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ONSOZ ve TESEKKUR

Fizyolojik sebepler bir yana diinyanin hizla artmakta olan populasyonu, g¢arpik
kentlesme ve sanayilesme gibi nedenlerden dolay1 bitki Ortiisii tahrip olmaktadir. Bu
nedenle endemiklerin ve dar alanda yayilis gosteren nadir bitkilerin neslinin devam
edebilmesi i¢in koruma ihtiyact dogmustur. Ayrica kimi bitkilerin sahip olduklar
onemli tibbi 6zellikler nedeniyle bu ihtiyac bir kat daha artmaktadir. Bu calisma ile
Tiirkiye ve Avrupa florasinda yok olmak iizere olan bir tiir olan Amsonia orientalis
Decne.‘in in vitro ¢ogaltimi i¢in etkili ve hizli bir protokoliin yaninda farkli bitki
biiyiime diizenleyicilerinin bitkinin in vitro doku kiiltiiriine olan etkileri ortaya
konmus ve bitki koruma altina alinmstir.

Bir proje kapsaminda hazirlanan bu tezin ortaya ¢ikmasi igin gerekli tiim destegi
veren, bilgi ve birikimiyle daima yanimda olan, bilimsel yoniiniin yaninda sanatsal
yoniinli de kendime 6rnek aldigim, bana 6zgiir bir ¢alisma ve tartisma ortami sunan
boliim bagkanim ve ayn1 zamanda danigman hocam Sayn Prof. Dr. Fazil OZEN’e;

Lisans yillarimdan bu yana benden destegini esirgemeyen, tezimin her agamasinda
tavsiyelerinden faydalandigim, kendisinden bilimsel bilginin yan1 sira “Giizel seyler
emek ister!” soziiniin anlamin1 6grendigim ve kendime 6rnek aldigim diger hocam
olan Saym Prof. Dr. Ibrahim OZKOC’a;

Akademik gelisimime katkida bulunan ve daima desteklerini gérdigim Kocaeli
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'ndeki degerli hocalarima ve
desteklerini herzaman hissettigim degerli ¢alisma arkadaslarima;

Beni 26 yasima kadar omuzlarinda tasiyan ve kendilerine olan minnetimi kelimelerle
sinirlayamayacagim aileme, yolculuklarda biiylidiiglim sehirlerarasi yollara ve
gelecege dair kurdugum tiim hayallere igtenlikle tesekkiir ederim.

Bu tez ¢aligmasi Kocaeli Universitesi-BAP 2009/040 No’lu proje ile maddi olarak
desteklenmistir.
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FARKLI KONSANTRASYONLARDAKI BiTKi BUYUME
DUZENLEYICILERININ Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae)’IN DOKU
KULTURU iLE COGALTILMASINA OLAN ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Arda ACEMI

Anahtar Kelimeler: Amsonia orientalis, Doku Kiiltiirii, In vitro Rejenerasyon, Bitki
Biiylime Diizenleyicileri, Klonal Cogaltim

Ozet: Ulkemizde yaklasik 9000 adet bitki taksonu bulunmaktadir. Bu taksonlarin
yaklasik 3000 tanesi endemiktir. Ulkemizde bulunan taksonlardan 4600 tanesi bir
tehlike sinifinda bulunmaktadir. Baska bir deyisle lilkemiz florasini olusturan tiirlerin
neredeyse yaris1 koruma 6nlemi gerektirmektedir.

Bu ¢alismada Avrupa ve Tiirkiye olgeginde tiikkenmekte tehlikesinde olan ve CR
(Cok Tehlikede) kategorisinde yer alan aymi zamanda Avrupa Konseyi, Bern
Sozlesmesine gore “Florada Kesinlikle Korunmasi Gereken Tiirler” listesinde
bildilmis olan Apocynaceae (Zakkumgiller) familyasina mensup Amsonia orientalis
Decne. (syn. Rhazya orientalis) bitkisinin in vitro c¢ogaltiminda farkli
konsantrasyonlarda kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin etkileri arastirildi.
Olgun bitkilerden alinan nodal eksplantlar yiizey sterilizasyonundan sonra 2,4-D +
BAP, IAA + BAP ve IAA + Kinetin ile desteklenmis besi ortamlarinda kiiltiire
alindi. Koltukaltt tomurcuklarindan rejenere olan siirglinlerin boy uzunluklari
oOlgiildii. En uzun ortalama siirgiin boyu 0,5 mg/l IAA + 1,5 mg/l BAP ortaminda
4,38 cm olarak Olgiildii. Siirglinler en iyi biliylime gosterdikleri ortamlarda alt
kiltiirlere alindi. Bu asamada farkli BAP konsantrasyonlarinin etkisi de denendi. Alt
kiiltiirlerde en uzun ortalama siirgiin boyu 0,5 mg/l BAP ortaminda 3,24 cm olarak
oOlciildi. Eksplantlardan olusan kalluslar eksplanttan ayrilarak tartildi. IAA veya IBA
ile desteklenmis besi ortamlarinda yapilan koklendirme denemelerinde ise ortalama
en uzun kok 0,5 TAA MS ortaminda 2,80 ¢cm, 0,5 IBA ortaminda ise 2,28 cm olarak
belirlendi. Ayrica /2MS ortaminda en yiiksek ortalama kok uzunlugu 2,64 cm olarak
Olgiildii. Bu c¢alisma ile ilk defa olgun A. orientalis bitkisinden alinan nodal
eksplantlar kullanilarak bu bitki i¢in etkin ve hizli bir rejenerasyon protokolii
gelistirildi.

Literatirde A. orientalis tizerinde in vitro ¢ogaltiminda farkli konsantrasyonlarda
kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin etkilerinin incelenmesi ve ayrica bitkinin
yilksek miktarda c¢ogaltilmasi amaglarim1 tasiyan bir c¢alisma daha Once
yapilmadigindan, mevcut ¢alisma oncii niteligindedir.
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PLANT GROWTH
REGULATORS AT DIFFERENT CONCENTRATIONS ON PROPAGATION
OF Amsonia orientalis Decne. (Apocynaceae) BY TISSUE CULTURE

Arda ACEMIi

Key Words: Amsonia orientalis, Tissue Culture, In vitro Regeneration, Plant
Growth Regulators, Clonal Propagation

Abstract: There are about 9000 pieces of plant taxa in our country. About 3000 of
them are endemics and about 4600 of them are in one of risk classes. In other words,
almost half of the species that make up the flora of our country require a measure of
conservation.

In present study, the effects of plant growth regulators used at different
concentrations on in vitro propagation of the plant Amsonia orientalis Decne. (syn.
Rhazya orientalis) which is the member of Apocynaceae (dogbane) family and
shown in the category of “critically endangered” (CR) and, as per the Bern
Convention, placed by the European Council in the list of the plant species that must
be conserved on European scale was investigated. Nodal explants which are taken
from mature plant were cultured in MS media which are supplemented by 2,4-D +
BAP, IAA + BAP and IAA + Kinetin after surface sterilisation. Lenghts of shoots
which are proliferated from axillary buds were measured. The longest mean shoot
lenght of 4,38 cm was measured from the medium which is supplemented with 0,5
mg/l IAA + 1,5 mg/l BAP. Shoots were subcultured in media which promoted shoot
lenghts most. At this stage the effects of different BAP concentrations were also
examined. The longest mean shoot lenght of 3,24 cm was measured from the
subculture medium which is supplemented with 0,5 mg/l BAP. Calli which are
derived from mature nodal explants were scaled. In rooting experiments which are
conducted in MS media supplemented with IAA or IBA, the longest mean root
lenghts of 2,80 cm and 2,28 cm in media which are supplemented with 0,5 mg/l IAA
and 0,5 mg/l IBA were determined respectively. Moreover, the longest mean root
lenght of 2,64 cm was measured from the 2MS basal medium. Through this study an
effective and rapid regeneration protocol for A. orientalis was developed for the first
time by using nodal explants taken from mature plants.

Because of the absence of any study which is intended to investigate the effects of
plant growth regulators used at different concentrations on in vitro propagation and
mass propagation of the plant A. orientalis in literature, the present study has a
pioneer feature.



1. GIRIS

Izole edilmis ilk bitki hiicrelerinin Haberlandt tarafindan 1902’de kiiltiiriiniin
yapilmasindan 2 yil sonra, 1904’de Hanning olgunlagmis embriyolar: kiiltiire almay1
basarmistir. Bu gelismelerin ardindan 1917°de Biyoteknoloji terimi ilk defa Karl
Ereky tarafindan kullanilmistir. Bu siireci takiben bu ¢ok disiplinli bilim dalt ivme
kazanmig ve gilinlimiizde oldukga ileri bir diizeye erigmistir. Biyoteknoloji; Birlesik
Devletler Teknoloji Degerlendirme Ofisi Kongresi’nde “bir {irlin yapmak veya
degistirmek, bitkileri veya hayvanlar1 islah etmek ya da belirli kullanimlar i¢in
mikro-organizmalar gelistirmekte canli organizmalar1 veya bu organizmalardan elde
edilen maddeleri kullanan herhangi bir teknik” olarak tanimlanmistir (Watanabe ve
dig., 1997). Bitki doku kiiltiirii ise bitki genetik miihendisligi ile birlikte bitki

biyoteknolojisini olusturan ana unsurlardan birisidir (Babaoglu ve dig., 2001).

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besi ortaminda (besiyerinde), biitiin
bir bitki, hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya
bitkisel tiriinlerin iiretilmesidir (Babaoglu ve dig., 2001). Bu nedenle yontemin diger
isimleri “Mikro iiretim” veya “Aseptik kiiltiir” diir (Goniilsen, 1987). Bitki doku
kiiltiirii, genetik olarak ayni ve c¢ok sayida bitkinin in vitro {retimi igin artik
kanitlanmis bir teknolojidir. (Aitken-Christie ve dig., 1995). Bitkilerin yapay besi
ortamlarinda nispeten kiiciik pargalar, kimi zaman hiicreler halinde kiiltiire alinmalari
ve bu kisimlarin tim bitkiyi meydana getirme yetene8i doku Kkiiltiirtiniin temel
dayanag1 olan totipotensiden kaynaklanmaktadir. Totipotent hiicre yeni bir bitki
olusturabilecek 6zellige sahip bir hiicredir. Bir¢ok bitkide bir organin izole edilmesi
veya celik alinmasi totipotent hiicrelerin aktif hale ge¢melerini saglar. Diger bazi
bitkilerde ise bunun gerg¢eklesmesi igin birtakim hormonal stimulantlarin yetistirme
ortamina ilavesi gereklidir (Goniilsen, 1987). Doku kiiltiirii teknolojisi, haploid bitki
tiretimi, germplasm muhafazasi, yeni bitki varyetelerinin ¢ogaltimi, nadir ve tehlike
altindaki bitkilerin korunmasi, ¢ogaltimi zor olan bitkilerin {iretilmesi, sekonder
metabolit eldesi ve transgenik bitkilerin tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Ahloowalia ve
dig., 2004).



Diinyanin biyolojik ¢esitliligi esi benzeri goriilmemis bir oranda azalmaktadir. 1996-
2004 donemi boyunca, toplam 8321 bitki tiirii “IUCN (Doga ve Dogal Kaynaklarin
Korunmasi i¢in Uluslararas1 Birlik) Tehdit Altindaki Tiirlerin Kirmizi Listesi” ne
eklenmistir (URL 1). Bu donemde, ¢ok tehlike altinda (CR) olarak kaydedilen
bitkilerin sayisinda % 60'in {izerinde bir artis olmustur. Bu durum tehlike altindaki
tiirlerin sayilarinin hizla gogalmasi bakimindan arastirmacilara uyar1 vermektedir ve
bu tiirlerin korunmasi igin acil koruma onlemleri gereklidir (Sarasan ve dig., 2006).
Tiim ender bitkiler tehlikede olmasina ragmen, en ¢ok tehlike altindaki bitkiler
neredeyse her zaman ender olanlardir. Bu enderlik durumunu belirleyen faktorler
cogunlukla antropojenik faaliyetler ve iklim degisiklikleri, tohum kayb1 ve déllenme

basarisizlig1 gibi ¢esitli gevresel olaylardir (Holobiuc, 2004).

Tehlike altindaki ¢ok sayida bitkinin ¢ogaltiminda in vitro tekniklerin yararli oldugu
bulunmustur (AmoMarco ve dig., 1996; Dhar ve dig., 2000). Bu tekniklerin
kullanimiyla Birlesik Krallik’da bulunan Kraliyet Botanik Bahceleri (Royal Botanic
Gardens) mikrogogaltim tinitesi, 30 yil1 agkin siire igerisinde diinya tizerindeki 3000
den fazla bitki taksonunun g¢ogaltimina katkida bulunmustur. In vitro teknikler
kullanarak tehlike altindaki bitkileri korumaya ydnelik calismalar1 olan arastirma
merkezlerini drneklerle cogaltmak miimkiindiir. Avustralya, Perth’deki Kral Park1 &
Botanik Bahgesi’ndeki laboratuvar (URL 2), Bati Avustralya’nin tehlike altindaki
florasini korumakta uzmanlagmis ve Avustralya bitkilerinden 33 familyay1 temsilen
200 den fazla tir i¢cin mikrocogaltim teknikleri gelistirmistir. Yine, Avustralya,
Giliney Galler’deki Mount Annan Botanik Bahgeleri (URL 3), tehlike altindaki 17
Grevillea tiriinin - mikrogogaltimini  yapmustir. Birlesik Krallik’ta, Abertay
Universitesi’ndeki Bitki Koruma Arastirma Grubu, Iskog yerel bitkilerini (URL 4)
korumak i¢in mikrogogaltim ve diger geleneksel iiretim yOntemlerini
uygulamaktadir. Amerika, Ohio’daki Cincinatti Hayvanat ve Botanik Bahgesi’nde
(URL 5) farkli 8 enstitii ile is birligi iginde, tehlike altindaki 30 farkli Amerikan
bitkisinin in vitro korunmasi arastirilmigtir. Hindistan, Kerala’daki Tropikal Botanik
Bahgeleri ve Arastirma Enstitiisii (URL 6) ise 46 tibbi bitki ve 30 orkidenin in vitro
korunmasi tiizerine ¢alismistir. Son zamanlarda Sili, Punta Arenas’daki Macellan
Universitesi’nde tropikal biryofitlerin in vitro korunmasi igin bir laboratuvar

kurulmus ve  c¢alismalarina  baslamistir  (Sarasan ve  ark.,  2006).



Ulkemizdeki ¢esitli iiniversitelerin biyoloji, biyoteknoloji ve tarla bitkileri gibi
boliimlerinde, TUBITAK-MAM ve Tarmmsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Midiirligi’'ne bagli arastirma enstitiilerinde in vitro bitki koruma g¢alismalar1 ve
diger doku kiiltiiri uygulamalar1 i¢in laboratuvarlar bulunmaktadir. Bu amagla
kurulmus laboratuvarlardan biri olan Kocaeli Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii’ndeki Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvari ise 2010 yil1 bagindan bu

yana in vitro bitki koruma ¢alismalarina devam etmektedir.

Tiirkiye 9000 civarinda egrelti ve tohumlu bitki tiirii ile diinyada bulundugu 1liman
iklim kusaginda oldukca zengin floraya sahip iilkelerden biridir. Avrupa kita
florasinin 12000’¢ yakin tiire sahip oldugu ve kita’nin {ilkemizin yaklagik 15 kati
biiytiklikte oldugu, yurdumuzun floristik agidan zenginligini gozler Oniine
sermektedir. Avrupa iilkelerindeki endemik tiirlerin toplami 2750 kadar iken
yurdumuzda bu sayr 3000 civarmdadir (Ekim ve ark., 2000). Ulkemiz bitki
oOrtiisiiniin nadir ve endemik bitkiler yoniinden zenginligi ve bu bitki Ortiisiiniin
erozyon, ¢arpik kentlesme ve diizensiz sanayilesme gibi etmenler nedeniyle hizla
tahrip oldugu gergegi diisiiniildiigiinde bu gibi ¢alismalar yiiriiten laboratuvarlarin

sayica arttirilmasi ve niteliklerinin yiikseltilmesi faydali goriilmektedir.

1.1. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tarihcesi

Bitki doku kiiltiiriiniin tarihsel temeli 1838 yilinda, Schwann ve Schleiden’in her bir
hiicrenin tiim bitkiyi meydana getirebilecek 6zerk bir yapida oldugunu belirttikleri
Totipotensi Teorisi’ni 6ne siirmeleri ile atilir. Heberlandt, 1902 yilinda, izole edilmis
bitki hiicresini kiiltiire alma ¢alismalar1 yapmis fakat basarili olamamistir. White,
1934 yilinda, Lycopersicon esculentum’da ilk defa kalict kdk ve meristem
kiiltiirlerini gelistirmis, ayn1 y1l Gautheret ve Nobecourt Daucus carota’da ilk defa
kalic1 kallus kiiltirinii baslatmistir (Pierik, 1997). Gautheret, 1934 yilinda yaptigi
calismada kullandig1 besi ortamlarma IAA (Indol-3-asetik asit) ve cesitli vitaminler
ekleyerek Salix kalluslarimin kiltiir periyodunu 18 aya kadar uzatmayi ve dokuyu
aseptik olarak alt kiiltiire almay1 basarmistir. 1942’ye gelindiginde ise Gautheret ilk
defa Daucus carota’nin kallus Kkiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin {iretimini

gbzlemlemistir. Haberlandt’in 1902°de ilk bitki doku kiiltiirii denemelerinden sonra



pespese gelen yillarda olgun embriyolarin kiiltiire alinmasi, oksinin tanimlanmast,

kok ve siirgiin uglarmin laboratuvarda c¢ogaltimi ve ilk kallus kiiltiirlerinin

baslatilmasi gibi gelismeler 1995 yilina gelindiginde insanlar i¢in ilk rekombinant

gidanin tretimine kadar varmistir. Son 20 yil boyunca in vitro kiltiir teknikleri

yogun bir sekilde gelismis ve 1000 den fazla farkli tiire uygulanmistir (Bigot, 1987).

Tablo 1.1: Bitki doku kiiltiirii aragtirmalarinin tarihsel gelisiminde 6nemli olaylar (Pierik,

1997; Babaoglu ve dig., 2001)

Tarih Cahsmalar Arastiricilar
1838 Totipotensi Teori Schwann & Schleiden
1892 Bitkilerin kutupsal olarak dagilan ve organt olusturan maddeler Sachs

sentezlemesi
1902 Bitki doku kiiltiiriinde ilk adim: izole hiicre kiiltiirii (basarisiz) Heberlandt
1904 Cesitli Cruciferae iiyelerinin embriyo kiiltiiriinde ilk adim Hannig
1909 Bitki protoplastlarinin fiizyonu (basarisiz) Kuster
1922 Orkide tohumlariin in vitro _asnpblyo't.lk"glnrnlendlrllme51 / Kok Knudson / Robbins
uglarinin in vitro kiiltiiri
1925 Linum hibridlerine embriyo kiiltiirii Laibach
1929  Linum'da ¢aprazlama uyumsuzlugunu gidermek i¢in embriyo kiiltiirii Laibach
1934 In vitro kambiyum kiiltiiri / Domates kokii kiiltiirii Gautheret / White
1936 Cesitli agik tohumlu bitkilerin embriyo kiiltiirii LaRue
L e 1 Gautheret,
1939 Stirekli kallus kiiltiirleri Nobercourt, White
1940 Ulmus kambiyal dokuda in vitro adventif siirgiin olusumu Gautheret
1941 Datura embriyo kiiltiiriinde hindistan cevizi siitiiniin ilk defa van Overbeek
kullanilmast
1944 Adventif siirglin olusumu i¢in ilk defa tiitiiniin in vitro kiiltiiri Skoog
1945 Asparagus govde uglarinin ilk defa in vitro kiltiiri Loo
1946 Ilk defa Lupinus ve Tropaeolum'da S}'irgiin ucu kiiltiirinden tam bitki Ball
eldesi
1948 Titiinde adventif siirgiin ve kolf olusum}mun oksin / adenin orani ile Skoog & Tsui
belirlenmesi
1950 Sequoia sempervirens kallus dokularindan organ rejenerasyonu Ball
1952 Meristem kiiltiirii ile hastaliksiz Dahlia iiretimi / {lk mikro-asilama Morel & Martin
1953 Polenden iiretilen haploid Ginkgo biloba kallusu Tulecke
1954 Misir endosperm kiiltiirlerinde k{(.)rpozom davranisinda ve karyolojide Strauss
degisimler
1955 Kinetin'in kesfi Miller ve dig.
1956 Sekonder {iriinlerin eldesi igin siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi Tulecke & Nickell
1957 Oksin / sitokinin oraninin organ olusumuna etkileri Skoog & Miller




Tablo 1.1 (Devam): Bitki doku kiiltiirii arastirmalarinin tarihsel gelisiminde 6nemli olaylar

Tarih Calismalar Arastiricilar
1958 Citrus ovules nusellusundan somatik embriyo rejenerasyonu '\QZHZZZ\\'IVVZE:]?
1958 Havug kallus ve hiicre kiiltlirlerinde pro-embriyo rejenerasyonu Reinert, Steward
1959 [lk bitki doku kiiltiirii kitab1 Gautheret
1960 Enzimler kullanilarak ilk canli protoplast izolasyonu Cocking
1962 MS besin ortaminin gelistirilmesi Murashige & Skoog
1964 Populus tremuloides kallus dokusundan kok ve siirgiin gelisimi Mathes
1965 Tek hiicreden tiitlin bitKisinin rejenerasyonu Vasil & Hildebrandt
1967 Anter polen kiiltiiriiyle ilk haploid tiitiiniin iiretimi Bourgin & Nitsch
1968 B5 besin ortaminin gelistirilmesi Gamborg
1969 Hapopappus gracilis siisparil;i)}lfgélyléirillljﬁrden ilk basarili protoplast Eriksson & Jonassen
1970 HEPA filtrelerin kullanilmaya baslanmasi
1970  In vitro biyolojik mutantlarin segilimi / Basarili ilk protoplast flizyonu Carlson d/igPower ve
1971 Protoplasttan ilk bitkinin rejenerasyonu Takabe ve dig.
1972 Protoplast fiizyonuyla tiirlerarasi ilk melezleme (tiitiin) Carlson
1973 Sitokininin dormansiyi kirmada basarili olmasi Murashige ve dig.
1974 Sitokininle aksiller dallanmanin uyarllma51 / Protoplasttan haploid Murash_ige_ve dig. /

petunya eldesi Binding
1974 Bitki doku kiiltiirlerinde transformasyon Reinhard
1975 Helminthosporium maydis'e direnf;l.i misir kallus kiiltiirlerinin pozitif Gengenbach & Green
secilimi
1976  Dondurulmus karanfil slirgiin ucundan siirgiin olusumunun uyarilmast Seibert

1.2. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar:

Bitki doku kiiltiiri teknolojisi genel anlamda; haploid bitki iiretimi, germplazm

muhafazasi, yeni bitki varyetelerinin iiretilmesi, nadir ve tilkenmekte olan bitkilerin

korunmasi, ¢ogaltilmasi gii¢ olan bitkilerin ¢ogaltilmasi, sekonder metabolitlerin

tiretilmesi ve transgenik bitki eldesi gibi amaglar igin kullanilmaktadir (Ahloowalia

ve dig., 2004). Bitki doku kiiltirii dogrudan ticari uygulamalarin yani sira hiicre

biyolojisi, genetik ve biyokimyadaki temel arastirmalarda da olduk¢a degerlidir.

Hiicre, anter, oviil ve embriyo kiiltiirleri, protoplast izolasyonu ve fiizyonu, hiicre

secimi, meristem ve tomurcuk kiiltlirii gibi bitki doku kiiltiirii teknikleri deneysel

caligmalar ve ticari uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Bu teknikler;

e meristem ve siirgiin kiiltiirleri kullanarak genetik ve morfolojik olarak birbiriyle

ayni bitkilerin yliksek miktarda mikrogogaltimi




e (istiin (avantajli) karakterlerin belirlenmesi igin bitkiler yerine hiicreleri tarama
programlari

e sekonder iiriin kaynagi olarak bitki hiicrelerinin sivi kiiltiir ortamlarinda yiiksek
miktarda iiretilmesi

e protoplast flizyonu ile uzak akraba tiirlerin ¢aprazlanmasi ile yeni melezlerin
tiretilmesi

e 1slah programlarinda homozigot hatlarin eldesi i¢in haploid kiiltiirlerden dihaploid
bitkilerin tiretilmesi, transgenik bitkilerin eldesi ve hastaliksiz bitki tiretimi

gibi alanlarda kullanilmaktadirlar (Harisha, 2007).

1.2.1. Tarimsal 1slah uygulamalarinda bitki doku kiiltiirii

Cogu zaman bitki doku kiiltiirii sadece mikrogogaltim olarak ele alinsa da bitki
1slahindaki rolii oldukca 6nem tasimaktadir. Gliniimiizde, tuzluluga direncli domates
hatlar1, dona dayanikl tiitiin bitkileri, herbisitlere direncli tarimsal {iriinler ve ¢esitli
patojenlere kars1 direnci arttirilmis bitkiler doku kiiltiirii teknolojisiyle tiretilmektedir.
Direnglilik i¢in se¢ilim mutantlarin ayirt edilmesi i¢in en kolay yoldur. Dolayisiyla,
biiytik bir hiicre populasyondaki direngli hiicreler, bir inhibitoriin ortamda bulunmasi
halinde, direcli olmayan hiicrelerden gelisimlerini devam ettirebilme kabiliyetlerine
gore ayirt edilebilirler (Gonzales ve Widholm, 1987). Islah uygulamalarinda zigot
olusumundan sonra (post-zigotik) uyusmazliklar in vivo melezlemelerde embriyo
olusumunu veya olusan embriyolarin yasamalarini engellemektedir. Bu giicliigiin
giderilmesi, s6z konusu embriyolarin 6zel besin ortamlarinda gelistirilmesi ve in

vitro melez bitkiler elde edilmesiyle miimkiin olmaktadir (Babaoglu ve dig, 2001).

1980’lerde tek bir hiicrenin tiim bir bitkiyi olusturulabilme kabiliyeti transgenik
yontemlerin gelismesinin ve tarimsal biyoteknoloji endiistrisinin baglangi¢c noktasi
olmustur. 2006 yilinda, bir 6nceki yila gore biyoteknoloji mahsulil tiriinlerin ekim
alan1 90 milyon hektardan 102 milyon hektara ulasmistir. Bu artis, biyoteknolojik
tirtinlerin ticarilesmesinin ilk 11 yilindaki bliylimeden yaklagik 60 kat daha fazladir
(Davey ve Anthony, 2010). 1990 ve 1994 yillar arasinda Kanada’daki toplam tiitiin

iiretiminde protoplast fiizyonu yolu ile iretilen tiitiin kiiltivar1 Delgold’un siirekli



artan miktar1 biyoteknolojik trlinlerin bu gelisim siirecindeki ivmesini gostermesi

bakimindan 6nemlidir (Brown ve Thorpe, 1995).

Tablo 1.2: Kanada’daki toplam tiitiin iiretiminde Delgold’un yeri (Brown ve Thorpe, 1995)

Yil Toplam Tiitiin Mahsulii Delgold
Uretim Miktari (ton) Degeri (§)  Toplam Uretimdeki Yiizdesi (%) Degeri ($)
1990 56000000 175000000 1 1750000
1991 70000000 212000000 23 48760000
1992 59000000 190000000 33 62700000
1993 71000000 224000000 35 78400000
1994 59000000 197000000 41 80770000

Bitki doku kiiltiiriniin 1slah uygulamalarindaki diger bir kullanim alani germplazm
muhafazasidir. Tohum bankalarina ve o6zellikle klonal olarak ¢ogaltilmis ekinlerin
tarla koleksiyonlarina bir alternatif olarak germplazm muhafazasinin bir yolu da
yavas biiyiime sartlar1 altinda (diisiik sicaklikta ve/veya besi ortamina biiyiime
geciktiricilerin ilavesiyle) in vitro depolanmasi veya kriyoprezervasyondur (Harry ve
Thorpe, 1991; Villalobos ve Engelmann, 1995).

1.2.2. Islah dis1 uygulamalarda bitki doku kiiltiirii

Vejetatif olarak c¢ogaltilmis bitkiler genellikle patojenlerle enfekte olmuslardir.
Ornegin cilek bitkileri 60 dan fazla viriise ve mikoplazmaya kars1 duyarlidir (Boxus,
1976). Tim bu patojenlerin bitkideki dagilimi ayn1 degildir. Apikal meristemlerde bu
tip virlislere rastlanmasi nadirdir veya bunlar virlis bulundurmazlar (Wang ve
Charles, 1991). Apikal meristemin c¢ikarilip kiiltiire alinmasi ve termo- veya
kemoterapiyle desteklenmesi, mikrogogaltim i¢in virlissiiz ve genel olarak patojensiz
materyal liretimi i¢in basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Kartha, 1981; Bhojwani
ve Razdan, 1983; Wang ve Charles, 1991; Singh, 1992).

Gilinlimiizde mikrogogaltim en fazla uygulanan bitki doku kiiltiirii teknigidir (Brown
ve Thorpe, 1995). Mikrogogaltim, organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis
veya olgunlagmasini tamamlamis somatik hiicrelerden direkt (organogenesis veya
somatik embriyogenesis) veya indirekt (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin

cogaltilmasi ve koklendirilmesi islemidir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).



Bitki doku kiiltiiriiniin diger bir uygulama alani ise sentetik tohum iretimidir. Bir
sentetik veya suni tohum bir kaplama materyali igerisinde enkapsiile edilmis sekilde

bulunan somatik embriyodur ve bu yap1 zigotik tohuma esdegerdir (Redenbaugh,

1993).

Sekonder metabolitlerin yiiksek miktarlarda iiretimi bitki doku kiiltiirli ile miimkiin
olmaktadir. Bu molekiiller bitkilerde haberlesme ve savunma mekanizmalarinda
etkili olabilirler (Wink, 2000). Bitki i¢in Onemlerinin yanisira insanlar igin
besinlerde, tat, koku ve aroma kalitesinde, ¢icek renginde, siis bitkilerinin kokusunda
da onemlidirler (Rachel ve dig., 2007). Kimi sekonder metabolitler ilag, boya ve
insektisit yapiminda da kullanilmaktadirlar (Verpoorte ve Memelink, 2002).
Sekonder metabolit eldesi i¢in in vitro hiicre ve kallus kiiltiirlerinden

yararlanilmaktadir.

1.2.3. Nesli tiikenmekte olan bitkilerin ¢cogaltiminda doku kiiltiirii

Tiirlerin korunmasi dogal habitatlarin ve yabani populasyonlarin yonetimi ile
gerceklestirilmesine karsin (in situ koruma) ex situ koruma yontemleri bunlarin
tamamlayicist olarak kullanilmaktadir. Bazi durumlarda bazi tiirler i¢in ex situ
koruma tek secenektir (Maunder ve dig., 1998; Ramsay ve dig., 2000). In situ
koruma, 1ilgili germplazmin dogal olarak olustugu herhangi bir habitatta; sadece
dogal habitatlar degil, ¢iftliklerde, bahgelerde ve diger insan yapimi habitatlarda da
Korunmasi olarak kabul edilir. Ex situ koruma ise germplazmin; sadece tohum
koleksiyonlar1 ve sadece in vitro koleksiyonlar degil, ayn1 zamanda inatg1 tohum
(cimlenme giici diigiik) iireten tiirlerin ve botanik bahgelerindeki canhi
koleksiyonlarin da dogal habitati disinda siirdiiriilmesini ifade eder (Callow ve dig.,
1997). Asir1 toplama, uygunsuz tarim ve ormancilik, kentlesme, kirlilik, habitat
tahribati, istilact tlirlerin yayilis1 ve iklim degisikligi gibi ¢esitli faktorlerin biraraya
gelmesiyle bitki tiirlerinin nesilleri tiikenmektedir (Pitman ve Jorgensen, 2002).
Degerli genetik kaynaklariin yitirilmesine duyulan kiiresel boyuttaki endise, bitki
genetik kaynaklarinin korunmasi i¢in yeni bir¢ok programin artmasina neden

olmustur (Paunescu, 2008). Ozellikle in vitro kiiltiir teknikleri, molekiiler biyoloji ve



biyoteknoloji alaninda gelismeler, bitki genetik kaynaklarinin korunmasi ve yonetimi
icin bazi Onemli araclart saglamaktadir. Genis germplazm koleksiyonlarin
kurulmasiyla birlikte ¢ogunlukla vejetatif olarak ¢ogaltilan ve inat¢i tohum tireten
tirler i¢in ¢esitli in vitro teknikler gelistirilmistir (Zapartan ve dig., 1994; Engelmann

ve Engels, 2002; Paunescu ve Holobiuc, 2005; Sarasan ve dig., 2006).

Koruma biyolojisinde bitki doku kiiltiirii, son derece kii¢iik populasyonlari olan bitki
tiirlerinin ¢ogaltim1 yoluyla biyolojik c¢esitliligi korumak ic¢in, smirli lireme
kabiliyetleri olan tiirler i¢in ve bunlarin geri kazanimi ile yeniden dogal habitatlarina
tanitilmast i¢in kullanilir (Kapai ve dig., 2010). Bitkinin in vitro ¢ogaltiminda
baslangic materyali olarak (eksplant kaynagi) tohumu, gévde apikal veya aksillar
meristemleri, yaprak ve yaprak saplar1 gibi parcalart kullanilabilir. Bunlarin
sterilizasyonlar1 yapilip besi ortamlarina ekim veya dikimleri gergeklestirilir. Olusan
yeni siirgiinler alt kiiltiirlere alinarak istenilen sayida in vitro siirgiin olusumu
saglanir. Elde edilen siirglinler koklendirme ortamlarina transfer edilerek sonrasinda
in vitro bitkicikler elde edilmis olur. Bu bitkiciklerin kiiltiir kaplarindan dis ortam
sartlarina alismalart i¢in aklimatizasyon uygulamalar1 yapilmaktadir. Koklendirme
asamasinin son gilinlerinde kiiltlir kaplarinin kapaklarinin agilmasi veya bitkiciklerin
saksilara dikimi yapildiktan sonra iizerlerinin seffaf naylon torbalar ile kaplanmasi ve
daha sonra bu torbalarin kademeli olarak acilmasi gibi yontemler ile dis ortama
alistirma caligmalar yiiriitiiliir. Kaplarin agz1 agik olarak bir haftadan daha uzun siire
kalmadik¢a ortamin kontaminasyonu sorun yaratmamaktadir (Sherwood, 1994). Bu

sekilde dis ortama alistirilan bitkiler daha sonra dogal habitatlarina dikilebilirler.

1.3. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Avantajlar: ve Dezavantajlari

In vitro ¢ogaltim (mikrogogaltim) bir dizi avantaji da beraberinde getirmektedir. Bu
avantajlar; yiiksek ¢ogaltim oranlarinda kisa siirede ¢ok sayida bitkicik elde edilmesi,
mikrogogaltimin mevsimden bagimsiz olarak uygulanabilmesi, in vitro iretilen
bitkilerin siklikla mikroorganizma kaynakli hastaliklardan bagimsiz olmasi ve
boylece degerli genotiplerin bitki viriislerinden korunabilmesidir (Arora, 2010).
Ayrica doku kiiltlirii teknolojisiyle bitkilerin uzun siireli stoklar1 olusturulabilir.

Biiylimenin yavaslatilmas1 ve alt kiiltiirleme sikligimin artirilmas ile kisa ve orta



vadede bitkinin depolanmasi veya muhafazasi saglanabilir. Bunun yaninda -196 °C
derecede (siv1 nitrojen) dondurarak koruma (kriyoprezervasyon) islemi uygulanarak
sinirsiz bir zaman dilimi i¢in bitkiler depolanabilir veya muhafaza edilebilir (Callow,
1997) Dogal habitatlarinda yasayan bitkilere kiyasla doku Kkiiltiiriinde g¢ogaltilan
bitkiler daha kontrollii bir fiziksel ve kimyasal ¢evreye sahiptirler. Bu sayede
bliylime ve gelismenin herhangi bir sathasi rahatlikla gozlemlenebilir ve iizerinde

caligilabilir (Neumann ve dig., 2009)

Doku kiiltiirii sistemleri bitki materyalinin aseptik bir ortamda yiiksek ¢ogaltim
oranlartyla tiretilmesini saglar. Ancak, in vitro kiiltiir prosediirleri kullanilarak elde
edilebilen yiiksek cogaltim oranlar1 diizenli olarak biiyiik miktarlarda bitki materyali
tiretimine yol acar. Bu durum in vitro koleksiyonlarin yonetimi igin biiyiik sorun
yaratir. Buna ek olarak, kontaminasyon veya insan hatasi sebebiyle materyal yitirme
riski her alt kiiltiirde mevcuttur. Daha da onemlisi, kiiltiirlerde zamanla somaklonal
varyasyon artigl ile bitki materyalinin genetik biitiinliigiinii kaybetme riski mevcuttur
(Scowcroft, 1984). Doku kiiltiirii ile plastik veya cam kaplarda yetistirilen bitkicikler
yiilksek neme maruz kalirlar ve fotosentetik olarak kendi kendilerine yetecek
kapasitede degillerdir. Geng bitkicikler dis ortamda su kaybina karsi1 ¢ok hassastirlar.
Bu yiizden kademeli olarak diisen nem ve artan 151k kosullarinda yavas yavas dis

ortama alistirilmalar1 gerekmektedir (George ve Debergh, 2008).

1.4. Bitki Doku Kiiltiirii Teknikleri

Bitki doku kiiltiirii teknolojisi kullanilan materyale bagl olarak 5 sinifa ayrilabilir.

(i) Kallus kiiltiirii: Agarli besiyeri iizerinde eksplantlardan iiretilmis kallus kiiltiirii

(if) Hiicre kiltiirii: Sivi besiyerinde, genellikle ¢alkalamayla havalandirilan hiicre
kiltiirt.

(iii) Protoplast kiiltiirii: Bitki protoplastinin kiiltiire alinmig hiicrelerden veya bitki
dokusundan aseptik izolasyonu ve kiiltiirii

(iv) Organ kiiltiirii: Embriyolarin, anterlerin, koklerin, siirgiinlerin ve ovaryumlarin
aseptik kiiltiirti

(V) Meristem kiiltiirii: Apikal veya aksillar meristemlerin aseptik kiiltiirii (Harisha,
2007).
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Kallus kiiltlirli, yari-kat1 ortam {iizerinde ilgili dokunun farklilasmamis parankima
hiicrelerinin uyarilmasi ve proliferasyonu ile ilgilidir. Bu gibi kiiltiirler 2-4 haftalik
alt kiiltiirlemeler ile uzun siire devam ettirilebilirier. Kallus, bir gévde veya kokiin
kesilen bir boliimiinde yaraya kars1 verdigi in vitro tepkidir. Olusumu endojen oksin
ve sitokininle kontrol edilir. Bu bitki biiylime diizenleyicilerinin besin ortamina
ilavesiyle eksplantin in vitro kallus olusturmasi saglanir (Brown, 1990). Sonraki
gelisimi ekzojen fitohormonlar veya sentetik biiyiime diizenleyicileri ile kontrol
edilir (Sekil 1.1) (Kreis, 2007).

[ | I [ I

Eksplant Kallus Surgin Kok

ol &R A:W:L
L S W W

indol asetik asit 3mgl" 0.03mg " 3mgl’
Kinetin 0.2mgl’ 1mgl"  0.02mgl’

Sekil 1.1: Kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi ve ardindan organogenesisin uyarilmasi (Kreis,
2007)

Cogu hiicre silispansiyon kiiltiirii, mekanik etkiyle calkalanan sivi besiyerindeki
kallus kiiltiirlerinden meydana gelir. Kallus kiiltiiriinde bitisik hiicreler arlarinda
plasmodesmata ile baglantidadirlar. Ideal bir hiicre siispansiyonunda ise tiim hiicreler
izole edilir. S1vi besiyeri i¢indeki kallus kiiltiirleri genellikle ¢alkalanir ve 10-14 giin
sonunda bu mekanik etkinin bir sonucu olarak eksplantin dis ylizeyinden kopan
hiicrelerin  siispansiyon kiiltiirlerinin gelismeye bagladig1 goriiliir (Sekil 1.2)
(Neumann, 2009).
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Sekil 1.2: Kallusun gevsek dokulu iist yilizeyi (solda) ve mekanik etkiyle hiicrenin kallustan
ayrilmasi (sagda) (Neumann, 2009)

Protoplastlar mekanik pargalanma veya enzimatik ¢oziinme ile kendilerini
cevreleyen hiicre duvarindan izole edilebilirler. Izole protoplastlar somatik
hibridizasyon ve bazi transformasyon islemleri ile genetigi degistirilmis bitkiler i¢in
deneysel malzeme saglarlar. Genel olarak fidelerden elde edilen gen¢ yapraklar
protoplastlar icin eksplant kaynagi olarak kullanilirlar. Yari-katt veya sivi
besiyerlerinde kiiltiire alman protoplastlarin mitotik boliinmesinin baslatilmast
ortamin kimyasal kompozisyonuna baghdir (Davey ve dig., 2010). Organ kiiltiiriinde
ise anterleri veya anterlerden mikrosporlari izole ederek somatik embriyogenesis ile
haploid bitkiler elde edilmesi miimkiindiir. Ayrica organ kiiltiirleri hiicre kiiltiiri

yoluyla sekonder metabolit tiretimine ilging bir alternatif sunarlar (Sekil 1.3).

27N

Kallogenesis /@
% = " u

————

/Yobcmi bitki o Kallus hatti
\ e

Bitkinin Agrobacterium fumefaciens veya  Direkt veya in vifro organogenesis
A. rhizogenes ile enfekte edilmesi (besiyeri bilesimi, hormonal denge...)
g X 5 1

¥ \ \
e = o = Genetik kararllik
'}i&g" 7,})\5 '}%e /“;I/Kl\

Govdeli teratoma hatlan TOyIO k&k hatlan Degistirilemis' gbvde ve kokler
(hormonsuz besiyeri) (hormonsuz besiyeri)

Uretkenligin gézlemlenmesi
bUyUme, metabolit Oretimi

Organ kUltUrlerine uyarlanmis biyoreaktor

Sekil 1.3: Organ kiiltirlerinden sekonder metabolit eldesi (Bourgaud ve ark., 2001)
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Genellikle tiiylii kok kiiltiirleri ve govde kiiltiirleri olarak iki sekilde kiiltiirleri yapilir
(Neumann, 2009). Bir mikrogogaltim sistemi fenotipik ve genotipik olarak orijinal
bitkiye benzeyen ¢ok sayida bitki iiretebilir olmalidir. Bu kriteri saglayacak en uygun
yontem ise aksillar tomurcuk c¢ogaltimidir. Bu teknigin avantaji genetik olarak
kararli, tek tip bitkilerin steril sartlar altinda minimum stres faktorlerine maruz

kalarak iiretilmesidir (Evans, 1990).

Mikrogogaltim ¢esitli asamalardan olusmaktadir. Evans (1990) bu asamalar1 soyle
tanimlar;

e Asama 1: Anagc bitki secimi ve sterilizasyonu

e Asama 2: Aksillar tomurcuklarin kiiltiirde olusturulmasi

e Asama 3: Kiiltlirde gogaltma (siirglin cogaltimi)

e Asama 4: In vitro bitkicikleri koklendirme ve dis ortama aktarma

Kimi arastirmacilar (Debergh ve Read, 1993; Babaoglu ve dig., 2001; George ve
Debergh, 2008; Pierik, 2008) koklendirme ve dis ortama alistirma islemlerini ayri
birer asama olarak ele almislardir. Mikrogogaltimin basamaklarini 5 agama halinde
incelerler. Bu asamalar sunlardir;

e Asama 1: Hazirlik (sterilizasyon ve anag bitki se¢imi)

e Asama 2: Kiiltiir baslangici (¢cogunlukla apikal veya aksillar tomurcuklar)

e Asama 3: Siirgiin cogaltim agamasi

e Asama 4: Siirgiin gelisimi ve kdklendirme

e Asama 5: Dis ortama alistirma

George ve Debergh (2008), mikrogogaltimin metodlarini sematik olarak

gostermislerdir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4: Mikrogogaltim metodlar1 (George ve Debergh, 2008)
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1.5. Bitki Doku Kiiltiirlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bitki doku kiiltiiriinde besiyerinin bilesimine giren kimyasal maddelerin disinda

sterilizasyonda, pH ayarlanmasinda ve vitamin veya bitki biiyiime diizenleyicisi stok

soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar bulunmaktadir. Eksplantlarin

sterilizasyonu i¢in genellikle %0,5-2’lik NaOCI (Sodyum hipoklorit), %70’lik EtOH

(Etil alkol), HgCl, (Civa kloriir) gibi kimyasallar, ¢alisma ortaminin sterilizasyonu

icin ise genellikle yine %70’lik EtOH kullanilmaktadir. Bitki biiylime diizenleyicisi

stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda stok kimyasali ¢6zdiirmek i¢cin EtOH, NaOH

ve HCI kullanilmaktadir. Ayrica NaOH (Sodyum hidroksit) ve HCI (Hidrojen kloriir)

pH ayarlanmasinda da kullanilmaktadir. Besiyerini olusturan bilesenler ise su sekilde

siralanabilir;

e Makro elementler (N, P, K, Cl, Mg, Na, Ca, S)

e Mikro elementler (Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Co, I)

e Seker (siikroz, glikoz, maltoz, rafinoz, fruktoz)

e Bitki biliylime diizenleyicileri

¢ Vitaminler (B1, By, B3, Bs, Bg, H, C, E, M, A, D3)

e Katilastiric1 ajanlar (agar, agaroz, aljinat, phytagel, jelatin)

e Amino asitler veya diger nitrojen saglayicilari (glisin, arginin, glutamin, prolin
aspartik asit)

e Kimyasal olarak tanimlanamayan maddeler (hindistan cevizi siitii, maya 0z,
kazamino asit)

e Tamponlar (nadiren kullanilirlar) (Dixon, 1987; Babaoglu ve dig., 2001)

1.5.1. Besi ortamlari (Besiyerleri)

Cesitli arastiricilar  tarafindan  bildirilen birgok besin ortami formiilasyonu
bulunmaktadir. Ayrica bazilari ihtiyaca ve bitkinin isteklerine goére modifiye edilerek
kullanilmaktadir. Bunlardan en bilineni Murashige ve Skoog (1962)’un gelistirdikleri
MS ortamidir. MS ilk defa tiitiin bitkisi i¢in gelistirilmis olup yiiksek tuz igeriklidir.
Gamborg ve ark. (1968) BS ortamini soya kallus kiiltiirleri i¢in gelistirmiglerdir. LS
ortami ise Linsmaier ve Skoog (1965) tarafindan gelistirmistir. White 1963 yilinda

domates koklerinin kiiltiirleri i¢in diisiik tuz formiilasyonlu bir ortam olan WH
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besiyerini gelistirmistir. Bu besi ortam1 hem monokotiledonlar hem de dikotiledonlar
icin uygun olabilmektedir. Ayrica Schenk ve Hildebrandt (1972) tarafindan
gelistirilen SH ve anter kiiliirii i¢cin Nitsch tarafindan gelistirilen NN ortamlar1 da
kullanilmaktadir (Babaoglu ve dig., 2001). Yaygin olarak kullanilan bu besin

ortamlar1 ve bilesenleri asagida gosterilmistir (Tablo 1.3).

Tablo 1.3: Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan temel besi ortamlar1 ve bu ortamlarin
bilesenleri (Babaoglu ve dig., 2001’den degistirildi)

Bilesenler Besi Ortamlarindaki Konsantrasyon (mg/l)

MS B5 SH LS WH NN
KNO; 1900 2500 2500 1900 80 950
NH4NO; 1650 - - 1650 - 720
NH4H,PO, - - 300 - - :
(NH,4),SO, - 134 - - - -
MgS0,.7H,0 370 250 400 370 720 185
CaCl,.2H,0 440 150 200 440 - 220
Ca(NO;),.4H,0 - - - - 300 -
KCI - - - - 65 -
KH,PO, 170 - - 170 68 68
NaH,PO,.H,0 - 150 - - - -
NaH,PO, - - - - 16,5 -
Na,SO,4 - - - - 200 -
MnSO,.H,0 - 10 10 16,89 - -
MnS0O,.4H,0 22,3 - - - 7 25
Kl 0,83 0,75 1 0,83 0,75 -
H3BO; 6,2 3 5 6,2 15 10
ZnS0,.7H,0 8,6 2 1 10,58 3 10
CuS0,.5H,0 0,025 0,025 0,2 0,025 - 0,025
Na,M00,.2H,0 0,25 0,25 1 0,25 - 0,25
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 0,1 0,025 - -
FeS0O,.7H,0 27,8 27,8 15 27,85 - 27,8
Fey(S0,)3 - - - - 25 -
Na,EDTA 37,3 37,3 20 - - 37,3
Nikotinik asit 0,5 1 5 - - 5
Pridoksin-HCI 0,5 1 0,5 - - 0,5
Thiamin-HCI 0,1 10 5 0,4 - 0,5
Biotin - - - - - 0,05
Folik asit - - - - - 0,5
myo-inositol 100 100 1000 - - 100
[-inositol - - - 100 - -
Glisin 2 - - - - 2
Sakkaroz 30 000 20 000 30 000 - - 20 000
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1.5.2. Bitki bilyiime diizenleyicileri

Bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) bitki doku kiiltlirii ortamlarinin en 6nemli
bilesenleridir. Bitki dokularinda i¢inde dogal olarak olusan bazi kimyasallar
(endojen) beslenmeden ziyade biiyiime ve gelisme diizenleyici role sahiptirler.
Genellikle ¢ok diisiik konsantrasyonlarda aktif olan bu bilesikler, bitki hormonlar
veya bitki biiylime maddeleri (diizenleyicileri) olarak bilinirler (Machakova ve dig.,
2008). Bitkinin kendi yapisindaki bu maddeler “hormon” olarak isimlendirilirken
bitki doku Kkiiltiirii ortamlarina sonradan eklendiklerinde digsardan eklendiklerini

belirtmek i¢in “bitki biiyiime diizenleyicileri” olarak isimlendirilirler (Cleland, 1999)

Bitki biiylime diizenleyicilerinin tanimlanmis bes grubu vardir. Bunlar;
e Sitokininler

e Oksinler

e Giberellinler

e Etilen

o Absisik Asit

olarak isimlendirilmislerdir (Sekil 1.5).

-3 CH,—COOH o
9w 0
\ <1
H
indol 3'-asetik asit HO
(oksin) COOH
H CH,—OH Giberellin GA1
N,
Cc=C
/ N\
HN_CH2 CH3
= N
"L | \> X
OH
SN SN COOH
H (0]
Zeatin Absisik asit
(sitokinin)
H,C=CH,

Etilen

Sekil 1.5: Bazi 6nemli bitki hormonlar1 (Heldt, 2005)
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Oksinlerin bitkilerin biiyiimesinde rol oynadigi ilk defa Hollandali bitki fizyologu
Frits W. Went tarafindan 1926 ve 1928 yillar1 arasinda gosterilmistir. OKksinler
stirgiin ve koklerin uglarinda tretilmektedirler. Bunlar yaprak, gévde ve koklerinin
bliyliyen hiicrelerine yayilirlar. Oksinler ayrica tropizma hareketlerinde de gorev
almaktadirlar (Anderson, 2011). Uygun konsantrasyonlarda, oksinler hiicre
duvarlariin plastisitesini (geri doniisiimsiiz gerilme) artirarak genislemesini uyarir.
Oksinler meyve ve yaprak absisyonu ayni zamanda meyve olgunlasmasi gibi
gelisimsel siiregleri geciktirir ve lateral dallanmay: inhibe eder. Oksinler, doku
kiiltiirlerinde tek baslarinda kullanildiklarinda kallus uyarimini ve elde edilen
stirglinlerin koklendirilmesini saglarlar. Gegmiste ¢esitli oksinlerin dogal olarak
olustuklarina inanilmaktaydi. Giiniimiizde ise dogal olarak olusan tek oksinin [AA
(Indol-3-asetik asit) oldugu diisiiniilmektedir (Bidlack ve Jansky, 2011). Bunun
yaninda sentetik olarak tretilen ve bitki doku kiiltiirii besin ortamlarinda ¢ok
kullanilan 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit), IBA (indol-3-biitirik asit), NAA
(naftalen asetik asit) ve Picloram (4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit) gibi oksinler

de mevcuttur.

Bitki doku kiiltiirlerinde en ¢ok kullanilan sitokininler adenin (aminopiirin)
tirevleridir.  Sitokininler kok uclarinda ve ¢imlenmekte olan tohumlarda
sentezlenirler. Sitokininler hiicrelerin genislemesi, dokularin farklilagmasi, kloroplast
gelisimi, kotiledon biiyiimesinin uyarilmas1 ve yapraklarda yaslanmanin
gecikmesinde rol oynarlar (Bidlack ve Jansky, 2011). Oksinlerle birlikte doku
kiltiirlerinde kullanildiklarinda hiicre biiyiimelerini uyarma ve morfogenesisi kontrol
etme etkileri daha fazla gbze c¢arpmaktadir. Doku Kkiiltlirii besiyerlerine
eklendiklerinde apikal dominans: asarak lateral dallanmayi uyarirlar. Bu yiizden
IAA’nin antagonistidirler. Etilenin etkisini giderirler ve bu ylizden senesensi
geciktirirler (Heldt, 2005). Dogal olarak bulunan sitokininler sunlardir; trans-zeatin
(4-hidroksi-3-metil trans-2-biitenil amino piirin), 2iP (N° - A? izopentenil adenine) ve
Dihidro zeatin (6-(4-hidroksi-3-metil-trans-2-biitenil) amino piirin) (Staden ve dig,
2008). Bunlarin yaninda BAP (6-benzilaminopiirin), Kn (Kinetin), Thidiazuron
“TDZ” ((1-Fenil-3-(1,2,3-thidiazol-5-i1) {ire) ve CPPU (N-(2-kloro-4-piridil)-N"-
Fenil iire) gibi sentetik sitokininler de bulunmaktadir (Babaoglu ve dig., 2001).
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Oksin ve sitokininin birbirine orant bitki morfogenezi ve biiylimesinde

yonlendiricidir (Sekil 1.6).

OKSIN SITOKININ

Yoksek oksin + sitokinin etkisi DUtk

——- Celiklerde kOk Olu§UMU  ——i—
—)-  Monokotillerde kallus Olusumu <
—- EMbriyogenesisin ilk evresi  —m——

—-  Kallustan adventif kdk olusumu g

—e- Dikotillerde kallus OlUSUMU <

—— Adventif SUrgin olusumu <

SUrgUn kUltUrlerinde
koltukalti strgUnlerin olusumu

DOsuk YUksek

Sekil 1.6: Kiiltiir ortamindaki oksin ve sitokinin konsantrasyonlarimin etkileri (Machakova ve
ark., 2008)

Bitki patojeni bir fungus olan Gibberella fujikuroi, bitkilerin asir1 uzun boylu
olmasma sonrasinda devrilmelerine ve tohum iiretmemelerine sebep olmaktadir.
1926°da Japon bilim adami Eiichi Kurozawa ve arkadaslari bu duruma sebep olan
maddeyi fungustan izole etmeyi basarmis ve bunu giberellin olarak isimlendirmistir
(Heldt, 2005). Giberellinlerin yapisal analizleri sonucunda bunlarin bitkilerde
bulunan ve bitkisel hormonlar olarak goérev alan, birbirine yapisal olarak benzeyen
cesitli maddelerin karigimi olduklar1 ortaya ¢ikmustir. Bitkilerde teshislerine gore
numaralandirilmis  olarak 100 den fazla giberellin  bulunmaktadir. Bu
numaralandirma giberellinlerin yapilar1 ve benzerlikleri ile ilgili bilgi vermektedir.
Bu giberellinlerden birgogu biyosentez yolaklarinda ara iiriinlerdir. Yalnizca birkag
tanesi bitki hormonu olarak gorev almaktadir. En onemlileri GA; ve GAj tiir.

Gibberellinler gibberellan tiirevleridir ve internodlarin uzamalarina neden olurlar

(Katekar, 1999).
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Ayrica giberellinler ¢igeklenmenin diizenlenmesi, dormansinin kirilmasi, meyve

olusumu ve biiyiimesi gibi olaylarda da etkilidirler (Heldt, 2005).

Isvegcli bir bilim adami olan Torsten Hemberg, 1949 yilinda dormant tomurcuklardan
sentezlenen bir maddenin oksinlerin etkilerini bloke ettigini bulmus ve bu biiyiime
onleyicileri “Dormin” olarak isimlendirmistir. Amerika, Ingiltere ve Yeni Zelanda’da
bulunan ii¢ arastirmaci grubu birbirinden bagimsiz olarak biiylime engelleyici bir
hormon bulmus ve bunu “Absisik asit” (ABA) olarak isimlendirmislerdir. ileriki
zamanlarda Dormin’in aslinda ABA oldugu anlasilmistir (Bidlack ve Jansky, 2011).
Absisik asit a-amilaz sentezinde ve su stresinde stoma agikliginin diizenlenmesinde
onemli rol oynamasiyla bilinir (Katekar, 1999). Tohumlarin ve tomurcuklarin
dormansiye girmesinde etkili oldugu bilinmektedir. ABA sentezi su depolanmasinin
dogrudan gozlenebildigi yaprak ve kok gibi organlarda goriiliir. Terleme akintistyla
ksilem kanallar1 vasitasiyla koklerden yapraklara tasinirlar (Heldt, 2005).
Biyosentezi plastidlerde, 6zellikle kloroplastlarda gerceklestirilir (Milborrow, 1974).
ABA somatik embriyolarin biiylimesi i¢in gereklidir ve ancak ABA varliginda
somatik embriyolar gelisimsel ve yapisal olarak zigotik embriyolara yakindan
benzerler. Endojen ve/veya ekzojen ABA seviyesindeki artig, olgunluga erisen

embriyolarin sayisinin artmasina sebep olur (Ammirato, 1988).

Etilen gaz halinde olan tek hormondur ve yiiksek bitkilerin ¢cogu organlarinda olusur.
Dokular yoluyla ulasimi ¢ok hizli ve kolaydir. Etilenin biyosentezi stres, bazi
fizyolojik stirecler veya oksin tarafindan uyarilir. Etilen iiretiminin uyarilmasinin
kuraklik, sel, soguk, sicak stresi, tuz, ozon, enfeksiyon ve mekanik yaralama ile
oldugu bulunmustur (Vankova, 2011). Etilen, savunma genlerinin ifadesinin
uyarilmasinda, yaprak ve meyve absisyonunda ve programli hiicre 6liimiinde énemli
bir rol oynayan, abiyotik strese oldugu kadar biyotik strese de tepki ile iliskili bir
hormondur. Stres fonksiyonlarinin diginda, etilen meyve olgunlagmasini diizenler ve
hem dogal hem de kurakliga bagl yaslanma (senesens) baslangicini belirler (Young
ve dig., 2004). Etilen yapraklarin fotosentez performans iizerinde olumsuz bir etkisi
vardir. Solgun fidelerde ise etilenin ii¢ sekilde etkisi vardir. Bu etkiler; hipokotil
bliylimesinin engellenmesi, apikal ¢engelin asir1 kivrilmast ve kok bliylimesinin

azaltarak diizenlenmesidir (Ecker, 1995).
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1.6. Kiiltiire Etki Eden Cevresel Etmenler

Kiiltiirde kullanilan besi ortaminin bilesimi, bu besi ortaminin yogunlugu, ortamin

gaz kompozisyonu, kabin i¢indeki CO, miktar, kiiltiir kabinin sekli ve biiyiikligii,

fiziksel gevre bilesenlerinden sicaklik, nem ve 151k gibi faktorler ¢evresel etmenler

arasinda sayilabilirler. Farkli kiiltiir ve ¢evre sartlarinin kiiltiirler iizerine olabilecek

etkileri Tablo 1.4’de gosterilmistir.

Tablo 1.4: Farkli ¢evre sartlarinin gesitli evrelerde kiiltiirler tizerine etkileri (Babaoglu ve

dig, 2001°den degistirildi)

Cevre sartlari

Etkileri (in vitro)

Etkileri (ex vitro)

Sabit hava sicakligi
Diisiik-yiiksek sicaklik

Diisiik 151k yogunlugu

Diisiik hava girisi-yliksek nem

Ortamda diisiik erimis O,

Ortamda yiiksek inorganik
iyon konsantrasyonu

Ortamda yiiksek seker
konsantrasyonu

BBD ve vitamin igeren
ortamlar

Uygun olmayan biiylime
diizenleyicileri

Yiiksek konsantrasyonda
agarla katilagtirilmis ortamlar

Diisiik CO, konsantrasyonu

Karanlikta yiiksek solunum
Yavag-agir1 gelisme

Yaprak cikiginda azalma,
kiiltiirlerde beyazlagsma

Diisiik transpirasyon orani,
stomalarda diizensizlik,
koklenme ve besin aliminda
zorluklar, vitrifikasyon

Koklenmede zorluk, kiiltiirlerde
kahverengilesme, hiicre ve
dokularm 6liimii

Ortamda yiiksek ozmotik basing,
yiiksek etilen iiretimi

Vitrifikasyon ve bazi
diizensizlikler, bakteriyel ve
fungal kontaminasyon, bitki
oliimii

Asirt konsantrasyonlarda
mutasyon ihtimali, somaklonal
varyasyon

Kallus gelisimi, koklenme ve
biiylime bozukluklart

Diisiik O, alimi1, koklenmede
bozukluk

Etilen biyosentezinin uyarilmasi

Cevresel strese hassaslik
Yavag-asiri gelisme

Fotosentezin azalmasi, biiylime
ve gelismenin yavaglamasi

Asir1 transpirasyon, su ve besin
maddesi alim zorlugu.

Kok ¢iiriimesi, yavas gelisme

Biiyiimede gerileme
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1.7. Bern Sozlesmesi

Avrupa’nin Yaban Hayati ve Yasama Ortamlarinin Korunmasi Soézlesmesi 1979
Eylil> {iniin 19. giinii Isvi¢re’nin Bern kentinde imzalanmis ve bu Sozlesme,
09.01.1984 tarih ve 84-7601 sayili Bakanlar Kurulu Karar1 ile onaylanarak
20.02.1984 tarih ve 18318 sayili Resmi Gazete’de yaymmlanmistir (URL 7).
S6zlesmenin amaci; yabani flora ve faunayr ve bunlarin yasama ortamlarini
muhafaza etmek, Ozellikle birden fazla devletin isbirligini gerektirenlerin
korunmasini saglamak ve bu isbirligini gelistirmektir. Bu s6zlesme, yabani flora ve
faunanin korunmasi ve gelecek nesillere aktarilmasi gerekli estetik bilimsel, kiiltiirel,
rekreasyonel, ekonomik ve 6zgiin degerde dogal bir miras oldugunu takdir ederek,
biyolojik dengenin devamliliginda yabani flora ve faunanin oynadigi temel rolii
bilerek, yabani flora ve faunanin birgok tiirlerinin ciddi bigimde tilkenmekte oldugu
ve bazilarmin yok olma tehlikesine maruz oldugunu kaydederek, yabani flora ve
faunanin korunmasinda, hiikiimetlerin ulusal amagclar1t ve programlarinda bunlar
dikkate almasi ve ozellikle gogmen tiirlerin korunmasinda uluslararasi igbirliginin
gerekliligini takdir ederek, kabul edilmistir (Jen, 1999). Avrupa Konseyi, Bern
Sozlesmesine gore 2002 yilinda bu teze konu olan Amsonia orientalis Decne. (syn.
Rhazya orientalis) bitkisini “Florada Kesinlikle Korunmasi Gereken Tiirler”
listesinde bildirmistir (URL 8).

1.8. Uluslararasi Dogay1 Koruma Birligi (IUCN)

IUCN (International Union for Conservation of Nature) Uluslararas1t Dogay1 Koruma
Birligi diinyanin en biiyiikk ve 6nemli doga koruma agidir. IUCN 1948 yilinda
kurulmustur. Merkezi Gland, Isvigre’de bulunur. TUCN’nin 160’dan fazla iilkede,
200°den fazla hiikiimet ve 900’den fazla sivil toplum kurulusu da dahil olmak iizere
toplam 1.100°den fazla iiyesi vardir. [IUCN’in gesitli komisyonlarinda yaklasik 11000

uzmani ve toplam 1000 civarinda ¢alisani vardir (URL 9).

22



IUCN, yeryiizlinlin biyolojik ¢esitliliginin korunmasi ve dogal kaynaklarin
stirdiiriilebilir ve esit sartlarda kullanimi i¢in, diinya toplumlarimi etkilemek, tesvik
etmek ve destek olmak amaciyla ¢alismalar yiiriitiir. Nesli tehlikedeki tiirler, yok
olma tehdidi altindaki bitki ve hayvan tiirleridir. Bu tiirler IUCN’nin iki yilda bir

yayimlanan kirmizi listesinde yer alirlar (URL 10).

1.8.1. IUCN kirmnzi liste siniflari

IUCN Kirmizi1 Liste Smiflar1 ve Olgiitleri, kiiresel tiikenme riskleri yiiksek olan
tiirleri siniflandirmak i¢in kolayca anlasilabilecek bir sistem olarak tasarlanmistir. Bu
sistemin amaci, farkli tiirleri tiilkenme risklerine gore smiflandirmak icin acik ve

nesnel bir yontem olusturmaktir.

IUCN Kirmizi Liste Smiflar1 ve Olgiitlerinin amaglar;

e degisik kisilerce tutarli olarak uygulanabilecek bir sistem temin etmek;

o tiilkenme riskini etkileyen degisik faktorlerin degerlendirilmesi i¢in kolay anlasilir
bir rehberle degerlendirmelerin nesnelligini artirmak;

e birbirinden ¢ok farkl: tiirlerin karsilastirilabilecegi bir sistem saglamak;

e tehdit altindaki tiir listelerini kullananlarin her tiirlin nasil smiflandirildigini

anlamalarini saglamaktir (IUCN, 2001).

Kirmizi Liste Simiflar1 kiiresel olarak tiikkenme tehlikesinde olan taksonlarin dahil
edildigi, o taksonun tiikkenme tehlikesinin derecesini belirten kategorilerdir (Sekil

1.7).
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TUkenmis (EX)

Dogada Tukenmis (EW)

Cok Tehlikede (CR)

Tehdit .
Ahnda Tehlikede (EN)
Zarar Gorebilir (VU)
Degerlendirilebilen Koruma Onlemi Gerektiren (cd)

Tehlike Altina Girebilir (nt)

Az Tehdit
Altinda
(LR)

S— En Az Endise Verici (Ic)

Veri Yetersiz (DD)

Degerlendiriiemeyen (NE)

Sekil 1.7: Kirmiz1 liste kategorilerinin yapis1 (IUCN, 2001)

Kirmizi liste kategorileri (siniflari) sunlardir;

EX - Extinct - Tikenmis: Sayet son ferdinin 6ldiigii konusunda higbir siiphe yoksa
bu takson EX kategorisindedir.

EW - Extinct In The Wild - Dogada Tiikenmis: Takson bulunabilecegi ortamlarda ve
yilin farkli zamanlarinda yapilan ayrintili arastirmalarda bulunamamis yani dogada
kaybolmus ve yalniz kiiltiire alinmis bir sekilde yasamaya devam ediyorsa bu
kategoriye dahil edilir.

CR - Critically Endangered - Cok Tehlikede: Bir takson ¢ok yakin bir gelecekte yok
olma riski altinda ise bu kategoriye konur.

EN - Endangered - Tehlikede: Bir takson oldukga yiiksek bir risk altinda ve yakin bir
gelecekte yok olma tehlikesi altinda ancak henliz CR kategorisinde degilse EN
kategorisinde degerlendirilir.

VU - Vulnerable - Zarar Gorebilir: CR ve EN kategorilerine konmamakla birlikte,
dogada orta vedeli gelecekte yiiksek tehdit altinda olan taksonlar bu kategoriye
konur.

LR - Lower Risk - Az Tehdit Altinda: Yukaridaki gruplardan herhangi birine
konamayan, onlara gore populasyonlari daha iyi taksonlar bu kategoriye konur.

Gelecekteki durumlarina gore tehdit agisindan siralanabilecek 3 alt kategorisi vardir.
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a-(cd) - Conservation Dependent - Koruma Onlemi Gerektiren: 5 yil icinde
yukaridaki kategorilerden birine girebilecek taksonlar.

b-(nt) - Near Threatened - Tehdit Altina Girebilir: VU kategorisine konmaya yakin
adaylar.

c-(Ic) - Least Concern - En Az Endise Verici: Herhangi bir koruma gerektirmeyen ve
tehdit altinda olmayan taksonlar.

DD - Data Deficient - Veri Yetersiz: Bir taksonun dagilim ve bollugu hakkindaki
bilgi yetersiz ise takson bu gruba konur

NE - Not Evaluated - Degerlendirilemeyen: Yukaridaki herhangi bir kriterle
degerlendirilemeyenler (Ekim, 2000).

1.8.2. Tehlike kategorilerinde bulunan bitkilerin diinyadaki durumu
IUCN Kirmiz1 Listesi’nde tehdit altindaki taksonlarin degerlendirildigi ii¢ temel
kategori olan CR, EN ve VU kategorilerindeki bitki taksonu sayilarinin 1996-2011

yillar1 arasindaki degisimi diinyadaki genel durumu géstermektedir (Tablo 1.5).

Tablo 1.5: Tehlike siniflarindaki bitki taksonlarinin diinyadaki durumu (IUCN, 2011)

Tarih
IUCN 1996/98 2000 2002 2003 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Tehlike Sinifi Yillara gore takson sayilari
CR 909 1014 1046 1276 1490 1541 1569 1575 1577 1619 1731
EN 1197 1266 1291 1634 2239 2258 2278 2280 2316 2397 2564
VU 3222 3331 3377 3864 4592 4591 4600 4602 4607 4708 4861

Tabloda gorildiigt tizere sadece CR, EN ve VU kategorilerindeki toplam bitki
taksonu sayist 2011 yili IUCN Kirmiz1 Listesi’ne gore 9156 olarak belirtilmistir.
IUCN Kirmiz1 Listesi’ndeki tiim kategoriler icerdikleri bitki gruplarina gore detayli
olarak incelendiginde ise 2011 yilinda tiim kategorilerde toplam 9156 bitki

taksonunun Kirmizi Liste’de yeraldig goriiliir (Tablo 1.6).
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Tablo 1.6: Herhangi bir tehlike siifinda yer alan taksonlarin baslica bitki gruplarina gére
dagilimi (IUCN, 2011)

Tarih

Bashca 1996/98 2000 2002

2003 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Bitki Gruplan

Yillara gore takson sayilari

Karayosunlari - 80 80
Egreltiler - - -

Agik 142 141 141
tohumlular

Cicekli bitkiler =~ 5186 5390 5492
Yesil algler - - -

Kirmizi algler - - -

80 80 80 80 82 82 80 80
111 140 139 139 139 139 148 163

304 305 306 321 323 322 371 377

6279 7796 7865 7899 7904 7948 8116 8527
- - - 0 0 0 0 0
- - - 9 9 9 9 9

Toplam 5328 5611 5714

6774 8321 8390 8448 8457 8500 8724 9156

Incelenen 15 yil icerisinde herhangi bir tehlike kategorisinde bulunan toplam bitki

taksonu sayisinin 5328 den 9156 ya yiikselmesi ve tehlike kategorilerine dahil olan

cicekli bitki taksonlarinin sayisindaki artig, koruma calismalarinin 6nemini bir kez

daha belirtmesi agisindan 6nemlidir.

1.8.3. Tehlike kategorilerinde bulunan bitkilerin Tiirkiye’deki durumu

Ulkemizin mevcut florasini olusturan taksonlarin durumlarmin belirlenmesi amaciyla

IUCN Kirmiz1 Listesi’ndeki tehlike kategorileri ve Oolgiitlere gore hazirlanmis

Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi’'nda yurdumuzdaki endemik ve endemik olmayan

bitki taksonlar1 dahil olduklar tehlike kategorilerine gore siiflandirilmistir (Tablo

1.7).

Tablo 1.7: Tiirkiye florasinda bir tehlike sinifina dahil olan takson sayilar1 (Ekim, 2000)

Takson

Tehlike Kategorisi

bzellisi EX EW CR EN VU LR(c) LR(cd) LR(nt) DD NE

Endemik 12 - 171 774 688 769 470 347 270 3
End. Olmayan 1 - 10 69 769 - - - 244
Toplam 13 - 181 843 1457 769 470 347 514

Tirkiye Avrupa iilkelerinin toplam alaninin onbeste biri kadar bir sahaya sahip

olmasma karsin, Avrupa toplam 12000 adet egrelti ve tohumlu bitki ile 2750 adet

endemik tlire sahipken, toplam say1 iilkemizde 9000 civarinda olup bunlardan

yaklasik 3000 adedi tilkemize has, yani endemiktir (EKim, 2000).
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Floramizda bulunan bitkilerin tehlike kategorilerine gore dagilimmna bakildiginda
toplamda 4600 takson bir tehlike kategorisinde bulunmaktadir. Bu say1 iilkemiz
florasindaki toplam takson sayisinin yaklasik yarisina denk gelmekte ve bu durum

iilkemizde koruma ¢alismalarina duyulan ihtiyaci ortaya ¢ikarmaktadir.

Mevcut tez ¢calismasinda; Avrupa ve Tiirkiye 6lgeginde tiikenme tehlikesinde olan ve
CR (Cok Tehlikede) kategorisinde yer alan, Apocynaceac (Zakkumgiller)
familyasina mensup, Amsonia orientalis Decne. bitkisinin in vitro ¢ogaltiminda farkli
konsantrasyonlarda  kullanilan  bitki  biliylime diizenleyicilerinin  etkilerinin
incelenmesi ve ayrica bitkinin yiiksek miktarda c¢ogaltilmasi amaglanmistir.
Literatiirde s6z konusu bitki {izerinde bu amaglar1 tasiyan bir calisma daha once

yapilmadigindan, mevcut calisma 6ncii niteligindedir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Bitkinin Genel Ozellikleri

Amsonia orientalis Decne., Apocynaceae (Zakkumgiller) familyasina mensup bir
tirdiir. Bu familya hemen hemen kozmopolittir fakat bazi 1liman bolgelerdeki kimi
temsilcileri nedeniyle genellikle tropikal olarak nitelendirilir. Pek ¢ogu siis bitkisidir.
Bazi tirler kauguk (Funtumia, Landolphia) ve drog eldesinde (Strophanthus,
Acokanthera, Catharanthus, Rauwolfia) kullanilir. Birgok tiirti zehirlidir (Raffauf,
1996). Apocynaceae familyasi, genelde siit seklinde salgilari olan (lateks) otlar
calilar veya kiiclik agaclardan olusur. Familya iiyelerinde yapraklar zit veya
halkavari dizilis gosterir. Almasik dizilis daha az goriiliir. Ayrica yapraklar stipulsuz
ve basittir. Cigek tek olarak yaprak koltuklarinda veya kimoz seklinde olup bazen
panikiil olusturmaktadir. Cigek kisimlari beslidir. Kaliks kaideye yakin kisma kadar
5 loblu ve kalici, korolla kampanamsi, hunimsi veya tip kismi uzun rozet
seklindedir. Bes lobun kivrilmig olarak bulundugu tomurcuk imbrikittir. Stamen
sayist 5 ve korollaya bitisiktir. Ovaryum 2 serbest karpelli veya karpeller kaideye
yakin kisimda bitisik, yukarida ise genis ve degisik bas goriinlimiine sahip, stigmasi
bulunan tek stilus seklinde bitismislerdir. Meyve iki folikiile ayrilmakta, bazen
indirgenme sonucu tek folikiil gelismektedir. Amsonia orientalis, tibbi potansiyeli ve
ekonomik degeri olan, 30-60 cm boyda, latekse sahip, dalli, ¢ok yillik bir bitkidir
(Sekil 2.1). Ulkemizde “mavi yildiz, mavi cigek ve dogu razyasi” gibi isimlerle

anilmaktadir.
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Sekil 2.1: Amsonia orientalis’in ¢igekleri ve meyveleri

Yapraklar1 neredeyse sapsiz, dar yumurtamsi veya mizragimsi, 3-7 x 0,5-3,5 cm,
taban1 kama seklinde veya yuvarlak, u¢ kismi dar veya sivri uglu, kenar1 ve yaprak
orta damar1 haricinde tliylidiir. Geng yapraklar genelde tiiyliidiir ve birgok yan
damara sahiptirler. Cicek oOrtiisii yogun veya seyrek olabilir fakat bol cigeklidir.
Kaliks 2-3 mm dir. Korolla yildiz seklinde, soluk veya parlak mavidir. Cigek rengi
mavi-lavanta olabilir. Korolla tiibii yaklasik 10-12 mm ve loblart 4-55 mm
uzunlugundadir (Sekil 2.2). Tohumlari 3-5 cm. uzunlugundaki meyvelerin iginde
olusurlar ve 6-8 mm. boyundadirlar (Davis, 1978; Darke, 2005). Bitkinin yapraklari
bifasiyaldir. Epidermis bir katmanli hipodermis ise yoktur. Palizat parankimasi
stinger parankimasi ve epidermis arasinda iki katman halinde uzanir. Anatomik
yonden yapraklar hipostomatiktir ve stomalari amaryllis tiptir (Akyalgin ve dig,
2006).

Sekil 2.2: Amsonia orientalis ¢igeginin genel goriiniisii
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Sistematik hiyerarsisi su sekildedir; Alem: Plantae
Sube: Magnoliophyta
Siif: Magnoliopsida
Takim: Gentianales
Familya: Apocynaceae
Cins: Amsonia

Tur: Amsonia orientalis

2.2. Ekonomik ve Tibbi Onemi

Amsonia orientalis parlak mavi-mor ¢igeklere sahip ¢igek durumundan dolay1 Bati
Avrupa ve Amerika'daki bahgelerde siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir. Amsonia
tirleri diger Apocynaceae (Zakkumgiller) familyasi iiyeleri gibi lateksli govdeye
sahiptirler. Nerium gibi kimi akrabalarinin lateksi zehirli alkaloitlere sahip olsa da
Amsonia tiirlerinin lateksi nisbeten zehirsizdir. Bu lateksin insanlara karsi zararh
oldugu bilinir fakat bitkinin geyik ve diger memeliler tarafindan yenmesine engel
olur. Bu durum da bitkinin bahgelerde, peyzaj diizenlemelerinde kullanilmasinda
avantaj saglar (Darke, 2005). Itoh ve dig. (2002), A. orientalis {izerine yaptiklart bir
calismada 6 yeni flavonoid glikozit izole etmislerdir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: A. orientalis’ten izole edilen 6 yeni flavonoid glikozit (Itoh, 2002)

Tanmmlanan Yeni Flavonoid glikozit

1 quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—2)]-(4-
O-trans-p-coumaroyl)-B-D-galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside

5 quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—2)]-(3-
O-trans-p-coumaroyl)-f-D-galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside

3 isorhamnetin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—2)]-(4-
O-trans-p-coumaroyl)-f-D-galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside

4 isorhamnetin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—2)]-(3-
O-trans-p-coumaroyl)-B-D-galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside

5 isorhamnetin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—2)]-(4-

O-cis-p-coumaroyl)-p-D-galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside
6 isorhamnetin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—6)-[a-L-rhamnopyranosyl(1—2)]-(4-
O-trans-feruloyl)-B-D-galactopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside
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Flavonoidler dogada bir¢ok bitkide, yaygin olarak bulunan diisiik molekiil agirlikls,
bifenolik bilesiklerdir. Bu gruba dahil olan glikozitler (flavonoid glikozitler)
kardiyovaskiiler sistem diizenleyicileri olarak ¢ok eskiden beri kullanilmaktadir.
Flavonoidlerle in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢alismalar bunlarin kansere karsi
koruyucu  birgok  mekanizmada rol oynadigim1  gOstermistir.  Bunlar;
Ostrojenik/antiostrojenik aktivite, antiproliferasyon, hiicre siklusunun durdurulmasi
ve apoptozisin indiiksiyonu, oksidasyonun engellenmesi, deoksifikasyon
enzimlerinin indiksiyonu, immun sistemin diizenlenmesi ve hiicre i¢i sinyal
iletimindeki degisikliklerdir (Atasever, 2003). Bu baglamda A. orientalis’in

flavonoid igeriginin dnemi ortaya ¢ikmaktadir.

A. orientalis kokleri tizerine yapilan bir ¢alismada sekologanine rastlanmistir.
Sekologanin isopirenoid glikozit olan bir biyoanahtardir. Cesitli biyosentez
yolaklarinin merkez pozisyonunda bulunur ve diger bircok dogal {iriiniin baslangi¢
bilesigidir (Lengyel, 1986). Ozellikle A. orientalis iizerinde alkaloit igerigi yoniinden
onemli calismalar yapilmis ve bu taksonun 12 cesit alkaloit bulundurdugu rapor
edilmistir (Tablo 2.2). Bu alkaloitlerin bir kismi1 antikanser 6zellikleriyle tibbi 6neme
sahiptirler (Ozen, 2006).

Tablo 2.2: A. orientalis’in alkaloit igerigi (Rahman ve ark., 1989)

Alkaloit Kimyasal Formiilii
1 Tabersonine C21H24N20,
2 15,20,15",20 -Tetrahydropresecamine Cs2Hs6N4O4
3 15,20,15",20°-Tetrahydrosecamine Ca2H56N4O4
4 Secamine Ca2H52N4Oy
S Vallesiachotamine Ca1H22N203
6 Picralinal C21H22N,04
7 Picrinine CaoH22N,03
8 Tetrahydrosecodin-17-ol Ca1H3oN203
9 Dihydrosecodin-17-ol Ca1H2sN205
10 Tetrahydrosecodine Ca1H3oN20,
11 5-a-Carboxystrictosidine CasH34N,011
12 Strictosidine C27H34N20g
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2.3. Avrupa ve Tiirkiye’deki Yayilis Alanlari

Amsonia orientalis Tirkiye’de ve Yunanistan’in Kuzeydogusu’nda dogal olarak
yayilis gostermektedir (Tutin ve dig., 1968). Davis (1978), tiirlin Tirkiye ve
Yunanistan’da yayilis gosterdigini fakat Yunanistan’daki populasyonun tiikenmeye
yakin oldugunu rapor etmistir. Yunanistan populasyonunun halen yayilis
gosterdigine dair yakin tarihli bir floristik kayida rastlanmadigindan, A. orientalis’in

Yunanistan’da tiikenmis olma ihtimali oldukga ytiksektir.

A. orientalis i¢in iilkemizde ise Apolyont (Uluabat) Gélii, istanbul Menekse Deresi
(Halkal1) ve Balikesir Hidirlik Tepe olmak iizere toplam ti¢ lokalitede bulundugu
bildirilmektedir. Yapilan arazi ¢alismalarina goére A. orientalis Tiirkiye’de sadece
Balikesir ilinde bulunmus fakat daha sonra Omerli Havzasi’nda kiiciik bir
populasyonun yayilis gosterdigi rapor edilmistir (Sekil 2.3). Bitki Balikesir ilinde
yaklasik 10 km? alanda yayilis gostermektedir (Akyalcin ve dig., 2006).

o e e,
pYe o "_s\qn us C_m Omerli Havzasi
J T e
, ° =
vl / T e & o/ Ankara o
\y  Yunanistan = m Balikesir i
g TOrkiye

A ] Akdeniz
(J‘\lf

Sekil 2.3: Amsonia orientalis’in diinyadaki yayilist

Arazi ¢alismalarinda bitkinin bulundugu lokaliteler ve bunlarin GPS koordinatlari
sOyledir; Balikesir Gazi Osman Pasa (175 m., N 39° 37° 26,37, EO 27° 52’ 05,77),
Adnan Menderes (261 m., N 39° 38’ 56,2” , EO 27° 51’ 06,2”) ve Pasaalani
Mahallesi (119 m., N 39°39° 54,5” , EO 27° 54° 26,0”) (Ozen, 2006).
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Bitkinin bu alanlarda oldukc¢a lokal populasyonlar halinde bulundugu tespit
edilmistir. Tiir, Tirkiye’de de ¢ok nadir veya neredeyse tiikenmek iizeredir (Davis,
1978). Mavi yildiz bitkisinin tiilkenme tehlikesinde olmasinin en 6nemli nedeni,

dogal yayilis alanlarinin yerlesim alani sinirlarinda kalmasidir.

2.3.1. Balikesir’in iklimi

Amsonia orientalis’in en fazla bulundugu dogal yayilis alan1 olarak Balikesir Ili’nin
iklimsel ozellikleri bitkinin hangi ekolojik sartlar altinda gelisim gosterebildiginin
bilinmesi igin 6nemlidir. Balikesir Akdeniz ikliminin etkisindedir. ilde 5. ayn
baglarindan 9. ayin sonlarina kadar devam eden uzunca bir kurak devre
bulunmaktadir. Ayrica ilde donlu aylar bulunmayip muhtemel donlu aylar ise 1., 2.,
3.,4.,10., Il. ve 12. aylara denk gelmektedir (Sekil 2.4)

a

B alkesi
60 - [363[33?[ 147 m. 1450C BE2.7 mm. - 120
c d b e f
50 | 4 100
40 | 1 80
30 | 1 60
| =]
20 4 40
10 | 4 20
0 | | | | | | | | | | | o
I 1 n v VoV VI VI X X X X

Sekil 2.4: Balikesir’in iklim diyagrami
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2.4. Apocynaceae Familyasina Ait Doku Kiiltiirii Calismalari

Kanchanapoom ve dig. (2010), cesitli konsantrasyonlarda NAA ve BA ile
desteklenmis MS besi ortami Kullanarak Adenium obesum bitkisini siirgiin ucu
kiiltiiriiyle ¢ogaltmayr basarmislardir. Eksplant basina en yiliksek sayida siirgiin
olusumunu 5,20 + 1,10 siirgiin ile 22,2 uM N°-benzyladenine (BA) uygulamasinin
sonucunda elde etmislerdir. Ayrica 9%0,3 aktif komiir ile desteklenmis fakat herhangi
bir BBD igermeyen MS besi ortaminda en yiliksek hayatta kalma ve kdklenme orani
gozlemislerdir. Cogaltilan bitkiler ve dogal habitatinda tiremis bitkiler arasinda DNA

icerigi yoniinden fark bulunmamustir.

Choi ve dig. (2003), Catharanthus roseus’un 22 kiiltivarinin hipokotil eksplantlarini,
adventif siirgiin olusturma yetkinliklerini degerlendirmek i¢in ¢esitli siirgiin uyarici
besi ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Denemelerde kullanilan MS besi ortamlarini,
14 uM zeatin ve 2,5 uM indol-3-butirik asit (IBA), 4,5 uM BA ve 0,5 uM a-naftalen
asetik asit (NAA) veya 14 uM thidiazuron (TDZ) ve 2,5 uM IBA ile
desteklemislerdir. Calismanin sonunda “Cooler Raspberry Red” kiiltivari, 14 uM
zeatin ve 2,5 uM NAA ortaminda en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu (%86,7)

gostermistir.

Diger bir ¢alismada ise Nishitha ve dig. (2006), Chonemorpha grandiflora’nin
koltukalti tomurcuklarindan in vitro ¢ogaltimimi yapmislardir. Siirgiin uyarilmasi i¢in
13,3 uM BA ve 2,46 uM IBA kombinasyonu ile desteklenmis MS besiyeri en iyi
sonucu vermistir. Besi yerinde IBA varliginda ortama AgNO; (Gilimiis nitrat)
eklenmesi koklerin say1, uzunluk ve dallanmasini arttirmigtir. Ayrica siirglin uglari
0,49 uM IBA ve 11,7 uM AgNOQOs; iceren besi yerinde enkapsiile edilmis ve bunlarin
%95°1 tam bitkicik haline gelmistir.

Raha ve Roy (2001), odunsu, aromatik ve tibbi bir bitki olan Holarrhena
antidysenterica’yr koltukaltt1 tomurcuklar1 igeren nodal segment eksplantlari
kullanarak in vitro ortamda gogaltmiglardir. Bu ¢alismada, 15 uM konsantrasyonda
kullanilan BA, 30 giinliik kiiltiir stireci sonunda eksplant basina 43 mikro siirgiin ile

en iyi silirgiin gelisim oranini saglamistir. Nodal eksplantlar tekrar alt kiiltiirlere

34



alinarak bitkinin yiiksek sayida iiretimi amaclanmistir. Koklendirme igin ise en
uygun ortam, mikro siirgiinlerin %80’inde koklenmeyi saglayan 35 uM IBA ile
desteklenmis MS ortamidir. Mallikarjuna ve Rajendrudu (2009), ayn1 bitkide nodal
eksplanttan siirgiin rejenerasyonunu 2 mg/l BA ile desteklenmis MS ortaminda en
yiiksek sayida (40,1 £+ 0,54) oldugunu gostermislerdir. Ayrica ex vitro koklendirme
denelemeri yapmislar ve siirgiinleri 2 dakika boyunca 2 mg/l IBA soliisyonunda

bekletip sertlestirme ortamina bitkiyi aktarmislardir.

Biondo ve dig. (2007), tiikkenme tehlikesi altindaki Brezilya endemigi Mandevilla
velutina bitkisinin tohumlariin ¢gimlenmesinden 90 giin sonunda gelisen bitkilerden
aliman nodal eksplantlar1 in vitro kiiltire alarak bitkinin  gogaltimini
gerceklestirmislerdir. Eksplantlar ¢esitli konsantrasyonlarda BA, Zeatin, [2-
izopentenil]-adenin (2ip), DL-Dithiothreitol (DTT) ve TDZ destekli MS besi
ortaminda kiiltiire alinmis, govde basina en fazla tomurcuk 0,44 uM BA ile

desteklenmis ortamda 6,74 tomurcuk olarak gézlemlenmistir.

Bhatt ve dig. (2008), Reserpin, Ressinamin ve Yohmbin gibi norolojik hastaliklarin
tedavisinde kullanilan alkaloitleri iceren Rauwolfia serpentina bitkisini yaprak ve
govde eksplantlarindan in vitro ortamda gogaltmislardir. iki farkli kombinasyonda,
2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) + 2-benzilaminopiirin (BAP) ve IBA + BAP
BBD’leri ile destekledikleri MS ortaminda direkt rejenerasyon ve kallus olusumu
lizerine yapilan caligmada direkt rejenerasyon yaprak ve gdvde eksplantlarindan,
kallus olusumu ise apikal ve nodal eksplantlardan saglanmistir. 0,125 mg/l IBA + 1,0
mg/l BAP konsantrasyonu direkt rejenerasyon ve kallus olusumu igin en iyi sonucu

vermistir.

Fard ve dig. (2008), toprak iistii kisimlar1 Vinkamin, izovinkamin ve Vinsin gibi
alkaloitleri iceren Cezayir Meneksesi (Vinca minor) iizerine yaptiklart doku kiiltiirii
caligmasinda, arazide yetisen V. minor’un tek nod (bogum) eksplantindan siirgiin
rejenerasyonunu - WPM  tuzlarn (Loyd ve McCowan, 1980), MS vitaminleri
(Murashige ve Skoog, 1962), %3 siikroz, %0,8 agar igeren ve farkli
konsantrasyonlarda BAP ile NAA ile desteklenmis besi ortamlarinda
gerceklestirmislerdir.
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En yiiksek siirglin rejenerasyonunu (eksplant basina 5,6 stirgiin) 7,21 mg/l BAP ve
0,0186 mg/l NAA konsantrasyonu ile desteklenmis besi ortaminda elde etmislerdir.

Oliveira ve dig. (2003), Brezilya’nin giineyinde nadir rastlanan bir tiir olan
Tabernaemontana fuchsiaefolia’nin siirglin ucu ve hipokotil eksplantlarindan siirgiin
olusumu ve gelisiminin tesviki i¢in floroglusinol (1,3,5-hidroksibenzen) ile
desteklenmis farkli konsantrasyonlardaki BAP ve Kinetin kombinasyonlar1 igeren
besi ortaminda kiltiire almiglardir. Eksplant basma diisen siirglin sayisinda
Kinetin’in BAP’tan daha etkin oldugunu goézlemlemislerdir. Tepe ve koltukalti
tomurcuklarindan siirgiin olusumunda floroglusinoliin olumlu etkisi gozlemlenmistir.
Koklendirme ortaminda IBA yoklugunda, sadece 100 mg/l floroglusin ilavesiyle

koltukalti tomurcuklarindan olusturulan siirgiinlerin %26’s1 koklendirilmistir.

2.5. Amsonia Cinsine Ait Doku Kiiltiirii Calismalar:

Omar (1989), Rhazya stricta’da kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu flizerine
yaptigi ¢alismada R. stricta tohumlarint GAj ile desteklenmis MS besi ortaminda
¢imlendirmeyi basarmistir. IAA destekli besiyerinde R. stricta koklerini kiiltiire
almig ve tim eksplantlar yiiksek miktarda kallus ve yeni kok siirglinleri
olusturmustur. NAA veya 2,4-D ile destekli besi ortamlarinda ise hem gévde hem de
yaprak eksplantlarindan yumusak ve kirilgan kalluslar elde etmistir. Govdeden elde

edilen kalluslardan NAA destekli besi ortaminda bitki rejenerasyonu saglanmistir.

Oz ve dig. (2008) Amsonia orientalis’in doku kiiltiirii ile cogaltilmas: iizerine
yaptiklar1 c¢alismada bitkinin tohumlarmmi 100 pM Sodyum nitroprussid’i (SNP)
¢Ozeltisi igerisinde 12 saat bekletmisler ve sonrasinda MS besi ortaminda
¢imlendirmiglerdir. SNP tohum dormansisini kirabilmek i¢in Nitrik oksit (NO)
vericisi olarak kullanilmistir. Tohumlarin ¢imlenme yiizdesi %15 olarak
belirlenmistir. 4 haftalik bitkiciklerden alinan gévde eksplantlart 1 mg/l IBA + 0,5
mg/l Kinetin ortamina aktarilmis ve siirgiinlerin biiytimesinde %33 oraninda basari
saglanmistir. Aymi kiiltir ortaminda 8 hafta sonunda eksplantlarin %151
koklenmistir. Kallus olusumu ise 2 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA ortaminda, govde

eksplantlarindan saglanmistir. Bu g¢alisma A. orientalis’in bitkinin tohumlarinin
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¢imlendirilmesinden elde edilen bitkiciklerin eksplant kaynagi olarak kullanilarak
doku kiiltiirii ile gogaltimi {izerine yapilmis olan bir ¢alismadir. Literatiirde bu tiiriin
doku kiiltiirii ile ¢ogaltimi {izerine farkli bitki biliylime diizenleyicilerinin farkl
konsantrasyonlarinin etkileri lizerine yapilmis ve eksplant kaynagi olarak arazide

yetisen olgun bitkilerin kullanildig1 herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadar.
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Bitki Materyali

Bu tez calismasinda kullamlan bitki materyali, Kocaeli Universitesi Umuttepe
Yerleskesi igerisinde bulunan, Amsonia orientalis’in Tiirkiye’de dogal yayilis
gosterdigi tiim lokalitelerden toplanmis bireylerinin koruma altina alindigi 6zel

koruma parselindeki Gazi Osman Pasa lokalitesine ait bireylerden saglandi.

3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.2.1. Deneysel ¢calismalarda kullanmilan cihazlar

*[siticili Magnetik Karistirict (H+P Labortechnik VVariomag/Powertherm)
* pH Metre (Inolab WTW Series pH 720)

* Hassas Terazi (AND GR-200)

* Distile Su Cihaz1 (GFL 2001/4)

* Laminar-Hava Akisli Kabin (Tez-San Class 1)

* Otoklav (HMC Hiclave HG-80)

* Bitki Biiyiitme Kabini (Sanyo MCR-351H)

* Mikropipet (20uM, 200uM, 1000uM) (Eppendorf)

* Buzdolab1 (+4°C) (Argelik 5243 NEB)

* VVakum Filtrasyon Sistemi (Sartorius Millipore)

* Mikrodalga firin (Argelik)

3.2.2. Deneysel calismalarda kullamlan kimyasallar

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1: Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler

Madde Ad1 Uretici Firma Katalog No
Murashige & Skoog Bazal Tuz Karisimi (MS vitaminli) Duchefa M0222
6-benzilaminopiirin Duchefa B0904
Kinetin Sigma K3378
2,4-diklorofenoksi asetik asit Sigma D7299
Indol-3-biitirik asit Sigma 57310
Indol-3-asetik asit Fluka 57333
Siikroz Duchefa S0809
Tween 20 Duchefa P1362
Sodyum hidroksit Sigma S8045
Hidroklorik asit Sigma H1758
Etanol Tek-Kim TK.200655
~%5 Sodyum hipoklorit Unilever -
Agar Duchefa P1001

3.3. Deneylerde kullanilan Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltileri

3.3.1. 6-benzilaminopiirin (BAP) ana soliisyonu

BAP 50 mg
1IN NaOH 3aml
deO 47 ml

3.3.2. Kinetin (Kn) ana soliisyonu

Kinetin 50 mg
1N NaOH 3mi
deO 47 ml

3.3.3. 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ana soliisyonu

2,4-D 50 mg
EtOH 3ml
dH,0 47 ml
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3.3.4. Indol-3-biitirik asit (IBA) ana soliisyonu

IBA 50 mg
EtOH 3ml
deO 47 ml

3.3.5. indol-3-asetik asit (IAA) ana soliisyonu

IAA 50 mg
EtOH 3aml
dH,0 47 ml

3.4. Besi Ortamm ve I¢erigi

Deneysel caligsmalarda besin ortami olarak Murashige & Skoog tarafindan onerilen

MS besi ortam1 kullanildi. Kullanilan besi ortami %3 siikroz ve farkli kombinasyon

ve konsantrasyonlardaki ¢esitli BBD’ler ile desteklendi, %0,8 agar ile katilagtirildu.

MS besi ortaminin igerigi Tablo 3.2°de belirtilmistir.

Tablo 3.2: MS besi ortaminin igerigi

Bilesenler Besi Ortamlarindaki Konsantrasyon (mg/l)
KNO; 1900
NH;NO; 1650
NH;H,PO, -
(NH4);SO,4 -
MgSO,.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
Ca(NO3),.4H,0 -
KCI -
KH,PO, 170
NaH,PO,.H,0 ]
NaH,PO, -
Na,SO, -
MnSQ,4.H,0 -
MnSQ,.4H,0 22,3
KI 0,83
H3;BO3 6,2
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Tablo 3.2 (Devam): MS besi ortaminin icerigi

Bilesenler Besi Ortamlarindaki Konsantrasyon (mg/l)
ZnS0,.7H,0 8,6
CuS0,.5H,0 0,025

Na,Mo00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
FeS0O,.7H,0 27,8

Fe2(SOy4)s -

Na,EDTA 37,3
Nikotinik asit 0,5

Pridoksin-HCI 0,5

Thiamin-HCI 0,1
Biotin -
Folik asit -

myo-inositol 100
I-inositol -
Glisin 2

Sakkaroz 30000

3.5. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bitki biiylime diizenleyicilerin stok c¢o6zeltilerinin  hazirlanmasi i¢in  orijinal
ambalajinda toz haldeki BBD’lerden bir miktar alinarak bir aliiminyum folyonun
tizerine konuldu ve hassas terazi ile 50 mg tartildi. Topak halinde bulunan 2,4-D gibi
BBD’ler tartilmadan 6nce bir petri kabina alind1 ve bistiiri ucu ile ezilerek toz hale
gelmesi saglandi. Tartilan BBD’ler 100 ml hacimli kapakli siselere konuldu.
Uzerlerine her BBD’nin kendi ¢oziiciisiinden 3 ml eklenerek ¢oziinmeleri saglandi.
Olusan ¢ozeltinin tizeri 50 ml’ye distile su ile tamamlandi. Boylece ¢6zeltinin her
mililitresinde 1 miligram BBD bulunmasi saglandi. IBA gibi 1518a duyarli BBD’lerin
stok ¢ozeltilerinin siselerinin etrafi aliminyum folyo ile sarildi. 2,4-D disindaki diger
BBD’ler steril edilirken sicaklik etkisiyle etkinliklerinde azalma olmamasi i¢in, 0,22
UM por capl filtre ile sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besi ortamlarina eklendi.
Tiim BBD stok ¢ozeltileri + 4 °C’de buzdolabinda saklandi ve her iki ayda bir

yenilendi.
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3.6. Deneysel Calismalarda Kullanilan Besi Ortamlar:

Bu tez c¢alismasinda olgun eksplantlarin kiltiirinde kullanilan siirgiin gelisimi
ortamlarinda 2,4-D + BAP, IAA + Kn ve IAA + BAP kombinasyonlarinin 16 farkl
konsantrasyonu, elde edilen geng siirgiinlerin besi ortamlarinda ise olgun
eksplantlarin kiiltiirtindeki her kombinasyonda en iyi sonucu veren 3 konsantrasyon
secilip kullanildi. Bu denemelerde ayrica herhangi bir BBD ile desteklenmemis
(bazal) MS besi ortam1 (MSO0) ve tek basina 3 farkli konsantrasyonda BAP kullanildi.
(Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Siirgiin gelisimi ortamlarinda kullanilan besi ortamlari

Besi Ortamn  BBD Kombinasyonu Kaullanilan Konsantrasyonlar (mg/l + mg/l)
MSO0 - -
MS1 05+0,5
MS2 1,0+0,5
MS3 15+0,5
MS4 20+05
MS5 05+1,0
MS6 1,0+1,0
MS7 15+1,0
MS8 2,4-D + BAP 20+1,0
MS9 05+15
MS10 1,0+15
MS11 15+15
MS12 20+15
MS13 05+20
MS14 1,0+2,0
MS15 15+2,0
MS16 20+20
MS17 05+0,5
MS18 1,0+0,5
MS19 15+0,5
MS20 2,0+05
MS21 IAA + BAP 05+1,0
MS22 1,0+1,0
MS23 15+1,0
MS24 20+1,0
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Tablo 3.3 (Devam): Siirgiin gelisiminde kullanilan besi ortamlari

Besi Ortaamm  BBD Kombinasyonu Kullanilan Konsantrasyonlar (mg/l + mg/l)
MS25 05+15
MS26 1,0+15
MS27 15+15
MS28 IAA + BAP 20+15
MS29 05+20
MS30 1,0+2,0
MS31 15+2,0
MS32 2,0+2,0
MS33 05+0,5
MS34 1,0+0,5
MS35 15+05
MS36 2,0+0,5
MS37 05+1,0
MS38 1,0+1,0
MS39 15+1,0
MS40 IAA + Kn 20+1,0
MS41 05+15
MS42 1,0+15
MS43 15+15
MS44 20+15
MS45 05+2,0
MS46 1,0+2,0
MS47 15+20
MS48 20+2,0
MS49 0,5
MS50 BAP 1
MS51 2

Koklendirme ortamlarinda ise bazal MS besi ortaminin yani sira bazal 2MS ortami
da denendi. MS ortamlarinda 10 farkli konsantrasyonda [AA ve IBA, 2MS
ortamlarinda ise bu BBD’lerin sadece 1, 3 ve 5 mg/l konsantrasyonlar1 kullanildi
(Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: Koklendirmede kullanilan besi ortamlari

Besi Ortamm BBD Kullanilan Konsantrasyonlar (mg/1)
>"MSkO
MSkO
MSk1 0,5
MSk2
MSk3
MSk4 IAA
MSK5
"M Sk6
>MSk7
"MSk8
MSk9 0,5
MSk10
MSk11
MSk12 IBA
MSk13
2MSk14
>MSk15
2MSk16

g W Fkr O w N

g W Fk O w NN

3.7. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Calismalarda kullanilan laminar hava akisl kabinin i¢ ylizeyi %70 EtOH ile silindi.
UV lambasi agilarak 30 dakika ¢alisir konumda bekletildi. Magenta GA-7 kaplar1 ve
cam malzemeler yikanip distile sudan gegirildikten sonra kurutuldu ve ikili gruplar
halinde buzdolab1 posetlerine konularak posetlerin agzi otoklav bandi ile kapatildi.
Bistiiri sap1, pens ve cetvel gibi metal malzemeler aliiminyum folyolara sarildi.
Mukavva kesme tablasi, icerisine yerlestirilen kurutma kagitlari ile birlikte buzdolab1
posetine konularak posetin agz1 otoklav bandi ile kapatildi. Bu malzemeler otoklavda
121 °C, 1,2 kg/cm2 basing altinda 20 dakika sterilize edildi. Deneyler sirasinda
kullanilan distile su ve besi ortamlarimi iceren kapakl siseler igerdigi sivi hacmine
gore artan siirelerde 121 °C, 1,2 kg/cm? basing altinda otoklavda sterilize edildi.
Sicaklikla yapist bozulabilecek veya etkinligi azalabilecek BBD’ler 0,22 uM por
capli steril Millipore siringa ucu filtreleri ile sterilizasyona tabi tutuldu. Steril kabin
icerisinde c¢alismaya baslamadan Once eldiven giyildi ve eller %70 EtOH

puskiirtiilerek steril edildi. Belirli araliklarla bu islem tekrarland.
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Calisma esnasinda pens ve bistiiri ucu her kullanimdan sonra %70 EtOH’a batirildi

ve birkag kez alevden gecirilip yakilarak steril edildi.
3.8. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

Calismalarda, MS vitaminleri igeren hazir MS besin tuzunun tam ve yart giiglii
konsantrasyonlari ile hazirlanmis besi ortamlar1 kullanildi. Kullanilan tiim maddeler
o/l, mg/l ve/veya (w/v) yiizde cinsinden ifade edildi. Hassas teraziye konan bir
aliminyum folyo tizerinde MS tuzundan 200 ml besiyeri i¢in 0,88 g (1 1 besi ortami1
icin 4,4 g) tartildi. Tartilan MS tuzlar bekletilmeden igerisinde 20 ml distile su
bulunan ve manyetik karistiricida karistirllmakta olan kapakli siselere aktarildi.
Aktarilan MS tuzu ¢6ziindiikten sonra hassas terazi kefesine yerlestirilern bagka bir
aliminyum folyo iizerinde 6 g siikroz (1 1 besin ortami i¢in 30 g) tartilarak
karigtirilmakta olan sisenin igerisine aktarildi. Olusan hacim distile su ile 200 ml’ye
tamamlandi. 0,5 N HCI ve 0,5 N NaOH ile ¢ozeltinin pH’1 5,7 £ 1°e ayarlandi. Son

olarak katilagsmayi1 saglamasi amaciyla ¢ozeltiye 1,6 g agar eklendi.
3.8.1. Besi ortamlarmnin sterilizasyonu

Besi ortami 1,2 kg/cm2 basing altinda 20 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Farkli
hacimlerde hazirlanan besi ortamlarinin hazirlandiklar1 hacim gz oniine alinarak

otoklav siireleri ayarlandi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Stvi hacmine gore otoklav siireleri

Kap cinsi Sivi Hacmi  Siire (d)
Test tiipleri 5-15 ml 15
500 ml erlen 250-350 ml 20
1 litre erlen 500-750 ml 25
2 litre erlen 1-1,5 litre 30
5 litre erlen 2-3 litre 35
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3.8.2. Besi ortamlarinin magenta kaplarina aktarim

Otoklavda steril edilen, igerisinde ikili gruplar halinde Magenta GA-7 kaplarinin
bulundugu buzdolab1 posetleri iizerlerine %70 EtOH piiskiirtiilerek steril edildi ve
steril kabin igerisinde ¢alisilacak boliimden uzak bir kosede muhafaza edildi.
Otoklavlanarak steril edilen besi ortamlarinin yaklasik 40 °C’ye kadar sogumalari
beklendi. Soguma islemi icin kapakli siselerin iizeri 6nce %70 EtOH piiskiirtiilerek
dezenfekte edildi ve steril kabin igerisinde muhafaza edildi. Ardindan 6nceden
belirlenmis ve hazirlanmis olan stok BBD’leri filtre sterilizasyonuna tabi tutularak
steril kabin igerisinde siselerin icerisindeki besi ortamlarina aktarildi. Siseler
icerisindeki besi ortamlar1 kopiirmeyecek sekilde calkalanarak karistirildi.
Karistirllan besi ortamlar1 siselerin bogazi alevden gecirilerek Magenta GA-7
kaplarina her bir kapta 50 ml olacak sekilde aktarildi ve kaplarin kapaklar1 parafilm
ile sarildi. Bu islemlerden sonra kaplar 3 giin inkiibasyona birakildi. Herhangi bir

calisma hatasindan dolay1 kontamine olan ortamlar kullanilmadi.

3.9. Yetiskin A. orientalis Bireylerinden Eksplantlarin Alinmasi

Koruma parselinde dogal olarak c¢ogalmasi saglanan farkli lokalitelere ait
populasyonlardan Gazi Osman Pasa populasyonu bireylerinin olgun govdeleri
budama makasi ile kesilerek laboratuvar ortamina getirildi. Gévdelerin esit uzunluk
ve ¢apta olmalarina ayni1 zamanda hastaliksiz olmalarina dikkat edildi. Nodlara zarar
vermeyecek sekilde yapraklar petiolden kesilerek govdeden uzaklastirildi. Govdeler

tozdan arindirmak i¢in 5 dakika akan musluk suyunda yikandi.

3.10. Uygun Sterilizasyon Prosediiriiniin Olusturulmasi ve Eksplantlarin Yiizey

Sterilizasyonu

On yikama isleminin ardindan gdvdeler 4-5 nod igeren 5-6 cm uzunlugunda
parcalara ayrildi. Her bir gdvde pargasi akan musluk suyu altinda 15 dakika boyunca
yikandi. Eksplantlarin yiizeylerinin sterilizasyonunda %70 EtOH ve ticari ¢camasir
suyu kullanildi. Uygun bir sterilizasyon prosediiriiniin gelistirilmesi i¢in bahsedilen

sterilantlarin iginde gesitli siireler boyunca eksplantlar bekletildi (Tablo 3.6).
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Tablo: 3.6: Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu igin denenen ¢esitli uygulamalar

Eksplant 9% Etil alkol - Sitre % Sodyum hipoklorit - Siire
= 70 - 2 dk 05-3dk
El 70 - 2 dk 05-5 dk
- 70 - 2 dk 0,75 -5 dk
& 70 - 2 dk 0,5 -9 dk
< 70 - 2 dk 0,75 - 11 dk
E 70 - 2 dk 0,5 - 11 dk
© 70 - 2 dk 0,75 - 13 dk

Ticari gamasir suyu ile hazirlanan ana sterilant ¢ozeltisinin igerisine bir tamla Tween
20 damlatildi. Denemelerde her bir konsantrasyon ve siire igin 8-10 adet eksplant
kullanildi. Yiizey sterilizasyonu yapilan eksplantlar steril distile sudan 3 defa
gecirildi. Ardindan eksplantlar iizerlerlerindeki fazla suyun alinmasi igin steril
kurutma kagitlar1 igeren kesme tablasina yetlestirilerek uygun boyutlarda kesilmeye

hazir hale getirildi.

3.11. Bitki Yetistirme Kabininin Iklimsel Sartlari

Kiiltire alinan eksplantlar i¢in kiiltiir periyodu boyunca Sanyo MCR-351H model
bitki biliylitme kabini kullanild1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Bitki biylitme kabininin goriiniimii
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Kabin, 1siklanma siiresi, 151k siddeti, nispi nem ve sicaklik kontrolii 6zelligine
sahiptir. Kiltiir ortaminin sicaklik derecesi ve nispi nem yiizdesi bitkinin dogal
yayilis gosterdigi Balikesir’in iklimi de gozoniine alinarak olusturuldu. Kabin ig¢i
sicaklik 23 + 0,5 °C ve nispi nem %65 olarak ayarlandi. Isiklandirma ise 16 saat
151kl1 8 saat karanlik peryoda gore ayarlandi. Giin 15181n1 ve giin iginde degisen 151k
siddetini yansitmasi agisindan kabin i¢i 1siklandirma yogunlugu zaman periyoduna

gore 3 kademe olarak ayarlandi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: Isiklandirma kademelerine gore aktif floresan lamba sayilari

Kademe Aktif floresan lamba sayisi
LSO 0
LS1 1
LS 2 2
LS3 3
LS4 9
LS5 15

Sabah 05:00°dan 12:00’a kadar olan 7 saatlik zaman diliminde cihazin LS 3
kademesi, 12:00°dan 16:00’a kadar olan 4 saatlik zaman diliminde cithazin LS 4
kademesi, 16:00°dan 21:00’a kadar olan 5 saatlik zaman diliminde ise cihazin LS 3
kademesi ve 21:00’dan sabah 05:00°a kadar olan 8 saatlik zaman diliminde ise
cthazin LS 0 kademesi kullanildi. Isik yogunlugu her kademede cihaz tarafindan
otomatik olarak ayarland1 (Sekil 3.2).

[Ix] [umol-m?2-s™]

- / At
15000 » ] 150
Aydinlatma /
/ Foton aki
/ 50

v

10000

Aydinlatma

5000

Fotosentez foton aki yogunlugu

01 2 3 9 15
Isik seviyesi (aktif floresan sayisi)

Sekil 3.2: Kabindeki gesitli 1s1iklandirma seviyelerine gore 1s1k siddeti
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3.12. Eksplantlarin Besi Ortamlarinda Kiiltiire Alinmasi

Yiizey sterilizasyonu sonucunda yiizeyleri steril edilen 4-5 nod iceren govde
parcalarinin u¢ kisimlarinda sterilantlarin dokunun ic¢ine niifuz etmesi sebebiyle
meydana gelen beyaz kisimlar kesme tablasinda kesilerek ana eksplanttan ayrildi ve
ana eksplant her pargada bir nod olacak sekilde pargalara boliindii. Kesme islemi
yapilirken her parcanin esit uzunlukta olmasma dikkat edildi. Parcalar kesildikten
sonra jel igerisinde kalacak kisimlarin esit olmasina dikkat edilerek, dikey olarak
kiiltiir kaplarindaki besi ortamlarina yerlestirildi. Her bir kiiltiir kabinda olgun
bitkiden alinmis 4 adet eksplant kiiltiire alind1 (Sekil 3.3). Toplam 51 farkli besi
ortaminin bulundugu ilk kistm denemeler igin her bir kiiltiir kabinda 4 eksplant ve
her tekrar balina 8 eksplant kiiltiire alindi. ilk kistm denemeler 2 tekrar halinde
tasarlandi. Ik kisim denemelerden elde edilen veriler 1s13inda olusturulan ikinci
kisim denemede ise ilk denemelerde 3 BBD kombinasyonunda en fazla siirgiin
uzunluguna ulasilan 3 er ortam kullanildi. ikinci kisim denemelerde her Kiiltiir
kabinda 10 eksplant kiiltiire alind1 ve denemeler 3 tekrarli tasarlandi. Siirgiin gelisimi

ve koklendirme asamalari i¢in kiiltiir periyodu 30 giin olarak belirlendi.

Sekil 3.3: Kiiltiire alinan eksplantlar
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3.12.1. Olgun bitki eksplantlarindan rejenere olan siirgiin uzunluklarimn

olciimii

Eksplantlar kiiltiire alindiktan 30 giin sonra kiiltiir kaplar1 agilarak siirgiin boylarinin
Olciimleri yapildi. Bu oOlglim islemi icin kiiltiir kaplari tzerlerine %70 EtOH
puskiirtiildiikten sonra steril kabin igerisine alindi. Bek alevinin yaninda kiiltiir
kabmin kapagi agildiktan sonra steril bir pens ile kesme tablasina yetlestirildi.
Kesme tablasi igerisine yerlestirilmis olan steril metal cetvel yardimiyla nodlardan

rejenere olan siirgiinlerin boy uzunluklar1 dl¢iildii (Sekil 3.4).

Sekil 3.4: Nodlardan rejenere olan siirgiinler

3.12.2. Kallus agirhiklarinin tartim

Kiiltire alinan eksplantlarin nodlarindan rejenere olan siirgiinlerin boylarinin
6l¢iilmesinin ardindan bu siirgiinler kesilerek koklendirme ortamlarina veya siirgiin
cogaltimi i¢in hazirlanan ortamlara aktarildi. Kalan nodal eksplantlarda kiiltiir

stiresince olusmus olan kalluslar eksplanttan ayrilarak yas agirliklar tartildr (Sekil
3.5).
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Sekil 3.5: Kiiltiir ortaminda olusan kalluslar

3.12.3. En uzun siirgiinlerin olustugu besi ortamlarimin belirlenmesi

Olgiilen birincil siirgiin uzunluklar1 karsilastirildi. Ortalama ve standart sapmalari
hesaplandi. Elde edilen verilere gore 2,4-D + BAP, IAA + BAP, IAA + Kn
kombinasyonlarindan olusan denemelerde her kombinasyonda en fazla siirgiin
uzunlugunun bulundugu ii¢ besi ortami secildi. Bu besi ortamlar1 desteklendikleri

BBD konsantrasyonlar1 degistirilmeden tekrar hazirlandu.

3.12.4. Secilen besi ortamlarinda siirgiinlerin alt kiiltiirlere alinmasi

En fazla siirglin uzunlugunun elde edildigi ortamlar hazirlandiktan sonra ¢esitli
konsantrasyonlarda BAP iceren besi ortamlarinda ve onceki ortamlarda cogaltilmis
olan siirglinler kabindeki kesme tablasinda her biri bir nod igeren esit boyda
pargalara ayrildi. Bu pargalar eksplant olarak kullanilarak belirtilen ortamlarda her
bir kiiltlir kabinda 10 eksplant olacak sekilde kiiltiire alindi. Bu denemeler 3 tekrarl
olarak tasarlandi. Eksplantlar besi ortamina dik olarak yerlestirildi. Kiiltiir periyodu

30 giin olarak belirlendi.
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3.12.5. Alt Kkiiltiirlerdeki siirgiin uzunluklarinin 6l¢iimii

Kiiltiir periyodunun sonunda kiiltiir kaplar1 fotograflart ¢ekildikten sonra steril kabin
icerisine alindi. Kabine alinmadan 6nce {izerlerine %70 EtOH piiskiirtiilerek steril
edildi. Siirgiinlerin boylar1 kesma tablasindaki metal cetvel yardimiyla o6lgiildi.

Olgiimleri tamamlanan siirgiinler koklendirme ortamlarina aktarild.

3.12.6. Alt kiiltiirlerdeki kallus miktarlarinin él¢iimii

Siirgilinler ayrildiktan sonra kalan nodal eksplantlarda kiiltiir siiresince olugsmus olan
kalluslar eksplanttan ayrilarak yas agirliklar: tartildi. Bu islem kalluslarin kurumasina

izin verilmeden hizl bir sekilde yapildi.

3.13. Siirgiinlerin Koklendirme Ortamlarina Aktarim

Siirgiinler rejenere olduklar1 noddan kesilip ayrilarak ¢esitli IAA ve IBA
konsantrasyonlariyla desteklenen ortamlarda veya bazal MS ile 2MS ortamlarinda
koklendirilmek tizere kiiltiire alindi. Her bir kiiltiir kabina 5 adet siirgiin dikey sekilde
yerlestirildi (Sekil 3.6). Denemeler 3 tekrar olarak tasarlandi ve denemelerin her

tekrarinda 10 siirgiin kullani1ld1. Kdklendirme periyodu 30 giin olarak belirlendi.

Sekil 3.6: Kiiltiir periyodunun sonunda koklendirme ortami ve kokler
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3.13.1. Kallus olusumunun ve kok sayilarimnin belirlenmesi

Stirglinlerin  koklendirme ortamlarina aktarilmalarinin ardindan 30 giin sonra
stirgiinlerde koklenmenin ve koklerin olustugu bélgede kallus olusumunun olup
olmadig1 belirlendi. Siirgiinlerden olusan kdkler sayildi ve kaydedildi. En sik ve uzun

kok olusturan ortamlar belirlendi.

3.13.2. Kok uzunluklarinin él¢iimii

Kiiltlir periyodunun sonunda tamamen rejenerasyonu gergeklesen bitkicikler kiiltiir
kaplarindan ¢ikarilarak koklerin etrafinda kalan besi ortami kalintilar1 distile su ile
yikanarak uzaklastirildi. Temizlenen koklerin uzunluklar 6l¢iildii. Her siirgiinden
kag adet kok olustugu ve olusan koklerin uzunluklari kaydedildi.

3.14. Tam Rejenerasyonu Gergeklesen Bitkilerin Topraga Aktarim

Kokler tamamen temizlendikten sonra fotograflandi (Sekil 3.7) ve torf topragi igeren
saksilara dikildi.

Sekil 3.7: Besi ortamindan ¢ikarildiktan sonra bitkicigin goriiniimii
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3.14.1. Bitkilerin dis ortam kosullarina ahstirilmasi (Aklimatizasyon)

Aklimatizasyon ¢alismalart 3 basamakli olarak yiiriitiildii. Birinci basamakta
koklendirme ortamlarinda kiiltiir periyodunun son ii¢ giinii kiiltiir kaplarmin
kapaklar1 yarim agilarak kaplarin igerisindeki nem oranimnin kabinin nispi nem orani
olan %65 seviyesine cekilmesi saglandi. ikinci asamada bitkiler topraga aktarildiktan
sonra saksilarin {izerlerine seffaf buzdolabi posetleri gegirilerek dis ortama ¢ikarilan
bitkinin birden su kaybetmesinin &niine gecildi. Ugiincii asamada bitkinin %37-39
olan dis ortam nemine adaptasyonu i¢in posetlerin list kose kisimlari kesildi ve hava
sirkiilasyonu saglandi. Bitki boylece dis ortam nemine tam adapte edildi. Bitkiler bu
aklimatizasyon siiresince 1siklandirmali raflarda 16 saat 1s1kli 8 saat karanlik

1siklandirma periyodunda tutuldu (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: Basarili bir sekilde aklimatize olmus bir A. orientalis bitkisi
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3.15. Verilerin Istatistiksel Yonden Degerlendirilmesi

Koruma parselinde bulunan olgun bitkilerden elde edilen eksplantlarla yapilan
denemeler 2 tekrarli ve her takrarda 8 eksplant kullanilarak, in vitro rejenerasyonu
gerceklesen geng siirglinlerden alinan eksplantlarla yapilan denemeler ise 3 tekrarli
ve her takrarda 10 eksplant kullanilarak yapildi. Denemeler, tesadiif bloklar1 deneme
deseni kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen verilere ANOVA testi uygulanarak
ortalamalar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ayrildi. Bu istatistik testleri

SPSS 19 paket istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Eksplantlarinmin Sterilizasyonu ve Sterilizasyon Basarisi

Tez caligmasinin ilk asamasinda bitki doku kiiltiirlerindeki en temel sorunlarindan
biri olan eksplant kaynakli kontaminasyon probleminin agilmasi amaglandi.
Literatiirde A. orientalis’in olgun govdelerinin sterilizasyonuna ait denenmis
herhangi bir prosediir bulunmadigindan eksplantlarin %70 EtOH ile 6n sterilizasyona
tabi tutuldugu ve ana sterilant olarak cesitli konsantrasyonlarda Sodyum hipoklorit’in
kullanildig1 denemeler planlandi. Denemelerde govde eksplantlart %70 EtOH
icerisinde 2 dakika, %0,5 veya %0,75 NaOCl (%15 ticari gamasir suyu) igerisinde 3,
5,9, 11 veya 13 dakika boyunca bekletildi. Sterilizasyon islemleri biten eksplantlar
herhangibir BBD ile desteklenmemis (bazal) MS besin ortaminda kiiltiire alindu.
Kiiltliir baslangicin1 takiben 10 giin sonunda besin ortamlarinda olusan eksplant
kaynakli kontaminasyon oranlar1 belirlenerek en uygun sterilizasyon prosediirii
olusturuldu. En yliksek sterilizasyon basarisina (%90) eksplantlarin %70 etil alkolde
2 dakika ardindan %15 ticari ¢amasir suyunda 11 dakika bekletildigi denemelerde
ulasildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Govde eksplantlarinda sterilizasyon denemeleri ve basarilar

Eksplant % Etil alkol - % Sodyum hipoklorit 9% Sterilizasyon

Siire (dk) Siire (dKk) basarisi*

= 70-2 05-3 12,5 (1/8)

g 70-2 05-5 37,5 (3/8)

= 70-2 075-5 50 (4/8)

§ 70-2 05-9 60 (6/10)

% 70-2 0,75-11 90 (9/10)

E 70-2 05-11 70 (7/10)

© 70-2 0,75-13 70 (7/10)

* Kontamine olmayan ve sterilizasyondan sonra canli kalan eksplant sayisi
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4.2. Olgun Govde Eksplantlarimin Kullamldig: Kiiltiir Denemelerine Ait
Bulgular

4.2.1. Olgun govde eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu iizerine farkh

BBD kombinasyonu ve konsantrasyonlarinin etkileri

Boliim 3.6°daki Tablo 3.3’de verilen besi ortamlarinda kiiltiire alinmis olgun gévde
eksplantlarinin aksillar tomurcuklarindan rejenere olan siirgiinlerin boy uzunluklari
ol¢iildii. Kiiltiire alinan eksplant sayilari, bu eksplantlarinin kaginin uyarildigi yani
kagindan siirgiin rejenerasyonu goriildiigii, uyarilan eksplantlarin toplam eksplant
sayisina oraninin ylizde olarak ifadesi, her bir besi ortaminda elde edilen toplam

slirgiin say1s1 ve eksplant basina diisen siirgiin sayis1 hesaplandi.

4.2.1.1. Farkh 2,4-D + BAP konsantrasyonlarimn etkileri

Deneylerin sonucunda kullanilan eksplantlarin tiimiinden siirgiin rejenerasyonunun
goriildiigii besi ortaminin yalnizca MS9 oldugu goriilmektedir. Baska bir ifadeyle bu
konsantrasyonda kiiltiire alinan eksplantlarin timii (%100) uyarilmistir. En diisiik
stirglin rejenerasyonu orani (%37,5) ve en diislik ortalama siirglin uzunlugu MS12
besi ortaminda bulunmaktadir. En yiiksek ortalama siirgiin uzunluklari sirastyla MS9
(4,31 cm), MS2 (3,89 cm) ve MS5 (3,35 cm) besi ortamlarinda bulunmustur.
Uyarilan eksplant bagina diisen siirglin sayilari incelendiginde ise ilk sirada MS13
(2,00) goriiliirken ikinci siray1 MS15 (1,70) besi ortami almaktadir. Ugiincii siray1 ise
MS2 (1,63) ve MS14 (1,63) birlikte paylagsmaktadirlar. Ortalama siirgiin
uzunluklarimin degisimine bakildiginda, MS2 besi ortami haricindeki diger besi
ortamlarinda 2,4-D konsantrasyonu arttikca ortalama siirglin uzunlugunun azaldigi

sOylenebilir (Tablo 4.2). Ortalamalar ¢izgi grafigi olarak verilmistir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.2: 2,4-D + BAP kombinasyonunun ¢esitli konsantrasyonlarinin siirgiin
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Sekil 4.1: Ortalama siirgiin uzunluklarinin ¢izgi grafigi (2,4-D + BAP)

Yapilan gozlemlerde MS1 ve MS8 ortamlarinda rejenere olan siirglinlerin kimi
yapraklarinin orta damarlariin yapragin kenara yakin kisimlarma kaydigi,
yapraklarin kivrik veya orak seklinde diger yapraklara oranla olduk¢a uzun bir

yapida olduklar1 goriilmistiir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: Kiiltiirdeki anormal bir yaprak goriintiisii
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MS7 ortaminda bir noddan birden fazla siirglinlin rejenerasyonu not edilmistir. Bu
durumun, rejenere olan ana siirgiin uzunlugunun ¢ok kisa olmasi ve dolayisiyla
tizerindeki nodlarin birbirine son derece yakin yer almalar1 neticesinde bu ana
sirglindeki nodlardan rejenere olan yan siirgiinlerden kaynaklanabilecegi

diistinilmektedir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: Bir noddan ¢oklu siirgiin rejenerasyonu (2,4-D + BAP)

Genel bir izlenim olarak 2,4-D + BAP kombinasyonu ile desteklenen besi
ortamlarindaki eksplantlardan rejenere olan ana siirgilinlerin internod uzunluklarinin
nispeten kisa oldugu fakat yan siirgiinlerde internod uzunluklarinin arttig

gorilmiustir.

4.2.1.2. Farkh IAA + BAP konsantrasyonlarimn etkileri

Denenen tiim konsantrsyonlarda siirglin rejenerasyonu gozlemlenmistir. En yiiksek
slirglin rejenerasyonu orani (%93,75) MS22 besi ortaminda, en diisiik siirgiin

rejenerasyonu orani ise (%43,75) MS21 besi ortaminda bulunmustur. En yiiksek
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ortalama siirglin uzunlugu MS25 (4,38 cm) ve en diisiik ortalama silirglin uzunlugu
MS21 (1,22 cm) besi ortaminda bulunmaktadir. Uyarilan eksplant basina diisen
stirgiin sayilarina bakildiginda ilk sirada MS17 (1,92) gériiliirken ikinci sirayr MS27
(1,80), ii¢iincii siray1 ise MS21 (1,71) besi ortami almaktadir. Ortalama siirgiin
uzunluklart MS22, MS24 ve MS32 besi ortamlar1 haricinde IAA konsantrasyonu
arttikca azalmaktadir (Tablo 4.3). Ortalamalar ¢izgi grafigi olarak verilmistir (Sekil
4.4).
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Tablo 4.3: IAA + BAP kombinasyonunun gesitli konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu
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Sekil 4.4: Ortalama siirgiin uzunluklarinin ¢izgi grafigi (IAA + BAP)

Bir noddan ¢oklu siirgiin rejenerasyonu MS17 ve MS20 besi ortamlarinda
goriilmiistiir (Sekil 4.5). Buradaki durum 2,4-D + BAP kombinasyonunun MS7

ortaminda goriilen durumla benzerlik gostermektedir.

Sekil 4.5: Bir noddan ¢oklu siirgiin rejenerasyonu (IAA + BAP)
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Cesitli IAA + BAP konsantrasyonlari ile desteklenmis besi ortamlarinin kullanildig:
bu denemelerde olusan siirgilinlerin yaprak yiizeylerinin diger BBD kombinasyonlari
ile desteklenmis besi ortamlarindaki eksplantlardan olusan siirgiinlerin yaprak

yiizeylerine oranla daha genis olduklar1 gézlemlenmistir.

4.2.1.3. Farkh IAA + Kinetin konsantrasyonlarimn etkileri

Denemelerde  kullanilan  tiim  konsantrasyonlarda  siirgiin  rejenerasyonu
gozlemlenmistir. En yiliksek silirgiin rejenerasyonu orani (%100) MS40 besi
ortaminda, en diistik siirgiin rejenerasyonu orani ise (%62,50) MS37, MS38 ve MS47
besi ortamlarinda bulunmustur. En yiiksek ortalama siirgiin uzunlugu MS33 (4,37
cm) ve en disik ortalama siirglin uzunlugu MS48 (0,78 cm) ortamindan
kaydedilmistir. Uyarilan eksplant basina diisen siirgiin sayilar1 incelendiginde ilk
sirada MS33 (1,13) goriiliirken diger tiim besi ortamlarinda ayni oranda (1,00)
bulunmustur. Genel bir yargi olarak, ortalama siirgiin uzunluklar1t MS38 ve MS40 ve
MS44 besi ortamlari haricinde IAA konsantrasyonu arttikga azalmaktadir (Tablo

4.4). Ortalamalar cizgi grafigi olarak verilmistir (Sekil4.6).
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Tablo 4.4: 1AA + Kinetin kombinasyonunun gesitli konsantrasyonlarinin siirgiin
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Sekil 4.6: Ortalama siirgiin uzunluklarinin ¢izgi grafigi (IAA + Kinetin)

Yapraklarda oOnceki besi ortamlarinda rastlanan orta damarin yaprak kenarina
yaklagmasi, asir1 uzun yaprak boyu, orak veya kivrik yaprak sekli gibi herhangi bir
anormallik gbézlemlenmemistir. Ayrica IAA + Kinetin kombinasyonunun denenen
tiim konsantrasyonlarinda uyarilan eksplant basia diisen siirgiin sayis1 neredeyse
aynidir. Uyarilan eksplant bagina diisen siirglin sayis1t MS33 besi ortaminda 1,13
olarak bulunmasina karsin denenen diger tiim ortamlarda bu oran 1,00 bulunmustur.
Bu durumda mevcut kombinasyonun denenen konsantrasyonlarmin Amsonia
orientalis’in in vitro ¢ogaltiminda siirglin sayisina etkisinin olmadig1 veya ¢ok az
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica rejenere olan siirglinlerin internodlar1 diger
kombinasyonlardaki siirgiinlerin internodlarina gore genellikle daha uzun olarak
gbzlemlenmistir. Bu durum dolayli olarak her bir siirgiinde daha az sayida nod
bulunmasina ve bununla beraber siirgiinlerdeki yaprak sayilarinin azalmasina neden

olmaktadir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Siirgiinlerin genel goriiniisii (IAA + Kn)

4.2.2. Farkhh BBD kombinasyonu ve konsantrasyonlarinin govde

eksplantlarinda kallus olusumu iizerine etkilerine ait bulgular

Siirgiin gelisimi i¢in kiiltiire aliman olgun bitki eksplantlarinda olusan kallus
miktarlart Ol¢lilmistiir. Denemelerde kullanilan eksplant sayisi, uyarilan (kallus
olusturan) eksplant sayisi verilmis ve 0 besi ortaminda kiiltiire alinan eksplant

sayisina orani hesaplanmistir. Ayrica kallusun renk ve yapisi da kaydedilmistir.

4.2.2.1. Farkh 2,4-D + BAP konsantrasyonlarinin etkileri

Bu kombinasyonun Tablo 3.3°de verilen konsantrasyonlari ile yapilan denemelerde
en yliksek uyarilan eksplant orani (%100) MS1, MS2, MS3, MS4, MS6, MS7, MS16
besi ortamlarinda, en diisiik oran ise (%68,75) MS12 ortaminda bulunmustur. En
fazla kallus agirligi (0,42 g) MS1 ortaminda, en az kallus agirligi (0,22 g) ise MS2 ile
MS7 ortaminlarinda Ol¢iilmistiir (Tablo 4.5). Ortalamalar ¢izgi grafigi olarak
verilmistir (Sekil 4.8).
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Tablo 4.5: 2,4-D + BAP kombinasyonunun ¢esitli konsantrasyonlarinin kallus agirligi
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Sekil 4.8: Ortalama kallus agirliklarinin ¢izgi grafigi (2,4-D + BAP)

4.2.2.2. Farkh IAA + BAP konsantrasyonlarin etkileri

Farkli TAA + BAP konsantrasyonlari ile yapilan denemelerde en yiiksek uyarilan
eksplant orani (%100) MS23, MS25 ve MS28 besi ortamlarinda, en diisiik oran ise
(%43,75) MS21 ortaminda bulunmustur. En fazla kallus agirhig (0,09 g) MS22
ortaminda, en az kallus agirligi (0,01 g) ise MS21 ortaminda 6l¢iilmiistiir (Tablo 4.6).
Ortalamalar ¢izgi grafigi olarak verilmistir (Sekil 4.9).
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Tablo 4.6: IAA + BAP kombinasyonunun gesitli konsantrasyonlarinin kallus agirligi tizerine

olan etkilerine ait bulgular
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Sekil 4.9: Ortalama kallus agirliklarinin ¢izgi grafigi (IAA + BAP)

4.2.2.3. Farkh IAA + Kinetin konsantrasyonlarin etkileri

Denemelerde kullanilan [AA + Kn konsantrasyonlar1 ile desteklenmis besi
ortamlarinda en yiiksek uyarilan eksplant orani (%100) MS40, MS42, MS43 ve
MS44 besi ortamlarinda, en diisiik oran ise (%37,50) MS41 ortaminda bulunmustur.
En fazla kallus agirhigr (0,08 g) 1,0 + 2,0 ortaminda, en az kallus agirligi (0,01 g) ise
MS46 ortaminda Sl¢iilmiistiir (Tablo 4.7). Ortalamalar ¢izgi grafigi olarak verilmistir
(Sekil 4.10).
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Tablo 4.7: IAA + Kinetin kombinasyonunun ¢esitli konsantrasyonlarinin kallus agirlig:

iizerine olan etkilerine ait bulgular
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Sekil 4.10: Ortalama kallus agirliklarinin ¢izgi grafigi (IAA + Kn)
4.3. Geng Siirgiin Eksplantlarimin Kullamldigi Denemelere Ait Bulgular

Olgun bitkilerden alinan eksplantlardan rejenere olan geng siirgiinler kiiltiire alindi.
Stirgiin rejenerasyonu goriilen (uyarilan) eksplant sayisinin toplam eksplant sayisina
orani, ortalama silirgiin uzunluklari, siirgiin sayisi ve her bir eksplant basina diisen

slirgiin sayis1 hesaplandi.

4.3.1. Geng siirgiin eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu iizerine secilen

besi ortamlarimin etkileri

Denemelerde olgun bitki eksplantlarinda en wuzun siirglin rejenerasyonunun
saglandig1 besi ortamlar1 kullanilmigtir. BAP ile desteklenmis besin ortamlarindaki
eksplantlarin tiimii %100 oraniyla en yiiksek uyarilma oranini yakalamistir. En diisiik
uyarilma orani (%76,67) ise MS40 besi ortaminda goériilmiistiir. En fazla ortalama
stirgiin uzunlugu (3,24 cm) MS49 besi ortaminda, en kisa ortalama siirglin uzunlugu

ise (0,22 cm) MS2 besi ortaminda 6lgiilmiistiir.
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Uyarilan eksplant basina diisen siirgiin sayis1 ise en yiiksek (2,77) MS49 besi
ortaminda bulunmustur (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: MS49 besi ortamindaki siirgiinlerin goriiniimii

Bu oran ayni zamanda denemelerin tiimiinde Sl¢iilen en yiiksek orandir. Uyarilan
eksplant basina diisen en diisiik siirgiin sayis1 (1,00 cm) ise IAA + Kn kombinasyonu
ile desteklenmis her ii¢ besin ortaminda da goriilmiistiir. Diger bir ifadeyle olgun
eksplantlarla yapilan denemelere paralel olarak eksplant basina diisen en diisiik
stirgiin sayisinin gorildiigii besi ortamlari IAA + Kn kombinasyonu ile desteklenen
ortamlar olmustur. Tek basina kullanilan BAP konsantrasyonlar1 arttik¢a eksplant
basina diisen siirgiin sayis1 ve ortalama siirglin uzunlugu azalmistir (Tablo 4.8).

Ortalamalar ¢izgi grafigi olarak verilmistir (Sekil 4.12).
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Tablo 4.8: Segilen besi ortamlarinin ortalama siirgiin uzunlugu ve siirgiin sayisi lizerine olan
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Sekil 4.12: Segilen besi ortamlarindaki ortalama siirglin uzunluklarinin ¢izgi grafigi

4.3.2. Secilen besi ortamlarin geng siirgiin eksplantlarinda kallus olusumu

tizerine etkileri

Kiiltiir periyodu sonunda, kullanilan gen¢ siirglin eksplantlarindan olusan kallus
miktarlar 6l¢lilmis ve karsilagtirilmistir. Buna gore en fazla uyarilma oranina MS38
ve MS40 besi ortamlarinda %100 olarak rastlanmistir. Bu oran ayrica MS2, MS17 ve
MS50 ortaminlarinda da %100 olarak bulunmustur. En yiiksek ortalama kallus
agirligl olgun eksplantlarla gergeklestirilen denemelerin sonuglarina paralel olarak
2,4-D + BAP kombinasyonlar1 ile desteklenen besi ortamlarinda gortilmiistiir. MS9
besi ortaminda en yiiksek ortalama kallus agirligi (0,22 g) elde edilmistir. En diisiik
ortalama kallus agirlig1 ise (0,01 g) herhangi bir BBD ile desteklenmemis MSO besi
ortaminda bulunmustur (Tablo 4,9). Ortalama kallus agirliklart olgun eksplantlarla
gerceklestirilen denemelerdeki sonuglarla paralellik gostermektedir. Ortalamalar

cizgi grafigi olarak verilmistir (Sekil 4.13).
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Tablo 4.9: Secilen besi ortamlarinin ortalama kallus agirlig1 ve yapisi iizerine olan etkilerine

ait bulgular
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Sekil 4.13: Secilen besi ortamlarindaki ortalama kallus agirliklarinin ¢izgi grafigi

4.4. Siirgiinlerin Koklendirilmesine Ait Bulgular

Elde edilen siirgiinler koklendirme ortamlarinda kiiltiire alindi. Kiiltiir periyodu
sonunda uyarilan siirgiin sayisinin toplam siirglin sayisina orani (uyarilma orani),
ortalama kok uzunlugu, siirglin basina diisen ortalama kok sayist ve siirglinlerin

kallus olusturma orani 6lgiildii.
4.4.1. Farkh IAA konsantrasyonlarimin etkileri

Denemeler sonucunda en yiiksek uyarilma orani (%100) MSkO, MSk1, MSk2 ve
MSk3 besi ortamlarindan elde edilmistir. En diisiik uyarilma orani ise (%73,33)
MSk4 ortaminda bulunmustur. En fazla ortalama kok uzunlugu (2,80 cm) MSK1 besi
ortaminda, en az ortalama kok uzunlugu ise (1,15 cm) 2MSk8 ortaminda
Ol¢iilmiistiir. Siirgiin basmna diisen en fazla ortalama kok sayisi (9,83) MSk3

ortaminda en az ortalama kok sayisi (4,23) ise 2MSKO ortamindan elde edilmistir.
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Kallus olusum oranlarina bakildiginda en yiiksek kallus olusum yiizdesi (%100)
MSk3, MSk4 ve MSK5 besi ortamlarinda goriilmiistiir. En diisiik kallus olusum
yiizdesinin (%33,33) goriildiigii ortam ise 2MSK0O ortami olmustur (Tablo 4.10).
Ortalama kok uzunluklar1 MSk1 besi ortamindan sonraki ortamlarda diisise
ugramistir. Bu durum A. orientalis bitkisinin in vitro koklendirilmesinde BBD
konsantrasyonuyla kok uzunlugu arasinda dogrusal bir iliskinin olmadigin
belgelemektedir. Ayrica MSKO ve !»MSKO ortamlari ortalama kok uzunlugu
bakimindan Kkarsilastirildiklarinda MS tuzlarinin yar1 yariya azaltildigi 2MSkO
ortaminin daha iyi netice verdigi goriilmistiir. Ortalamalar c¢izgi grafigi olarak
verilmistir (Sekil 4.14). Genel bir gozlem olarak besi ortamlarininda MSk1 besi
ortamindan sonra BBD konsantrasyonu arttirildik¢a ortalama kok uzunluklari
kisalmakta fakat siirgiin basina diisen kok sayisi artmaktadir (Sekil 4.15). Bunun
yaninda hem MSKO hem de 2MSKO0 ortamlarinda BBD konsantrasyonu arttirildikca

kallus olusumunun da arttig1 gozlemlenmistir.
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Tablo 4.10: Farkli IAA konsantrasyonlarinin ortalama kok uzunlugu ve kok sayisi tizerine

it bulgular

Ine al

olan etkiler
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Sekil 4.14: TAA destekli ortamlardaki ortalama kok uzunluklarinin ¢izgi grafigi

§ (— ) .
MSO 0,5 mg/l 1,0 mg/1 2 mg/1 3 mg/l 5 mg/1

lcm

Sekil 4.15: IAA ortamlarinda rejenere olmus koklerin karsilastirmali goriintimii
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4.4.2. Farkh IBA konsantrasyonlariin etkileri

Kiiltiir periyodunun sonunda en yiiksek uyarilma orani (%100) MSKO, MSk9,
MSk10, MSKk12 ve MSKk13 besi ortamlarinda bulunmustur. En diisiik uyarilma
oranina ise (%56,67) 2MSk16 ortaminda ulasilmistir. En fazla ortalama kok
uzunlugu (2,64 cm) 2MSkO ortaminda, en az ortalama kok uzunlugu ise (0,53 cm)
2MS16 ortaminda Slgiilmiistiir. Siirgiin basina diisen en fazla ortalama kok sayisi
(17,73) MSk13 ortaminda en az ortalama kok sayisi (4,23) ise 2MSKO ortamindan
elde edilmistir. Kallus olusum oranlar incelendiginde en yiiksek kallus olusum
yiizdesi (%100) MSk12 ortaminda goriilmiistiir. En diistik kallus olusum yiizdesinin
(%33,33) bulundugu ortam ise 2MSKO olmustur (Tablo 4.11). Ortalamalar ¢izgi
grafigi olarak verilmistir (Sekil 4.16). Farkli IAA konsantrasyonlari ile desteklenmis
ortamlarin kullanildigi denemelerde oldugu gibi ortalama kok uzunluklarit MSk9
ortamindan sonraki ortamlarda diisiise ugramistir. Besi ortamlarmminda IBA
konsantrasyonu arttirildik¢a ortalama kok uzunluklari kisalmakta fakat siirgiin basina
diisen kok sayisi artmaktadir (Sekil 4.17). Benzer sonug¢ IAA ile desteklenmis

koklendirme ortamlarinda da bulunmustur.
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Tablo 4.11: Farkli IBA konsantrasyonlarinin ortalama kok uzunlugu ve kok sayisi izerine

it bulgular

Ine al

olan etkiler
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Sekil 4.16: IBA destekli ortamlardaki ortalama kok uzunluklarinin ¢izgi grafigi
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Sekil 4.17: IBA ortaminda rejenere olmus koklerin karsilastirmali gériiniimii
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SONUCLAR ve ONERILER

Literatiirde daha 6nce Amsonia orientalis tiirii ile yapilan sadece bir adet in vitro
doku kiiltiirii ¢alismas1 bulunmaktadir. Oz ve ark. (2008) bitkinin tohumundan elde
ettikleri in vitro bitkiciklerden aldiklart eksplantlar1 1 mg/l IBA + 0,5 mg/l Kinetin
ortamina aktarmis ve siirglinlerin biiylimesinde %33 oraninda basar1 saglamislardir.
Aragstiricilar, besi ortamini degistirmeden bitkiciklerin %15’inin kéklendigini rapor
etmislerdir. Ayrica kallus olusumunu ise 2 mg/l BAP + 0,2 mg/l NAA ortaminda,
govde eksplantlarindan gerceklestirmislerdir. Calismada siirgiin boyu veya kallus

agirligina dair herhangi bir bulgu belirtilmemistir.

Bu tez caligmasinda ise A. orientalis bitkisinin Gazi Osman Pasa lokalitesine ait
olgun bireylerinden alinan nodal eksplantlar kullanildi. Eksplantlarin Gazi Osman
Pasa lokalitesine ait bitkilerden alinmasinin nedeni; bitkilerin yetistirildigi koruma
parsellerinde bu lolakiteye ait bitkilerin diger lokalitelere ait bitkilere oranla daha
fazla sayida olmasidir. Calismada bahsedilen nodal eksplantlarin in vitro kiltiirii ve
elde edilen stirglinlerin en yiiksek uzunluga ulastig1 besi ortamlarinin bu siirgiinlerin
nodlar1 kullanilarak kendi arasinda tekrar karsilastirilmasi, ayrica besi ortaminin MS
tuzu konsantrasyonu ile farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin koklenmeye olan
etkilerinin karsilagtirllmas:1 yapildi. Buna gore olgun nodal eksplantlar ile
gerceklestirilen kiitiirlerde en yiikksek ortalama siirgiin uzunluklar1 MS2 besi
ortaminda 3,89 + 0,74 cm, MS25 besi ortaminda 4,38 + 0,34 cm ve MS33 besi
ortaminda 4,37 £ 0,08 cm olarak bulundu. MS1 ortaminda 0,42 + 0,01g, MS22 ve
MS28 ortamlarinda 0,08 £ 0,02 g ve MS46 ortaminda ise 0,08 £ 0,02 g olarak
Olciildi. Bu kiiltiirlerden elde edilen siirgiinlerin nodal eksplantlarinin kullanildig:
denemelerde ise en yliksek ortalama silirglin uzunlugu MS17 ve MS38 besi
ortamlarinda 2,15 £+ 0,07 cm olarak ayrica MS49 ortaminda 3,24 + 0,06 cm olarak
belirlendi. En fazla ortalama kallus agirliklart MS9 ortaminda 0,22 + 0,02 g, MS25
ortaminda 0,18 + 0,00 g ve MS33 0,10 + 0,00 g olarak kaydedildi. Koklendirme
denemelerinde ortalama en uzun kok MSk1 ortaminda 2,80 £ 0,21 cm, MSk9
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ortaminda ise 2,28 + 0,23 cm olarak belirlenmesinin yaninda ayrica 2MSkO
ortaminda 2,64 = 0,19 cm olarak 6l¢iildii. Caligma sonucunda yaklagik 300 fide elde
edilerek bitkinin tiikenme tehlikesinin 6niline gecgilmesine c¢alisildi. Ayrica denemeler
sirasinda ayr1 bir ¢alisma olarak yaprak eksplantlarindan ve kalluslardan indirekt
stirgiin ve indirekt kok rejenerasyonu gergeklestirildi. Cesitli bitkilerin in vitro kiiltiir
denemelerinde farkli konsantrasyonlardaki BBD’ler ile desteklenmis besi
ortamlarinin kullanildig1 ve bu ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen

verilerin karsilastirildigi ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur.

Sharma ve ark. (2011) tibbi ve ornamental bir bitki olan Portulaca oleracea iizerine
yaptiklar1 doku kiiltiirli ¢alismasinda cesitli bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin
gelisimine ve c¢iceklenmeye etkilerini aragtirmislardir. Bu ¢aligmalarinda olgun
bitkilerden alinan 1,0-1,5 cm uzunlugundaki nodal eksplantlar1 baglangic materyali
olarak kullanmuslardir. Iki haftalik kiiltiir periyodu sonunda 0,5 mg/l Kinetin ile
desteklenmis besi ortaminda ortalama 7,23 + 0,3 cm uzunlukta, 0,5 BAP besi
ortaminda ise 2,14 + 0,3 cm uzunlugunda siirgiinler elde etmislerdir. Bu
caligmalariyla, P. oleracea bitkisinin in vitro doku kiiltiirinde nodlardan rejenere
olan siirgiin boylar tizerine Kinetin’in BAP’tan daha etkin oldugunu bildirmislerdir.
Bu tez ¢alismasinda ise A. orientalis bitkisinin nodlarindan rejenere olan siirgiin
boylar tlizerinde BAP’1n Kinetin’den daha etkin oldugu gosterildi. Bunun nedeni
olarak c¢alismadaki bitki tiirlinlin farkli olmasi ve eksplant dokusundaki endojen

hormon konsantrasyonlarinin farkli olmasi diistiniilmektedir.

Diger bir ¢alismada ise Devi ve ark. (2008) Gymnema sylvestre bitkisinin in vitro
cogaltimini amaglamislardir. Nodal eksplantlar kullanarak yaptiklar ¢calismada 2,4-D
+ Kinetin, ve TAA + BAP kombinasyonlarinin g¢esitli konsantrasyonlarini
denemislerdir. En yiiksek siirgiin uzunlugunu 2,4-D + Kinetin kombinasyonunun 1,0
mg/l + 1,0 mg/l konsantrasyonunda 3,0 + 0,02 cm olarak, 2,4-D + BAP
kombinasyonunun 0,5 mg/l + 1,5 mg/l konsantrasyonunda 2,4 + 0,09 cm ve [AA +
BAP kombinasyonunun 2,0 mg/l + 1,0 mg/l ile 0,5 mg/l + 1,0 mg/l
konsantrasyonunda sirasiyla 2,1 = 0,02 cm ve 2,1 = 0,01 cm olarak bildirmislerdir.
Ayrica aymi ¢alismada cesitli IBA konsantrasyonlarmin 1, %, %2, %, ve % MS

ortamlarinda kok uzunluguna etkilerini arastirmis ve en yiiksek ortalama kok
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uzunlugunu 9,2 + 0,38 cm ile 3 mg/l IBA ile desteklenmis 2 MS besi ortaminda elde
etmislerdir. Bu tez calismasinda ise koklendirme asamasinda en uzun kok uzunlugu
cesitli IAA konsantrasyonlar1 ile desteklenmis besi ortamlarinin  kullanildigi
koklendirme denemelerinde belirlendi. Koklenme iizerine BBD’lerin etkileri
kiyaslandiginda kok uzamasini IAA ile desteklenmis ortamlarin IBA ile desteklenmis
ortamlardan daha fazla tegvik ettigi goriildii. Ayrica besi ortamlarinda kullanilan MS
tuzunun konsantrasyonunun diisiiriilmesi IAA veya IBA ile desteklenmemis bazal
besi ortamlarinda Devi ve ark. (2008) yaptiklar1 calismayla paralel sonug
gostermektedir. Bu durum koklendirme ortamlarinda diisik MS tuzu

konsantrasyonlarinda da olumlu sonug alinabilecegini diisindiirmektedir.

Nodal eksplantlarin kullanildigi ve ¢esitli bitki biiyiime diizenleyicilerinin aksillar
tomurcuklardan rejenere olan siirgiinlerin rejenerasyon yiizdesi ve siirgiin boylarina
etkilerinin incelendigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Her ne kadar asilama ve
giibreleme gibi geleneksel cogaltim yontemleri olsa da bu yontemler oldukca
yavagstirlar (Jaiswal ve Amin, 1992). Bitkinin tohumlarindan ¢ogaltilmasi ise kimi
bitkilerde tohumun ¢imlenme yiizdesinin diisik olmast ve g¢imlenmenin
uyartlmasinin uzun zaman almasi nedeniye pratik degildir (Doijode, 2001). Doku
kiiltiirti  tekniginin kullanim1  klonal c¢ogaltim, tiikenme tehlikesindeki degerli
bitkilerin korunmasi ve germplasm muhafazasi gibi amaglar i¢in giderek artmaktadir

(Boro ve ark., 1998; Murch ve ark., 2000).

Bu tez ¢alismasina konu olan A. orientalis bitkisinin tohumlar1 diisiik ¢imlenme
yiizdeleri ve zor c¢imlenmeleri ile bilinmektedir. Bitkinin tlikenme tehlikesine
girmesinde bu faktoriin de etkili oldugu diisiiniilmektedir. Tohumlar1 ¢imlenme
giicligii ceken ve bu sekilde tibbi 6neme sahip tiikenme tehlikesindeki bitkilerin in
vitro ¢ogaltiminda baslangi¢ eksplanti olarak tohum yerine nodal eksplantlarin
kullanilmasinin daha etkili ve hizli bir yontem olabilecegi goriilmektedir. Baska bir
ifadeyle; ¢imlenme yiizdeleri diisiik olan tohumlar yerine siirgiin verme yiizdesi ¢ok
yiiksek olan nodal eksplantlarin kullanilmas1 ve ¢ogaltimin buradan rejenere olan
stirgiinlerin alt kiiltiirleriyle devam ettirilmesi bitkinin in vitro ¢ogaltimi igin en

uygun yol olarak goriilmektedir.
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