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OZET

Satureja aintabensis P.H. Davis’in DOKU KULTURU iLE COGALTIM
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Ozkegeci, Sadiye Ceren
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Canan Can
Ocak 2010, 53 sayfa

Satureja aintabensis P. H. Davis Gaziantep- Diililkkbaba’ da kii¢iik bir alanda bulunan endemik bir
bitkidir. Antep kayakekigi olarak da bilinen bu bitkinin nesli, arkeolojik yerlesim alani iginde
kiiciik bir lokasyonda bulunmasi ve insanlar tarafindan kekik olarak toplanma olasilig1 nedenleri
ile tehlike altindadir. Bu nedenle Uluslararast Doga Koruma Kurumu (IUCN) Kirmizi Listesi’nde
CR kategorisinde yer almaktadir. S. aintabensis’in in vitro doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri ile
cogaltilmasi, bitkinin laboratuarda, mevsime bagli olmaksizin, kiigiik bir alanda gelistirilmesine

olanak saglayabilir.

Bu c¢alismada in vitro kosullarda S. aintabensis bitkisinin yaprak ve govde eksplantlarindan 6-
Benzil Amino Purin (BAP), Kinetin, indol Asetik Asit (IAA), Naftalen asetik asit (NAA) ve 2,4
Diklorofenoksi Asetik Asit (2,4 D) hormonlarini iceren Murashige ve Skoog (1962)-MS ortaminda
somatik embriyogenez ile siirgiin ve kok olusumu tesvik edilmistir. Dogadan toplanan
tohumlardan elde edilen ¢imlenme calismalarinda Siilfirik Asit uygulamasmin etkili oldugu
belirlenmistir. Dogadan alinan bitkilerin siirgiin ucu ve yaprak eksplantlarinda 6- Benzil Amino
Purin (BAP) ve indol Asetik Asit (IAA) hormonlarmin farkli kombinasyon ve

konsantrasyonlarinda kallus gelisimi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Satureja aintabensis, in vitro, doku kiiltiirii, somatik embriyogenez, kallus
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ABSTRACT

TISSUE CULTURE WITH THE INVESTIGATION OF POSSIBILITIES
REPRODUCTION OF Satureja aintabensis P. H. Davis

OZKECECI, S.C
M.Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Canan Can
January 2010, 53 pages

Satureja aintabensis P. H. Davis is an endemic plant which is found in a restricted area of
Gaziantep-Diiliikkbaba. The plant, known as Antep rock thyme, is under the risk of extinction since
its location is within a small archaeological area and it is gathered as thyme by people. For these
reasons, S. aintabensis is located in the Red list in CR catagory by the International Union for
Conservation of Nature (IUCN). Application of plant tissue culture techniques to S. aintabensis
could allow clonal propagation of this species without depending on seasons, in small laboratory

arcas.

In this study, somatic embryogenesis and root formation were induced by using Murashige and
Skoog (1962)-MS media supplemented with 6-Benzylamino purine (BAP), Kinetin, Indole Acetic
Acid (IAA), Naphtalene Acetic Acid (NAA) and 2,4 Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4 D).
Sulfuric Acid was found to be effective in germination of seeds collected from nature. BAP and
[AA combinations in different concentrations resulted callus formation in shoot tip and leaf

explants of plants collected from nature.

Key words: Satureja aintabensis, in vitro, tissue culture, somatic embryogenesis, callus
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BOLUM 1
GIRIS

Bitki doku kiiltiirii; aseptik kosullar altinda, yapay bir besi ortaminda, biitiin bir
bitkiden, hiicreden (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri),
dokudan (gesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi
bitki kisimlarindan yeni bir doku, yeni bir bitki veya bitkisel {iriinlerin (metabolitler
gibi) iiretilmesine imkan veren bir tekniktir. .Doku kiiltiiriiniin amaclar1 arasinda;
yeni c¢esitler gelistirmek ve mevcut gesitlerde genetik varyasyon olusturmak gibi
amaglar vardir. Bitki doku kiiltiirleri, genetiksel iyilestirme ¢alismalarinda dnemli bir
rol oynarlar. Ayrica bitki doku kiiltiirleri, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmas1 zor olan tiirlerin liretiminde yaygin bir kullanim alanina sahiptir

(Babaoglu vd., 2001).

Bitkiler insan ve hayvan beslenmesinde Oonemli bir yer tutarlar ve bu amagla
gelistirilen 1ki 6nemli ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birincisi Yesil Devrim
olarak adlandirilan ve klasik bitki 1slahi, ticari giibreler ve diger agronomik
tekniklerin gelisiminin etkili oldugu dénemdir. ikinci dénem ise Gen Devrimi olarak
isimlendirilmektedir (Kung, 1993). Zaman igerisinde DNA yapisinin anlasilmasi,
bakteri genetigi ve bitki doku kiiltiiriiniin gelisimi gibi tekniklerin gelistirilmesi ve bu
tekniklerin bir¢ok bitkiye uygulanabilir olmasi, gen donemi c¢alismalarina hiz

kazandirmistir (Babaoglu vd., 2001).

Bitkilerin laboratuar kosullar1 altinda veya kontrollii sartlarda ¢ogaltim ¢alismalari,
bitkisel liretime alternatif bir calisma olarak verilebilir. Klonal ¢cogaltim ise ¢evre ve
besin kontrolii yapilabilen, steril yetistirme sartlarinda bir bitki eksplantinin
(tomurcuk, bogum, yaprak ve kok parcalart gibi) kiiltlirii sonucu yeni bitkilerin
tiretilmesi teknigidir. Uretilen bitkiler her bakimdan birbirinin aynis1 olan bitkilerdir

ve uygulanan bu teknikler bitki  klonlamasi  olarak  adlandirilirlar.



Bitki doku kiiltiirii teknikleri uygulama alanlar1 Bitki Biyoteknolojisi ¢alismalarinin
da 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadirlar. /n vitro’da, bir¢ok otsu ve odunsu bitki
tiirii kiiltlire alinabilir ve bu bitki kiiltiirlerinin bilimsel uygulamalarin yaninda ticari

uygulamalari da yapilabilmektedir (Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri, 1902 yilindan bu yana iizerinde ¢aligmalar
yapilan teknikler arasindadir. Ayrica Murashige ve Skoog (1962) tarafindan ilk
sentetik ortam gelistirilmis, bu tarihten sonra in vitro bitki doku ve organ kiiltiirii

teknikleri hiz kazanmustir.

In vitro doku kiiltiirii tekniklerinin, bitki iiretimi ve 1slahinda kullanilabilir olabilmesi
icin, kiiltiire alinan hiicre veya dokulardan yiliksek oranda embriyo gelisiminin
saglanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte doku kiiltiirlerinde embriyo gelisimini
etkileyen faktorlerin de (ortamin bilesimi, 151k ve 1s1 dereceleri, kullanilacak doku
tipi, ortam igerisindeki ~ hormon kombinasyonu) neler oldugu kesin olarak

bilinmelidir (Murashige ve Skoog, 1962; Thorpe vd., 1991).

Bitki hiicrelerinden embriyo elde etmek sadece déllenmis yumurta hiicresi ile siirl
degildir. Bunun i¢in in vitro kiiltiir sartlar1 ve oOzellikle de bitki biiyiime
diizenleyicileri ayarlanarak, bir bitkinin herhangi bir somatik hiicresinden,
dokusundan ve organindan embriyo elde etmek miimkiindiir. Vejetatif hiicrelerden
gelisen embriyolar somatik embriyo olarak isimlendirilirler. Somatik hiicreleri
oncelikle yiiksek oranda Oksin iceren ortamlarda kiiltiire alir, daha sonra da Oksin
icermeyen yeni bir ortama aktarilirsa, embriyo iliretme yetenegi kazanmis olurlar.
Oksin hormonlarinin, somatik bitki hiicrelerine embriyo {iretimi i¢in yeniden zigotik

bir kapasite kazandirdiklar1 bilinmektedir (Monnier, 1990).

Somatik ve zigotik embriyogenez arasinda énemli farkliliklar vardir. Bu farkliliklar,
iki embriyogenez olusumunun elde edilis seklinden dolayr meydana gelmistir.
Zigotik embriyo dollenmis bir zigottan gelistigi i¢in, elde edilen bitkiler potansiyel
olarak agilma yetenegine sahiptirler. Diger taraftan, bireysel bitkilerin hiicrelerinden
gelistikleri icin somatik embriyolardan elde edilen bitkiler, genetik olarak bir klon
meydana getirirler (Bourman, 1994). Déllenmis yumurtadan gelisen embriyoda

oldugu gibi, aym sekilde iki ¢enekli bitkilerdeki somatik embriyolar da globular,



kalp, torpedo ve kotiledon olusum sathalarin1 ge¢irmektedirler (De Jong vd., 1993).
Ayrica somatik embriyolar, organogenez yoluyla gelisen siirgiinlerden de farklilik
gostermektedirler. Govde- kok eksenine ayni zamanda sahip olup, asil doku ile
vaskiiler baglantilar1 olmadigindan dolay1 dokudan kolaylikla ayrilabilirler (De Jong
vd., 1993).

Somatik embriyogenez ¢aligmalari, bitkilerin klonal hizli ¢ogaltiminda, sentetik
tohum {retiminde ve gen aktarim c¢aligmalari gibi Onemli alanlarda
kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte, eksplant kaynagi, genotip, bitki biiyiime
diizenleyicileri, azot kaynagi ve ¢evre sartlar1 gibi etmenler somatik embriyogenezi

onemli dl¢iide etkileyen temel faktorler arasindadirlar (Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku, organ ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, bitki genetik kaynaklarinin
korunmasinda, bitkilerin uzun siireli muhafazasinda, genetik 1slah c¢aligmalarinda,
klonal ¢ogaltim ve hastaliksiz bitki iiretimi gibi bircok alanda ¢ok sayida bitki
tiriinde rahatlikla kullanilabilinen c¢alismalardir. Teknikte temel olarak aseptik
kosullarda hazirlanan ve bitki tarafindan gereksinim duyulan makro, mikro besin
elementleri, vitaminler ve hormonlar1 (Oksinler, Sitokininler ve Giberellinler) i¢eren
sentetik besin ortamlart iizerinde, doku, organ, hiicre, ve protoplast gibi bitki
eksplantlart kiiltiire almir ve Kkiiltiirler klima odalarinda bekletilirler (Babaoglu

vd.,2001).

Gen klonlanmas1 veya gen miihendisligi olarak da isimlendirilen rekombinant DNA
teknolojisi, dogal kosullarda bir arada bulunmayan yeni gen kombinasyonlarinin

meydana getirilmesinde sinirsiz imkanlar saglayan bir teknolojidir (Gelvin. 1998).

Genetiksel olarak modifiye edilmis organizmalar (GMO) veya bagka bir deyisle
genomunda yabanct DNA parg¢asit bulunduran transgenik organizmalar giiniimiizde
tiretilmis durumdadir (Bright, 1998). Transgenik bitkileri iiretmek icin gerekli
teknolojileri, ic ana asamadan meydana gelmistir (Miflin, 2000). Bunlar; bitki
molekiiler biyolojisi ve fizyolojisindeki temel arastirmalar, transformasyon
tekniklerinin gelistirilmesi ve bitki doku kiiltiirlindeki gelismelerle transforme
edilmis hiicre ve dokularinin rejenerasyonunun oldugu asamalardir (Watsons vd.,

1992).



Ticari amagli transgenik bitkilerin {iretildigi alanlar dort temel grup altinda
toplanilabilir; (i) hastaliklara ve boceklere dayaniklik, (ii) herbisitlere tolerans, (iii)

yiiksek iiriin kalite ve miktari, (iv) abiyotik streslere dayaniklik (Sagiroglu, 1999).

RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) genetik polimorfizmi belirleyen PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli bir tekniktir. Teknigin en biiylik avantajlari
arasinda genom dizisi hakkinda 6n bilgiye, yliksek safliktaki DNA’lardan ¢ok
miktarlara, Southern Blotlama veya radyoaktif kimyasallara ihtiyag duymamasi yer
almaktadir. Ayrica teknik hizli ve diisiik maliyetlidir. RAPD teknigi pek ¢ok alanda
oldugu gibi bitki tiirlerinin genetik degisikliklerinin belirlenmesinde yaygin olarak

basariyla kullanilan bir tekniktir (Aydin, 2004).

RAPD teknigi ilk defa 1990 yilinda rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve
Polimeraz Zincir Reakiyonu’nu temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir
(Williams vd., 1990). Ayn yillarda diger bir ¢alisma grubu tarafindan uygulanmis ve
AP-PZR (Arbitrarily Primed PZR) olarak isimlendirilmistir (Welsch vd., 1990).

RAPD yonteminin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele
secilmis, tek bir 9-10 niikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak
baglanarak PZR ile ¢ogaltma yapmasina dayanmaktadir. Teknigin devaminda elde
edilen ¢ogaltma {iriinleri, radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir
ve ¢ogaltma iirlinleri bantlar halinde gézlemlenerek incelenir. Elde edilen bantlarin

varlig1 veya yoklugu ile sonuglar degerlendirilmektedir (Welsch vd., 1990).

Tiurkiye’de bulunan  Satureja cinsine (Labiatae) ait bazi tiirlerinin sistematik
problemleri vardir. Bir kisim botanikg¢i tarafindan Satureja cinsi , igerdigi baz tiirler
nedeniyle karmasik bir cins olarak tanimlanmistir. Bazi botanikgiler ise Satureja
tirlerinin farkli cins icerisinde degerlendirilmesi gerektigini belirtmislerdir. Bu
sistematik problemlerin ¢oziimiinde RAPD teknigi kullanilmistir. RAPD teknigi
sonuclari, sitogenetik, polen analizi ve morfolojik analizlerin sonuclariyla da

desteklenmistir (Aydin, 2004).



Satureja tirleri, gerek tibbi 6zellikleri, gerek ise baharat olarak kullanilmasi ve ihrag
irlinii olmas1 gibi nedenler ile ekonomik agidan oldukca onemli bitkiler arasinda

yer almaktadirlar (Ttimen vd., 2004).

S. aintabensis P. H. Davis bitkisinin in vitro doku kiiltiirii teknikleri ile tiretimi ve
Gaziantep-Diiliikkbaba Ormani’ndaki popiilasyonunun genetik karekterizasyonu
tizerinde herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu tez kapsaminda S. aintabensis
P. H. Davis bitkisinin doku kiiltiirli teknikleri ile cogaltim olanaklarinin arastirilmasi
amaglanmistir. Calismada bitkinin in vitro kosullarinda mevsime bagli olmaksizin,
kiiciik bir alanda ve ¢ok sayida ¢ogaltilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir. Bu
amacla MS ortamina farkli Oksin ve Sitokinin hormonlar ilave edilerek,

direkt/indirekt somatik embriyogenez saglanmaya ¢alisilmistir.



BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Bitki doku kiltlirlerinin gelismesinde etkili olan ©nemli c¢alismalarin basinda,
Haberlandt’in 1902 yilinda yapmis oldugu, izole edilmis hiicrelerin kiiltiirli ¢alismasi
gelmektedir (Kung, 1993; Pierik, 1993; Endress, 1994). Bu calismanin ardindan
1904 yilinda olgun embriyolarin kiiltiirii ¢aligmas1 Hannig tarafindan rapor edilmistir
(Hannig, 1904). Biyoteknoloji terimi ise ilk kez 1917 yilinda Karl Ereky tarafindan
kullanilmigtir. Bu c¢alismalar1 1934’ de Gautheret tarafindan yapilan Onemli
caligsmalar arasinda yer alan ilk kallus kiiltlirlerinin gelistirilmesi ve yine Gautheret
tarafindan 1942 yilinda yapilan sekonder metabolit eldesi takip etmektedir (Kung,
1993; Pierik, 1993; Endress, 1994).

Babaoglu vd., (2001) giiniimiizde en ¢ok kullanilan yapay besi ortaminin, 1962
yilinda Murashige ve Skoog tarafindan gelistirilen MS ortami oldugunu
belirtmiglerdir. 1962 yilinda yine Murashige ve Skoog tarafindan tiitiin bitkisi igin
gelistirilen yiiksek tuz icerikli MS ortaminin ise 6zellikle diisiik yogunluklarda bir
cok bitki tilirlinde koklendirme calismalarinda kullanildigini rapor etmislerdir. BS5
ortami ise, Gamborg vd., tarafindan 1968 yilinda, soya kallus kiiltiirleri ig¢in
gelistirilmis, nitrat azotu yiiksek bir ortamdir. LS ortami, Linsmainer ve Skoog
tarafindan 1965 yilinda gelistirilmistir ve MS ortaminin organik bilesikler
bakimindan farkli bir versiyonudur. WH ortam1 ise White tarafindan (1943) diisiik
formiilasyonlu ve domates koklerinin kiiltlirii i¢in gelistirilmis bir ortamdir. SH
ortaminin ise Schenk ve Hilderbrant tarafindan (1972) hem monokotiledon hem de
dikotiledonlar i¢in uygun olabilecegi rapor edilmistir.. Son olarak da NN ortami ise,
Nitsch ve Nitsch tarafindan 1969 yilinda anter kiiltiirli i¢in gelistirilmistir, ayrica
ortamin tuz igeriginin MS ve WH ortamlarinin tuz igerigi arasinda yer aldigi

belirtilmistir.



Pierik, (1997) ve Babaoglu vd., (2001) bitki biiytime diizenleyicilerinin doku kiiltiirii
ortamlarinin en 6nemli unsuru olduklarin1 vurgulamislardir. Tiir ve cesitlere gore
degismekle birlikte uygun olmayan konsantrasyonlarda ortama ilave edildiklerinde
genellikle higbir etki gostermediklerini ayrica bitki hormonlarinin, bir dokuda
uretilip, bliylime ve gelismenin olacagi diger dokulara tasinan ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda etkili olan endojen organik bilesikler olduklarim1 rapor
etmislerdir. Indol Asetik Asit (IAA), Zeatin, Giberellik Asit (GA), Absisik Asit ve
Etilen bitkilerce iiretilen hormonlar olduklarini ve sentetik yollarla {iretilenler de
dahil olmak iizere genel olarak hepsine bitki biiylime diizenleyicileri adi verildigini
belirtmislerdir. Bitki doku kiiltiirli caligmalarinda en yogun kullanilan hormonlarin
ise Oksinler, Stokininler, Giberellinler, Asisik Asit ve Etilen oldugunu

vurgulamiglardir.

Pierik, (1997) ve Babaoglu vd., (2001) Oksinler, fotoperyodizm, koklendirme,
apikal dominans, yan siirgiinlerin gelisiminin engelledigini ve hiicre gelisiminde
etkili olduklarini ayrica, Oksinlerin doku kiiltiirlerinde tek basina kullanildiklarinda
kallus uyarmmini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik embriyo
olusumunun uyarimini, sitokininlerle birlikte yine kallus olusumunu, organogenez ve
somatik embriyo olusumunun uyarilmasini saglayabildiklerini rapor etmislerdir.
Ayrica Oksinlerin elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde vazgecilmez bir
kullanima sahip olduklarini, temel hormon formunun IAA (indol-3-asetik asit)
oldugunu belirtmisleridir. Ayrica sentetik Oksin’ler arasinda NAA (Naftalen asetik
asit), IBA (indol butirik asit), 2,4-D (Diklorofenoksi asetik asit) ve Piklorom

hormonlarinin da sayilabileceklerini bildirmiglerdir.

Smith, 1992 yilinda en ¢ok kullanilan Sitokinin’lerin Adenin (aminopiirin) tiirevleri
oldugunu belirtmistir. Bunlar i¢cinde de BAP (6-Benzilamino purin), in vitro ve in
vivo ¢alismalarinda genis kullamim alanina sahip oldugunu bildirmistir. Ilave olarak
Sitokininlerin, ¢ogunlukla kdk ucu meristemi ve gen¢ yapraklarda iiretildiklerini,
hiicre boliinmesi, yeniden farklilagma, bitki rejenerasyonu ve siirgiin ¢cogaltiminda
etkili olduklarin1 ve antioksidan etki gostererek yaslanmayi da geciktirdiklerini
bunlarin yan sira siirgiinlerde koklenmeyi ve embriyogenezi engellediklerini rapor

etmistir.



Babaoglu, (2001) Giberellerinlerin, meristem bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda,
bitki boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve oviil Kkiiltiirlerinde kullanildiklarini
belirtmistir. Ayrica, kallus gelisimi, organogenez ve adventif kok olusumunu
engellediklerini ve bitkilerde govdenin uzamasini ve ¢igeklenmeyi de arttirdiklarini

vurgulamistir.

Babaoglu, (2001) Absisik asitin, strese maruz kalmis bitkilerde, dormant
tomurcuklarda ve tohumlarda bulundugunu, ve bitki doku kiiltiirlerindeki roliiniin
henliz tam olarak anlagilmamis oldugunu ve halen somatik embriyolarin

olgunlastirilmalarinda kullanildigini belirtmistir.

Finer, (1995) bitki tiirti, kullanilan eksplant ve besin ortaminin igerigine bagli olarak
embriyogenez direkt ve indirekt olmak iizere iki sekilde gergeklestigini belirtmistir.
Direkt somatik embriyogenezde somatik embriyolarin, ara bir kallus sathasi olmadan
eksplant doku {izerinde bulunan tek bir hiicre veya hiicre gruplarindan gelistiklerini
ayrica, direkt embriyogenez icin en fazla kullanilan eksplant kaynaginin
olgunlasmamis somatik embriyolar olduklarini belirtmistir. Indirekt embriyoenez
olusumunda ise kallus olustuktan sonra yeni embriyolarin olusumlar1 ile meydana

geldigini rapor etmistir.

[lk somatik embriyogenez calismasi 1958 yilinda Steward vd tarafindan havug

bitkisinde yapilmistir (Pierik, 1993; Kung, 1993; Endress, 1994).

Glinlimiizde bugday (Maes vd., 1996), misir (Bronsema 1997; Emeklier vd., 1999),
celtik (Ozawa ve Komamine., 1989), soya (Hartweck vd., 1998), bezelye (Ozcan vd.,
1993), yonca (Lai ve McKersie., 1994) gibi bir¢ok onemli kiiltiir bitkisinde yiiksek

oranda somatik embriyo iireten yontemler gelistirilmistir.

Bitki doku kiiltiirii tekniklerindeki ilerlemelere bagli olarak transgenik bitkilerin
gelistirilmesine yonelik calismalar da hiz kazanmustir. 11k transgenik bitki calismasi
Murai vd., (1983) tarafindan tiitiiniin elde edilmesini takiben, 1990’11 yillarin basinda
ABD’nde Calgene firmasi tarafindan ilk ticari transgenik (gen nakli uygulanmis)
bitki “Flavr Savr Domates” piyasaya sunulmasityla olmustur. Daha sonra ise, Aydin,

(2000) tarafindan, gen nakli yontemi ile bitki zararlilarina kars1 dayanikli ve kalite



ozellikleri gelistirilmis pamuk, soya, misir ve kanola bitkilerinin gelistirildikleri

rapor edilmistir.

Tarimsal {irtinlerin korunmasi i¢in pestisitlerin kullanimi her ne kadar tiriin miktarini
arttirsa da, bu kimyasal maddelerin kalintilarina, bitkilerden insanlara kadar dogada
pek cok canlida rastlamak miimkiindiir. Pestisitlerin kullanimina alternatif olarak
ortaya ¢ikan biyolojik miicadele giiniimiizde daha fazla dnem kazanmistir. Ornegin
Smith, (1996) tarafindan yapilan bir calismada Bacillus thuringinensis (Bt)
sporlarinin biyolojik miicadelede kullanim1 oldukg¢a yaygin olduklar1 belirlenmistir.
Briggs vd., (1998) ve Steward vd., (1996) tarafindan, bir gram pozitif bakteri olan
Bt’nin, bocek 6ldiiriicli etkisinin i¢inde bulunan kristal proteinlerden kaynaklandigi
ortaya ¢ikarilmis ve bu proteini kodlayan genin izolasyonundan sonra bitkilere
aktarimiyla g¢esitli patojenlere dayanikli transgenik bitkiler elde edildigi bildirilmistir.
Miflin, 2000 yilinda, trasgenik Bt pamugunun kullanimi ile 1998’de pamuk igin
kullanilan total insektisit miktarinin ABD’de 1000 tondan daha az oldugu
bildirmistir. Bu ¢alismalara ilave olarak Smith (1996) yilinda herbisitlere dayanikli
bitkilerin {iretiminin, herbisitlere hassasiyet goOsteren enzimlerin altivitesinin
degistirilmesi veya herbisit toksik etkisini yok edecek olan yeni enzimlerin
sentezinden sorumlu genlerin bitkiye transferi ile miimkiin olabilecegini bildirmistir.
Ornegin Briggs vd., (1998) tarafindan yapilan bir calismada, glufosat, glufosinat ve
bromoksinil gibi herbisitlere dayanikli kanola, seker kamisi, piring, misir, pamuk gibi
bitkilerin artik ¢ift¢ilerin kullanimina sunuldugu bildirilmistir. Ayrica herbisit
acifluorfen’e toleransh transgenik tiitlin bitkileri iizerinde de ¢alismalar da

Lermontova vd., (2000) tarafindan yapilmaktadir.

Baser (1994) , Satureja spp. Lamiaceae familyasina bagl bir cins oldugunu ve
diinyada 30 tiir ile temsil edildigini rapor etmistir. Bu ¢alismada Satureja spp’nin
yayilim olarak dogu Akdeniz lilkelerinde bulunduklarin1 ve Lamiaceae familyasina
ait tlirlerin tilkemizde Akdeniz’in daglik alanlarinda yayilim gosterdikleri ayrica tek
yillik ve ¢ok yillik tiirleri oldugu ve yar1 ¢ali 6zelliginde olan bu bitkilerin giinesli,
kurak, tash ve kayalik habitatlar1 tercih ettiklerini rapor etmistir. Baser vd (2002)
yilinda iilkemizde 15 Satureja tiirii belirlenmis oldugunu ve bunlarin 5 tanesinin
endemik bitki olduklarini rapor etmislerdir. Tiimen vd (2002) yilinda Satureja

tiirlerinin yoresel olarak “kekik™, “sivri kekik”, “kili¢ kekik”, “catli” ve “firibu”



isimlerini aldiklarini bildirmislerdir. Baser (1995) ise Anadolu’da kekik adiyla
bilinen bitkilerin, Origanum sp, Satureja sp, Thymbra sp, Thymus sp ve

Corydothymus sp olarak tanimlandiklarini rapor etmistir.

Sivil Toplum Gelistirme Merkezi’nin raporuna gore, Antep kayakekigi olarak da
bilinen S. aintabensis, diinyada sadece Gaziantep- Diiliikbaba Ormanlari’nda kii¢iik
bir alanda yetisen lokal endemik bir bitkidir. ilk olarak Havvsknekt tarafindan
Gaziantep’ten 1865°de toplanmustir. S. aintabensis ¢ok yillik bir bitkidir ayrica
tabanda sert odunsu ve ¢ok govdelidir. Govdesi basit dallanmus, kirilgan, ince yapili
ve 10-45 cm boyundadir (Sekil 1). Tiiyleri geriye kivrik ve diktir. Yapraklar agik
yesil, dikdortgenimsi ¢izgisel 5-15 mm boyunda, 1-2 mm genisliginde, sapsiz, kiit
uclu, kenarda diiz, tabana dogru daralmis durumdadir. Tiyler kisa, yumusak ve az
sayida, yogun kirmizi renkli salgi noktalidir. Cigek durumu seyrek, ¢anak yapraklar
2-4 mm uzunlugunda belirgin iki dudakli, ta¢ yapraklar morumsu leylak,
ciceklenmenin baslangicinda beyaz renkli, 1-1,5 mm boyunda, genisce dikdortgen
seklindedir .

Yine bu calismada endemik bir bitki olan S.aintabensis’in ¢igeklenme zamaninin
Temmuz—-Ekim aylar1 oldugu belirtilmistir. Bitkinin yar1 agik, seyrek kiiciik boylu
caliliklarin olusturdugu agik kalker kayaliklarda ve kizilgam agaglarinin altindaki
kalker kayaliklar tizerinde, 900- 1250 m ytikseklikler arasinda yetistigini ve tiiriin
popiilasyonunun Gaziantep—Adana karayolu iizerinde, Gaziantep sehir merkezine 12
km uzaklikta olup, mesire alani igerisinde, kaya mezarlar1 ¢cevresinde 0,3 km?’lik bir

alanda yayilim gosterdigi rapor edilmistir.
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Sekil 2.1. Satureja aintabensis P. H. Davis (Antep Kayakekigi) nin Gaziantep ili
2008 Temmuz ayindaki goriintiisii

Arazinin deniz seviyesinden yiiksekligi 850m’den baslayip Diiliikbaba tepesinde
1250 m’ ye kadar ¢ikmaktadir. Alanin hakim toprak grubu organik topraklardir.
Bitkinin giinlimiizdeki popiilasyonu oldukca kiigiiktiir. Ayrica, arkeolojik yerlesim
alan1 icerisinde bulunmasi ve kekik olarak toplanma olasilig1 nedeniyle nesli tehdit
altindadir. Bu nedenle uluslar arasi Doga Koruma Kurumu Kirmizi Listesi
kategorilerinden CR (vahim =cok tehlikede) kategorisinde yer almaktadir

(WwWw.stgm.gov.tr).

Kiirk¢iioglu vd., (2001) tarafindan, iilkemizde Lamiaceae familyasina bagli olan
Satureja sp, Origanum sp, Thymus sp gibi tiirlerin bitki ¢ay1 olarak tiiketildikleri
ayrica bu bitkilerin esansiyel yag igerigi bakimindan da zengin olduklar1 ve
timol/karvakrol iceriginden dolay1 kekik olarak isimlendirildikleri rapor edilmistir.
Baydar vd., (2004 tarafindan) O. minutiflorum O. Schwarz and P.H. Davis, O. onites
L., T. spicata L. ve S. cuneifolia Ten. bitkilerinin 6zellikle Isparta yoresinde genis
bir yayilim alana sahip olduklar1 ve yabani olarak yetisen bu tiirlerin toplanarak yillik

1000 ton civarinda ihrag edildikleri rapor edilmistir.
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Cavar vd., (2008) tarafindan, Satureja cinsine bagl tiirlerinin, aromatik bilesenler
ve yaglarinin izolasyonlarinin, kimyasal bilesenlerinin ve antimikrobiyal etkileri

lizerine yapilmis ¢cok sayida ¢alisma bulundugu rapor edilmistir.

Timen vd., (2002) tarafindan, S. aintabensis'in benzerlik ve farklilik gosterdigi
diger Satureja tiirleri olarak, Dogu Anadolu'da yayilis gdsteren Satureja macrantha
ve Tiirkiye'nin yaklasik tiim bolgelerinde yayilis gosteren S. hortensis tiirleri rapor

edilmistir.

Timen vd., (2002) tarafindan ayrica, Tiirkiye’deki Satureja tiirlerinin ticaretinin,
ozellikle Ege ve Akdeniz Bolgesinde yogunlastigi ve ticareti yapilan Satureja
tirlerinin: S. cuneifolia, S. wiedemanniana, S. thymbtra, S. hortensis, S. cilicica

tiirleri oldugunu rapor etmislerdir.

Kiirk¢iioglu vd., (2001), Baydar vd., (2004), Boyraz ve Ozcan (2005) Kan vd.,
(2006) ve Cavar vd., (2008) tarafindan Lamiaceae familyasina bagl Satureja sp,
Sideritis sp, Salvia origanum ve Thymus sp gibi tirler iilkemizde bitki ¢ay1 olarak
tiikketildikleri ve bu bitkilerde bulunan aromatik kimyasallarin bilesiminin iklimsel,
mevsimsel, jeolojik, hasat donemi, toprak bilesimi, ve distilasyon yontemlerine gore
farklilik gosterdigi rapor edilmistir. Yine bu arastirmacilar tarafindan, bu
ozelliklerinde dolay1 Satureja cinsine bagl olan tlirlerde aromatik bilesik ve yaglarin
izolasyonlari, kimyasal bilesimleri ve antimiktrobiyal etkileri {izerine yapilmis bir¢ok

calismanin mevcut oldugu bildirilmistir.

Kan vd., 2006 yilinda, Dag Kekigi olarak da bilinen S. cuneifolia Ten bitkisinin
esensiyel yaglarmin kimyasal bilesimini GC-MS yontemi ile belirlemislerdir ve
Karvakrol igeriginin  %59,28 oraniyla en yiliksek miktarda oldugunu rapor

edilmislerdir.

Bir bagka calisma da, Baydar vd., (2004) ve Kan vd., (2006) tarafindan yapilmistir ve
S. cuneifolia bitkisinde %15,72 oraninda Timol, %9,69 oraninda p-cymene, %4,16
oraninda y-terpinene, %1,70 oraninda Linalool ve %1,25 oraninda Borneol

bulundugu saptanmustir. S. cuneifolia’nin, esansiyal yag ve bilesenlerinin
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antimikrobiyal etkisi P. aeruginosa, B. cereus, S. lutea, E. coli ve S. aureus lizerinde

test edilmis ve etkili oldugunu saptanmastir.

Benzer ¢aligma Cavar vd., (2008) tarafindan, Bosna-Hersek’de yayilis gosteren S.
montana ve S. subspicata tiirleri lizerinde yapilmistir. Bu ¢alismada S. montana’nin
%31,7 oraninda Thymol ve %?22,3 oraninda Geraniol igerdigi belirlenmistir. S.
subspicata’nin ise %28,6 oraninda Thymol ve %37,6 oraninda Sparhulenol icerdigi
rapor edilmistir. Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkisi S. aureus, S. epidermidis, E.
coli, P. aeruginosa bakterilerinde test edilmis ve bu bakteri gelisimlerini inhibe

ettigini rapor etmisleridir.

Benzer bir baska ¢alisma da, Kiirk¢iioglu vd., tarafindan (2001), Adiyaman ilinden
toplanan §. boissieri’nin esensiyel yag igerigi GC-MS ile belirlenmistir. Calisma
sonucunda bu tiirde Karvakrol (%40,8), g -terpinene (%26,4), ve p-cymene (%14.,5)

bilesiklerinin bulundugu rapor edilmistir.

Baydar vd. (2004) tarafindan, iilkemizde yetisen endemik bir tiir olan O.
minutiflorum, O. onites, T. spicata ve S. cuneifolia’nin esentiyal yaglarinin
kimyasal bilesimi ile bunlarin antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. GC analizleri
ile bu bitkilerde yiiksek miktarda karvakrol bulundugunu ortaya koymustur. Ayrica
esansiyel yaglarin, A. hydrophila, B. amyloliquefaciens, B. brevis, B. cereus, B.
subtilis, C. xerosis, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, L. monocytogenes, M.
luteus, M. smegmatis, P. vulgaris, S. aureus ve Y. enterocolitica bakterilerine karsi
inhibe edici etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Bu bitkilerideki esansiyel yaglarinin,
besinlerde bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karst kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Boyraz ve Ozcan (2005) tarafindan, S. hortensis bitkisinin hydrosol, ezilmis
materyal, ekstrakt ve esentiyal yaglarimin Alternaria mali Roberts and Botrytis
cinerea Pers. funguslarinin misel gelisimi iizerine olan etkilerini arastirilmistir. Bitki
ekstraktlarinin her iki fungusun misel gelisimini %100 oraninda engelledigi rapor
etmiglerdir. Ayrica esansiyel yaglarin diisiikk oranda fungustatik, yliksek oranda ise

fungisit etkiye sahip oldugu belirlemislerdir. Bu c¢alismada besinlerin, funguslar
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tarafindan bozulmasinin engellenmesinde ¢evre ile uyumlu ve saglikli bir yontem

olan bitki ekstraktlarinin kullanilabilecegi vurgulanmustir.

Benzer calismalar tilkemizde S. cuneifolia bitkisinde Oke vd., (2009), Schulz vd.,
(2005), Sahin vd., (2003) tarafindan rapor edilmistir.

Shetty vd., 1995; Shetty vd., 1996; Shetty, 1997; Andarwulan ve Shetty, 1999 yillar
arasinda Lamiaceae familyasina bagli bir¢ok tiirde in vitro bitki doku kiiltiirii
teknikleri kullanilarak bitkilerin genetik yapilarinin iyilestirilmesi ve antimikrobiyal

yag iceriklerinin belirlenmesi iizerinde arastirmalar yapilmistir.

Strycharz ve Shetty 2002 yilinda, in vitro doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak elde
edilen O. vulgare hatlarinda vitrifikasyonun engellenmesi {izerinde bakterilerin

etkinligini aragtirmiglardir.

Goleniowski vd., (2003) Arjantin’de yetistiriciligi yapilan O. vulgare x Applii
bitkisinin meristem kiiltiirii ile mikrogogaltim1 {izerinde ¢aligmalar yapmislardir. Bu
calismada MS ortammma Benzyladenine (BA) ve NAA hormonlart farkh
konsantrasyon ve kombinasyonlarda kullanilmistir. En iyi cogaltim 0,28 uM BAP ve
0,53 uM NAA kombinasyonunda ger¢eklestigini rapor etmislerdir.

Chun vd. (2005) fenolikler agisindan zengin klonal O. vulgare hatlarimi heterojen
hatlar ile karsilastirmislar ve klonal hatlarda fenolik igeriginin yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢alismada bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak elde edilen ve

genetik agidan iyilestirilmis hatlarin kullanilabilirligi tartigilmistir.

Morone-Fortunato ve Avato (2008) O. vulgare L. ssp. hirtum (Link) letswaart
bitkisinin mikro¢ogaltim ile elde edilen hatlarina mikoriza uygulamasi yaparak

yiiksek esansiyel yag iiretimi sagladiklarini belirtmislerdir.

Hadian vd. (2008) tarafindan, Iran’in farkli bolgelerinden toplanan 28 S. hortensis
ekotiplerinde tarimsal ve genetik incelemeler yapilmistir. Genetik analizlerin 18 adet
10 merlik RAPD primerleri kullanilarak gergeklestirildigi bu ¢alismada, 12 primer

polimorfik olarak saptanmis, ve ¢ogaltilan 218 bantin 181 adedi ekotipler arasinda
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farklilik belirlemistir. Calismada kullanilan 28 S. hortensis ekotipi 3 grup olusturacak

sekilde karakterize edilmistir.

Bu tez kapsaminda S. aintabensis P. H. Davis bitkisinin doku kiiltiirii teknikleri ile
cogaltim olanaklar1 arastirllmistir. Calismada bitkinin in vitro kosullarinda mevsime
bagl olmaksizin, kiiciik bir alanda ve ¢ok sayida ¢ogaltilmasina yonelik arastirmalar
yapilmstir. Bu amagla MS ortamina farkli Oksin ve Sitokinin hormonlar ilave

edilerek, somatik embriyogenez ve kok olusumu saglanmaya calisilmustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Calismada Gaziantep-Diililkbaba Ormanlari'nda yayilis gosteren Antep kayakekigi
(Satureja aintabensis P. H. Davis) bitkisinin dogadan toplanan tohumlari, govde,

stirglin ucu ve yaprak eksplantlar1 kullanilmistir.

3.1.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlamasinda Kullanilan Kimyasallar

Calismalar boyunca tiim denemelerde Murashige-Skoog (1962) MS ortami (Sigma)
kullanilmistir. MS ortaminin igerdigi kimyasallar ve bu kimyasallarin miktarlar1 Ek.1

de verilmistir.

3.1.3. Kiiltiir Ortamlarina ilave Edilen Hormonlar

3.1.3. 1. Sitokininler

In vitro koklenme ve somatik embriyo olusumunu tesvik etmek amaci ile, %3
sakkaroz iceren MS bazal ortamina, 6- Benzilaminopiirin (BAP, C,H;Ns) ve 6-
Furfurilaminopiirin (Kinetin, C;o0H9NsO) hormonlar1 farkli konsantrasyonlarda (0.0,

0.5, 1.0, 2.0 mg/1t) ilave edilerek kullanilmistir.

3.1.3.2. Oksinler

Bu tez calismasinda kok ve somatik embriyo gelisimini tesvik etmek amaci ile %3
sakkaroz iceren MS bazal ortamimna 1-Naftalen Asetik Asit (NAA,

C10H;,CH,CO,H), Indol Asetik Asit (IAA, C1oH¢03) ve 2,4-Diklorofenoksi Asetik
Asit (2,4-D, CgHgCl1,03) hormonlari ilave edilmistir.
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3.1.4. Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

Caligmalarda kullanilan tiim kimyasallar, Merck, Sigma ve Fermentas firmalarindan

temin edilmistir.

Btiki doku kiiltiiri caligmalarinda, steril kabin (Bilser, Ankara), etiiv (Niive), orbital
karistiric1 (Niive), inkiibator (Niive), karistiricili 1sitict (Are), otoklav (Niive), ters
mikroskop (Optik Idyman System), 151k mikroskobu, dijital fotograf makinesi
(Finepix S602 zoom), hassas terazi (Precisa 160M), buzdolabi (Profilo), mikrodalga
firin (Argelik) kullanilmistir.

Niikleik asit analizi ¢aligmalarinda, sogutmali santrifiij (Selecto), buz makinesi
(Buzgelik), benmari (Niive), mikropipetler (Thermo ve Sigma), 1siticili karistirict
(Are), 1s1 dongiiclisii (Thermo PX2), giic kaynagi (Biometra), yatay elektroforez
diizenekleri (Biometra), mikrodalga firin (Argelik), derin dondurucular (-20, -40 ve -
80 °C), bilgisayarli jel dokiimantasyon ve goriintiileme sistemi (WilberLourmat)

kullanilmistir.

3.2.Yontem

3.2.1. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda bazal MS ortami kullanilmistir. Makro, mikro besin elementleri
ve vitaminleri iceren bazal MS (1962) ortamindan (Sigma) firma Onerisi
dogrultusunda 4,4 gr/lt tartilip 1000 ml dH,O’ da ¢oziilmiistiir. Karisima karbon
kaynag1 olarak 30 gr/lt olacak sekilde sakkaroz ilave edilmis ve ¢ozeltinin pH’s1 1 M
NaOH ve 1 N HCI kullanilarak pH 5,7’ye ayarlanmistir. Ortamlar 9 gr/lt agar ilave
edilerek katilagtirllmigtir. Hormonlar otoklavdan once belirli kombinasyon ve
konsantrasyonlarda ilave edilmis, ortamlar otoklavda 1 atm basingta 121°C’ ye
ulastiktan sonra 15 dakika siire ile steril edilmistir. Sterilizasyonu takiben ortamlar
steril kabine alinmig, 6nceden hazirlanan steril kiiltiir kaplarina (petriler, erlenler,

macenta) belirli oranlarda dokiilmiis ve katilastiktan sonra kullanilmstir.
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3.2.2. Somatik Embriyogenez Calismalar:

Somatik embriyogenez c¢alismalart dogadan toplanan ve tohumdan c¢imlendirilen

bitki eksplantlar1 lizerinde gerceklestirilmistir.

3.2.2.1. Bitkilerin Sterilizasyonu

Dogadan alinan bitkilerin yiizey sterilizasyonu i¢in %70’lik etil alkol ve Tween-20
iceren %5’lik sodyum hipoklorit kullanilmistir. Bitkiler ilk asamada yarim saat siire
ile akan ¢esme suyunda yikanmistir. Daha sonra eksplantlar sirasiyla dnce % 70’°lik
etil alkol icerisinde 2 dakika bekletilip 2 kez steril dH,O ile yikanmistir. Bu islemi
takiben bitkiler % 5°lik sodyum hipoklorid igerisinde 10 dakika siire ile tutulmustur.
Siire sonunda eksplantlar 3 defa steril dH,O’dan gegirilerek i¢inde kurutma kagidi

bulunan steril petrilere alinmustir.

3.2.2.2. In vivo’ da Gelisen Bitkilerden Somatik Embriyogenez Calismalar

Nisan-Temmuz aylarinda gelisen S. aintabensis bitkilerinin, govde, siirgiin ucu ve
yaprak eksplantlar1 Oksin (NAA ve 2.4 D) ve Sitokinin (BAP ve Kinetin)
hormonlarinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini (0,0, 0,5, 1,0, 2,0 mg/lt)
iceren bazal MS ortamda kiiltiire alinmistir. Kontrol olarak kullanilan kiiltiirlere
herhangi bir hormon ilavesi yapilmamistir. Somatik embriyo olusumunun tesvik
edilmesinin amaglandigr c¢alismalarda 7 farkli hormon kombinasyon ve
konsantrasyonu kullanilmigtir. Her eksplant/kombinasyon 6 tekrarli olarak
hazirlanmis ve tim denemeler en az 2 kez kurulmustur. Otoklavi takiben hormon
igeren kiiltiir ortamlar1 9 cm (capinda) standart petrilere 25-30 ml olacak sekilde

dokiilerek hazirlanmis ve ¢alisma sirasinda kullanilmastir.

Kiiltiir ortamlarina bitki transferini takiben, kiiltiirler 26-28°C” de 16 saat 151k 8 saat
karanlik olan klima odalarina yerlestirilmistir. Degerlendirmeler inokiilasyonu
takiben 4 hafta sonra, kallus olusumu, direkt ve indirekt somatik embriyogenez

sonuclar1 alinarak gerceklestirilmistir.
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3.2.2.3. Tohumlarin Sterilizasyonu ve in vitro’da Cimlendirilmesi

Gaziantep-Diilikkbaba’da dogal olarak yetisen S. aintabensis tohumlar1 Ekim-Kasim
aylarinda toplanmis ve in vitro ¢imlendirme denemelerinde kullamilmustir. Yiizey
sterilizasyonu amaci ile tohumlar Etanol (%70) icerisinde 5 dk. bekletilip, ardindan 2
kez steril H,O ile yikanmistir. Bu uygulamay: takiben %5’°lik sodyum hipoklorid
icerisinde 15 dk. bekletilmistir. Bu islemlerden sonra tohumlar 3 kez steril H,O ile
yikanarak iglerinde steril kurutma kagitlar1 olan petrilere alinmistir. Tohumlar
kurutulduktan sonra, her petride 15-20 adet olacak sekilde icerisinde MS ve 2 MS
ortami1 bulunan petriler (her 6zellik icin 3 tekrar) {izerinde, 26-28°C’ de 16 saat 151k 8
saat karanlik kosullardaki klima odasinda kiiltiire alinmistir. Denemeler 2 kez

tekrarlanmustir.

3.2.2.4. Tohum Dormansi Kirma Cahsmalari

S. aintabensis tohumlarinin in vitro’da c¢imlenme oranlar1 oldukc¢a disiiktir
(Ozkegeci vd., 2008). Bu tez kapsaminda in vitro’da tohum c¢imlenme oranini
artirmak amaci ile denemeler yapilmistir. Bu ¢alismalarda soguk (-20°C, -40°C ve -
80°C) ve Siilfirik Asit uygulamalarinin etkisi arastirilmistir. S. aintabensis tohumlari
7 giin, 14 giin ve 21 giin siire ile -20°C, -40°C ve -80°C’deki derin dondurucularda
bekletildikten sonra MS ve 2 MS ortamlarn {izerinde kiiltiire alinmistir. Bu amagla
her petri kabina 15-20 tohum ekimi yapilmis, her uygulama en az 2 kez
tekrarlanmustir. Kiiltiirler, 26-28°C’ de 16 saat 151k 8 saat karanlik kosullardaki klima
odalara yerlestirilmistir. Degerlendirmeler kiiltiire almay1 takiben 10 giin sonra

¢imlenen ve ¢imlenmeyen tohum sayimlar1 yapilarak gerceklestirilmistir.

Siilfirik Asit uygulamalarinda ise, %10, %20, %30, %40 ve %50 konsantrasyonlar1
kullanilmigtir. Tohumlar, Siilfirik Asit igerisinde 5 dakika siire ile tutulmus, ve bu
siire sonunda steril dH,O ile 3 kez yikanmistir. Bu uygulamay1 takiben tohumlar,
steril kurutma kagitlar tizerinde bekletilerek kurumalar1 saglanmistir. Tohumlar daha
sonra MS ortami igeren petri kaplar1 lizerinde 15-20 tohum olacak sekilde, 5-6
petride kiiltiire alinmustir. Kiiltlirler, 26-28°C° de 16 saat 151k 8 saat karanlik

kosullardaki klima odalarina yerlestirilmistir. Degerlendirmeler kiiltiire almay1
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takiben 10 giin sonra c¢imlenen ve c¢imlenmeyen tohum sayimlar1 yapilarak

gerceklestirilmistir. Denemeler 2 kez tekrarlanmustir.

3.2.2.5. In vitro’da Gelisen Bitkilerden Somatik Embriyogenez ve Koklendirme

Calismalar:

S. aintabensis tohumlar1 3.2.2.4.°de verildigi sekilde, in vitro’da g¢imlendirilmis,
cimlenmeyi takiben 3 hafta sonra gelisen bitkilerin kok ve kotiledon eksplantlarindan
somatik embriyogenez ve kok gelisimi tesvik edilmistir. Bu amagla MS (1962)
ortamina Oksin (NAA ve [AA) ve Sitokinin (BAP ve Kinetin) hormonlarinin farkl

kombinasyon ve konsantrasyonlari (0.0, 0.5, 1.0, 2,0 mg/lt) ilave edilmistir.

Somatik embriyo ve kok gelisiminin amacglandigi calismalarda 7 farkli hormon
kombinasyon ve konsantrasyonu kullanilmistir. Her kombinasyon en az 6 tekrarl
olarak hazirlanmig ve tim denemeler 2 kez kurulmustur. Otoklavi takiben hormon
igeren Kkiiltiir ortamalar1 standard petrilere 25-30 ml olacak sekilde dokiilmiis,
katilagmay1 takiben ayni giin igerisinde veya ertesi giin olacak sekilde kullanilmastir.

Kiiltiir ortamlarina bitki transferini takiben, kiiltiirler 26-28°C’ de 16 saat 151k 8 saat
karanlik olan klima odalarina yerlestirilmistir. Degerlendirilmeler kiiltiire alinmay1
takiben 4 hafta sonra, kallus olusumu, kok gelisimi, direk ve indirek somatik

embriyogenez sonuclar1 alinarak gerceklestirilmistir.

Eksplantlar, kiiltir ortamlar1 lizerinde 25-27 °C sicaklikta, 16 saat 151k, 8 saat
karanlik kosullardaki klima odalarinda kiiltire alinmis, ve 4 hafta sonra

degerlendirmeler yapilmigtir.

3.2.2.6. istatiksel Analizler

Bu ¢alismadan elde edilen tiim veriler One-Way ANOVA LSD testi [SPSS (SPSS
11.0 for Windows)] ile analiz edilmistir. Yapilan istatiksel analizlerde her parametre

kendi arasinda karsilastirilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. Somatik Embriyogenez Calismalar
4.1.1. In vivo’ da Gelisen Bitkilerden Somatik Embriyogenez Calismalar

Somatik embriyogenez amagh caligmalarda Oksin ve Sitokinin hormonlarmin farkl
kombinasyon ve konsantrasyonlarini iceren bazal MS (1962) ortaminda, kiiltiire
alimmay1 takiben 4 hafta sonra gergeklestirilen degerlendirmede govde ve yaprak
eksplantlarinda herhangi bir gelisme meydana gelmemistir. Kiiltiire alinan siirgiin
uclarinda ise kallus ve bitki rejenerasyonu saptanmustir. Kalluslarin ortalama agirlik

degerleri Sekil 4.1 ve Tablo 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli miktarlarda BAP ve NAA hormonlarini iceren MS ortaminda
kiiltiire alinan S. aintabensis bitkisinin siirgiin ucundan geligen kalluslarin ortalama

agirlik degerleri
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Sekil 4.1." de gorildiigii gibi S.aintabensis bitkisinin siirgiin ucu eksplantlarinin
kiiltiire alindig1 denemede en yiiksek kallus olusumu (401,14 mg), 2,0 mg/lt BAP
iceren MS ortaminda meydana gelmistir.

BAP ve NAA hormon denemesinde kullanilan tim hormon kombinasyon ve
konsantrasyonlarinda diizenli silirgiin olusumu meydana gelmemistir. Bununla
birlikte 1,0 mg/lt BAP + 0,5 mg/lt NAA igeren MS ortaminda kiiltlire alinan siirgiin
ucu eksplantlarinda organogenez saptanmistir (Sekil 4.2 A). Bu denemede gelisen

kalluslar hizl1 biiyiiyen, sari-agik yesil renkte, sert yapida olmustur (Sekil 4.2 B).

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki BAP hormonunlarinin etkisiyle direkt, indirekt
somatik embriyogenez ve kallus olusumu. A: 1,0 mg/lt BAP + 0,5 mg/lt NAA iceren
MS ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlarindan gelisen gelisen S.
aintabensis bitkileri. B: 2,0 mg/It BAP igceren MS ortaminda gelisen kalluslar

Somatik embriyogenezi tesvik etmek amaciyla kurulan denemede BAP hormonunu
igeren MS bazal ortamlarinda NAA hormonunu igeren ortamlara nazaran daha fazla
miktarda kallus olusumu gozlenmistir. Ayrica BAP ve NAA hormonlarinin ikisinin
beraber kullanildig1 kombinasyonlarda, BAP hormon miktarinin arttirilmasiyla kallus

miktarinda artig, daha sonra ise azalma meydana gelmistir (Sekil 4.1 ve Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. BAP ve NAA hormonlarinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini
iceren MS (1962) ortami {iizerinde kiiltiire aliman S. aintabensis slirgiin ucu
eksplantlarinda meydana gelen kallus gelisim oranlar1

Hormon kombinasyon ve konsantrasyonlari Eksplant kaynagi
(mg/1) (Siirgiin ucu)*
Kontrol (MS+%3 Sakkaroz) 25,41 ad
0,5 BAP 179,43 bdfg
1,0 BAP 308,42 cefg
2,0 BAP 401,14 ¢
0,5 NAA 115,63 d
0,5 NAA+ 0,5 BAP 274,58 efg
0,5 NAA+1,0 BAP 246,49 fg
0,5 NAA+2,0 BAP 204,0 g

*Degerlerin yanindaki farkli harfler, LSD testi uygulanmis degerlerde p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak farklilik belirtir.

Somatik embriyogenezi tesvik etmek amaci ile kurulan bir diger denemede ise farkli
Oksin ve Sitokinin hormonlarinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini iceren
bazal MS (1962) ortaminda, yaprak, govde ve siirgiin ucu eksplantlarinin kiiltiire
alinmasini takiben 4 hafta sonra yapilan degerlendirmeler yapilmistir. Buna gore
stirglin ucu eksplantlarinda herhangi bir gelisme kaydedilmemistir. Bununla birlikte
govde ve yaprak eksplantlarinda kallus olusumu saptanmistir. Calisma ile ilgili

sonuglar Sekil 4.3 ve Tablo 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.3. 2,4-D ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarini igeren MS+%3 Sakkaroz ortaminda kiiltiire alinan S. aintabensis
bitkisinin yaprak ve gdvde eksplantlarindan gelisen kalluslarin ortalama agirlik

degerleri
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Sekil 4.3’ de goriildiigii gibi S. aintabensis bitkisinin govde eksplantlarinin kiiltiire
alindig1 denemede kallus agirliginin en fazla oldugu hormon kombinasyonu, 460,52
mg agirhiginda kallusun gelistigi 0,5 mg/lt 2,4-D ve 1,0 mg/lt Kin iceren MS
ortaminda meydana gelmistir. Yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 ve en fazla
miktarda kallus olusumunun gozlendigi kombinasyon ise 286,23 mg agirlik degeri ile
0,5 mg/lt 2,4-D ve 2,0 mg/lt Kin iceren MS ortaminda saptanmistir. Bu denemede

gelisen kalluslar acik kahverengi ve yesil renkte kirilgan kalluslar olmustur.

~N

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki 2,4-D ve Kinetin (Kin) hormonlarinin
etkisiyle kallus olusumu. A: 0,5 mg 2,4-D + 2,0 mg/It Kin igeren MS ortaminda
kiiltiire alinan ve yaprak eksplantindan gelisen kallus goriintiisii. B: 0,5 mg 2,4-D +
1,0 mg/It Kin igeren MS ortaminda kiiltiire alinan ve govde eksplantindan gelisen
kallus goriintiisii

Tablo 4.2. 2,4-D ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini iceren MS (1962) ortam {izerinde kiiltiire alinan S. aintabensis
yaprak ve gdvde eksplantlarinda meydana gelen kallus gelisim oranlari

Eksplant kaynagi
Hormon kombinasyonu (mg/It) Govde* Yaprak
MS Kontrol - -
0,5 Kin - -
1,0 Kin - -
2,0 Kin - -
0,52,4-D - -
0,5 2,4-D/ 0,5 Kin 260,26 a  [141,58 a
0,5 2,4-D/ 1,0 Kin 460,52a |117,16a
0,5 2,4-D/ 2,0 Kin 419,22 a 286,23 b

- : Gelisme yok. *Degerlerin yanindaki farkli harfler, LSD testi uygulanmis
degerlerde p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak farklilik belirtir.
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4.1.2. In vitro’da Gelisen Bitkilerden Somatik Embriyogenez ve Kok Olusumu

4.1.2.1. Tohumlarin in vitro’da Cimlendirilmesi

S. aintabensis tohumlarmin in vitro’da ¢imlenme orani yiiksek degildir (Ozkekeci vd,
2008). Bu nedenle tohumda olast dormasinin kirilmas: amaci ile soguk ve Siilfirik

Asit uygulamalar1 yapilmistir.

Ekim-Kasim aylarinda Gaziantep-Diilikbaba mevkisinden toplanan S. aintabensis
tohumlar1, 7 giin, 14 giin ve 21 giin siire ile -20°C, -40°C ve -80°C’deki derin
dondurucularda bekletildikten sonra bazal MS ve 2 MS ortamlar1 iizerinde kiiltiire
alimmistir. On giin sonra yapilan degerlendirmelerde iki farkli MS ortaminda

cimlenen tohum yiizdeleri belirlenmistir.

7, 14 ve 21 giin siire ile soguk uygulamasi yapilan S. ainabensis tohumlarinda

meydana gelen ¢imlenme oranlar1 Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.3. Farkl1 siirelerde soguk uygulamasi yapilan S. aintabensis tohumlarinin MS
(1962) ortamindaki ¢imlenme oranlari

Uygulama siireleri ve sicaklik degerleri
7 giin 14 giin 21 giin
20 |-40 |-80 |-20 |-40 |80 -20 | -40 | -80
Oranlar Kontrol | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) | (°C)
Cimlenen 2 10 12 4 5 18 5 7 9 4
Tohum Sayis1
Cimlenmeyen | 21 91 138 | 125 |85 104 | 64 63 55 22
Tohum Sayis1
Toplam 23 101 | 150 | 129 |90 122 | 69 70 64 26
Tohum Sayis1
Cimlenme 8,7 99 |80 |31 5,6 14,8 | 7,2 10,0 | 14,1
Yiizdesi (%)

S. aintabensis tohumlarinda cimlenme kiiltiire almay1 takiben 3-4 giin iginde
meydana gelmistir. Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de goriildiigii gibi, tohumlarin kiiltiire
alindiklar1 ortamlar kiyaslandiginda, 2 MS ortaminda, bazal MS ortamina gére daha
fazla ¢imlenme oranit goézlenmistir. Bazal MS ortami {izerinde kiiltiire alinan
tohumlarda en yiiksek ¢imlenme orani (%15,4), -80 °C’de 21 giin siire ile bekletilen

tohumlardan elde edilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.4. Farkli siirelerde soguk uygulamasi yapilan S. aintabensis tohumlarinin 2

MS (1962) ortamindaki ¢imlenme oranlari

Uygulama siireleri ve sicaklik degerleri
7 gin 14 giin 2] giin
20 |40 |-80 |-20 |-40 |80 20 | -40 | -80
Oranlar Kontrol | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) | (°C) [(°C) | (°C) [(°O) [(°C)
Cimlenen 4 16 |19 6 11 22 10 21 3 4
Tohum Sayis1
Cimlenmeyen | 44 95 |78 69 90 105 | 64 70 18 19
Tohum Sayis1
Toplam 48 111 | 97 75 111 | 127 |74 91 21 23
Tohum Sayis1
Cimlenme 6.4 14,4119,5 |80 |99 17,3 | 13,5 | 23,1 | 143 | 174
Yiizdesi (%)

Soguk uygulamasini takiben 2 MS ortami iizerinde kiiltiire alinan S. aintabensis

tohumlarinda en yiiksek ¢imlenme orani -20 °C’de 21 giin bekletilen tohumlardan

(%23,1elde edilmistir (Tablo 4.4).

Sekil 4.5. -40°C’de iki hafta boyunca bekletilen ve /2 MS ortaminda kiiltiire alinan

S. aintabensis tohumlarinda ¢imlenme goriintiisii
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Tohum kabugunu Siilfiirik Asit kullanarak asindirip tohum ¢imlenmesini tesvik
etmek icin yapilan calismada %3 oraninda sakkaroz iceren bazal MS (1962) ortami
ile % 1 sakkaroz igeren 2 MS ortamlart kullanilmistir. Bu ¢alismada S. aintabensis
tohumlar1 sirastyla %10, %30, %40 ve %50’lik Siilfiirtik Asit icerisinde 5 dk siire ile
bekletilmistir. Degerlendirmeler bir ay sonra yapilmistir. Tohum ¢imlenme oranlari

Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. Farkli konsantrasyonlarda Siilfiirik Asit uygulamasini takiben MS + %3
Sakkaroz ortaminda kiiltire alinan S. aintabensis tohumlarindan elde edilen

¢imlenme oranlar1

Siilfirik Asit Konsantrasyonlari
Oranlar Kontrol %10 %20 %30 %40 %50
Cimlenen 3 1 0 5 4 10
Tohum Sayis1
Cimlenmeyen | 52 90 87 102 59 51
Tohum Sayis1
Toplam Tohum | 55 91 87 107 63 61
Sayisi
Cimlenme 5,45 1,09 0,00 4,67 6,34 16,39
Orani (%)

Tablo 4.5’de goriildugi gibi Siilfiirik Asit ylizdesi arttikca S. aintabensis’in
cimlenme degerleri de artis meydana gelmistir. En fazla ¢imlenme orani %50
Siilfiirik Asit uygulamasi yapilan tohumlarin MS ortaminda kiiltiire alinmasi ile elde

edilmistir.
Ayni Siilfirik Asit konsantrasyon uygulamasini takiben 2 MS ve %] oraninda

Sakkaroz igeren ortamda kiiltiire alinan S. aintabensis tohumlarinin g¢imlenme

oranlar1 Tablo 4.6’de verilmistir.
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Tablo 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Siilfiirik Asit uygulamasini takiben 2 MS + %1
Sakkaroz ortaminda kiltire aliman S. aintabensis tohumlarindan elde edilen

¢imlenme oranlar1

Siilfirik Asit Konsantrasyonlari
Oranlar Kontrol %10 %20 %30 %40 %50
Cimlenen 1 4 0 5 26 9
Tohum Sayisi
Cimlenmeyen | 28 62 65 60 253 49
Tohum Sayis1
Toplam Tohum | 29 66 65 65 278 58
Sayisi
Cimlenme 3,44 6,06 0,00 7,69 9,35 15,51
Orani (%)

Tablo 4.6’da goriildiigi gibi en fazla ¢imlenme orani %50 Siilfiirik Asit uygulamasi

yapilan tohumlarin /2 MS ortaminda kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir.

f b

Sekil 4.6. Tohum kabugunda %350’lik siilfiirik asit uygulamasi ile meydana gelen
catlamanin binokiilerdeki goriintiisii (X20)

Tohum ¢imlendirme ¢aligsmalar1 ayrica %60, %70 ve %80 oranlarinda Siilfiirik Asit

uygulamalari ile denenmistir. Fakat bu asit yiizdelerinde tohumlar yanmustir.
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4.1.2.2. In vitro’da Tohumdan Cimlendirilen Bitkilerden Somatik Embriyogenez

Somatik embriyogenez amaci ile yapilan c¢alismada Oksin ve Sitokinin
hormonlarinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren bazal MS (Sigma)
(%3 sakkaroz) ortaminda yaprak ile kok eksplantlar kiiltiire alindig1 ve yaklasik 4
hafta sonra yapilan degerlendirmelerde elde edilen kallus agirliklar Sekil 4.7° de,

stirgiin sayist ise Sekil 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. BAP, NAA, TAA ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarini igeren MS+%3 Sakkaroz ortaminda kiiltiire alinan S. aintabensis
tohumlarinda gelisen yaprak ve kok eksplantlarinda gelisen kalluslarin ortalama
agirlik degerleri

Sekil 4.7 de gorildigi gibi S. aintabensis tohumlarindan gelisen kok
eksplantlarinin kiiltiire alindig1 denemede kallus agirliginin en fazla oldugu hormon
kombinasyonu 134,55 mg agirhiginda kallusun gelistigi 2,0 mg/It BAP ve 0,5 mg/It
NAA iceren MS ortaminda meydana gelmistir. Yaprak eksplantlarinin kiiltiire
alindig1 ve en fazla miktarda kallus olusumunun gézlendigi kombinasyon ise 189,45
mg agirlik degeri ile 2,0 mg/lt Kin ve 0,5 mg/lt NAA igeren MS ortaminda
saptanmistir. Bu ¢alismada gelisen kalluslar agik kahverengi ve yesil renkte kirillgan

kalluslar olmustur.

29



Siirgiin sayisi

g: I I I I:I -I yaprak
4

2 n

0

o S o
SN
NP W AR
Hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarni
(mgl/lt)

Sekil 4.8. BAP, NAA, TAA ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarini igeren MS+%3 Sakkaroz ortaminda kiiltiire alinan S. aintabensis
tohumundan gelisen yaprak eksplantlarinda siirgiin gelisimi

Sekil 4.8.°de goriildiigli gibi S. aintabensis tohumundan gelisen yaprak
eksplantlarinin kiiltiire alindig1 denemede en fazla siirgiin sayis1 2,0 mg/It Kin ve 0,5
mg/lt IAA hormonlarim1 igeren MS ortaminda elde edilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda siirgiin boylar1 Olciiliip, ortalamalari alinmistir. Bu
kombinasyondaki en uzun siirgiin ise 6,3 cm uzunlugundadir. Kok eksplantlarinin
kiiltiire alindig1 ayn1 denemede herhangi bir siirgiin olusumu goézlenmemistir (Sekil

4.9 A ve B).
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Sekil 4.9. A: 2,0 mg Kin + 0,5 mg/It NAA hormonlarini igeren MS ortaminda kiiltiire
alinan ve yaprak eksplantindan gelisen kallus goriintiisii B: 2,0 mg Kin + 0,5 mg/It
NAA hormonlarimi igeren MS ortaminda kiiltiire aliman ve kok eksplantlarmindan
gelisen kallus goriintiisii

Sekil 4.10. S .aintabensis tohumlarimin in vitro’da ¢imlenen yaprak eksplantlarinin
farkli oksin ve sitokinin hormonlarini igeren MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla elde
edilen somatik embriyogenez. A: 2,0 mg/lt BAP ve 0,5 mg/lt IAA hormonlarini
iceren MS kiiltiir ortaminda somatik embriyogenez. B: 2,0 mg/It Kin ve 0,5 mg/It
IAA hormonlarini igeren MS ortaminda somatik embriyogenez

BAP ve Kin hormonlarinin IAA ile kombinasyonu yaprak eksplantlarinda yiiksek

oranda somatik embriyo olusumunu tesvik etmistir (Sekil 4.10 A ve B).
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Sekil 4.11. S. aintabensis tohumlarinin in vitro’da ¢imlenen yaprak eksplantinin 2,0
mg/It Kin ve 0,5 mg/lt NAA hormonlarini iceren MS ortaminda kiiltlire alinmasiyla
gelisen kok olusumu

In vitro’da tohumdan ¢imlendirilen bitkilerin kok ve yaprak eksplantlarinda somatik
embriyo yaninda kallus gelisimi de meydana gelmistir. Kallus agirlik ortalamalar

Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7. NAA, BAP, TAA ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini iceren MS (1962) ortam {izerinde kiiltiire alinan S. aintabensis

kok ve yaprak eksplantlarinda meydana gelen kallus gelisim oranlari

Eksplant kaynagi
Hormon kombinasyonu (mg/It) Kok* Yaprak
MS Kontrol - -
0,5 NAA/2,0 BAP 134,55a | 141,85 abc
0,5TAA/ 2,0 BAP 102,34a [ 147,06 abc
2,0 BAP 2797 b |77,63 ac
2,0 Kin - -
0,5 NAA/2,0 Kin 117,51a  [18945 b
0,5 TAA/ 2,0 Kin 49,70 b |87,78 ¢
- : Gelisme yok.

*Degerlerin yanindaki farkli harfler, LSD testi uygulanmis degerlerde p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak farklilik belirtir.
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4.1.2.3. In vitro’da Tohumdan Cimlenen Bitkilerde Koklendirme Cahsmalari

In vitro’da koklendirme amaciyla yapilan denemede Oksin ve Sitokinin
hormonlarinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren bazal MS (Sigma)
ortaminda yaprak ve kok eksplantlar1 kiiltiire alindig1 ve yaklasik 4 hafta sonra

yapilan degerlendirmelerde elde edilen kallus agirliklart Sekil 4.12° de verilmistir.
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Sekil 4.12. BAP, NAA, IAA ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarini igeren MS+%3 Sakkaroz ortaminda kiiltiire alinan in vitro’ da S.
aintabensis tohumundan gelisen yaprak ve kok eksplantlarindan gelisen kalluslarin
ortalama agirlik degerleri

Sekil 4.12.°de gosterildigi gibi; in vitro’da tohumdan ¢imlendirilen kok ve yaprak
eksplantlar1  koklendirme amaciyla farkli miktarlarda Oksin  ve Sitokinin
hormonlarini iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kok eksplantlarinin kiiltiire
alindig1 ve en fazla gelisim gosteren kallus agirlig1 471,10 mg degeri 0,5 mg/It Kin
ve 2,0 mg/lt NAA hormonlarini igeren MS ortaminda gozlenmistir. Ayrica yaprak
eksplantlarinin kiiltiire alinmasiyla elde edilen en fazla miktardaki kallus agirlig: ise
270,95 mg degeri ile 0,5 mg/lt Kin ve 2,0 mg/lt NAA hormonlari igeren MS
ortaminda elde edilmistir. Bu calismada gelisen kalluslar agik kahverengi ve yesil

renkte kirilgan kalluslar olmustur.

33



Sekil 4.13. S. aintabensis yaprak ve kok eksplantarinda kallus morfolojisi. A: 2,0
mg/lt NAA + 0,5 mg/lt BAP hormonlarini iceren MS ortaminda kiiltiire alinan ve
yaprak eksplantindan gelisen kallus, B: 0,5 mg/It Kin + 2,0 mg/It NAA hormonlarini
iceren MS ortaminda kiiltlire alinan ve kok eksplantindan gelisen kallus olusumu
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In vitro’ da elde edilen siirgiinlerin koklendirilme calismalarinda ise elde edilen

veriler Tablo 4.8.’de de gosterildigi gibidir.

Tablo 4.8. BAP, NAA, TAA ve Kinetin (Kin) hormonlarinin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini igeren MS (1962) ortamu {izerinde kiiltiire alinan S. aintabensis

kok ve yaprak eksplantlarinda meydana gelen kallus gelisim oranlari

Eksplant kaynagi
Hormon kombinasyonu (mg/It) Kok Yaprak
MS Kontrol - -
0,5 BAP/ 2,0 NAA 11048 a [225,11 a
0,5 BAP/ 2,0 IAA 96,86 a 90,39 b
2,0 NAA - 90,08 b
2,0 IAA 14,80 a 12,67 b
0,5 Kin/ 2,0 NAA 471,10b  [270,95 a
0,5 Kin/ 2,0 IAA 4747 a 100,00 b

- : Gelisme yok. Degerlerin yanindaki farkli harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel
olarak farklilik belirtir.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Bitki doku kiiltiirii teknikleri ve uygulama alanlari, bitki biyoteknolojisi kapsaminda
pek cok calismaya olanak saglamaktadir. /n vitro doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak
bir ¢ok otsu ve odunsu bitki kiiltiire alinmakta, ticari amagl ¢alismalar yaninda bitki

1slahina yonelik arastirmalar yiiritiilebilmektedir.

Bu tez kapsaminda, iilkemizin lokal endemik bitkisi Satureja aintabensis P.H. Davis
bitkisinin in vitro’da gelisim olanaklar1 aragtirilmistir. Somatik embriyo olusumunu
tesvik etmek amaciyla dogadan alinan bitkiler lizerinde yapilan calismalarda, gévde
ve yaprak eksplantlarinda herhangi bir gelisme olmamistir. Kiiltiire alinan siirgiin
uclarinda ise kallus ve bitki rejenerasyonu saptanmistir. Dogadan alinan bitkiler ile
yapilan somatik embriyogenez calismalarinda kallus gelisimi ve organogenez

saglanmistir.

Bu c¢alismada, S. aintabensis bitkisinin siirglin ucu eksplantlarinin kiiltiire alindig1
denemede en yiiksek kallus olusumu (401,14 mg), 2,0 mg/lt BAP igeren MS
ortaminda meydana gelmistir (Sekil 4.1). Hizli biiyiiyen kirilgan kalluslar, hiicre

siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasinda kullanilabilir.

1,0 mg/lt BAP + 0,5 mg/lt NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu
eksplantarinda organogenez saptanmistir (Sekil 4.2A). Bununla birlikte 2,0 BAP
iceren MS ortaminda siirgiin ucu eksplantarinda gelisen kalluslarin hizli biiyiiyen,
sar1-agik yesil renkte, sert yapida olduklar1 saptanmistir (Sekil 4.2B). MS ortamina
diisiik oranda NAA ve yliksek oranda BAP hormonlarinin ilavesi, S. aintebensis’in
Nisan-Mayis aylarinda dogadan alinan siirgiin ucu eksplantlarinda kallus olusumunu

tesvik etmistir.
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Goleniowski vd. (2003), tarafindan Arjantin’de yetistiriciligi yapilan O. vulgare x
Applii bitkisinin meristem kiiltiirii ile mikrogogaltimi iizerinde yapilan ¢aligmalarda
MS ortamima Benzyladenine (BA) ve NAA hormonlar1 farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda kullanilmistir. Bu g¢alismada en iyi mikrogogaltimin 0,28 puM
BAP ve 0,53 uM NAA kombinasyonunda gergeklestigi rapor edilmistir. Benzer bir
diger ¢aligma ise Morone-Fortunato ve Avato (2008) tarafindan O. vulgare L. ssp.
hirtum bitkisininde rapor edilmistir. Bu calismada koltuk alt1 siirgiinleri, farklh
konsantrasyonlarda BAP iceren modifiye MS ortami iizerinde kiiltiire alinmistir. En
fazla sayida siirgiin olusumu 1,0 mg/lt BAP igceren ortamda meydana gelmistir.
Tarafimizca gergeklestirilen ¢alismalarda ise BAP ve NAA hormonlar siirglin ucu
eksplantarinda organogenez olusumunu tesvik etmistir. Fakat yaprak ve goévde

eksplantarinda ise yukarida da belirtildigi gibi kallus meydana gelmistir (Sekil 4.2B).

Dogadan alinan siirgiin ucu, yaprak ve goévde eksplantarimin 2,4 D ve Kinetin
hormonlarinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren MS ortamu {izerinde
kiiltiire alindig1 denemlerde ise siirgiin ucu eksplantlarinda herhangi bir geligme
kaydedilmemistir. Bununla birlikte govde ve yaprak eksplantlarinda kallus olusumu
saptanmistir. Govde eksplantlarinin kullanildigi denemelerde kallus agirligimin en
fazla oldugu hormon kombinasyonu 460,52 mg agirliginda kallusun gelistigi 0,5
mg/lt 2,4-D ve 1,0 mg/It Kin igeren MS ortaminda meydana gelmistir (Sekil 4.3).
Yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindigi ve en fazla miktarda kallus olusumunun
gozlendigi kombinasyon ise 286,23 mg agirlik degeri ile 0,5 mg/lt 2,4-D ve 2,0 mg/It
Kin iceren MS ortaminda saptanmistir (Sekil 4.3). Bu calismada gelisen kalluslar
acik kahverengi ve yesil renkte kirilgan kalluslar olmustur (Sekil 4.4).

S. aintabensis tohumlarinda ¢imlenme oran1 oldukgca diisiiktiir (Ozkegeci vd, 2008).
Bu tez kapsaminda, tohumlarin in vitro’da ¢imlenme etkinligini aragtirmak amaci ile,
tohumlar 7, 14 ve 21 giin stire ile -20°C, -40°C ve -80°C’deki derin dondurucularda
bekletilmig, sonra MS ve 2 MS ortamlari iizerinde kiiltiire alinmistir. MS ortami
lizerinde kiiltiire alinan tohumlarda en yiiksek ¢imlenme orani (%15,4), -80 °C’de 21
giin siire ile bekletilen tohumlarda meydana gelmistir (Tablo 4.3). 2 MS ortami
tizerinde kiiltiire alinan S. aintabensis tohumlarinda en yiiksek ¢cimlenme oran1 %23,1

degeri ile -20°C’de 21 giin bekletilen tohumlarda meydana gelmistir (Tablo 4.4). Bu
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sonuclara gore 2 MS ortaminda, bazal MS ortamina gore daha fazla ¢imlenme orani

belirlenmistir.

Tohum kabugunu Siilfiirik Asit kullanarak asindirip tohum c¢imlenmesini tesvik
etmek i¢in yapilan calismalar ile tohumda ¢imlenme orani artirilmistir (Tablo 4.5).
Siilfiirik Asit yiizdesi arttikca S. aintabensis’in ¢imlenme degerlerinde artis meydana
gelmistir. En fazla ¢cimlenme orani %16,39 ¢imlenme yiizdesi ile %50 Siilfiirik Asit
uygulamas1 yapilan tohumlarin MS ortaminda kiiltiire alinmasi ile meydana

gelmistir.

Siilfirik Asit uygulanmis S. aintabensis tohumlarinin 2 MS+%]1 oraninda Sakkaroz
iceren MS ortaminda kiiltlire alindig1 ¢alismalarda en fazla ¢imlenme oranm1 %15,51
degeri ile %50 Siilfiirik Asit uygulamasi yapilan tohumlarda meydana gelmistir
(Tablo 4.6). Goktirk vd. (1991) tarafindan Pailurus spina-christii Miller (Karagali)
tohumlarinda rapor edilen ¢imlenme ¢aligsmalarinda, 20, 40 ve 60 giin soguk katlama
ile 40, 80 ve 120 dk. konsantre (%98) Siilfiirik Asitte bekletme islemleri
uygulanmistir. En iyi ¢imlenme yiizdesinin 40-80 dk. siire ile Siilfiirik Asitte
bekletme islemini takiben sera kosullarinda gelistirilen bitkilerde meydana geldigi
rapor edilmistir. Dormansiyi kirmak amacli yapilan bir bagka ¢alisma ise Tastan vd.
(1991) tarafindan Galium tricornutum Dandy (Yapiskan otu) tohumlarinda
gerceklestirilmistir. Bu calismada konsantre Siilfiirik Asit uygulamasini takiben 250
ppm GAj; etkisine maruz birakilan tohumlarda %63 ¢imlenme orani tespit edilmistir.
S. aintabensis tohumlarinda ¢imlenme oranlarinin artirilmasi tizerindeki ¢alismalarin

devam etmesi gereklidir.

Bu tez kapsaminda in vitro 'da gelisen bitki eksplantlarindan somatik embriyo ve kdk
gelisimini tegvik etmek amaci ile yapilan ¢aligmalarda, kok ve yaprak eksplantlarinda
kallus gelisimi saptanmistir (Sekil 4.7). En yiiksek kallus olusumu, 134,55 mg degeri
ile 2,0 mg/lt BAP ve 0,5 mg/lt NAA iceren MS ortaminda meydana gelmistir (Sekil
4.7). Yaprak eksplantlarinda en fazla miktarda kallus olusumu ise 189,45 mg degeri
ile 2,0 mg/It Kin ve 0,5 mg/lt NAA igeren MS ortaminda saptanmistir. Bu ¢alismada
gelisen kalluslar agik kahverengi ve yesil renkte kirilgan kalluslar olmustur (Sekil 4.9
A ve B).
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S .aintabensis tohumlarinin in vitro’da ¢imlendirilen tohumlarindan gelisen bitkilerin
yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 denemede en fazla siirgiin sayist 2,0 mg/lt Kin
ve 0,5 mg/lt IAA hormonlarini igeren MS ortaminda meydana gelmistir (Sekil 4.8).
Bu kombinasyondaki en uzun siirgiin ise 6,3 cm olmustur. Kok eksplantlarinin
kiltire alindigr ayni denemede herhangi bir siirgiin olusumuna rastlanmamustir.
Ayrica in vitro’da ¢imlenen yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindig1 denemede, BAP
ve Kin hormonlarinin TAA ile kombinasyonunun yaprak eksplantlarinda yiiksek
oranda somatik embriyo olusumunu sagladigi saptanmistir (Sekil 4.10 A ve B).
Denemede kok gelisimi yalnizca 2,0 mg/lt Kin ve 0,5 mg/lt NAA hormonlarini
iceren bazal MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantindan elde edilmistir.
(Sekil 4.11). Bouhouche vd. (2007) tarafindan Lamiaceae familyasina ait degerli
tibbi bir bitki olan Teucrium stocksianum Boiss. Bitkisinde organogenez amaclh
yapilan calismada, bitki siirgiinleri farkli konsantrasyonlardaki Kin ve I[AA
hormonlarini iceren MS bazal ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Optimal olusum 3,0
mg/It Kin ve 0,5 mg/lt NAA hormonlarini i¢ceren hormon kombinasyonunda elde

edilmistir.

Sanchez-Gras ve Segura (1987) tarafindan Sideritis angustifolia Lag. bitkisinde
somatik embriyogenez ¢alismasi rapor edilmistir. Bu ¢aligsmada, steril ortamda tohum
¢imlenmesini takiben gelisen bitkilerin hipokotil, kok ve kotiledon eksplantlari, 2,4-
D, NAA, TAA, BA ve Kinetin hormonlarinin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarini iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En 1yi siirgiin olusumu,
hipokotil ve kok eksplantlarinda, BA ve Kinetin hormonlarinin IAA veya NAA ile
kombinasyonunu iceren ortamlarda meydana gelmistir. Tarafimizca gergeklestirilen
calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda S.
aintebensis bitkisinin in vitro’da ¢ogaltilmasinda, tohumdan ¢imlendirilen bitkilerin

yaprak eksplatlarinin uygun bir materyal oldugu belirtilebilir.

Bu tez kapsaminda, S. aintabensis bitkisinde kok gelisimini tesvik etmek amaci ile
arastirmalar yapilmistir. [n vitro’da tohumdan ¢imlenen bitki eksplantlar
kullanilarak yapilan koklendirme ¢alismalarinda, kdk ve yaprakta kallus gelisimi
saptanmigtir. En yiiksek kallus olusumu, 0,5 mg/lt Kin ve 2,0 mg/lt NAA
hormonlarint igeren MS ortaminda gozlenmistir. Yaprak eksplantlarinin kiiltiire

alinmasiyla elde edilen en fazla miktardaki kallus agirhigi ise 0,5 mg/lt Kin ve 2,0
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mg/lt NAA hormonlarini iceren MS ortaminda meydana gelmistir (Sekil 4.12). Bu
calismada gelisen kalluslar agik kahverengi ve yesil renkte kirillgan kalluslar
olmustur (Sekil 4.13).

Ulkemizde 15 tiirii bulunan ve bu tiirlerin 5 tanesinin endemik oldugu Satureja
tiirleri gerek aromatik 6zellikleri gerekse tibbi bitki olmalari ve ihrag iirlinli olmalar1
sebebiyle onemli bitki tiirleridir ve bu bitkilerin genetik kaynaklarinin korunmasi

gerekmektedir.

Ulkemiz Satureja cinsine (Labiatae familyasina bagl) ait bazi tiirlerin sistematik
problemler icerdikleri vurgulanmistir (Aydin vd., 2008). Tiirlere ait bu sistematik
problemlerin ¢oziimlenmesiyle tiirlerin soy agaclar1 ve akrabalik dereceleri
belirlenebilir, endemik olan tiirlerin gen kaynaklari koruma altina alinabilir. Bu
amaclarla siklikla kullanilan RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) teknigi,
tiirler arasindaki genetik varyasyonlarin belirlenmesinde etkili bir tekniktir (Aydin,

2004).

Bu tez kapsaminda ayrica S. aintabensis bitkisinin genetik karakterizasyon
calismalar1 da yapilmistir (Ozkegeci S.C., yaymlanmamis veri). Bu amagla
Gaziantep-Diiliikkbaba’dan toplanan S. aintabensis bitkilerinin genomik DNA
varyasyonlari, RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) primerleri kullanilarak
amplifiye edilmistir. Denemlerde 15 adet RAPD primeri (OPA-01, OPA-02, OPA-
05, OPA-10, OPB-15, OPB-16, OPD-17, OPD-18, OPD-20, OPF-16, OPF-18, OPF-
20, OPR-13, OPR-16, OPR-17) kullanilmistir. Fakat bu primerler ile skorlanabilir
nitelikte bant olusumu saptanamamustir. Ulkemiz S. aintabensis popiilasyonunun
diger Satureja tiirleri ile karsilastirmali molekiiler filogenetik analizlerinin yapilmasi
gereklidir. Nitekim literatlirde S. aintabensis bitkisinin genomik varyasyonu ile ilgili

herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Aydin vd., (2008) tarafindan Satureja tiirleri lizerinde genetik karakterizasyon
calismast rapor edilmistir.  Bu c¢alismada, farkli boélgelerden toplanan  S.
wiedemanniana, S. cuneifolia, S. pilosa , S. icarica, Satureja sp.1 (Bursa-Mezitler),
Satureja sp.2 (Balikesir-Zeytinli), Satureja sp.3 (Canakkale-Kiigiikkuyu) tiirlerinde
RAPD-PZR uygulamasi yapilmistir. Calismada farkli DNA izolasyon yontemleri
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denenmis ve Satureja tiirleri igin protokol rapor edilmistir. Farkli izolasyon
yontemleri ile elde edilen genomik DNA 6rneklerinin goriintiileri karsilastirilmistir
ve sadece modifiye yontem ile elde edilen DNA’lar PZR’da ¢ogaltilabilmislerdir. Bu
calismada, Satureja  tirlerinin  DNA  izolasyonunda, diger yOntemlerle
karsilastirildiginda, daha az kimyasal gerektiren ve kolay uygulanabilen bir genomik
DNA yontemi belirlenmistir. Belirlenen bu yontemin, sekonder metabolitler ve
ucucu yag igerikleri bakimindan zengin olan diger Labiate tiirlerinin DNA

izolasyonlarinda da kullanilabilecegi bildirilmistir.

Diger bir Satureja tiirii olan S. hortensis bitkisinde yapilan genomik ¢alismaya 6rnek
olarak ise Hadian ve ark (2008) tarafindan gerceklestirilen ¢alisma 6rnek verilebilir.
28 adet S. hortensis ekotipinde gergeklestirilen bu ¢alismada RAPD primerleri
kullanilmigtir. 18 adet, 10 merlik RAPD primerleri kullanilarak gerceklestirilen
genetik analizler sonucunda, 12 primer polimorfik olarak saptanmis, ve c¢ogaltilan
218 bantin 181 adedi ekotipler arasinda farklilik belirlemistir. Arastiricilar ¢aligmada
kullanilan 28 S. hortensis ekotipini 3 grup olusturacak sekilde karakterize

etmislerdir.

Literatiirlerde bulunan bu eksikligi gidermek amaciyla, S. aintabensis bitkisinin
genomik varyasyon caligmalart i¢in farkli RAPD primerler denenebilir ve AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) gibi yiiksek oranda polimorfizm veren
teknikler kullanilabilir. Bu sayede nesli tehlike altinda olan bu endemik bitkinin
genetik karakterizasyonlar1 belirlenerek, bitkinin gen kaynaklari bilingli bir sekilde

koruma altina alinabilir.

Bu tez calismasi kapsaminda, nesli tehlike altinda olan endemik S. aintabensis
(Antep kayaykekigi) bitkisinin in vitro doku kiiltiirti teknikleri kullanilarak ¢ogaltimi
amaglanmistir. S. aintabensis bitkisinin laboratuar kosullarinda ¢ogaltimi ile nesli
tikenmekte olan bu endemik bitki tiirlinlin yok olmasi onlenebilir. Endemik olan
bitkinin koruma altina alinmasi1 ve gelisi giizel toplanmasinin 6nlenmesinde ciddi

yaptirimlar uygulanmalidir.
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Antep kayakekiginin in vitro doku kiltlirii teknikleri ile ¢ogaltimi {izerine uluslar
arasi literatlirde herhangi bir arastirmaya rastlanmamustir. Dolayist ile, konuda ilk
verilerin elde edildigi bu tez c¢alismasi ile saglanan sonuglara ek olarak, farkli ortam
ve hormon kombinasyonlari test edilebilir. Bitkinin in vitro’da etkin kok olugumu

saglanabilir ve aklimatizasyon ¢alismalar1 yapilabilir.

S. aintabensis gibi endemik bitkilerin uzun siireli korunma ve saklanmasinda
kryoprezervasyon ve sentetik tohum kullanimi tekniklerinin iilkemizde uygulanmasi

gereklidir.
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EKLER

EK 1. Murashige ve Skoog-MS (1962) ortam igerigi (Babaoglu vd., 2001)

KiIMYASALLAR mg/ It
KNOs 1900
NH4NO; 1650
MgS04.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
KH,PO4 170
MnSO4.H,O 22.3
KI 0,83
H3;BO; 6,2
ZnS04.7H,0 8,6
CuS0O4.5H,0 0,025
Na;M,04.2H,0 0,25
FeS04.7H,0 27,8
Na,EDTA 37,3
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Thiamin-HCI 0,1
myo-inositol 100
Glisin 2,0
Sakkaroz 30 000
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EK 2. 10x TBE Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
(1 M Tris, 1 M Boric acid, 20 mpy EDTA, ph=8.3)

KIMYASALLAR g/It
Tris 121,1
Boric acid 61,8
EDTA 7,44

DNA analizi i¢in hazirlanan TBE soliisyonunda bu miktarlar 1 It’ ye dH,O ile
tamamlanir.

Soliisyon pH’s1 8.3” e ayarlanip, otoklavlanir.
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