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OZ: Lisianthus, ciceklerinin uzun siire canli kalmast, birbiri ardina tomurcuklarmmn giceklenmesi ve gosterisli cigekleri
nedeniyle tercih edilen bir kesme c¢icekli siis bitkisidir. Tiim diinyada hizla sektére giren bitkinin iiretimi, agwrlikly olarak hibrit
cesitlerin tohumlarindan fide elde edilmesi ve bunlarin seralarda yetistirilmesi yoluyla yapiimaktadir. Tohumlar ise yurt digindan
ithal edilmektedir. Lisianthus tiiriinde 1slah ¢alismalarimin baglatilmast ve yerli ticari ¢esitlerin gelistirilmesi dnem tasimaktadir.
In vitro ¢ogaltim teknikleri, 1slah dongiilerini hizlandwmak igin yardimct olmaktadr. Lisianthus 'ta in vitro mutasyon ve genetik
transformasyon ¢alismalarina zemin olusturmak iizere doku kiiltiirti yoluyla ¢ogaltim sistemini optimize etmek, bu ¢aligmanin
amacwi olusturmaktadir. Lisianthus tohumlar: aseptik kosullarda ¢imlendirilmis, gelisen in vitro fidelerden yaprak eksplantlar
hazirlanarak 10 farkh bilesime sahip MS temel besin ortamina alinmigtir. Sitokinin olarak TDZ 'nin 5 dozu (0,5, 1,0, 2,0; 3,0; 4,0
mg/L) tek basina veya 0,5 mg/L NAA ile kombine edilerek kullanilmistir. Kontrol ortami olarak bitki biiyiime diizenleyici ilavesi
yapilmayan MS ortami kullamilmistir. Kontrol ortami hari¢ calismada yer alan diger tiim ortam kombinasyonlarinda
organogenesis elde edilmistir. Sadece TDZ veya TDZ + NAA iceren ortamlarda eksplant basina 7,7-15,2 arasinda siirgiin
olusumu saptanmig, 4 mg/L TDZ ortami gelisim ve siirgiin sayisi ézellikleri bakimindan dikkati ¢ekmigtir. TDZ nin 3 ve 4 mg/L
dozunda kullamldigi ortamlarda eksplant basina sirasiyla 14,3 ve 15,2 adet siirgiin elde edilirken, en yiiksek ortalama siirgiin
uzunlugu 0,5 mg/L TDZ iceren ortamda gézlemlenmigtir. Siirgiinlerin kéklendirilmesi ve dis kosullara aktarimasi basariyla
gergeklestirilmistir. Hormonsuz MS ve 1/2MS ortamlarmmda kéklenme %100 olmustur. Bitkiciklerin torf ve perlit karigimindaki
saksilara aktarilmasi ve aklimatizasyonu da %95-100 arasinda saghkly bitki elde edilmesiyle sonu¢lanmistir. Bu ¢alisma ile
lisianthus yaprak eksplantlarindan mikrocogaltim asamalar: basariyla tamamlanmistir. Optimizasyon saglanan in vitro
lisianthus tiretimi, hizli ¢ogaltim veya in Vitro islah uygulamalart i¢in kullanimina hazir hale getirilmistir.

Anahtar kelimeler: Eustoma grandiflorum, TDZ, NAA, organogenesis, kitlesel ¢ogaltim.

Investigation of Nutrient Medium Interaction for Optimization of In Vitro Propagation Method in
Lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.)

ABSTRACT: Lisianthus is a preferred cut-flower because of its long-lasting flowers, buds bloom one after another and
its showy flowers. Production of this plant, which enters the sector rapidly all over the world, is mainly done by obtaining
seedlings from the seeds of hybrid varieties and growing them in greenhouses. Seeds are imported from abroad. It is important to
start breeding studies and develop domestic commercial varieties of lisianthus. In vitro propagation techniques are helpful to
speed up breeding cycles. This study aims to optimize the propagation system through tissue culture to lay the groundwork for in
vitro mutation and genetic transformation studies in lisianthus. Lisianthus seeds were germinated under aseptic conditions, leaf
explants were prepared from the growing in vitro seedlings and transferred to MS basal nutrient medium with 10 different
compositions. As cytokinin, five doses of TDZ (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg/L) were used alone or in combination with 0.5 mg/L
NAA. MS medium without plant growth regulator was used as control medium. Organogenesis was achieved in all medium
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combinations included in the study, except for the control medium. In media containing only TDZ or TDZ + NAA, shoot
formation was detected with 7.7-15.2 shoots per explant, and 4 mg/L TDZ medium drew attention in terms of growth and shoot
number characteristics. While 14.3 and 15.2 shoots were obtained per explant, respectively, when 3 and 4 mg/L doses of TDZ
were used, the highest average shoot length was observed in the medium containing 0.5 mg/L TDZ. Rooting of shoots and
acclimatization stages were carried out successfully. Rooting was 100% in hormone-fiee MS and ¥ MS media. Transferring and
acclimatization of plantlets to pots in a mixture of peat and perlite resulted in obtaining healthy plants between 95-100%. With
this study, micropropagation steps from lisianthus leaf explants were successfully completed. The optimized in vitro lisianthus
production protocol is ready for use for rapid propagation or in vitro breeding applications.

Keywords: Eustoma grandiflorum, TDZ, NAA, organogenesis, mass propagation.

GIRiS

Gentianaceae familyasinin bir iiyesi olan lisianthus
[Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.] tek yillik bir
bitki olup, kesme c¢icek olarak kullanilan bir siis
bitkisidir. Anavatani, Kuzey Amerika olan bitkinin,
‘lissos: glizel’ ve ‘anthos: cicek’ anlamina gelen
Yunanca sozciiklerin  birlesmesiyle  olustugu
(Harbaugh, 1992; Ozkan, 2017), sistematik
siniflandirma kapsaminda bilimsel olarak Eustoma
grandiflorum olarak bilinmesine ragmen Eustoma
andrewsii ve Eustoma russellianum isimleriyle de
sinonimlerinin oldugu bildirilmektedir (Everett,
1981; Harbaugh 2000).

Lisianthus, diinya {izerinde 1800’Li yillardan bugiine
kadar kesme ¢icek olarak kullanilan giil, karanfil,
krizantem gibi tiirlere nazaran yeni olmasina
ragmen, hizli bir yayilim gostermistir. Kesme ¢icek
olarak ilk kez 1993 yilinda Japonya’da kullanilan
bu siis bitkisi, 2001 yilinda Avrupa pazarinda 122
milyon dal ile ilk 10 kesme ¢icek tiirii arasina
girmigtir. Piyasaya hizli girig yapan lisianthus tiim
diinyada talep goren kalici kesme ¢icek tiirleri
arasinda kalmay1 basarmigtir. Cigeklerinin dekoratif
ve uzun Omiirlii olmasinin yaninda, pembe, beyaz,
mavi ve mor gibi ¢esitli ¢igek renklerine sahip
olmasi, dolgun goriiniimlii mavimsi-yesil yapraklari,
kuvvetli dik durusu ve uzun vazo Omrii gibi
ozellikleri, lisianthusun kesme ¢icek piyasasindaki
o6nemini artirmaktadir (Anonim, 2015).

Avrupa pazarlarinda ve iilkemizde kesme ¢icek
olarak taninan lisianthus, kesme ¢i¢ek olarak
kullanilmasinin yaninda, ABD basta olmak {izere
birgok iilkede giderek yayginlasan bir ivmeyle dis
mekan siis bitkisi ve saksi bitkisi olarak da
kullanilmaktadir (Haspolat ve ark., 2020). Siis
bitkilerinin kiiresel ticareti incelendiginde, diinya

siis bitkileri ticari hacminin 42 milyar dolarin
iizerinde oldugu goriilmektedir. Bu ticaret hacmi
icerisinde kesme c¢iceklerin payr ise oldukca
onemlidir. Lisianthus 2000’li yillarda Onemli
gelismeler kaydetmis ve giiniimiizde kesme cicek
iretimindeki ~ 6nemli  konumuna  gelmistir.
Tiirkiye’nin ~ sektér  raporlar1  incelendiginde
lisianthus tretiminde %70’lik bir artis meydana
geldigi anlasilmaktadir. Bu artis 2018 yilinda 11
milyon, 2020 yilinda ise yaklasik %100 artis
gostererek 20 milyon dal sayisia ulagmustir.
Boylece iilkemiz kesme cicek yetistiriciligi yapilan
alanlarda lisianthus, son yillarda kalic1 olarak ilk 10
tiir arasinda yer almistir (TUIK, 2020). Tiirkiye
kesme c¢icek ihracati, Tiirkiye’'nin siis bitkileri
ihracatinin  yaklasik yarisim1  olusturmakta ve
yaklasik 60 farkli iilkeye ihracat yapilmaktadir. Bu
durum iilkemizin kesme ¢igek sektoriinde 6nemli bir
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (Tapki
ve ark., 2018). Kesme ¢igekler arasinda lisianthus,
sahip oldugu avantajlar ve potansiyel bakimindan
hem global anlamda hem de iilkemiz agisindan
onemli bir siis bitkisidir.

Ulkemizde siis bitkileri 1slahindaki gelismeler
yenidir. Lisianthus tiirlindeki bilimsel aragtirmalar
ise oldukga sinirlt sayidadir. Bu nedenle yerli ticari
cesitlerin gelistirilmesi, bu tiirde ekonomik olarak i¢
ve dig piyasadaki etkinligin artirilmasinda Onem
tasimaktadir. Saksida, kesme ¢igek olarak veya dis
mekénlarda kullanilabilecek cesitlerinin yayginlas-
tirtlarak lisianthus tlirliniin diinyada sahip oldugu
ticari degerin iilkemizde de gelistirilmesinin 6nemli
bir girisim olacagi diisiiniilmektedir. Ancak klasik
yontemlerle yapilan 1slah calismalart diger tiirlerde
oldugu gibi siis bitkilerinde de uzun siire
alabilmektedir. Bu bitkilerde genetik varyasyon
olusturmaya katki saglayan ve c¢ogaltimini
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kolaylagtiran  biyoteknolojik  teknikler, 1slah
stiresinin  kisaltilmasin1  sagladigi gibi varyasyon
olusturma basarisim1 da artirmaktadir. Bitki doku
kiiltiirlerinin  hizli ¢ogaltim alaninda avantajlar
saglamasinin  yan1  swra  hizlandirilmig  1slah
tekniklerinin  giiniimiizde  gelencksel  1slah
programlarina entegre edilmesi, bu alanda da 6nemli
faydalar saglamaktadir. Ozellikle in vitro mutasyon
teknigi, genetik ¢esitlilik meydana getirerek gen
havuzu olusturmada biiylik katki sunmaktadir. Bu
sayede klasik melezleme programlarina gore daha
kisa siirelerde, olusturulan genetik cesitlilik
icerisinden seleksiyon yapma olanag1i ortaya
cikmaktadir. Tiirler aras1 melezlemelerdeki engeller
ile ugrasmak ya da tlirlere Ozgli c¢iceklenme
sorunlari, uyusmazliklar gibi eseysel cogaltimin
dezavantajlari, in vitro vejetatif ¢ogaltim yontemi
optimize edilmis bir bitkide fiziksel mutasyon
uygulanarak kolaylikla asilabilmektedir. Bununla
birlikte bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda genotip
etkisi, kiiltiir ortamunin bilesimi, kullanilan eksplant
tipi gibi bir¢ok faktor cogaltim ¢aligmalarindan elde
edilen basany1 etkilemektedir. Nitekim, lisianthusun
da etkin mikro ¢ogaltimindaki basarisinin, genotip,
kiiltiir ortamu, bitki biiylime diizenleyicileri (BBD)
ve eksplant tipi gibi farkli faktorlere bagli oldugu
bilinmektedir (Ordogh ve ark., 2006).

Ticari 6nemi giin gectikce artan bu siis bitkisinde
yeni g¢esitlerin gelistirilmesi ve ardindan hizla
¢ogaltiminin yapilabilmesi i¢in yeni tekniklerinin
gelistirilmesi, bitki doku kiltiiri  kullanim
olanaklarini arastirilmasi ve 0Ozglin regetelerin
olugturmasinin hem tlkemiz hem de bu tiirde
yapilacak olan yeni arastirmalara yon gostermesi
bakimindan énemlidir. Ulkemizde doku kiiltiirii ile
organogenesis ve mikrogogalttim konusundaki
kapsamli bir calisma Ozkan (2017) tarafindan
yapilmig olup genis bir literatiir bilgisi ve
lisianthusun doku kiiltiirii ile gogaltimindaki temel
prensipler ortaya koyulmustur. Ancak bu
calismalarin devam ettirilerek yeni bilgilerin de
eklenmesi gereklidir.

Lisianthus, tohumla ¢ogaltilan bir tiir olup,
¢ogaltim fide yetistiriciligi ile saglanmakladir.
Ancak, cift renkli ve katmerli ¢i¢ekli tiplerde fidelerin

homojen elde edilmesi zaman zaman sorunlar
olusturmakta ayrica, heterojenitenin yiiksek oldugu
cesitlerde  tohumlardan  gelisen  bitkilerde
ciceklenme siiresi, bitki boyu ve ¢igek sayisinda
farkliliklar olusabilmektedir (Furukawa, 1993). Bu
gibi durumlarda yesil c¢elik alma yoluyla da
cogaltim yapilabilmektedir. ~Ancak vejetatif
¢ogaltimin alan ihtiyaci, virlislerle bulagma riski
vb. c¢esitli dezavantajlar1 da bilinmektedir. Bu
nedenle lisianthusta, kisa siirede ¢ok yiiksek
sayilarda saglikli ve birdrnek bitki elde etme fikri
oldukga 1ilgi ¢eken bir konudur. Vejetatif olarak
cogaltilabilen ¢esitlerin gelistirilmesi, tohumla
tiretimde karsilasilan sorunlarla basa ¢ikma
zorunlulugunu ortadan kaldirma potansiyeline
sahiptir. Bu nedenle mikro ¢ogaltim yontemlerinin
gelistirilmesi  6nemlidir. Ayrica 1slah amagh
secilmis bitkilerin biiylik dlgekli ¢ogaltilmasi igin
doku kiiltiirii ile c¢ogaltim Onem tasimaktadir
(Semeniuk ve Griesbach, 1987). Eustoma
grandiflorum’nin in vitro c¢ogaltimi; siirgiin ucu,
yan tomurcuklar, bogum arasi govde ve yaprak
pargalar1 gibi eksplantlarin kullanilmasiyla direkt
organogenesis  yoluyla  yapilabildigi  gibi
(Semeniuk ve Griesbach, 1987; Mousavi ve ark.,
2012), kallus tizerinden organogenesis (Rezaee ve
ark., 2012; Akbari ve ark., 2014) seklinde de elde
edilebilmektedir. Somatik embriyogenesis konusunda
ise genis bir literatiir bilgisi Nhut ve ark. (2006)

tarafindan sunulmustur. Ayrica yaprak
eksplantlarindan ~ optimum  somatik  embriyo
olusumu i¢in Yumbla-Orbes ve ark. (2020)
tarafindan yapilan calismada, olusan
rejenerantlarda flow sitometri ve histolojik

caligmalar da yapilmis ve somaklonal varyasyon
olusup olugsmadigi incelenmistir. Arastiricilar hem
somatik dokulardan alman hem de tohumdan
gelisen bitkiden aliman DNA Orneklerinin aym
icerigi  verdigini ve herhangi bir genetik
farklilagmaya rastlanmadigin belirtmislerdir.

Uluslararas1 bilimsel platformda, tizerinde c¢ok
fazla denemelerin yapildig: bir tiir olmasina karsin
Tiirkiye’de heniiz birka¢ tez calismasimin disinda
aragtirma yapilmamis bir tiir olan ve 6zellikle 1slah
caligmalart igin biyoteknoloji alaninda hizla yol
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alinmas1 gereken lisianthus tiirtinde in vitro
caligmalar ~ genotipler =~ bazinda  yapilarak,
kullanilabilecek yontemlerin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Bu calismada, lisianthus tohumlarinin
in vitro sartlarda ¢imlendirilmesinden elde edilen
bitkiciklerden hazirlanan bogum eksplantlarinin
(=single node explant) kullanilmasiyla, doku
kiiltiirii  yoluyla ¢ogaltim yontemini belirlemek
amaglanmigtir. Besin ortamindaki bitki biiylime
diizenleyici igeriklerinin organogenesis, siirgiin
sayis1 ve uzunlugu lizerindeki etkileri aragtirtlmigtir.
Elde edilen siirgiinlerin koklendirilerek iklimlendirme
asamasinin  ardindan gelisimleri  saglanmustir.
Yontemin optimize edilmesinin ardindan in vitro
mutasyon  yontemleri  kullanilarak  vejetatif
¢ogaltim yontemiyle ticari olarak ¢ogaltilacak yerli
cesitlerin 1slah edilmesi hedeflenmektedir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma 2021-2022 yillar1 arasinda Has Biotech
A.S.’ne ait aragtirma seralar1 ve doku kiiltiirii
laboratuvarinda, Antalya’da yiirtitiilmiistiir.

Materyal

Calismamizda, Ege Plantek Firmasimin Tiirkiye
temsilcisi tarafindan temin edilen lisianthus bitkisinin
tohumlar1 bitkisel materyal olarak kullanilmstir.
Eustoma grandiflorum tiirtine ait ve beyaz ¢igekli
ticari gesit, Sekil 1’de gosterilmektedir.

Metot

Besin ortamm hazirhg: Doku kiiltiirii uygulamala-
rinin  timi aseptik kosullar altinda steril kabin
(laminar flow kabin) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Besin ortami  olarak MS
(Murashige ve Skoog, 1962) temel ortam bilesimi
kullanilmigtir.  Besin  ortamima %3 oraninda
sakkaroz (Sigma) eklendikten sonra pH 5,7’ye
ayarlanmis ve %0,7 oraninda agar (Merck) ilave
edilmistir. Besin ortamlar1 250 veya 500 ml’lik
kapakli otoklav siseleri icinde otoklavda 1,2
atmosfer basing altinda, 121°C’ta 20 dakika siirede
sterilizasyona  tabi  tutulmustur.  Otoklavdan
cikarildiktan sonra steril besin ortamimi igeren
siseler iyice galkalanarak agarm besiyerine tamamen

karigsmasi saglanmis, ardindan daha 6nceden steril
edilen 8 cm cam petri kaplarina steril kabin
icerisinde 10’ar ml; 420 cc cam kavanozlara ise
40’ar ml olacak sekilde pay edilmistir. Agarin oda
sicakliginda katilasmasin1  takiben besiyerleri
eksplantlarin dikimi i¢in hazir duruma getirilmistir.

Sekil 1. Aragtirmada kullamlan lisianthus ¢esidine ait ¢igeklerin
gorinimil.
Figure 1. Appearance of the flowers of the lisianthus cultivar
used in the research.

Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu: Lisianthus
tohumlar1 buzdolabi sicakliginda 10 giin siireyle
bekletildikten sonra sterilizasyon islemlerine tabi
tutulmus, sonrasinda in vitro sartlarda MS besin
ortaminda ¢imlendirilmistir. Tohumlar oncelikle
filtre kagidindan hazirlanan kiigiik paketcikler
icerisine koyulmus ve bu paketler atas ile
tutturulmustur. Igerisinde tohum bulunduran kagit
paketcikler %20’lik ticari sodyum hipoklorit
(camagir suyu) ve 3 damla Tween-20 igeren
sollisyon i¢inde 15 dakika calkalanarak yiizeysel
sterilizasyon  islemi  uygulanmigtir.  Bunun
ardindan, 3 defa 5’er dakika steril saf su ile
durulama islemine tabi tutulmustur. Sterilizasyon
isleminin uygulandifi cam kavanozdaki son
durulama suyu siiziildilkten sonra tohumlar
bulunduran kagit paketcikler steril kurutma kagidi
lizerine alinarak fazla sulart kurutma kagidina
emdirilmistir. Ataslar acgilarak kagit iizerine
yapismis durumdaki tohumlar MS besin ortamina
ekilmistir. Tiim bu islemler laminar akisl kabinde
aseptik kosullarda yapilmustir.
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Eksplantlarin hazirlanmasi, besin ortamlarina
dikimi ve inkiibasyonu: In vitro sartlarda
tohumdan elde edilen lisianthus bitkiciklerinden
laminar kabin igerisinde steril edilmis filtre
kagitlar lizerinde steril bistiiri ile dikdortgen sekilli
yaprak eksplantlar1 hazirlanmis ve petri kaplari
icindeki 10 farkli biiylime diizenleyici igerigine
sahip MS ortamlar {izerine yaprak alt yiizeyi besin
ortamina temas edecek sekilde yerlestirilmistir
(Sekil 2). Her petri i¢ine 5-6 adet eksplant
yerlestirdikten sonra stre¢ film seritler ile kaplarin
cevresi sarilmis ve atmosferle olan temasi
kesilmistir. Ilk grup ortamlarda TDZ’nin (N-
phenil-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea) 5 adet (0,5;
1,0; 2,0; 3,0 ve 4,0 mg/L) dozu tek basina
kullanilmistir. Bunlarin yani sira ayni ortamlara 0,5
mg/L NAA (Naftalen Acetic Acid) ilave edilerek
hazirlanan ikinci 5 adet ortam da olmak iizere 10
farkli kombinasyon, denemede yer almustir.
Eksplantlar, petri kaplarindaki besin ortamlarina
yerlestirilmesinin ardindan 25+2°C’ ta ve 16 saat
aydmlik (2500-3000 Lux)/ 8 saat karanlik olacak
sekilde ayarlanmig fotoperiyodik diizene sahip
iklim odalarma almmistir. Kiltiirlerin 8. haftas1
tamamlandiginda goézlem, siirgin adedi sayimi
yapilmistir. Gelisen siirgiinlerde 1 cm’den kiiglik
ve 1 cm’den biiyilik siirglin sayis1 degerleri 12.
haftada kaydedilmis ve ¢izelgeler olusturulmustur.
Bu agsamadan sonra 1 cm’den biiyiik olanlardan
hazirlanan eksplantlar alt kiiltiire alinmstir.

oy

Alt Kiiltiir asamasi: Olciim yapilan ve uzunluklari
1 c¢m tizerinde olan 6 haftalik in vitro siirgiinlerin
tek bogum eksplantlar1 hazirlanarak, ayni besin
ortami igeriklerinde alt kiiltiire alinmustir. Sekil
3’te iizerinde bir adet aksillar goz bulunan tek
bogum eksplantinin goriinimii ve bu dokularin
dikimden iki hafta sonraki gelisme durumlari
gosterilmistir (Sekil 3).

Bir 6nceki asamada kullanilan ayni bilesimdeki
besin ortamlarina dikimleri yapilan tek bogum
eksplantlarinin bulundugu cam kavanozlar, 16/8
saatlik fotoperiyodik diizende ve 25°C sicakliktaki
iklim odasinda 4 hafta siireyle inkiibasyona
birakilmgtr.

Koklendirme asamasi: Alt kiiltiirlerde gelisen ve
1 cm’den biiylik olan siirglinler kullanilarak
koklendirme asamasindaki uygulamalara
gecilmistir. Her bir gelisme ortamini (10 farkh
bilesim) temsil edecek 20°ser adet siirgiin,
hazirlanan hormonsuz MS veya %2 MS ortamlarina
aktarilmistir. BoOylece temel besin ortamindaki
mineral tuzlarm ve vitaminlerin yar1 kuvvette
kullanildig1 ortam ile tam kuvvetteki MS ortaminin
koklenme  iizerindeki  etkisi  incelenmistir.

Koklenme ortamlarina aktarim isleminden 4 hafta
sonra siirgiinlerdeki koklenme orani belirlenmis,
kosullara

koklenen siirgiinler  dig
asamasina aktarilmigtir.

aligtirma

B

)

Sekil 2. MS ortaminda ¢imlendirilen lisianthus bitkiciklerinden yaprak eksplantlarinin hazirlanisi ve organogenesis amaciyla

kiiltiire alinmasi.

Figure 2. Preparation of leaf explants from in vitro germinated lisianthus seedlings and culture for organogenesis.
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Sekil 3. Lisianthusun in vitro gelisen siirgiinlerinden hazirlanan tek bogum eksplanti goriiniimii (a, b), tek bogum
eksplantlarinin dikiminden iki hafta sonra geligimleri (c, d).
Figure 3. The appearance of single node explants prepared from in vitro shoots of lisianthus (a, b), development of single node

explants two weeks after planting (c, d).

Dis kosullara ahstirma asamasi: Koklenmis
lisianthus bitkiciklerinin dig kosullara alistirllmasinda
bitkicikler cam kavanozlardan ¢ikarilarak ¢esme
suyu altinda kokleri yikanmis ve agarli besin
ortamindan arindirilmig, ambalajindan ¢ikartilarak
ilk kez kullanilan Clasmann marka hazir fide harci
doldurulan saksilara dikilmistir. 10 cm g¢apindaki
saksilara 4’er adet olacak sekilde (toplamda 200
adet) dikimleri yapilan bitkicikler, derin ve kapakli
plastik kutulara yerlestirilerek iklim odasinda
tutulmustur. Plastik kapak ortiilmeden once bitkiler
sulanmis, mini el piilverizatorii ile yapraklarin
lizerine su piskiirtiilmiistiir. 4 giin boyunca giinde
iki kez mini sera kapagi acilarak su piiskiirtme
islemine devam edilmis ve daha sonra kapak
tedrici olarak hafifce aralanarak bir hafta sonunda
tamamen kaldirilmigtir. Bu iglemler doku kiiltiiri
iklim odasinda (25°C) ve giinliik 16 saatlik 2000
Lux siddetindeki floresan lambalarin kullanildig:
aydinlanma diizeninde gergeklestirilmistir. Bir siire
sonra kapagi tamamen acilan kutularla seraya
tasinan bitkiler tek tek olacak sekilde yeni saksilara
aktarilmastir.

Diger yandan koklenen fideciklerin bir kismi da
(200 adet), viyollere doldurulan fide harcina
dogrudan dikimleri yapildiktan sonra dig kosullara
alistirtlmistir. Serada dikimleri yapilan ve can suyu
verilen fidecikler, golge bir alanda siyah renkli net
altina straforlar {izerine yerlestirilmistir. Giinde iki
kez yapraklar tizerine el piilverizatori ile su
puskiirtme islemi 5 giin boyunca yapilmis ve bu
asamadan sonra iki giin arayla glinde bir kez su
puskiirtilmiistiir. 10. giinden sonra ise bitkiler
normal gelismelerine birakilmistir. Dis kosullara
alistirilan tiim bitkiler seraya aktarilarak, saglikli
bir sekilde gelismelerine devam etmeleri saglanmis
ve ¢iceklenme asamasina kadar takip edilmislerdir.

Verilerin analizi ve degerlendirilmesi: Denemeye
ait veriler, Tesadiif Parselleri Deneme Deseninde
istatistiki olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel
analizler, SAS-JMP prol3 programinda yapilmistir
(Anonymous, 2016). BBD cinsi ve dozlar
kombinasyonlarini ifade eden “uygulama gruplar1”
arasindaki farkliliklar varyans analizi ile test
edilmis; istatistiki diizeyde farkli  bulunan
ortalamalar LSD testi ile karsilastirilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA
Tohumlarin doku kiiltiiriinde ¢cimlendirilmesi

Lisianthus  tohumlarimin (200 adet) besin
ortamlarina dikimini takiben ilk ¢imlenme, 17 giin
sonra %99,8 oraninda meydana gelmistir. Sekil
4’te ¢imlenme ortaminda elde edilen lisianthus
fidelerine ait gorlntiilere yer verilmistir.

Organogenesis asamasi

Aseptik  kosullarda elde edilen in vitro
bitkilerden alman yapraklardan hazirlanan
eksplantlarin  dogrudan organogenesis yoluyla
slirglin meydana getirmesi amaciyla kiiltiire

alindig1 bu uygulamada, TDZ (sitokinin) nin tek
basina ve NAA (oksin) ile kombinasyonlar
kullanilmistir. Kiiltiire alinan yaprak eksplantlar
iizerinde 6 hafta sonunda siirgiin olusumlari
gozlemlenmeye baglamistir. Kontrol grubu
eksplantlarda  silirglin =~ olusumu  meydana
gelmemistir. BBD igeren ortamlarda ise 12.
haftada olusan siirgtinlerin ortalama sayisi, 1 cm
altt ve {ustlindeki ortalama siirgiin sayilari,
sirgiin ~ uzunlugu degerleri  belirlenmistir.
Toplam 10 farkli icerikteki MS ortamlarinin
gelisme ve siirgiin sayilart lizerine etkilerine
iliskin sayisal veriler, Cizelge 1’de gosterilmistir.

4”_4-7'
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Sekil 4. Lisianthus tohumlarinin in vitro ekimlerinin ardindan elde edilen ¢imlenmis fidelerin goriiniimii.
Figure 4. The appearance of germinated seedlings of lisianthus seeds obtained after in vitro sowing.

Cizelge 1. Ortalama siirgiin sayisi, 1cm alt1 ve iistiinde olusan siirgiin sayisi.
Table 1. The mean average number of shoots, number of shoots shorter and longer than 1 cm.

BBD Konsantrasyon - Siirgiin Sayisi Siirgiin Sayisi
) O o <1em (3 len®) oA
Concentration Number of shoots Number of shoots
0,5 12,7 +5,25 ab 4,0+2,73b 8,7+2,69a 2,2
1 7,7+353b 5,4 +£3,10 ab 2,3+0,43cd 0,4
TDZ 2 10,0+ 0,88 ab 3,9+1,84b 6,1 +1,02abc 1,6
3 14,3+ 10,37 ab 5,1+5,50 ab 9,2 +5,3% 1,8
4 152+539 a 7,1+4,26 ab 8,1+ 1,55a 11
0,5+0,5 9,5+0,53 ab 7,2+0,00 ab 2,3+0,57 cd 0,3
1+0,5 12,1 +5,97 ab 10+6,93a 2,1+0,96d 0,2
TDZ+NAA 2+0,5 12,2+ 5,98 ab 8,9 + 5,04ab 3,3+ 1,11 bed 0,4
3+0,5 10,5+0,22 ab 34+236b 7,1+2,30ab 2,1
4+0,5 12,8 £6,51 ab 7,4+594 ab 5,4 £2,07 abcd 0,7

Ortalama Siirgiin Sayist (Mean of shoots) = Ortam (Medium) P<0,001. LSD: 7,35; CV: % 37

Siirgiin Say1st (Mean of shoots) <lcm = Ortam(Medium) P<0,001. LSD: 5,52; CV: % 42

Siirgiin Say1st (Mean of shoots) >1cm - Ortam (Medium) P<0,001. LSD: 3,91; CV: % 48

(* Her bir siitunda ayn1 harfleri alan rakamlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz; farkli harfleri alan rakamlar

arasindaki farklilik 6nemlidir).

(*Values followed by different letters in columns are significantly different).
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Yaprak eksplantlari, tim ortamlarda siirgiin farkli-
lasmas1 saglamistir. Lisianthusun doku kiiltiiriinde
organogenesis amaciyla yapilacak uygulamalar s6z
konusu oldugunda yaprak eksplantlarinin basartyla
kullanilabilecegi calismamizda ortaya koyulmustur.
Literatiirde farkli eksplantlarin in vitro lisianthus
cogaltiminda kullanilabilecegi onceki ¢aligmalarda
gosterilmistir.  Ornegin Pack ve Hahn (2000),
Ordogh ve ark. (2006), Nhut ve ark. (2006), Esizad
ve ark. (2012) ve Yumbla-Orbes ve ark. (2017) gibi
aragtirma gruplari, lisianthusta bogum arasi, kok,
petal gibi farkli eksplantlari baglangic materyali
olarak kullandiklarinda da siirgiin organogenesisi
saglayabilmislerdir. Bununla birlikte Rezaee ve ark.
(2012) calismasinda, yaprak eksplantlarinin diger
tim eksplantlara gore daha yiiksek ¢ogaltim
kapasitesine  sahip oldugunu belirlemislerdir.
Deroles ve ark. (1993), Semeria ve ark. (1996) ile
Handa ve Deroles (2001) de yaprak eksplantlarinin
in vitro siirgiin  rejenerasyonu  i¢in  basaril
bulundugunu ve lisianthusta genetik transformasyon
caligmalar1 i¢in en uygun ekspant olabilecegini
bildirmislerdir.

TDZ’nin 5 farkli dozu ve NAA ile kombine
edildigi ikinci 5 adet ortamdaki yaprak eksplantlari
tizerindeki gelismeyi gosteren goriintiilere ise Sekil
5’te yer verilmistir.

Siirgiin  sayis1 degerleri agisindan uygulamalar
arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli
bulunmugtur. Ortalama siirgiin say1s1 maksimum 4
mg/L TDZ: 15,2 adet/eksplant ve 3 mg/L TDZ:
14,3 adet/eksplant ortamlarinda gozlemlenmistir.
Genel olarak, kullanilan BBD’lerin yaprak
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu saglama
konusunda yeterli uyarimi sagladigi soylenebilir.
Eksplant basina 7,7-15,2 arasinda siirgiin sayisi
olusturan 10 farkli bilesimde olusan ortalama
sirgiin sayist1 ise 11,7 olmustur. Kullanilan
ortamlar arasinda ¢ok farkli gruplarin olusmamasi,
literatiir ~ bilgileri 1s18inda  secilen  biiylime
diizenleyici tir ve  dozlarinin  dogrudan
organogenesis konusunda basarili se¢imler oldugu
yoniinde yorumlanmugtir. Uddin ve ark. (2017) da,
calismadan elde edilen bulgulara benzer sekilde
yaprak eksplanti basma 12,7 adet siirglin
rejenasyonunu  0,1-1,5 mg/L BAP ve GA;

kombinasyonlarinda elde ettiklerini bildirmislerdir.
Bununla birlikte farkli cesit ve besin ortami
bilesimlerinde siirgiin sayillann da degisiklik
gostermektedir. Nitekim ‘Mariachi Pure White’
¢esidinde in vitro rejenerasyon fiizerinde calisan
Ozkan (2017), eksplantlardan adventif siirgiin
rejenerasyonunda maksimum siirgiin sayisinin 1,0
mg/L Kin igeren ortamda 3,3 adet oldugunu
bildirmistir. Meydana gelen in vitro siirgiinlerin en
yiiksek sayisal degeri 1,0 mg/L BAP ve 4,0 mg/L
Gibberellik asit (GAs) kombinasyonundan 1,13
adet olarak elde edilmistir. Pop ve ark. (2016)’nin
4 farkli hibrit lisianthus c¢esidinde in vitro
rejenerasyon c¢aligmasinda eksplant olarak siirglin
uclar1 kullanilmis olup, bunlar MS ortamina iki
farkli BBD kombinasyonu ilave edilmesi ile elde
edilen ortamlarda kiiltiire alimmigtir: V1 (MS + 0,5
mg/L TDZ + 0,5 mg/L IAA); V2 (MS + 1.0 mg/L
BAP + 0.5 mg/L TAA). Eksplant bagina 3,1 (V1)
ve 5,7 (V2) adet siirgiin alinabilmistir. Yapilan
caligmalar genel olarak degerlendirildiginde,
tarafimizca gerceklestirilen arastirmada yaprak
eksplantindan  ¢ok  basarili  bir  siirglin
rejenerasyonu saglandigim sdylemek miimkiindiir.

Toplam siirgiin sayist bakimindan birbirine
yaklasan sayisal degerler veren 10 farkl
bilesimdeki ortam, 1 cm’den kiiciik veya biiyiik
siirglin sayilar1 konusunda daha belirgin bigimde
ayrilmislardir. Boyu 1 cm altinda olan siirgiin
sayist agisindan en yiiksek deger, 1 mg/L TDZ +
0,5 mg/L NAA ve 2 mg/L TDZ + 0,5 mg/L NAA
ortamlardan alinmistir (10 ve 8,9 adet/eksplant).
Diger ortamlarin 6nemli bir kismi aym istatistiksel
grupta yer alarak benzerlik gosterirken, farkli bir
istatistiksel grupta bulunan 0,5 mg/L TDZ, 2 mg/L
TDZ ve 3 mg/L TDZ + 0,5 mg/L NAA
uygulamalarinda 1 cm’den kiiciik siirgiin sayisi en
az degerleri almistir.

Hemen hemen tiim ortamlarda ¢ok kiiglik
meristematik dokularin yogun bir sekilde olustugu,
ozellikle yiiksek sitokinin dozlarinda bu olusumun
daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte
kiiltiirin  ilerleyen asamalarinda kiigiik olan
meristematik olusumlar gelismelerine devam etmis
ve siirgiin olarak farklilasmistir (Sekil 6).
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Sekil 5. TDZ’nin 5 dozu (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg/L) ve bunlarin 0,1 mg/L NAA ilave edilmis ikinci 5 adet serisinde lisianthus
yaprak eksplantlarinda, kiiltiire alma igsleminden 8 hafta sonraki gériiniim.
Figure 5. The appearance of cultures 5 doses of TDZ (0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0 mg/L) and their second 5 series with 0.1 mg/L NAA

added in lisianthus leaf explants, 8 weeks after culturing.

Sekil 6. Siirgiin sayis1 bakimindan yiiksek deger veren 3 mg/L

TDZ igeren ortamda lisianthus yaprak eksplantlarmdan
elde edilen siirgiin rejenerasyonu goriiniimleri.

Figure 6. Appearance of regenerated shoots obtained from
lisianthus leaf explants in the medium containing 3
mg/L TDZ, which gives a high value in terms of
shoot number.

Boyu 1 cm fiizerinde oOlgiilen ortalama en ¢ok
stirgiin sayis1 3 mg/L TDZ ve 0,5 mg/L TDZ igeren
ortamlarda (9,2 adet ve 8,7 siirgiin/eksplant).
Bununla birlikte olusan toplam siirgiin sayis1 farkl
oldugundan tek basina bu degerlerin ortam segimi
icin yeterli olmayabilecegi aciktir. Bu nedenle 1
cm’den biiyiikk silirgiinler / 1 cm’den kiigiik
stirgiinler arasindaki oran fikir vermesi agisindan
incelendiginde; en diisiik TDZ dozunun 0,5 mg/L
bu acgidan onde geldigi goriilmekte ve biylik

siirglinlerin (>1 cm) olusumu, kiicik ve rozet
gOriiniimlii olusan siirgiin sayisindan daha fazladir.

Tiim bu degerlendirmeler kapsaminda hem toplam
stirgiin olusumu ve hem de 1 cm’den biiyiik alt
kiiltiire alinmaya uygun siirgiin olusturma ézellikleri
bakimindan 0,5 mg/L TDZ, 3 mg/L TDZ ve 4
mg/L TDZ igeren ve ortamlarinin tercih edilebilir
bulundugunu séylemek miimkiindiir (Cizelge 1).

Elde edilen siirgiin sayisinin yani sira, bunlarin alt
kiiltiirlere aliabilir biiyiikliige gelmis olmalart ve
birbirlerine oranlart da 6nemli olmaktadir. Bu
nedenle kullanilacak besin ortami bilesimini
belirlemek amaciyla olusan siirgiinlerin  12.
haftadaki uzunluklar1 da 6l¢iilmiistiir (Sekil 7).

Stirglin uzunluklar1 bakimindan yapilan 6lgitimlere
iliskin sonuglar Cizelge 2’de gosterilmistir.
Stirglinlerin  kiiltiire alindigi 10 farkli ortam
icerisindeki  siirglin  uzunlugu  gelisimleri,
istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Ortalama
stirgiin uzunlugu en fazla 0,5 mg/L TDZ ortaminda
Ol¢iilmiis ve bunu farkli bir istatistiki grupta yer
alan 2 mg/L TDZ uygulamas: takip etmistir; 0,5
mg/L TDZ ortaminda en yiiksek siirgiin uzunlugu
degeri 1,9 cm iken 2 mg/L TDZ ve 4 mg/L TDZ
ortaminda 1,6 olarak belirlenmistir (Cizelge 2).
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Sekil 7. Alt kiiltiire alinmadan once, yaprak eksplantlarinin dikiminden 12 hafta sonra her bir eksplant tizerinde olusan 1 cm
altinda ve 1 cm iizerinde uzunluga sahip olan siirgiinlerin goriintiileri.
Figure 7. Images of shoots shorter than 1 cm and longer than 1 cm long formed on each explant 12 weeks after planting the leaf

explants, before subculture.

Cizelge 2. Ortalama, maksimum ve minimum siirgiin uzunluklari.

Table 2. Mean, maximum and minimum shoot lengths.

BBD Konsantrasyon  Ortalama Siirglin Uzunlugu ~ Min. Siirgiin Uzunlugu ~ Mak. Siirglin Uzunlugu
PGR (mg/L) (cm) () (cm) (cm)
Concentration Mean of shoot lenght  Minimum shoot length Maximum shoot length

0,5 0,80+0,05a 01 1,9

1 0,51 +£0,05 bc 0,2 1,2

TDZ 2 0,62 £0,05b 01 1,6
3 0,47 +£0,09 cd 0,1 11

4 0,55+ 0,17 bc 0,1 1,6

0,5+0,5 0,37 £0,12 de 0,3 0,5

1+0,5 0,45 +£0,10 cd 0,3 1,2

TDZ+NAA 2+0,5 0,30+0,17e 01 0,6
3+0,5 0,30 £0,10e 01 0,6

4+0,5 0,30 £0,10¢ 01 0,5

Ortalama Siirgiin Uzunlugu (Mean shoot lenght) > Ortam (Medium) P<0,001. LSD: 0,14; CV: %17
(* Her bir siitunda ayni harfleri alan rakamlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemsiz; farkli harfleri alan rakamlar

arasindaki farklilik onemlidir).

(*Values followed by different letters in columns are significantly different).

TDZ’nin farkli dozlar tek basina kullanildiginda,
vaskiiler meristematik doku indiiksiyonu ve bunun
ardindan siirgiin farklilagsmasi1 basariyla gercekles-
mistir. Sitokinin olarak ¢alismada yer alan TDZ ile
birlikte oksin kaynagi olarak tek dozda (0,5 mg/L)
NAA’nin da kullanimi, organogenesis {izerinde
onemli diizeyde tesvik edici bulunmamis, hatta bir
miktar engelleyici etkisi gozlenmistir. NAA+TDZ
kombinasyonlarini i¢geren ortamlarda kiiltiire alinan
stirgiinlerde, camsilagsmanin da oldugu goézlemlen-
mistir. Bu yiizden TDZ’nin tek basina kullanimi
yaprak eksplantlarindan siirgiin farklilagsmasi ve
¢ogaltim igin tercih edilebilir bulunmustur. Farkli
biiylime diizenleyici tiir ve dozlarmin lisianthusta
in vitro somatik  embriyogenesis  veya
organogenesis amaciyla kullanildigi, literatiirden

izlenebilmektedir. Yumbla-Orbes ve ark. (2020),
10 uM 2,4-D kullaniminin yaprak eksplantlarindan
somatik  embriyogenesis uyartimi  yaptigini;
Mousavi ve ark. (2012), organogenesis ve bitki
olusumu i¢in MS ortami1 yerine B5 Gamborg
ortaminin daha basarili bulundugunu, en uygun
BBD dozunun ise 1 mg/L BAP oldugunu
bildirmektedir. Ghanati ve ark. (2012) ise, LS, B5
ve MS ortamlarina karsilastirmig, 1’er mg/L BAP
ve GA; iceren BS ortamlarinda maksimum siirgiin
rejenerasyonu elde edildigini rapor etmislerdir.
Kaviani  (2014), sitokinin  olarak  Kinetin
kullanmigtir. NAA ile kombinasyonlar1 bulunan
calismalarda en iyi siirgiin rejenerasyonu 0,5 mg/L
kinetin igeren MS ortamindan gézlemlenmistir.
Ayni arastirici farkli bir ¢aligmasinda 0,1 mg/L BA
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ve 0,2 mg/L NAA kombinasyonu igeren MS
ortaminda kallus ve bunun {izerinden siirgiin
organogenesisi  elde  ettiklerini  bildirmistir
(Kaviani, 2014). Lisianthusun direkt organogenesis
yoluyla cogaltimi konusunda Ozkan (2017) ve
Haspolat ve ark. (2020)’nin da bildirdigi gibi yillar
icerisinde ¢esitli arastiricilar tarafindan BBD cins
ve dozlari, besin ortami bilesimleri denenmistir.
MS ve BS5 ortamlarmin agirlikli - oldugu
calismalarda tek basina sitokinin (BAP) ve bunun
oksin ile birlikte kullanimi (NAA veya IAA),
rejenerasyonu tesvik etmektedir (Mousavi ve ark.,
2012). Nitekim burada sonuglart sunulan ¢aligmada
da tek basma kullanilan TDZ (sitokinin), yaprak
eksplantlarindan  bagarili  bir sekilde siirglin
rejenerasyonu saglamis, besin ortamina NAA ilave
edilmesinin (denemede yer alan doz gercevesinde)
onemli bir etki olusturmaksizin benzer sonuglari
verdigi goriilmiistiir.

Literatiirdeki farkli ¢alismalardan siirglin olusumu
orani, silirglin sayist gibi degerlerde degisik
sonuglar elde edilmesi ve en uygun ortam
bilesiminin farkli olmasi; ¢alismalarda kullanilan
genotiplerin farkli olmasindan kaynaklanabilmek-
tedir. Haspolat ve ark. (2020) tarafindan yapilan
literatiir calismasinda da belirtildigi gibi lisianthus
eksplantlarindan ~ organogenesis elde  etmek
amaciyla 0,1-2,0 mg/L arasindaki sitokinin dozlari
uygulanmigtir. Calismamizda ise 4 mg/L’ye kadar
¢ikan sitokinin dozlar kullanilmis ve 3 mg/L TDZ
dozuna sahip ortamlarda, ¢aligmanin en iyi
sonuglart elde edilmistir. Doku kiiltiiriinde siire
uzadikca yeni siirglinler meydana gelmeye devam
etmekte, Onceden olusanlar ise uzayarak
gelismektedir. Calisgmada 12 haftalik kiiltlirlerde
Ol¢limler yapilarak o asamadaki sayisal veriler
degerlendirilmistir. Kiiltiir siiresi uzatildiginda
veya ortama hiicre uzamasini tesvik eden BBD
katkis1  yapilmasi durumunda yiiksek dozda
sitokinin kullaniminin yol actif1 sikisik yapili ve
kiigiik siirgiin  olusumunun olumsuz etkilerinin
azaltilabilecegi diisiiniilebilir. Besin ortamlarina
GA; ilave edilmesi, kiiclik siirglinlerin uzamasini
tesvik ettiginden in vitro ¢ogaltim ¢aligmalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Giimiis, 2009; Bejaoui,

2022). Nitekim Uddin ve ark. (2017) lisianthus
rejenerasyon sisteminde Gibberellik asit ilavesini
tercih etmislerdir. Bu calismada siirgiin rejeneras-
yonu i¢in uygun bulunan 3 mg/L TDZ + 0,5 mg/L
NAA ortamina GAs ilave edilmesiyle yeni
denemeler yapilmasi yararli olabilecektir. Boylece
hem siirgiin sayisinda artis saglanabilecek hem de
elde edilecek siirglinlerin alt kiiltiire alinmasi
asamasinda daha kolay ayrilabilen gelismis siirgiin
sayisi artirilabilecektir.

Alt kiiltiir asamasi

TDZ’nin 5 farkli dozu ve NAA ile kombine
edildigi ikinci 5 adet ortamdaki tek bogum eks-
plantlart iizerindeki gelismeyi gosteren goriintiilere
ise Sekil 8’de yer verilmistir. Tek bogum
eksplantlarinin, basglangi¢ta kullanilanin ayn1t BBD
iceren 10 adet besin ortamina aktarim islemi
tamamlandiktan bir ay sonra yapilan sayim ve
degerlendirmelerin ~ sonuglar1  Cizelge  3’te
verilmistir. Alt kiiltiirler sonrasinda olusan bitki
sayist agisindan en etkili ortam 3 mg/L TDZ iceren
ortam olurken bunu 4 mg/LL TDZ igeren ortam
takip etmis ve bu iki uygulama istatistiksel olarak
ayn1 grupta yer almistir. 4 mg/L TDZ uygulamasi
ile olusan kardes bitkilerin 75 adedinin boyu 1 cm
altinda iken 81 adedinin boyu 1 cm {izerinde
Olciilmiistiir (Cizelge 3).

Yapilan calismada tek bogum eksplantlar1 olarak
hazirlanarak alt kiiltiire aliman eksplantlardan
ortalama 11,5 adet siirgiin/eksplant elde edilmistir.
Bu say1, onceki ¢aligmalarin oldukea iizerinde bir
degere sahiptir. Uddin ve ark. (2017), 0,1-1,5 mg/L
BAP ve GA; kombinasyonlarinda alt kiiltiire alinan
tek siirgiinlerden en fazla 3,23 adet yeni siirgiin
gelistigini bildirmistir. Genotip farkliligmin yam
sira kullanilan dozlarin da daha diisiik tutulmasinin
bu etkiye yol agmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Calismamizda, in Vitro rejenere olan siirgiinlerden
hazirlanan tek bogum eksplantlari, alt kiiltlire alma
asamasinda kullanimi ve en uygun ortam
bilesiminde 15,6 siirgline kadar eksplant basina
yeni aksillar siirglin gelisimi saglanabilmistir. Pop
ve ark. (2016) tarafindan yapilan denemede tek
bogum Kkiiltiirlerinden basariyla aksillar siirgiinler
elde edilmistir. Ancak bu kaynakta kullanilan BBD
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dozlarinin diisiik olmasi elde edilen aksillar siirglin
sayisinin da smirli kalmasina neden olmustur.
Bizim g¢aligmamizdaki rejenerasyon sayilari gibi
aksillar siirglin olusturma kapasitesi de kullanilan
nispeten yiiksek dozlarin etkisiyle de daha fazla
olmustur.

0,6 TDZ

1TDZ

Sekil 8.

4 mg/L TDZ+0,5 mg/L NAA ortami, 1 cm altinda
olusan bitki sayis1 bakimindan en yiiksek degeri
almistir ve bu ortamu farkli grupta yer alan 4 mg/L
TDZ uygulamasi takip etmistir. Diger yandan 3
mg/L TDZ ortami, 1 cm Ustiinde olusan bitki sayis1
bakimindan en yiiksek degeri almistir ve bu ortam
farkli grupta yer alan 0,5 mg/L TDZ uygulamasi
takip etmistir (Cizelge 3).

3 TDz

3 TDZ
0.5 NAA

TDZ’nin 5 dozu (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg/L) ve bunlarin 0,5 mg/L NAA ile kombinasyonunda gelisen lisianthus tek

bogum eksplantlarinda, kiiltiire alma igleminden 8 hafta sonraki in vitro bitkilerin goriiniimii.
Figure 8. The appearance of in vitro plants 8 weeks after culturing lisianthus single node explants in 5 doses of TDZ (0.5; 1.0;
2.0; 3.0; 4.0 mg/L) and their combination with 0.5 mg/L NAA.

Cizelge 3. Alt kiiltiir sonrasinda olusan toplam, 1 cm alt1 ve iistiindeki bitki sayilar1.
Table 3. Total number of plants shorter and longer than 1 cm after subculture.

BBD N o Olusan Bitki Olusan Bitki
PGR Konsantrasyon Kultqre'Ahnan Olusan Toplam Bitki Sayis1 <lcm Sayis1 >1cm
Bitki Sayisi Sayist1 (*)
(mg/L) Number of Number of
. Number of Number of total
Concentration cultured plants reqenerated plants regenerated regenerated
P g P plants <lcm plants >1cm
0,5 10 133+252b 43+£1,73f 90 +1,15b
1 10 82+153i 60+1,00d 22 +£1,15h
TDZ 2 10 108 +0,58 ¢ 46+£1,53f 62 £1,15¢
3 10 157+1,53a 60+4,16d 97 +551a
4 10 156 +2,31a 75+3,61b 81 £1,53¢
0,5+0,5 10 107 +0,58 ¢ 55+2,08e 52+153f
1+0,5 10 84 +2,00¢e 62 +2,08d 22 £0,58h
TDZ+NAA 2+0,5 10 101 +£1,00d 68+252c 33 £1,53¢g
3+0,5 10 106 +£0,58 ¢ 36+1,009g 70 £1,53d
4+0,5 10 134 £153b 80+1,00a 54 +153f

Olusan Toplam Bitki Sayis1 (Number of total regenerated plants)—> Ortam P<0,001. LSD: 2,96; CV: % 1
Olusan Bitki Sayis1 <lcm (Number of regenerated plants <lcm) = Ortam P<0,001. LSD: 4,53; CV: % 5
Olusan Bitki Sayis1 >1cm (Number of regenerated plants >1cm)—> Ortam P<0,001. LSD: 3,18; CV: % 3
(* Her bir siitunda ayni harfleri alan rakamlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz; farkli harfleri alan rakamlar

arasindaki farklilik 6nemlidir)
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Koklenme asamasi

Alt kiiltiirde yeterli siirgiin sayis1 elde edildiginden
koklendirme denemesine gegilmistir. Bu amagla 1
cm’den biiyiik siirgiinler her ortamdan 20’ser adet
alimarak MS veya 2 MS ortamlarma herhangi bir
BBD ilave edilmeksizin aktarilmis ve 4 hafta sonra
aktarilan tiim siirgiinlerin koklendigi belirlenmistir.
Koklenme orani her iki aktarim ortaminda da
%100 olmustur. Hatta bazi alt kiiltiir ortamlarinda
(6zellikle NAA katkist bulunan ortamlarda)
koklenmenin  onceden de meydana geldigi
gozlemlenmistir. Lisianthus siirgiinlerinin in vitro
koklendirme agamasinda hormonsuz 2 MS ve tam
MS ortamlarina aktarilmalar1 sonucunda kdklenme
oranlart bakimindan farkliik  bulunmazken,
denemeye alinan toplam 800 siirgiin koklenmis
olup bunlardan 100 adedi dis kosullara aligtirilma
asamasina transfer edilmistir. D1s kosullara aktarim
icin 4 haftasinmi tamamlayan koklenmis siirglinlerin
kullanim1 uygundur.

Lisianthusun koklenme konusunda hig¢bir sorunu
bulunmadigi, hatta siirgilin ¢ogaltim asamasinda da
uzun siire bekletilen ortamlarda koklenmenin
meydana geldigi gozlemlenmistir. Bunun yaninda
koklendirme denemeleri kurularak sonuglar elde
edilmistir. Bu asamanin sonucunda, kullanilan
ortamlarin tiimiinde kdklenme meydana gelmistir.
Tam kuvvetteki MS tuzlarinin = kullanildig:
koklenme ortamlari ¢ogu bitki tiirlinde olumlu
sonuglar vermektedir (Németh, 1986). Bununla
birlikte, makro ve mikroelementerin Y5, /3 veya Y
oraninda seyreltilerek kullanildigi ortamlar da
koklenme igin bazen daha iyi sonuglarin elde
edildigi c¢alismalar mevcuttur (Skirvin ve ark.,
1980; Lineberger, 1983). Uddin ve ark. (2017),

hormonsuz 2 MS ortaminin lisianthusta koklenme
icin ¢aligmamiza benzer sekilde optimum kosullar
oldugunu kaydetmistir.

Lisianthus, in vitro uygulamalara hizli cevap veren
ve yogun BBD dozlarina ihtiyag duymayan bir
bitki tlirii olarak gdzlemlenmistir. Bu durum
koklenme asamasinda da kendini belli etmistir.
Diisiik kuvvetteki sade ortamlar, daha saglikli
bitkiciklerin elde edilmesini saglamistir. Koklenme
oranlar1 bakimindan farklilik olmaksizin kullanilan
ortamlarin ikisinde de %100 oraninda koklenme
gerceklestigi icin hem MS hem de yar1 kuvvetteki
hormonsuz MS ortami basarili bulunmustur.

Dis kosullara ahstirma asamasi

Koklenen lisianthus bitkicikleri fide harcina
dikilmis ve tzerleri birka¢ giin kapatilmistir.
Tedrici olarak atmosfer kosullarma alistirilan
bitkicikler %100 oranminda saglikli bir sekilde
yasamalarina devam etmis ve seraya aktarilmustir.
Saksilara aktarilarak iklim odasinda dis kosullara
aktarillan fideler gibi, dogrudan viyollerdeki fide
harcina aktarilarak serada golgelendirme neti
altinda giinde iki kez yapraklarina su ptskiirtiilmek
suretiyle 5 gilin bosunca dis kosullara aligtirilan
fideler de hicbir kayip olmaksizin canliliklarini
siirdiirmiislerdir.  Lisianthus, doku kiiltiiriine
olumlu cevap veren ve kolaylikla ¢ogaltilabilen bir
tir olmasinin yam sira dig kosullara adaptasyonu
evresinde de yasama oram yiiksekligi ile
adaptasyon yetenegi gii¢lii bir bitki oldugunu
kanitlamistir. Arastirmamizda gelisen fideler, daha
blyiik hacimli  saksilara  aktarilmis  olup
Antalya’daki kapali seralarda gelistirilmislerdir
(Sekil 9).
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Sekil 9. Dig kosullara aktarilan ve ¢igeklenme agamasina kadar gelistirilen in vitro ¢ogaltilmus lisianthus bitkileri.
Figure 9. In vitro propagated lisianthus plants transferred to outdoor conditions and developed up to the flowering stage.

Torf: perlit karigimi, dis kosullara aktarim asamasi
icin uygun bulunmustur. Herhangi bir enfeksiyon
ile kargilagilmamis ve tiim bitkiler saglikli bir
sekilde gelismistir. Torf ile birlikte, su tutma ve
koklerin  havalanma  ihtiyacim  karsilayan
vermikulit, perlit, kum gibi malzemelerin harg
karisimina ilave edilmesinin; in vitro kosullardan
¢ikan bitkiciklerin dis kosullara aktarilmasinda
olumlu etkisi bulunmaktadir. Nitekim Bejaoui ve

ark. (2023) da bir baska siis bitkisi olan
kalanso’nun doku kiiltiiriinde cogaltilan
bitkiciklerin topraga aktarim asamasinda torf
igerisine kum ve  vermikulit katkilarmin

yapilmasimi olumlu bulmuslardir. Kabake¢1 (1996),
lisianthusta in vitro kosullarda elde ettigi fideleri
once pomza ortaminda dig kosullara alistirdigini ve
daha sonra toprak ortamina transfer ettigini
bildirmistir. Bu asamada farkli uygulamalarin da
yapilabilecegi, ex vitro koklendirme denemeleri
kurularak sonraki caligmalarda lisianthusun dig
kosullara aktarilma asamasinda ayn1 zamanda
koklendirilebilecegi ~ yoniinde  bir izlenim
olusmustur. Sonraki donemlerde bu konu tizerinde
caligmalar yapilmas1 faydali olabilecektir. Boylece
in vitro’da gegen siire azaltilarak daha ekonomik
bir {retim dongiisii saglanmasi  miimkiin
goriinmektedir.

SONUC VE ONERILER

E. grandiflorum tiiriinde doku kiiltiiriiyle cogaltma
protokolii gelistirmek amaciyla gergeklestirilen bu

aragtirmada farkl biiyiime diizenleyici
kombinasyonlar, MS tuzlarimin tam veya yarl
kuvvette  kullanilmalar1  konular1  tizerinde
uygulamalar yapilmis ve elde edilen bulgular
degerlendirilmistir. Buna gore ¢alismadan elde
edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. Eustoma grandiflorum tiiriinde in vitro kosul-
larda yaprak eksplantlarindan siirgiin rejene-
rasyonu saglanmis, bitkicik elde edilebilmistir.
Kiiltiirlerde kararma, kontaminasyon gibi
sorunlarla karsilagilmamis ve ¢ogaltim igin
protokol olusturulmustur.

2. Yaprak eksplantlarinin, doku kiiltiri ile
lisianthus ¢ogaltimi i¢in elverigli bir eksplant
kaynagi oldugu, uygun besin ortami bilesimi
secildiginde kesim yiizeylerinde kallus gelisi-
minin ardindan dogrudan siirgiin rejeneras-
yonu meydana getirdigi belirlenmigtir.

3. Sitokinin ve oksin dengesi iyi ayarlandiginda
hem yeterli sayida baslangi¢ materyali olarak
siirglin farklilasmasi olusmakta, hem de olusan
bu siirgiinler 1 cm’den biiyiik ve kolaylikla alt
kiiltiirlere alinabilen (kompakt yapili veya
kiime seklinde olmayan) yapida meydana
gelmektedir.

4. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu igin
%?20’lik sodyum hipoklorit kullanilabilecegi
ve ara sira calkalanarak 15 dk beklenip
ardindan 3 kez steril saf su ile durulama
yapilmast halinde temiz bir kiiltiir siireci
saglanabildigi, herhangi bir kontaminasyon ile
karsilasilmadigi belirlenmistir.
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5. Kontrol ortami olarak kullanilan hormonsuz
MS ortaminda herhangi bir organogenesis
olmadig1, sadece dokularda sisme ve ¢ok hafif
olarak kesim yiizeylerinde kabarmalarin
olustugu, lisianthusta in vitro rejenerasyon i¢in
BBD ihtiyaci1 oldugu belirlenmistir.

6. BBD olarak 0,5 ve 3 mg/LL TDZ igeren MS
ortamlarinin, yaprak eksplantlarindan yeni
lisianthus siirgiinlerinin rejenere edilmesi i¢in
iyi bir baslangi¢ ortami olabilecegi kanaatine
varilmstir.

7. Yaprak eksplantlarinda 6.haftada siirglinlerin
goriildiigli ve 8. hafta sonunda eksplant bagina
10-15 arasinda siirgiin elde edildigi saptanmstir.

8. TDZ’nin tek basina (1,0; 2,0; 3,0 ve 4,0 mg/L)
veya NAA (0,5 mg/L) ile birlikte kullanimu,
yaprak eksplantlarindan ¢ok fazla meristematik
stirgiin ucu farklilasmasina neden oldugu tespit
edilmistir.

9. TDZ’nin 3 mg/L dozunda tek basina kullanimi
hem yaprak eksplantlarindan organogenesis
icin hem de tek bogum kiiltiiriinde siirgiin
proliferasyonu i¢in kullanilabilir bulunmustur.

LITERATUR LISTESI

Akbari, H., R. Pajooheshgar, and N. Karimi. 2014. Evaluating
the micropropagation of Lisianthus (Eustoma
grandiflora L.) as an important ornamental plant.
Indian Journal of Fundamental and Applied Life
Sciences 4 (2): 596-602.

Anonim. 2015. Lisianthus Yetistiriciligi. http://hbogm.
meb.gov.tr/  modulerprogramlar/  kursprogramlari/
bahcecilik/ moduller/ lisianthus_ yetistiriciligi.

Anonymous, 2016. SAS Institute Inc. 2016. Cary, North
Carolina, USA.

Bejaoui, R. 2022. In vitro Micropropagation of Kalanchoe
(Kalanchoe blossfeldiana Poelln.). Doktora tezi.
Ankara Uni. Fen. Bil. Ens. Bahge Bitkileri Ana Bilim
Dali- Ankara.

Bejaoui, R., C. Gimiis, K. Sonmez, E. Kirbay, and S.S.
Ellialtioglu. 2023. The Effects of Different PGR
Contents on in vitro Organogenesis and Shoot
Proliferation in Kalanchoe (Kalanchoe blossfeldiana
Poelln.). In: 11th International Conference on
Agriculture, Animal Sciences and Rural Development,
03-05 March. Mus Alparslan University, Mus —
Tiirkiye. p. 995-1010. ISBN:978-625-7720-91-5.

10. Lisianthus tlirinde in  vitro  siirglinler
kolaylikla  koklenmektedir. Bu  amagla
hormonsuz MS veya Y2 MS ortamlari

kullanilabilir. Koklenme orani tiim ortamlarda
%100 olmustur.

Caligmada elde edilen sonuglarin, bagta in vitro
mutasyon ve genetik transformasyon gibi 1slah
calismalarinda  kullanilabilecegi, siis bitkileri
konusundaki uzun dongiilerin hizlandirilmasinda
hizmet edebilecegi ortaya konmustur. Gelistirilen
protokoller ve Oneriler sayesinde yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi miimkiin olabilecek, sektore katkilar
saglanabilecektir.

TESEKKUR

Gizem GOKCE’nin yiiksek lisans tezinden
tiiretilen bu ¢alismaya destek saglayan Has Biotech
A.S (Antalya) firmasma tesekkiir ederiz. Ayrica
laboratuvar ve sera ¢alismalarindaki desteklerinden
dolay1 saym Prof. Dr. Sekire Sebnem
ELLIALTIOGLU  ve  Ebru  AKYUZe
tesekkiirlerimizi sunariz.

Deroles, S.C., S.E. Ledger, R.M. Miller, K.M. Davies, and
N.K. Given. 1993. Transformation in Eustoma
grandiflorum (lisianthus). In Plant Protoplasts and
Genetic Engineering Il1. 22: 202-212

Esizad, S.G., B. Kaviani, A. Tarang, and S.B. Zanjani. 2012.
Micropropagation of lisianthus (Eustoma grandiflorum),
an ornamental plant. Plant Omics 5(3): 314-319.

T.H. 1981. The New York Botanical
Illustrated Encyclopedia of Horticulture.
Publushing. New York, USA

Garden
Garland

Everett,

Furukawa, H. 1993. Some characteristics of regenerated plants
from leaf and root explants of Eustoma grandiflorum.
Plant Tissue Culture Letters 10(1): 98-99.

Ghanati, F., F. Rezaee, and L.Y. Boroujeni. 2012.
Micropropagation of Lisianthus (Eustoma grandiflora
L.) from different explants to flowering onset. Iranian
Journal of Plant Physiology 3(1): 583-587.

Giimiis, C. 2009. Bati Karadeniz Bolgesinde Salep Elde
Edilmesinde Kullanilan Bazi Orkide Tiirlerinin
(Orchidaceae) Cogaltim  Yontemleri  Uzerinde
Aragtirmalar. Ankara Uni. Fen Bil. Ens. Bahge
Bitkileri Anabilim Dali-Ankara.

201



ANADOLU 33 (2) 2023

Handa, T., and S.C. Deroles, 2001. Transgenic Eustoma
grandiflorum (Lisianthus). In Transgenic Crops IlI.
Biotechnology in Agriculture and Forestry 48:107-
122. Springer, ISSN:251- 3696.

Harbaugh, B.K., M.L. Bell, and R. Liang, 2000. Evaluation of
forty-seven cultivars of lisianthus as cut flowers.
HortTechnology 10 (4): 812-815.

Harbaugh, B.K., Roh, M.S., Lawson, R.H., and Pemberton, B.
1992. Rosetting of Lisianthus cultivars exposed to
high temperature. HortScience 27 (8): 885-887.

Haspolat, G., R. Bejaaoui, E.G. Vural, and S.S. Ellialtioglu.
2020. Lisianthus (Eustoma grandiflorum) Islah1 ve
Gelecek Projeksiyonu. Ziraat, Orman ve Su Uriinleri
Alaninda Teori ve Arastirmalar I1. 65-104.

Kabake¢1, M. 1996. Lisianthus (Eustoma grandiflorum c.v.
Royal)’'un Mikrogogaltimi  Uzerine Arastirmalar.
Yiiksek lisans tezi. Ege Uni. Fen. Bil. Ens. Bahce
Bitkileri Anabilim Dal1 -izmir

Kaviani, B. 2014. Micropropagation of ten weeks (Matthiola
incana) and lisianthus (Eustoma grandiflorum) by
using Kinetin (KIN), Naphthalene Acetic Acid (NAA)
and 2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D). Acta
Scientarum Polonorum Hortorum Cultus 13 (1): 141-
154,

Lineberger, R.D. 1983. Shoot proliferation, rooting, and
transplant survival of tissue-cultured" Hally Jolivette"
cherry. Hortscience, 18 (2): 182-185.

Mousavi, E.S., M. Behbahani, E. Hadavi, S.M. Miri, and N.
Karimi. 2012. Plant regeneration in Eustoma
grandiflorum from axillaries buds (Gentianaceae).
Trakia Journal of Sciences, 10 (2): 75-78.

Murashige, T., and F. Skoog. 1962. A revised medium for
rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiologia Plantarum 15 (3): 473-497.

Németh, G. 1986. Induction of Rooting. In Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Trees |. 1:49-64. Springer,
Berlin, Heidelberg.

Nhut, D.T., N.S. Tuan, H.M. Ngoc, P.N. Uyen, N.T. Don,
N.T. Mai, and JT. Da Silva. 2006. Somatic
embryogenesis induction from in vitro leaf cultures of
lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.).
Propagation of Ornamental Plants 6 (3): 121-127.

Ordogh, M., E. Jambor-Benczur, and A. Tilly-Mandy. 2006.
Micropropagation of echo cultivars of Eustoma
grandiflorum. Acta Horticulturae 725:457-460.

Ozkan, H. 2017. Lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.)
Shinn. cv. 'Mariachi Pure White (F1)] Sis bitkisinin
organogenez ile mikrogogaltimi. Yiiksek lisans tezi.
Kocaeli Uni. Fen Bil. Ens. -Kocaeli.

Paek, K.Y., and E.J. Hahn. 2000. Cytokinins, auxins and
activated charcoal affect organogenesis and
anatomical characteristics of shoot-tip cultures of
lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.]. In
Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant
36:128-132.

Pop, R., M. Cantor, E. Buta, and I. Csete. 2016. In vitro plant
propagation and crop improvement in Lisianthus
russelianus Hook. Bulletin of University of
Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-
Napoca. Horticulture 73 (2): 168-174.

Rezaee, F., F. Ghanati, and B.L. Yusefzadeh. 2012.
Micropropagation of Lisianthus (Eustoma
grandiflorum L.) from different explants to flowering
onset. Iranian Journal of Plant Physiology 3 (1): 583-
587.

Semeniuk, P., and R.J. Griesbach. 1987. In vitro propagation
of prairie gentian. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture 8 (3): 249-253.

Semeria, L., B. Ruffoni, M., Rabaglio, A. Genga, A.M. Vaira,
G.P. Accotto, and. A. Allavena. 1996. Genetic
transformation of Eustoma grandiflorum by
Agrobacterium tumefaciens. Plant Cell, Tissue Organ
Culture 47:67-72.

Skirvin, R.M., M.C. Chu, and H. Rukan. 1980. Rooting
studies with prunus-supp in vitro. Hortiscience 15 (3):
415-415.

Tapki, N., T. Kiziltug, and A.D. Celik. 2018. Tiirkiye’de
kesme ¢igek iiretim ve ticaretinde mevcut durum,
sorunlar ve ¢oziim onerileri. Tirk Tarim-Gida Bilim
ve Teknoloji Dergisi 6 (3): 313-321.

TUIK. 2020. Tiirkiye Istatistik Kurumu, Tiirkiye Siis Bitkileri
Uretim Verileri. https://biruni.tuik.gov.tr /medas/?kn
=92&locale=tr.

Uddin, A.F.M.J,, S.S. Rahman, H. Ahmad, S. Parvin, and K.
Momena. 2017. In vitro regeneration of lisianthus
(Eustoma grandiflorum Grise). International Journal
of Business, Social and Scientific Research 5(2): 126-
135.

Yumbla-Orbes, M., A.C.F. da Cruz, M.V.M. Pinheiro, D.l.
Rocha, D.S. Batista, A.D. Koehler, J.G. Barbosa, and
W.C. Otoni. 2017. Somatic embryogenesis and de
novo shoot organogenesis can be alternatively induced
by reactivating pericycle cells in Lisianthus (Eustoma
grandiflorum (Raf.) Shinners) root explants. In Vitro
Cellular & Developmental Biology-Plant 53 (3): 209-
218.

Yumbla-Orbes, M., D.l. Rocha, E.M. de Matos, A.D. Koehler,
M.V.M. Pinheiro, D.S. Batista, D.M.S. Freitas, A.C.F.
da Cruz, J.G. Barbosa, L.F. Viccini, and W.C. Otoni.
2020. Somatic embryogenesis induced from vascular
tissues in leaf explants of lisianthus (Eustoma
grandiflorum (Raf) Shinn) generates true-to-type
diploid plants. Vegetos 33(1):135-144.

202



