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Bu c¢alismada, Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde endemik bir tiir olarak yetisen
Hypericum spectabile tohumlarindan itibaren in vitro kosullarda mikrogogaltim i¢in bir metod

gelistirmek temel hedef olarak amaglanmustir.

Aragtirmanin birinci asamasinda; baslangi¢ materyali olarak kullanilan Hypericum
spectabile tohumlari sirastyla % 70°lik etil alkol igerisinde 30 sn, %.5’lik NaOCI solusyonunda
10 dk bekletilerek sterilizasyon islemi yapilmistir. Steril tohumlar, bitki bilyiime diizenleyicisi
(BBD) igermeyen Murashige ve Skoog (MS) besi ortamlarinda kiiltiire alinarak

¢imlendirilmistir.

Ikinci asamada; birer sitokinin olan benzilaminopurin (BAP) ve Kinetin (Kin)’in farkl
konsantrasyonlarini (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/l) igeren MS besi ortamlarinin etkisi ayri
ayr test edilmistir. Siirgiin proliferasyonu i¢in test edilen BAP konsantrasyonlar1 arasinda 0.25

mg/l igeren besi ortaminin (eksplant bagina 49.80 siirgiin) ideal oldugu tespit edilmistir.

Kinetin konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda ise 0.5 mg/l Kin (eksplant basina 27.33
siirglin) ile desteklenmis MS besi ortamindan en fazla siirgiin elde edilmistir. Bu oranda fazla

miktarda siirgiin elde edilmesine ragmen siirgiin gelisiminin iyi olmadigi gorilmiistir.

Ayrica siirglin sayilarimi artirmak ve gelistirmek amaciyla oksin ve sitokinin kombine
etkilerini arastirmak ic¢in 9 farkli besi ortami hazirlanmustir. Onceki deneylerde elde edilen
veriler dogrultusunda, kiiltiir besi ortamina BAP (0.25 mg/l) ve Kin (1.5 mg/l) ile birlikte o-
naftalenasetik asit (NAA), indolasetik asit (IAA) gibi oksinlerin farkli oranlarininm (0.25,
0.5,1.0, 2.0 mg/l) etkileri ayr1 ayr1 arastinlmistir. Test edilen hormon kombinasyonlar

karsilastirildiginda siirgiin sayisinda 6nemli bir artigin olmadigi belirlenmistir.

\%



Caligmanin tglincli asamasinda; kallus baslatma caligmalari igin yaprak ve kok
eksplantlari, BAP (0.5, 1.0, 1.5 mg/l) ve 2,4- diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) (0.5, 1.0, 2.0
mg/l) kombinasyonlarindan olusan besi ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Yaprak ekspantlari
icin 1.0 mg/l BAP + 2.0 mg/l 2.4-D, kok eksplantlari i¢in ise 1.5 mg/l BAP + 0.5 mg/1 2,4-D ile

desteklenmis besi ortamlarinin optimum oranlar oldugu belirlenmistir.

Kallustan siirgiin rejenerasyonunu saglamak i¢in, kalluslar 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l BAP
ilave edilmis besi ortamlarma aktarilmigtir. En fazla siirgiin sayist 1.5 mg/l BAP’l1 besi
ortaminda (eksplant basina 25.15 siirgiin) elde edilmesine ragmen siirgiinlerin morfolojik
gelisiminin iyi olmadig1, oysa 0.5 mg/l BAP’l1 besi ortaminda (eksplant basina 22.75 siirgiin)

gelisen siirgilinlerin daha canli ve saglikli oldugu gbzlenmistir.

Caligmanin dordiincii asamasinda ise; siirgiinlerin koklendirilmesi igin NAA ve ITAA nin
dort farkli konsantrasyonu (0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) ile birlikte MS besi ortami kuvvetinin (1/1
MS, 2 MYS) etkisi arastirilmistir. Siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in en iyi sonu¢ 0.25 mg/l [AA’I

1/1 MS besi ortamindan alinmustir.

Elde edilen koklii fideciklerin topraga adaptasyonu, aklimatizasyon calismalari ile

basaril1 bir sekilde saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum spectabile, mikropropagasyon, kallus, BBD
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF /N VITRO MICROPROPAGATION METHODS OF
ENDEMIC Hypericum spectabile GROWN
IN SOUTHEAST ANATOLIA REGION

M.Sc. THESIS
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INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2011
In this study,the main aim was to develop a method for Hypericum spectabile’s in vitro
micropropagation of its seed that an endemic sepecies grown in East and Southeast Anatolia
Region.

In the first phase of study; seeds of Hypericum spectabile, used as a starting material, a
sterilization process was done waiting respectively in 70% ethyl alcohol for 30 seconds, 5%
NaOCI solution for 10 minutes. Sterile seeds were germinated based culture on MS medium

free plant growth regulators (PGRS) .

In the second phase of study; different concentrations (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/l)
of benzylaminopurine (BAP) and Kinetin (Kn) that are used as a cytokinin tested separately.
Among the concentrations 0.25 mg/l BAP (49.80 shoots per explant) was found ideal for shoot

proliferation.

Compared to Kin concentrations, the most shoots were obtained on MS medium
supplemented with 0.5 mg/l Kin (27.33 shoots per explant). Although more shoots were

obtained in this medium,growth of shoots were not good.

In addition , in order to improve and increase the number of shoots nine different types
of medium was prepared to investigate combined effects of BAP and Kin. The data obtained in
accordance with previous experiments, BAP (0.25 mg/l ) and Kin (1.5 mg/l ) together with
different concentrations of (0.25, 0.5,1.0, 2.0 mg/l) naphthalene acetic acid (NAA) and indole
acetic acid (IAA) were tested seperately. Compared hormone combinations tested, were not a

meaning ful increase in the number of shoots.
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In the third phase of study; leaf and root explants were cultured on Murashige and
Skoog (MS) medium supplemented with different concentrations and combinations of
benzilaminopurin (BAP; 0.5, 1.0, 1.5 mg/l) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D; 0.5, 1.0,
2.0 mg/l). The best callus induction for leaf explants was observed in the treatment containing
1.0 mg/l BAP + 2.0 mg/l 2.4-D on the other hand for root explants 1.5 mg/l BAP + 0.5 mg/I

2,4-D culture medium was optimal rates.

For shoot formation from calli, calli were transferred into different BAP concentrations
(0.25, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l ) separately. Although the highest number of shoots produced on
medium supplemented with 1.5 mg/l BAP (25.15 shoots per explant), however, morfology of
shoots were not good. The best result for shoot morfology was observed in the treatment
containing 0.5 mg/l BAP (22.75 per explant), in this medium shoots were more vibrant and

more healthy.

In the fourth phase of study; for the shoot rooting four different concentrations of NAA
and IAA (0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) together with the force of the MS medium (1 / 1 MS, ¥ MS)
was investigated. Optimum result were taken on MS medium supplemented with 0.25 mg/I for

rooted of seedling.

Adaptation to soil of Obtained rooted seedling were succesfully provided with

acclimatization works.

Keywords : Hypericum spectabile, micropropagation, callus, PGRs
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Pinar KARAKUS

1.GIRIS

Bitkilerin pek ¢ogu tarihin ¢ok eski devirlerinden beri tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Kimya sanayisindeki gelismeler ila¢ sanayisini de etkilemis, sentetik
ilaglar tibbi bitkilerin yerini almaya baslamistir. Sentetik ila¢ sanayinin gelismesi,
bitkilerin kullanimin1 her ne kadar azaltmis olsa da sentetik ilaglarin zehirli yan
etkilerinin bulunmasi ve bitkisel ilaglarin ¢ok yonlii etkiye sahip olmalari, bitkiler ve
bunlardan elde edilen aktif bilesikler iizerindeki ¢alismalarin artmasina neden olmustur.
Kuzey Amerika’da eczanelerde satilan her bes iriinden birini tibbi bitkiler
olusturmaktadir (NCCAM, 2001). Bugiin bile diinya niifusunun biiyiik bir boliimii tibbi
bitkilerle tedavi olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ni 91 iilkenin tibbi bitkileri
tizerinde yapilmig olan bazi ¢alismalara dayanarak yaptigi bir arastirmaya gore, tedavi

amactyla kullanilan bitkilerin toplam miktarmin 20 000 kadar oldugu belirtilmistir.

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler, bilimsel bir siizgegten
gegirilerek yeniden degerlendirilmis ve fitoterapi adi ile anilan bir bilim dali haline
gelmistir. Bu bilim dali, giderek gelismekte ve daha fazla 6nem kazanmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) verileri, gelismekte olan iilkelerde insanlarin % 80’nin bu tedavi
yontemlerini kullandigini ve 3.3 milyar insanin da tedavi araci olarak tibbi bitkilerden
yararlandigini ortaya koymustur. Dogaya veya yesile doniis olarak adlandirilan dogal
beslenme, dogal iiriinlerle tedavi gibi hususlar, ancak sentetik iirlinlerden uzaklagsmak

isteyen gelismis toplumlar i¢in sdylenebilir.

Tiirkiye florasinin 6nemli bir 6zelligi, olduk¢a zengin bir yapiya sahip olmasidir.
Ulkemizde 11000 bitki tiirii dogal olarak yetismesine ragmen, bunlardan yeterince
istifade edilememektedir. Bitkilerin kimyasal igerikleri ile ilgili calismalar ise ¢ok yavas
yiriimektedir. Son yillarda teknoloji ve tip ne kadar ilerlerse ilerlesin, dogal
zenginliklerin tiikenmesi ve ekonomik olarak filkelerin girdikleri ¢ikmazlar, dogal

irtinlerin ¢ok amagl kullanilmalarini zorunlu kilmistir.

Genis biyolojik aktivitelerinden dolayi, gesitli sekonder metabolitleri igeren
bitkiler, yiizyillardir geleneksel halk ilaci olarak kullanilmigtir. Son zamanlarda,
icerdikleri sekonder metabolitlerin hem geleneksel tedavide hem de tipta ilag olarak

kullanilmasindan dolayi, tibbi bitkilerin 6nemi artmistir. Bu bitkiler arasinda yer alan
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Hypericum tiirleri de antik ¢aglardan beri halk hekimliginde kullanilmaktadir (Dias ve
ark. 1998). Hypericum, depresyona bagli sinir sistemi bozukluklarinda tedavi amagli
kullanilmaktadir. Ayrica, kanserli tiimor hiicrelerinin biiyiimesini engellemede faydali
oldugu bulunmustur. Hypericum tiirlerinin ¢agimizin yaygin hastaligi olan depresyona
kars1 etkili olmasi, bu bitkiler ve onlardan elde edilen bilesikler {izerinde galigmalarin

artmasina neden olmustur (Laakmann ve ark. 1998).

Bitkilerin, kendi ekosistemleri disinda biiyiimeleri zordur. Ozellikle, Hypericum
tiirleri patojenlere duyarliliklarindan dolayi, genis tarla kiiltiirlerinde dayaniksizdir.
Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik varyabilite olugturmak, kaybolmakta
olan tiirlerin korunmasini saglamak, hastaliklardan arindirilmig bitkisel materyal elde
etmek, ¢cogalmasi zor olan ve nesli tiikkenmekte olan tiirleri iiretmek amaciyla, bitkilerin
doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltilmast yoluna gidilmistir. Bu ve benzeri nedenlerden dolay1
sekonder metabolit iiretiminde bitki biyoteknolojisinin kullanimi, alternatif bir yaklagim

olarak dogmustur (Bourgaud ve ark. 2001).

Tibbi bitkilerin yetistirilmesi, cogaltilmasi ve sekonder bilesiklerinin tiretiminde
geleneksel yontemlerin yani1 sira alternatif bir teknik olan bitki doku kiiltiirii
uygulamalar1 ayrica zamandan ve mekandan tasarruf saglayabilen giivenilir bir
metottur. Doku kiiltiirleri; bitki fizyolojisi, biyokimya ve molekiiler biyolojide en ¢ok
bagvurulan yontem ve araglar arasinda yer almaktadir. Giiniimiizde bitki biyoteknolojisi,
bitki bilimlerinin bir¢ok alaninda gittikge artan bir hizla kullanilmaktadir. Bitki doku
kiiltiiri; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki yada hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus kiiltiirleri), doku (gesitli bitki kisimlar1)
veya organ (apikal meristem, kok, vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya
cesitli bitkisel {irtinlerin (sekonder metabolitler vb.) iiretilmesidir (Babaoglu ve ark.
2002).

Sahip oldugu tibbi 6zelliklerden dolayi, klasik yetistiriciligin yani sira, doku
kiltirt yontemiyle de yetistirilen Hypericum tiirlerinin, hiperisin ve psodohiperisin
icerigi, bir¢ok arastirici tarafindan ¢alisilmigtir (Oluk ve ark. 2010, Namli ve ark. 2009,
Karakas ve ark. 2008, Ayan ve ark. 2005).

Hiicre veya dokulardan yeni bitki bireyleri meydana getirmeye imkan taniyan

organogenezis, generatif yoldan ¢ogaltilmasi zor olan bitki tiirlerinin liretiminde biiyiik
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kolayliklar saglamaktadir. Organogenezisin diger bir dnemi ise, bitki transformasyon
calismalarinin  bagarisim1  yakindan etkilemesidir. Ciinkii, optimize edilmis bir
rejenerasyon sistemine sahip olmayan bir tiirde, transformasyon yapmanin bir anlami
yoktur. /n vitro kiiltiirii yapilan hiicrelerden bazilarnin, 6zgiin bir islevi yerine getirmek
veya bir doku ya da orgami olusturmak {iizere farklilasmalari, genellikle sekonder

metabolitlerin birikiminde bir artis meydana getirmektedir (Sokmen ve Giirel 2002).

Bu c¢alismada, son yillarda yaygin olarak kullanilan Hypericum cinsine ait,
endemik bir tiir olan Hypericum spectabile’nin in vitro mikrogogaltilma yollarinin
arastirilmast ve in vitro teknikler kullanilarak elde edilen siirgiinlerin yaprak ve kok
eksplantlarindan kallus ve kallustan siirgin rejenerasyonunun gerceklestirilmesi

amagclanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Hypericum tiirlerindeki hiperisin ve psddohiperisin gibi sekonder metabolitler,
Ozellikle antiviral, antikanserojen ve antidepresan etki gostermesi, tiim diinyada
Hypericum tiirlerinin ticari 6nemini bliylik 6l¢tide arttirmaktadir. Hypericum tirleriyle
ilgili gerek in vitro gerekse bu tiirlerin ¢alisilmasini birincil derecede 6nemli kilan
sekonder metabolitleriyle ilgili ¢ok sayida calisma yapilmis olmasina ragmen,
calismamizda bitkisel materyal olarak kullandigimiz Hypericum spectabile ile ilgili
mikropropagasyon ve sekonder metabolitlerini iceren herhangi bir veriye

rastlanmamuistir.

Cardoso ve Oliveira’nin (1996), Hypericum brasiliense ile ilgili yaptiklart
caligmada; biiylime, siirgiin verme ve koklenme oranlarina gore dogal populasyondan
secilmis 10 adet fideden elde ettikleri nodal tomurcuklari, farkli biiylime
diizenleyicileriyle desteklenmis temel MS ve Gamborg besi ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Arastiricilar, optimum kallus olusumunun, 1-2 mg/l 2,4-D igeren her iki

ortamda da gergeklestigini bildirmislerdir.

Hypericum foliosum Ation, sinirli bir yayilis alanmna sahip olmasi, bir yil
igerisinde tohumlarinin ¢imlenme kabiliyetini yitirmesi ve mevcut populasyonlarinda
olduk¢a az sayida bitki bulunmasindan dolayr koruma altina aliman Azore Adalarina
0zgii endemik bir tiirdiir. Moura (1998), bu bitki i¢in etkili bir mikrogogaltim sistemi
tanimlamak amaciyla, olgun bitkilerden elde ettigi gdvde nodiillerini Murashige &
Skoog (MS), Roest & Bockelmman (RB), Lloyd & McCown (LM) ve Carte &
Mendonca (CM) temel besi ortamlarinda kiiltiire almistir. Bu ortamlar igerisinde en iyi
mikrogogaltim orani CM ortamindan elde edilmis ve bunun iizerine denemeler farkli
biiyiime diizenleyicileri (BA, NAA, iP ve Kin) ile modifiye edilen CM ortamlari ile
devam ettirilmistir. Ayni arastirici 0.1 mg/l BA ya da 0.1 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA ile
desteklenmis CM ortamin1 direkt mikrogogaltim igin en etkili ortamlar olarak
tamimlamistir. Elde edilen bitkicikler, basarili bir sekilde sera sartlarina arastirici

tarafindan adapte edilmistir.

Alberto ve ark. (1998), in vitro ortamda Hypericum perforatum 'un ihtiva ettigi

sekonder metabolitlerden olan flavanoidlerin iiretimini incelemek amaciyla baglattiklar
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kallus kiiltiirlerinde, in vivo bitkilerde bulunmayan bazi yeni flavonoidlerin olustugunu

bildirmislerdir.

Baz1 arastiricilar da, Hypericum tiirlerinden hiperisin, psodohiperisin, xanton,
quercetin, benzopiran, sampsonin gibi sekonder bilesikleri izole etmislerdir. Bu
arastiricilardan; Hansen ve ark. (1999), Hypericum perforatum’da bilinen temel
bilesiklerin yani sira Kkuersitin-arabinosid ve kuersitin-galaktourunid isimli iki yeni
bilesik bulmuslardir. Hu ve ark. (1999), Hypericum ascyron’un toprak tistii kisimlarinin
etanol 6zitiinden sekiz ksanton tiirevi izole etmislerdir. Bunlardan 3,6-dihidroksi-1,7-
dimetoksiksanton yeni bir bilesik olup, 5-kloro-1,6-dihidroksi-3-metoksi-8-metilksanton
yiiksek bitkilerden izole edilen ilk ksanton’dur. Verotta ve ark. (1999), Hypericum
perforatum’un toprak {istii kisimlarindan, florohiperforin ve oksitlenmis analogu

prenilat floroglusinol hiperforin izole etmislerdir.

Cellarova ve Kimakova (1999), Hypericum perforatum fidelerinin farkli oksin
ve sitokinin seviyelerine tepkilerini inceledikleri in vitro ¢alismada, IAA ve IBA ‘nin
doza bagl olarak koklenmeyi etkilediklerini ve 2,4-D ile NAA’nin koklenme {izerine

olumlu etkide bulunduklarmni bildirmislerdir.

Sokmen ve S6kmen (1999), Hypericum capitatum’un kallus kiiltiirlerini farkli
besi ortamlarinda biiyiiterek hiicre morfolojisi, kiitlesel hiicre verimi (biyomas) ve
biyoaktif ksantonlarin iiretimi bakimindan farkliliklar gosteren, 8 hiicre hatt1 elde
etmiglerdir. Bu hatlardan gelistirilen hiicre siispansiyon kiiltiirleri de benzer 6zellikler
gostermislerdir. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri dikkate alindiginda, en yiiksek hiicre
verimi HC119 BS5 hattinda, en yiiksek ksanton iiretimi ise HC119 M18 hattinda
gozlenmistir. Kallus ve hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde kaynak bitkide daha once
saptanmamig, ancak iki Hypericum tiiriinde (Hypericum inodorum ve Hypericum
canariensis) bulunan 2 ksanton izole edilmistir. Arastiricilar bu durumun sekonder
metabolitlerin in vitro ifadesi acisindan onemli bir bulgu olarak diisiiniilebilecegini

bildirmislerdir.

Briskin (2000), in vitro kosullarda tibbi bitkilerin ¢ogaltilmasi ve biiyiitiilmesi i¢in
hiicre, doku ve organ Kkiiltiir sistemlerinin gelistirilmesi, bu bitkilerin molekiiler

diizeydeki ¢alismalarinda fayda saglayacagini vurgulamistir. Ayrica, bu gibi doku kiiltiir
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caligmalarinin, tibbi bitkilerdeki fitokimyasallarin iiretilmesinde de faydali olacagini
bildirmistir.

Cherry ve ark. (2000), Hypericum tiirleri i¢in etkili bir in vitro ¢ogaltim sistemi
tamimlamay1 hedefledikleri ¢alismalarinda eksplant kaynagi olarak, Hypericum
androsaemum ve Hypericum patulum i¢in olgun bitkileri, Hypericum grandifloru igin
ise 8 haftalik fideleri kullanmislardir. Bitkisel eksplant olarak hipokotil, yaprak ve kok
eksplantlarim1 farkli dozlarda oksin ve sitokinin i¢eren temel MS besi ortamlarinda 4
hafta siire ile kiiltiirde bekletmislerdir. Calismada, oksin olarak 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/l
dozlarinda TIAA, IBA ve NAA; sitokinin olarak ise yine ayni dozlarda Kin ve BA
kullanilmigtir. Hypericum patulum’da kok olusumu sadece NAA uygulamasinda
meydana gelmis ancak olusan kokler kallus olusturmuslardir. Hypericum
grandiflorum’da ise 0.5 mg/l IAA uygulamast zayif bir kék olusumu meydana
getirmesine ragmen in Vitro sartlara tepkisi olduk¢a zayif olarak bulunmustur.
Eksplantlar arasinda rejenerasyon tepkisi bakimindan farklilik gézlenmemistir. Genel
anlamda, denenen tiirlerde kok olusumu i¢in IAA, siirgiin olusumu iginse Kin tavsiye
edilmistir. Fakat, sadece Hypericum androsaemum’da BA siirgiin olusumu i¢in daha
etkili bulunmustur. Sonug¢ olarak, arastiricilar bu ti¢ Hypericum tiiriinde yapilacak
calismalar i¢in muhtemel oksin ve sitokinin oranlari olarak 0.5-0.1 mg/l Kin ve IAA’y1

tavsiye etmislerdir.

Pretto ve Santarem’in (2000) bildirdiklerine goére, son birkag yil igerisinde
antidepresant ve antiviral etkilerinden dolay1, Hypericum perforatum un kullanimi
artmistir. Farmakolojik agidan sahip oldugu bu potansiyelden dolayr adi gecen
arastiricilar tarafindan, bu bitkinin in vitro kiiltiiri i¢in yeni bir sistem gelistirilmistir.
Yaprak eksplantlari, 0.45 ve 4.45 uM 2,4-D, 0.44 ve 4.4 uM BA ve 0.46 ve 4.6 uM Kin
ile desteklenmis MS ortamlarinda kiiltire alinmistir. Daha sonra kallus olusumunu
saglamak amaciyla 11kl ve karanlik ortamlarin etkisini arastirmiglardir. Biitiin kiiltiir
ortamlarinda kallus olusumu gozlenmistir. Ayni arastiricilar en yiliksek hiicre
¢ogalmasini, karanlik sartlarda 4.4 uM BA ve 4.5 uM 2,4-D ile desteklenmis besi
ortaminda yetistirilen eksplantlardan elde ettiklerini bildirmislerdir. Siirgiin olusumu,
4.6 uM Kin ve 0.45 uM 2,4-D igeren ortamda olusan kalluslarin, 4.4 uM BA ilaveli MS
ortamina transferinden 6 hafta sonra elde edilmistir. Kokler, IBA (4.9 uM) ihtiva eden

ya da etmeyen tam ve yarim giligteki MS ortamindaki siirgiinlerden, en yiiksek
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koklenme siklig1 ise, IBA varlig1 dikkate alinmaksizin yarim giiglit MS ortamindan elde

edilmisgtir.

Bourgaud ve ark.’nin (2001) bildirdiklerine gore, sekonder metabolitler ile ilgili
caligmalar son 50 yildan bu yana kayda deger bir artis gostermektedir. Bu molekiiller,
bitkilerin ¢evreleriyle olan uyumlarinda oynadiklart 6nemli rollerin yani sira, ilag
sanayinin en Onemli kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Bitki hiicre kiiltiirleri,
sekonder metabolitlerin hem iiretilmesi hem de bilimsel anlamda calisilmasi ile ilgili
olarak, 1960’larm sonlarindan beri uygulama alani1 bulmaktadir. /n vitro sistemleri
kullanarak gelistirilen farkli stratejiler sekonder metabolit iiretiminin artirilmasinda
yogun olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda, in vitro sekonder metabolit iiretiminde
daha ziyade hiicre kiiltiirleri 6n plana ¢ikmasina ragmen, sacakli kok ve diger organ
kiiltiirleri de yogun bir sekilde calisilmaktadir. Son 30 yildan bu yana kat edilen
mesafelere ragmen, kiymetli sekonder metabolitlerin hiicre ve doku Kkiiltiirleriyle

iiretiminde ticari anlamda saglanan basar1 oldukga sinirhidir.

Dias ve ark. (2001), Hypericum perforatum’un kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde, 1/3/6 ve 7 nolu ksantonlarin biriktigini ve bu birikimin in vitro ortamin
hormon kompozisyonu ve miktari ile yakindan ilgili oldugunu bildirmistir. En yiiksek
ksanton olusumu MS + 4.5 umol/L 2,4-D + 2.3 pmol/L Kin ortaminda gelisen
kalluslarda tespit edilirken, Kin yerine BA kullanimi ksanton iiretimini olumsuz yonde

etkilemistir.

Southwell ve Bourke (2001), Hypericum perforatum’un hiperisin igeriginin
mevsimlere bagh olarak degistiini saptamislardir. Genis yapraklarda; kisin hiperisin—
psddohiperisin miktart minimum 100 ppm iken yazin 3000 ppm. olup, dar yapraklarda
ise bu miktar, kis mevsiminde genis yapraginkine yakin bir degerdeyken yaz

mevsiminde bu miktarin maksimum 5000 ppm.’e kadar oldugunu saptamislardir.

Baruah ve ark. (2001), Himalaya Daglarina 6zgii endemik bir tiir olan
Hypericum patulum bitkisini, etkili bir sekilde ¢ogaltmak i¢in bir in vitro protokol
gelistirmislerdir. Kaynak bitkilerden aldiklar siirgiin u¢larini ¢oklu siirgiin olusumu igin
BAP ve Kin ile desteklenmis temel MS besi ortamlarinda kiiltiire almislardir. Thiamin

HCI, capantothenate ve biotin ilavesi siirgiin olusumunu artirmis oldugundan, Olusan
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stirglinler, kisa siireli olarak Once biiyiime diizenleyici igermeyen sivi ortamda, daha

sonra da IAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinarak koklendirilmislerdir.

Bezo ve Stefunova’min (2001) bildirdiklerine gére, modern biyoteknolojik
yontemleri kullanarak genetik varyasyonu artirmak biiylik 6l¢lide mimkiindiir. Adi
gecen arastiricilar, Hypericum perforatum igin etkili bir mikro g¢ogaltma yoOntemi
gelistirmeyi amagladiklar1 ¢aligmalarinda farkli sitokininler (Kin ve BAP) ve oksinler
(2,4-D) ile modifiye edilmis MS ortamlarinda kallus olusumunun gerceklestigini
bildirmislerdir. Kallus taze agirligi bakimindan en yiiksek sonuglar, 1mg/l Kin ve 1
mg/l 2,4-D ile 1 mg/l BAP ve 1 mg/l 2,4-D igeren MS ortamlarindan elde edilmistir.
Kallus bagina siirgiin sayisi ise, kalluslarin gelistigi ortama bagli olarak 20-30 arasinda
degismistir.

Hypericum cinsi, omega-3 yag asitleri bakimindan oldukga zengin bir kaynaktir.
Omega-3 yag asitleri esansiyel yag asitleri olarak dislinlilmektedir. Kapsamli
aragtirmalar, omega-3 yag asitlerinin inflamasyonu azalttigini, kalp hastalig1 ve artrit
gibi baz1 kronik hastaliklarin énlenmesine yardime1 oldugunu gostermektedir. Ozen ve
Baghan (2002), Hypericum triquetrifolium’un yapisinda bulunan yag asitlerinin

bilesimlerini, GC/MS yontemiyle saptanmasina yonelik bir ¢alisma yapmiglardir.

Ahmet ve ark. (2002), Hypericum androsaemum hiicre kiiltiirlerinde benzoik asit
sentezini inceledikleri ¢aligmalarinda, hiicre kiiltiirlerinin gelisimiyle paralel olarak
ksanton miktarinin arttigini ve bu artisin metil jasmonat uygulamasiyla tesvik edildigini
tespit etmislerdir. Arastiricilar gerek hiicre kiiltiiriiniin gelisimiyle gerekse de metil
jasmonat uygulamasiyla meydana gelen ksanton miktarindaki bu artisin, benzoik asit

biyosentetik enzimlerinin aktivitesindeki artistan dolayr oldugunu bildirmislerdir.

Sokmen ve Giirel’in (2002) bildirdiklerine gore, hiicre veya dokulardan yeni bitki
bireyleri meydana getirmeye imkan taniyan organogenezis, generatif yoldan
cogaltilmas1 zor olan bitki tiirlerinin liretiminde, biiyiik kolayliklar saglamaktadir.
Organogenezisin diger bir onemi ise, bitki transformasyon galismalarinin basarisini
yakindan etkilemesidir. Ciinkii, optimize edilmis bir rejenerasyon sistemine sahip
olmayan bir tiirde, transformasyon yapmanin bir anlami yoktur. /n vitro kiiltiirii yapilan

hiicrelerden bazilarinin 6zgiin bir islevi yerine getirmek veya bir doku ya da organi
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olusturmak tizere farklilagsmalari, genellikle sekonder metabolitlerin birikiminde bir artig

meydana getirmektedir.

Bais ve ark.’min (2002) bildirdiklerine gore, son yillarda Hypericum
perforatum’un kullanimi, yaprak ve ¢igeklerinde bulunan hiperisinin farmakolojik
ozelliklerinden dolayr artmistir. Arastiricilar hiperisinin genis ¢apta liretimini miimkiin
kilmak amactyla bu bitkinin in vitro sartlarda iiretimi ve yetistirilmesi ig¢in yeni bir
hiicre kiiltiir sistemi gelistirmislerdir. 2,4-D ve Kin ile modifiye edilmis MS ortaminda
gelistirilen yaprak eksplantlari, en yiiksek kallus olusum oranini vermistir. Hiperisin,
hiicre fazinda ve yapraklardaki lokalizasyonda gesitlilik gostermistir. Bu madde hiicre
icerisinde Ozel organellerde ve yapraklarin vakuollerinde birikim gdstermistir. Ayrica

151k ve karanlik sartlar da, biiyiime ve hiperisin iiretimi iizerine etkili olmustur.

Hohe ve ark.’nin (2002) bildirdigine gore, dogadan toplanan ya da kiiltiirii
yapilarak elde edilen bitkilerin sekonder metabolit igerigi iklim, mevsim ve toprak gibi
cesitli gevre etkenlerinden Otiiri 6nemli seviyede farklilik gostermektedir. Daha da
onemlisi, hastalik ve zararlilarin meydana getirdigi tahribat ve pestisit kullanimi, hedef
metabolitin miktarin1 ve kalitesini diisiirebilmektedir. Bitki metabolizmasini etkileyen
cevre faktorlerinin tamamen kontrol edilebildigi in vitro kiltiir sistemleri, tibbi
bitkilerin ve sekonder metabolitlerin {retiminde O©nemli birer alternatiftirler.
Aragtiricilar, kantaron (Hypericum perforatum), lavanta (Lavandula officinalis),
Cymbopogon citratus ve fabiana otu (Fabiana citrata) bitkilerinde sirastyla hiperisin,
rosmanirik asit, a- B citral ve oleanolik asit’i in vitro yontemlerle tiretmek i¢in yaptiklar
caligmada her bitki i¢in kallus, siirgiin, siispansiyon ve biyoreaktor gibi farkli in vitro
kiltirleri baglatmiglardir. Kiiltiirler, s6zii edilen metabolitleri, kaynak bitkideki
seviyelerle karsilastirilabilir oranda {retmislerdir. Bitki sekonder metabolitlerinin
iretiminde alternatif yontemlere dair ¢alismalar biyoteknolojik yaklagimlarin 6nemli
sekonder metabolitlerin iiretiminde geleneksel metotlara gore bazi avantajlara sahip
oldugunu ortaya koymustur. Bu avantajlar su sekilde dzetlenebilir: 1. Ilgili metabolitin
iklimsel degisimler yahut toprak sartlarindan bagimsiz olarak kontrollii sartlarda
iiretilebilmesi; 2. /n vitro materyalin bakteri, mantar ya da bdcek gibi kirleticilerden ar1
olusu; 3. Herhangi bir bitkinin, ister tropik ister alpinik kokenli olsun, in vitro kiiltiire
alinabilmesi; 4. /n vitro kiiltiir sartlarmin optimize edilmesi ve sekonder metabolit

iiretimini tetikleyecek sekilde diizenlenmesi ile laboratuar masraflarinin azaltilmasi ve

10



Pinar KARAKUS

sekonder verimin artirilmast; 5. Organik maddelerin kallus kiiltiirlerinden ekstrakte

edilebilmesi.

Santarem ve Astarita’nmin (2003), Hypericum perforatum i¢in etkili bir mikro
cogaltim sistemi gelistirmeyi ve rejenere bitkilerle tarla sartlarinda yetistirilen bitkilerin
hiperisin igeriklerini karsilastirmay1 amacladiklar1 bir ¢alismada, olgun bitkilerden elde
edilen govde segmentlerini 4.5 pM BA, Kin, thidiazuron (TDZ) ile desteklenmis ya da
0.05 uM NAA ile kombine edilmis MS ortaminda kiiltiire almiglardir. Yalnizca, BA ve
Kin igeren ya da bu hormonlart NAA ile birlikte ihtiva eden ortamlarda kallus olusumu
gozlenmistir.  Olusan kalluslar, 4.5 uM BA iceren MS besi ortaminda siirgiin
olusturmak tiizere alt kiiltiire alinmislardir. En yiiksek siirgiin olusumu, BA ve NAA
iceren ortamlarda olusan kalluslarda gozlenmistir. Kdklenen bitkiler basarili bir sekilde
dis sartlara adapte edilmislerdir. Yapilan analizler neticesinde, kalluslarin ana bitkideki
icerigin sadece % 0.11° 1 kadar hiperisin ihtiva ettigi, rejenere bitkilere ait yaprak ve
siirgiinlerin ise tarla sartlarinda yetistirilen bitkilerle benzer seviyede hiperisin icerdigi
belirlenmistir (0.5 mg/g taze agirlik). Arastiricilar bu sonuglara dayanarak, Hypericum
perforatum’da hiperisin olusumunun yaprak farklilasmasi1 ile ilgili oldugunu

bildirmislerdir.

Abreu ve ark. (2003), gen¢ (6 aylik) ve olgun Hypericum brasiliense
bitkilerinden elde ettikleri apikal siirgiinleri, sivi ve kat1 temel MS ortaminda kiiltiire
almiglardir. Her iki besi ortaminda siirgiin gelisimini takiben koklenme ile birlikte bitki
rejenerasyonu gozlenmistir. Geng bitkilerden alinan eksplantlarda ve kati besi ortaminda
bitkicikler daha uzun boylu olmuslardir. Ayrica, olgun bitkilerden elde edilmis
eksplantlarin kat1 besi ortaminda kiiltiire alinmasiyla gelisen bitkiciklerin tamami
ciceklenmistir. Arastiricilar, 20 giinde yaklasik 12 cm uzunlugunda bitki elde etmeyi
saglayan bu in vitro ¢ogaltim sisteminin, sera ya da tarla tarimina gore daha avantajli ve

kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Pasqua ve ark (2003), in vitro sartlarda yetistirdikleri Hypericum perforatum L.
bitkilerinin kallus, hiicre siispansiyon kiiltiirleri ve rejenere edilen organlarindan elde
ettikleri metanol ekstraklarindan hiperforin, hiperisin, flavonoid ve ksanton bilesiklerini

izole etmisler.
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Kirakosyan ve ark. (2004)’nin bildirdiklerine gore, Hypericum perforatum ihtiva
eden tirlinlere olan yogun taleple birlikte hizla biiyiiyen uluslararasi piyasa, siirekli ve
yiiksek kaliteli iiretimin yani sira daha uzun soluklu ve ekonomik agidan tatminkar
tretim stratejilerinin  gelistirilmesini  zorunlu kilmaktadir. Hypericum perforatum
iiretiminde; tarla tarimi, sera yetistiriciligi ve hiicre/doku/organ kiiltiirleri olmak tizere
farkl1 alternatif metodlar kullanilmaktadir. Bu metotlar igerisinde en az masrafli olani
tarla tarim1 olup fakat kisa vejetasyon siiresinden dolayr yil boyunca istenilen anda

siirekli bir iretim bu metot ile miimkiin degildir.

Sera tiretimi, yiiksek enerji ve is giicli girdileri sebebiyle tarla tarimina kiyasla daha
masraflidir. Ancak 151k ve sicakligin kontrol edilmesiyle, iiretimde sezona bagimlilig

ortadan kaldirmak mimkin olmaktadir.

Hiicre/doku/organ kiiltiirleri; kullanilan kimyasal maddeler ve steril sartlar icin
gerekli masraflarla birlikte, en pahali iiretim metodudur. Ancak bu metotta, genetik
olarak transforme edilmis bir bitki materyali elde etmek ve materyali ¢ogaltmak
miimkiindiir. Tarla tarim1 ve sera yetistiriciligi yontemleriyle bunu gerceklestirmek
miimkiin degildir. Hiicre/doku/organ kiiltiirleri yontemiyle elde edilen materyalin
sekonder metabolit iceriginin ¢ok daha yiiksek olmasi, yapilan yiiksek masrafi
karsilayabilmektedir. Nitekim yine ayni arastiricilar, yabani floradan toplanan ya da
serada yetistirilen Hypericum perforatum bitkilerinden in vitro ortamda rejenere edilen
stirglin kiltiirlerinin hiperisin, psedohiperisin ve hiperforin i¢in milkemmel kaynaklar
oldugunu bildirmislerdir. Rejenere siirglinlerin  hiperisin ve psedohiperisin
konsantrasyonu in vivo sartlarda yetistirilen bitkilere gore, 6-8 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmistir.

Ozen ve ark. (2004), yaptiklar1 calismada Tiirkiye’de yetisen iki Hypericum
tirtiniin (Hypericum perforatum L. ve Hypericum retusum Aucher) GC/MS ile
analizlerini gerceklestirip, yaygin bitki yag asitleri olarak o6nemli bilesenler olan 3-
hidroksi yag asitleri, yani 3-hidroksitetra dekanoik asit ve 3-hidroksiokta dekanoik asit

elde etmislerdir.

Ferrari ve ark. (2005), Hypericum perforatum subsp. perforatum tohumlarini
temel MS besi ortaminda ¢imlendirerek steril fideler elde etmis ve bu fidelerden

saglanan govde eksplantlarin1 2,4-D (1.105 mg/l), Kin (0.215 mg/l) ve/lveya NAA
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(0.186 mg/l) ile desteklenmis B5S (Gamborg ve ark. 1968) ortamlarinda kiiltiire alarak
kallus dokular1 gelistirmislerdir. Kallus taze agirligi, NAA igeren ortamlarda daha fazla
olmustur. Kurutulmus kallus dokularinin analizi neticesinde, daha 6nce kaynak bitkide
tamimlanmamis olan iki yeni ksanton (1-hydroxy-5,6,7-trimethoxyxanthone ve 3-

Omethylpaxanthone) tiirevinin varligi tespit edilmistir.

Ayan ve Cirak (2005), Hypericum linarioides, Hypericum lydum, Hypericum
origanifolium, Hypericum venustum ve Hypericum scabrum bitkilerinde en uygun
kallus olusum ortamlarini tespit etmek icin yiiriittiikleri ¢calismada; tohumlar1 farkli
konsantrasyonlarda BA ve 2,4-D ile desteklenmis temel MS besi ortamlarinda kiiltiire
almiglar ve BA ile 2,4-D konsantrasyonlarinin tiire goére degistigini ve kallus olusumunu

onemli seviyede etkiledigini bildirmislerdir.

Ayan ve ark. (2005), hiperisini doku kiiltiirii yontemiyle tiretmek ve Hypericum
perforatum igin etkili bir mikro ¢ogaltim sistemi tanimlamak amaciyla yiirittiikleri bir
calismada, yaprak diskleri ve govde segmentlerini Kin, 2,4-D (0.5, 1 ve 1.5 mg/l) ve
sukroz (30, 40 ve 50 g/l) igeren MS ortamlarinda, karanlik sartlarda ve sekiz hafta
boyunca kiiltiirde muhafaza etmislerdir. Sonugta, arastiricilar tarafindan bitki biliylime
diizenleyicileri igeren biitlin ortamlarda kallus olusumu goézlenmistir. Ancak, kallus
olusum siklig1 bakimindan en yiiksek degerler, 30 g/l sukroz, 0.5 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/I
Kin igeren MS ortamindan elde edilmistir. Elde edilen kalluslar, siirgiin olusumu igin 1
mg/l BA; kok olusumu i¢in ise 1 mg/l IAA iceren MS ortamlarinda alt kiiltiire alinarak,
kallus basina siirglin sayisi ve hiperisin igerigi arastirllmistir. Yaprak disklerinden
gelisen kalluslarin olusturdugu siirgiinlerde, bu degerler daha yiiksek olup sirasiyla; 19
stirgtin/kallus ve % 0.048 olarak tespit edilmistir.

Ayan ve Cirak (2006), Hypericum perforatum tohumlarini, 2,4-D (0.1, 1.0 mg/l )
ve BA’nin farkli konsantrasyonlari ile desteklenmis temel MS besi ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Olusan kalluslar siirglin gelisimini tesvik etmek amaciyla BA (4.4 mg/l)
iceren besi ortamina, bu besi ortaminda gelisen siirgiinler ise kdklenme icin [AA (1
mg/l) iceren MS ortamina transfer edilmislerdir. Dis sartlara alistirilan bitkiciklerin

%40°1 hayatta kalmay1 basarmistir.

Franklin ve Dias (2006), Hypericum perforatum’un 4 farkli genotipinde

organogenezis ve somatik embriyogenezis c¢alismasi yaparak, bitki biiylime
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diizenleyicilerinin bitki rejenerasyonunu etkiledigini ve slirgiin rejenerasyonunun diigiik

BAP oranlarinda daha hizli oldugunu belirlemislerdir.

Toker ve ark. (2006), Tirkiye’de yetisen Hypericum hyssopifolium var.
Microcalycinum ve Hypericum lysimachioides var. Lysimachioides tiirlerinin u¢ucu yag
bilesenlerini, GC ve GC-MS yontemlerini kullanarak arastirmiglar ve analizler
sonucunda bu tiirlerden elde edilen ugucu yaglarin ig¢indeki en biiyliik komponentin
karyofilen oksit oldugunu ve her iki tiiriin igerdigi u¢ucu yaglarin, 60-80 pg/ ml lik bir
konsantrasyonda dokuz mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini

tespit etmislerdir.

Cirak ve ark. (2007), Hypericum bupleuroides gris.’in internodal ve yaprak
eksplantlarindan alinan bitkilerin direk ve indirek rejenerasyonu iizerine yaptiklar
calismalarinda, yaprak ve internodal eksplantlar, benziladenin (BA; 1.0 veya 0.1 mg/l)
ve 2,4-dikloro fenoksi asetik asit (2,4-D; 1.0 veya 0.1 mg/l) ile desteklenmis MS besi
ortaminda kiiltiire alinan in vitro ¢imlenmis 9 haftalik fidelerden alinmistir. BA ve 2,4-
D kombinasyonu kullanimina bagli olarak, bu kiiltiirlerin asir1 kallusun yani sira
eksplantlarin her iki cesidinin yilizeyinde direkt olarak adventif siirglin tomurcuklari
drettigi goriilmistiir. Arastiricilar, 2 mg/l BA ile desteklenmis MS ortaminda her iki
eksplant tiiriinde kallustan ¢ok sayida siirgiin elde etmislerdir. Internodal eksplantlar
direk ve indirek bitki rejenerasyonuna yaprak dokularina gore, daha duyarli olarak
bulunmugtur.  Siirgiinler ya kallus ya da eksplant yilizeyinden alinarak, rejenere
edildikten sonra, hormonsuz MS besi ortami, siirgiinler i¢in en iyi koklenme ortami

olarak gézlemlenmistir.

Karakas ve ark. (2008), Hypericum triquetrifolium Turra.’nin hiperisin igerigi
ve siirgiin rejenerasyonu iizerine BAP’in farkli oranlarinin etkisini inceledikleri
caligmalarinda, in vitro ortamda Hypericum triquetrifolium Tura.’da  hiperisin
birikiminde BAP’in farkli konsantrasyonlarinin etkisini arastirmislardir. Bu amagla,
Hypericum triquetrifolium Turra. tohumlar1 %5.5 agar, %3 sakkaroz ve BAP (0.5, 1.0
ve 2.0 mg/l) ile desteklenmis MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Aksenik ¢imlenen
tohumlarin apikal c¢esitleri BAP (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l) ile desteklenmis MS
ortaminda cogaltilmistir. En yiiksek siirgiin sayisi, 2.0 mg/l BAP ile desteklenmis MS
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ortaminda elde edilmistir. En yliksek hiperisin orani, 1.0 mg/l BAP ile desteklenmis besi

ortaminda bulunmustur.

Pasqua ve ark. (2008), Hypericum perforatum var. angustifolium (sin. Frohlich)
Borkh’in yapraklarindan in vitro kosullarda elde edilen Kkalluslardan, siirgiin

rejenerasyonu ve somatik embriyogenesis elde ettiklerini bildirmislerdir.

Oluk ve ark. (2009) ’nin bildirdiklerine gore, on farkli ortama yerlestirilen
Hypericum triquetrifolium Turra’nin olgun fideleri sekiz haftada sulu agarda (Water-
agar) (%89) cimlendirilmistir. Eksplant bagina en yogun siirgiin oran1 1.25 mg/l
thidiazuron (TDZ) + 0.5 mg/l IAA ile desteklenmis MS ortaminda, en uygun kok
gelisimi ise, 1 mg/l IAA ile desteklenmis MS besi ortaminda elde edilmistir.

Namli ve ark (2009), Hypericum triquetrifolium Turra’da hiperisin artigina UV-
C radyasyonunun etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, Hypericum triquetrifolium
Turra’nin olgun tohumlart hormonsuz MS besi ortaminda ¢imlendirilmis ve siirgiinler
0.25 mg/l BAP (N6-benzylaminopurine) ile desteklenmis MS kiiltiir ortaminda basarilt
bir sekilde ¢ogaltilmistir. UV-C radyasyonu, Hypericum triquetrifolium Turra’ya farkli
periyotlarda ( 15, 30, 45, 60 dk) uygulanmigtir. 15 dk UV-C uygulamasinda hiperisin
igerigi yiikkselmesine ragmen, 60 dk’lik uygulamada ise bu hiperisin igeriginde diisiis
goriilmiis ve UV-C radyasyonunun test edilen parametrelerine bagli olarak, siirgiinlerde

morfolojik degisiklikler tespit edilmistir.

Namli ve ark. (2010), diger bir arastirmalarinda, Hypericum retusum Aucher’ in
mikrogogaltim1 iizerine bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisini test etmek amaciyla
stirgtinlerin Kinetin (Kin) ve Benzil aminopurinin (BAP) dokuz farkli konsantrasyonu
ile desteklenmis MS besi ortaminda culture almiglardir. Siirglin proliferasyonu
calismalarinda, BAP i¢in ideal oran 0.5 mg/l (64.25 siirgiin/eksplant), Kin i¢in ise en
ideal oran 1.5 mg/l (27.87 siirgiin/eksplant) ile desteklenmis ortamda elde etmislerdir.
Ayrica, siirgiinler li¢ farkli oksin (0.25 mg/l 1AA, IBA, NAA) ile kombine edilmis Kin
(1.5 mg/l) ve BAP (0.5 mg/l) igeren ortamda ayr1 ayr1 kiiltiire alinmigtir. Siirgiin sayisi
ve uzunlugu goz oniine alindiginda, en uygun sonug 0.5 mg/l BAP + 0.25 mg/l IBA
(54.12 stirgiin/eksplant, 3.36 siirgiin uzunlugu) ile desteklenmis ortamda elde edilmistir.

Calismada en etkili siirgiin cogaltimi, BAP’1n tek basina kullanimi ile elde edilmistir.
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Oluk ve ark. (2010) bildirdiklerine gore, Hypericum triquetrifolium Turra’nin
indirek rejenerasyonu baslatmak i¢in yapilan ¢alismalarinda, kallus baslatilmasi, BAP
(2 mg/l) + TAA (0.5 mg/l) ile desteklenmis yar1 katilastirilmig MS besi ortaminda 35
glinliik yash aseptik fidelerin kotiledon eksplantlar1 ile yapilmistir. Sitokininlerin
azalmasiyla kallus yiizeyinde meristem dokusu gelismis ve yart katt MS ortaminda bitki
bliyiime diizenleyicileri tamamen ¢ikarildiginda elde edilen embriyojenik kallus
araciligiyla maksimum diizeyde rejenere kiigiik bitkiler olusmustur. Arastiricilar
tarafindan bu embriyojenik kallusun hiperisin igerigi 48 pg/g DM olarak bulunmustur.
Rejenere bitkicikler 1 mg/l IAA iceren MS ortaminda koéklendirilip, aklimatizasyon
caligmalari basariyla (%94) yapilmistir.

Bacila ve ark (2010), aseptik sartlarda yetistirdigi, Hypericum maculatum cranz
bitkisinin nodal segmentlerini kullanarak, 0.5 mg/l 2iP + 0.2 mg/l BA + 0.1 mg/l Kin +
0.05 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda kiiltiire alarak siirgiin olusumunu saglamislar
ve elde ettikleri bitkileri 0.5 mg/l GA; (Gibberellik asit) ve 1 mg/l IAA igeren MS

ortaminda koklendirerek topraga aktarmislardir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. MATERYAL

Hypericum (Guttiferae) 6zellikle 1liman bolgelerde, ¢alilik ve fundalik alanlarda
yetisen bir bitki cinsidir (Campbell ve Delfosse 1984). Diinyada yaklasik 400 tiirii
bulunan Hypericum (Guttiferae) cinsi, Tiirkiye de 43’ endemik olmak iizere 89 tiirle
temsil edilmektedir. Tirkiye’de geleneksel tedavide antispazmik, antiseptik ve

sakinlestirici olarak kullanilmaktadir (Davis 1988).

Cok yillik otsu bitkiler sinifindan olan bu cinse ait taksonlarin yapraklar1 basit
veya tam kenarli ve ¢ogunlukla seffaf noktalidir. Cigekleri erselik olup 5 ¢anak ve 5 tag
yapraktan olusur, genellikle sar1 renkli olan ¢igekler iizerlerinde siyah noktalar igerir.
Stamenler 5°li demetler halinde tag yapraklarin karsisinda yer alir, her birinde 3 ile 125
aras1 stamen vardir, ender olarak steril demetlere degisirler. Ovaryum, her birinde 2
veya daha ¢ok tohum taslagi 3-5 adet serbest veya ince bitigiktir. Meyve, kapsiil tipinde
olup septisid olarak acilir (Yaltirik ve Efe 1989).

Takson Hiyerarsisi:

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classis: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Subclassis: Dilleniidae

Order: Theales

Family: Clusiaceae

Genus: Hypericum

Species: Hypericum spectabile

(Segmen ve ark. 2008)
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Sekil 3.1. Dogal Ortamda Hypericum spectabile’nin genel goriiniisii (Adiyaman-Kahta
Prof. Dr. A. Selcuk ERTEKIN)

3.1.1. Bitkinin toplanmasi

Arastirmada baglangic materyali olarak Hypericum spectabile’nin olgun
tohumlar1 kullanilmis olup, calisma D.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Biyoteknoloji
Laboratuarinda 2009-2011 yillar1 arasinda yiriitilmiistiir. Arastirmanin materyalini

olusturan tiiriin temini ve teshisi Prof. Dr. A. Selguk ERTEKIN tarafindan yapilmustir.
3.2. METOD
3.2.1. Cam Malzeme ve Filtre Kagitlarinin Sterilizasyonu

Deneylerde kullanilan cam malzemelerden erlenmayer ve beher firca yardimiyla
temizlenip, sicak sudan gegirildikten sonra {i¢ defa saf sudan gegirilerek etiivde 180
°C’de 3 saat bekletilmek suretiyle steril edilmistir. Diger cam malzemeler olan meziir,
balon joje ve pipetler ise yine firga yardimiyla yikanip, sicak sudan geg¢irildikten sonra
iic defa saf sudan gecirilerek 80 °C’de etiivde 3 saat bekletilmek suretiyle

sterilizasyonlar1 saglanmaistir.

Bitkisel materyallerin kiiltiire alindigi Magenda GA-7 kiiltiir kaplar ise sicak
suda yikanip, li¢ defa saf sudan gegirilip kurutma islemi saglandiktan sonra aliiminyum
folyo ile sarilarak 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 25 dakika siire ile otoklavda

sterilizasyonu tamamlanmigtir. Aragtirmanin her asamasinda kullanilan filtre kagitlari,
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180 °C’de 2 saat sure ile, besi ortamlar1 ve stoklarin hazirlanmasinda kullanilan saf sular

ise yine etiivde 180 °C’de 3 saat siire ile sterilize edilmistir.
3.2.2. Pens ve Bisturilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Materyallerin uygun boyutlarda hazirlanmasi ve kiiltiir kaplaria yerlestirilmesi
icin kullanilan pens ve bisturiler % 96’lik alkol ile silinip 6-9’lu gruplar halinde
aliminyum folyo ile sarilarak kuru hava sterilizatoriinde 300 °C’de 30 dakika siire ile

steril edilmistir.
3.2.3. Ropikaj ve Kiiltiir Odalarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Deneyler baslatilmadan 1 giin (24 saat) once ropikaj odasindaki kapi, masa,
dolaplar, zemin ve duvarlar seyreltilmis sodyum hipoklorit (NaOCI; % 53 klortir igeren)
ile silinmistir. Calismanin yapilacagi steril kabinin i¢ kisimlart  %70’lik alkol ile
temizlenmistir. Yukarida verildigi gibi ropikaj odasinin sterilizasyonu yapildiktan sonra

ultraviyole lambasi1 2-4 saat agik birakilarak sterilizasyon islemleri tamamlanmustir.

Biiyiime odasinda; 30-60 pm m? s 1sik siddetine sahip civali Fliioresan
lambalar (400 w, MBFR/U, Thorn) ve ortam sicaklifin1 25+2°C de sabit tutan bir
sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica biiylime odasinin 151k peryodu 16 saat

aydinlik 8 saat karanlik olacak bigimde ayarlanmistir (3000-5000 liix).
3.2.4. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Bu arastirmada yapilan biitiin deneysel ¢aligmalarda, besi ortami olarak
Murashige ve Skoog (MS-1962) tarafindan onerilen temel besi ortaminin modifiye

edilmis sekli kullanilmistir.
3.2.4.1. MS besi ortaminda kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

MS (makro elementler) Ana Cozeltisi

NH4NO; 16.5¢g

KNO; 19.0¢g

CaCl,.2H;0 4449

MgS0O,.7H,0 3.79

KH,PO, 1.7¢g

Distile Su 1000 mI’ye tamamlanir
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MS Mikro 1 Elementler Ana Cozeltisi
H3BO3

MnS0,4.4H,0

ZnSQO,4.7H,0

Kl

Na;MoO, 2H,0

Distile su

MS Mikro 2 Elementler Ana Cozeltisi
CuS0O4 .5H,0

CoCl,.6 H,0

Distile su

Kompleks Selator Ana Cozeltisi
FeSO,4.7H,0

Na,EDTA

Distile su

Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi
Nikotinik asit

Glisin

Pridoksin HCI

Distile su

B1 Vitamini Ana Cozeltisi (10°)
Tiamin HCI

Distile su

BAP Ana Cézeltisi (107°)
6-Benzilaminopurin (BAP)

1IN HCI

Distile su

620 mg
1695 mg
860 mg
83 mg
25mg

100 ml’ye tamamlanir.

25 mg
25 mg

100 ml’ye tamamlanir.

3.725¢
2.785¢

1000 mI’ye tamamlanir.

50 mg
200 mg
50 mg

100 ml’ye tamamlanir

100 mg

100 ml’ye tamamlanr.

100 mg
3-5c¢cc

100 mI’ye tamamlanur.
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H

HN—C

H

NF \
g

Benzilaminopurin (BAP)

NAA Ana Cozeltisi (10)

a Naftalen asetik asit (NAA) 100 mg

% 95 lik Etil Alkol 3-5¢cc

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.
CH,COOH

Naftalen asetikasit (NAA)

IAA Ana Cozeltisi (107°)

Indolasetikasit (IAA) 100 mg

% 95 lik Etil Alkol 5-10 cc

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.

@ | CH,COOH
Sy
N

Indol asetikasit (IAA)
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Kinetin Ana Cozeltisi (107°)

Kinetin (6-furfuroaminopurin) 100 mg
Distile su 100 ml’ye tamamlanr.
]
HN—C——
[ S
H

N
DD
K

N N
6-furfuroaminopurin (Kin)

2,4- D Ana Cozeltisi (10°°)
2,4 Diklorofenoksi asetikasit (2,4-D) 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 100 ml

O——CH,COOH

Cl

Cl
2,4 Diklorofenoksi asetikasit (2,4-D)

-1 Litre Murashige ve Skoog (MS) Besi Ortaminin Hazirlanmasi;

Aragtirmamizda kullanilan 1 It MS besi ortami asagida verildigi sekilde

hazirlanmstir.

1 litrelik bir erlenmayer igerisine 750 ml steril edilmis distile saf su birakilmistir.
Daha sonra sirasiyla; 30 gr sakkaroz, 100 ml MS ana soliisyonu, 10 ml MS-1, 1 ml MS-

2, 10 ml kompleks selator, 1 ml vitamin karigimi, 1 ml Bl vitamini eklenerek ¢ozelti
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steril distile su ile 1 It’ye tamamlanmistir. MS kiiltiir besi ortami1 hazirlanirken sirasiyla
eklenen her stok cozeltiden sonra soliisyon 2-4 dakika calkalanmistir. Calismanin
amacina uygun bitki biiyiime diizenleyicileri (oksin ve sitokinin) seg¢ilip eklendikten
sonra besi ortaminin pH’st 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ile 5,7 olacak seckilde
ayarlanmistir. Katilagtirma ajani olarak kiiltiir besi ortamina 5.458 g agar eklenmistir.
Hazirlanan besi ortami, 25 dakika siire ile 121 °C’de 1 atm basing altinda otoklavda
steril edilmistir. Sterilizasyonu saglanan besi ortami ropikaj odasinda bulunan steril

kabin igerisinde Magenta GA-7 kaplarina 50-60 ml olacak sekilde boliistiiriilmiistiir.
-Bitki Biiyiime Hormonlarinin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltilerin tiimii genellikle g/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Bitki
biliylime diizenleyicilerinin (BBD) hazirlanmasi i¢in, biiyiime hormonlari i¢in gerekli
olan miktarlar bir par¢a aliiminyum folyo i¢inde tartilmistir. 50 veya 100 ml’lik steril
balon jojeler icerisine birakilmistir. Her madde az miktarlarda (5-10 ml) 1 M KOH
veya HCI ya da alkolde ¢ozdiriilmiistiir. Bazi maddeler ise (2,4-D igin) alkolde
eritilmistir. Eritilen bitki biiylime hormonlar steril saf suyla, 50 ml veya 100 ml’ye
tamamlanmistir. Biiyiime maddelerinin hazirlanan stok ¢ozeltileri buzdolabinda

+4°C’de saklanarak her 2-3 haftada bir yeniden taze soliisyonlar hazirlanmstir.
3.2.5. Kullanilan Materyalin Sterilizasyonu

Bu aragtirmada baslangi¢c materyali olarak kullanilan Hypericum spectabile’nin

tohumlarina asagida belirtilen sterilizasyon iglemi sirasiyla uygulanmistir.

Tohumlar, musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik alkolde 30 saniye
calkalanarak on sterilizasyon islemlerine tabi tutulmustur. Daha sonra %35’lik NaOCI
¢ozeltisinde 10 dakika siire ile bekletilerek sterilizasyon islemi tamamlanan tohumlar,

steril saf su ile 5 kez 5’er defa ¢alkalanarak NaOCI’den aridirilmistir.

Steril tohumlar, 30 g/l sakkaroz ve 5.458 g/l agar ile desteklenmis hormonsuz
1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinarak, optimum kosullarin saglanmis oldugu biiyiime
odasinda gelismeye birakilmistir. Kiltiire alinan tohumlarin gelisimleri ile ilgili

gozlemler alinarak, ¢imlenme durumlar1 degerlendirilmistir.
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3.2.6. Kiiltiir Baslatma Calismalari

Arastirmanin birinci agsamasinda, ¢imlendirme ¢aligmalarinda tohumlara 2 farkl

uygulama yapilmistir.

-Birinci uygulamada; baslangi¢ materyali olarak kullanilan tohumlar
sterilizasyon islemlerinden gegirildikten sonra, testalari ¢atlatilmadan in vitro
ortamda kiiltiire alinmistir. Besi ortamlarinda yaklasik 4-5 hafta besi ortaminda

bekletilmesine ragmen tohumlarda ¢imlenme belirtisi goriilmemistir.

-Ikinci uygulamada; steril pens ve bistiiriler yardimiyla tohumlar
catlatilarak kiiltiir besi ortamina aktarilmistir. Tohumlarin kiiltiire alinmasindan
5-10 giin sonra ilk ¢imlenme belirtisi olan radikula gelisimi ve daha sonraki

giinlerde yaprak gelisimine tanik olunmustur.

3.2.7. Siirgiin Proliferasyonu Caliymalar

3.2.7.1. BAP (Benzilaminopurin)’in Farkli Konsantrasyonlarinin Siirgiin
Proliferasyonuna Etkisi

In vitro teknikler kullanilarak tohumlar ¢imlendirildikten sonra, mikrogogaltma
caligmalarinin birinci asamasinda siirgiin proliferasyonu {izerine BAP’mn farkli

konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/l) etkisi arastirilmistir.

BAP’n farkli konsantrasyonlarini igeren 1/1 MS besi ortamlari; 30 g/l sakkaroz,
5.458 g/L agar ilavesiyle desteklenmistir. Cimlenme ¢alismalarindan elde edilen 10-15
glinlik geng siirgiinler, her bir kapta 3-4 tane olacak sekilde 6 farkli besi ortaminda

kiiltiire alinarak, biiylime odasinda gelismeye birakilmistir.

Test edilen BAP parametrelerinin materyaller (3-5 yaprakli geng siirgiinler)
iizerindeki etkisi (siirglin sayisi-uzunlugu ve genel morfolojik gozlemler)  haftalik

gozlemler alinarak veriler halinde kaydedilmistir.
3.2.7.2. Kin (Kinetin)’in Farkh Konsantrasyonlariin Siirgiin
Proliferasyonuna Etkisi

Stirglin =~ proliferasyon  ¢alismalar1  i¢cin  ayrica  Kinetinin  farkh

konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/l) etkisi arastirilmigtir. 10-15
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giinlik geng siirgiinler Kinetinin farkli konsantrasyonlarinin bulundugu MS besi

ortamlarinda kiiltiire alinmistir.

Besi ortam1 30 g/l sakkaroz, 5.458 g/l agar ilavesiyle desteklenerek, pH’s1 agar
ilavesinden 6nce NaOH ve HCI ile 5.7 olacak sekilde ayarlanip, 1 atm basingta 121
°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Haftalik gozlemler alinarak, test

edilen 6 farkli parametrenin siirglin gelisimine etkisi veriler halinde kaydedilmistir.
3.2.7.3. BAP+Oksin Kombinasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna EtKisi

Mikrocogaltma c¢aligmalarinin birinci agsamasinda test edilen BAP parametreleri
arasinda 0.25 mg/l oraninin, siirgiin c¢ogaltimi i¢in ideal oldugu tespit edilmistir.
Arastirmanin ikinci asamasinda, elde edilen bu veriler dogrultusunda, 0.25 mg/l BAP ile
birlikte NAA ve IAA’nin farkli konsantrasyonlarini (0.25, 0.5, 1.0 mg/l ) igeren besi
ortamlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak, siirgiin proliferasyonu {iizerine oksin ve sitokininin

kombine etkisi aragtirilmigtir.

Bu amagla besi ortaminda BAP orani (0.25 mg/1) sabit tutularak, NAA nin farkl
konsantrasyonlarini (0.25, 0.5, 1.0 mg/l ) i¢eren besi ortami1 30 g/l sakkaroz ve 5.458 g/l
agar ile desteklenmistir. Besi ortaminin pH’s1 agar ilavesinden énce NaOH ve HCI ile
5.7 olacak sekilde ayarlanip, 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda
steril edilmistir.

Cimlenme ortamlarinda elde edilen geng siirgiinler (3-5 yaprakli) steril pens ve
bistiiriler yardimiyla NAA’nin degisik konsantrasyonlarini igeren kiiltiir kaplarina (her
bir kapta 3-4 siirglin) ayr1 ayr1 aktarilmistir. Kiiltiir islemleri tamamlandiktan sonra
kiiltiir kaplarinin kapaklar kapatilip, parafilmle sarilarak biiyiime odasinda gelismeye
birakilmigtir.  Siirgiin gelisimi ve boyu, siirgiin sayisina iligskin veriler belirli zaman

periyotlarinda alinarak kaydedilmistir.

Ayrica aragtirmada, 0.25 mg/l BAP ve IAA’nin ayn1 konsantrasyonlarinin (0.25,
0.5, 1.0 mg/l ) birlikte etkisi de incelenmistir. 3-5 yaprakl steril siirgiinler, BAP ve
IAA’y1 igeren 3 farkli besi ortaminda kiiltiire alinarak, biiyiime odasinda gelismeye
birakilmigtir. Materyaller, siirgiin sayisi, slirgiin uzunlugu ve gelisimleri bakimindan

karsilastirilmistir.
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3.2.7.4. Kin+Oksin Kombinasyonunun Siirgiin Proliferasyonuna Etkileri

Siirgiin  cogaltim1 ¢aligmalarinda test edilen Kin parametrelerinin etkisi
karsilagtirildiginda, siirgiin proliferasyonu i¢in ideal oranin 1.5 mg/l oldugu 6nceden
yaptigimiz deneylerden aldigimiz sonuglarla tespit edilmistir. Ancak siirglin sayisi,
siirgiin uzunlugu ve morfolojik gozlemlerden alinan veriler, beklenilen sonucu
vermedigi i¢in, Kin ve oksin kombinasyonlarinin etkisi de ayrica arastirilmistir.
Hazirlanan besi ortaminda 1.5 mg/l Kin orani sabit tutularak, NAA ve IAA’nin birlikte

etkisi arastirilmistir.

Besi ortaminda sakkaroz ve agar oranlart dnceki deneylerde kullanilan
miktarlarda alinarak, besi ortaminin pH’s1 5.7 olacak sekilde ayarlanip 1 atm basingta
121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir. Steril siirgiinler 1.5 mg/l Kin
ile birlikte  NAA konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1.0 mg/l ) bulundugu besi
ortamlarinda kiiltire alinmiglardir. Kiltiir islemleri tamamlandiktan sonra, kaplarin
kapaklar1 parafilmle sarilarak, silirglinler biiylime odasinda gelismeye birakilmistir.
Siirgiin gelisimi, boyu ve siirglin sayisina iliskin veriler belirli periyotlarla alinarak

sonuglar kaydedilmistir.

Ayni sekilde, Kin (1.5 mg/l) ve diger bir oksin ¢esidi olan IAA
konsantrasyonlarinin (0.25, 0.5, 1.0 mg/l ) birlikte etkisi de ayr1 ayri incelenmistir.
Geng siirgiinler steril pens ve bistiiriler yardimiyla uygun boyutlarda kesilerek
hazirlanan 3 degisik besi ortamlarinda kiiltire alinmigtir. Siirgiin sayisi, siirglin

uzunlugu ve siirgiin boyuna iligkin veriler diizenli araliklarla alinarak kaydedilmistir.
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3.2.7.5. Yaprak ve Kok Eksplantlarindan Indirekt Siirgiin Rejenerasyonu

Kallus baglatma ¢alismalarinda, BAP ve 2,4-D’nin kombinasyonlarindan olusan

9 parametre ayr1 ayr1 kullanilarak MS besi ortami1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. indirekt Siirgiin Rejenerasyonu icin BAP ve 2,4-D’nin Kombine Etkisi

BAP 2,4-D

0.5 mg/l 0.5 mg/l
0.5 mg/l 1.0 mg/I
0.5 mg/l 1.5 mg/l
1.0 mg/l 0.5 mg/l
1.0 mg/I 1.0 mg/
1.0 mg/I 1.5 mg/
1.5 mg/l 0.5 mg/l
1.5 mg/l 1.0 mg/I
1.5 mg/l 1.5 mg/l

In vitro ortamda yetistirilen siirgiinlerin yaprak ve kokleri kallus kiiltiirlerini
baglatma ¢alismalari igin materyal kaynagi olarak kullanilmistir. Hazirlanan MS besi
ortami, 30 g/l sakkaroz ve 5.458 g/l agar ile desteklenmistir. Gelisen kalluslar, kallus
proliferasyonu i¢in, steril pens ve bistiiriler yardimiyla 2-3 pargaya boliinerek dnce 0.5
mg/l BAP daha sonra ise 1.0 mg/l BAP ile desteklenmis besi ortaminda alt kiiltiirleri
yapilmustir.

Kallus proliferasyonu basariyla tamamlandiktan sonra, kallus dokusu, kallustan
siirglin rejenerasyonu icin, 3-5 parcaya boliinerek BAP’in 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l
konsnatrasyonlarini igeren 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.  Periyodik

gozlemler alinarak, kallus basina siirgiin sayis1 kaydedilmistir.

3.2.8. Siirgiinlerin Kéklendirme Calismalarina MS’in Etkisi

Proliferasyon c¢aligmalarinda elde edilen 3.5-4 cm uzunlugunda ve saglikli
gelisen siirgiinler koklendirme caligsmalarinda materyal kaynagi olarak kullanilmustir.

Calismamizin bu asamasinda, birer oksin olan NAA, IAA ile MS’in giiciiniin

(1/1, ') siirgiinlerin koklenmesi iizerine kombine etkisi arastirilmistir.
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3.2.8.1. 1/1MS’in EtKkisi

Cizelge 3.2 : 1/1MS Besi Ortaminin Igerigi

Agar 5.458 g

Sakkaroz 3049

MS Ana Cozeltisi (Makro Elementler) 100 mi

MS Mikro Elementler-1 10 ml

MS Mikro Elementler-2 1ml

Kompleks Selator 10 mi

Vitamin Karisimi 1mi

B1 Vitamini Ana Cozeltisi 1mi

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir.

-1/1 MS’de NAA’nin Etkisi

Koklendirmeye uygun olacak sekilde se¢ilmis siirgiinler, 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0
mg/l NAA oranlart ile ayr1 ayr1 desteklenen 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir.
Besi ortam1 Cizelge 3.2.°de verilen miktarlarda sakaroz ve stok ¢ozeltilerden alinarak
hazirlanmigtir. Besi ortaminin pH’s1 agar ilavesinden 6nce NaOH ve HCI ile 5.7 olacak
sekilde ayarlanip, 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril
edilmistir. ~ Steril siirgiinler hazirlanan besi ortamlarinin bulundugu magenda kiiltiir
kaplarina aktarilarak, NAA ve 1/1 MS’in koklenme {izerine etkisi incelenerek, elde

edilen sonuglar kaydedilmistir.
-1/1 MS’de IAA’nin Etkisi

Siirgiinlerin koklendirme ¢alismalarinda, 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l TAA’nin
etkisi de arastirilmistir. Siirgiinler, steril pens ve bistiiriler yardimiyla hazirlanan besi
ortamlarin1 igeren kiiltlir kaplarina her bir kapta 3-4 eksplant olacak sekilde
aktarilmistir. Gozlemler sonucunda, IAA parametrelerinin kok uzunlugu ve kok sayisina

iliskin etkisi veriler seklinde kaydedilmistir.
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3.2.8.2. 5 MS’in Etkisi

Cizelge 3.3 : ' MS Kiiltiir Besi Ortannin Igerigi

Agar 5.458 g

Sakkaroz 30¢

MS Ana Cozeltisi (Makro Elementler) 50 ml

MS Mikro Elementler-1 5ml

MS Mikro Elementler-2 0.5ml

Kompleks Selator 5mil

Vitamin Karigimi 0.5ml

B1 Vitamini Ana Cozeltisi 0.5ml

Distile Su 1000 mI’ye tamamlanur.

Koklendirme galismalarinda kullanilmak {izere 2 MS ortami hazirlamak i¢in (1
It); 1 litrelik bir erlenmayer igerisine 750 ml steril edilmis distile saf su birakilmisgtir.
Daha sonra Cizelge 3.3.’de belirtildigi gibi 30 gr sakkaroz, 50 ml MS ana soliisyonu, 5
ml MS-1, 0.5 ml MS-2, 5 ml kompleks selator, 0.5 ml vitamin karigimi, 0.5 ml Bl
vitamini eklenerek ¢ozelti steril distile su ile 1 It’ye tamamlanmistir. Sirasiyla eklenen
her stok cozeltiden sonra, ¢okelmeyi dnlemek icin soliisyon ¢alkalanmistir. Calismanin
amacina uygun oksin (NAA veya IAA oranlari) ilave edildikten sonra, hazirlanan besi
ortamimin pH’s1 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ile 5,7 olacak sekilde ayarlanmistir.
Katilagtirma ajani olarak, kiiltlir besi ortamina 5.458 g agar eklenerek, besi ortami 25
dakika stire ile 121 °C’de 1 atm basing altinda otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyonu
saglanan besi ortami, Magenta kiiltiir kaplarma 50-60 ml olacak sekilde

bolistirilmiistiir
-¥% MS’de NAA’nin Etkisi

2 MS’in slirglin  koklenmesi iizerine etkisini test etmek icin, NAA
konsantrasyonlarini ayri ayri igeren besi ortami, 30 g/l sakkaroz ve 5.458g/l agar ile
desteklenmistir. Besi ortamimin pH’si, agar ilavesinden 6nce NaOH ve HCI ile 5.7
olacak sekilde ayarlamp, 1 atm basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril

edilmistir. Steril siirglinler, pens ve bistiiriler yardimiyla alinarak NAA’li besi
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ortamlarmin bulundugu magenda kiiltir kaplarina her bir kapta 3-4 eksplant olacak
sekilde aktarilarak, kaplar biiyiime odasinda (biiyiime odasmin sicaklign 25+2 °C, 1s1k
periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik) gelismeye birakilmistir.

-%» MS’de IAA’nmin Etkisi

IAA’nin degisik oranlarimi (0.25, 0.5, 1.0, 2.0, mg/l) ayr1 ayr1 igeren %2 MS besi
ortami, 20 g/l sakaroz ve 5.458 g/l agar ile desteklenerek, besi ortaminin pH’s1 agar
ilavesinden once 5.7 olacak sekilde ayarlanmistir.  Siirglinler pens ve bistiiriler
yardimiyla uygun boyutlarda kesilerek, IAA’l1 besi ortamlarini igeren kiiltiir kaplarina
aktarilmistir. Periyodik olarak alinan gozlemler sonucu, siirgiinlerde kok sayisina ve

kok uzunluguna iligskin verileri kaydedilmistir.
3.2.9. Aklimatizasyon Calismalari

In vitro ortamda koklendirilen Hypericum spectabile bitkiciklerinin dis ortama
alistirma g¢aligmalari igin; bitkiler koklenme besi ortamlarindan ¢ikarilip musluk suyu
altinda 5-10 dakika yikanarak agarlarindan tamamen arindirilmistir.  Ko6klii bitkicikler
ticari olarak satilan torf igeren saksilara dikilmistir. Dikim isleminden sonra, can suyu
verilen bitkilerin Ttzerleri beherlerle kapatilarak, biiyiime odasinda gelismeye

birakilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Kiiltiir Baslatma Calismalari

Baslangic materyali olarak kullanilan Hypericum spectabile’nin olgun
tohumlar1, %70’lik etil alkol ve %5’lik NaOCI ile steril edildikten sonra testalari
catlatilmadan, hormonsuz 1/1 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir ortamlarinda
¢imlenme saglanamadigindan, tohumlar yine ayni ortamda (1/1 MS-hormonsuz)
testalar1 ¢atlatilarak kiiltiire alinmustir (Sekil 4.1.). Steril tohumlar kiiltiire alindiktan 5-6

gliin sonra ¢ogunun c¢imlendigi, 2-3 hafta sonra ise yaprak ve govdenin iyice

belirginlestigi gdzlenmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.1. Hormonsuz MS besi ortaminda Sekil 4.2. Hormonsuz kiiltiir besi ortaminda
kiiltiire alinan tohumlarin genel ¢imlenen tohumlarin genel
gorinisi gorlniisti

4.2. Siirgiin Proliferasyonu Calismalari
4.2.1. BAP’m Farkh Konsantrasyonlarmin Siirgiin Proliferasyonuna EtKkisi

Proliferasyon g¢alismalarinda; gelisimlerine bagli olarak 3-4 haftalik siirgiinler,
BAP’in 5 farkli konsantrasyonlarini (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/l) ayr ayr1 igeren
1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinmigtir.

Kiiltiir isleminden 2-3 hafta sonra, test edilen tiim BAP konsantrasyonlarinda
yeni siirglin ve yaprak gelisiminin yani sira, siirgiinlerin uzunlugunda da artis oldugu
tespit edilmistir. Ancak BAP’1n yiiksek konsantrasyonlarinda (1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/l)
kiiltiire alinan materyallerde, kahverengilesme ile birlikte sararmalar gézlenmistir (Sekil

4.3.). Besi ortamlarinda bekletme siiresi uzadik¢a (4-5 hafta sonra), az miktarda kallus
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olusumu ve materyallerin besiyerine degen bolgelerinde kararmalar gézlenmistir (Sekil
4.4.). Diisiik BAP oranlarinda (0.25, 0.5 mg/1) ise, siirglinlerin morfolojik goriiniim ve
Ozelliklerinin daha iyi oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.5.). Cizelge 4.1.’de gorildigi
gibi, 0.25 mg/l BAP diger oranlarla karsilagtirildiginda siirgiin sayist ve siirgiin boyu

bakimindan en uygun cevabi veren besi ortami1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.3. Yiiksek BAP konsantrasyonlarinda Sekil 4.4.Yiiksek BAP konsantrasyonlarinda
siirgiinlerin goriiniisii stirgiinlerin goriiniisii

Sekil 4.5. 0.5 mg/l BAP’l1 besi ortaminda Sekil 4.6. 0.25 mg/l BAP’11 kiiltiir besi
stirglinlerin genel goriintisii ortamindaki siirgiinlerin
genel goriiniisii
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Yapilan gozlemlerde belirtildigi gibi, besi ortamindaki BAP miktar1 arttikga
stirglinlerin genel gorlinlimiinde (yapraklarda sararma, siirglin boylarinda asir1 uzama,

materyallerin besiyerine degen bélgelerinde kararma) gibi istenmeyen ozellikler tespit

edilmistir.

Cizelge 4.1. BAP’1n farkli konsantrasyonlarinin siirgiin gelisimi

tizerine etkisi

Ortam Igerigi Siirgiin Sayis1 Siirgiin Boyu
(mg/l) BAP (Ortalama) (Ortalama)
0.25 49.80 + 0.895 ? 4.88 +0.095 ®
0.5 29.26 +0.795° 3.71+£0.131°
1.0 25.46+0.742 ¢ 2.96 +0.165 ©
1.5 27.13+0.675™ | 335+0212"
2.0 36.53 + 0.660 ¢ 3.86+0.150°
2.5 36.40 + 0.567 ° 4.52+0.164°

Veriler dort haftalik gézlem sonucu alinmis olup, dort haftada bir verilerin alt kiltiiri
yapilmistir. Verilerin istatistiki hesaplamalar1 i¢in; gruplar arasinda énemli farkliliklarin olup olmadig:
KW (Kruskal Walis) Analizi testi ile p=0.05 seviyesinde, gruplar arasindaki farkliligin hangi gruplardan
kaynakladig1 ise p=0.01 seviyesinde Mann Whitney ikili Karsilastirma testi ile belirlenmistir.

4.2.2. Kinetin’in Farkh Konsantrasyonlarinin Siirgiin Proliferasyonuna
Etkisi

Siirglin  proliferasyonu i¢in BAP konsnatrasyonlarinin yani sira ayni
konsantrasyonlarda Kin’in etkisi de test edilmistir. Bu amagla, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5 mg/l Kin oranlar1 MS besi ortamina ayr1 ayri ilave edilerek kiiltiir besi ortamlari

hazirlanmastir.

Test edilen konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda; 0.25 ve 0.5
mg/l Kin igeren besi ortamlarinin hem siirgiin sayis1 (sirasiyla; 22.40, 27.33) hem de
siirgiin boyu (sirasiyla; 4.05, 5.08) bakimindan diger oranlardan daha iyi sonug verdigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.2.). Fakat, bu oranlarda kiiltiire alinan siirgiinlerin boylarinin
asir1 uzamasi istenmeyen bir 6zellik oldugundan siirgiin proliferasyonu igin uygun oran

olarak tercih edilmemistir (Sekil 4.7.).

33



4. ARASTIRMA BULGULARI

Sekil 4.7. 0.25 mg/l Kin iceren besi ortaminda
kdiltiire alinan siirgiinlerin genel
gorliniisi
En disiik siirglin sayis1 (17.80) ise, 1.0 mg/l Kin igeren besi ortaminda elde

edilmistir. Ayn1 zamanda, bu oranda siirgiin uzunlugu 3.71 olarak tespit edilmistir.

Yiiksek konsantrasyon olarak kullanilan 2.0 ve 2.5 mg/l Kin ile desteklenen MS
besi ortamlarinda kiiltiire alinan materyallerde, siirgiin sayist ve siirgiin boylarinin ayn
oldugu tespit edilmistir. Kiiltiiriin 3. haftasindan sonra, materyallerin kallus olusturmaya

yonelik gelistigi gozlenmistir (Sekil 4.8.)

Siirgiin proliferasyonu i¢in en uygun besi ortami olarak segilen 1.5 mg/l Kin’de
ise, siirgiin yapraklarinin daha iri oldugu, materyallerin canli-koyu yesil olarak

goriildiigii ve materyallerin kallus olusturmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.9.).

Sekil 4.8. 2.5 mg/l Kin igeren besi ortaminda Sekil 4.9. 1.5 mg/l Kin ile desteklenmis besi

kiiltiire alinan siirgiinlerin genel ortaminda siirgiinlerin genel
goriniisi gorliniisti
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Cizelge 4.2. Kinetin’in farkli konsantrasyonlarinin siirgiin geligimi

tizerine etkisi

Ortam Igerigi Siirgiin Sayis1 Siirgiin Boyu
(mg/1) Kin (Ortalama) (Ortalama)
0.25 22.40 £2.746° 4.05+0.161"
0.5 27.33+0.854° 5.08+0.203 2
1.0 17.80 £ 0.367 ¢ 3.71+0.143 ¢
1.5 19.60 +0.815 ™ 3.57+0.125°¢
2.0 22.33 +0.808° 4,29+0.122°
2.5 22.46+0.729° 4.28+0.146°

Veriler, dort haftalik gozlem sonucu alinmig olup, dort haftada bir verilerin alt kiiltiirii
yapilmistir. Verilerin istatistiki hesaplamalar1 i¢in; gruplar arasinda onemli farkliliklarin olup olmadigi
KW (Kruskal Walis) Analizi testi ile p=0.05 seviyesinde, gruplar arasindaki farkliligin hangi gruplardan
kaynakladig1 ise p=0.01 seviyesinde Mann Whitney ikili Karsilastirma testi ile belirlenmistir.

4.2.3. BAP+Oksin Kombinasyonunun Siirgiin Proliferasyonu Uzerine
Etkisi

In vitro kosullarda yapilan mikrogogaltim ¢alismalarinda hormon cesidi, ayni
sekilde konsantrasyonu da bitki ¢esidi veya tiiriine gore degismektedir. Baz1 bitki tiirleri
sadece sitokininlerin bulundugu ortamlarda prolifere olurken, bazilar1 ise sitokinin-

oksin kombinasyonlarinda daha iyi cevap verdigi bilinmektedir.

Stirgiin proliferasyonu igin optimum BAP ve Kin orami énceki deneylerde
belirlenmis oldugundan, bu oranlar (0.25 BAP-1.5 Kin mg/l) sabit tutularak birer oksin
cesidi olan NAA ve IAA ile kombine etkileri ayr1 ayr1 arastirilmigtir.

0.25 mg/l BAP + NAA’nm tim parametrelerinde (0.25, 0.5, 1.0 mg/l) siirgiin
sayisinda artis ve biliyiime goriilmedigi gibi, siirgiinlerde baslangicta sararma (Sekil
4.10.) daha sonra kahverengilesme-kizillasma bariz bir sekilde gozlenmistir. Ayrica bu
ortamlarda kiiltiire alinan materyallerin besiyerine temas eden bolgelerinde kararma ve

kallus olusumu gozlenmistir (sekil 4.11.)
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Sekil 4.10. 0.25 mg/l BAP+ NAA ortaminda Sekil 4.11. 0.25 mg/l BAP+NAA ortaminda
siirglinlerin genel goriiniisi stirgiinlerin genel goriiniisii
Arastirmamizda siirglin proliferasyonu {izerine diger bir oksin ¢esidi olan
IAA+BAP’1n kombine etkisi de arastirilmistir. Alinan veriler sonucunda, 0.25:1.0 mg/I
oraninda BAP+IAA ile desteklenmis besi ortaminda kiiltiire alinan materyallerin boy
uzunluklarinda bir artis saptanmamistir. Ayrica, materyallerde yer yer kahverengilesme

gozlenmistir (Sekil 4.12.).

Sekil 4.12. 0.25 BAP+1.0 mg/l IAA destekli
besi ortaminda siirgiinlerin genel
goriniisti

0.25 mg/l BAP ve diisiikk IAA oranlarinda (0.25, 0.5 mg/l) ise; siirgiin boylarinda
belirgin bir uzama gézlenmezken, materyallerde sararma ve siirglinlerde ¢ok sayida

tilysii koklerin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. 0.25 BAP+0.25 mg/l IAA ortaminda
stirgiinlerin goriiniisii
BAP ile kombine edilmis NAA ve IAA parametreleri karsilastirildiginda;
IAA’nin  NAA’ya gore daha iyi sonu¢ verdigi goriilmistir. Ancak siirgiin
proliferasyonu i¢in, BAP ile birlikte test edilen tim NAA parametrelerini igeren besi

ortamlarinin uygun cevap vermedigi tespit edilmistir.
4.2.4. Kinetin+Oksin Kombinasyonunun Siirgiin Proliferasyonuna Etkisi

Ayni sekilde siirgiin proliferasyonu ig¢in, Kin oran1 (1.5 mg/l) sabit tutularak,
0.25, 0.5, 1.0 mg/I NAA ve IAA oranlarmnin etkisi ayr1 ayri arastirilmistir.

1.5 mg/l Kin ile birlikte NAA’nin test edilen tiim oranlarinda kiiltiire alinan
slirglinlerde, yeni siirglin ve yeni yaprak gelisimi goriilmedigi gibi taban kallusu ve
yapraklarda kirmizilasma gozlenmistir (Sekil 4.14.). Siirgiinlerin tabaninda olusan
kallus ve renk degisimi biiyiime ve gelismeyi engellediginden, bu degisiklikler

calismalarimizda istenmeyen 6zelliklerdir.

Test edilen IAA parametrelerinde ise materyallerin besiyerine temas eden

kisimlarinda kallus olusumu ve bu bolgelerin yesil kaldig tespit edilmistir (Sekil 4.15.)

Test edilen Kin+lAA‘nin denenen tiim konsantrasyonlari, NAA parametreleriyle
karsilastirildiginda; IAA’l1 besi ortamlarmin siirgiin gelisimi agisindan daha iyi cevap

verdigi gorillmiistiir.
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Sekil 4.14. 1.5 mg/l Kin+NAA besi ortamlarinda Sekil 4.15. 1.5 mg/1 Kin +IAA oranlarinda

siirgiinlerin goriiniisii stirglinlerin goriiniisii

4.2.5. Yaprak ve Kok Eksplantlarindan Indirekt Siirgiin Rejenerasyonu

In vitro sartlarda elde edilen siirgiinlerin yaprak ve kok eksplantlarindan kallus
baslatma calismalar1 i¢in, 2,4-D ve BAP’1n farkli konsantrasyonlarinin kombine etkisi
arastirilmistir. Bu amagla, Cizelge 4.3. de verilen hormon oranlari her eksplant i¢in ayri
ayr1 kullanilmistir.

Cizelge 4.3. Yaprak ve kok eksplantlarindan kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi igin
BAP ve 2,4-D kombinasyonlarinin etkisi

0.5 mg/l BAP 0.5mg/l 2,4-D
0.5 mg/l BAP 1.0 mg/l 2,4-D
0.5 mg/l BAP 1.5mg/l 2,4-D
1.0 mg/l BAP 0.5 mg/l 2,4-D
1.0 mg/l BAP 1.0 mg/l 2,4-D
1.0 mg/l BAP 1.5mg/l 2,4-D
1.5 mg/l BAP 0.5mg/l 2,4-D
1.5 mg/l BAP 1.0 mg/l 2,4-D
1.5 mg/l BAP 1.5 mg/l 2,4-D

Baslangi¢ materyali olarak segilen steril yaprak (Sekil 4.16.) ve kokler (Sekil
4.17.) siirgiinlerden izole edilerek, 9 farkli besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Yaklasik
10 -15 giin sonra, deneylerde kullanilan tiim besi ortamlarinda kiiltiire alinan yaprak ve

koklerde kallus olusumu gozlenmistir. Ancak, besiyerinde bulunan hormon
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konsantrasyonuna bagli olarak gelisen kallus yogunlugunun ve morfolojik 6zelliklerinin

degistigi tespit edilmistir.

Sekil 4.16. Kiiltiire alman kok eksplantlarinin Sekil 4.17. Kiiltiire alman yaprak
goriiniisii eksplantlarinin gériiniisii
Cizelge 4.4.’de goriildiigii gibi; BAP ve 2,4-D’nin esit oranlar1 (0.5 ; 0.5 ya da
1.0 ; 1.0 mg/l) ve ayn1 zamanda, besi ortaminda BAP oranmin 1.5 mg/I’ye ¢ikarilmasi
ile kiiltire alinan materyallerde kallus gelisiminin diisiik oranda oldugu ve ayni
zamanda, olusan kallusun istenilen 6zelliklerde (soluk yesil- sar1, gevsek yapili-beyaz
renkli) olmadig: tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Yaprak eksplantlarindan kallus kiiltiirlerinin olusturulmasi igin BAP ve 2,4-D’nin
kombine etkisi

Biiyiime diizenleyicileri (mg/l) Kallus yapisi
Eksplantlarin cevabi
% Doku Renk

BAP 2,4-D

0.5 0.5 35 Gevsek Soluk yesil-sar1
0.5 1.0 100 Gevsek Yesil

0.5 2.0 100 Gevsek Soluk sari-beyaz
1.0 0.5 63 Gevsek Soluk yesil
1.0 1.0 40 Gevsek Soluk yesil-sar1
1.0 2.0 73 Siki-graniiler Yesil

15 0.5 27 Gevsek Kahverengi
15 1.0 56 Gevsek Beyaz

15 2.0 76 Gevsek Beyaz
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Cizelge 4.4.’de gorildigi gibi, yapraklardan maksimum kallus olusumu iki besi
ortaminda (0.5 BAP + 1.0 mg/1 2,4-D ve 0.5 BAP + 2 mg/l 2,4-D) elde edilmistir. Her
iki ortamda olusan kalluslarin morfolojik 6zellikleri karsilastirildiginda; 0.5 BAP + 1
mg/l 2,4-D ile desteklenmis besi ortaminda olusan kalluslarin gevsek-yesil renkli
oldugu, 0.5 BAP + 2 mg/l 2,4-D’li besi ortamindaki kalluslarin ise gevsek-soluk sari-
beyaz renkli oldugu gozlenmistir. 1.0 BAP + 2 mg/l 2,4-D ile desteklenmis ortamda
gelisen kallus oran1 % 73 olmasina ragmen gelisen kallusun siki-graniiler, yesil renkli
olmas1 kallus dokusundan siirgiin rejenerasyonu igin istenilen 6zellikler oldugundan
yapraklardan indirekt siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun ortamin, 1.0 BAP + 2.0 mg/I

2.4-D ile desteklenmis 1/1 MS besi ortami1 oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.18.).

Sekil 4.18. 1.0 BAP + 2.0 mg/l 2,4-D igeren besi
ortaminda yaprak eksplantlarindan
kallus olusumu

Farkli besi ortamlarinda kiiltiire aliman kok eksplantlart karsilagtirildiginda;
BAP+ 2,4-D (1.0:2.0 mg/l ) ile kombine edilmis besi ortaminda kiiltiire alinan
koklerden %40 oraninda kallus elde edilmistir. Bu oran, kallus olusturma ¢aligmalarinda

elde edilen en diistik orandir (Cizelge 4.5.).

0.5 mg/l 2,4-D ile kombine edilmis tim BAP ortamlarinda, en fazla kallus
olusumu gozlenmistir. Bu ortamlarda (0.5 BAP+0.5 mg/1 2,4-D ve 1.0 BAP+0.5 mg/I
2,4-D) olusan kallus gevsek-soluk yesil renkli olarak gozlenmistir.
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Sirasiyla 0.5:2.0 ve 1.5:0.5 BAP/2,4-D besi ortamlarindan maksimum (% 100)
kallus elde edilmistir. Bu oranlardaki kalluslarin genel goriiniislerinin (doku yapist ve

renk bakimindan) farkli oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.5.).

Cizelgede verildigi gibi; hem morfolojik 6zellikleri hem de eksplantlarin kallus
cevabi bakimindan en uygun ortamin, 1.5 BAP + 0.5 mg/l 2,4-D ile kombine edilmis
MS besi ortami oldugu saptanmistir (Sekil 4.19.)

Cizelge 4.5. Kok eksplantlarindan kallus kiiltiirlerinin olusturulmasi i¢cin BAP ve 2,4-D’nin
kombine etkisi

Biiyiime diizenleyicileri (mg/l) Kallus yapis:
Eksplantlarin cevabi
Doku Renk
BAP 2,4-D %
0.5 0.5 90 Gevsek Soluk yesil
0.5 1.0 75 Gevsek Yesil
0.5 2.0 100 Gevsek Sarimsi beyaz
1.0 05 90 Gevsek Soluk yesil
1.0 1.0 45 Gevsek Soluk yesil
1.0 ) .
2.0 40 Yogun-siki Soluk yesil
15 05 100 Gevsek Yesil
15 1.0 72 Gevsek Soluk yesil
15 2.0 80 Gevsek Soluk yesil

Sonug olarak, kallus olusumu i¢in yaprak eksplantlarinin kok eksplantlarina gore

daha duyarli oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen kallus dokusunu prolifere etmek i¢cin BAP’1n sadece iki orani test
edilmistir. Kalluslar, steril pens ve bistiiriler yardimiyla 2-3 pargaya ayrilarak 6nce 0.5
mg/l BAP’l1 ortama, daha sonra da 1.0 mg/l BAP igeren besi ortamina alinarak alt

kiiltiirleri yapilmistir.
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Sekil 4.19. 1.5 BAP +0.5 mg/l 2,4-D igeren besi

ortaminda kok eksplantlarindan
gelisen kallus

0.5 mg/l BAP’l1 besi ortamina aktarilan kallus dokusunun yavas gelistigi icin,
BAP orani arttirilmis (1.0 mg/1) besi ortami tercih edilmistir.

Her iki besi ortaminda kiiltiire alinan kalluslarda hacim artis1 gozlenmesine
ragmen 1.0 mg/l BAP’I1 ortamda kalluslarin daha canli - koyu yesil oldugu ve hacim
artisinin diger orana (0.5 mg/l BAP) gére daha fazla oldugu tespit edilmistir.

4-5 hafta Kkiltir ortaminda bekletilen kalluslarin ilk durumlarma gore
hacimlerinin 3-4 katina ¢iktig1 belirlenmistir. Belirli bir biiytikliige erisen kalluslardan
siirglin rejenerasyonu i¢in yine BAP’1n farkli oranlarini (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 mg/l) iceren
1/1 MS besi ortamlarinin etkisi arastirilmistir. Test edilen BAP parametrelerinin

timiinde siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir.

Kiiltirden 6-7 hafta sonra, rejenere siirglinlerin kallus basina siirgiin sayisi
kaydedilmistir. 1.5 mg/l BAP ile desteklenmis besi ortaminda iiretilen siirgiinlerin sayisi
yiiksek olmasia ragmen (Sekil 4.20.), tiim parametrelerdeki siirgiinlerin morfolojik
ozellikleri ve gelisimleri karsilastirildiginda en iyi sonug 0.5 mg/l BAP ile desteklenmis
besi ortamindan alinmistir (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.20.1.5 mg/l BAP ortaminda siirgiinlerin Sekil 4.21. 0.5 mg/l BAP ortaminda siirgiinlerin
genel goriinisi genel goriiniisii

4.3. Siirgiinlerin Koklendirmesinde MS’in Etkisi
4.3.1. 1/1 MS’de NAA’nin Etkisi

Arasgtirmanin bu boliimiinde, siirgiinler koklendirme g¢alismalar1 i¢in birer oksin
olan NAA ve IAA’nin 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l oranlari ile destekli besi ortamlari ayri

ayr1 hazirlanarak etkileri arastirilmistir.

Kiiltirden 35-40 giin sonra alinan sonuglara gore; test edilen tim NAA
parametrelerini igeren besi ortamlarindaki siirglinlerde yok denecek kadar ciliz koklerin
olustugu, siirglinlerin gelisimini olumsuz etkiledigi veya gelismeyi engelledigi tespit

edilmistir.
4.3.2.1/1 MS’de IAA’nin EtKisi

Kiltiirden 35-40 giin sonra test edilen IAA konsantrasyonlarinin etkisi
karsilastirildiginda; 2 mg/l IAA’l besi ortamindaki siirgiinlerde koklenmenin ¢ok az

oranda olustugu ve bunun yani sira genel olarak gelisimin olmadigi gézlenmistir.

0.5 ve 1.0 mg/l 1AA ile desteklenmis besi ortamlarindaki siirgiinlerin benzer
sekilde cevap verdigi (az sayida ve ciliz kokler), fakat genel olarak siirglinlerin canli ve

yapraklarin koyu yesil oldugu goriilmustiir (Sekil 4.22., 4.23.).
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Sekil 4.22. 1 mg/l IAA’l1 ortamda koklii Sekil 4.23. 0.5 g/l IAA’l: ortamda kokli
fideciklerin genel goriiniisii fideciklerin genel goriiniisii
Koklenme galigmalart igin kullanilan 0.25 mg/l IAA’l1 besi ortaminda ise, diger
oranlara gore, daha kalin ve saglikli koklerin gelistigi tespit edilmistir (Sekil 4.24.).
Kiiltiirden yaklasik 35-40 giin sonra, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l IAA igeren besi ortamindaki

stirgiinlerde, yer yer sararma ve kahverengilesme gozlenmistir.

Sekil 4.24. 0.25 mg/l IAA’l ortamda kokli
fideciklerin genel goriiniisii

4.3.3. %2 MS’de NAA’nin Etkisi

¥ MS ile birlikte test edilen NAA’l1 besi ortamlarinda ¢ok sayida ve uzun kokler
gelismesine ragmen, yeni yaprak ve siirgiin gelisiminin olmadigi1 ve siirgiinlerde renk

degisiminin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25.).
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NAA konsantrasyonlari ile desteklenmis 1/1 MS ortaminda oldugu gibi %2 MS
besi ortaminda da, kiiltiire alinan materyallerin timiinde koklenme icin verim (kok

uzunlugu- kalinlig1) alinamamis ve saglikli siirgiin gelisimi saglanamamustir.

Sekil 4.25. /2 MS- NAA’l1 ortamda siirgiinlerin
goriiniisi

4.3.4.% MS’de IAA’nin Etkisi

IAA konsantrasyonlar: ile desteklenmis 2 MS besi ortamlarinda kiiltiire alinan
stirglinlerde gelisimin iyi olmadigi, yapraklarin yavas yavag sarardigi ve daha sonra
kahverengine doniistiigli goriilmiistiir. Bunun yani sira, siirgiinlerde az sayida ve kalin

koklerin gelistigi tespit edilmistir (Sekil 4.26.).

Koklendirme ¢alismalarinda MS’in giicii (1/1, Y2 ) karsilagtirlldiginda ise, yarim
glicteki MS ile birlikte kullanilan TAA ve NAA’nin benzer sonuglar verdigi ve 1/1

MS’in ise siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.26. /2 MS-1 AA’l1 ortamlarda
stirgiinlerin goriiniisii

4.4 Aklimatizasyon Calismalari

In vitro kosullarda koklendirilmesi saglanan bitkiciklerin topraga adaptasyon
caligmalar i¢in bitkicikler, saksilara yerlestirildikten sonra {izerleri beherle kapatilarak
bliylime odasinda gelismeye birakilarak giinliikk bakimlart diizenli olarak yapilmistir
(Sekil 4.27., 4.28). Saksilardaki bitkiciklerin {izeri 2. giinden itibaren (2. giinde 5 dk, 3.
giinde 10 dk, 4. giinde 15 dk, 5. giinde 30 dk, 6. giinde 30 dk, 7-10. giinde 1 saat)
acilmak suretiyle, ortamin nemi kontrol altinda tutulmaya c¢alisilmistir. Bu sekilde
uygulamaya tabi tutulan bitkilerin iizerleri 10. giin sonunda tamamen agilmistir.
Uzerleri tamamen acilan bitkiler, 2 hafta daha biiyiime odasinda bekletilmeye

birakilmistir (Sekil 4.29., 4.30.).

=

—

Sekil 4.27. Kokli bitkiciklerin genel goriiniisii Sekil 4.28. Aklimaztizasyon ¢aligsmalarinin 8.
giiniinde bitkilerin genel goriiniisi
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Sekil 4.29. Aklimatizasyon ¢aligmalarinin 12. Sekil 4.30. Bitkiciklerin topraga adaptasyonu

giiniinde bitkilerin genel goriiniisii
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada; Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde endemik olarak yetisen,
Hypericum cinsine ait bir tiir olan Hypericum spectabile’nin in vitro mikrogogaltim
yollarinin arastirilmast ve bu yollarla elde edilen siirgiinlerin yaprak ve kok
eksplantlarindan indirekt organogenezis teknigi ile, kallus olusumu ve siirgiin

rejenerasyonu lizerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi arastirilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramalarina gore, arastirmamizda bitkisel materyal olarak
kullandigimiz Hypericum spectabile ile ilgili in vitro ¢alisma olmamasi, bizi bu yonde

bir arastirmaya tesvik etmistir.

Aragtirmamizda baslangig materyali olarak kullanilan Hypericum spectabile
tohumlarin1 in vitro sartlarda ¢imlendirebilmek i¢in tohumlarin bir kisminin testasi
catlatilmistir diger bir kismu ise, herhangi bir uygulama yapilmadan hormonsuz MS besi

ortaminda kiiltiire alinmustir.

Hypericum spectabile tohumlarin testalar1 gatlatilarak hormonsuz MS besi
ortaminda kiltiire alindiginda ¢imlenme yiizdesinin arttigi, kiiltiirden 5-6 giin sonra
besiyerindeki tohumlarin c¢ogunun c¢imlendigi goézlenmistir. Testalar1 catlatilmadan
kiiltiire alinan tohumlarin ise ¢imlenmedigi gozlenmistir. /n vitro sartlarda gelisen

stirglinler proliferasyon ¢alismalarinda materyal kaynagi olarak kullanilmistir.

Karakas ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada Hypericum triquetrifolium
Turra.’nin mikrogogaltimi i¢in en yiiksek siirgiin sayisin1 2.0 mg/l BAP ile desteklenmis
MS ortaminda elde etmislerdir. Namli ve ark. (2010) ise, Hypericum retusum Aucher’
in mikrogogaltimi iizerine BBD’nin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, en yiiksek
stirgiin sayisin1 0.5 mg/l BAP ile desteklenmis 1/1 MS besi ortamimnda elde ettiklerini
bildirmislerdir. Calismamizda ise, siirgiin proliferasyonu i¢in test edilen BAP ve Kin’in
farkli konsantrasyonlari arasinda en uygun hormonun BAP ve oranmin da 0.25 mg/I
(eksplant basina 49.80 siirgiin) oldugu tespit edilerek, bu oranda ¢ok sayida-saglikli
stirgiinler elde edilmistir. Mikrogogaltim i¢in kullanilan sitokinin ¢esidi yoniinden bizim
sonuglarimiz  aragtiricilarin ~ sonuglartyla uyusmakta, fakat saptanan oranlar
degismektedir. Bu sonuglar, hormon c¢esidi aynmi olsa dahi kullanilan hormon

konsantrasyonunun tiirden tiire degistigini gostermistir. Calismamizda, siirgiin sayis1 ve
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stirgiin boyu bakimindan Kin oranlar1 arasinda uygun sonug, 0.5 mg/1’1i besi ortamindan
elde edilirken, 1.5 mg/l Kin’in gerek yaprak yapisi gerekse genel goriiniis olarak in vivo
ortamda yetisen bitkiye daha ¢ok benzedigi tespit edilmistir. Namli ve ark. (2010),
Hypericum retusum Aucher’ in mikrogogaltimi tizerine BBD nin etkisini arastirdiklari
caligmalarinda, siirgiin sayist i¢in en iyi sonucu 1.5 mg/l Kin ile desteklenmis ortamda

elde etmislerdir. Arastiricilarin sonuglari ¢alismamizla uyusmaktadir.

Ayrica; Franklin ve Dias (2006), Hypericum perforatum’un 4 farkli genotipinde
organogenezis ve somatik embriyogenezis ¢alismasi yaparak bitki biiyiime
diizenleyicilerinin  bitki rejenerasyonunu etkiledigini bildirmisler ve siirgiin
rejenerasyonunun diisiik BAP oranlarinda daha hizli oldugunu belirlemislerdir.
Arastiricilarin bildirdigi gibi aymi sekilde bizim calismamizda da, BAP’in diisiik

oranlarinda hizl bir sekilde ve ¢ok sayida siirgiin elde edilmistir.

Kok ve yapraklardan kallus baglatilmasi ve proliferasyonu c¢aligsmalarinda; BAP
ve 2,4-D’nin esit oranlarini (0.5/0.5 ya da 1.0/1.0 mg/1) igeren besi ortamlarinin kallus
olusturmak i¢in uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Hypericum spectabile’nin yaprak
ve kok eksplantlarindan kallus rejenerasyonunun saglandigi ¢alismamizda, ideal oran
1.0 BAP+2.0 mg/l 2,4-D ile desteklenmis MS besi ortamindaki yaprak eksplantlarindan
elde edilmistir. Aksine, Bezo ve Stefunova (2001) c¢alismalarinda, Hypericum
perforatum’un kallus proliferasyonu i¢in en yiiksek sonuglart; 1.0 Kin ve 1.0 mg/l 2,4-
D ile 1.0 BAP ve 1.0 mg/l 24-D iceren MS ortamlarindan elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Bais ve ark. (2002), 2,4-D ve Kin ile modifiye edilmis MS ortaminda gelistirilen
yaprak eksplantlarin, en yiiksek kallus olusum oranini verdigini bildirmislerdir. Ayan
ve ark. (2005), Hypericum perforatum’un yaprak diskleri ve gévde segmentlerinden
kallus elde etmek icin farkli besi ortamlarini kullanarak, sonugta kallus olusum sikligi
bakimindan en yiiksek degerleri; 30 g/l sakkaroz, 0.5 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/1 Kin igeren
MS ortaminda sagladiklarin1 rapor etmislerdir. Elde ettikleri kallustan siirgiin olusumu
icin 1.0 mg/l BAP, kok olusumu i¢in ise 1.0 mg/l IAA iceren MS ortamlarinin uygun

oldugunu belirlemislerdir.

Arastirmamizda, Hypericum spectabile’nin koklendirme ¢alismalart igin iki
oksin ¢esidinin (NAA, IAA) 4 farkli konsantrasyonu ve MS’in kuvveti (1/1 MS, Y2 MS)
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arastirilmistir. 1/1 MS ve 2 MS besi ortamlar1 gerek kok, yeni siirgiin ve yaprak
gelisiminde, gerekse morfolojik 6zelliklerde farkliliklara yol agmistir. Ayni oranlarda
NAA ilave edilmis her iki besi ortamindaki (1/1 MS ve 2 MS) siirgiinlerin koklenmesi
ve gelisimi lizerine etkisinin benzer oldugu goézlenmistir (ciliz veya tlysii kokler,
stirgiinlerde gelisimin olmamasi). Bu 0Ozelliklere sahip koklii fideciklerin topraga
adaptasyonunda istenilen sonu¢ elde edilemediginden, NAA oranlari ile destekli MS
oranlari, koklendirme c¢alismalar1 i¢in uygun bulunmamistir. Calismamizda, oksin
olarak kullanilan ayni orandaki IAA ve NAA parametrelerinden NAA’ll besi
ortamlarinda, kallus olusumu yogun bir sekilde gozlenmistir. Siirgiinlerin taban
kisminda meydana gelen kallus, kok olusumunu engellemistir. Ayni sekilde Cherry ve
ark. (2000), Hypericum tiirleri (Hypericum androsaemum, Hypericum patulum ve
Hypericum grandiflorum) {izerindeki in vitro mikrogogaltim ¢alismalarinda, Hypericum
patulum’da kok olusumunun sadece NAA uygulamasinda meydana gelmis oldugunu ve
olusan koklerin kallus olusturdugunu bildirmislerdir. Arastirmamizda, Hypericum
spectabile siirgiinlerinin koklendirme ¢alismalar i¢in, ideal koklenme 0.25 mg/l IAA
ortaminda saglanmistir. Zobayed ve Saxena (2003),’nin Hypericum perforatum {izerine
yaptiklar1 in vitro ¢alismada, koklenme i¢in denenen tiim oksinlerde eksplant basina en
yiiksek koklenme sayisini, IAA’l1 besi ortaminda elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayni1
sekilde, calismamizda test edilen IAA ve NAA hormonlar karsilastirildiginda IAA nin

daha uygun bulunmasi arastirmacilarin sonuglariyla uyusmaktadir.
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