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Rhododendron smirnowii Trautv.’nin Siirgiin Ucu Kiiltiiri ile Mikrocogaltimi
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Ozet

Rhododendron smirnowii Trautv. glizel pembe c¢igekleri ile Tirkiye’nin 6nemli bir siis bitkisidir. Bu aragtirma, R. smirnowii bitkisinin
tiretimi i¢in etkili bir mikrogogaltim protokoliinii belirlemek i¢in tasarlanmistir. Tohumlar Murgul/Artvin/Tiirkiye’den getirilmis ve yiizey
sterilizasyonundan sonra Anderson (AND), Murashige & Skoog (MS) ve Chu (N6) ortamlarna ekilmistir. Denemelerde in vitro kosullarda
¢imlenen iki aylik bitkiciklerden izole edilmis olan siirgiin ucu eksplantlar1 kullanilmistir. En yiiksek ¢imlenme orani, AND ortaminda
gozlenmistir. Siirgiin olusum ¢alismalari sirasinda sabit oranlarda IAA (0.0 ve 0.2 mg/L) ile takviye edilmis degisken N6- [2-izopentenil] adenin
(2ip)’in 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0. 6.0, 7.0 ve 8.0 mg/L konsantrasyonlar1 kullanilmistir. 6-8 hafta sonunda en uzun siirgiin 5.0 cm ve eksplant basina
en fazla siirgiin sayisi 4 adet olarak 6.0 mg/L 2ip ve 0.2 mg/L Indol-3-asetik asit (IAA) kombinasyonu ile desteklenmis AND besin ortamindan
gozlenmistir. R. smirnowii siirgiinlerinin koklendirilmesinde ti¢ farkl koklendirme prosediirii izlenmis ancak bunlardan yalnizca siirgiinlerin 60
sn-1.0 g/L IBA soliisyonunda bekletildikten sonra herhangi bir oksin igermeyen AND besin ortamina alinan siirgiinlerde koklenme baslangici
gergeklesmistir. Diger yontemlerin ise (0.5 mg/L IBA ve 3.0 mg/L o-naftalenasetik asit (NAA) iceren yarikatt AND besin ortamina ekim)
koklenmede etkisiz oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Rhododendron smirnowii Trautv., mikrogogaltim, siirgiin ucu, 2ip, [AA

Micropropagation of Rhododendron smirnowii Trautv. via Shoot Bud Cultures

Abstract

Rhododendron smirnowii Trautv. with its beautiful pink flowers, is an important ornamental plant of Turkey. This research was designed to
determine the most effective medium and thereby an effective micropropagation protocol for the production of R. smirnowii via shoots cultures.
The mature seeds of mother plants which were previously brought from Murgul/Artvin/Turkey were employed as explants. Seeds were planted
in Anderson (AND), Murashige&Skoog (MS) and Chu (N6) media after surface sterilization. Shoot bud explants from 2-month-old were
isolated and used in experiments. The maximum germination rate was observed in the AND medium. Various plant growth regulators (PGRs) as
well as their concentrations were employed in the course of shoot formation trials. In shoot multiplication experiments, AND basal medium was
then supplemented with stable IAA (0.0 and 0.2 mg/L) and variable N6-[2-isopentenil]adenin (2ip) were applied with various concentrations
(1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 and 8.0 mg/L). The highest shoot height (5.0 cm) and the maximum number of shoots per explant (4.0)
were observed from the AND basal medium supplemented with 6.0 mg/L 2ip and 0.2 mg/L Indol-3-asetic acit (IAA) combination and was
found to be more effective in terms of shoot formation in 6-8 weeks. The shoots were planted in pots after 60 second duration in 1.0 g/L
IBA and this method was found to be more effective. 0.5 mg/L IBA and 3.0 mg/1 a-naphthaleneacetic acid (NAA) concentration was ineffective
in terms of root formation for R. smirnowii.
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GIRiS

Ormangiilleri, Ericaceae (fundagiller) familyasinin
Rhododendron cinsine dahil bitkilerdir. Dogu Karadeniz’de
kizilkumar olarak isimlendirilen Rhododendron simirnowii,
1885 yilinda Baron Ungern Stenberg tarafindan Artvin
civarinda kesfedilerek ayni yil Trautvetter tarafindan
tanimlanmig [1] ve Sternberg’in arkadasi olan M.
Smirnov’un adiyla bilim diinyasindaki yerini almistir.
Daima yesil bir ormangiilii tiirii olan R. smirnowii, yaklagik
4 metre boylanabilmektedir (Sekil 1.). Bitkinin, Kuzey
Avrupa tilkelerinde siis agaci ve siis ¢alis1 olarak kullanimi
yaygindir. Hediyelik siis bitkisi olarak biitiin diinyada biiyiik
ilgi gormektedirler.

m yiiksekte dogal habitusu (Fotograf Bahadir ALTUN, 2014)
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Ormangiillerinin tiretimi i¢in meristematik dokulardan
in vitro ¢ogaltim uygun bir metoddur. Tohumla, ¢elikle, vb.
klasik metodlarla iiretimleri hem zor hem de etkili bir cogaltim
metodu degillerdir [2]. Aksiller meristemlerin gelisimi,
kiiltir ortamindaki biiyiime diizenleyicilerinin varligina
baglidir [3], fakat pek ¢ok kiiltiirde sitokininlere genotipin
cevabi heniiz agiklanmamustir. R. praecox ve R. scintillation
genotiplerinde silirgiin  olusumu ve c¢ogaltimi {izerine
isopentenyladenine (2ip) sitokininin pozitif bir etkisinin
oldugu bulunmustur [4]. R. indicum’da ise en fazla siirgiin
olusumu 4.0 adet olarak Zeatin/IAA kombinasyonunu iceren
ortamdan elde edildigi rapor edilmistir [5]. Bu ¢alismanin
amaci, biliylime diizenleyicilerinin meristematik dokulari
iceren vejetatif tomurcuklarin organogenez ve siirgiin
olusumu iizerindeki etkisini bulmakti. R. smirnowii’de
siirgiin rejenerasyonu, ¢ogaltimi ile siirgiinlerin koklenmesi
belirlenmistir. Bu amagla farkli temel besin ortamlari ve
farkli bitki biiylime diizenleyicilerin gesitli konsantrasyon
ve kombinasyonlart R. smirnovii’nin in vitro ortamlarda
yetistirilmesi lizerine denenmis ve siirgiin olusumu,
stirgiin ¢ogaltimi ve kok gelisiminde bu faktorlerin etkileri
arastirilmstir.

MATERYAL VE YONTEM

R. smirnowii tohumlar1 Eylil 2014 tarihinde 1982
m yiikseklikte (40°14743 K, 41°35°699 D) Murgul/
Artvin’den toplanmisti. Doku  kiiltiirii  ¢aligmalari,
Kiursehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvart’nda
gergeklestirilmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu %10
sodyum hipokloriirde (NaOCl-%5 kimyasal igerige sahip
camagsir suyu ACE) 4 dakika calkalanarak {i¢ kez beser
dakika steril saf su ile durulanma seklinde saglanmustir.
R. smirnowii tirline ait iki aylik in vitro’'da yetistirilmis
bitkiciklerden alinan yaklasik 1.0 cm uzunlugunda siirgiin
ucu eksplantlar kullanilmastir.

Besin ortamlart olarak MS [6], N6 [7] ve AND [8],
ortamlart kullanilmistir. Katilastirict olarak % 0,5 (w/v)
oraninda Plant Agar (Duchefa, Haarlem-Hollanda)
eklenmigtir. Ortamlarin pH’s1 0,1 N NaOH veya 0,1 N HCI
ile 5.5-5.8’e ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar 121 °C’de
1,2 atm basing altinda 20 dk sterilizasyon islemine tabi
tutulmustur. Siirglin olusturma ve ¢ogaltma caligmalarinda
degisken N6-[2-isopentenil]adenin (2iP) (1.0, 2.0, 3.0,
4.0, 5.0. 6.0, 7.0 ve 8.0 mg/L) konsantrasyonlar1 ile sabit
Indol-3-asetik asit (IAA) (0.0, 0.2 mg/L) kombinasyonlari
AND ortamina ilave edilmistir. Siirgiin ¢ogaltim ¢aligmalari
sonucu en az 2.0 cm biyiikligiine ulagan fidelerin in
vitro’da koklendirilmesi amaciyla ii¢ farkli koklendirme
denemesi kurulmustur. Ilkinde siirgiinler 60 sn-1.0 g/L
IBA soliisyonunda bekletildikten sonra herhangi bir oksin
icermeyen AND besin ortamma alinmistir. Ikincisinde
stirgiinler 0.5 mg/L IBA ve ligiincli denemede ise 3.0 mg/L
a-naftalenasetik asit (NAA) iceren yarikatt AND besin
ortaminda kiiltiire alinmigtir.

Calismada  kullanilan  ve  kiiltire alma islemi
tamamlanan eksplantlar icin inkiibasyon ortam: olarak
24 + 2 °C sicaklik, 3000 liikks 151k siddeti (LWE/m2/s), 16/8
h fotoperiyot kosulu ile % 50 neme ayarli iklim dolab1
kullanilmustir. Eksplantlarin, kiiltiire alinmalarindan itibaren
gelisme durumlari, canliliklari, siirgiin ve kok olusumlart iki
haftada bir gozlemlenmistir. Siirgiin gogaltma ortamlarinda,
denemelerin baslangicindan itibaren 6-8 hafta sonra;
eksplant basina siirgiin sayisi (e.b.s.s.) ve siirgiin uzunlugu

(s.u.) belirlenerek kaydedilmistir. Koklenme ortamina
alman siirglinlerin ise 8 hafta sonunda kdklenme oranlarina
bakilmistir. Kiiltiire almman siirgiin ucu ekplantlarindan
siirgiin ve bu siirgiinlerden kok olusumu igin AND besin
ortamina eklenen sitokinin ve oksin konsantrasyonlari
Cizelge 1’de verilmistir.

Her bir muamele iginde bir eksplantin bulundugu en
az 15 deney tiiplinden olugmus {i¢ tekrarli olarak kurulmus
ve toplam olarak en az 45 eksplant kullanilmistir. Elde
edilen veriler varyans analizi Statistical Package for Social
Sciences (SPSS 21.0) paket programi igerisinde yer alan
Duncan testine tabi tutulmus ve degerlendirme yapilmistir

(9.

Cizelge 1. R. smirnowii siirgiin ucu eksplantlarindan siirgiin
ve kok olusumu igin kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri
(BBD) ve konsantrasyonlar1

BBD (mg/L) AND

Siirgiin Olusumu

2 ip 1 2 3 4 5 6 7 8
TAA 0.0 0.2

Koklendirme

IBA 1. deneme 6 0

gr/L
IBA 2. deneme 0.5

NAA 3.0

BULGULAR VE TARTISMA

R. smirnowii Tohumlarinin /n Vitro Kosullarda Yiizey
Sterilizasyonu ve Cimlenmesi

Ericaceae familyasinin Rhododendron taksonlarinin
doku kiltiirii yontemiyle iiretim g¢alismalarinda bugiine
kadar besin ortami olarak genellikle MS, AND ve WPM
temel besin ortamlart kullanilmigtir [3; 10]. Bu ¢alismada
ise, R. smirnovii’nin mikrogogaltimi i¢in tohumlar
oncelikle, Rhododendron tiirlerinin in vitro kosullarda
iretiminde siklikla kullanilan Anderson Rhododendron
besin ortami (AND), Murashige & Skoog (MS) ve Chu
(N6) ortamlarina ekilmistir. En yiiksek ¢imlenme orani
(%100) AND besin ortaminda gozlemlenmistir (Sekil 2.).
Anderson Rhododendron besin ortami Anderson tarafindan
1984 yilinda ozellikle Rhodondronlarin ve Ericaceae
familyasina ait diger bitkilerin in vitro ¢ogaltimlari amaciyla
olusturulmus diisiik inorganik besin elementi igerigine sahip
yapay bir besin ortamidir. Anderson Yapay Besin Ortaminin
Igerigi Cizelge 2."de verilmistir.
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Sekil 2. R. smirnovii tohumlarinin in vitro kosullarda AND besin ortamina ekimi ve ¢imlendirilmesi

Cizelge 2. Anderson Yapay Besin Ortaminin Organik ve
Inorganik Madde Igerigi

Cizelge 3. R. smirnowii slirglin ucu eksplantlarmin 2ip ve
IAA igeren AND besin ortamlarinda eksplant basina siirgiin
sayisi (e.b.s.s.) ve siirgiin uzunlugu (s.u.) degerleri

R. smirnowii Bitkisinin Siirglin Ucu Eksplantlarindan
Siirgiin Olusturma Caligmalart

AND temel besi ortaminda gerceklestirilmis ve 2 farkli
bitki biiylime diizenleyicisi denenmistir. Siirgiin olusumu
goriilen kiiltiir ortamlarinda, denemelerin baslangicindan
6-8 hafta sonra; eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunlugu belirlenmistir. Yapilan gozlemler sonucunda,
stirglin olusumu ve siirgiinlerin boylanmasinda 2ip’in tek
basina etkisine gore IAA ile etkilesimde daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlardaki 2iP ile yapilan
denemeler sonucunda konsantrasyon artisinin boy uzamasina
olumlu etki yaptigi1 ancak en uzun siirgiin boyunun 5.0
cm ve eksplant basina en fazla siirglin sayisinin ise 4 adet
olarak 6.0 mg/L 2ip ve 0.2 mg/L Indol-3-asetik asit (IAA)
kombinasyonu ile desteklenmis AND bazal ortamindan
gozlenmisgtir (Sekil 3., Cizelge 3.).

Besin Elementi icerigi Miktar (mg/L)
BBD (mg/L) e.b.s.s. (adet)* s.u. (cm)*

CoCl,.6H,0 0.025 -

2ip IAA
CuSO,.5H,0 0.025 10 0.0 1.0d 1.9d
FeNaEDTA 73.40 1.0 02 1.5d 2.0d
H,BO, 620 2.0 0.0 1.8d 2.0d
KI 0.30 2.0 0.2 2.0d 2.2d
MnSO,.H,0 16.90 30 0.0 2.2 1-8d
Na,MoO,.2H,0 0.25 30 02 35 1.6d

4.0 0.0 0.5d 1.5d
ZnSO,.7H,0 8.60

4.0 0.2 3.5b 3.0c
CaCl2 332.02

5.0 0.0 3.0b 2.6d
KNO, 480.00 5.0 0.2 3.0b 2.7d
MgS0, 180.54 6.0 0.0 3.1b 420
NaH,PO, 330.60 6.0 0.2 4.0a 5.0a
NH,NO, 400.00 7.0 0.0 2.2¢ 3.8¢
Adenine siilfat 80.00 7.0 02 2.5¢ 4.5b
Myo-Inositol 100.00 80 00 2.2 38
Thiamine HCI 0.40 80 02 25¢ 3¢

< 0,05

Sekil 3. R. smirnowii siirgiin ucu eksplantlarimdan 6.0 mg/L 2ip ve
0.2 mg/L IAA igeren AND besin ortaminda siirgiin olusumu
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R. smirnowii Bitkisinin Koklendirilmesi Uzerine

Calhismalar

R. smirnowii siirgiin ucu eksplantlarindan gelisen
yaklastk  2.0-3.0 cm uzunlugu wulasan siirglinlerin
koklendirilmeleri iglemi sirasinda en uygun oksinin ve
bu oksin konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin
belirlenmesi fidelerin daha kisa siirede kdklenmelerini bu
sayede de dis ortama adaptasyon ¢alismalarinin daha hizli
olmasini bakimindan olduk¢a dnemlidir.

Bu ¢alismada ii¢ farkli deneme kurulmustur:

1.  Deneme: IBA koklendirme ¢alismalarinda siklikla
kullanilan 6nemli bir oksin tiirevidir. Ik denemede siirgiinler
1.0 mg/L siv1 IBA soliisyonunda 60 sn tutulmus ardindan
ANDO ortamina dikilerek kiiltiire alinmistir. Bu deneme di-
ger iki denemeye gore daha iyi sonug¢ vermistir. 8 hafta so-
nunda kdklenme baglamis ancak bitkiciklerin dis kosullara
alistirilmasi saglanamamustir. Veriler istatistik analiz yapma-
ya elverisli olmamistir. Koéklenme oraninin artirilmasi igin
cevresel faktorler tekrar degerlendirilerek yeni denemelerin
kurulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2. Deneme: Siirgiinler 0.5 mg/L IBA ile desteklenmis
AND koklendirme ortamina ekilerek kiiltiire alinmistir. 8
hafta sonunda yapilan gézlemler neticesinde higbir anlaml
sonu¢ elde edilememis ve bu doz uygulamasinin R. smir-
nowii siirgiinlerin kdklendirilmesi i¢in uygun olmadigi be-
lirlenmistir.

3. Deneme: Son denemede R. smirnowii siirgiinleri
3.0 mg/L NAA ile desteklenmig AND besin ortaminda kiiltii-
re alinmis ancak ikinci denemede oldugu gibi higbir anlaml
koklenme verisi elde edilememistir.

Her {i¢ uygulama neticesinde IBA’'nin NAA’e gore R.
smirnowii sirgiinlerinin koklenmesi iizerine daha etkili
oldugu sonucuna varilmigtir. Ayn1 zamanda IBA dozu 0.5
mg/l yerine 1.0 mg/L olarak uygulandiginda daha 6nemli
sonuglar elde edilmistir. Stvi IBA soliisyonunda bekletilerek
yapilan koklendirme calismasi ayrica diger yonteme gore
daha ekonomik olmas bakimindan da degerlidir.

SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, R. smirnmowii’nin silirglin ucu
eksplantlart kullanilarak doku kdltlirii yontemlerinden
“mikrocogaltim” teknigi kullanilarak in vitro kosullarda
iretimi  gergeklestirilmistir.  Yapilan ¢alismadan elde
edilen veriler gelecekte Tirkiye’de dogal olarak
yetisen Rhododendron tiirlerinden daha stiin hatlarin
olusturulmasinda kullanilabilecektir. Odunsu bitki tiirlerinin
bitki biyoteknolojisi yontemleri ile {iretimi otsu bitkilere
gbre nispeten daha zor olmaktadir. Bu ¢alisma ile odunsu
bir tiir olan R. smirnowii bitkisinin mikrogogaltim yolu ile
iiretimini gergeklestirmek i¢in yeni ve basarili bir sistem
gelistirilmistir. Yiirtitiilen bu ¢alisma R. smirnovii’nin doku
kiiltiirlerinde iiretimine yonelik bir ilk ¢alismadir.

Tesekkiir

Bu c¢alismada sunulan veriler, “Tirkiye Orman
Giillerinde (Rhododendron ssp.) genotipleri belirleme,
morfolojik ve molekiiler tanimlama, ¢ogaltma ve ex- situ

muhafaza calismalar” isimli 1120500 No’lu TUBITAK
Projesinden alinmisti. TUBITAK’a, T.C. Ahi Evran
Universitesi’ne ve laboratuvar ¢alismalarina katkilarindan
dolay1 Ziraat Yiik. Miith. Ozlem UNER e tesekkiir ederiz.
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