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Tez Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Cevdet GUMUS
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Yesil alanlara duyulan ihtiyacin ve kurakligin giderek arttigi giiniimiizde ekstrem cevre
kosullarina uyum saglayabilecek ¢ok sayida bitkiye ihtiyag duyulmaktadir. Sukulent bitkiler bu
amaca hizmet eden 6nemli bir bitki grubunu olusturmaktadir. Haworthia gerek siis bitkisi
olarak gerekse tibbi amaglarla kullanilan ekonomik degeri yiiksek onemli sukulent bitki
cinslerinden biri olup Xanthorrhoeaceae familyasinda yer almaktadir. Siis bitkileri
yetistiriciliginde en 6nemli tiirlerinden biri olan Haworthia fasciata (Willd.) Haw., dekoratif
yapraklari ile alana canlilik katan, bakimi kolay olmas1 nedeniyle kullanicilar tarafindan tercih
edilen, ¢ok yillik kiiciik yapili bitkilerdir. Bu arastirmada Haworthia fasciata ‘Alba’
kiiltivarinin doku kiiltiirii yontemi ile mikrogogaltimi iizerinde ¢alisilmistir. Temel besin ortami
olarak %3 sakaroz ile %0.7 agar iceren MS, eksplant kaynagi olarak ise gen¢ yapraklar
kullanilmigtir. In vitro adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine eksplant tipi ve biiyiimeyi
diizenleyici maddelerin etkisi arastirilmistir. Yaprak tabani iceren tam yapraklarin eksplant
olarak kullanildig1 ve biiylimeyi diizenleyici i¢eren besin ortami kombinasyonlarindan olumlu
sonuglar alinmistir. Bliyiimeyi diizenleyici igermeyen kontrol grubu (MS) uygulamalarinda
herhangi bir organogenesis meydana gelmemis, 2,4-D igeren uygulamalarda ise gelisme kallus
seklinde olmus, bitkiye donisim gerceklesmemistir. IAA iceren oksin sitokinin

kombinasyonlarindan en yiiksek sayida adventif siirgiinler elde edilmistir. En yiiksek sayida



stirglinler 1.0 mg/L. BAP+0.5 mg/L TAA (4.67+0.58 adet), 1.0 mg/L Kinetin+ 1.0 mg/L TAA
(4.25£0.50 adet) ve 2.0 mg/L Kinetin+ 1.0 mg/L IAA (4.00+£0.82 adet) uygulamalarinda tespit
edilmistir. Elde edilen siirgiinler in vitro kosullarda biliyiimeyi diizenleyici iceren veya
icermeyen MS ve 2 MS ortaminda basarili bir sekilde koklendirilmistir. Kdklendirilen
bitkicikler torf, perlit + torf (3:1) torf + pomza tas1 (3:1) karisimu ile esit oranlarda torf + perlit

+ pomza tas1 karisimlarinda basarili bir sekilde %100 oraninda dis kosullara alistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrogogaltim, bitki gelisim diizenleyiciler, eksplant tipi, organogenesis,

Haworthia fasciata, i¢ mekan bitkilendirme.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATIONS ON PRODUCTION OF ZEBRA PLANT (Haworthia sp.) BY
TISSUE CULTURE

Emine SOLMAZ

Bartin University
Graduate School
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Thesis Advisor: Assist. Prof. Dr. Cevdet GUMUS
Bartin-2022, pp: 45

Today, the need for green areas and drought is increasing daily, and there is a need for many
plants that can adapt to extreme environmental conditions. Succulent plants constitute an
important plant group that serves this purpose. Haworthia, it is one of the important succulent
plant genera with high economic value, used both as an ornamental plant and for medicinal
purposes, and is in the Xanthorrhoeaceae family. Haworthia fasciata (Willd.) Haw. which is
one of the most important species in ornamental plant cultivation, is a small perennial plant that
adds vitality to the area with its decorative leaves and is preferred by users due to its easy care.
This study is about the micropropagation of Haworthia fasciata ‘Alba’ cultivar by tissue culture
method. MS containing 3% sucrose and 0.7% agar was used as the basal nutrient medium, and
young leaves were used as explant. The effects of explant type and growth regulators on in vitro
adventitious shoot regeneration were investigated. Positive results were obtained from
combining whole leaves containing leaf bases as explants and nutrient media containing growth
regulators. No organogenesis occurred in the control group (MS) applications that did not
contain growth regulators, while the development was in the form of callus in the applications
containing 2,4-D, and no transformation into the plant occurred. The highest number of
adventitious shoots were obtained from the combinations of auxin cytokinins containing I1AA.
The highest number of shoots 1.0 mg/L BAP+0.5 mg/L I1AA (4.67+0.58 units), 1.0 mg/L
Kinetin+ 1.0 mg/L TAA (4.25+0.50 units) and 2.0 mg/L Kinetin+ 1.0 mg/L IAA (4.00+0.82).

vii



The resulting shoots were successfully rooted in MS and /2 MS medium with or without growth
regulators in vitro. Rooted plantlets were successfully acclimatized to external conditions at a
ratio of 100% in the mixture of peat, perlite + peat (3:1), peat + pumice stone (3:1) and peat +

perlite + pumice stone in equal proportions.

Keywords: Micropropagation, plant growth regulators, explant type, organogenesis,
Haworthia fasciata, indoor planting.
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1. GIRIS

Iklim degisikligine bagl olarak artis gdsteren kuraklik, hem diinyada hem de Tiirkiye’de her
gecen giin biiyilik bir ¢evre sorunu haline gelmektedir. Kurakliga kars1 alinabilecek 6nlemler
igerisinde en etkili olan1 kaynaklarin dogru ve verimli bir sekilde kullanilmasidir. Bitkiler i¢in
de hayati 6neme sahip olan suyun kullanimi siirdiiriilebilirlik agisindan son derece 6nemlidir.
Buna bagli olarak peyzaj mimarlig1 tasarim ve uygulamalarinda, gerek i¢ mekan gerek dis
mekan bitkilendirmesinde su ihtiyaci az olan bitkilere yonelim artmistir. Kurakliga dayanikli

bitkilerin basinda ise sukulent bitkiler gelmektedir.

Sukulentler, kisitli su imkanlarina ve yiiksek sicakliklara sahip ¢evre kosullarina habituslar ve
yasam bigimleriyle adaptasyon saglayabilen 6nemli bir bitki grubudur. Etli govde ve
yapraklarinda su depolayan ve bir¢ogu kserofit olan sukulent bitkiler; ¢ok katli, kalin ¢eperli
epidermis ve kalin kiitikula tabakasi sayesinde su kaybini onleyerek kurakliga dayanikli hale
gelmektedirler. Sukulentlerin bu fonksiyonlariyla birlikte yaprak ve ¢i¢eklerinin bigim, doku,
renk gibi ilgi ¢ekici ozellikleri nedeniyle de i¢c mekan ve dis mekan tasarimlarinda tercih
edilmektedirler (Oztan ve Arslan, 1992; Karahan ve Angin, 2008; Onder ve Polat, 2009).

Sukulent bitkiler peyzaj mimarliginda fakli mekanlarda degisik amaglarla kullanilmaktadir. D1g
mekanlarda kaya bahgelerinde, ¢at1 bahcelerinde, bitki parterlerinde, i¢ mekanlarda saks1 bitkisi
olarak, aranjmanlar icerisinde ve terraryumlarda kullanilmaktadir. Kullanim alanlar1 ¢esitliligi
ve yuksek nitelikleri neticesinde siis bitkileri yetistiriciligindeki pazar payr da giin gegtikce

artmaktadir.

Sukulentler siis bitkisi olarak kullaniminin yaninda farmakolojik 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle tibbi amaglarla da kullanilmaktadir. igerdigi flavonoidler, tanenler, alkoloidler,
fitosteroller ve aromatik asitler gibi fitokimyasallar nedeniyle antimikrobiyal, antioksidan, anti-
enflamatuar aktiviteye sahiptirler (Askin Celik ve Aslantiirk, 2018). Ayrica geleneksel sifacilar
tarafindan kotiiliikten korunmak i¢in manevi bir gare olarak ve kan temizleyici, oksiiriik, deri
dokiintiileri, glines yaniklari, yaniklar vb. hastaliklara kars1 tedavi olarak da kullanilmaktadir

(Coopoosamy ve Naidoo, 2011).



Tiiketiciler arasinda sukulent bitki grubu igerisinde yer alan kaktiislerin ortamdaki radyasyonu
absorbe ettigi gibi bilimsel temele dayanmayan yaygin bir inanig bulunmaktadir. Bu inanisin
temelinde kaktiislerin fazla miktarda su icerdigi i¢in (%88-90) iyi bir radyasyon emici oldugu
iddia edilmektedir. Suyun radyasyonu absorbe ettigi bilimsel bir ger¢ektir. Ancak kaktiislerden
daha fazla su iceren bitkiler de bulunmaktadir. Ornegin; hiyar %96, kabak %95, turp %95,
kereviz %95 domates %94, lahana %92-93, karpuz %92, greyfurt %91 oraninda su
igermektedir. Bu yaygin inanisa gore bu bitkilerin radyasyonu kaktiislerden daha iyi absorbe
etmesi gerekir dolayisiyla bu inanigin bilimsel olarak dogruluk pay1 yoktur (Zencirkiran ve

Zeybek, 2016).

Sukulent bitkilerin birgok familyaya ait cins, tiir ve varyeteleri bulunmaktadir. Sukulentlere ait
30°dan fazla cins, 1300 kadar da tiir tespit edilmistir (Karahan ve Angin, 2008). Cactaceae
familyasi, say1 bakimindan en fazla sukulent cins ve tiiriinii barindiran familyadir. Cactaceae
familyasini sirastyla Amaryllidaceae ve Euphorbiaceae familyalari takip etmektedir (Arslan ve
Erding, 2007; Karahan ve Angin, 2008). Agave, Aloe, Crassula., Echevieria., Haworthia.,
Kalanchoe., Mammillaria., Sansevieria., Sedum ve Sempervium siis bitkileri yetistiriciliginde

onemli sukulent cinsleridir.

Haworthia peyzaj mimarisinde gerek i¢ mekan gerekse dis mekan bitkilendirme tasarimlarinda
kullanilan 6nemli sukulent cinslerinden biridir. Genellikle dekoratif yapraklari i¢in yetistirilen
cok yillik kiiciik yapili bitkilerdir. Estetik 6zelliklere sahip yapraklari ile bulunduklar1 alana
canlilik katarlar. Fazla bakim gerektirmeyen kanaatkar bir tiir olmas1 nedeniyle de kullanicilar

tarafindan tercih edilmektedir.

Zebra Kaktiisii (Haworthia fasciata)’niin geleneksel iiretimi tohum, ¢elik ve ayirma ile
yapilmaktadir. Bu yontemlerle cogaltimda siirli sayida bitki elde edilebilmekte ve uzun
zamana ihtiya¢ duyulmaktadir (Pilbeam, 1983; Chen vd., 2019). Bu da hem maliyet hem de is
giicii agisindan dezavantajli bir durum olusturmaktadir. Doku kiiltiirleri ise bu sinirli {iretim
miktarlarini artirabilecek iiretim teknikleri olarak kabul gormektedir. Basit olarak, laboratuvar
kosullarinda bitkilerin kisa bir siirede klonal olarak hizli ¢ogaltimi seklinde
tanimlayabilecegimiz in vitro mikrogogaltim giiniimiizde orkide, soganl bitkiler, Anthurium
sp., Spathiphyllum sp., Afrika meneksesi, Gerbera sp. gibi siis bitkilerinde ticari olarak

uygulanmaktadir.



Baz1 Haworthia tiirlerinin klonal hizli ¢ogaltimini arastirmak amaciyla doku kiiltiirii
yonteminin kullanildig1 birgok bilimsel ¢alisma bulunmaktadir. Uretimin daha hizl1 ve seri hale
gelebilmesi i¢in Haworthia tiirlerinin mikrogogaltim ¢alismalarina agirlik verilmesi ve bu

konuda iiretim protokoliiniin olusturulmasi1 gerekmektedir.

Bu tez kapsaminda, H. fasciata ‘Alba’ kiiltivarinin mikrogogaltim olanaklarinin arastirilmasi
amaglanmis olup, oksin ve sitokinin cinsi ve dozlari, eksplant tipleri ve besin ortami
bilesimlerinin siirglin rejenerasyonu ve siirgiinlerin  koklenmesi {izerindeki etkileri

incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

Xanthorrhoeacea familyasinda yer alan Haworthia Giiney Afrika ve Namibya'ya 6zgii bir
cinstir. Fransiz doktor ve sukulent uzmani Henri Auguste Duval, 1809 yilinda Haworthia
cinsini Aloe cinsinden ayirmistir. Daha sonra Giliney Afrika'dan Avrupa'ya gelen, hayatinin
cogunu Aizoaceae ve Asphodelaceae familyalarmnin yeni tiirlerini tanimlamaya adayan ingiliz
tiiccar Adrian Haworth'un onuruna adlandirmistir (Nuzhyna ve Gaydarzhy, 2015).

Haworthia cinsi genis bir morfolojik ¢esitlilik gostermektedir. Eskiden taksonomistlerin
bitkileri ayr1 ayr1 siniflandirmalar1 nedeniyle cinsin taksonomisinde bir belirsizlik durumu
olusmus, tiiralt1 seviyede 400’iin {izerinde isim kullanilmistir (Court, 1981; Mycock vd., 1997).
Giiniimiiz bitki sistematikgileri bunlardan birgogunu sinonim olarak kabul ederek, tiir ve tiiralti
seviyede 269 takson belirlemistir (URL-1, 2022). Cinsin genis bir varyasyona sahip olmasi
nedeniyle bilim insanlar1 bu cins i¢in “taksonominin problem ¢ocugu” olarak bahsetmektedirler
(Bayer, 2009). Tiir teshisini zorlagtiran diger bir faktor de, 6zellikle kurak mevsimlerde

yapraklarinin tamamina yakininin yer altina ¢ekilmesidir (Biko’o vd., 2011).

Siis bitkileri yetistiriciliginde kullanilan bir¢ok ticari tiiri Haworthia bulunmaktadir. Bunlar
Haworthia attenuata (Haw.) Haw., H. bolusii Baker, H. cooperi Baker, H. cymbiformis (Haw.)
Duval, H. glauca Baker, H. limifolia Marloth, H. mutica Haw., H. pumila (L.) Duval, H.
reinwardtii (Salm-Dyck) Haw., H. retusa (L.) Duval, H. venossa (Lam.) Haw. ve H. fasciata
(Willd.) Haw.’dur.

Haworthia cinsinde yapilan sitolojik c¢alismalarla bazi1 tiirlerin kromozom sayilari
belirlenmistir. Diploid yapidaki kromozom sayilari tiirlere gore degisiklik gostermektedir. Vosa
ve Bayer (1986), H. aranea, H. chloracantha, H. decipiens, H. floribunda, H. glauca, H.
magnifica, H. maughanii, H. mirabilis, H. nigra, H. radula, H. reticulata, H. scabra, H. serrata,
H. starkiana, H. viscosa tiirlerinin 2n=14 kromozoma, Jessy vd. (2005) ise H. limifolia 2n=21,
H. reinwardti 2n=35, H. papillosa ve H. fasciata 2n=14 kromozoma sahip oldugunu

bildirmistir.

Haworthia tiirleri dekoratif yapraklari igin yetistirilmektedir. Yapraklar genellikle rozet

formunda, etli, sert, mizrak seklinde, sapsiz, dogrudan gévdeye bagli olmakla birlikte uzunlugu
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2,5-15 cm arasinda degismektedir. Yaprak renkleri tiirler arasinda genis bir ¢esitlilik
gostermektedir. Genellikle yesil renkteki yapraklar stres kosullarinda kirmizi veya mora
doniisebilmektedir. Bazi tiirlerde yapraklarin arka yiizeyinde nokta veya ¢izgi seklinde
glimiisi/beyaz renkli lekeler bulunur. Ci¢ceklenme donemi tiirlere gore degiskenlik gostermekle
birlikte basak yapidaki ¢igekleri, bitkinin ortasindan uzayan uzun bir sap iizerinde pembe veya

beyaz renkli, oldukea kiigiik ve gosterissizdir (Odabas, 1993).

Haworthia tiirleri dogal habitatinda kuvarsit {izerindeki kumlu topraklarda ya da riyolit
tizerindeki killi topraklarda yetigmektedir. Direkt gilines 15181 ve sert riizgarlara maruz
kalmayan, yangin ihtimalinin minimum diizeyde oldugu g¢evre kosullarini tercih etmektedir.
Uzun siireli kurakliklar, yangin, habitat kayb1 ve bitkinin dogadan kontrolsiizce toplanmasi
tirlerin popiilasyonunu olumsuz etkilemektedir. Haworthia cinsinin bazi endemik tiirleri hem
dogal etmenler hem de insan faaliyetleri sonucunda dar cografi alanlarinin degismesiyle yok

olma tehlikesiyle kars1 karsiyadir (Biko’o vd., 2011).

Haworthia cinsi ekstrem ¢evre kosullarina dayaniklidir. Ancak iyi bir gelisme i¢in optimum
cevre kosullart saglanmalidir. En diistik 7°C en yliksek 24°C’de iyi bir gelisme gostermektedir.
Yazin yar1 golge, kisin bol giines ve aydinlik yerlerden hoslanmaktadir. Yazin bol su ve diisiik
nispi nem isteyen bitki i¢in kisin ¢ok az ve diizenli sulama gerekmektedir (Odabas, 1993). Dar
yaprakli Haworthia. tiirleri pek ¢ok etli bitkiye gore daha ¢ok suya gereksinim duymaktadir.
Kalin yaprakli tiirler de her mevsim dikkatle sulanmalidir (Oge, 1997).

Zebra Kaktiisii (Haworthia fasciata yaprak celikleri ile gogaltilmaktadir. Bunun yaninda tohum
ve ayirma ile de tiretilebilmektedir. Tohumla ¢ogaltim bitkilerde meydana gelen genetik agilim
nedeniyle tercih edilmemektedir. Ana bitkinin tiim 6zelliklerine sahip biiyiik 6lgekli tiretimde
vejetatif ¢ogaltim yontemleri kullanilmaktadir. Ancak vejetatif yontemlerle ¢ogaltimda da
sinirl sayida bitki elde edilebilmekte ve uzun zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum ticari
amacl lretim faaliyetlerinde dezavantaj olusturmaktadir (Pilbeam, 1983; Chen vd., 2019).
Bitki doku kiiltiiri yontemleri ¢ogaltma katsayisini artiran iiretim siirecini kisaltan bir yontem

olarak son yillarda bircok kiiltiir bitkisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bitki doku kiiltiiriine yonelik ilk ¢alisma 1902 yilinda Alman botanik¢i Gottlieb Haberlandt
tarafindan bitkilerin totipotensi 6zelliginin kesfedilmesinden sonra yapilmistir. Bu ¢alismada,

izole edilmis bitki hiicreleri bir besin ¢ozeltisi i¢inde yetistirilmistir. Bununla birlikte, ilk
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basaril1 bitki hiicresi kiiltiirii 1922'de Kolte ve Robbins tarafindan gerceklestirilmistir (Dias vd.,
2016; igigen, 2019).

Bitkilerin doku kiiltiirii yoluyla iiretimi 1940’11 yillarda baslamis ve 1970’lere gelindiginde
tarimsal agidan dnemli baz tiirlerin 6zellikle siis bitkilerinin biiylik 6lgekli tiretimi baglamistir.
Son 40 yilda, doku kiiltiirii yoluyla {iretilen bitki tlirlerinin sayist 6nemli Sl¢iide artmustir.
1980’lerde doku kiiltiirii ile elde edilmis bitkiler yilda 500 milyon adedi agmis olup, iiretilen bu
bitkilerin %50 ila %75’ini siis bitkileri kapsamaktadir (Debergh 1994). 1990°1arin basinda yillik
tiretim 663 milyon adetken, 1990’larin sonlarinda doku kiiltiirii ile yillik tiretim 800 milyon

adete ulasmustir (Ashloowalia vd. 2004; Kazaz vd., 2020).

Bitki doku kiiltiirii; laboratuvarda steril kosullarda, yapay bir besin ortami igerisinde, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (cesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku,
bitki veya bitkisel iriinlerin (sekonder metabolitler gibi) iiretilmesidir (Babaoglu vd., 2002).
Kiiltiire alman doku veya organ kismma gore isimlendirilir (Or.meristem kiiltiirii, embriyo
kiiltiirti, anter kiiltiirii, protoplast kiiltiirii vb.). Bitki 1slahinda yeni gesit gelistirmek, mevcut
cesitlerde genetik varyabilite olugturmak, hastaliksiz bitki elde etmek, bitkilerin {iretim siiresini
kisaltarak g¢ogaltim katsayisini artirmak, g¢ogaltimi zor olan veya nesli tehlikede olan tiirleri
cogaltmak, bitkileri uzun siireli muhafaza etmek, yurtici veya yurt digina bitkiciklerin
transferini kolaylastirmak gibi farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir (Pierik, 1997; Zencirkiran,

1998; Giirel vd., 2001; Kii¢iikahmetler vd., 2002).

Doku kiiltiirleri tekniklerinde kisa siirede ve ¢ok sayida ayni genotipik yapida bitki iiretimi
“mikrogogaltim” olarak isimlendirilir. Mikrogogaltim, eksplant - besin ortamlarinin se¢imi ve
hazirlanmast ile baslayaran kallus ve hiicre siispansiyonlarmin kurulmasi, bitki
rejenerasyonunun uyarilmasi, in Vitro siirglinlerin g¢ogaltilmasi ve boylarinin uzatilmasi,
somatik embriyolarin olgunlastirilmasi, in vitro siirgiinlerin koklendirilmesi ve koklii
bitkiciklerin dis ortama alistirilmasi (aklimatizasyon) gibi birbirini takip eden asamalardan

olusan zincirleme bir {iretim siirecini ifade etmektedir (Babaoglu vd., 2002).

Bitkiler i¢in optimum biiylime kosullarinin saglanmasi amaciyla temel madde olarak su, makro
elementler, mikro elementler, vitaminler, amino asitler, bitki biiyiime diizenleyiciler (oksinler,

sitokininler, giberellinler, absisik asit, etilen), sekerler (sakkaroz, glikoz), jellestirici maddeler



(agar, agarose) ihtiva eden besi yerleri kullanilmaktadir. Bitkinin tiirline ve ihtiyacina gore bu
maddelerin miktar1 degiskenlik gostermektedir. Mikrogogaltimda en ¢ok kullanilan besin
ortami1 MS (Murashige ve Skoog, 1962)’dir. Bu maddelerin yan1 sira kiiltiir kosullar1 (ortamin
pH degeri, sicaklik, 151k, nem orani) da mikrogogaltimin basarisin1 etkileyen Onemli

faktorlerdir. (Babaoglu vd., 2002; Murashige ve Skoog 1962).

Doku kiiltiirii teknikleri ile Haworthia tiirlerinin mikrogogaltiminin arastirildigi birgok bilimsel
¢alisma bulunmaktadir. Haworthia tiirlerinde yapilan bu mikrogogaltim ¢alismalari derlenerek

asagida kronolojik siraya gore 6zetlenmistir.

Literatiir incelemesinde Haworthia cinsinde ilk doku kiiltiirii yontemi ile tiretim ¢alismasinin
Kaul ve Sabharwal (1969) tarafindan yapildigi goriilmiistiir. Arastiricilar, bazi Haworthia
tiirlerinde cigek saplarini kullanarak in vitro siirgiin rejenerasyonu elde etmeyi amaglamustir.
Bu amagla temel besin ortami olarak degistirilmis White’s ortamini kullanmislar, besin
ortamina ekledikleri kazein hidrolizat, hindistan cevizi siitii gibi organik maddeler ile biiyiimeyi
diizenleyici maddelerden IAA, NAA ve Kinetin’in etkisini arastirmislardir. Calismada kontrol
grubu ile kazein hidrolizat ilave edilen uygulamalarda higbir gelisme olmadigi, 1AA (1.0,
2.0mg/l) - Kinetin (0.5, 1.0) hormon kombinasyonlarinda kiiltiiriin 12-15.haftasinda, %20
oraninda hindistan cevizi siitliiniin ilave edildigi ortamlarda ise kiiltiirlin 6-10. haftasinda

braktelerin ekseninde 1-4 adet arasinda siirgiin meydana geldigi rapor edilmistir.

Ogihara (1979), ti¢ farkli oksin (2,4-D, IAA, NAA) ve kinetinin Haworthia seteta tiiriinde
kallus ve siirglin olusumu iizerine etkilerini incelemistir. Calismada 50 mg/l dozundaki tiim
oksinlerin kallus olusumunu engelledigi, kinetin ile birlikte kombine edilen NAA’in kallus
gelisimi ve siirgilin farklilasmasini tesvik ettigi tespit edilmistir. Arastirmada, kinetin icermeyen
diisiik IAA konsantrasyonlarinin siirgiin farklilasmasina olumlu etkide bulundugu goriiliirken
kalluslardaki klorofil olusumunda ise etkisiz kaldigi1 goriilmistiir. 0.1mg/l 2,4-D ilave edilen
ortamlarda kalluslarda yesillenme veya siirgiin farklilasmas1 meydana gelmemistir. Arastirici,
en yiiksek klorofil igerigine sahip olan kalluslarin, 2.0 mg/I kinetin veya 2.0 mg/l Kinetin + 0.1
mg/l NAA igeren besiyerinde gozlendigini, en yiiksek siirgiin farklilasma oraninin ise %67 ile

0.1 mg/l IAA igeren ortamlarda meydana geldigini bildirmistir.

Beyl ve Sharma (1983), Gasteria verrucosa Haw ve Haworthia fasciata Haw. tiirlerinde

somatik embriyo olusumu iizerine picloram ve 2,4-D’nin etkisini arastirmistir. Bu amagla farkli
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yaprak kisimlarini (yaprak ucu, ortast ve tabani) oksin olarak Picloram (0.5, 1.0, 2.0, 3.0mg/L)
ve 2,4-D (0, 1.0, 2.0, 3.0 mg/L) sitokinin olarak ise kinetin (0.25, 1.0 mg1/L) ilave ettikleri MS
besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Calismada, karbon kaynagi olarak %2 oraninda sukroz,
jellestirici madde olarak ise %0.8 oraninda agar kullanilmis, tiim ortamlarin pH’s1 5.8 e
ayarlanmistir. Arastiricilar Kallus ve embriyo uyarimi bakimindan kinetinin her iki dozunda da
Picloramin 2,4-D’ye gore daha iyi performans gosterdigini bildirmistir. Embriyolar baslangicta,
yapragin ana eksenine paralel olarak lineer diizende epidermisin hemen altindaki bolgeden sar1,
kompakt kiiresel kiitleler halinde ortaya ¢ikmis, daha sonra kalp seklinde bir goriiniim almastir.
Arastiricilar kiiltiirtin 12.haftasinda Gasteria verrucosa Haw tiiriinde tiim yaprak kisimlarindan
somatik embriyo meydana gelirken, Haworthia fasciata Haw. tiiriinde yaprak tabanindan

hazirlanan eksplantlardan somatik embriyo meydana geldigini vurgulamstir.

Kochhar (1983), Haworthia mirabilis tiriinde kinetin ile ABA (absisik asit)
kombinasyonlarinin kallus olusumuna etkilerini arastirmistir. Arastirmada ¢icek sapi
eksplantlar1 farkli cins ve dozda biiylimeyi diizenleyici igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Biiylimeyi engelleyici bir hormon olan ABA’in kinetin ile kombine edildiginde Haworthia
mirabilis’te kallus olusumunu uyardigi rapor edilmistir. Kallus gelisiminin diisiik biiyiimeyi
diizenleyici dozlarinda gerceklestigi, ABA ve kinetinin tek baglarina olumlu etkide

bulunmadig1 bilgisi paylasilmistir.

Hayashi (1987), Aloe cinsinin 23 tiirii ile Haworthia, Astroloba, Poellnitzia, Chortolirion
cinslerinin tiim tiirleri ve ¢esitleri de dahil olmak tizere 500'den fazla bitkiyi in vitro olarak
kiiltiire almistir. On arastirmalarda, MS + 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BA ortam bilesiminin
incelenen bitkilerin ¢ogunda kallus biiylimesi i¢in uygun oldugu bulunmustur. Bu yiizden,
calisma boyunca bu ortam kullanilmistir. Bitkilerin ¢ogu kallus ve dolayli adventif siirgiinler
tretmistir. Arastirmada Haworthia tiirlerinde 2-3 ay igerisinde kallus uyarimi gergeklestigi,
olusan kalluslarin ise yumusak ve beyaz renkte, kolayca biiyiidiigii ve ¢ok sayida siirgiin tirettigi

bilgisi paylasiimigtir.

Sun vd. (1987), Haworthia magnifica v. Poelln'in protoplastlarindan bitki rejenerasyonu
calismistir. Arastirici, ¢igek tomurcuklari, pistil ve ¢igek saplarini eksplant kaynagi olarak
kullanmigtir. Eksplantlar, kazein hidrolizat (250, 500 mg/l), 2,4 D (0.2, 1.0, 3.0 mg/l), NAA
(0.25, 0.5 mg/l), IAA (1.0 mg/l), kinetin (0.2, 0.8, 1.5, 2.0 mg/l), BAP (0.5 mg/l) ve zeatin (0.5

mg/l) igeren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. 14 giin igerisinde tiim eksplant tiplerinde kallus
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olusumu gozlenmistir. Kallus olusumundan birkag hafta sonra ise kok ve siirgiinlerin gelistigi

rapor edilmistir.

Rogers (1993a), Haworthia comptoniana’nin yaprak eksplantlarini 0 - 10 mg/L BA i¢eren MS
ortamlarinda kiiltiire alarak BA seviyesinin kallus ve siirgiin olusumu fizerine etkilerini
incelemigtir. Calisma sonucunda siirgiin proliferasyonu ve uzunlugunun BA tarafindan 6nemli
derecede etkilendigi bildirilmis, en fazla siirgiin sayis1 0.5 mg/l BA ig¢eren ortamlarda meydana
gelirken, en uzun siirgilinler ise 0.1 mg/l BA igceren ortamda tespit edilmistir. Calismada yiiksek

BA dozlarmin siirgiin boyunu azalttig1 6ne siiriilmiistiir.

Rogers (1993b)’in bir diger ¢alismasinda ise siis bitkisi olarak degerlendirilen bes nadir
Haworthia tiiriiniin yaprak eksplantlarini 1.0, 2.0 veya 4.0 mg/L dozlarinda Kinetin veya BA
iceren katt MS ortaminda kiiltiire alarak in vitro ¢ogaltim prosediirii olusturmaya calismistir.
Haworthia retusa 'Dekenahii’, Haworthia retusa 'Giant Form', Haworthia emelyae 'Sandkraal’,
Haworthia mirabilis 'Mundula’', ve Haworthia mutica 'da kiiltiiriin 8.haftasinda adventif siiriin
olusumunun basladigy, siirgiin rejenerasyonu ve gelisimi bakimindan optimum sitokinin tipi ve
dozunun tiirlere gore 1.0-2.0 mg/L arasinda degistigi, diisiik sitokinin dozlarmin siirgiin sayisini
ve uzunlugunu artirdig tespit edilmistir. Siirgiinler in vitro kosullarda vermikulit igerisinde

koklendirilmistir. Somaklonal varyasyonun gozlenmedigi bu caligma nadir Haworthia

genotiplerinin ¢ogaltiminda tavsiye edilmistir.

Richwine vd. (1995)’nin Aloe, Gasteria ve Haworthia cinsine ait bazi tiirlerde yaptigi
calismada siirgiin kiiltiirlerinde baslangic materyali olarak olgunlagsmamis cigek saplarini
kullanmigtir. 5,4 um zeatin ribozit igeren modifiye edilmis MS ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlar 8-12 hafta igerisinde siirgiin olusturmaya baslamigtir. Siirgiinler in vitro olarak

kolaylikla koklendirilmis ve koklendirilen bitkiler topraga aktarilmistir.

Mycock vd. (1997) nesli tiikenmekte olan Haworthia koelmaniorum ve Haworthia limifolia,
tiiriiniin somatik embriyogenez kullanilarak mikrogogaltimini arastirmistir. Somatik embriyo
olusumu igin temel besin ortami olarak MS + 20 g/L sukroz + 10 g/L agar karisimi kullanilmas,
besin ortaminin pH’ s1 5.6’ya ayarlanmistir. Hawortthia limifolia i¢in 2,4-D (1.0, 2.0 ve 5.0
mg/l) + picloram (1.0 ve 2.0 mg/l) ve 0.25 mg/1 kinetin + 1.0 veya 2.0 mg/l picloram
kombinasyonlari test edilmistir. 2 mg/L 2,4 D igeren ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlarda

(yapraklarin 1/3’liik u¢ kismini) en iyi direkt somatik embriyogenesis meydana gelmistir.
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Bununla birlikte, embriyoidler bitki biiylime diizenleyici icermeyen ortama transfer
edildiklerinde ¢imlenmemis, aksine kallus olusumu gozlenmis daha sonra sekonder
embriyogeneze maruz kalmistir. Haworthia koelmaniorum tiiriinde ise embriyo uyartim
ortamma 2.0 mg/l picloram ve 0.25 mg/l kinetin eklenerek 0.1, 0.2 ve 0.3 mg/I
konsantrasyonlarinda ABA'nin embriyoid uyartimi tizerindeki etkisi test edilmistir. 0.2 veya
0.3 mg/L ABA'e maruz birakilan yaprak eksplantlarinin somatik hiicrelerinden dogrudan
¢imlenme yetenegindeki somatik embriyoidler gelismistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar

yakin akraba tiirlerin bile farkli gereksinimleri oldugunu gostermistir.

Lizumi ve Amaki (2011), Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval tiirliniin ince hiicre tabakasi
(TCL) kiiltiirii ile mikrogogaltimim arastirmustir. ince hiicre tabaka eksplantlar1 yaprak ve
govde kisimlarindan 1-3 mm kalinhiginda hazirlanmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu
once %70 etanolde 10 saniye ardindan %1’lik NaOCI’te 13 dakika tutularak saglanmstir.
Eksplantlar pH’1 5.6’ya ayarlanmis, 0.1 mg/I BA ile 0.5 veya 1.0 mg/l IAA ilave edilmis MS +
30 g/L sukroz ortaminda Kkiiltiire alinarak, 24+2 °C sicaklikta 16/8 aydinlik/karanlik
fotoperyodik diizende inkiibe edilmistir. Yalnizca govde eksplantlar1 {izerinde adventif
stirgiinler meydana gelmis, en yiiksek siirgiin sayis1 0.1 mg/L BA ilave edilen ortamda eksplant
basima 24.0 adet olarak gerceklesmistir. Yapraklardan hazirlanan eksplantlardan ise siirgiin

rejenerasyonu ger¢eklesmemistir.

Liu vd. (2017), Haworthia turgida Haw. tiiriiniin hizli ve etkili bir mikrogogaltim yontemini
olusturmak i¢in yaptig1 ¢aligmalarda bitki biiyiime diizenleyicilerinin kallus rejenerasyonu,
adventif siirgiin farklilasmasi ve kok olusumu iizerindeki etkisini arastirmigtir. Eksplant
kaynagi olarak kullanilan geng yapraklar 6nce musluk suyu altinda birka¢ damla s1vi deterjanla
30 dakika boyunca yikanmis ardindan %70 etanolde 30 sn tutularak dezenfekte edilmistir.
Sterilize edilmis yapraklar, 0.5-1.0 cm'lik pargalar halinde kesildikten sonra kiiltiir ortamina
aktarilmigtir. Kiltiir ortam1 olarak Murashige ve Skoog tuzlari, %3 sukroz ve %0.7 agar
kullanilmistir. Ortam pH'1 5.8'e ayarlanmistir. En yiiksek kallus uyarimi yiizdesi (%95,6), 1.0
mg/L BA ve 0,1 mg/L NAA ilave edilen MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarindan
elde edilmis ve bu kallus uyarim ortamma 2.5 mg/L TDZ eklendiginde optimal kallus
proliferasyonu tespit edilmistir. En yiiksek siirgiin sayisi (25.7 adet) MS + 1.0 mg/L BA + 0.2
mg/L 2,4-D kombinasyonunda kiiltiire alinan kalluslardan elde edilmistir. Siirgiin basina en
yiiksek kok sayisi (6.2 adet) ve en yiiksek koklenme yiizdesi (%82.0) MS + 0.05 mg/L NAA

ortam bilesiminde inokule edilen adventif siirgiinlerden elde edilmistir. In vitro siirgilinler
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toprak ve vermikulit karisimina dikilerek serada dis kosullara alistirilmistir. Dis kosullara

transfer edilen bitkiciklerin basar1 orani ise %91.6 olarak bildirilmistir.

Hashemi vd. (2018), Haworthia truncata tiiriinde siirgiin rejenerasyonu iizerine sitokininlerin
ve besin ortaminin, siirgiinlerin koklendirilmesinde ise oksinlerin etkisini arastirmistir.
Tomurcuk igeren yaprak eksplantlarini proliferasyon i¢in BAP (0, 1.0, 2.0 mg/L) veya 2.0 mg/L
Kinetin, koklenme i¢in 1.0 ve 2.0 mg/L IBA ilave ettikleri MS ve % MS ortaminda kiiltiire
almistir. Arastirma sonugclar1 iki temel besin ortam1 (MS, 2 MS) arasinda siirgilinlerin yas
agirhig bakimindan 6nemli bir fark olmadigin1 gostermistir. En yliksek siirgiin proliferasyonu
(%87.7) 2.0 mg/L Kinetin i¢eren ortamlarda, eksplant basina diisen en yiiksek ortalama siirgiin
sayist ise (4.6 ve 4.4 adet) 2.0 ve 1.0 mg/L BAP iceren ortamlarda, en yiiksek koklenme yiizdesi
ise (%90.5 ve %80.5) 1.0 ve 2.0 mg/L IBA ilave edilen MS besin ortaminda tespit edilmistir.

Kim vd. (2018), Haworthia maughanii'nin in vitro Kkitlesel iiretimi {izerine biiyiimeyi
diizenleyici maddelerin etkisini arastirdigi ¢alismasinda, kallus olusumu i¢in uygun eksplant
kaynaklarini, siirglin olusumu ve koklenme i¢in de optimum biiylimeyi diizenleyici
konsantrasyonlarini belirlemeyi amaglamistir. Kallus olusumu i¢in uygun bitki kisimlarini
tespit etmek igin yaprak, ¢igek ve ¢igek sap1 eksplantlarini O - 2.0 mg/l NAA ile 0 - 2.0 mg/I
TDZ igeren MS besin ortaminda kiiltiire almistir. Calismada 1.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l TDZ,
2.0 mg/l NAA + 2 mg/l TDZ uygulamalar ile 1.0 - 2.0 mg/l NAA ilave edilen ortamlarda
eksplantlarin tamami %100 oraninda Kallus olusturmustur. En etkili bitki kisimlarinin yapraklar
olarak belirlendigi arastirmada, 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l BA uygulamalari en yiiksek siirgiin

sayisini (22.0 adet) vermistir.

Chen vd. (2019), ticari Haworthia ‘Sansenjyu’ (H. obtusaxH. comptoniana) ¢esidinde kallus
proliferasyonu ve siirgiin rejenerasyonu iizerine biiyiimeyi diizenleyici maddelerin ve 1s1k
intensitesinin etkisini arastirmistir. Caligma kapsaminda 5 mm'lik ¢icek sap1 eksplantlari farkli
konsantrasyonlardaki BA ve NAA ilave edilmis MS besin ortaminda kiiltiire alinarak 10 pmol/
m?/s veya 45 umol /m?/s 11k intensitesinde inkiibe edilmistir. En yiiksek kallus proliferasyon
indeksi (%93.15) 10 pmol /m?%/s 151k siddetinde inkiibe edilen 1.0 mg/ L BA + 0.1 mg /L NAA
ortam bilesiminde kiiltiire alinan 6rneklerde, en iyi siirgiin proliferasyon orani (%65.57-81.01)
ise 45 pmol /m?%s 151k intensitesinde inkiibe edilen 1.0 mg/L BA + 0-0.4 mg/L NAA ortam
bilesiminde kiiltiire alinan 6rneklerde tespit edilmistir. Maksimum kok uzunlugu (15.57mm) ve

koklenme frekansi (siirgiin basma 17 kok) MS + 0.4 mg/L NAA + 0.4mg/L IBA ortam
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kombinasyonunda inokule edilen adventif siirgiinlerden elde edilmistir. Dis kosullara transfer
edilen bitkiciklerde canlilik oranm1i %100 olarak belirlenmis, 11 hafta icerisinde ¢igek

saplarindan etkili bir mikrogogaltim prosediirii gelistirilmistir.

Kim vd. (2019 a), Haworthia retusa'da somatik embriyogenez iizerine oksinlerin etkisini
arastirmis ve etkili bir in vitro bitki rejenerasyon yontemi olusturmustur. Serada yetistirilen
bitkilerin yapraklar1 6nce akar su altinda iyice yikanarak steril distile su ile durulanmis, daha
sonra, 60 saniye boyunca %70 (v/v) etanol ile, ardindan birka¢ damla Tween 20 iceren %2.0
(v/v) sodyum hipoklorit ile 10 dakika siireyle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Ardindan
steril saf su ile bes kez durulanarak steril filtre kagidi kullanilarak kurutulmustur. Yaprak
eksplantlarindan MS ortamina farkli dozlarda 2,4-D, IAA, IBA ve NAA tek baglarina veya 4
uM TDZ ile kombine edilerek eklendiginde somatik embriyo uyarimi gerceklesmistir.
Calismada kullanilan dort oksin igerisinde somatik embriyo uyarimi bakimindan en umut
vadeden oksin IBA olarak belirlenmis, en yiiksek somatik embriyo uyarimi (%60.7) yaprak
eksplanti basina 20.7 embriyo ortalamasi ile 20 uM IBA ilave edilen MS besiyerinde
gozlenmistir. Oksin bulunan ortamlara 4 uM TDZ ilavesi, somatik embriyo frekansi ve somatik
embriyo sayisini artirmistir. Somatik embriyogenezis i¢in IBA + TDZ en iyi ortam
kombinasyonu olmustur. En yiiksek somatik embriyo uyarim insidansi (%2100) ortalama 55.8
somatik embriyo ile 16 uM IBA + 4 uM TDZ igeren kiiltiir ortamlarinda meydana gelmistir.
Somatik embriyolar 2 uM GAj3 ilave edilmis MS besin ortaminda en iyi ¢imlenmeyi
gostermistir. In vitro bitkicikler arasinda bir miktar morfolojik varyasyonlar gozlenmistir.

Cimlendirme ortamindan gelen iy1 gelismis bitkicikler serada dis ortama alistirilmistir.

Kim vd. (2019 b), 2018 yilinda Haworthia maughanii tiiriinde yaptiklar1 ¢alismaya benzer bir
caligmay1 Haworthia truncata tiirtinde tekrarlamiglardir. H. truncata tiiriiniin in vitro kitlesel
iiretimi lizerine biiyiimeyi diizenleyici maddelerin etkisini arastirdigi calismasinda, kallus
olusumu i¢in uygun eksplant kaynaklarini, siirglin olusumu ve koklenme i¢in de optimum
biliyiimeyi diizenleyici konsantrasyonlarin1 belirlemeyi amaglamistir. Eksplant olarak
yapraklar, ¢igek tomucugu ve g¢igek saplarmi kullanmistir. Calismada yaprak ve ¢igek
tomurcugu eksplantlart 1.0-2.0 mg/L NAA ve 1.0mg/L NAA + 2.0mg/L TDZ uygulamalarinda
%100 oraninda kallus olusumu gostermistir. Cigek sap1 eksplantlart ise 2.0mg/L NAA +
2.0mg/L TDZ uygulamalarinda %75 oraninda kallus olusturmustur. Yapraklar en etkili
eksplant kaynagi olarak belirlenmistir. Kalluslardan en ytiksek siirgiin olusumu orani 0.1mg/L

NAA uygulamasinda, en fazla siirgiin sayisi ise 66.3 adet ile 1.0mg/L NAA + 0.1 mg/l BA
12



uygulamasindan elde edilmistir. Farkli substrat karigimlarinda akklimatizasyona alinan in vitro
bitkiciklerde bitki boyu ve dis goriiniis bakimindan 6nemli bir farklilik goriilmemistir. Kiiltiir
kosullarinin optimizasyonun H.truncata tiiriiniin in vitro kitlesel ¢ogaltimindan sorumlu oldugu

ifade edilmistir.

Reshma vd. (2020) Haworthia cinsinin 5 farkli ticari ¢esidi ile H. splendens tiirtinde biiylime
diizenleyicilerin somatik embriyogenez tizerine etkisini arastirmistir. Calismada, Haworthia
‘Natalie’, ‘Musin’, ‘Tiffany x Fertenon B Com’, ‘Baeckbong’, ‘White Wolf ¢esitleri ile H.
splendens tiiriine ait bitkilerden hazirlanan ¢igek sap1 eksplantlar1 biiyiimeyi diizenleyici igeren
veya icermeyen MS veya /2 MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Eksplantlar musluk suyu
altinda yikandiktan sonra %70'lik etanolde 60 saniye tutulmus ardindan 2 damla Tween-20
damlatilmis %1°lik NaOCl’te 10 dakika bekletilerek yiizeysel sterilizasyona tabi tutulmustur.
Arastirmada 8 farkli besiyeri kullanilmistir. Besin ortamlarinin hazirlanmasinda biiylime
diizenleyici iceren/igermeyen MS ve 2 MS ortamlari, biiyiime diizenleyici olarak kinetin ve
BA, sakaroz (20.0 g/L), hindistan cevizi suyu (20.0 ml/L) ve Gelrite (2.0 g/L) kullanilmustir.
Besin ortamlarinin pH’s1 5.8’e ayarlandiktan sonra 121°C’de otoklavlanmistir. Tiim kiiltiirler
24 + 1°C sicaklikta 16/8 saatlik bir fotoperiyodik diizende 40 pumol-m?-slik bir 151k
yogunlugunda fliioresan lambalar kullanilarak inkiibe edilmistir. Calisma sonucunda, bes
cesitten liglinde siirgiin ve kallus uyarimi gozlenirken, diger iki ¢esit ve bir tiirde sadece kallus
uyarimi gozlenmistir. Biiylime diizenleyici icermeyen ortamlardan 2 MS, siirgiin ve kallus
uyarimi bakimindan MS ortamindan daha iyi performans gostermistir. Kinetin ve BA ilave
edilen alt1 ortamda siirgiin olusumu gézlenmemis, yalnizca H. splendens ve ‘White Wolf’
¢esidinde kallus olusumu goriilmiistiir. Cigek saplarmin geng olan iist kisimlarindan hazirlanan
eksplantlarda organogenez daha basarili bulunmustur. Arastirmada, en yiiksek siirgiin ve kok
olusumu NAA igeren besiyerinde gozlenirken, BA igeren besiyerinde koklenme meydana
gelmemistir. 18 haftalik kiiltiir siiresinde en fazla siirgiin sayis1 (20,8 + 0,29) Tiffany x Fertenon
B Com ¢esidinde 1.4 mg/L BA igeren besiyerinde, en fazla kok sayisi ise 0.05 mg/L NAA igeren

ortamda Haworthia ‘Natalie’ ¢esidinde tespit edilmistir.

Kharrazi vd. (2022), H.cooperi Baker tiirliniin in vitro ¢ogaltimini optimize etmek amaciyla {i¢
asamal1 bir calisma yiiriitmiistiir. Arastiricilar, eksplant kaynagi olarak yapraklar1 kullanmistir.
Arastirmanin ilk agsamasinda rejenerasyon tizerine farkli sitokinin (BA ve Kinetin) cinsi ve
dozunun (0, 1, 2, 3 mg/1), ikinci asamasinda bitkicik gelisimi lizerine farkli besin ortami regetesi

(MS ve Bs) ve konsantrasyonlarinin (yarit ve tam kuvvetinde), liglincii asamasinda ise
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bitkiciklerin koklenmesi tizerine farkli oksin cinsi (NAA, IBA ve IAA) ve dozlarinin (0, 0.5,
1.0 ve 1.5 mg/L) etkileri arastirilmistir. Arastirma sonucunda BA ve Kinetin’in siirgiin
olusumunu artirdig1, her iki hormonun dozunun artmastyla siirgiin sayisinin da arttig1 ancak bu
hususta BA’in daha etkili oldugu, hormon i¢ermeyen ortamlarda ise siirgiin olusumunun
meydan gelmedigi, en fazla bitkicik sayisini (5.50 adet) MS + 0.5 mg/l NAA + 3.0mg/L BA
ortam kombinasyonun verdigi, bitkicik gelisimi lizerine MS besin ortaminin B5 ortamina goére
daha iyi performans gosterdigi, en iyi koklenme sonuglari ise Y2 MS + 1.0 mg/l IAA ortam

bilesiminde tespit edilmistir.

Bilimsel literatiiriin incelenmesi sonucu Haworthia cinsine ait birgok tiirde mikrogogaltim
caligmalarina rastlanmis, Haworthia fasciata (Willd.) Haw. tiiriinde ise sinirl sayida bilimsel
calismanin oldugu anlasiimistir. Ulkemizde ise Haworthia fasciata (Willd.) Haw. tiiriiniin doku
kiiltiirii ile ¢ogaltimi ile ilgili bilimsel bir literatiir ile karsilagiimamistir. Dolayisiyla bu tez
calismas1 Haworthia fasciata (Willd.) Haw. tiirtiniin mikrogogaltimi konusunda iilkemizde

yapilan ilk arastirma 6zelligi tasimaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda Haworthia fasciata ‘Alba’ kiiltivarina ait bitkilerin yaprak
eksplantlar1 kullanarak adventif siirgiin rejenerasyonu elde etme, in vitro adventif siirgiinleri
koklendirme ve in vitro bitkicikleri dis kosullara alistirma asamalarinin tamamlanarak bir

mikrocogaltim prosediiriiniin olusturulmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismanin in vitro asamalari 2019-2022 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari ile Bartin Universitesi
Orman Fakiiltesi Orman Endiistri Mithendisligi Boliimii Laboratuvarlarinda, ex vitro agamalari

ise Bartin Universitesi Bartin Meslek Yiiksekokulu Uygulama Seralari’nda yiiriitiilmiistiir.
3.1 Materyal

Calismada Haworthia fasciata ‘Alba’ kiiltivarina ait bitkilerin yapraklart materyal olarak
kullanilmistir. Ticari yetistiricilikte fincan saksilarda (5.5 cm) satisa sunulan geng bireyler
dondr bitki olarak tercih edilmistir. Denemelerde kullanilan bitki 6rneklerine iliskin goriintiiler
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bitki materyali Bartin’da sukulent bitki iiretimi yapan Cakirlar

Tarimland firmasindan temin edilmistir.

Sekil 3.1: Haworthia fasciata ‘Alba’ kiiltivarina ait donor bitki 6rnekleri
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3.2 Metot
3.2.1 Genel in vitro Kiiltiir Kosullar:

In vitro calismalar hepa filtreli laminar akish steril kabin (Bilser Biosafety Cabinet Class Il)
icerisinde yapilmistir. Steril kabin kontaminasyon riskini minimize etmek amaciyla her
kullanimdan 6nce %70’lik etil alkol ile dezenfekte edildikten sonra 30 dakika boyunca UV
lamba c¢alistirilarak steril hale getirilmistir. Calismada kullanilan cam kavanoz, durulama
isleminde kullanilmak {izere hazirlanan 1 litrelik saf su dolu siseler, aliminyum folyo ile
sartlmis pens, bistiiri, kurutma kagidi gibi yardimci materyaller 1.2 atm basing altinda,
121°C’de 60 dakika siire ile otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan ekipmanlarin tamami
%70’lik etil alkol piiskiirtiilerek kabin icerisine alinmistir. Dikim esnasinda pens ve bistiiri
devamli olarak dnce % 96’lik etil alkole batirilip daha sonra alev lambasina tutularak sterilize
edilmistir. Kabin igerisinde ¢alisirken steril ortamin devamliligi i¢in eller ve kabin i¢i diizenli

araliklarla %70’lik etil alkolle muamele edilmistir.

3.2.2 Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Denemelerde temel besin ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) ortami1 kullanilmigtir. Besin
ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilan %100 saf kimyasal maddelerin 6nce stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Organik maddelerin x100’lik stok ¢ozeltileri -20°C’de derin dondurucuda,
inorganik tuzlarin x10’luk stok ¢ozeltileri ise +4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Dikim
yapilmasindan 6nce stok ¢ozeltilerden gerekli miktarlarda alinip karistirilmis ve sulandirilarak
esas besin ortam1 hazirlanmigtir. Ortamlarin pH’1, agar ve seker katilmasindan 6nce, 0.1 M HCI
(hidroklorikasit) ya da IN NaOH (sodyum hidroksit) kullanilarak mikrogogaltimda olumlu
sonuglar verdigi bildirilen 5.7°e ayarlanmistir. Temel besin ortami igerisine karbon kaynagi

olarak %3 oraninda sakaroz, jellestirici madde olarak ise %0.7 oraninda agar ilave edilmistir.

Literatiir aragtirmasindan elde edilen bilgiler 1s1§inda siirgiin rejenerasyonu elde edebilmek
amaciyla oksin ve sitokininlerin farkli cins ve dozlari denemeye alinmistir. Bu amagla oksin
grubu hormonlardan 1AA, IBA, 2,4-D’nin 0.2 0.5 ve 1.0 mg/l dozlari, sitokinin grubu

hormonlardan Kinetin ve BAP’1n 1.0 ve 2.0 mg/1 dozlar1 kullanilmustir.

In vitro siirgiinlerin koklendirilmesinde hormonsuz MS ve % MS ile MS besin ortamina farkli

konsantrasyonlarda ilave edilen oksin grubu hormonlarin tek olarak veya kombine olarak
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etkileri aragtirllmigtir. Bu amacla kullanilan oksin veya oksin kombinasyonlari sunlardir: IBA
(0.1,0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l), NAA (0.1 ve 0.2), IBA (0.1 mg/l ) + NAA (0.4 mg/l), IBA (0.4
mg/l ) + NAA (0.4 mg/l) .

Besin ortamlarinin Sterilizasyonu 1.2 atm basing altinda, 121°C’de 20 dakika siire ile
yapilmistir. Son olarak otoklavlanan ortamlar kabin igerisinde bulunan 250 ml’lik cam
kavanozlara 50°ser ml olacak sekilde paylastirilmis ve agarin katilagmasi i¢in sogumaya

birakilmistir. Temel besin ortaminin (MS) bilesimi Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1: Temel besin ortami (MS) bilesimleri (Murashige ve Skoog, 1962).

BILESENLER MS (mg/l)
Makro Elementler
NH4NO3 1650
KH2PO4 170
MgS0O4.7H.O 370
KNO3 1900
CaCl,.2H20 440
Mikro Elementler
MnSO4.4H,0 22.30
H3BOs3 6.2
CuS04.5H,0 0.025
FeS04.7H20 27.8
ZnS04.7H>0 8.6
CoCl2.6H20 0.025
Kl 0.83
NaxMo004.2H,0 0.25
Na,EDTA 37.3
Vitaminler
Nikotinik Asit 0.5
Thiamin-HCI 0.1
Pridoksin-HCI 0.5
Glisin 2.0
Myo-inositol 100

3.2.3 Yiizeysel Sterilizasyon

Bitkisel materyalin yiizey sterilizasyonuna baslarken oncelikle bitki kok bogazindan bistiiri
yardimt ile kesilerek, yetistirme ortamindaki torf ve gozle goriilebilecek diger kalintilardan
arindirmak amaciyla musluk suyu altinda 15 dakika yikanmistir. Daha sonra 2-3 damla Tween-
20 ilave edilmis %15°’lik NaOCI icerisinde 30 dakika tutularak diizenli araliklarla

calkalanmistir. Bu asamadan sonra sterilizasyon islemlerine aseptik kosullar altinda steril kabin
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icerisinde devam edilmistir. Eksplantlar steril saf su ile en az 3 defa olmak iizere 5’er dakika
boyunca durulama islemine tabi tutulmustur. Durulanan eksplantlar kurutma kagidi {izerine

alinip fazla sularindan arindirilarak dikim i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.2: Yiizeysel sterilizasyon asamalar1 a) Bitki 6rneklerinin musluk suyu altinda
yikanmast b) Ticari NaOCI igerisinde bekletme  c¢) Durulama sonrasi

yapraklar tizerinde kalan saf suyun kaba filtre kagitlari ile uzaklastirilmasi

3.2.4 Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Kiiltiir Ortamina Dikimi

Sterilizasyon iglemleri tamamlanan bitki Orneklerinden pens ve bistiiri yardimiyla yaprak
eksplantlar1 hazirlanmistir. Yaprak eksplantlarinin  hazirlanmasinda 2 farkli  yontem
kullanilmistir. I. yontemde yaprak ayasi her kisim 0.5-1.0 cm biiyiikliigiinde olacak sekilde
parcalara ayrilmis, II. yontemde ise eksplant olarak yaprak tabanini da i¢ine alan tam yaprak
kullanilmigtir. Eksplantlar 7.5 X 10 cm ebatlarindaki cam kavanozlarda her kavanozda 3-5
eksplant olacak sekilde kiiltiire alinmistir. Dikim islemleri tamamlanan kavanozlarin agzi sikica
kapatildiktan sonra stre¢ filmle en az 3 tur sarilmis dis ortam ile baglantis1 tamamen kesilmistir.

Son olarak {izerine cam yazar kalem ile besin ortami igerigi ve tarih bilgisi not edilmistir.
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Sekil 3.3: Eksplantlarin kiiltiir ortamina dikimi

3.2.5 inkiibasyon Kosullari

Dikim iglemi tamamlanan kiiltiirler siirgiin rejenerasyonu elde etmek amaciyla 234+2°C sicaklik,
% 70 nem ve 2000lix 151k siddetindeki 16/8 aydinlik/karanlik fotoperyodik diizene sahip
iklimlendirme dolaplarinda inkiibe edilmistir. Siirgiinlerin koklendirilmesi asamasi da ayni
iklim kosullarinda gergeklestirilmistir. Eksplantlar her 3-4 haftada bir ayni ortamlarinda alt

kiiltiirlere alinmig, gelisen Kallus ve siirglin sayilar1 haftalik olarak not edilmistir.

3.2.6 Dis Kosullara Ahstirma (Akklimatizasyon)

Kok sayist (3-5 adet) ve kok uzunlugu (1-3 cm) bakimindan yeterli goriilen bitkicikler kok
kisimlarina zarar vermeden musluk suyu altinda yikanarak agardan arindirtlmistir. Agarli besin
ortamindan arindirilan kokli bitkicikler, 121°C de 30 dakika siire ile otoklavlanarak sterilize
edilen 4 farkl yetistirme ortamina dikilmistir. Yetistirme ortami olarak torf, perlit + torf (3:1
oraninda) ve torf + pomza tas1 (3:1 oraninda) karisimu ile esit oranlarda torf + perlit + pomza

tast karisimlart kullanilmigtir. 3 X 3 ¢m ebatlarindaki viyoller igerisine doldurulan steril

19



yetistirme ortamlara in vitro bitkiciklerin dikim islemi gerceklestirilmistir. Dikim iglemi
tamamlanan viyoller 12 x 16 x 10 cm ebatlarindaki kapakli polietilen kaplar icerisine
yerlestirilmis, dikimi izleyen ilk 2 hafta inkubasyon kosullarinda belirtilen iklim dolabina,
sonraki 2 hafta ise seraya alinarak dis kosullara alistirilmaya ¢alisilmistir. Dort haftalik alistirma
donemi sonrasi bitkiciklerin canlilik oranlar1 belirlenmistir. Dis ortama aligtirilan bitkiler serada
icerisine 3:1 oraninda torf + pomza tasi karisimi doldurulmus 5.5 cm ¢apindaki fincan saksilar

igerisinde gelismeye birakilmistir.

3.2.7 Verilerin Analizi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore her uygulamada 30-45 arasinda Grnek
olacak sekilde kurulmustur. Yapilan ¢aligmalarda kallus olusumu, gelisme gosteren eksplant
oranlari, eksplant basia adventif siirgiin sayisi, in vitro siirgiinlerin koklenme orani ve dis

ortama alinan bitkiciklerin canlik oranlar1 belirlenmistir.

Yukarda belirtilen parametrelerde elde edilen bulgular Statistica 15 Paket programui ile varyans
analizine tabi tutulmus, farkli gruplarin harflendirilmesinde ise Duncan testinden
yararlanilmigtir. Sonuglari yiizde olarak ifade edilen parametreler aci degerleri ilizerinden

istatistiki analize tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Haworthia fasciata ‘Alba’ kiiltivari i¢in en uygun in vitro kosullarin belirlenmesi amaciyla,
yapilan literatlir arastirmalart 1s18inda denemeler kurulmustur. Sirglin rejenerasyonu
calismalarinda bitki biiyiime diizenleyicileri ve eksplant tipi degistirilerek ii¢ asamada
gerceklestirilmis, toplamda 45 farkli kombinasyon denenmistir. In vitro kosullarda gelisen
stirgiinler temel besin ortami olan tam kuvvetteki MS ve yar1 kuvvetteki MS (1/2 MS)’in de
icinde bulundugu 11 farkli ortamda koklendirmeye alinmistir. Koklenen siirgiinler ise 4 farkli
yetistirme ortaminda dis kosullara alistirilmaya ¢alisilmistir. Elde edilen bulgular bu boliimde

verilmistir.

4.1 Siirgiin Rejenerasyonu Denemeleri

Haworthia fasciata ‘Alba’ kiiltivarinin mikrogogaltimi ii¢ asamada gergeklestirilmistir.
Milkrogogaltimin ilk kiiltiire alma agamasini siirgiin rejenerasyonu ¢alismalar1 olusturmaktadir.
Bu amagla taksona ait bitkilerin yapraklarindan hazirlanan farkli tipteki eksplantlarin farkli
biliyiimeyi diizenleyici cins ve dozunu igeren besin ortamlarindaki gelisme durumlar1 ve

adventif siirgiin sayilar1 kaydedilmistir.

4.1.1 1. Deneme

On deneme niteligindeki bu arastirmada eksplant tipi ve bilyiimeyi diizenleyici maddelerin
kallus ve siirgiin olusumu tizerine etkileri incelenmistir. Bu amagla yaprak ucundan baslayarak
yaprak tabanma dogru 0.5-1.0cm biiyiikliigiinde kesilerek hazirlanan eksplantlar biiytimeyi
diizenleyici maddelerin eklendigi 14 farkli besin ortami kombinasyonu ile Kontrol grubunu
olusturan tam kuvvetteki MS ortaminda gelismeye birakilmigtir. Denemede kullanilan ortam

bilesimleri ve eksplantlarin gelisme durumlari Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1: I. denemede kullanilan besiyeri kombinasyonlar1 ve eksplantlarin gelisme durumu

Besiyeri Eksplantlarin Gelisme
No Besiyeri Kombinasyonlari Durumu

1 MS Gelisme yok

2 MS + 0.5 mg/l Kinetin Gelisme yok

3 MS +1.25 mg/l Kinetin Gelisme yok

4 MS + 2.5 mg/l Kinetin Gelisme yok

5 MS + 5.0 mg/I Kinetin Gelisme yok

6 MS + 0.5 mg/l 2iP Gelisme yok

7 MS + 1.25 mg/1 2IP Gelisme yok

8 MS + 2.5 mg/l 2iP Gelisme yok

9 MS + 5.0 mg/1 2IP Gelisme yok

10 MS + 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 0.2 mg/l GAs | Gelisme yok

11 MS + 1.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 0.2 mg/l GAs | Gelisme yok

12 MS + 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 0.2 mg/l GAs | Gelisme yok

13 MS + 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA + 0.2 mg/l GAs | Gelisme yok

14 MS + 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA Gelisme yok

15 MS + 0.1 mg/l TDZ Kallus benzeri yapilar

Ik denemede 14 farkli besiyeri kombinasyonunda kiiltiire alman 0.5-1.0 cm biiyiikliigiindeki
yaprak eksplantlarinda 12.haftanin sonunda toplamda 3 kez alt kiiltiir ortamina transfer
edilmelerine ragmen kallus olusumu veya siirgiin rejenerasyonu gerceklesmemistir. Yalnizca
MS + 0.1 mg/l TDZ ortam bilesiminde kallus benzeri yapilar gozlenmistir. 12. haftanin sonunda
meydana gelen kararma nedeniyle tiim eksplantlar canliliklarini yitirmistir. Calismada kallus
olusumu veya siirgiin rejenerasyonu elde edilememesinin eksplant tipinden kaynaklandigi,
kiiltiire alinan yaprak ayasini olusturan dokularmin biiylimeyi diizenleyicilerin etkisiyle
sekonder meristeme doniigmedigi sonucuna varilmistir. Nitekim Haworthia fasciata Haw.
tirtinde tek mikrogogaltim c¢alismasimin sahibi olan Beyl ve Sharma (1983), Gasteria
verrucosa Haw ve Haworthia fasciata Haw. tiirlerinde farkli yaprak kisimlarindan (yaprak ucu,
ortast ve tabani) rejenerasyon elde etmeyi amagladigi ¢alismasinda Gasteria verrucosa Haw
tiirliniin tim yaprak kisimlarindan somatik embriyo meydana geldigini, Haworthia fasciata
Haw. tiiriinde ise yaprak ayasindan ziyade yaprak tabanindan hazirlanan eksplantlardan somatik
embriyo meydana geldigini vurgulamistir. Bunun yaninda Lizumi ve Amaki (2011),
Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval tiiriinde yaptiklart mikrogogaltim c¢alismalarinda
yapraklardan hazirlanan eksplantlardan siirgiin rejenerasyonunun gerceklesmedigini
bildirmistir. Dolayisiyla ilk denemeden elde edilen bulgular Beyl ve Sharma (1983) ve Lizumi
ve Amaki (2011)’nin arastirma sonuglari ile paralellik gostermektedir. Sekil 4.1°de 1. deneme

sonuclarina iliskin bazi goriintiilere yer verilmistir.
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Sekil 4.2: Alt kiiltiir ortaminda kararma meydana gelen yaprak eksplantlar

4.1.2 I11. Deneme

Ik denemeden elde edilen bulgular degerlendirilerek kapsaml1 bir literatiir arastirmasina ihtiyag
duyuldugu ve ticari doku kiiltiirti laboratuvarlari ile goriis alisverisinde bulunulmasi gerekliligi
kanaati olusmustur. Bu amagla yapilan arastirmalar neticesinde ilk denemeden olumlu cevap
alimamamasinda temel nedenin eksplant tipi oldugu goriisii agirlik kazanmig, sonraki

denemelerde yaprak ayasi (lamina) ve yaprak tabanini (bazis) igeren tam yapraklar eksplant
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olarak kullanilmustr. In vitro kiiltiirlerin rejenerasyonunda temel faktdrlerden biri de biiyiimeyi
diizenleyiciler olup Il. denemede temel besin ortamina (MS) iki farkli sitokinin (BAP ve
Kinetin) ile ti¢ farkli oksin cinsi (IAA, IBA ve 2,4-D) ve dozu (0.2, 0.5ve 1.0mg/l) ilave
edilmistir. Bu ¢alismada yapraklar, 18 farkli biiyiimeyi diizenleyici kombinasyonunda kiiltiire
alimmis, gelisme gosteren eksplant oranlar1 ve eksplant basina diisen siirgiin sayilar tespit
edilmistir. Kontrol grubu (MS) o6rneklerinde ise herhangi bir gelisme olmadigindan
degerlendirmeye alinmamistir. Denemede kullanilan besin ortami kompozisyonlari ile gelisme
gosteren eksplant oranlari ve eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayilar1 Tablo4.2’de

sunulmustur.

Tablo 4.2. II. Denemede kullanilan besin ortami1 bilesimleri, gelisme orani ve eksplant basina

diisen siirgiin sayilar1

Saglikli Gelisme gosteren Eksplant Basina
Ortam | BGD Dozlar1 | Eksplant sayis1/ | Eksplant Oran1 (%) plant bas
B Ortalama Siirgiin Sayis1
No (mg/L) Dikilen Eksplant
(Adet)
Sayis1
BAP 1 .
1 AA 0.2 34/45 17.65+1.86 i 2.50+0.58 ef
BAP 1
2 LAA 05 35/45 8.57+0.70 k 4.67+0.58 a
BAP 1 .
3 LAA 1 33/45 12.13+0.46 | 3.75+0.50 bc
BAP 1
4 IBA 0.2 35/45 34.28+0.67 de 1.75+0.50 ¢
BAP 1
5 IBA 05 36/45 33.33+0.58 ef 2.75+0.50 d-f
BAP 1
6 IBA 1 34/45 35.3+0.36 d 3.25+0.50 cd
BAP 1
7 24D 0.2 32/45 46.87£1.30 ¢ 0
BAP 1
8 24D 05 37/45 32.43+£0.90 f 0
BA 1
9 24D 1 31/45 29.03+0.66 g 0
Kinetin 1
10 LAA 0.2 33/45 27.28+0.78 h 2.67+0.58 d-f
Kinetin 1
11 LAA 05 34/45 35.2840.91d 2.25+0.50 fg
Kinetin 1
12 LAA 1 32/45 37.5+0.93 4.25+0.50 ab
Kinetin 1
13 IBA 0.2 35/45 34.28+0.54 de 1.75+0.50 ¢
Kinetin 1
14 IBA 05 33/45 27.28+0.76 h 2.33+0.58 eg
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Kinetin 1 .

15 IBA 1 32/45 18.75+1.05i 3.0+0.82 de
Kinetin 1

16 24D 0.2 34/45 8.83+0.40 k 0
Kinetin 1

17 24D 05 35/45 51.43+1.47b 0
Kinetin 1

18 24D 1 38/45 81.80£1.90 a 0

CVv 3.48 20.59
Besin Ortam ** **

(**) Siitunda farkli harfleri alan gruplar aras1 farkliliklar istatistiki agidan 6nemlidir (P<0.05)

I1. denemede, Kinetin + 2,4-D igeren biiyiimeyi diizenleyici kombinasyonlarinda kiiltiire alinan
orneklerde, gelisme gdsteren eksplant oranlarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Calismada
en yliksek gelisme orani (%81.80+1.90) Kinetin + 2,4-D kombinasyonunun 1.0 mg/L dozunda
tespit edilmistir. Bu oran1 %51.43+1.47 ile 1.0mg/L Kinetin + 0.5 mg /L 2,4-D kombinasyonu
izlemistir. Yilksek oranda gelisme gosteren uygulamalarda gelismenin yonii biiyiik oranda
kallus seklinde gergeklesmistir. Kontrol grubunu olusturan MS ortami disindaki tiim
uygulamalarda gelisme kaydedilmistir. Oksinler genellikle hiicre uzamasi, hiicre boliinmesi,
adventif kok olusumu, yan siirgiin gelisiminin baskilanmasi, koklendirme ve embriyogenesis
tizerinde etkilidirler. Doku kiiltiirlerinde tek baslarina veya sitokininler ile birlikte
kullanildiginda kallus uyarimini saglayabilirler. Sentetik bir oksin olan 2,4-D ¢aligmamizda
kallus olusumunu uyarmistir. Hashemi vd. (2018), Haworthia truncata tiirtinde yaprak
eksplantlarindan siirgilin rejenerasyonu elde etmek amaciyla yaptiklari ¢alismada gelisme orani
bakimindan en yiiksek sonuglarin Kinetin igeren ortamlarda meydana geldigini bildirmistir.
Ayni cinste in vitro ¢ogaltim ¢aligmalari yapan Liu vd. (2017), Haworthia turgida tiiriinde, Kim
vd. (2018) ise, Haworthia maughanii tiirinde en iyi gelismenin yaprak eksplantlarinda
meydana geldigini rapor etmislerdir. Gelisme oran1 bakimindan elde edilen sonuglar, Hashemi
vd. (2018), Liu vd. (2017), ve Kim vd. (2018)’nin sonuglari ile ortiismekte ve birbirini destekler
niteliktedir.

Eksplant basina diisen siirgiin sayis1 bakimindan yapilan degerlendirmelerde ise IAA igeren
kombinasyonlarin 6ne c¢iktigi goriilmiistiir. Calismada en yiiksek ortalama siirgiin sayisi
(4.67+0.58 adet) 2 numarali ortam olan 1.0 mg/L BAP+ 0.5 mg/L IAA kombinasyonundan elde
edilmis, bunu 4.25+0.50 adet siirgiin ile 12 numarali ortam olan 1.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L
IAA ortam kombinasyonu izlemistir. Gelisme oranit bakimindan en yiiksek verilerin elde

edildigi 2,4-D igeren ortam ortam kombinasyonlarinda ise adventif siirgiin rejenerasyonu elde
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edilememistir. Gelismenin kallus seklinde goriildiigii bu ortam kombinasyonunda kiiltiire
alinan ekplantlar kallus olusumu sonrasinda MS + 0.2 mg/L GAs ortamina aktarilmis ancak
slirglin rejenerasyonu gergeklesmemistir. Kaul ve Sabharwal (1969) bazi Haworthia sp.
tiirlerinde in vitro siirgiin rejenerasyonu elde etmeyi amagladigl ¢calismasinda Kinetin + IAA
kombinasyonlarinda 1-4 adet arasinda siirgiin meydana geldigini bildirmistir. Kharrazi vd.
(2022) ise H.cooperi Baker tiiriinde yaptiklari arastirmasinda BAP ve Kinetin’in siirgiin
olusumunu artirdigl, hormon icermeyen ortamlarda ise silirglin olusumunun meydan
gelmedigini vurgulamigtir. Bunun yaninda Ogihara (1979) ise Haworthia seteta tiiriinde,
Kinetinin siirgiin farklilagsmasini tesvik ettigini not etmistir. Eksplant basina diisen siirgiin sayis1
bakimindan elde edilen bulgular Kaul ve Sabharwal (1969) sonuglari ile uyumlu olup, Kharrazi
vd. (2022) ve Ogihara (1979) ile de paralellik gostermektedir. II. denemede kullanilan
biiylimeyi diizenleyici kombinasyonlarinin etkilerine iligkin gorintiiler sira ile asagida
sunulmustur (Sekil 4:3-4:9).

Sekil 4.3: Gelisme gostermeyen kontrol grubu (MS) 6rnekleri
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Sekil 4.4: 11. denemede BAP + IAA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirgiinler
a) 1.0 mg/L BAP + 0.2 mg/L IAA b) 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L IAA
c) 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L 1AA

Sekil 4.5: 1l. denemede BAP + IBA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirgiinler
a) 1.0 mg/L BAP + 0.2 mg/L IBA b) 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA
c) 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L IBA
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Sekil 4.6: 11. denemede BAP + 2,4-D kombinasyonlarinda gelisen kalluslar
a) 1.0 mg/L BAP + 0.2 mg/L 2,4-D b) 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L 2,4-D
c) 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L 2,4-D

Sekil 4.7: 11. denemede Kinetin + IAA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirglinler
a) 1.0 mg/L kinetin + 0.2 mg/L IAA b) 1.0 mg/L Kinetin + 0.5 mg/L IAA
¢) 1.0 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 1AA
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Sekil 4.8: 1. denemede Kinetin + IBA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirgiinler
a) 1.0 mg/L Kinetin +0.2 mg/L IBA b) 1.0 mg/L Kinetin + 0.5 mg/L IBA
c¢) 1.0 mg/L Kinetin +1.0 mg/L

Sekil 4.9: 1. denemede Kinetin + 2,4-D kombinasyonlarinda kiiltiire alinan
eksplantlardaki gelisme durumlari
a) 1.0 mg/l kin+0.2 mg/l 2,4-D b) 1.0 mg/l kin+0.5 mg/l 2,4-D
c) 1.0 mg/l kin+1.0 mg/l 2,4-D
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4.1.3 I11. Deneme

II. deneme sonuglar1 ile Haworthia truncata tiiriinde siirgiin rejenerayonu bakimindan en
yiiksek sonuglari Kinetin igeren ortamlardan aldiklarini bildiren Hashemi vd. (2018), H.cooperi
Baker tiirtinde artan sitokinin dozu ile siirgiin sayisinin arttigini bildiren Kharrazi vd. (2022) ve
stis bitkisi olarak degerlendirilen bes nadir Haworthia tiiriiniin siirgiin rejenerasyonu ve gelisimi
bakimindan optimum sitokinin tipi ve dozunun tiirlere gore 1.0-2.0 mg/L arasinda degistigini
bildiren Rogers (1993b)’in sonuglart birlikte degerlendirilerek III. deneme kurulmustur.
Biiylimeyi diizenleyici olarak sitokinin grubu hormonlardan kinetin, oksin grubu hormonlardan
ise IAA ve IBA kullanilmistir. Bu denemede MS temel besin ortamina Kinetin’in 1 mg/1 ve 2
mg/l dozlar1 ile IAA ve IBA hormonlarinin 0.2 0.5 1.0 mg/l dozlarinin ilave edildigi 12 farkli
BGD kombinasyonun siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Ugiincii denemede
kullanilan biiylimeyi diizenleyici kombinasyonlari, gelisme gosteren eksplant oranlari ve

eksplant bagina diisen ortalama siirgiin sayilar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3: 11l. Denemede kullanilan besin ortami bilesimleri, gelisme orani ve eksplant basina

diisen siirgiin sayilar1

| oD | | eS| S o

(Adet (%) Sayis1 (Adet)
1 :X”Ae“” o 37/45 2433+1.00 € 2.25+0.50 de
2 :<Ai”Ae“” o 36/45 16.68+0.83 f 2.50+0.58 cd
3 :<Ai”Ae“” . 34/45 17.65+1.12 4.50+0.58 a
4 :gg\e“” o 33/45 18.18+1.88 f 2.50+0.58 cd
5 :gg\e“” o 35/45 3427£0.99 d 2.25+0.50 de
6 :E”Ae“” i 36/45 58.33£3.22 b 3.25+0.50 be
7 :X”Aeti” 0?2 38/45 15.80+1.06 f 2.50£0.58 cd
8 rAige“” 0}5 36/45 33.30+1.39 d 1.50+0.58 e
9 :fqinAetin i 35/45 25.70+1.54 € 4.00+0.82 ab
10 'Igge“” 0?2 33/45 63.63£2.88 a 2.00+0.82 de
11| Kinetin 2 34/45 52.9342.06 ¢ 2.25+0.50 de
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IBA 0.5
12 Kinetin 2
IBA 1 32/45 56.25+2.80 b 2.75+0.50 cd
Ccv 5.37 23.49
Besin Ortam ** **

(**) Siitunda farkli harfleri alan gruplar aras1 farkliliklar istatistiki agidan 6nemlidir (P<0.05)

I1l. denemede gelisme gosteren eksplant oranlart %15.80+1.06 ile %63.63+2.88 arasinda
degisiklik gostermistir. 2.0mg/L. Kinetin + 0.2mg/LL IBA % 63.63+2.88 ile en basarili
kombinasyon olarak tespit edilirken bunu % 58.3343.22 ile 1.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L IBA
ve % 56.25+£2.80 ile 2.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L IBA bilesimi izlemistir. IAA igeren

kombinasyonlar ise bu parametre bakimindan genellikle son siralarda yer almistir.

Bu denemede II. denemenin aksine tiim biiylimeyi diizenleyici kombinasyonlarindan adventif
stirglin rejenerasyonu gerceklesmistir. Eksplant basina diisen en fazla siirgiin sayisi aralarinda
istatistiki farklilik olmaksizin 1.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L IAA (4.50+0.58 adet) ile 2.0 mg/L
Kinetin + 1.0 mg/L IAA (4.00+0.82 adet) kombinasyonlarinda meydana gelmistir. Diisiik dozda
(0.2-0.5 mg/L) oksin igeren uygulamalarin siirgiin sayis1 bakimindan daha geride kaldiklari
goriilmistiir. Arastirma sonuglari, optimum sitokinin tipi ve dozunun tiirlere gére 1.0-2.0 mg/L
arasinda degistigini bildiren Rogers (1993b) ile ortiismekle birlikte, artan sitokinin dozu ile
slirglin sayisinin arttigini bildiren Kharrazi vd. (2022) ile ise zithk gostermektedir. Bu

farkliligin genotipten kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

12 farkli biiyiimeyi diizenleyici kombinasyonun kullanildig III. denemede gelisme gosteren
eksplant orant bakimindan IBA igeren ortamlarin, eksplant basina diisen siirglin sayisi
bakimindan ise IAA igeren ortamlarin genellikle daha basarili oldugu gorilmiustiir. Eksplant
basina diisen ortalama siirglin sayist bakimindan II. ve III. denemeden benzer sonuglar
alinmistir. Bu parametre bakimindan elde edilen sonuglar birbiri ile uyumlu olup her iki
denemede de 1mg/L Kinetin ve IAA igeren ortamlarda en yiiksek siirgiin sayilari tespit

edilmistir. Sekil 4.10-4.13’te I11. deneme sonuglarina ait goriintiilere yer verilmistir.
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Sekil 4.10: I1l.denemede Kinetin + IAA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirgiinler
a) 1.0 mg/L kinetin + 0.2 mg/L IAA b) 1.0 mg/L kinetin + 0.5 mg/L IAA
c) 1.0 mg/L kinetin + 1.0 mg/L 1AA

Sekil 4.11: IIl.denemede Kinetin + IBA kombinasyonlarinda gelisen adventif
stirgiinler ~ a) 1.0 mg/L Kinetin +0.2 mg/L IBA b) 1.0 mg/L
Kinetin + 0.5 mg/L IBA ¢) 1.0 mg/L Kinetin +1.0 mg/L
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Sekil 4.12: 111. denemede Kinetin + IAA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirgiinler
a) 2.0 mg/L Kinetin + 0.2 mg/L IAA b) 2.0 mg/L Kinetin + 0.5 mg/L 1AA
¢) 2.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L IAA

Sekil 4.13: Ill.denemede Kinetin + IBA kombinasyonlarinda gelisen adventif siirgiinler
a) 2.0 mg/L Kinetin+0.2 mg/L IBA  b) 2.0 mg/L Kinetin +0.5 mg/L IBA
¢) 2.0 mg/L Kinetin +1.0 mg/l IBA
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4.2 In vitro Siirgiinlerde Kéklendirme Denemeleri

Birinci ve ikinci denemelerden direkt organogenesis modeli elde edilen adventif siirgiinler in
vitro kdklendirme asamasina alinmustir. In vitro siirgiinlerin kdklendirilmesinde, biiyiimeyi
diizenleyici icermeyen tam MS ve yar1 kuvvetteki MS (Y2 MS) ile MS temel besin ortamina
farkli konsantrasyonlarda IBA ile NAA ayri ayri veya birlikte ilave edilerek siirgiinlerin
koklenmesi tizerine etkileri incelenmistir. Bu amagla tek bir oksin cinsi i¢eren koklendirme
ortamlarinda IBA’in 5 farkli dozu (0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) ve NAA’in 2 farkli dozu (0.1
ve 0.2 mg/L) kullanilmistir. IBA ve NAA’in birlikte kullanildig: iki farkli uygulamada IBA
(0.1 mg/l') + NAA (0.4 mg/l), IBA (0.4 mg/l ) + NAA (0.4 mg/l) kombinasyonlarinin kéklenme

tizerine etkileri arastirilmistir.

Siirgiin rejenerasyonu ¢alismalarindan elde edilen adventif siirglinler 11 farkli koklendirme
ortamina transfer edilerek koklenme siirecleri incelenmistir. Koklendirme amaciyla transfer
edilen tiim adventif siirgiinler biitiin ortamlarda basarili bir sekilde %100 oraninda kdklenmistir.
Haworthia cinsinde arastirmalar yapan Richwine vd. (1995) Aloe, Gasteria ve Haworthia
cinslerinin bazi tiirlerinde in vitro kosullarda elde ettikleri siirgiinleri kolaylikla
koklendirdiklerini, Liu vd. (2017), Haworthia turgida Haw. tiiriinde in vitro kosullarda elde
ettikleri siirgiinleri MS + 0.05 mg/L NAA ortam bilesiminde %82 oraninda kdklendirdiklerini,
Hashemi vd. (2018) ise Haworthia truncata tiirtinde % 90.5 oraninda koklenme elde ettiklerini
bilmislerdir. In vitro Hawortia fasciata ‘Alba’ siirgiinlerinin kdklendirilmesinde elde edilen
sonuglar benzer konularda calisan arastiricilarin sonuglart ile paralellik gostermekte, kiiciik
oranlardaki farkliliklarin ise genotip ile kullanilan oksin cinsi ve dozundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Sekil 4.14’te bazi ortamlarda koklendirilen in vitro bitkiciklere ait
goriintlilere yer verilmistir. Calismada ayrica koklendirme ortamlarina aktarilan bazi
stirgiinlerde kardeslenme meydana geldigi goriilmiis (Sekil 4.15), bu durum 6rneklerin geldigi

besin ortam etkisinin devam ettigi seklinde yorumlanmustir.
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Sekil 4.14: Farkli besin ortami bilesimlerinde koklendirilen in vitro Haworthia fassciata ‘Alba’
bitkicikleri

Sekil 4.15: Koklendirme agsamasinda kardeslenme meydana gelmis bir adventif siirgiin
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4.3 Dis Kosullara Ahstirma (Akklimatizasyon) Denemeleri

In vitro kosullarda kéklendirilen, kok sayist (3-5 adet) ve kok uzunlugu (1-3 ¢cm) bakimindan
yeterli gelisme gosteren bitkiciklerde dis kosullara alistirma asamasina gegilmistir. Bu amagla
bitkicikler k6k kisimlarina zarar vermeden agardan arindirilarak viyol igerisine doldurulan 4
farkli steril yetistirme ortamina dikilmistir. Yetistirme ortami olarak torf, 3 kisim perlit + 1
kisim torf ve 3 kisim torf + 1 kisim pomza tas1 karisimi ile esit oranlarda torf + perlit + pomza
tast karisimlart kullanilmistir. Dikim islemi tamamlanan viyoller 12x16x10cm ebatlarindaki
kapakl1 polietilen kaplar igerisine yerlestirilerek, ilk 2 hafta iklim dolabinda, izleyen 2 hafta
boyunca ise serada bekletilmistir. Akklimatizasyon dénemi boyunca her giin bitkilerin sulama
durumlari kontrol edilmis, su gereksinimi gosteren bitkiler 2 MS ile sulanmistir. D1s kosullara

aktarimi yapilan bitkiciklerde 4. haftanin sonunda canlilik oranlar1 belirlenmistir.

Dort haftalik akkimatizasyon siiresi sonunda farkli yetisme ortamlarina dikilen bitkiciklerin
tamaminin canli oldugu ve yasamini saglikli bir sekilde siirdiirdiigii gozlenmistir. Benzer
konularda arastirmalar yapan Chen vd. (2019), Haworthia ‘Sansenjyu’ (H. obtusaxH.
comptoniana) cesidinde dis kosullara transfer edilen bitkiciklerde canlilik oran1 %100 olarak
belirlemis, Richwine vd. (1995) ise farkli sukulent cinslerinin (Aloe, Gasteria ve Haworthia)
bazi tiirlerinde in vitro siirgiinleri kolaylikla koklendirdiklerini, ve koklendirilen bitkileri de
topraga aktardiklarini bildirmistir. Dolayisiyla arastirma bulgularimiz Chen vd. (2019) ve
Richwine vd. (1995) ile paralellik gostermekte ve birbirini destekler niteliktedir. Sekil 4.16°da
dis ortama aligtirmak tizere farkli yetisme ortamlarina dikimi yapilan bazi bitkiciklerin 4. hafta

sonundaki durumlar1 gosterilmistir.

Dis ortama adaptasyon saglayan bitkiler biyiitiilmek tizere 3 kisim torf + 1 kisim pomza tasi
karisim1 doldurulmus 5.5cm’lik fincan saksilar icerisine dikilerek sera kosullarinda gelismeye
birakilmigtir. Serada takibi yapilan bitkilerin bir yil sonraki goriiniimleri ise Sekil 4.17°de
sunulmustur. Boylece Haworthia fasciata “Alba” bitkisinin mikrogogaltim asamalar1 basarili

bir sekilde tamamlanmustir.
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Sekil 4.16: Dis kosullara alistirmak tizere farkli yetistirme ortamlarina dikilen in vitro
bitkicikler a) Torf icerisinde dis ortama alistirmaya alinan bitkicikler b) Torf +
Perlit igerisinde dis ortama alistirmaya alinan bitkicikler ¢) Torf + Pomza tasi
icerisinde dis ortama alistirmaya alinan bitkicikler d) Torf + Perlit + Pomza tasi
igerisinde dis ortama alistirmaya alinan bitkicikler

Sekil 4.17. D1s kosullara alistirildiktan sonra 3 kisim torf + 1 kisim pomza tasi doldurulmus
fincan saksilarda gelismeye birakilan Haworthia fasciata “Alba” bitkilerinin bir
y1l sonraki gelisme durumlari
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, Haworthia fasciata ‘Alba’nin yaprak eksplantlari kullanilarak mikrogogaltim

prosediirii olusturulmaya calisilmigtir. Bu amagla in vitro siirgiin ¢ogaltimi, elde edilen adventif

stirgtinlerin koklendirilmesi ve bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi asamalarinin timi

tamamlanmistir. Calismada bu amacla yapilan uygulamalar ve elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Haworthia fasciata ‘Alba’ kiiltivart in vitro cogaltima olumlu cevap vermektedir.
Haworthia fasciata ‘Alba’ nin mikrogogaltiminda eksplant tipi, biiyiimeyi diizenleyici
cinsi ve dozu temel faktorlerdir.

Baslangic materyali olarak kullanilan yapraklardan hazirlanan eksplantlar siirgiin
olusturma orani bakimindan elverisli bulunmustur. Uygun besin ortami bilesimlerinde
kiiltiire alindiginda direkt organogenesis olusumu meydana gelmistir.

Direkt organogenesisin yalnizca yaprak tabanindan meydana geldigi, bazis icermeyen
yaprak ayalarindan 0.5-1.0 cm biiyiikliigiinde hazirlanan eksplantlarda adventif siirgiin
olusmadigi tespit edilmistir. Dolayisiyla lamina ve bazis igeren yaprak, uygun eksplant
olarak belirlenmistir

Kiiltiirlere alinan 6rneklerde i¢sel kokenli fungal veya bakteriyel enfeksiyonlar ortaya
ciksa da yapraklarin 2-3 damla Tween-20 ilave edilmis %]15°lik NaOCI (ACE)
icerisinde 30 dakika siireyle bekletme uygulamasinin eksplantlarin yiizeysel
sterilizasyon i¢in yeterli oldugu ancak eksplant kaynagi olarak kullanilacak donor
bitkilerin sistemik fungusitlerle muamelesinin enfeksiyonu azalttig1 goriilmiistiir.
Gelisme gosteren eksplant oranlar1 bakimindan en yiliksek degerler 2,4-D igeren
kombinasyonlardan edilmistir. Bu ortamda kiiltiire alinan eksplantlarda gelisme kallus
seklinde kendini géstermistir.

Kontrol ortam1 olarak kullanilan hormonsuz MS ortaminda herhangi bir organogenesis
meydana gelmemis, yalnizca dokularda sisme ve kesim yiizeylerinde ¢ok hafif kabarma
olmustur. In vitro rejenerasyon igin biiylimeyi diizenleyici maddelere ihtiyag oldugu
gorilmiistiir.

2,4-D igermeyen tiim bilylimeyi diizenleyici kombinasyonlarinda direkt organogenesis

meydana gelmistir. 2,4-D iceren oksin sitokinin kombinasyonlarinda kallus seklinde
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gelisme goriilmiistiir. Bu kalluslar biliylimeyi diizenleyici madde (0.2 mg/L GA3) igeren
besin ortamlarinda alt kiiltiire alinmislar ancak siirgiin rejenerasyonu gerceklesmemistir.

9) Uygun eksplantlarin kullanildigi denemelerde (I1. ve 11l. deneme) 2,4-D digindaki tiim
bliylimeyi diizenleyici kombinasyonlarindan farkli sayilarda adventif siirgiin
rejencrasyonu elde edilmistir. Genellikle oksin-sitokinin kombinasyonlarinda oksin
olarak TAA’in kullanildig1 uygulamalarda daha yiiksek siirgiin sayisina ulagilmustir.

10) Eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayilart bakimindan temel besin ortamina (MS)
ilave dilen 1.0 mg/L Kinetin + 1.0 mg/L TIAA kombinasyonlar1 en uygun biiylimeyi
diizenleyici kombinasyonlar1 olarak belirlenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 besin
ortam1 kompozisyonuna gore 1.50 - 4.67 arasinda degismistir.

11) in vitro kosullarda elde edilen siirgiinler biiyiime ve gelismeyi diizenleyici madde igeren
veya icermeyen besin ortamlarinda basarili bir sekilde (%100 oraninda) koklendirilmis,
adventif siirglinlerin koklendirilmesinde hormon kullanimina gerek olmadigi kanaatine
varilmigtir. Bu amagla MS veya %2 MS besin ortaminin yeterli oldugu goriilmiistiir.

12) In vitro siirgiinlerin kdklendirilmesiyle elde edilen bitkicikler yalnizca torf, 3 kisim torf
+ 1 kisim perlit, 3 kisim torf + 1 kisim pomza tas1 karisimi ile esit oranlardaki torf +
perlit + pomza tasi karisimlari igerisinde basarili bir sekilde dis kosullara alistirilmais, dis

ortama alinan bitkilerde canlilik oran1 %100 olarak tespit edilmistir.

Haworthia fasciata ‘Alba’ giiniimiizde daha c¢ok i¢ mekan bitkilendirme tasarimlarinda
kullanilan dekoratif bir bitkidir. Bilim insanlarinin kiiresel iklim degisikligi etkilerinin artarak
devam edecegi ve 2050 yilinda tropikal ve subtropikal iklim kusagina sahip bolgelerin
cogalacagi oOngoriisinden hareketle gelecekte bitkinin kullanim alanlarinin da artacagi
diigiiniilmektedir. Dolayisiyla bitkinin gerek dekoratif 6zellikleri, gerek sukulent karakterli
yapisi, gerekse gelecekte kullanim alanlarmin artma beklentisi bitkinin 6nemini artiran

faktorlerdir.

Bu arastirma, tiir bazinda ikinci kiiltivar bazinda ise ilk mikrogogaltim c¢alismasi olma
niteligindedir. Arastirmadan timitvar sonuglar elde edilmis olup, elde edilen sonuglarin hem
ticari doku kiiltiirli laboratuvarlarina hem de bundan sonra yapilacak bilimsel arastirmalara 151k
tutacagi ongoriilmektedir. Arastirma sonuglarinin bitkinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltimini yapan
isletme sayisinin artmasina, yeni istihdam olanaklariin saglanmasina ve bitkinin ithalatinin

Ontine gegilerek dogrudan ve dolayl olarak iilke ekonomisine katkida bulunacaktir.
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