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OZET

Catharanthus roseus ve Berberis vulgaris bitkilerinin tohumlar1 in vitro’da
cimlendirilerek steril bitkiciklerin kok, hipokotil, epikotil ve kotiledon explantlari
kallus elde etmek igin kullanilmigtir. Catharanthus roseus, pervane c¢igegi,
(Apocynaceae) bitkisinde 0.1 mg/l Kin + 1.0 mg/l NAA bitki biiyiime
diizenleyicilerini iceren Murashige Skoog (MS) ortaminda kallus olusumu %76.3
iken 0.1 mg/l Kin + 2.0 mg/l 2,4D bitki biiylime diizenleyicilerini igeren MS
ortaminda ise %47.3 bulunmugstur. Elde edilen kalluslarin yas ve kuru agirliklar: bitki
biliylime diizenleyicisi kombinasyonuna gore istatistiki agidan dnemli bir farklilik
gostermemistir

Berberis vulgaris, kadin tuzlugu, (Berberidaceae) i¢in ise 0.1 mg/1 Kin + 2.0
mg/l 2,4D kombinasyonlu MS ortaminda kallus olusumu % 100 gergeklesmistir.
Ayni bitkide 0. mg/1 Kin + 1.0 mg/l NAA bitki bliylime diizenleyicilerini iceren MS

ortaminda kallus olusumu basarisiz olmustur.

Anahtar Kelimeler : Catharanthus roseus, Berberis vulgaris, kallus kiltiirt.
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ABSTRACT

Callus, the seeds of Catharanthus roseus (Apocynaceae) and Berberis
vulgaris (Berberidaceae) were germinated in vitro and epikotils, hipokotils,
kotiledons explants of these plants’ aseptic seedlings were used with aim to obtain
calli. For Catharanthus roseus, the callus percentage (%76.3) obtained from the
Murashige Skoog (MS) media which contained 0.1 mg/l Kin+ 1.0 mg/l NAA plant
growth regulators combination were higher than MS media containing 0.2 mg/l
Kin+2.0 mg/l 2,4D plant growth regulators combination, 47.3%. But the se calli
provided the same dry and fresh weight average for both of the hormone types.

For Berberis vulgaris, the callus percentage obtained from the MS media
containing 0.1 mg/l Kin+2.0 mg/l 2,4D plant growth regulators combination was
100%. The callus formation was unsuccesfuly on MS media 0.1 mg/l Kin+ 1.0 mg/1

NAA plant growth regulators combination.

Key Words : Catharanthus roseus, Berberis vulgaris, callus culture
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1. GIRIS

Giliniimiizde hala bazi tip ¢evrelerince bitkilerin tibbi yararlarinin oranlarinin
biiylikliigii reddedilse de insanoglunun var oldugu giinden bu yana viicudunda
hissettigi herhangi bir rahatsizliktan 6tiirii ¢are aradigi, ama ilk, ama son kap1 doga
ve Ozellikle de bitkilerdir. “Folklorik Tip” ya da “Alternatif Tip” olarak adlandirilan
bu care arayisi gectifimiz yiiz yilda dikkate deger goriilerek bitkiler lizerinde
calisilmistir (Kulkarni 2000).

Oteden beri bitkilerin temel besin gereksinimlerini gidermek igin
karbonhidrat, yag ve protein {irettigi (primer metabolizma) bilinmektedir. Fakat
yapilan arastirmalar insanoglunu besinsel Onemi ¢ok biiylik olan bu primer
metabolizma tirlinlerinden bagka, bu giin basta ila¢ sanayi olmak iizere kimya, besin,
kozmetik ve zirai miicadele sektdrlerinde ekonomik agidan ¢ok Onemli ve yeri
doldurulamaz bazi kimyasallarin metabolik yollarin1 ¢é6zmeye yoneltmis ve sonugta
bulunan bu yeni metabolik yola Sekonder Metabolizma; sekonder metabolizma
sonucu olusan; alkaloidler, fenilpropanoidler, terpenoidler, kuinonesler ve steroidler
gibi kimyasal maddelere de Sekonder Metabolitler ya da “Dogal Uriinler” denmistir.
Primer ve sekonder metabolizma arasinda ¢ok siki ve dinamik bir iliski vardir.
Sekonder metabolitlerin Onciill maddeleri genellikle primer metabolizmanin
tiriinlerinden veya ara maddelerinden saglanir. Hiicre mevcut karbonun hepsini
primer aktiviteler i¢in kullanmadigi durumlarda, sekonder metabolitlerin olusumunu
tesvik eder (Collins ve ark., 1996). Ornegin vinblastin, vinkristin, ajmalisin gibi indol
alkaloidlerinin 6nciil maddesi triptofandir (Payne ve ark., 1991).

Bu driinler arasinda, oOzellikle ila¢ yapiminda kullanilan kimyasallarin
bulunmasi, bazi droglarin ana bitkiden ziyade bu bitkilerin doku kiiltiirleri tarafindan
tiretimini ekonomik agidan cazip kilmistir. Dogal bilesiklerin bu alternatif yontem ile
liretiminin avantajlar1 asagida 6zetlenmistir (Sokmen ve Gtirel., 2001).

e Ana bitkinin kiiltiiri veya toplanmasi esnasinda karsilasilan ¢evresel
etkenlerin (iklim, cografi zorluklar, ulasim gii¢liikleri, mevsimsel kisitlamalar
vs.) ortadan kaldirilmasi,

e Arz talep dengeleri gbz Oniine alinarak gerektigi zaman yeterli liretimin
saglanabilmesi ve bdylece piyasanin diizenli bir sekilde kontrolii,

e Daha sabit kalite ve verimlilikte tiretim,



e Kiiltiirii yapilan bitkiler i¢in daha az arazi kullanimu,
e Politik baskilardan uzak, daha serbest bir tiretim.

Doku kiiltiirlerinden sadece sekonder iiriinlerin dogrudan iiretiminde
faydalanilmamis ayn1 zamanda, bu iriinlerin biyosentez mekanizmalarinin
anlasilmasinda da yararlanilmistir (Kulkarni, 2000).

Ik yazili tarih kaynaklarinda, insanlarin gesitli hastaliklarn tedavisinde
bitkilerden, yiyerek veya cesitli droglar hazirlayarak yararlandiklari belirtilmistir.
Ulkemizde en yaygin drog tiirii bitki caylaridir (Baser, 1997). Bugiin bile diinya
niifusunun % 64’1 bitkileri tedavi amacgh kullanmaktadir (S6kmen ve ark., 2001).
Yaklasik 20.000 bitki tiirliniin tibbi olarak kullanildigi tahmin edilmektedir
(Phillipson, 1990). Gelismis iilkelerde ise recete ile satilan ilaglarin %25’ini bitkisel
kokenli kimyasallar olusturmaktadir (Collin ve Edwards, 1998). Bu kimyasallar
arasinda alkaloidler, anti kanserojen aktiviteleri sebebiyle c¢ok biiylik bir 6nem
kazanmustir.

Giliniimiizde ila¢ sanayinde kullanilan bazi 6nemli bitkisel kokenli maddeler,

elde edildigi kaynaklar ve islevi Tablo 1°de verilmistir.

Tablol1 ilag sanayisinde kullanilan baz1 nemli bitkisel kokenli maddeler

( Philipson,1990; Scragg, 1994; Sokmen ve ark., 2001).

ilac Etken Maddesi Elde Edildigi Bitki Tedavi islevi

Ajmalisin Catharanthus roseus Anti hipertansif
Vinkristin, Vinblastin, Ajmalisin Catharanthus roseus Kanser tedavisi
Digitoksin Digitalis purpurea Kardiovaskiiler

Efedrin Ephedra sinica Brong agici

Kinin, Kinidin Cinchona ledgeriana Sitma tedavisi

Kodein Papaver samniferum Oksiiriik kesici,Analjezik
Reserpin Rauwolfia serpentina Antihipertansif

Sekonder metabolitlerin {iretimi; farklilasmis kiiltiirler (kdk ve siirgiin
kiltiirleri) ve farklilasmamus kiiltiirler (kallus kiiltiirleri, hiicre siispansiyon kiiltiirleri)

ile gerceklestirilmektedir. Bu teknikler istenilen sekonder metaboliti i¢eren bitkinin,



en ¢ok iiretim miktarina sahip doku veya organlarinin yapay besin ortaminda kiiltiire
alinarak istenen maddeyi {iiretmesini saglamaktir. Bu konudaki en biiyiik sorun,
kiiltiire alinan doku veya hiicrelerin liretim miktarlarinin ana hiicredekinden diisiik
seviyelerde olmasidir (S6kmen ve Giirel., 2001). Buna karsilik her iki tip kiiltiirden
de seleksiyonlarla yiiksek verimli hatlar izole edilebilir (Staba, 1985).

Kallus, farklilasmis doku ve hiicrelerin yaralanmasi ile yaralarin iizerinde
olusan farklilasmamis hiicre yigin1 olarak tanimlanmistir (Kulkarni, 2000). Kallus
kiiltiirleri ise ana bitkiden kesilip ¢ikartilan ve bdliinme 6zelligini yitirmemis organ
veya doku parcalarmmin karbon kaynagi (genellikle siikroz) ve bitki biiylime
diizenleyicileri (genellikle bir oksin ve bir sitokinin) iceren yar1 kati steril besin
ortaminda biiyiitiilmesi sonucu olusan morfolojik diizensizlige sahip kiitleler olarak
tarif edilebilir (Sokmen ve Giirel., 2001). Kallus kiiltiirleri sekonder metabolit elde
etme,rejenerasyon veya ploidi diizeyi ile ilgili ¢alismalarin ilk basamagini teskil eder.

Bu ¢alismada, alkaloid i¢eren Catharanthus roseus ve Berberis vulgaris’in in
vitro’da kinetin ile birlikte NAA (Naftalen Asetik Asit) ve 2.4-D (Di Klor Fenoksi
Asetik Asit) kullanilarak bir doku kiiltiirii yontemi olan kallus kiiltiirii yontemi ile
sekonder metabolit {retiminin ilk basamagi olan kallus elde etme islemi

gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
Medeniyetin baslarindan 21. yiizyila kadar bitkiler, insanlik i¢in ilaglarin en

onemli kaynaklar1 olmustur. Bu uzun yolculuk boyunca en heyecan verici
buluslardan biri, bitkilerden anti kanserojen aktiviteleri olan ¢esitli kimyasallarin
izolasyonu olmustur. Kanser, diinya ¢apinda énemli bir 6liimciil hastaliktir ve her yil
6 milyondan fazla vaka rapor edilmektedir (Kulkarni, 2000).

Gegtigimiz 40 yil icinde biyolojik kesiflerin akisi; Bitki Doku Kiiltiiri,
Rekombinant DNA Teknolojisi, Monoklonal Antikorlar ve Mikrokimyasal
Enstriimantasyon’daki gelistirilmis yeni metotlar ile bir damladan bir sele
doniismiistiir (Anonim: Opportunities in biology, 1989). Tip alaninda yeni tedavi
edici ilaglar ve teshis metotlari; kanser, aids ve alzheimer gibi hastaliklarin
tedavisinde biiyiik mesafeler kat edilmesini saglamistir (Kulkarni, 2000).

Biyoloji ve miittefik bilimlerdeki yeni buluslar, “Biyoteknoloji” terimiyle tek
bir semsiye altinda toplanmistir. Biyoteknoloji; biyolojik sistemlerin tarim, tip, ¢cevre
ve endiistri alanindaki pratik problemleri ¢6zmek i¢in modern teknoloji yoluyla
idaresi olarak tanimlanmistir (Kulkarni, 2000). Bu, doku kiiltiirlerini klonal {iretimi,
protoplast birlesmesini, gen klonlanmasini, DNA rekombinasyonu, genetik
miihendisligini, mutasyon indiiksiyonunu, in-vitro genetik seleksiyonunu, molekiiler
isaret yoluyla genom analizini ve gen haritas1 olusumunu igerir (Huang et al., 1993).
Tibbi degeri olan sekonder metabolitlerin doku kiiltiiri yoluyla in vitro iiretimi de
buraya dahil edilebilir.

Yiiksek yapili bitkiler, havadan, sudan ve minerallerden hem primer, hem de
sekonder metabolitler iireten giines enerjili yenilenebilir biyokimyasal fabrikalardir.
Buna ragmen insanoglu artan yiyecek, endiistriyel hammadde, ilag, pestisit, ¢esni ve
esans gereksinimleri i¢in bitkileri yonetmeye ve degistirmeye yonelmistir. En ilkel
tarimciliktan bu yana insanoglu siirekli olarak, bitki gelisimi i¢in deneyler yaparak
kendi ihtiyaglari dogrultusunda bitkileri kullanmistir (Pauls, 1995). Ama, son 150
yildir gelistirilen ¢ok sayidaki teknikler, tarimda da modern bilim kurulumunu
saglamistir. Son 50 yildir tarimdaki gelisim, genel olarak daha once deginilen
“Biyoteknoloji’nin 6zellikle “Bitki Doku Kiiltiirii” ve “Genetik Miihendisligi nin
gelisimiyle desteklenmistir (Brar and Khush, 1994). Bu teknikler mikroplazma



idaresi, genotip seleksiyonu, sabitlestirme, ¢esitlilik, {iriin korunumu ve {iriin tiretimi
gibi ¢esitli iirlin gelisimi agamalarina katkida bulunmustur (Pauls, 1995).

Bitkilerin yetistirildigi cevre, bitki fonksiyonunun her yonii {lizerinde c¢ok
giiclii bir etkiye sahiptir. Bu sebeple, bitki gelisimi yiiksek derecede bir elastikiyet
gosterir. Cevresel uyaricilar, bitkinin yasama dongiisii boyunca tepki esnekligi
saglamak, gelisim programini hizla degistirmek ve etkilemek icin ipucu olarak
kullanilmiglardir. “Bitki Doku Kiiltiirii” teknolojisi, bitki hiicrelerinin cevreleri ile
etkilesimi ve kiiltiir kosullarina bagli olarak cesitli organlarin biiylimesini saglama
kabiliyetine dayanir (Bowles and Leyser, 1994).

Genel olarak doku kiiltliriiniin teorik temeli, Schlieden ve Schwan’in “Hiicre
Teorisi” ile 1838-1939’da kurulmustur. Haberlandt (1902), o6nce bu teoriyi
monokotillerde ispatlamaya ¢alismis ve her ne kadar bu atag: basarisiz olsa da, o tek
bir hiicrenin biitiin bir bitkiyi yeniden olusturmast potansiyeline isaret eden
“Totipotency” kavramini genisletmistir. Bu siireci bitki doku kiiltiirtindeki bir¢ok
basarisiz girisim izlemistir. Ancak, Kotte (1922) ve Robins (1922 a, b), steril kosullar
altinda sentetik ortamda bezelye ve misir kdklerinin in vitro kiiltlirinii bagimsiz
olarak elde etmislerdir. Bu kok hiicreleri bir¢ok kez elde edilmese de; onlar,
meristematik  hiicre  kiiltiirlerinin  elde edilmesinin daha kolay oldugunu
kanitlamiglardir. 1934 ve 1939 yillarinda White, Gautheret ve Nobecourt once bitki
dokularini in vitro da simirsiz olarak elde etmeyi basarmiglardir. Ayrica White (1934)
kok meristemlerinin virlissiiz oldugunu da gozlemlemistir. Gautheret, kiiltiirler
yaslandikca beslenme ortaminda bitki biiyiime regiilatorleri (6zellikle de oksin)
olmaksizin da kallusun biiylimesini ortamin en ilgin¢ olay1 olarak tanimlamigtir
(Kulkarni, 2000).

1951-1961 yillar1 arasindaki on yillik donem boyunca, basarili kallus
kiltiirleri, dikotil, monokotil ve gimnospermlere ait bir dizi bitkinin normal veya
tiimdr dokularindan kallus baglatilmasi ile gelistirilmistir (Gautheret, 1985).

Bitkilerdeki biiylimenin hormonal regiilasyonu, farklilasma ve organ
formasyonunun (Skoog and Miller, 1957), kallus kiiltiiriinden bitkicik olusumunun
(rejenerasyon) (Reinert,1958) ve hiicre siispansiyon kiiltlirlerinden rejenerasyonun
(Stewart et al.,1958) gerceklestirilmesi bilginin insanoglunun yararina kullanimi i¢in

bir zemin hazirlamigtir(Kulkarni, 2000).



Mikrokiiltiirdeki tek tek hiicrelerden tam bir tiitiin bitkisinin olusumu (Vasil
and Hildebrandt, 1965) ve havucun tek bir kaplanmis hiicresinden somatik embriyo
olusumu (Backs-Husseman and Reinert, 1970) gibi c¢alismalar, Haberlandt’in
totipotensi  teorisinden yaklagik 65 yil sonrasinda tek basina izole edilen bitki
hiicrelerinden totipotensinin siiphe gotiirmeyen ispati olmustur. Totipotensi kavrami,
Datura’nin mikrosporlarindan (yar1 kromozomlu polen hiicreleri) embriyo olusumu
“androgenesis” ile ispatlanmistir (Guha and Maheswari, 1964).

Sekonder metabolizma, ilk olarak 1873’de fark edilse de fonksiyonu ancak
1888°’de  aciklanmistir.  Ancak  1950’lere  kadar sekonder metabolitler,
metabolizmanin son {riinleri olarak degerlendirilmisler ve gereksiz iiriin olarak
addedilmislerdir. Ekonomik onemleri 1960’lara gelindiginde kesfedilmistir (Kurz
and Constabel, 1998).

Giinlimiizde, sekonder metabolitlerin bitkilerdeki 6nemli islevi tam olarak
bilinmemektedir fakat, genellikle elzem maddeler olarak kabul edilmektedirler.
Bilinen baslica islevleri su sekilde 6zetlenmistir ( Wink, 1990; Sokmen ve Giirel.,
2001):

o Kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlar1 vs gibi degisik ¢evresel etkenlerin olusturdugu
stres ortamina kars1 koyma,

e Herbivorlara (bocekler, siirlingenler vb.) karsi savunma,

e Mikroorganizmalara (bakteriler, viruslar, mantarlar vb.) karst savunma,

e Bazi metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (polinasyonu ve tohum
dagilimini saglamak i¢in tasiyicilari cezbettirme gibi).

Sekonder metabolizma iirlinlerinin primer metabolizma iirlinii olan Onciillere
sahip olduklar1 ve bu Onciillerin baglangic materyali olarak kullanildig1 bir dizi
reaksiyon sonucu meydana geldikleri bilinmektedir. Bu onciil bilesikler, kiiltiir
ortamina verilmek suretiyle sekonder metabolit iiretiminde kullanilabilirler. Ortamda
bol miktarda baslangi¢ materyalinin bulunmasi, bitki hiicresini sekonder metabolitin
iiretilecegi metabolik yola tesvik edecektir. Fakat, bu uygulamanin iiriin verimi
tizerinde ¢ok kiiclik etkileri oldugu, bu etkinin de onciil madde ile iirlin arasindaki
basamak sayisinin fazla olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Yeoman ve

ark., 1990). Onciillerin kiiltiirlere verilmesinde dikkat edilecek noktalar, zamanlama,



metabolik yolun ve hiicrenin bu bilesigi igeri alma yollarinin iyi bilinmesi ve hiicrede
birikim miktarlarinin ve toksik olmayacak konsantrasyonlarinin tespit edilmesi
olarak belirtilmektedir (S6kmen ve Giirel., 2001).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii teknolojileri, tehlike altindaki en seckin bitkilerin
korunmasi, droglarin ve drog igeriklerinin c¢evreye dost iiretim yontemleriyle
tiretilmesi ile insanligin yararina doga kaynaklarinin kullanimini saglamis ve bu
sayede bir kurtarici pozisyonuna ge¢mistir. Germplazmin sogukta muhafazas tehlike
altindaki populasyonun ve genetik g¢esitliligin korunmasina yardimci olabilir ve
gelistirilmis hiicre ve doku kiiltiirii teknolojileri, dogal kaynaklar1 yok etmeden daha
1yl bir verimlilikle aktif bilesiklerin in vitro’da (laboratuar kosullarinda) iiretmeye
yardimci olabilir (Kulkarni, 2000).

Hiicre silispansiyon kiiltiirleri, immobilize hiicre kiiltlirleri, farklilagmis
Kiiltiirler gibi kallus kiltiirleri de sekonder metabolitlerin in vitro {iretim
yontemlerinden biridir (Kulkarni, 2000).

Kallus kiiltiirleri, genellikle farklilasmis doku ve hiicrelerin yaralanmasi ile
olusan yaralarda ¢ogalan farklilagsmamis hiicre yiginlarini igerir. Bunlar ya sekonder
metabolit sentezleyen ilgili kaynak dokudan ya da embriyo gibi baska dokulardan
baslatilmislardir. Genellikle, sekonder metabolitleri iireten doku kiiltiirleri, spesifik
sekonder metabolit {riinlerini biriktiren yiiksek bitkilerden meydana gelmis
olabildigi gibi tam tersi de s6z konusu olabilir. Bunun nedeni, sekonder
metabolitlerin biyosentez kapasitesinin genetik olarak sinirlandirilmis olmasi olarak
distiniilmistir (Lindsey ve Yeoman, 1985). Hiicre boliinmesi genellikle de-
differansiyasyon yoluyla parankimatik hiicrelerde meydana gelmistir. Bu siireg
boyunca olgun hiicreler gecici olarak gen¢ (juvenil) durumlarina donerler
(Rejuventasyon) ve bu ylizden yogun biiylime ve boliinme aktivitesi gosterirler
(Kulkarni, 2000). De-differansiyasyon (farklilasmadan geri doniis) derecesinin ayni
eksplanttan olan farkli hiicrelerde bile farkli farkli oldugu goriilmiistiir (Lindsey ve
Yeoman, 1985). Normalde geng¢ ve dolayistyla fizyolojik olarak aktif dokular daha
iyi kallus olusumu saglamiglardir. Kallus olusumu igin digsal bitki biiyiime
regiilatorii ihtiyacinin, dokularin genotiplerine ve i¢sel hormon igeriklerine baglh

oldugu da goriilmiistiir (Pierik, 1987).



Son yillarda kallus kiiltiirleri sekonder metabolit iiretiminde kullanilmaktadir.
Konu ile ilgili ¢aligmalar, kallus indiiksiyonu ve biiylimesi i¢in gerekli kosullarin
(bliylime ortami) sekonder metabolit {iretimi i¢in yeterli olmadigini, bunun igin
kallusun farkli icerige sahip yeni bir ortama (iiretim ortami) transferine ihtiyag
duyuldugunu gostermistir ( Kulkarni, 2000).

Kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde alt kiiltiir say1s1 arttik¢ca varyasyon
artmis ve dolayisi ile baslangictakinden farkli kiiltiirler olusmus, bazen de bazi hiicre
veya hiicre gruplarinin farklilagarak kok veya siirgiin olusumu ile sonuglanmistir.
Ozellikle de bu dokularda sekonder metabolit birikiminin daha fazla oldugu
gbzlenmistir ( Kulkarni, 2000; S6kmen ve Giirel., 2001) .

Akcam (1993), C. roseus L. (G) Don bitkisinde kallus elde edilmesi ve
kallustan rejenerasyon iizerinde ¢alismis ve en iyi kallus olusumu 2 mg/l NAA + 3
mg/l BA veya 2 mg/l NAA + 5 mg/l BA igceren MS ortaminda gézlenmis daha sonra
bu kallus hatlarindan rejenerasyona gidilmis ve elde edilen rejenerant bitkiler in vivo
kosullarda (tarlada) %92 oraninda canlilik saglamislardir.

Bu calismada da C. roseus igin en iyi kallus olusumu ve gelisimi

aragtirilmustir.



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu c¢alismada, kanser tedavisinde kullanilan vinkristin ve vinblastin
alkaloidlerini igeren Apocynaceae familyasina ait Catharanthus roseus (L.) G.
(pervane ¢icegi, madagaskar pervanesi) (Sekil 1) ile bakteriler ve protozoonlar
iizerinde genis spektrumlu etkiye sahip berberin alkaloidini igeren Berberidaceae

familyasina ait Berberis vulgaris L. (kadin tuzlugu, karamuk) materyal olarak

kullanilmigtir (Sekil 2 ).

(www.g.netz.de/Health Center/helpflonzen/berberitze)

Sekil 1 Catharanthus roseus ( Pervane ¢igcegi)



10

(http:/linneaus.nrm.se/floral/di/berberida/berbe/berbvul8.jpg)

Sekil 2 Berberis vulgaris ( Kadin tuzlugu)

S6z konusu bitkilerin tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi ile elde edilen
steril fidelerin kok, hipokotil, epikotil ve kotiledonlar1 eksplant (bitki pargasi)
olarak kullanilmistir. Gozlemler, eksplant tipine gore ayr1 ayri1 yapilmamis,

eksplanttan kallus olusumu olarak degerlendirilmistir.

3.2. Yontem

Bu ¢alismada takip edilen yol Sekil 3’de sematize edilmistir. Sekil 3 incelendiginde
goriilecektir ki bitki tohumlari, sterilize edildikten sonra ¢imlendirilmis, elde edilen
fidelerden alinan kok, gévde ve yaprak eksplantlarindan kallus elde edilmistir. Bu
kalluslar iki defa alt kiiltiire alinmuistir. Kallus kiiltiirii i¢in bitki biiylime diizenleyicisi
olarak kinetin(Kin), naftalen asetik asit ( NAA) ve 2,4 dikloro fenoksi asetik asit

(2.4-D)’in  ¢esitli kombinasyonlar1  kullanilmigtir ve uygun kombinasyon


http://linneaus.nrm.se/floral/di/berberida/berbe/berb
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belirlenmeye calisilmistir. 2, 3, 4, 5, 7 numarali oklarla gosterilen yol takip edilmis
ancak 7 nolu basamakta rejenerasyona gidilmemis sadece alt kiiltiirler ile kallus

cogaltilmistir.
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Sekil 3 Kallus olusumu ve kallustan bitki rejenerasyonu
degistirilerek)

1. Zigotik embriyodan bitki farklilasmasi (Differansiyasyon).

2. Tohumlardan steril fideler elde etme.

3. Bu fidelerin kok, gévde ve yapraklarindan steril eksplant elde etme.
4. Steril eksplantlar1 kallus ortamina transfer etme.

5.Eksplantlardan kallus olusumu.

6.Kallustan rejenerant bitki elde edilmesi.

7 Kallusu bir siire alt kiiltiire alarak rejenerasyona gitme

8.Kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiiriine gitme.

(Gaines, 2004’den
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3.2.1. Sterilizasyon i¢in Kullamilan Metotlar
Bir ortam veya maddenin tiim canli mikroorganizmalarda arindirilmasi

islemine sterilizasyon denir (Kulkarni, 2000). [Invitro Kkiiltiir calismalarmin
calismalarin bagarili olmasindaki ilk basamak dogru sterilizasyon metotlarinin
se¢ilmis olmasidir.
3.2.1.1. Tohum sterilizasyonu

Meyvesinden ayrilan C. roseus ve B. vulgaris tohumlari, dnce %70 alkolden
gecirilmis, sonra 1:1 oranindaki sodyum hipoklorit (NaOHCI): steril distile suda B.
vulgaris tohumlart 10 dakika, C. roseus tohumlar1 15 dakika bekletilmistir. Ardindan
tohumlar, 5 kez steril distile suda ¢alkalanmistir (Babaoglu ve ark., 2001).

3.2.1.2. Kullamlan Aletlerin Sterilizasyonu
Gerek tohum, gerekse eksplant transferinde kullanilan pens, makas, bistiiri
gibi el aletleri, alkole batirildiktan sonra atesten gecirilerek sterilize edilmistir. S6z

konusu islem her tohum ve eksplanti kiiltiire alma islemi icin tekrarlanmstir.

3.2.1.3. Besin Ortaminin Sterilizasyonu
Cam tiip veya kavanozlara dokiilen besin ortami (kiiltiir ortami) yerlerinin
agizlar1 pamuk ile kapatildiktan sonra 1 atm basingta, 121°C sicaklikta, otoklavda 20

dakika sterilize edilmistir.

3.2.1.4. Transfer Ortaminin Sterilizasyonu
Tohumlarin ve eksplantlarin steril bir sekilde kiiltiire alinmasi iglemi laminar
flow kabinde yapilmistir. Kiiltiire alma isleminden yaklasik 1 saat once flow kabin

calistirilarak steril caligma ortami saglanmistir.

3.2.2. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Calismamizda ¢imlenme ortami, kallus ortami ve alt kiiltiir ortamlar1 olarak
belirttigimiz tiim kiiltiir ortamlarinda sadece bitki biiylime diizenleyicisi ilaveleri
degistirilmek sureti ile Murashige-Skoog (1962) (MS) kiiltiir ortam1 kullanilmigtir. 1
litre MS kiiltlir ortam1 hazirlamak i¢in gerekli kimyasallarin bilesim ve miktarlar
Tablo 2’ de verilmistir. 1 litre besin ortami icin gerekli miktarlar alinarak siikroz

ilavesi yapildiktan sonra siikroz eritilerek litreye distile su ile tamamlanmis ve kiiltiir
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ortaminin pH' s1, pH metre ile 5.5(+0.1)' e ayarlanmistir. pH ayarlamasindan sonra
agar eklenerek agzi1 folyo ile kapatilmis ve dnceden 95°C'ye ayarlanmis sicak su
banyosunda agar homojen dagilincaya kadar pisirilmigtir. Steril kiiltiir kaplarina

aktarildiktan sonra otoklavda sterilize edilmistir.

Tablo 2 Murashige — Skoog (1962) (MS) Besin Ortami Bilesimi (Babaoglu ve ark.,
2001)

Komponentler Kiltiir Ortamindaki Konsantrasyon (mg/1

NH4NO3 1650
KNO3s 1900
Na2 EDTA2H20  ....oocovvieninnnn. 37.3
FeSO4.7H20 ...l 27.8
CaCl22H20 .. 440
KH2PO4 170
H3BO3 e 6.2
NazMoO4.2H20 ...l 0.25
CoCl.6H20 ... 0.025
KI 0.83
MnSO4.4H20 ... 22.3
MgSO4.7H20 ... 370
CuSO4.5H20 ... 0. 025
ZnSO4.7TH20 ... 8.6
Myo-inisitol . 100
Nikotinik Asit ... 0.5
Pyridoxine-HCl ~ ...........cooiiiine 0.5
Thiamine-HCl ... 0.1
Gylicine 2.0

Sikroz L 30 000
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3.2.2.1. Cimlenme Ortaminin Hazirlanmasi

Cimlendirme ortami olarak yar1 giiclii Murashige-Skoog ortami (1/2 MS)
kullanilmistir. Tablo 2°de gosterilen kimyasal maddelerden 1/2 MS kiiltiir ortami igin
uygun miktarlar alinmig, ¢imlenme ortami olarak hazirlanmistir. Bu ortam ig¢in bitki
bliylime diizenleyicisi kombinasyonlar1 kullanilmamistir. Hazirlanan besin ortami
tiiplere dokiilmiis ve sterilize edilen tohumlar kiiltiir tiiplerine yerlestirilmistir.

Kiiltiir tiipleri, tohumlarin  ¢imlenmesi i¢in 25°C ve karanlik kosulda kiiltiir
odasia yerlestirilmistir. Her bir kiiltlir tiipiine 3’er adet olmak {izere340 adet

Catharanthus, toplam 180 adet Berberis tohumu ¢imlenme ortamina ekilmistir.

3.2.2.2. Kallus ortamlarimin hazirlanmasa:

C. roseus bitkisinin kallus kiiltlirii i¢in Tablo 2’de verilen kimyasal
maddelerden gerekli miktarlar alinarak asagidaki bitki biiylime diizenleyicisi
kombinasyonlarin1  igeren Murashige-Skoog (1962) (MS) kiiltiir ortami
hazirlanmustir.

e MS+0.1 mg/lKin +2.0 mg/l 2,4-D
e MS+0.1 mg/l Kin+ 1.0 mg/l NAA

10-20 ml besin ortami iceren her bir tiipe eksplant transferi yapilmistir. Cim
bitkilerinin epikotil, hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 transfer edilmistir. Boylece,
ortalama 38 adet eksplant kinetin ve 2.4-D igeren MS Kkiiltiir ortamina, 38 adet
eksplant da kinetin ve NAA iceren MS kiiltiir ortamina transfer edilerek tiipler kiiltiir
odasinin karanlik bolimiine alinmustir.

B. vulgaris i¢in ise benzer sekilde, yukarida verilen bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonunu igeren besi yerleri hazirlanmistir. Ancak, 19 adet
eksplant kinetin ve 2.4-D’li besin ortamina, 19 adet eksplant da kinetin ve NAA’l1
besin ortamina transfer edilerek tiipler kiiltiir odasinin  karanlik bolimiine

yerlestirilmistir.

3.2.2.3. Alt kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi
Elde edilen kalluslarin yarisinin yas ve kuru agirliklart alinmis, diger yarisi
ise alt kiiltiire transferleri yapilmistir. Alt kiiltiirler i¢in besin ortami, /2 MS kiiltiir

ortami ve bitki biiylime diizenleyicisi miktarlar yariya indirilerek kullanilmistir.
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Eksplantlarin kiiltiiriinden elde edilen C. roseus kalluslar alt kiiltiir olarak;
e ¥ MS + 0,05 mg/l Kin + 1 mg/l 2,4-D’li besin ortamina aktarilmis,
gelismeler izlenmis ve denemenin sonunda yas ve kuru agirliklar alimmastir.
e ¥ MS + 0,05 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA’l1 besi yerine aktarilmis, gelismeler

izlenmis ve denemenin sonunda kalluslarin yas ve kuru agirliklar1 alinmastir.

B. vulgaris kalluslarinin  alt kiiltiirt:
e % MS + 0,05 mg/l Kin + 1 mg/l 2.4-D’li besin ortamina yapilmis, gelismeler
izlenmis ve denemenin sonunda kalluslarin yas ve kuru agirliklar alinmigtir.

Kalluslarin kurutulmasi oda sartlarinda yapilmistir.

3.2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Kalluslarin yas ve kuru agirliklarinin 6l¢timii hassas terazi ile yapilmistir.

Yapilan c¢aligmalar sonucunda kallus olusumu gozlenen, goézlenmeyen ve
kontaminasyon goriilen tiipler sayilmak suretiyle yiizdeleri bulunmustur.

C. roseus ve B. vulgaris’in bitki biiylime diizenleyicisi kombinasyonuna
gore kallus olusturma oranlarinin istatistiksel analizi yapilmistir. Kalluslarin yas ve
kuru agirlik verilerine T testi uygulanmistir. T testinin uygulanmasindaki amac her
iki hormon grubundan hangisinin kallus olusturma 6zelliginin hangi bitki iizerinde

daha etkili oldugunu tayin etmektir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Steril Fidelerin Elde Edilmesi
C. roseus ve B. vulgaris tohumlar bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen yari
giiclii MS kiiltiir ortaminda ¢imlendirmeye alinmistir. C. roseus’da tohumlarin kiiltiire
alinmasindan itibaren 15 giin icerisinde ¢imlenme tamamlanmis, B. vulgaris’de ise
¢imlenme 30-35 giin devam etmis ve 35 giin sonra ¢imlenme gdzlenen tohum sayilari
belirlenmistir. Her iki bitki tliriine ait tohumlarin % c¢imlenme oranlar1 Tablo 3’de

verilmistir.

Tablo 3 C. roseus ve B. vulgaris tohumlarinin ¢imlenme oranlari(%)

Cimlenme
Kiiltiire Alinan Cimlenme Gézlenen Oram (%)

Bitki Ad1 Ortam Tohum Sayist Tohum Sayist
C. roseus 1/2 MS 340 340 % 100
B. vulgaris 172 MS 180 42 % 23.3

Tablo 3’den de goriildiigii gibi C. roseus’un kiiltiire alinan tiim tohumlar1
cimlenmistir (% 100). B. vulgaris'te ise ¢imlenme orani diisiik olmustur (%23.3). B.
vulgaris’te %36.7 ¢imlenmeyen tohum ve %40 enfeksiyon goézlenmistir.

Sonu¢ olarak, tohumlarin ¢imlendirilmesi ile kallus kiiltiirtinde kullanilmak

tizere her iki bitki tiirline ait steril fideler elde edilmistir.

4.2. Kallus Kiiltiirii Bulgular

4.2.1Catharanthus roseus'un kallus kiiltiirii

MS+ 0,1 mg/l Kin + 2.0 mg/l 2,4-D ilaveli kiiltiir ortamina eksplantlar
aktarilmis, kallus gelisimleri gozlenmistir. Steril fidelerin kiiltiire alinmasindan 80
giin sonra 18 tiipte kallus olusumlar1 gdzlenmis, 2 tiipte kontaminasyon goézlenirken 18
tiipte de higbir gelisim gézlenmemistir. Kallus olusumu %47.3, kontaminasyon %35.8
olmustur. Gelisen kalluslarin renklerinin sarimtirak kahverengi oldugu gozlenmistir

(Sekil 4).
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Sekil 4 Catharanthus roseus'un MS + 0,1 mg/1 Kin + 2,0 mg/1 2.4-D'li kiiltiir
ortamda gelisen kallus (eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 80 giin sonra)

MS + 0,1 mg/l Kin + 1.0 mg/l NAA igeren besin ortaminda, 29 tiipte, ¢aplari
Imm ile 1cm arasinda degisen, renkleri beyazdan sariya ve kahverengine dogru olan
kallus olusumlar1 gézlenmistir(Sekil 5). Eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 80 giin
sonra; kallus olusumu %76.3 ve eksplantlarin %23.6'sinda kallus gozlenmemistir.

Ayrica, hicbir kiiltiir tiiptinde kontaminasyon olmamastir.
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Sekil 5 Catharanthus roseus' un MS + 0,1 mg/l Kin + 1,0 mg/l NAA’l1 kiiltiir
ortaminda elde edilen kallus (eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 80 giin sonra)

4.2.2. Berberis vulgaris'in kallus Kiiltiirii
MS + 0,1 mg/l Kin + 2,0 mg/l 2,4-D igeren kallus kiiltiirii ortaminda

eksplantlarin tamaminda (%100), caplart 0.5 cm'den 2 cm'ye kadar degisim gosteren,
fosforlu saridan  kahverengine dogru farkli renklerde olan kallus yiginlar

gozlenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6 Berberis vulgaris’in 0,1 mg/l Kin + 2,0 mg/1 2.4-D’l1 kiiltiirortamda elde
edilen kallus (eksplantlarin kiiltiire alinmasindan 80 giin sonra)

MS + 0,1 mg/l Kin + 1,0 mg/1 NAA iceren ortamdaki eksplantlarin higbirinde

kallus olusumu goriilmemistir ayrica kontaminasyon da gozlenmemistir.



Tablo 4 Eksplantlardan elde edilen kallus olusumlari (%)
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Bitki MS Ortami Toplam Kallus Gelisme Bulasma Kallus Kontaminasyon
Ad1 + Eksplant Olusumu Gozlenmeyen Olan Eksplant %
Bitki Sayisi Gozlenen Eksplant Sayisi Sayisi
Biiyiime Eksplant
Diizenleyicisi Sayisi

C.roseus Kint+2.4-D 38 18 18 2 % 47.3 %5.8
C.roseus KintNAA 38 29 9 - % 76.3 -
B.vulgaris | Kint+2,4-D 19 19 - % 100 -
B.vulgaris | KintNAA 19 19 -

Tablo 4’den de goriildiigii gibi Catharanthus bitkisinde kinetin ve NAA
iceren MS ortaminda % 76.3 kallus olusumu gozlenirken, kinetin ve 2.4-D ilaveli
besin ortaminda % 47.3 kallus olusumu gbézlenmis ve Catharanthus’un kallus kiiltiirii
icin  bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kinetin ve NAA ilavesi daha uygun
bulunmustur. B. vulgaris i¢in kinetin ve 2,4-D ilaveli MS besin ortaminda kallus
olusum orani1 %100 iken NAA’l1 ortamda bir gelisme gozlenmemistir.

Genel olarak, % kallus gozlemleri eksplant tipi ayrimi yapilmadan

en gelismis kallus olusumu kotiledon

kok

belirtilmekle beraber, en erken ve

eksplantlarinda  gozlenmistir. Bunu eksplantlarinin, hipokotil-epikotil

eksplantlarinin takip ettigi gozlenmistir.

4.3. Birinci (I.) Alt Kiiltiir Bulgulan

4.3.1. Catharanthus roseus’un I. alt kiiltiirii

MS + 0.1 mg/l Kin + 2.0 mg/l 2,4-D ortaminda gelisen kalluslarin, 1. alt
kiiltiir ortam1 olarak MS + 0,05 mg/l Kin + 1,0 mg/1 2.4-D ilaveli besin ortamina
transferi yapilmis ve alt kiiltiirde, 1 ay sonra kalluslarin %55.5 gelisme goriliirken

%5.5’inde  kuruma ve %38.8’inde kontaminasyon goriilmiistiir. Kontaminasyon
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oranindaki bu artisin sebebi, calismanin bu boliimiiniin yaz aylarinda ¢ok sicak
giinlerde yapilmis olmasi olarak diistiniilmiistiir. Gelisen kallus yiginlarinin ¢aplari,

2 mm'den 1 cm'ye kadar degismistir(Sekil 7).

Sekil 7 Catharnthus'un MS + 0, 05 mg/l Kin + 1,0 mg/1 2.4-D ortaminda I.alt

kiiltiirden elde edilen kallus y1gini (kallus transferinden lay sonra)

MS + 0.1 mg/l Kin + 1.0 mg/l NAA ‘li ortamda elde edilen kalluslar ise MS +
0,05 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA’l1 MS besin ortaminda alt kiiltiire alinmis ve kallus
gelisimi % 68.9 olarak belirlenmis olup, % 32.1°de hicbir gelisme goriilmemistir.
Ayrica kontaminasyon gozlenmemistir. Kallus olusumlart agik sar1 silingerimsi

yapidadir (Sekil 8).
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Sekil 8 Catharanthus roseus 'un MS + 0,05 mg/I Kin + 0,5mg/I NAA’li ortamda

L. alt kiiltiirden elde edilen kallus y1gin1 (kallus transferinden 1ay sonra)
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C. roseus’un 1. alt kiiltiiriinden elde edilen kalluslarin yas ve kuru agirliklar

belirlenmistir( Tablo 5).

Tablo 5 Catharanthus roseus’un 1. alt kiiltiir kalluslarinin yas ve kuru agirliklar

N Bitki Catharanthus roseus
0 Ortam MS + 0.05 mg/l Kin + 1.0mg/l 2,4-D MS + 0,05 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA
Yas agirlik (g) Kuru agirlik (g) Yas agirlik (g) Kuru agirlik (g)

1 0.49 0.03 0.23 0.02
2 0.08 0.01 0.02 0.01
3 0.58 0.06 0.32 0.02
4 0.63 0.3 0.35 0.01
5 0.67 0.01 0.05 0.03
6 0.05 0.01 0.55 0.02
7 0.09 0.01 0.48 0.04
8 0.48 0.04 0.52 0.01
9 0.02 0.01 0.17 0.01
10 0.49 0.01 0.03 0.01
11 0.08 0.01 0.08 0.01
12 0.46 0.01 0.10 0.01
13 0.05 0.01 0.18 0.01
14 0.19 0.02 0.13 0.01
15 0.05 0.01 0.31 0.02
16 0.46 0.04 0.52 0.04
17 0.18 0.01 0.07 0.01
18 0.05 0.01 0.16 0.01
19 0.80 0.04
20 0.11 0.02
21 0.60 0.01
22 0.48 0.02
23 0.11 0.01
24 0.49 0.03
25 0.22 0.01
26 0.03 0.01
27 0.04 0.01
28 0.57 0.04
29 0.69 0.04
Ort. 0.28 0.03 0.29 0.01

4.3.2. Berberis vulgaris'in 1. alt Kiiltiirii
Berberis vulgaris kiltirinde sadece MS + 0.1 mg/l Kin + 2.0 mg/l 2,4-D’li

ortamda kallus gozlenmis olup, bu kalluslar MS + 0.05 mg/l Kin + 1.0 mg/l 2.4-D’li

MS besin ortaminda yerinde alt kiiltiire alimmistir. Bir ay sonra saridan koyu

kahverengine dogru renk degisimi gosteren kalluslarin gelisimi % 84.2 oraninda

gergeklesmis, % 10 kuruma, % 15.7 kontaminasyon gozlenmistir(Sekil 9).
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Sekil 9 Berberis vulgaris’in MS + 0.05 mg/l Kin + 1.0 mg/ 2,4-D’li L. alt kiiltiir
ortamindan elde edilen kallus y18in1 (kallus transferinden 1 ay sonra)

Tablo 6’dan da goriildigii gibi Catharanthus bitkisinde birinci alt kiiltiirlerde
kinetin ve NAA’l1 ortamda %68.9 kallus gelisimi gozlenirken kinetin 2,4-D ilaveli
besin ortamimda % 55.5 kallus gelisimi gozlenmis ve bitki bilylime diizenleyicisi
olarak I. alt kiiltiirde de kinetin ve NAA ilavesi uygun bulunmustur. B. vulgaris’te ise

kinetin ve 2,4-D ilaveli MS besi yerinde kallus gelisimi % 84.2 dir.



26

Tablo 6 1. Alt kiiltiirlerdeki kallus gelisimleri (%)
Bitki Ad1 MS Ortam Toplam Kallus Gelisme Bulagma Kallus Kontaminasyon
. I . Gelisimi(%)
+ Tiip Gelisimi | Gozlenmeyen Olan Oram
Bitki Biiyiime Sayisi Gozlenen Tiip Tiip
Diizenleyicisi Tiip Sayist Sayist Sayist
C. roseus | Kint+2.4-D 18 10 1 7 %55.5 % 38.8
C. roseus | KintNAA 29 20 9 - %68.9 -
B. vulgaris | Kin+2.4-D 19 16 - 3 % 84.2 % 15.7

MS + 0.05 mg/l Kin + 1 mg/l 2.4-D kombinasyonlu besin ortaminda I. alt

kiiltiirde elde edilen kalluslarin yas ve kuru agirliklar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7 Berberis vulgaris’in Kin ve 2.4-D’li MS ortaminda 1. alt kiiltiirde gelisen

kalluslarin yas ve kuru agirliklar

Bitki Berberis vulgaris
N Ortam MS +0.05 mg/l Kin + 1.0 mg/l 2,4-D
[ Yas agirlik (g) Kuru agirlik (g)
1 0.33 0.02
2 0.74 0.04
3 049 0.04
4 0.66 0.03
5 0.87 0.05
6 0.71 0.04
7 0.94 0.02
8 0.92 0.02
9 0.69 0.03
10 0.24 0.02
11 0.35 0.02
12 0.24 0.02
13 1.06 0.05
14 0.95 0.04
15 0.98 0.04
16 1.06 0.05
17 0.36 0.01
18 1.08 0.04
19 0.80 0.04
Ort. 0.67 0.03
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Ortalama en yiiksek kallus yas agirligt (0.67g) Berberis vulgaris’de elde
edilmistir(Tablo7)

4.4. 11. Alt Kiiltiir Calismasi Bulgular:

4.4.1. Catharanthus roseus '"un II. alt kiiltiirii

MS + 0,025 mg/l Kin + 0,5 mg/l 2.4-D’li ortamdaki II. alt kiiltiirlerde, 1 ay
sonra % 40 kallus gelisimi gdzlenmistir. Ayrica, %60 gibi olduk¢a yiiksek oranda

kontaminasyon olmustur.
MS + 0,025 mg/l Kin + 0,25 mg/l NAA’I1 II. alt kiiltiir ortaminda ise 1 ay

sonta % 20 oraninda kallus gelisimi gozlenirken % 40’inda hicbir gelisme

olmamugtir. Kiiltiir tiiplerinde kontaminasyon % 40 olarak belirlenmistir(Tablo 8).

Tablo 8 II. Alt kiiltiirdeki kallus gelisimi(%)

Bitki MS Ortam Toplam Kallus Gelisimi Gelisim Kontamine Olan | Kallus Kontami-
Ad1 + Tiip Gozlenen Tiip | Gozlenmeyen Tiip Tiip Oram nasyon
Bitki Biiyiime Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Oram

Diizenleyicisi

C.roseus Kint+2,4-D 10 4 - 6 % 40 % 60
C.roseus KintNAA 5 1 2 2 % 20 % 40
B.vulgaris Kin+2,4-D 8 6 - 2 % 75 % 25

C. roseus’un II. alt kiiltiiriinden elde edilen kalluslarin yas ve kuru agirliklar

tablo 9’da verilmistir.
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Tablo 9 Catharanthus roseus’un IL. alt kiiltiir kalluslarinin yas ve kuru agirliklar:

Bitki Catharanthus roseus
Ortam MS + 0.025mg/1 Kin + 0.5 mg/l 2,4-D MS + 0,025 mg/l Kin + 0,25 mg/l NAA
Yas agirlik (g) Kuru agirlik (g) Yas agirlik (g) Kuru agirlik (g)
1 0.12 0.01 0.78 0.03
2 0.84 0.02 0.10 0.01
3 0.81 0.04 0.16 0.10
4 0.42 0.03 0.63 0.02
5 0.42 0.02 0.08 0.01
6 0.09 0.01
7 1.17 0.04
8 0.11 0.02
9 0.43 0.02
10 0.09 0.01
Ort. 0.45 0.02 0.35 0.03

C. roseus’un iki farkli bitki bliylime diizenleyicisi kombinasyonlu ortamda
gelisen I. ve II. alt kiiltiir kalluslarinin yas ve kuru agirliklart i¢in bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonlarina gore fark olup olmadigi t testi ile degerlendirilmis

ve istatistik olarak dnemli bulunmamuistir.

4.4.2. Berberis vulgaris'in II. alt kiiltiirii

MS + 0,025mg/1 Kin + 0,5 mg/l 2,4-D iceren II. alt kiiltiir ortaminda 1 ay
sonraki kallus gelisimi %75, kontaminasyon %25 olarak gozlenmistir (Tablo 8).

II. alt kiiltiir calismalarinda C. roseus’ta Kin + 2,4-D’li MS ortaminin kallus
gelisimi %40 iken B. vulgaris’te ayni bitki biiyiime diizenleyicisi kombinasyonunda
gelisim % 75 olarak gdzlenmistir.

Tablo 8’¢ bakildiginda kontaminasyon oranlarinin yiiksek oldugu
gbzlenmektedir. Bunun en biiyiik sebebi II. alt kiiltiir ¢caligmalarinin ¢ok sicak aylara
(Temmuz-Agustos) rastlamasi olarak diistiniilmektedir.

B. vulgaris'in 0.025 mg/l Kin + 0.5 mg/l 2,4-D ilaveli MS besin ortaminda

I1. alt kiiltiirde elde edilen kalluslarin yas ve kuru agirliklar1 Tablo 10°da verilmistir.
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Tablo 10 Berberis’in Kin ve 2,4-D ilaveli MS kiiltiir ortaminda II. alt kiltiir

kalluslarinin yag ve kuru agirliklar

Bitki Berberis vulgaris
N Ortam MS + 0.025 mg/l Kin + 0.5 mg/l 2,4-D
0 Yas agirlik (g) Kuru agirlik (g)
1 1.05 0.02
2 1.06 0.05
3 1.05 0.05
4 0.85 0.02
5 0.13 0.01
6 0.84 0.03
7 0.50 0.01
8 1.46 0.08
Ort. 0.86 0.03

Calismalar da eksplant tipine gore en iyi kallus olusumu 6zellikle kotiledon
eksplantlarinda goézlenirken bunu kok eksplantlar1 izlemistir. Hipokotil ve epikotil
eksplantlarindaki kallus olusumu kotiledon ve koke gore daha az ve daha uzun

stirede gerceklesmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Caligmalarimizda en yiiksek kallus olusum orani (%100) ve gelisimi (ort.
%79.6) Berberis’te Kin ve 2,4D ilaveli MS kiiltiir ortaminda goriilmekle beraber C.
roseus bitkisinde kallus olusumu %76.3, 1. alt kiiltiirde kallus gelisimi %68.9 ile en
iyl Kin ve NAA ilaveli MS kiiltiir ortaminda gézlenmistir. Ancak bu bitkinin II. alt
kiiltiirde %40 kallus gelisimi ile daha iyi sonu¢ Kin ve 2,4-D ilaveli ortamda
gbzlenmistir (Tablo 11).

Tablo 11 Catharanthus roseus ve Berberis vulgaris’in in vitro tohum ¢imlenme
yiizdeleri, bitki biliylime diizenleyicisi kombinasyonlarina gore kallus olusumu ve
gelisimi

Bitki Cimlenme Oram Ortam Kallus LAIt Kiiltiir 1. Alt
Ad1 Olusumu (%) Kallus Kiiltiirde
Gelisimi Kallus Gelisimi
(%) (%)
C. roseus % 100 MS + Kin +2.4-D %47.3 % 55.5 %40
C. roseus % 100 MS + Kin + NAA % 76.3 % 68.9 %20
B. vulgaris %23.3 MS +Kin+2.4-D % 100 % 84.2 %75
B .vulgaris %23.3 MS + Kin + NAA %0 - -

B. vulgaris ile yapilan c¢aligmalarda sadece kinetin ve 2,4-D igeren MS
ortamindan ¢ok iyi sonug¢ alinirken kinetin ve NAA igeren MS ortami basarisiz
bulunmustur. Bu ¢alismada Berberis’te kallus kiiltiirii i¢in MS ortaminda Kinetin ve
2.4-D ilavesi basarili bulunmustur.

C. roseus ve B. vulgaris’in 1. ve II. alt kiiltiirde elde edilen kalluslarin
ortalama yas ve kuru agirliklar1 Tablo 12’de verilmistir. Bitki biliyiime diizenleyicisi

kombinasyonuna gore yas agirliklar1 Sekil 11°de gosterilmistir.
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Tablo 12. Catharanthus roseus ve Berberis vulgaris’in 1. ve II. alt kiiltiirdeki

kalluslarinin ortalama yas ve kuru agirliklar

Bitki Biiyiime Yas Agirhik Ortalamalar: Kuru Agirhik Ortalamalar:
Bitki Diizenleyicisi (€4 (2
Kombinasyonu
I. Alt Kiiltiir I1. Alt Kiiltiir I. Alt Kiiltiir I1. Alt kiiltiir
Catharanthus roseus Kin +2,4-D 0.28 045 0.03 0.02
Kin + NAA 0.29 0.35 0.01 0.03
Berberis vulgaris Kin +2,4-D 0.67 0.86 0.03 0.03
Kin + NAA - - - -

En biiyiik kallus y1ginlar1 Berberis’in Kin ve 2,4-D ilaveli MS ortaminda elde

edilmistir. C. roseus’ta ise en biiyiik kallus yiginlart 1. alt kiiltiirde Kin ve NAA

ilaveli MS ortamindan,

gelismistir (Tablo 12).

II. alt kiltirde ise Kin ve 2,4-D ilaveli MS ortaminda
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Sekil 11 Catharanthus roseus'un 1. ve 1l. alt kiiltiir yas agirlik ortalamalar grafigi

Gelecekte ¢evre kirliligi sonucu tarim alanlarinin azalacagi ve eldeki mevcut
arazilerin de oncelikle gida amagli iirlinlerin iiretimi i¢in kullanilacagi varsayilarak
ve dogadan toplanan bitkilerde de hizla bir azalis ve nesillerinin tiikenme tehlikesi
altinda oldugu g6z oniine alinirsa, doku kiiltiirii ile sekonder metabolit iiretiminin bir
zorunluluk oldugu ve kesinlikle géz ardi edilmemesi gerektigi bariz bir gergektir
(Turasay, 2001).

Son yillarda biyoteknolojinin geligmesi ile bazi bitkilerdeki sekonder
iiriinlerin in vitro kiiltiirler ile elde edilmesi c¢alismalar1 glindeme gelmistir ve bu
amacla ¢esitli doku kiiltiirii tekniklerinin sekonder metabolit liretimi igin kullanilma
caligmalar1 biiyiik bir hizla devam etmektedir. Giiniimiizde vinblastin ve vinkristin,
kanser tedavisindeki Onemleri, ajmalisin ise anti hipertansif etkisi nedeni ile
berberin ise bakteri ve protozoonlarin iizerindeki genis spekturumu nedeni ile en ¢ok
kullanilan sekonder metabolitlerdendir. Bu calismada da C. roseus vinblastin,
vinkristin ve ajmalisin kaynagi, B. vulgaris ise berberin kaynagi olma nedeni ile

calismada tercih edilmislerdir.
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In vitro kiiltiir calismalarinda basariy1 etkileyen en dnemli faktdrlerden biri de
bitki biiylime diizenleyicisi ¢esit, doz ve kombinasyonudur. Calismanin amacina
gore uygun cesit, doz ve kombinasyonun belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢calismada
Berberis kiiltiirlerinde Kin ve 2,4-D ilavesi ile C. roseus’ta ise Kin + NAA ve Kin +
2,4-D ilavesi ile kallus elde edilebilecegi goriilmiistiir.

Bitki doku kiltiirii ¢aligmalarinda planlanan bir ¢alismanin basaril
olmasindaki ilk basamak bitki materyaline uygun sterilizasyon yonteminin se¢imi ve
steril kosullarda yetistirilmesidir. Ancak, strelizasyon yonetimine bakilmaksizin
kontaminasyonun, iklimsel ve mevsimsel etkenler ile degismesi de séz konusu
olabilir. Calismamizda da materyalin kiiltiire alinmasi1 donemindeki iklim kosullarina
gore kontaminasyon yiizdesi degismistir. Ornegin yaz aylarinda kontaminasyon
artmistir.

Calismamizda C. roseus tohumlarmin B. vulgaris'e nazaran daha kolay ve
kisa siirede ¢imlendigi gozlenmistir. Catharanthus tohumlar:, 13 giinde %100
cimlenirken Berberis'te ¢cimlenme 28 giin sonra %?23.3 olarak gerceklesmistir. Bu
sonu¢ tohumlarin ¢imlenme tabiatinin farkli oldugunu, Berberis'in daha gec
cimlendigini gostermistir.

Yapilan ¢aligmalar da eksplant tipine gore en iyi kallus olusumu o6zellikle
kotiledon eksplantlarinda gozlenirken bunu kok eksplantlar takip etmistir. Hipokotil
ve epikotil eksplantlarindaki kallus olusumu kotiledon ve kdke gore daha diisiik az
olmus ve daha uzun siirede gergeklesmistir.

C. roseus'un 0,1 mg/1 Kin + 2,0mg/1 2.4-D igceren MS besin ortaminda 80
giin sonunda elde edilen kallus olusumu, % 5.8'lik kontaminasyon gz Oniinde
bulundurulmazsa % 47.3 ile yar1 yartyadir. Buna karsilik ayn1 bitkinin 0,1 mg/l Kin
+ 1,0 mg/l NAA kombinasyonlu besin ortaminda 80 giin sonra elde edilen kallus
olusumu % 76.3’dir. Bu sonuglar, Catharanthus igin Kin + NAA kombinasyonunun
daha uygun oldugunu gostermektedir. Ayni biiylime diizenleyicisi kombinasyonlu
ortamda I. alt kiiltiirde kallus gelisimi % 68.9, 1. alt kiiltlirde ise % 20’ye diismiistiir.
Ancak II. alt kiiltirde kontaminasyonun fazlaligi sebebiyle eksplant sayisinda
azalma olmustur. Bu bitkide kinetin ve NAA’in kullanilmasinin uygunlugunu
belirtilirken kullanilacak doz {izerinde eksplant tipine gore farkli c¢alismalar

yapilmasinin gerekliligi de ortaya ¢ikmaktadir.
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Gamborg ve arkadaslar1 (1976)'na atfen Ak¢cam (1993)"'in bildirdigine gore
Catharanthus’da NAA i¢in uygulanabilecek en iyi konsantrasyon 0.1-2.0 mg/I'dir.
Yaptigimiz caligmalarda s6z konusu hormon i¢in kullandigimiz konsantrasyon 1.0
mg/l olup oldukga basarili bir sonug elde edilmistir.

B. vulgaris'de steril bitkiciklerden alinan explantlarin Kin ve NAA igeren MS
ortaminda basarili olmadig1 gézlenmistir. Bu sonug, Kin ve NAA kombinasyonunun
Berberis’in kallus kiiltlirii i¢in uygun biiyiime diizenleyicileri olmadiklarini
gostermektedir. Ote yandan aym bitkide Kin ve 2,4-D igerikli MS besin ortaminda
kallus olusumu % 85°dir. S6z konusu bitkide Kin ve 2,4-D kombinasyonlu MS
ortaminda eksplantlardan kallus olusumu % 100, 1. alt kiiltiirde kallus gelisimi %
84.2 ve II. alt kiiltiirde kallus gelisimi % 75'tir. Bu sonuglar bize Berberis’te Kin ve
2,4-D’li MS ortaminin uygun oldugunu gosterirken, Kinetin ve diger bitki biiylime
diizenleyicileri kombinasyonlari ile ¢aligmalar yapilmasi sonucuna da gotiirmektedir.

Her iki bitkiden elde edilen kalluslarin yas ve kuru agirlik ortalamalar1 olarak
kallus gelisimi istatistiki olarak t testi ile degerlendirildiginde, C. roseus’ta Kin +
2.4-D’li MS ortamu ile Kin + NAA’l1 MS ortamindan elde edilen kalluslarin yas ve
kuru agirlik ortalamalari birbirine ¢ok yakin oldugundan bu bitki i¢in aragtirilan bu
iki bitki bliylime diizenleyicisi kombinasyonundan birinin digerine Ustiinligi s6z

konusu degildir.

Calismalarimizdan elde edilen sonuglar agagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Eniyi in vitro tohum ¢imlenme oran1 %100 ile C. roseus’ta gerceklesmistir.

2. Eniyi kallus verimi % 100 ile Berberis bitkisi eksplantlarindan Kin ve 2,4-D
ilaveli Murashige-Skoog (1962) kiiltiir ortamindan elde edilmistir.

3. L alt kiiltiirde en ytiksek kallus gelisimi % 84.2 ile yine B. vulgaris'te ve ayni
bitki biiylime diizenleyicisi kombinasyonlu (Kinetin ve 2,4-D) MS ortamindan
elde edilmistir.

4. 1II. alt kiiltirde de en yiiksek kallus gelisimi % 75 ile yine B. vulgaris'te ayni
ortamda (MS , Kinetin ve 2,4-D) gozlenmistir

5. C. roseus’ta ise en yiliksek kallus olusumu (% 76.3) Kin ve NAA ilaveli
Murashige-Skoog (1962) ortaminda gergeklesmistir.
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