIN-1.0, NAA 0.5 3,58
KIN-1.0, NAA 0.1 2,53
BA-1.0, NAA-0.1 2,45
LSD oram : O.D.
5

375

25

1,25

0

KONTROL 1BA,0.5NAA  1KIN,0.5NAA  1KIN, 0.1NAA  1BA, 0.1 NAA
Sekil 4.7. Asplenium scolopendrium egreltisinin kat1 kiiltiirde gametofit agirlig (g)

Asplenium  scolopendrium egreltisine ait kati kiltir bitki biiyiime
diizenleyici konsantrasyonlarinin sporofit sayisi lizerine etlikleri Cizelge 4.6’da ve
Sekil 8’de verilmistir. Bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonlarinin Asplenium

scolopendrium’da sporofit sayisina etkisi istatistiksel olarak 6nemli olmamasinin
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yani sira, en yiiksek sporofit sayisi verileri 1mg/L BA + 0.1mg/L NAA’da (8.03a)
(bitkicik) ve 1mg/L BA + 0.5mg/L NAA (3.97ab) (bitkicik) iceren besin
ortamlarindan elde edilmistir. Asplenium scolopendrium egreltisine ait kati

kiiltiirde gelisen bitki goriintiileri Sekil 4.9 ve 4.10’da sunulmustur.

Cizelge 4.6. Asplenium scolopendrium tiriinde kati1 kiiltiir sporofit sayisina
(bitkicik/kavanoz) ait veriler

Bitki Biiyiime Diizenleyici Asplenium scolopendrium - Sporofit
(mg/L) Sayisi
1.0 BA, 0.1 NAA 8,03
1.0 BA, 0.5NAA 3,97
1.0 KIN, 0.1 NAA 2,30
Kontrol 2,20
1.0 KIN, 0.5 NAA 0,63
LSD oram: O.D.
9

6,75

45

2,25

0

1BA, 0.1 NAA 1BA, 0.5 NAA 1KIN, 0.1 NAA KONTROL 1KIN, 0.5 NAA
Sekil 4.8. Asplenium scolopendrium kat1 kiiltiirde sporofit sayis1 (bitkicik/kavanoz)
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Sekil 4.9. Asplenium scolopendrium egreltisinin gametofit evredeki genel
goruntimi

Sekil 4.10. Asplenium scolopendrium egreltisinin gametofit evredeki farklilagmasi
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4.1.3. Asplenium ceterach Genotipine Ait Kati Kiiltiir Bulgular:

Asplenium ceterach egreltisinde farkli hormon konsantrasyonlarimin
gametofit agirligi lizerine olan etkileri Cizelge 4.7°de verilmistir. Bitki biiylime
diizenleyicilerinin gametofit kiime agirhigi lizerine olan etkisi istatistiksel olarak
o6nemsiz bulunmustur. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin gametofit evrede olan
kiimelerinin sporofit evreye gecisi saglanamadigi i¢in bitkicige doniisiim
saglanamamistir. Asplenium ceterach egreltisinde gametofitler besinleri ve
hormonlar1 biinyesine esit bir sekilde aldig1 Sekil 4.11°de verilmistir. Asplenium

ceterach egreltisine ait kat1 kiiltiir goriintiisti Sekil 4.12 ve 4.13’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Asplenium ceterach tiriinde kat1 kiiltiir gametofit agirligina (g) ait

veriler
Bitki bilyiime Diizenleyici (mg/L) Asplenium ceterach - Gametofit
Agirhgy
1.0 KIN, 0.1 NAA 2,88
Kontrol 2,82
1.0 BA, 0.1 NAA 2,40
1.0 KIN, 0.5 NAA 2,25
1.0 BA, 0.5 NAA 2,23
LSD otam : O.D.

3,6

29

22

15

0,7

0,0

1KIN-0.1 NAA  KONTROL  1BA-0.1NAA  1KIN-0.5NAA  1BA-0.5NAA
Sekil 4.11. Asplenium ceterach kati kiiltiir gametofit agirlig1 (g)
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Sekil 4.13. Asplenium ceterach egreltisinin kat1 kiiltiirdeki gametofit yapisi
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4.2. Gegici Daldirma Sistemi (Plantform) Denemelerine Ait Bulgular

Kati kiiltiir denemeleri sonucu elde edilen verilere gore gegici daldirma
sisteminde, hormonsuz 1/2 MS ortami kullanilmistir. Asplenium trichomanes
egreltisinde 3 saat ve 6 saat olmak {izere iki farkli daldirma siiresi denenmistir.
Gametofit kiime agirlikliklarina bakilarak kati kiiltiirle gegici daldirma sisteminin

verileri karsilastirilmistir.

4.2.1. Asplenium trichomanes Genotipinde Plantform Bulgulari

Aspenium  trichomanes egreltisinde daldirma  siirelerinin  gametofit
kiimelerine olan etkilerine bakilmastir. 2 farkli daldirma siiresinin arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.8). Gegici daldirma sisteminde 3
saat daldirma siiresinde en basarili sporofite gegis saglanmis olup, bitki kalitesi de
oldukca iyi bulunmustur (34.37a). Daldirma siiresi 6 saat olan bitkilerde
sararmalar meydana gelmis ve sporofite gecis orani daha diisik bulunmustur
(9.15b). Kat1 kiiltiir ve Plantform sistemi daldirma siiresinin sporofit olusumu etkisi

karsilagtirilmasi Sekil 4.14°de sunulmustur.

Cizelge 4.8. Asplenium trichomanes egreltisine ait Plantform siirelerinin

karsilastirilmasi
Daldirma Siiresi Asplenium trichomanes
Sporofit Sayis1
Plantform-3saat 34,37 a
Plantform-6saat 9,15b
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40

30

20

10

0

Daldirma Siresi-3 saat Daldirma Siiresi-6 saat

Sekil 4.14. Asplenium trichomanes egreltisinde daldirma siirelerinin sporofit
sayisina (bitkicik/kavanoz) etkisi

Asplenium trichomanes egreltisinde gecici daldirma sistemi (Plantform) ve
kat1 kiiltiir karsilastirilmasina bakildigi zaman, aralarindaki farkin istatistiksel
olarak dnemli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.9). Plantform sisteminde bitki agirlig
6.32a g iken, kat1 kiiltiirde 4.74 g elde edilmistir. Plantform sisteminin bitki kalitesi
daha canli ve yesil olarak go6zlenirken, besin ortamindaki elementlerin biinyesine
alinmasi da, kat1 kiiltlir denemesine gore daha iyi olarak saptanmistir (Sekil 4.15).
Asplenium trichomanes egreltisinin gametofit evreden sporofit evreye doniisiimiin

Plantform sistemindeki gelisimi Sekil 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Asplenium trichomanes egreltisine ait Plantform ve kati kiiltiir
gametofit agirhigi (g) sonuglar

Asplenium trichomanes

Gametofit Agirhgi (g)

Plantform 6,32a

Kat1 Kiiltiir 4,74b
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5,25

35

1,75

PLANTFORM KATI

Sekil 4.15. Asplenium trichomanes egrelti tlirlinin gametofit agirhiklarinin
karsilastirilmasi

,,,'_- » 4

Sekil 4.16. Asplenium trichomanes tiriiniin Plantform sistemindeki geligimi

4.2.2. Asplenium scolopendrium Genotipine Ait Plantform Bulgular:

Asplenium scolopendrium egreltisinde gegici daldirma (PlanForm) sistemi
ile kat1 kiiltiir denemesindeki bitkilerin agirliklarinin karsilastirilmasi Cizelge 4.10
‘da sunulmustur. Kat1 kiiltiir ve Plantform sistemi istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur. Gametofit agirlik kati kiiltiirde 4.57 g olarak bulunurken, Plantform

sisteminde 2.75 g olarak belirlenmistir (Sekil 4.17). Asplenium scolopendrium
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egreltisinin Plantform sisteminde daha dayanikli ve daha kompakt yapida oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.18).

Cizelge 4.10. Asplenium scolopendrium egreltisine ait Plantform ve kati kiiltiir
gametofit agirhigi (g) sonuglari

Asplenium scolopendrium

Gametofit Agirhg (g)

Kat1 Kiltiir 4,57 a

Plantform 2,75a

5,75

46

3,45
23

1,15

0

KATI KULTUR PLANTFORM

Sekil 4.17. Asplenium scolopendrium egreltisinin kati kiiltir ve Plantform’da
gametofit agirlikliklariin (g) karsilagtiriimasi
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Sekil 4.18. Asplenium scolopendirum tiiriiniin Plantform sistemindeki gelisimi

4.2.3. Asplenium ceterach Genotipine Ait Plantform Bulgular:

Asplenium ceterach egreltisinde gametofit evrede olan kiimelerin
agirliklart kati kiiltiir ve Plantform sistemlerinde karsilastirilmistir (Cizelge 4.11).
Gegici daldirma sistemi ve kati kiiltlirden alinan sonuglar istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. En iyi gametofit kiime agirhgi 4.76a ile Plantform
sisteminden elde edilirken, kat1 kiiltiirde 2.81a olarak belirlenmistir (Sekil 4.19).
Gametofit kiimelerin PlanForm sistemde daha kaliteli ve yesil oldugu Sekil 4.20°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Asplenium ceterach egreltisine ait Plantform ve kat1 kiiltiir gametofit
agirhigi (g) sonuglari

Asplenium ceterach

Gametofit Agirhg (g)

Plantform 4,76 a

Kat1 Kiiltiir 2.81a
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PLANTFORM KATI

Sekil 4.19. Asplenium ceterach egreltisinin kati kiiltiir ve Plantform sisteminde
gametofit agirliklarinin (g) karsilastirilmast

¢ & B

Sekil 4.20. Asplenium ceterach tiiriintin Plantform sistemindeki gelisimi

4.3. D1s Kosullara Alistirma

Tez kapsaminda, Plantform sisteminde 2 farkli daldirma siiresinde gelisen
Asplenium trichomanes bitkileri dis kosullara adapte edilmistir. Dis kosullara
aktarilan bitkilerin yasama oranlar1 incelendiginde %100 olarak gozlemlenmistir.
Kat1 kiiltiirdeki sporofitlerin gelisim orami diisikk oldugu icin dis kosullara

aktarilamamustir. Sekil 4.21°de dis kosullara bitkilerin aktarimi gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Plantform sisteminde gelisim gosteren Asplenium trichomanes tiirtinde
aklimatizasyon

Yiiriitilen tez ¢aligmasinda explant olarak gametofitler kullanilmis ve
yapilan galismalar temel alinarak 1/2 MS besi yeri kullanilmigtir. MS besi yerinin
yan1 sira gametofitlere hormon konsantrasyonlarinin etkisinin daha 6nemli oldugu
saptanmistir. Tirlerin, ayni besi ortaminda gelisimlerinin farkli oldugu
gozlemlenmistir. Diger calismalarda da diisiik dozlarda kullanilan NAA’nin
gametofitlerin sporofite gecislerinde uyartimlarini sagladigi goriilmektedir. Kati
kiltiir denemelerinde Asplenium trichomanes ve Asplenium scolopendrium’da
gametofitten sporofite doniigiimii saglayan en iyi ortamin 1 mg/L BA ve 0.1 mg/L
NAA iceren 1/2 MS oldugu saptanmistir. Goller ve Rybczynski, (2007)nin
yapmis olduklar1 ¢aligmada; farkli cinslere ait 16 egrelti tiiriinde spor kiiltiirii i¢in
MS besi yeri kullanilmigtir. Spor ¢imlenme siiresinde tiirler arasinda farklilik
goriilmiis ve ¢imlenme siiresi ortalama 16 hafta olarak belirlenmistir. Chang ve
ark, (2007) Drynaria fortunei egrelti tiiriinde en yiiksek ¢imlenme orani, 1/2 MS
bazal ortaminda meydana gelmistir. Khan ve ark, (2008) Klasik yontemler ile
iretilmesi zor olan Asplenium nidus’un in vitro’da 1/2 MS besi yerinde
mikrogogaltimi gergeklestirilmistir. Baslangic materyali olarak sporlar kullanilmis
ve +25 °C karanlikta muhafaza edilmistir. Sporlar 12 haftada c¢imlenmis ve
gametofitler saptanmistir. Gametofitler, igerisinde NAA (0.1-0.5 mg/L) ve BAP (1-
4 mg/L) bulunan 122 MS besi yerine aktarilmis ve ¢ogaltimi saglanmistir. MS besi
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yerine Mono sodyum fosfat (NaH,PO,, ilavesinin gametofitik evreden sporofitik
evreye geciste bilylik bir rol oynadigi saptanmistir. Koklenme igin 2.0 mg/L IBA’in
en etkin oldugu belirlenmistir. Winarto ve Da silva, (2012) Gametofit evrede ve
sonrasinda sporofit gelisiminin incelenmesi amaciyla bitkicikler, PNT-2 besi
yerinde kiiltiire alinmig ve en yliksek farklilasmanin meydana geldigi saptanmustir.
Ludwik ve ark, (2008) Son zamanlarda in vitro ¢ogaltim ve ex sitii koruma
yontemleri, nesli tiikenmekte olan popiilasyonlarin gen bankalarini olusturmaya
imkan saglamislardir. Asplenium adulterinum egreltisinde en etkin ¢imlenme,
hormonsuz 122 MS ortaminda olur iken, sporofit olusumu i¢in en etkili ortamin ise
1 mg/L KIN ve 0.1 mg/L NAA igeren 122 MS oldugu belirtilmistir. Kodym ve ark,
(2016) Pteridium esculentum sporlar1 yaz mevsimi bitiminde toplanmis ve in
vitro’da 1/2 MS ve %0.15 aktif karbonlu ortamda ¢imlendirilmistir. Ayn1 ortamda
hizlica kivrimli sekilde gametofit yap1 olusmustur. Winarto ve Da silva, (2012)
Rumohra adiantiformis egreltisinde mikrogogaltim protokolii gelistirilmistir.
Baglangi¢ eksplant1 olarak rizomlar kullanilarak, 0.25 mg/l 2.4D, 0.2 mg/l NAA,
1.0 mg/l BA, 0.5 mg/l TDZ ve 30 g/l sukroz iceren MS ortaminda kiiltiire
alinmistir. Yeni tiretilmis rizomlari ¢ogaltim orani, 0.05 mg/l IAA, 0.25 mg/l BA,
0.5 mg/l KIN, 1 g/l aktif komiir ve 20 g/l sukroz igeren 1/2 MS ortaminda 5.7
rizom/eksplant artis gdstermistir.

Ambrosio (2004)’nin yaptiklar1 ¢alismada Nephrolepis biserrata egrelti
tiriinin in vitro’da sukroz ve pH etkilesimlerini incelemislerdir. Stolon
segmentlerini, 0, 15, 30, 45, 60 g/L sukroz ve 3, 5, 7 ve 9 pH araliklarinda yari-kati
MS besi yerinde kiiltiire almiglardir. Ortamda sukroz olmadigi zaman siirgiin ve
yaprak rejenerasyonunun azaldig1 saptanmistir. Besi yerine sukroz ilavesi ile pH 5
ve 7’de, siirgiin sayisinin her eksplant basina ortalama ve maksimum 51.25 ve
38.25 degerlerine ulastigi belirlenmistir. Sukroz oranlari, 15-45 g/L araliginda iken,
yaprak uzunlugunda artis oldugu gozlenmistir; ancak besi ortamindaki pH 9
oldugunda kuru madde agirlig1 etkilenmezken, yeni yapraklarin olusumu i¢in de

yeterli olmadig1 saptanmistir. Geng sporofitlerin disar1 aktarimi basarili bir sekilde
46



4. BULGULAR VE TARTISMA Senem UGUR

sonu¢lanmigtir . Chang ve ark, (2007), Drynaria fortunei egrelti tiriinde in vitro
kosullarda spor ¢imlenmesi, erken gametofit gelisim ve iireme fazindaki degisim
tizerine pH’nin ve 151k spektrumlarinin etkilerini arastirmiglardir. D.fortunei’nin
sporlari, pH3.7 ile 9.7 arasinda olusmustur. En yiliksek ¢imlenme orani (%63.3),
beyaz 151k altinda pH 7.1°de %2 sukroz i¢eren 1/2 MS bazal ortaminda meydana
gelmistir.

W. Alpina Asplenium cuneifolium, Woodsia genus, Polypodium vulgare,
Woodsia ilvensis, Asplenium adulterinum ve Asplenium septentrionale
egreltilerinde in vitro mikrogogaltim, dig kosullarda koruma ve gen bankalarinin
olusturulmasi ¢alismalart yapilmistir. Gametofit gelisimlerine bakilmistir. 1/2 MS
besi yerinin en iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir. Asplenium adulterinum ve
Polypodium vulgare egrelti tiirlerinde gametofit gelisimi i¢in ortamdaki optimum
sakkaroz konsantrasyonun 20 - 30 g/L olmasi gerektigi saptanmistir. Ortamda
yiiksek miktarda seker bulunmasi durumunda ise gametofit gelisim siirecinde renk
degisimi gozlenmistir (Kromer ve ark,, 2006). Sukrozun egrelti tiirlerinde etkisi
oldukga fazladir 6rnegin sukroz orani diistiitkge bitkideki gametofit gelisimin arttigi
biliniyorken, bu oran arttifi zaman gametofitlerin renginde degisim veya ¢lirlime
oldugunu gozlemlemislerdir. Tez ¢alismasinda Asplenium trichomanes, Asplenium
scolopendrium ve Asplenium ceterach ftiirlerinde gametofitlerin sporofite
donisiimiinde %2’lik sukroz kullanilmigtir. Gametofitlerde renk degisimi veya
olumsuz bir etki goriismemistir. Asplenium trichomanes ve Asplenium
scolopendrium tiirlerinde sporofite doniisiim saglanmistir fakat Asplenium ceterach
gametofit evreden sporofit evreye gecisi saglanamamistir. Ulkemizde dogal olarak
yetigen bazi egrelti tlirlerinin spor kiiltiirii yontemi ile ¢ogaltimlari incelenmistir.
Gametofit evre ve sporofit evrede histolojik analizler yapmustir. Tim bu
caligmalar1 yaparken 1/2 MS besi yeri ile birlikte farkli hormon konsatrasyonlari
denenmistir. Besi yerinin pH’s1 5.5-5.6 olarak ayarlanmistir (Kekil, 2014). pH

dengesi, bitkilerin besin elementleri ve hormonlari biinyesine alma konusunda ¢ok
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etkilidir. Egrelti tiirlerinin en iyi gelisim gosterdigi pH araligi 5.5 - 5.6 olarak
ayarlanmigtir.

Asplenium nidus’un dig ortama aktarimi i¢in en uygun materyalin bahge
kumu oldugu belirlenmistir (Khan ve ark, 2008). Gametofitler sislemeli serada
hindistan cevizi lifi ile gam kabugu eklenmis ortama aktarilmistir. Populasyon ve
bolge farkliligmma karst gametofitlerin %75-100 oraninda 9 haftada sporofite
dontistiigii saptanmistir. Bitkicikler, 3-4 ay sonra olugsmustur (Kodym ve ark,
2016). Rejenere olmus rizomlar koklendirilerek dis ortama aktarilmis ve yasama
orant %97-100 olarak bulunmustur (Winarto ve Da silva, 2012). Austral Bracken
(Pteridium esculentum) egreltisinde in vitro gametofitlerden sporofitlerin mikro
cogaltimini incelemislerdir. /n vitro’da ¢cimlendirilmis sporlardan tiretilen gametofit
kiiltiirler, sporofit kiiltiirlerinde kullanilmistir. %72.4-85 oraninda basarili bir
aklimatizasyon saglanmistir (Willyams ve Daws, 2013). Sporofite doniis saglanan
bitkilerde kok yapisi olusmadigi i¢in Kodym ve ark, (2016)’nin yaptig1 metot
uygulanmig ve sporofite doniisen gametofitler uygun kosullarda sera ortamina her
giin sisleme altinda dig kosullara aktarilmistir.

Nesli tiikenmekte olan Pronephrium triphyllum ve Sphaerostephanos
unitus egrelti tlirlerini korumak amaciyla in vitro da spor kiiltiirii yapmislar ve
mikrogogaltim protokolii olusturmuslardir. Spor ¢imlenmesini, gametofit gelisimini
ve sporofit evreyi incelemislerdir. Knop’s bazal ortaminda Pronephrium
triyllumtiriniin  sporlarini besi yerine almiglar ve yiiksek oranda gelisim
saglamiglardir. Knop’s sivi besi yerinde en iyi sporofit evresi gelisimi meydana
geldigini belirtmiglerdir. Knop’s bazal ortaminda, Sphaerostephanos unitus
egreltisi i¢in ise en yiiksek ¢imlenme orani oldugunu saptamiglardir. In vitro’da
gelisimi tamamlanan egrelti bitkileri, dogal ortamlarinda ve c¢esitli botanik
bahgelerinde koruma altina alinmistir (Marimuthu ve Manicham, 2011).

Protein yoniinden oldukg¢a zengin olan Lemnaminor L. bitkisinin
Tiirkiye’de bol miktarda bulundugunu, Lemnaminor L. bitkisinin ekolojik olarak su

kirliliginin ortadan kaldirilmasinda ve akuakiiltirde ortam dengesinin
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korunmasinda ¢ok 6nemli rol oynadigimi belirtmiglerdir. Bu ¢aligmada, Gegici
Daldirma Sistem Biyoreaktor ile bu bitkinin in vitro ¢ogaltiminin yapilmasi ve
kullanilmig bitki biiylime diizenleyicilerin bitkinin protein miktarina etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir (Yenice ve ark, 2010). Mikrogogaltim igin gecici
daldirma sisteminde Plantform kaplari kullamilmustir. Digitalis lutea x purpurea,
Echinacea purpurea ve Rubus idaeusun mikrogogaltim i¢in gecici daldirma
sistemine aktarilmistir. Biyorektorde cogalma orami ve siirgiin kalitesi agar
ortamina oranla ya benzer etki yada daha iyi sonu¢ vermistir. Siirgiin miktari,
Digitalis ve Rubus igin her iki sistemde de benzerlik gostermistir. Echinacea’da
onemli derecede kaliteli siirglin miktar1 biyoreaktor sisteminde olusmustur. Bu
kaplarin mikrogogaltimda kullaniminin uygun oldugu saptanmistir (Welander ve
ark, 2014). Gegici daldirma biyorektor sistemi kullanilarak ¢in su kestanesinin
cogaltimi basarili bir sekilde yapilmistir. Simdiye kadar olan ¢aligmalarda etkili bir
cogalma saglanamamitir. Bu calisma ile, ¢in su kestanesinin bitki gévdesinden ve
rizom kismindan ayrilmig siirgiin kismi, gecici daldirmayla birlikte klasik yari-kati
ortamda incelenmistir ve her 8 saatte bir 15 dakika besin ortamina daldirilmigtir.
Elde edilen bulgular, gecici daldirma sisteminin, kiigiik ¢in su kestanesi bitkisinin
¢ogaltimi i¢in giivenli ve etkili metot oldugunu gostermistir (Gao ve ark, 2014).
Siis bitkilerinden Carex oshimensis ve Chrysanthemum morifolium ile meyve
tirlerinden Ficus carica ve Ribes rubrum bitkilerinde gecici daldirma sistemi ile
siirglinlerin ¢ogaltimint ¢alisilmisdir. Arastirmacilar, Plantform sistemiyle daha
yiiksek kalitede bitki elde ettiklerini bildirmislerdir (Lambardi ve ark, 2015). iki
farkli Mersin bitkisinin (Myrtus communis), kati kiltir ve gecici daldirma
sisteminin karsilagtirilmasina bakilmistir. Gegici daldirma sisteminde ise 4 saat ve
8 saat daldirma siiresi karsilagtirilmasi incelenmistir. 8 saat siire sikliginda olan
bitkicikler daldirma siiresi 4 saat olan sisteme gore daha basarili ¢gikmistir (Bigen,
2017). C-35 sitranj1 ve Tuzcu 31-31 turuncu anaglarinin, kati kiiltiir ortamlar1 ve
Plantform sistemindeki mikrogogaltimlar1 ve koklendirme karsilastirmasina

bakilmigtir. Mikrogogaltim ve koklenme icin belirlenen en iyi besin ortami igerigi
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ile Plantform sisteminde ¢aligilmistir. Plantform sisteminde kati kiiltlire gore daha
iyi sonuglar elde edilmistir (Cengiz, 2018). Denemelerde bitkilerin ve gesitlerin
onemli olacag gibi sistemler de dnemlidir ve birbirinden farkli sonuglar ortaya
¢ikarmaktadirlar. Gegici daldirma sistemleri BIG, RITA, PLANTFORM,
PLANTIMA, SETIS vb. ¢esitleri mevcuttur. Deneme kapsaminda Plantform
sistemi kullanilmig ve egreltilerin dogadaki ortaminin aynisi olan sisteme
aktarilmistir. Daldirmanin onemi egreltilerde oldukca fazladir bunun yani sira
daldirma siiresinin sikligida onemlidir. Yapilan 6nceki ¢aligmalarda genellikle 8
saatte bir daldirma siiresinde olumlu sonuglar alinirken, bu siire sikligini suyu
seven bir bitki olarak bilenen egreltilerde en iyi 3 saat daldirma siiresinde
gbzlenmistir.

Ticari degeri olan Adiantum capillus-veneris L. ‘de mikrogogaltim
protokoliinii gelistirilmistir. Sukroz’un 3 farkli konsantrasyonu (%1.5, %3, %4.5)
spor c¢imlenmesi i¢in denenmistir. Jel ortami, sivi ortam ve gegici daldirma
sistemleri uygulanmigtir. Sporlar da %1.5 sukroz ile %80.6 oraninda ¢imlenmistir.
En iyi yas agirlik ise gecici daldirma sisteminde kaydedilmistir (Vilchez ve ark,
2014). Egreltilerde literatiirlere bakacak oldugumuzda gegici daldirma sistemiyle
ilgili c¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bundan oOnceki calismalarda da
goriildiigii gibi Vilchez yaptig1 ¢alismada, materyal olarak sporlart kullanmistir ve
en basarili sonucu diisiik konsantrasyonlu sukroz’dan almigtir. Yapilan tez
caligmasinda 3 farkli gametofit evrede olan egrelti tiirliniin Plantform sisteminde
daldirma siklig1 3 saat ve 6 saat siirelerinin gametofitlere etkisine, yas agirligina ve
sporofite doniisiimiine bakilmigtir. En iyi daldirma siiresi 3 saat olan egreltiler daha
yesil, daha canli ve sporofite doniisiim orani fazladir bunun yani sira 6 saatlik
siirede olan gametofitler de sararlamalar meydana gelmis ve bitkiye doniigiim orani
daha az olarak bulunmustur. Egreltilerin dogasindaki ortamda oldugu gibi su ve

nemi sevdigi i¢in Plantform sistemi bu bitki i¢in birebir uygundur.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismasinda, {i¢ egrelti tiiriiniin (Asplenium trichomanes, Aspelinum
scolopendrium, Aspelnium ceterach) kati kiltirde gametofitten sporofite
donisiimii denemeleri yapilmis olup, sporofite doniisiimiine ve gametofit agirligina
gore Plantform sisteminde sonuglar1 karsilagtirilmistir. Kati kiiltiirde gametofit
evrede sporofit evreye gecis denemelerinde 6n ¢alisma olarak 1/2 MS besin ortami
iceren NAA (0, 1.0 mg/L), BA (0, 0.5, 1.0 mg/L) ve GA; (0.5 mg/L)
kombinasyonlarinda sporofit sayist (adet/bitkicik) ve bitki boyu (cm)
parametrelerine bakilmistir. Ana deneme olarak 1/2 MS igeren NAA (0.1-0.5
mg/L) , BA (1.0 mg/L) ve KIN (1.0 mg/L) konsantrasyonlarinin kombinasyonlari
kullanilmistir. Denemelerinde tiirlere ait sporofit’e (bitkicik) doniigiim ve gametofit
agirhign (g) parametreleri alinmistir. Asplenium trichomanes tiiri igin gametofit
agirhik tim hormon konsantrasyonu i¢in ayni ¢ikmistir fakat en iyi sporofite
donisim BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L ‘de meydana gelmistir. Asplenium
scolopendrium tirii igin en iyi gametofit agirlik kontrol ortami, BA 1.0
mg/L+NAA 0.5mg/L ve KIN 1.0 mg/L + NAA 0.5mg/L. ‘da oldugu belirlenmistir.
En yiiksek sporofit gelisimi BA 1.0 mg/L+NAA 0.1mg/L ve BA 1.0 mg/L + NAA
0.5mg/L olan besin ortamlarinda elde edilmistir. Asplenium ceterach tirii igin
gametofit agirlik istatistiksel agidan dnemsiz bulunmustur ve sporofit’e doniisiim
saglanamamistir. Asplenium tricomones tiriinde 3 saat ve 6 saat daldirma siiresi
denenmistir. En iyi daldirma siiresi 3 saat olarak belirlenmistir ve bu siire diger 2
tiir iginde uygulanmustir. Plantform sistemi i¢in 1/2 MS igeren besin ortamlari
kullanismistir.  Plantform sistemiyle kat1 kiiltiiri  kargilastirdigimiz  zaman
Asplenium trichomanes igin gametofit agirliklar arasinda fark 6nemli bulunmustur.
Sporofit doniisiime bakildigi zaman Plantform sisteminde bulunan kiimelerdeki
bitkicikler kat1 kiiltiire gore daha fazladir. Asplenium scolopendrium tirii igin
gametofit agirlik kati kiiltiir ve Plantform karsilastirildigt zaman Onemsiz

bulunmustur. Asplenium ceterach tiiriinde ise Plantform sistemi kat1 kiiltiire gore
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daha basarili ve kaliteli gametofitler elde edilmistir fakat her iki sistem arasinda
istatistiksel fark bulunmamistir. Asplenium tricomones tiirinde daldirma siiresi 3
saat olan sporofitlerin gelisim iyi oldugu icin bagarili bir sekilde disariya
aktarilmigtir. Genel olarak Plantform sistemindeki gametofitlere bakildiginda nem
ve su bakimindan dogal yasamiyla bire bir oldugundan doéllenme ve besin
ihtiyacin1 normal ve homojen bi¢cimde gergeklesmektedir. Kati kiiltiire bakildigi
zaman gametofitler sadece besin alimi saglamaktadir. Gametofitlerin canlilig1 ve
kalitesine baktigimizda Plantformda bulunan gametofitler daha kaliteli ve daha
yesil bitkiler elde edilmistir.

Yapilan tez calismasinda elde edilen sonuglara gore onerilen metodlar;

1. Doku kiiltiiriinde gelistirilen gametofit evrede olan egreltiler dis ortama
aktarilarak serada sisleme yapilabilir.

2. Kaullanilan besi ortami konsantrasyonlar degistirilmeli ve ortama NaH,PO,
eklenerek farklilasma gozlenebilir.

3. Plantform sisteminde bitki biiyiime diizenleyici kullanilarak gametofitlere
etkisi incelenmelidir.

4. Plantform sisteminde daldirma ve havalandirma siireleri daha kisa
tutularak egrelti otunun dogadaki dongiisiiyle benzerligine bakilabilir.

5. Planform sisteminin yani sira bagka gegici daldirma sistemleri kullanilarak

gametofitlerin sporofite doniisiimii saglanabilir.
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