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Ozet
Sukulent bitkiler, yapraklarinda, gévdelerinde veya
koklerinde su depolayabilen ve dayanikl yapida olmasiyla
birlikte siis bitkisi olarak oldukca 6nemli yere sahiptir.
Xanthorrhoeaceae familyasina ait Haworthia cymbiformis
dikkat ¢ekici yapraklar ile estetik goriintiisiiniin yaninda
bakiminin kolaylig1 gibi avantajlariyla 6n plana ¢ikan ve
siis bitkisi olarak kullanilan ticari degeri yiiksek bir
sukulent tiiriidiir.
Son yillarda siis bitkilerinin ticari iiretimi, mikrogogaltim
ile yapilabilmektedir. Besin ortamlarini yar1 kat1 hale
getirmek i¢in kullanilan jel yapici maddelerin niteligi, cinsi
ve konsantrasyonu in vitro kiiltirde besin alinimimni
dolaysiyla gelismeyi ve ¢ogalmay: etkileyen en Onemli
faktorlerdendir. Bu c¢aligma da farkli jel yapict maddelerin
sirgiin  gelismesi ve ¢ogalmasi ftzerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmustir.
Aragtirmada Plant Agar (9 g/l), Agar (8 g/l), Agar Gellan
(4 g/l), Gelzan (2 g/l), Carrageenan (10 g/l), Bacto Agar (8
g/l) ve Gelrite (3 g/l) olmak iizere 7 farkli jel yapict madde
belirtilen konsantrasyonlarda kullanmistir. Denemede 3
mm boyunda 2 yaprakli in vitro koksiiz yavru bitkicikler
eksplant olarak kullanilmig, 1 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA
ilave edilen MS bazal ortamma 7 farkli jel yapic
maddenin eklenmesiyle olusturulan besin ortamlarinda 8
hafta siiresince kiiltire alinmistir. Deneme 3 tekerriirlii
olarak yiiriitilmis ve kiiltir sonunda, kiiltire alman
bitkiciklerin ~ morfolojik  Ozelliklerindeki  degisimler
incelenmistir. Eksplant bagina yavru bitki sayist (kardes
say1si/eksplant) (adet), siirgiin boyu (cm), I. boy (2.0<. cm
tizeri), II. boy (1.0-2.0 cm), Ill. boy (1.0> cm) yavru bitki
adedi, kok wuzunlugu (cm), koklenme orani (%) ve
vitrifikasyon orani (%) parametreleri incelenerek ol¢iimleri
yapilmustir.
Deneme sonucunda; en fazla eksplant basina yeni olusan
yavru bitki sayist 30.6 adet ile Agar Gellan kullanilan
besin ortamindan elde edilirken en disiik kardeslenme
3.33 adet ile Carrageenan kullanilan besin ortamindan elde
edilmistir. En uzun siirglin uzunlugu 1.16 cm ile Plant
Agar iceren besin ortaminda meydana gelmistir. Bunun
yanisira en uzun kok uzunlugu Bacto Agar igeren besin
ortaminda 0.76 cm olarak saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: In vitro, rejenerasyon, yari kati, agar,
sukulent

Abstract

Succulent plants have a very important place as
ornamental plants because they can store water in their
leaves, stems or roots and have a durable structure.
Belonging to the Xanthorrhoeaceae family, Haworthia
cymbiformis is a succulent species with high commercial
value, used as an ornamental plant and stands out with its
advantages such as easy care as well as its aesthetic
appearance with its eye-catching leaves.

In recent years, commercial production of ornamental
plants can be done by micropropagation. The quality, type
and concentration of gelling agents used to make nutrient
media semi-solid are the most important factors affecting
nutrient uptake and therefore development and
proliferation in In vitro culture. For the reason explained
above, this study aimed to determine the effects of
different gelling agents on development.

In the research, 7 different gelling agents were used: Plant
agar (9 g/l), Agar (8 g/l), Agar Gellan (4 g/l), Gelzan (2
g/l), Carrageenan (10 g/l), Bacto Agar (8 g/l) and Gelrite
(3 g/l). In the experiment, 3 mm long, 2-leaf rootless in
vitro tiny plantlets were used as explants and cultured for 8
weeks in nutrient media created by adding 7 different
gelling agents to MS basal medium supplemented with 1
mg/l BAP and 0.1 mg/l NAA. The experiment was carried
out with 3 replications and at the end of the culture,
changes in the morphological characteristics of the
cultured plantlets were examined. Within the scope of
morphological features; the number of shoots per explant
(tillering-number), shoot length (cm), root length (cm),
rooting rate (%) and vitrification rate (%) parameters were
examined and measured.

As a result of the experiment, total the highest number of
shoots per explant was obtained from the nutrient medium
using Agar Gellan with 30.6 shoots, while the lowest
number of shoots was obtained from the nutrient medium
using Carrageenan with 3.33 shoots. The longest shoot
length was 1.16 cm and occurred in the nutrient medium
containing Plant Agar. In addition, the longest root length
was determined as 0.76 cm in the nutrient medium
containing Bacto Agar..
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1. Giris

Sukulentler, morfolojik olarak kurakliga adaptasyonu yiiksek olan, ¢esitli organlarinda
su depolayabilen dokuya sahip, yapraklar1 kalin, etli ve sulu yapida bitkilerdir (Grace, 2019;
Kharrazi vd., 2024). Asphodelaceae familyasina ait Haworthia cinsinin bitkileri, ¢ok yillik ve
monokotiledon sukulentler grubundadir ve c¢esitli tiirleri Gilineydogu Afrika, Namibya ve
Madagaskar'da dagilmistir (Bayer, 1982; Kharrazi vd., 2024). Diisiik 151k kosullarinda
biliyiimesi ve kurakliga dayanikli olmasi, estetik goriintiisii nedeniyle i¢ mekanlarda bakiminin
saglanabilmesi bu sukulent grubunu 6n plana c¢ikarmaktadir (Cabahug vd., 2018). Bu
familyadan olan Haworthia cymbiformis dikkat g¢ekici yapraklari ile siis bitkisi olarak
kullanilan ticari degeri yiiksek bir sukulent tiiriidiir. Haworthia cymbiformis yavrular iiretir ve
stolonludur; yavrularin ayrilmasi (bdliinmesi) ve yaprak celikleri ile ¢ogalabilse de, ¢ogalma
kapasitesi o kadar yliksek degildir (lizumi ve Amaki, 2011). Bu baglamda bazi siis bitkisi
tiirlerinde hizli ve kitlesel tiretim mikrogogaltim yani in vitro {iretim yolu ile saglanabilmistir.
Mikro ¢ogaltim yOntemi, bitkilerin ihtiya¢ duyduklar1 makro ve mikro elementler, su, seker,
baz1 vitaminler ve bitki biiylime diizenleyiciler iceren yapay besin ortamlarinda gelisim
gostermesiyle, hastaliklardan ari olarak hizli ve ¢ok miktarda iiretimine olanak saglamaktadir
(Charnysh vd., 2016).

Mikrogogaltim ile tretimde genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, bitkilerde dokunun fizyolojik olarak yenilenmesi,
onarilmast veya degistirilmesi anlamina gelir (Ikeuchi vd., 2016). Rejenerasyon, tek bir
dokudaki yaray1 onarmaktan, birden fazla dokudan, organdan veya hatta bireylerden olusabilen
tamamen yeni bir yap1 gelistirmeye kadar degisebilir (Ikeuchi vd., 2016; Sena, 2014;
Mohamed vd., 2021). Bitki rejenerasyonunu etkileyen kimyasal faktorler; in vitro kiiltiirde
kullanilan besin ortamlari, seker, jel yapict maddeler, besin ortaminin pH’si, bitki biiylime
diizenleyici maddeler ve fenolik bilesikler olarak siralanabilmektedir. Bu kimyasal faktorlerin
bitki tiirlerine gore degismekle birlikte farkli igeriklere sahip olmalar1 nedeniyle bitki
rejenerasyonu lizerinde farkli etkileri mevcuttur.

Kiiltiir ortamina eklenen jel yapict maddeler, ortam1 kat1 veya yar1 kat1 hale getirerek
sertlestirir ve eksplantlarin gelisimini saglayabilecegi ylizey olustururlar. Bu maddeler, kiiltiire
alman eksplantlarin solunumu i¢in gerekli havayla temasi siirdiirmek i¢in gerekli fiziksel
destegi saglamasi, biiylimeyi desteklemesi, kiiltiir ortamindaki besin ¢Ozlniirliigiinii ve
eksplantlarin bu besinleri absorbe etme yetenegini diizenlemedeki rolleri nedeniyle en 6nemli

unsurlardan biridir (Bhatia ve Ashwath, 2005; Sah vd., 2014; Jain vd., 2009; Nery vd., 2021,
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Mohamed vd., 2021; Kim vd., 2023). Tiim bunlarin yaninda jel yapict maddelerin tiirii ve
konsantrasyonlarindaki degisiklikler de rejenerasyon kapasitesini etkilemektedir. Cesitli
konsantrasyonlarda jellestirici maddelerin eklenmesiyle, eksplantlardaki siirglin rejenerasyonu
ve slirgiin uzunlugu, ortamin nem rejiminin kontroliinlin yaninda ayni jellestirici maddenin
farkli markalar1 arasinda bile morfolojik tepkilerde farkliliklar bildirilmistir (Bhatia ve
Ashwath, 2005; Sulusoglu, 2014; Das vd., 2015; Repalli vd., 2019; Mohamed vd., 2021; Kim
vd., 2023). Ayrica jel yapict maddelerin farkli tiirleri, kiiltiirdeki siirgiinlerin ve yapraklarin
kirllgan hale gelmesine ve camsi bir goriiniime (vitrifikasyona) sahip olmasina neden
olabilirler (Amer ve Omar, 2019; Mohamed vd., 2021).

Bitki doku kiiltiiriinde jel yapici maddelerden yaygin olarak Agar, Agaroz, Aljinat,
Phytagel, Gelrite, Silikajel, Jelatin, Plant Agar, Agar Gellan, Gellan Gum, Gelzan,
Carrageenan, Bacto agar ve nisasta kullanilmaktadir (Babaoglu vd., 2001). Farkli jel yapict
maddelerin bitki rejenerasyonuna etkisinin belirlenmesi amaciyla calismalar yapilmis olup
farkls etkiler gosterebilecegi belirtilmistir. Ornegin Centaurea tchihatcheffii ve Papaver rhoeas
tohumlarinin in vitro kiltiiriinde en yiiksek siirgiin sayisi agar ile katilagtirilmis ortamlardan
elde edilmistir (Tipirdamaz vd., 2006; Akin, 2011). Soare (2008) Pteridophyta boliimiine ait
egrelti tiirlerinde sporofit ve gametofit farklilagsmasindaki degisimlerinde, agar kullanilan besin
ortaminin daha genis kolonilerin olusumunda fiziksel olarak destek sagladigini belirtmistir.
Selluka (Izmir sarmasig1) Vigna caracalla L. Verdc. tohumlarmin Gelrite veya Plant Agar
iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmasinin sonucunda en yiiksek kok rejenerasyonu, en
yiiksek cogaltim katsayis1 ve yaprak boyu Plant Agar i¢eren besin ortaminda meydana gelirken
coklu stirglinler Gelrite ilave edilen MS besin ortaminda meydana gelmistir (Giingdér vd.,
2020). Liriope platyphylla, meristem eksplantlarinin in vitro kiltiiriinde Gellan gum, Plant
agara gore siirglin rejenerasyonu ve siirglin uzunlugu agisindan daha iyi bir performans
gosterdigi belirtilmistir (Kim vd., 2023). Haworthia fasciata Haw., Haworthia fasciata ‘Alba’,
Haworthia koelmaniorum, Haworthia limifolia, Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval ve
Haworthia turgida Haw. tiirlerinin mikrogogaltim asamalarinda jel yapict madde olarak agar
ve agarin farkli konsantrasyonlari (7 g/l, 8 g/l, 10 g/l) besin ortamina eklenerek basarili
sonuclara ulasilmistir (Beyl ve Sharma, 1983; Mycock vd., 1997; Lizumi ve Amaki, 2011; Liu
vd., 2017; Solmaz, 2022). Haworthia splendens tiiriiniin mikrogogaltiminda ise besin ortamini
jellestirmek amaciyla Gelrite (2 g/1) kullanilmis ve kallus olusumu meydana gelmistir (Reshma
vd., 2020).

Bu c¢alismada Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval tiiriiniin in vitro kosullarda

mikrogogaltiminda farkli igerikteki jel yapict maddelerin eksplatlarda siirgiin rejenerasyonuna
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etkisinin belirlemesi, birbirleri ile karsilagtirilmas1 amacglanmistir. Calismada ayrica jel yapici

maddelerin siirglin gelisimi iizerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Arastirma Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii'ne ait Siis Bitkileri Islah1 ve Yetistiriciligi Anabilim Dali doku kiiltiirii laboratuvarinda
Eylil- Kasim 2023 doneminde yiiriitilmiistiir. Bitkisel materyal olarak daha 6nce doku
kiiltiiriinde yetistirilmis Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval tiiriine ait 3 mm boyunda 2
yapraklt in vitro koksiiz yavru siirglinler (bitkicikler) eksplant olarak kullanilmistir. Denemede
jel yapict madde olarak Plant Agar, Agar, Agar Gellan, Gelzan, Carrageenan, Bacto Agar ve

Gelrite kullanilmustir.
2.2. Yontem

Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval tiiriiniin farkli jel yapict maddeler kullanilarak in
vitro kosullarda kiiltiire alinmasi sonucu jel yapicilarin regenerasyon etkisini belirlemek

amaci ile oncelikli olarak besin ortamlarinin hazirlanmasi ile ise baslanmistir.
2.2.1. Besin ortami1 hazirlanmasi

In vitro ¢aligmalar i¢in kullanilan tiim besin ortamlar1 ve kullanilan malzemeler aseptik
kosullar altinda hazirlanmistir. Deneme besin ortamlarinin hazirlanmasinda hazir MS besin
ortamina 1 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA ilave edilmis ve karbon kaynagi olarak 30 g/l sakkaroz
kullanilmistir. Bu bazal MS ortamina 7 farkli jel yapict madde eklenmistir. Jel yapict madde
olarak Plant agar (9 g/l), Agar (8 g/l), Agar Gellan (4 g/l), Gelzan (2 g/l), Carrageenan (10 g/l),
Bacto Agar (8 g/l) ve Gelrite (3 g/I) kullanmilmistir. Biitlin uygulamalarda, besin ortami
otoklavlanma isleminden once pH 5.7 ye ayarlanmistir. Besin ortamlarina eklenen jel yapici
maddelerin erimesi i¢in mikrodalgadan yararlanilmis olup kiiltiir kab1 olarak 330 ml’lik cam
kavanozlar tercih edilmistir. Hazirlanan besin ortamlar kiiltiir kaplarna 40 ml olacak sekilde
dokildiikten sonra sterilizasyonu 121°C sicaklikta 20 dk siire ile 1.2 atmosfer basingta

otoklavda gerceklestirilmistir.
2.2.2. Eksplantlarin kiiltiire alinmasi

Her her bir kiiltiir kabina, in vitro kosullarda ¢ogaltilan, 3 mm boyunda ve 2 yaprak
bulunduran 3’er adet koksiiz yavru bitkicikler (siirgiinler) kiiltiire alinmis, her bir kiiltiir kabi 1

tekerriir olarak kabul edilmistir. Kiiltiire alinmis eksplantlar, 1200 liiks 151k siddeti altinda, 14
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saat/giin aydinlik ortamda, 24+2°C sicaklikta ve nisbi nemi %6545 olan kiiltiir odasinda 8

hafta siiresince inkiibe edilmislerdir.
2.2.3. Calismada Incelenen Parametreler

Arastirmada 7 farkli jel yapict maddenin etkisini belirlemek amaciyla olusturulan besin
ortamlarinda 8 hafta kiiltiire alinan bitkiciklerin morfolojik o6zelliklerindeki degisimler
incelenmistir. Morfolojik 6zellikler kapsaminda; eksplant basina yavru bitki adedi (kardes
sayist/eksplant) (adet), siirgiin boyu (cm), 1. boy (2.0 cm<), II. boy (1.0-2.0 cm), I1l. boy (1.0
cm>) yavru bitki adedi, kok uzunlugu (cm), koklenme orani (%) ve vitrifikasyon orani (%)
parametreleri incelenerek Olglimleri yapilmistir. Kiiltiire alinan bitkiciklerin her birinin
olusturdugu siirgiinleri ayrilarak siirgiin boyu cetvel ile Olgiilerek ortalamalari alinmustir.
Ayrica silirglin boyu o6lgiimlerinde siirglinler biiyiik boy (2.0 cm<), orta boy(1-2 cm), kii¢iik
boy (1 cm>) olarak gruplandirilarak adetleri belirlenmistir. Eksplantlarda kok olusturanlarin
adedi belirlenerek koklenme orani (koklenen eksplant/dikilen eksplant*100) ve olusan en uzun
kokiin uzunlugu (cm) Olgiilmistiir. Vitrifikasyon orani da camsilagsma gosteren eksplant
adedinin /dikilen eksplanta oraninin yiizdesi olarak belirlenmistir.

Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 3 tekerriirlii olacak sekilde kurulmustur.
Denemeden elde edilen veriler SPSS programinda varyans analizine tabi tutulmus, ortalamalar
Duncan ¢oklu testi ile p<0.05 seviyesinde karsilastirilmistir.

3. Bulgular

Haworthia cymbiformis (Haw.) Duval tiiriiniin in vitro ¢ogaltiminda 7 farkli jel yapict
maddenin siirgiin rejenerasyonu lizerinde etkisini belirlemek amaciyla yapilan arastirmada
incelenen parametrelerden elde edilen istatistiki analiz sonuglar1 Cizelge 1°de verilmistir.

Haworthia cymbiformis tiiriiniin in vitro c¢ogaltiminda 7 farkli jel yapici maddenin
sirglin rejenerasyonu iizerinde etkisini belirlemek amaciyla kiiltiire alinmasi sonucunda
eksplant basia yeni olusan yavru bitki sayis1 bakimindan en yiiksek kardeslenme meydana
gelen besin ortami igerigi 30.66 ile Agar Gellan kullanilan besin ortamidir. Agar Gellan
iceriginden sonra onemli kardeslenme sayisina sahip besin ortamlar1 Bacto Agar, Gelzan ve
Agar iceren besin ortamlarinda karsilasilmistir. En diisiik yavru bitki olusumu ise 3.33 adetle

Carrageenan ile jellestirilmis besin ortamindan elde edilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Haworthia cymbiformis tiiriiniin in vitro kiiltiiriinde farkli jel yapict maddelerin

etkileri.
UYGULAMA EBYS SB | L.Boy siirgiin 11.Boy 111.Boy KU KO | VO
(adet) (cm) 2cm< siirgiin siirgiin (cm) | (%) | (%)
(adet/eksp) 1-2cm 1cm>
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(adet/eksp) (adet/eksp)
Plant agar 13.77bc | 3.50 411 5.77abc 3.89bh 2.26 | 100 0
Agar 15.77b 1.96 2.66 3.44abc 9.66b 1.16 | 100 0
Agar Gellan 30.66a 2.13 1.00 6.55ab 23.11a 1.06 | 100 20
Gelzan 17.55h 2.53 0.89 8.33a 8.33b 1.63 75 0
Carrageenan 3.33c 1.83 0.55 0.66¢ 2.11b 0.50 25 25
Bacto Agar 18.00b 3.23 3.11 6.44ab 8.44h 2.30 60 20
Gelrite 9.89bc 2.26 0.11 2.11bc 7.66b 0.70 60 60

EBYS: eksplant bagina yavru bitki sayis1 ( kardes adedi/eksplant), SB: siirgiin boyu, KU: kék uzunlugu, KO:
koklenme orani, VO: vitrifikasyon orani

Haworthia cymbiformis tiirtiniin kiiltiire alinan bitkiciklerinin her birinin olusturdugu
siirglinleri ayrilarak elde edilen verilerin istatistiki analizi sonucunda en uzun siirgiin boyu
Plant Agar iceren besin ortaminda 3.50 cm olarak elde edilmistir. Plant Agar uygulamasindan
sonra siirglin boyu olarak Bacto Agar, Gelzan ve Gelrite 6n plana ¢ikmistir. En diisiik siirglin
boyu degeri 1.83 cm olarak Carrageenan igerigine sahip besin ortaminda meydana gelmistir
(Cizelge 1). En fazla yeni kardes adedine sahip Agar Gellan besin ortaminda elde edilen

bitkiciklerin gériiniimii Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. Haworthia cymbiformis tiiriinde en fazla yeni siirgiin olusan agar gellan besin
ortamindan elde edilen bitkiciklerin goriiniimii.

Kiiltiirdeki eksplatlarda olusan yeni yavru bitkilerin boy gelisimlerinin belirlenmesi
amaci ile siirgiin boylar1 3 farkli boyda 6lgiilerek eksplant basina sayilar1 belirlenmistir. Birinci
boy (2 cm’den biiyiik) yavru bitki sayisi en fazla 4.11 adet/eksplant ile Plant Agar kullanilan
besin ortaminda meydana gelmistir. Ikinci boy olarak yani 1-2 cm arasindaki boya sahip yavru
bitki sayisi belirlenmis ve bu boy araligima sahip siirglinler Gelzan besin ortaminda 8.33

adet/eksplant olarak saptanmistir. 1 cm’den kiiciik siirgiin uzunluguna sahip {igiincii boy yavru
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bitki ise en fazla 23.11 adet/eksplant ile Agar Gellan besin ortaminda meydana gelmistir (Sekil
2).

2311a

Siirgiin boyu (cm)
=]

9,66b

8,33b 844b
10 | 833 T T

7,66b

5,77abc

l 6,55ab 6,44b
¢ 3,89 T | ' B |
4112 o | 2,11b
S = 3,44abc 41
TR 311a 2,11bc
I l . l 1a 0,89 0,552 0/66¢ l 011a
0 =5 - - . .

Plant agar Agar Agar Gellan Gelzan Carrageenan Bacto Agar Gelrite
Uygulamalar

m|.Boy (biylik) mll.Boy (orta) 111.Boy (kiigiik)

Sekil 2. Haworthia cymbiformis tiiriiniin in vitro kiiltiriinde biiyilik, orta ve kiigiik siirgiin
boyuna sahip yavru bitki adetlerinin uygulamalara gore degisimi

Haworthia cymbiformis tiiriiniin kiiltiire aliman bitkiciklerinde koklenme meydana
gelmistir. Her uygulamada bitkiciklerde olusan kok parcalarinin en uzunu cetvel ile 6lgiilerek
alman verilerin istatistiki analiz sonucuna bakildiginda kék uzunlugunun elde edildigi
uygulama Bacto Agar iceren besin ortaminda 2.30 cm olarak belirlenmistir. Bacto Agar iceren
besin ortamin1 2.26 cm ile Plant Agar ve 1.63 cm ile Gelzan takip etmistir. Bununla birlikte
uygulamalar i¢inde en diisiik kok uzunlugu Carrageenan igeren uygulamada 0.50 cm olarak
meydana gelmistir. K6k uzunlugunun yanisira tekerriirlerde kok olusturan kiiltiirler yiizde
olarak hesaplanmistir. Uygulamalar arasinda %100 koklenme oranina sahip besin ortamlari
Plant Agar, Agar ve Agar Gellan iceren besin ortamlarindan elde edilmistir. En diisiik
koklenme oranina sahip besin ortami % 25 koklenme orani ile Carrageenan kullanilan besin
ortaminda meydana gelmistir (Cizelge 1).

Bir diger parametre olan vitrifikasyon oraninda istatistiksel analiz yapilmamis olup
tekerriirlerde vitrifike olmus kiiltiirlerin yiizdesi hesaplanmistir. Bu baglamda elde edilen
sonuglara bakildiginda en yiiksek vitrifikasyon oran1 % 60 ile Gelrite bulunan besin ortaminda
meydana gelmistir. Bununla birlikte hi¢ virtifikasyona ugramayan besin ortamlar1 da
bulunmaktadir. Vitrifikasyon oran1 %0 olan besin ortamlar1 ise Plant Agar, Agar ve Gelzan
iceren besin ortamlar1 olmustur (Cizelge 1). Vitrifikasyon orani en yiiksek ¢ikan Gelrite igeren

besin ortami Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Haworthia cymbiformis tiiriintin in vitro kiiltiiriinde en yiiksek vitrifikasyon meydana
gelen gelrite i¢eren besin kiiltlir ortamin da siirgiinlerin goriiniimii

4. Tartisma ve Sonug¢

In vitro kiiltiirde bitkilerde dokunun yenilenmesi, onarilmasi veya degistirilmesiyle
saglanan bitki rejenerasyonu icin en onemli faktdr besin ortamlari ve bu besin ortamlarinin
icerigidir. Besin ortamlarini, makro ve mikro elementler, su, seker, jel yapict maddeler, bitki
bliyime diizenleyiciler, besin ortaminin pH’s1 olusturmaktadir. In vitro kiiltiirde bitki
rejenerasyonunu etkileyen kimyasal faktorlerin igerikleri ve konsantrasyonu rejenerasyon
iizerine farkl etkileri bulunmaktadir. Jel yapict maddeler kiiltiir ortaminin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerini etkileyen Onemli faktorlerden biridir. Jel yapici maddeler besin ortamini
katilastirarak ortamin diflizyon 6zelliklerini etkiler bununla birlikte eksplantlara fiziksel destek
saglar.

Doku kiiltiirlinde besin ortamlarmma eklenen bitki biiylime diizenleyicilerin bitki
rejenerasyonunda yerin olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada MS bazal ortamina 1 mg/l BAP ve
0.1 mg/l NAA kombinasyonu eklenerek eksplantlarin gelisebilecegi besin ortami saglanmis ve
farkl1 jel yapict maddelerin etkilerinin belirlenmeleri saglanmistir. Sitokinin grubuna dahil olan
maddeler, 6zellikle de BAP hiicre boliinmesini, aksilar ve adventif siirgiin olusumunu tesvik
ederken, kok gelisimini engeller (Pierik 1989; Giirel vd., 2013; Eken, 2019). Oksin grubu bitki
biliyiime diizenleyicilerinden NAA ise hiicre uzamasi ile kallus olusumunu tesvik etmek ve kok
farklilasmasini saglamak amaciyla kullanilirlar (Giirel vd., 2013; Eken, 2019). Yapilan bu
calismada Haworthia cymbiformis tiirtiniin in vitro kiiltiirinde MS besin ortamina eklenen
bitki biiyiime diizenleyiciler ile 8 hafta kiiltiirde kalan eksplantlarda rejenerasyon, kallus

farklilagsmast ve kok olusumu gergeklesmistir. Nitekim benzer sekilde yapilmis olan bir
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calismada Haworthia truncata tiirtintin in vitro kiiltiirinde MS besin ortamina eklenen 1 mg/1
BA konsantrasyonu rejenerasyon ylizdesini ve rejenere eksplant sayisini onemli olgiide
artirdig1 bildirilmistir (Kharrazi vd., 2024).

Haworthia  cymbiformis  mikrogogalimmnda jel yapici  maadelerin  siirgiin
rejenerasyonuna etkisini belirlemek igin yapilan deneme sonucunda en fazla eksplant basina
yavru bitki sayisi (kardeslenme) 30.6 adet ile Agar Gellan kullanilan besin ortamindan elde
edilmistir. Agar ve Gellan Gum poliploidlesme yoluyla Arabidopsis thaliana'daki kok
uzamasindaki degisimi farkli sekilde etkiledigini géstermeyi ve farkliliklara neden olan temel
faktorleri agiklamak ic¢in her bir jellestirici maddedeki fiziko-Kimyasal parametreleri
incelemeyi amagclayan bir calismada agar, poliploidilerin kok uzamasint Gellan Gum
kullanilan ortama gore daha fazla tesvik ettigi bildirilmistir. Bunun sebebinin agar ortaminin
su potansiyeli ve jel sertligi, Gellan Gum ortamindan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek olmasi
dolastyla meydana geldigini belirtmislerdir (Kikuchi vd., 2023). Iki farkli piring cesidinde
(Sakhal04 ve Gizal78) rejenerasyonun ¢esitli asamalar1 iizerinde farkli jellestirici maddelerin
etkisi arastirilmis ve sonug olarak Gellan Gum kullanilan ortam kallus rejenerasyonu i¢in Agar
ve Bacto Agara gore istiin oldugunu gosterdigi belirtilmistir (Mohamed vd., 2021). Rosa
hybrida, Cordyline fruticosa ve Homalomena siirgiin kiiltiirleri igin farkli jel olusturucu
maddelerle katilastirilmis MS ortamlarinda in vitro kiiltiire alinmis ve bu maddelerin higbir
tiirtin cogalma oranini 6nemli dl¢iide etkilemedigini belirtmislerdir. Ancak 3.5 g/l Gellan Gum,
Homalomena ve Rosa hybrida siirgiin uzunlugunu; Cordyline fruticosa siirgiinlerinin taze
agirhgint artirdigr bildirilmistir (Podwyszynska ve Olszewski, 1995). Benzer jel yapici
maddelerin besin ortami igerigine eklenmesiyle yapilan bagka bir ¢aligmada ise Liriope
platyphylla, meristem eksplantlarindan bitki siirgiinii organogenezi igin MS ortamina eklenen
Gellan Gum siirglin rejenerasyonu ve siirgiin uzunlugu agisindan iyi bir performans gosterdi.
Gellan Gum 3 g/l kullanildiginda maksimum siirgiin sayis1 eksplant (5.8 adet) ve en uzun
stirglin (45.8 mm) gozlenmistir (Kim vd., 2023). Nitekim yapilan bu aragtirma da 4 g/l Agar
Gellan igeren MS besin ortaminda en yiiksek kardeslenme saglanmustir.

Yapilan arastirmada Haworthia cymbiformis in vitro kiiltiiriinde en diisiik kardeslenme
3.33 adet ile Carrageenan kullanilan besin ortamindan elde edilmistir. Comanthera
mucugensis'in ¢ogaltilmasinda alternatif bir jellestirici madde olarak k-karragenan'm etkisini
degerlendirmek icin yapilan bir arastirmada tohumlar ve govde eksplantlar, 7 g/l
konsantrasyonda k-karragenan ile jellestirilmis ortamda kiiltiire alinmis ve sonug olarak «-
karragenan igeren ortamda yetistirilen bitkilerin uzunlugunda bir artis gosterdigini, dogrudan

organogenezi iyilestirdigi ve silirgiin olusumunu tesvik ettigini gostermistir. Ayrica, «-
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karragenan ile jellestirme, kallus olusumunun sikligini artirmada etkili oldugu gibi en yiiksek
kallus rejenerasyonunu ve eksplant basina siirgiin sayisini da sagladigini belirtmiglerdir
(Carmo vd., 2023). Fakat 7 Farkli jel yapici maddenin rejenerasyon iizerine etkisinin
karsilagtirildigi bu ¢alismada Carrageenan kullanilan besin ortaminda incelenen tiim
parametrelerde en diistik veriler elde edilmistir. Bunun sebebi ¢alismada MS besin ortamina
10g/l Carrageenan eklenmis olmasi ve konsatrasyonunun yiiksek gelmesi olabilecegi
diistiniilmektedir. In vitro kiiltiirde jel yapict maddenin tiiriiniin yanisira konstrasyonu da
onemli bir etkendir. Yapilacak yeni c¢alismalarda farkli konsantrasyonlariin kullanildigi
caligmalar planlanabilecegi 6nerilebilmektedir.

Jel yapict maddelerin etkisinin belirlendigi bu ¢alismada en uzun siirgiin boyu 3.50 cm
ile Plant Agar igeren besin ortaminda meydana gelmistir. Vigna caracalla tohumlarinin 7 g/1
Plant Agar iceren besin ortaminda kiiltiire alinmasinin sonucunda siirglin ucu eksplantlarinda
en yliksek kok rejenerasyonu ve en yliksek ¢ogaltim katsayist ve yaprak boyu besin ortaminda
meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica Plant Agar iceren MS besin ortamlarinda kardes
strglinler olustugu gozlemlenmistir (Giingoér vd., 2020). Nitekim yapilan bu ¢alismada da en
uzun siirgiin boyunun yaninda Plant Agar iceren besin ortami en uzun kok uzunlugu olarak
ikinci sirada yer almaktadir. Bu baglamda calisma bildirisle uyumlu sonu¢ vermistir.

Yiiriitiillen arastirma da diger bir incelen parametre sonucu olarak en uzun kdk uzunlugu
Bacto Agar igeren besin ortaminda 2.30 ¢cm olarak saptanmistir. Juglans regia L. nin in vitro
kiiltiirlinde Saadat vd. (2002) Difco Bacto agar jel yapici madde olarak kullanmis ve
eksplantlarin rejenere olma orani ve gelisiminde dnemli bir fark olmadigini saptamistir. Buna
karsilik, 2 farkli pirin¢ ¢esidinde yapilan bir ¢alismada siirgiin rejenerasyonu igin farklh
jellestirici maddeler arasinda Bacto agar ile katilastirilmis ortamin agardan 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek kok rejenerasyonuna yol agtigi bulundugu bildirilmistir (Mohamed vd., 2021). Nitekim
arastirmada da agara gore Bacto agar kok rejenerasyonunda dnemli sonug vermistir.

Jel yapic1 maddelerin farkl tiirlerinin doku kiiltiiriinde kullaniminda eksplantlarin seffaf,
kirilgan ve camsi bir goriiniime (vitrifikasyona) neden olmasi istenmeyen bir durumdur.
Gelrite igeren besin ortaminda %60 vitrifikasyon orani en yiiksek vitrifikasyon durumu olarak
meydana gelmistir. Plant Agar, Agar ve Gelzan igeren besin ortamlarinda hig vitrifike eksplant
ortaya ¢ikmamasi bu jel yapici maddelerin avantajli oldugunu diistindiirmektedir.

Sonug olarak; Haworthia cymbiformis in vitro kiiltiirinde 7 farkli jel yapici maddenin
slirgiin rejenerasyonu lizerinde etkisini belirlemek amaciyla ytiriitiilen bu ¢aligmada kullanilan
jel yapict maddelerin mikrogogaltimda farkli etkileri oldugu belirlenmistir. Eksplant basina

slirgiin sayisinin Agar Gellan, en uzun siirgiin boyunun Plant agar ve en uzun kok
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uzunlugunun Bacto agar igeren besin ortamlarinda en iyi ¢ikmasi in vitro kiiltiirde agar
tiirevlerinin daha iyi sonu¢ verdigini gostermektedir. Incelenen tiim parametrelerde
Carrageenan igeren besin ortaminda en diisik sonu¢ vermesi besin ortamina eklenen
Carrageenan konstrasyonuyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Jel yapict maddelerin in vitro
kiiltiirde bitki rejenerasyonu iizerinde etkisinin belirlenmesi sadece jel yapict maddelerin
cesitlerine degil, ayni zamanda besin ortamina eklenen konstrasyonlarima da bagh
olabilmektedir. Bununla birlikte in vitro kiiltirde tiim kosullar optimum saglansa bile

genotipe bagli olarak sonuclarin farklilik verebilecegi unutulmamalidir.

Tesekkiir
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