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OZET

Giiniimiizde, iclerinde egreltilerinde bulundugu ¢ok sayida sis bitkisi
doku kiiltiirleri  yontemlerinden  faydalanilarak iiretilmektedir. Egreltiler, to-
hum baglamadiklan ve klasik iiretim yontemleri (ayirma  harig) ile ¢ogalti-
lamadiklan icin doku kiiltiirleri yontemleriyle yaygin olarak ¢ofaltilmaktadir.
Egrelti diretimi igin explant olarak meristem, rizom segmentleri veya yap-
rak dokusu ve sporlar kullanimasina ragmen ticari olarak iiretimde, rizom
segmentleri veya uglan ile sirgin uglanmn kullanymu daha yaygindir.

Anahtar Kelimeler: Egreltiler, doku kiltiiri.

SUMMARY

Possibilities of Utilizing Tissue Culture in the Propagation of Fern

Today, numerous ornamental plant sepecies including ferns are
propagated using tissue culture methods. Ferns are commonly propagated
by tissue culture techniques since they don’t set seeds and they can-
not be propagated by conventional propagation methods (except division)
naturally. Meristem, rhizom segments or ps, leaf tissue and spores are

* Dog. Dr; U.U. Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii.
** Args. Gor; U.U. Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii.
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used as explant for the propagation of ferns: however the use of rhi-
zom segments or tips and shoot tips is more common in commercial
propagation.

Key Words: Fems, tissue culture.

GIRIS

Bitki doku kiiltiirleri, temelde bir iiretim yontemidir. Bilinen diger klasik
iretim yontemlerinden farkli olarak bitkinin gesithi kisimlarindan alinan kiigiik
bir pargamin (explant) sterilize edildikten sonra, gesitli maddeleri iceren steril
gida ortaminda (in vitro) ve uygun gevre kosullarinda (istk ve sicaklik) kiiltiire
alinmasi islemidir (Géniilgen, 1987).

Son yillarda ticari olarak aralarinda egreltilerinde bulundugu ¢ok sayida
siis bitkisi doku kiiltiirleri yontemlerinden yararlanilarak ¢ogaltilmaktadirlar.

Saks: bitkisi olarak yetistirilen egreltiler, tohum olusturmazlar ve klasik
tiretim yontemleri ile (ayirma harig) ¢ogaltlamazlar. Ayirma ile cogaltim, iyi ge-
lisme gosteren bitkilere sahip anagliklarin tesis edilmesini gerektirir ki bu da
ekstra tesis ve bakim masraflan ile serada siirekli bir yer kaybinin ortaya ¢ikma-
sina neden olmaktadir. Oysa giiniimiizde doku kiiltirleri yontemlerinden yarar-
lamlarak yogun bir sekilde egrelti iiretimi yapilmaktadir. Nitekim, 1986 yilinda
Hollanda’da 11.194.000 adet Nephrolepis, 340.000 adet Davallia ve 36.200 adet
Platycerium iiretilmigtir (Tablo: 1).

Tablo: 1
Hollanda Doku Kiiltiirleri Laboratuvarlarinda
Bazi Saks Bitkilerinin 1986 Yali Uretimi (Pierik, 1987)

Saks1 Bitkileri 1986 Yilt Uretimi (Adet)
Nephrolepis 11.194.000
Saintpaulia 3.715.000
Anthurium  scherzerianum 1.747.000
Cordyline ' 783.600
Syngonium 603.500
Spathiphyllum 512.700
Davallia 340.000
Bromeliacea 250.500
Alocasia 180.000
Ficus 148.000
Platycerium 36.200
Dieffenbachia 14.000
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Toplam sakst bitkileri iiretiminin yaklagik 20.000.000 adet oldugu 1986 yi-
linda, egreltiler yaklagtk 11.500.000 adet ile ilk sirada yer almiglardir (Pierik,
1987). Diger yandan A.B.D.’de bulunan doku kiiltiirleri laboratuvarlarinda 1985
yilinda iiretilen 32.500.000 adetlik yaprakl saksi bitkileri iiretiminin 5.000.000
adedini egreltiler (Tablo: 2) olugturmustur (Jones, 1986). Elde edilen bu bitkiler
aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu birgok diinya iilkesine pazarlanmaktadir.

Tablo: 2
A.B.D. Doku Kiiltiirleri Laboratuvarlarinda
1985 Yili Yaprakh Saks: Bitkileri Uretimi (Jones, 1986)

Yaprakl Saks: Bitkileri 1985 Y1l Uretimi (Milyon, Adet)
Syngonium 15

Spathiphyllum 6 +

Fern 5

Dieffenbachia 3

Philodendron 2+

Ficus 1

Cesitli Yaprakl Bitkiler 0.5
TOPLAM: 325

Diinyada hizh bir geliyme gosteren doku kiltiirleri teknigine kargt duyu-
lan ilgi son yillarda iilkemizde de artmugtir. Temel aragtirmalar ile bitki uretimi
ve 1slahi gibi uygulamalarda bu tekmgm genig bir yer almasi artik kaginilmaz bir
gergektir.

DOKU KULTURLERI ILE URETIM

Bugiin doku kiltiirleri yontemi gogu egrelti tiirlerinin iiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Egreltilerin in vitro gogaltiminda explant olarak; meris-
temler, rizom segmentleri veya uglari, yaprak dokusu ve sporlar kullamilabilmek-
tedir.

1943 yiinda Wetmore ve Morel, Adiantum ¢ogaltimt amaciyla apikal me-
ristemleri basariyla kullanmigtir. Bristow, Pteris cretica’da kallusten gametofitik
ve sporofitik dokularin her ikisini farkhlagtrmigtir. Microgamma ve Rumoha
igin explant olarak yaprak dokusu kullanilirken, Nephrolepis ve Ampelopteris de
rizom segmentleri veya uglari (Read ve Hosier, 1986) Platycerium stemaria’da
ise 3 mm lik siirgiin uglan kullamlmaktadir (Kyte, 1983). Ancak Nephrolepis
iiretiminde rizom segmentleri kullanildiginda tip digi ve beklenmedik bitkilerle
kargilagilabilmektedir (Read ve Hosier, 1986).
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Giiniimiizde ticari egrelti iirctiminde explant olarak sporlar yerine meris-
tem, rizom segmentleri veya uglart yaprak dokusu ve siirgiin uglan kullanilmak-
tadir. Bu sekilde iiretilen egreltiler arasinda ilk sirada Nephrolepis yer almakta,
bunu Davallia ve Platycerium izlemektedir (Pierik, 1987).

Nephrolepis exaltata (L.) Schott var. bostoniensis Davenport. (Boston
Egreltisi) ve Platycerium stemaria (Geyik boynuzu Egreltisi) da ticari iiretim
igin yapilan uygulamalar su sekilde 6zetlenebilir (Kyte, 1983).

Nephrolepis exaltata (L.) Schott var.bostoniensis Davenport
(Boston Egreltisi)

Explant: Rizom ucunun 2.5 cm lik kisimlar kullanilir,

Uygulama: Aktif sckilde gelisen egrelti rizomlarinin ucundan 10 cm alinir.
Bunlardan 2.5 c¢m lik pargalar kesilir. Bu pargalar 1/10 luk ¢amagir suyu (agarti-
) iginde 15 dakika siireyle karigtirtlir. Daha sonra bu segmentlerden 5-10 mm
lik parcalar kesilerek distile su iginde ¢alkalanir. Sallanan ya da sabit siv1 ortam
icine yerlestirilir.

Ortam: BA (1.1 mg/l), Kinetin (0.04 mg/l) ve IAA (2 mg/l) ile modifiye
edilmis MS ortam: kullanilir. Kinetin ve BA III. safhada kullanilmaz (Tablo: 3).

Tablo: 3
Neprolepis exaltata (L.) Schott var. bostoniensis
Davenport (Boston Egreltisi) Icin Kullanilan Besin Ortam

I ve II. Safha I11. Safha
Bilegikler (mg/l)
MS tuzlan 4628 4628
Inositol 100 100
Kinetin 0.04
BA 1.1
IAA 2.0 2.0
Sakkaroz 30000 30000
Agar 8000 8000

pHS5.2

Isik: 100-300 foot-candle floresan 15131 ile 16 saat 151k/8 saat karanhk ola-
cak sekilde verilmelidir.,

Sicaklik: 27°C

L. safhada gelisen pargalar II. safha icin aym ortama aktarilir ya da parga-
lar kesilir (Biiyiik egrelti yapraklari uzaklagtirildiktan sonra) ve ayni bilesimin
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agar ortamina dagitilir. Ikinci yontem yigin (parga) iiretimi i¢in zaman kazandi-
ran bir yontemdir. Muhtemelen Boston egreltilerinin ¢ogu diger baz siis bitkile-
rine gore bu doku kiiltiirii yontemiyle iiretilmektedir. Dort aydan daha kisa bir
iiretim periyodu ile her yil bir milyon bitki normal bir laboratuvarda iretilebil-
mektedir.

Platycerium stemaria (Geyik Boynuzu Egreltisi)

Explant: Siirgiinlerden alinan 3 mm lik siirgiin ucu kullanilir.

Uygulama: 5 cm den daha az genislige sahip olan siirginler alinir, Cesme
suyunda 5 dakika yikanir. Cok bityitk yapraklar ve kok pargalar kesilerek uzak-
lastirilir. Siirgiin uglar1 1 cm kesilir ve 1/10 luk ¢amagir suyu ile 10 dakika calka-
lanir. Distile suda ii¢ kez calkalanir. Tilyler uzaklagtinhr ve 1/20 lik gamagir
suyunda 5 dakika kangtirilir. Siirgiin uglarindan 3 mm lik kubbe kesilir. Distile
su ile galkalanir,

Ortam: L. ve II. safha igin 15 mg/l IAA ile modifiye ediimiy MS ortami
kullanilir. I1I. safhada IAA kullamlmaz (Tablo: 4). Keza Lilium ortami da mii-
kemmel sonuglar verir.

Tablo: 4
Platycerium stemaria (Geyik Boynuzu Egreltisi)
Icin Kullanilan Besin Ortami

I. ve II. Safha II1. Safha
Bilesikler (mg/1)
MS tuzlan 4628 4628
Inositol 100 100
Nikotinik Asit 0.5 0.5
Pyridoxine HCI 0.5 0.5
Thiamine HCl 0.1 0.1
Glycine 2.0 2.0
IAA 15
Sakkaroz 30000 30000
Agar 8000 8000

pH 5.7

Diger yandan, egrelti sporlarmin in vitroda degisik besin ortamlarinda
cimlendirilerek yeni bitkilerin elde edilmesi miimkiindir (Mengii¢ ve Zencirki-
ran, 1992).

in vitroda sporlarin gimlendirilmesi kat: agar ortaminda ve s kiiltiir-
lerde yapilabilmektedir. Bu amagla Gauthered, MS ortami ve Knopp soliisyonu
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kullanilmaktadir. Gauthered ortaminda, Knopp soliisyonu ve MS ortamina gore
daha biiyilk ve yesil prothalluslar elde cdilmektedir, Iki-ig aylik prothalluslarin
ogiitilmesiyle elde edilen siispansiyonun 0.1 mg/l IBA, 0.5 mg/l BA ve 10 g/l sak-
karoz igeren 0.2 giigte MS ortaminda kiiltiire alinmas: diger metodlara gére daha
fazla sporofit iirctimi saglamaktadir (Thentz ve Moncousin, 1985).

Spor ile iiretim amaciyla yesil yaprak parcalari alinarak agilmamig spor
keseleri diiz bir yiizey iizerinde sterilize edilmig ve besleyici agar ortamina ko-
nulmustur. Aralarinda Platycerium coranarium ve Dicranopteris linearis’inde
bulundugu 18 egrelti tiriinde prothalluslar elde edilmis ve prothallus geligmesi-
nin sonunda geng ereltiler yetistirme kompostu icerisine aktanimiglardir, An-
cak spor ile yetigtiriciligin diger metodlara nazaran zor oldugu saptanmustir
(Henson, 1979).

Marengo (1979)ya gore ise egrelti sporlarinin ¢imlenmesi ve prothalli kiil-
tirdl gogunlukla sporiarin Knudson besi ortamina yayllmasiyla yapilabilmektedir.
Basarili sonuglar elde edebilmek igin 15 gr agar 1 It su igerisinde eriyik hale ge-
tirilmeli, mineral maddeler ilave edilmeli ayrica eriyik igerisine bir adet ticari
bitki besleyici tablet katilmaldir.

Dougles ve Sheffield (1990) tarafindan, egrelti gametofitlerinin hareketsiz
(oturmus) bir sistem kolonize edemcyeceklerini ve bu sistemin biiylime ve ge-
lisme bakimindan bir serbest sivi sistemden daha basarili olup olmayacagin: be-
lirlemek amaciyla calismalar yapilmistir. Bu amagla Anemia phyllitidis (L)
swartz. ve Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. sporlar1 % 5'lik sulu sodyum hipo-
kloritte 3 dakika siire ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmug ve spor siispan-
siyon inokulumunda homojen dagilima izin vermek icin % 5 w/v sulu karboksi-
metil selilloz (BDH) da distile suda siispansiyon haline getirilmigtir. Moore’nin
ortam: (Moore, 1903) esas alinarak yapilan inorganik kltir ortaminin pH’si 1 M
sodyumhidroksit kullanilarak 6.5’a ayarlanmig ve 15 dakika igin 15 paundta ve
121°C da otoklavlanmig kiiltiir siselerine dagitilmigtir. Yerlegtirme siseleri igeri-
sine kuru agirlig bilinen 1x1x0.3 cm lik 8 adet polyiirethan kopiik pargasi asil-
mustir. Spor konsantrasyonu 3x10% ml ye ayarlanmig ve her siseye 1 ml eklen-
migtir. Siseler 12/12 saatlik 151k karanlik dongiisii altinda 20F4°C’de bir donen
sallayiciya (165 dev/dak) yerlestirilmis ve asilt kopiiklerin gozeneklerinde game-
tofit dokular olugsmustur.

Sonug olarak, biomass kuru agirlig: seklinde 6lgilen bilyiimenin hareketsiz
kiiltiirlerde ayni yagtaki s kiiltiirlerdekine gore Onemli dlgiide fazla oldugu bu-
lunmugtur. Hareketsiz kiiltirlerdeki verim artisina bircok faktor katkida bulun-
mus olabilir. Angiospermlerdeki doku kiiltirleri galiymalarindan sekonder me-
tabolit iiretimi gibi birgok unsur igin farkhilagmis organizmanin dogal durumunu
miimkiin oldugunca izlemenin dnemli oldugu gittikge acik hale gelmektedir
(Dougles ve Sheffield, 1990).

Sivt killtiiri gametofitler iizerine fiziksel olarak zararl: bir etki yapabilir,
Iki tip zararlanma ihtimali vardur. Tumiyle fiziksel olan zararlanma ve fiziksel
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stres sonucunda olan bir sekonder metabolik zararlanma. Gametofitlerin, bir do-
ner sallayici tizerindeki sigeler igindeki ortamda hareketi, sisenin ¢eperiyle ve
' birbirleriyle temas halinde olmalarina neden olur. Bu hiicre duvarlarini agindira-
rak ya da sikistirarak gametofitleri zararlandirabilir. Dolayisiyla sivi kiiltiirlerde
verim azalmasi kismen metabolik enerjiyi onarim igin harcamaya baglt olabilir.
Bu durum iki kiiltir metodu arasindaki verim farkimin kiiltiirler yaslandikga ne-
den daha belirgin oldugunu agiklamaktadir. Gametofitler muhtemelen biiyii-
diikce zararlanmaya daha hassas hale gelecektir (Douglas ve Sheffield, 1990).

Gametofitlerin hareketsizligi bityiime bakimindan daha avantajlidir ve do-
laysiyla gametofitik dokularin yigin iiretimi igin bu kiiltiir sistemi bagaril1 olacak-
tir.

SONUC

Egrelti gametofitleri ideal deneysel organizmalar olarak kabul edilmisgtir.
Fakat suni yetistiriciligi bilyik 8lgiide agarla katilagtirilmig tabakalarin yiizeyinde
yetistiricilikle simirlidir, Gametofitlerin hareketsizligi biyime bakimindan daha
avantajlidir ve dolayisiyla gametofitik dokularin yigin iiretimi i¢in bu kiltir siste-
mi bagarih olacaktir. Sivi kiiltiirii sistemi ise, ister sekonder metabolitlerin iire-
tim potansiyeli olsun olmasin ortamin kolaylikla degistirilebilir olmasi ve deney-
sel materyal devam ettirilirken, ortam eklemelerin ve degistirmelerinin etkileri-
nin aragtirilmasina izin vermesi nedeniyle kiltiir kosullarinin idare edilmesi igin
idealdir (Dougles ve Sheffield, 1990).

Diger yandan, ticari olarak doku kiiltirleri yontemi ile iiretimde daha
ziyade explant olarak sporlar yerine meristem, rizom segmentleri veya uglari,
yaprak dokusu ve siirgiin uglari kullanilmaktadir. Fakat sporlarin iiretim kaynagi
olarak kullanilabilirligi de zor olmasina ragmen gozardi edilmemelidir ve bu yon-
deki galigmalar hizlandirilmahdir.
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