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Crambe orientalis L. var. orientalis L.’NiN MiKRO URETIMi UZERINE FARKLI
BAP VE NAA KONSANTRASYONLARININ ETKILERI
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Bartin-2015, Sayfa: 52+ xiii

Crambe L. (Brassicaceae) icerdigi yiiksek miktardaki erusik asit bakimindan énemli bir
endiistriyel yag bitkisidir. Bu tez ¢alismasinda, Crambe orientalis L. var. orientalis L.
bitkisine farkli konsantrasyonlarda BAP (6-benzil amino piirin) — NAA (a-naftalin asetik
asit) fitohormon kombinasyonlari uygulanarak etkili bir rejenerasyon protokolii gelistirmek
amaclanmistir. Crambe orientalis var. orientalis tohumlar1 hormon icermeyen MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortaminda kiiltiire alinmis ve ¢imlenmesi saglanmis, gelisen
ondort giinliik fidelerden eksplant kaynagi olarak kotiledon bogum ve hipokotil
kullanilmistir. Kiiltiire alinan eksplantlar 0,25, 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/L BAP ve 0, 0,25 ve
0,50 mg/L NAA (12 farkli kombinasyon) igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir.
Yapilan tez calismasinda BAP ve NAA’in farkli konsantrasyonlarinin kallus olusum orani
(%), siirgiin olusum orani (%), eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayis1 ve ortalama
stirgiin uzunlugu iizerindeki etkileri tespit edilmistir. Hipokotil eksplantlarinin kiiltiire
alinmasi sonucu uygulanan biitiin hormon konsantrasyonlarinda kallus olusumu gozlenmis
olup, bu oran %67,87 ile %1,22 arasinda degismistir. Hipokotil eksplantlarinda siirgiin elde
edilen siirglin rejenerasyonu %95,67 ile %44,49 arasinda degismis olmakla birlikte,

ortalama rejenere siirgiin en fazla 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA igeren MS besin



ortamindan (%95,67) elde edilmistir. Kiiltlire alinan hipokotil eksplantlarinda i¢in eksplant
basina ortalama siirgiin sayisinin 27,34+0,69 ile 6,02+0,68 arasinda oldugu, eksplant
basina ortalama siirgiin sayisinin ise en fazla 27,34+0,69 ile 1,0 mg/L BAP + 0,25 mg/L
NAA igeren MS besin ortamindan elde edildigi tespit edilmistir. Kiiltiire alinan hipokaotil
eksplantlari i¢in ortalama siirgiin uzunlugunun 7,54+0,62 cm ile 3,12+1,24 cm araliginda
oldugu, ortalama siirgiin uzunlugunun en fazla oldugu ortamin 7,54+0,62 cm ile 1,00 mg/L
BAP igeren MS besin ortami oldugu belirlenmistir. Calismada uygulanan tiim hormon
konsantrasyonlarinda kotiledon bogum eksplantlarindan kallus olusumu gézlenmis olup
ortalama kallus olusum yiizdesi %51,64 ile %1,76 araliginda degismistir. Uygulanan
hormon kombinasyonlarinda kotiledon bogum eksplantlarinda siirglin rejenerasyonu
gdzlenmis olup, ortalama rejenere siirgiin ylizdesinin %73,17 ile %49,71 arasinda degistigi,
ortalama rejenere siirglin yilizdesinin ise 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA (%73,17)
igeren MS besin ortamindan elde edildigi tespit edilmistir. Kotiledon bogum eksplantlari
icin eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisinin 18,14+1,36 ile 6,12+0,98 araliginda
oldugu, eksplant bagina diisen ortalama siirgiin sayisinin ise en fazla 2,00 mg/L BAP +
0,25 mg/L NAA (%18,14) iceren MS besin ortami oldugu saptanmistir. Kotiledon bogum
eksplantlarindan elde edilen siirgiinlerde ortalama siirgin uzunlugunun 5,64+2,01 cm ile
2,66+1,66 cm arasinda oldugu, ortalama siirgiin uzunlugunun en fazla 2,00 mg/L BAP
iceren MS besin ortami oldugu bulunmustur. Hipokotil eksplanti ile kotiledon bogum
eksplant1 karsilastirildiginda siirgiin olusturma agisindan hipokotil eksplantinin kotiledon
bogum eksplantina kiyasla daha uygun bir eksplant kaynagi oldugu tespit edilmistir.
Rejenere edilen siirgiinler 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/L NAA igeren MS besin ortamlarinda
koklendirilmistir. 0,50 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda %21,78, 1,00 mg/L NAA
iceren MS besin ortaminda %34,46, 2,00 mg/L. NAA iceren MS besin ortaminda ise
%41,32 oraninda koklenme elde edilmis olup genel olarak rejenere siirgiinlerin
koklendirilmelerinin gii¢ oldugu tespit edilmistir. En iyi koklenmenin %41,32 orani ile
2,00 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda oldugu tespit edilmistir. Yapilan tez ¢aligmasi
Crambe orientalis var. orientalis ile daha oOnce mikro iiretimi konusunda ¢alisma

yapilmamis olmasindan dolay1 6zgiin ve temel veriler igermektedir.
Anahtar Kelimeler

Brassicaceae, Crambe orientalis L. var. orientalis L., mikro iretim, BAP, NAA,

Hipokotil, Kotiledon bogum
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Crambe L. is a species of Brassicaceae family. It is an important industrial oil plant in
respect to its high amount of erusic acid. The micropropagation of Crambe orientalis L.
var. orientalis L. has not been studied yet. The aim of this thesis is to develop an efficient
micropropagation protocol for Crambe orientalis L. var. orientalis L. species by using
different concentrations of BAP (6-benzylaminopurine) — NAA (a-naphthalene acetic acid)
hormone combinations. The seeds of Crambe orientalis var. orientalis were germinated in
vitro. Cotyledon node and hypocotyl parts from fourteen-days seedlings were used as
explant sources. The explants were cultured on MS media containing 0.25, 0.50, 1.00 and
2.00 mg/L BAP and 0, 0.25 and 0.50 mg/L NAA (12 different combinations). The effects
of hormone concentrations on the mean callus regeneration percentage (%), on the mean
shoot regeneration percentage (%), on the mean number of shoots per explant and on the
mean length of shoots are determined. Callus formation resulted in all the hormone
concentrations we used for our hypocotyl explants, and the mean callus regeneration
percentage was between 67.87% and 1.22%. The shoot regeneration from hypocotyl
explants formed on all hormone concentrations we used, and the mean shoot regeneration
percentage was high, ranging between 44.49% and 95.67%. The most productive medium
in respect to shoot regeneration is the MS medium containing 1.00 mg/L BAP + 0.25 mg/L

viii



NAA hormone combination with 95.67% shoot regeneration rate. The mean number of
shoots per explant for our hypocotyl explants varied between 6.02+0.68 and 27.34+0.69.
The highest mean shoot number per explant was on MS medium containing 1.00 mg/L
BAP + 0.25 mg/L NAA with 27.34+0.69 shoots per explant. The mean shoot length for our
hypocotyl explants varied between 3.12+1.24 cm and 7.5440.62 cm, and the highest shoot
length was 7.54+0.62 cm that was seen on MS medium containing 1.00 mg/L BAP. Callus
formation resulted in all the hormone combinations we used for our cotyledon nodes, and
the callus regeneration percentage was between 1.76% and 51.64%. The shoot regeneration
from cotyledon node explants formed on all hormone concentrations we used, and the
mean shoot regeneration percentage was high, ranging between 49.71% and 73.17%. The
most productive medium in respect to shoot regeneration is the MS medium containing
1.00 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA hormone combination with 73.17% shoot regeneration
rate. The mean number of shoots per explant for our cotyledon node explants varied
between 6.12+0.98 and 18.14+1.36. The highest mean shoot number per explant was on
MS medium containing 2.00 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA with 18.14+1.36 shoots per
explant. The mean shoot length for our hypocotyl explants varied between 2.66+£1.66 cm
and 5.64+2.01 cm, and the highest shoot length was seen on MS medium containing 2.00
mg/L. BAP with 5.64£2.01 cm. When the hypocotyl explants were compared with the
cotyledon node explants, we demonstrated that the hypocotyl explants are more efficient
sources of explants than cotyledon node explants. Regenerated shoots were rooted on MS
media containing 0.50, 1.00 and 2.00 mg/L NAA. The rooting ratios were 21.78%, 34.46%
and 41.32% respectively. We determined that the rooting of regenerated shoots was

generally difficult. The best rootings resulted on MS media containing 2.00 mg/L NAA.

Key Words
Brassicaceae, Crambe orientalis L. var. orientalis L., micropropagation, callus, shoot,
BAP, NAA
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BOLUM 1

GIRIS

Tim diinyada tiretimi yapilan yaglarin %80’i gida sektoriinde, %20’si de hayvan besleme
ve endiistri sektoriinde kullanilmaktadir. Diinya iizerinde bir yilda iiretilen 94 milyon ton
yag iiretilmektedir. Uretimi yapilan yag asidinin, %14’ yag endiistrisinde kullanilmaktadir
ayrica regine, sampuan, kopiik, kozmetik, bitkisel yaglar, miirekkep, cilt kremleri,
sabunlar, ylizey kaplayicilari, deterjanlar, temizlik maddeleri gibi endiistriyel {iriinlerin

tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Comlekgioglu, 2005).

Insanlar bitkisel yaglar1 oncelikle gida olarak kullanmuslardir. Gida olarak degerlendirilen
bitkileri kiiltiir ortamina almaya calismislardir. Son yillarda, petrol ve tiirevlerinin
fiyatlarinda yasanan asir1 dalgalanmalar ve sonucunda meydana gelebilecek ekonomik ve
enerji krizine karsin, gelismis iilkeler bitkisel yaglarin petrol tiirevlerine alternatif bir
kaynak oldugunu ve biyodizel olarak kullanilabilirligini 6n plana ¢ikartmislardir. Bitkisel
ve hayvansal yaglardan elde edilen oleokimyasallar, petrokimyasal bilesimli mineral
yaglara benzemekte ve bu yaglar, mineral yaglara oranla daha kolay degisime ugramakta,
farkli yap1 ve 6zelliklere sahip iirlinler elde etmeye olanak saglamaktadir. Bitkisel yaglarda
yapilan bu degisimler, yagin ¢evreci ve biyolojik yollardan ayrigabilme gibi karakteristik
ozelliklerini etkilememis ve bu yaglardan elde edilen {iriinler yenilenebilir 6zelliginden

dolay1 ilgi odagi haline gelmistir (Mungan, 2005).

Tiirkiye’de pamuk, aygicegi, soya, misir, findik ve zeytinde endiistriyel amagli yag tiretimi
yapilmaktadir. Diinyada ise bu durum tam tersidir. Geleneksel olarak tarimi yapilan
iriinlerin Uretimi, tiiketimden daha fazladir. Soya fasulyesi, bugday ve misirda yaklasik on
yildir bu durum boyle siiregelmektedir. Tiiketim {iiretimin gerisinde kalmasindan dolay1
rekabet giderek artmistir. Tarimda meydana gelen iiretim fazlaligi ve petrol endiistrisinden
kaynakli artan kirlilik, ¢ifteileri ve endiistri sektoriinii eski bitkiler i¢in yeni kullanim alani
bulmaya veya Crambe, Jojoba, Lesqurella gibi yeni bitkiler kesfetme calismalarina
yonlendirmektedir (Ericson ve Bassin, 1990).



Crambenin yiiksek erusik asit icermesi endiistriyel gelismelerden kaynaklanan
gereksinimlerin artis ve farklilik gostermesi nedeniyle Crambe de tercih edilen alternatif

tarim trtnlerinden biri haline gelmistir.

1.1 Crambe L. Cinsi

Diinya tizerinde Brassicaceae familyas1 350 cins ve yaklasik 4000 tiire sahiptir. Tiirkiye’de
ise 85 cins ve 515 tir bulunmaktadir. Brassicaceae familyasi tiyelerinin ¢ogu Kuzey
Yarimkiire’nin 1liman ve &zellikle serin bolgelerinde, Akdeniz ile Glineybati ve Orta
Asya’da daha yogun bir yayilis gostermektedirler (Durak, 1999). Brassicaceae
familyasinin bazi tiirleri siis bitkisi, bazilar1 sebze ve yem bitkisi, bazilar1 ise

tohumlarindan yag elde etmek amaciyla ekonomik gelir saglayan tiirlerdir (Durak, 1999).

Brassicaceae familyasinin Crambe L. cinsi, tek ya da ¢ok yillik bir yag bitkisidir. Cinsin
diinya iizerinde 30 adet tiiri mevcuttur. Crambe ayrica Etiyopya karalahanasi, Habes
hardali, Habes karalahanasi, karalahana olarak da bilinmektedir (Knights, 2002).
Ulkemizde ise bu tiir akyumak olarak adlandirilmaktadir (Giiner vd., 2012). Crambe
alloheksaploid (2n=6x=90) bir cinstir (Seyis vd., 2013). Crambenin ortaya ¢iktig1 bolgeler
Giiney-Bati Asya’nin Iran-Turan alanlar1 ve Akdeniz Bélgesi oldugu bilinmektedir. Bu
bitkiler olumsuz ¢evre kosullarina kars1 direnebildikleri igin ozellikle hem kis hem de
baharda yetisebilme ve devamliligini saglayabilme kabiliyetine sahiptirler. Adaptasyon
kabiliyetleri yiiksek olmalarindan dolay1 Asya’dan Bat1 Avrupa’ya kadar uzanan bir alanda

yayilmislardir (Kdybasi, 2008).

Ulkemizde Crambe cinsine ait on adet tiir bulunmaktadir. Bu tiirler C. alutacea Hand.-
Mazz., C. grandiflora DC., C. hispanica L., C. maritima L., C. orientalis L. subsp.
orientalis var. orientalis, C. orientalis L. subsp. orientalis var. dasycarpa O.E.Schulz, C.
orientalis L. subsp. sulphurea (Stapf ex O.E.Schulz) Prina, C. tataria Sebedk var. tataria,
C. tataria Sebedk var. aspera (M.Bieb.) Boiss., C. tataria Sebeok var. parviflora (Hub.-
Mor.&Reese) Hedge&Hub.-Mor.’dir (Giiner vd., 2012). C. orientalis L. tiiriiniin yayilis1 I¢
Anadolu, Dogu Anadolu ve Giiney-Dogu Anadolu’da genis bir alana sahiptir (Davis,
1965). Linnaeus’nin “Species Plantarum” adli kitabinda da yer alan C. maritima L.,
Karadeniz sahillerinde ve Trakya Bolgesi’nde yaygin olarak bulunmaktadir (Durak, 1999).

Crambe bitkisine ait taksonlardan, C. tataria var. parviflora endemik takson olup, yetistigi
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dar habitat bakimindan tehlike altinda (E), C. maritima zarar gorebilir (V), C. tataria var.
tataria ve C. orientalis var. orientalis (Sekil 1) ise nadir Crambe taksonlaridir
(Comlekgioglu, 2008).

Sekil 1: Crambe orientalis var. orientalis tiirtiniin dogal ortamindaki hali (Fotograf: Burcu
Tarikahya HACIOGLU, 2014)

C. abyssinica tiiriiniin tek yillik tiirleri daha ¢ok Akdeniz bélgelerinde ve Etiyopya’dan
Tanzanya’ya kadar yayilan genis bir bolgede bulunmaktadir. Bu tiiriin ¢ali formlari
Kanarya Adalari-Madeira bolgelerinde daha yaygindir ve bir tiri de Sili’de yer
almaktadir. C. abyssinica’ nin tiir isminde Habesli anlami tagiyan “abyssinica” kelimesine
sahip olmasmna ragmen tiiriin merkezi Giiney-Bati Asya’nin Tiirkiye-fran bdlgesidir. C.
filliformis Ispanyol ve Portekizlilerin Sili ve Patagonya bolgesini istila edip bu bolgeye
yerlesmesi ile bu bolgeye kadar gelmistir. C. maritima Baltik Kiyilari, Kuzey Akdeniz ve
Karadeniz bolgelerinde iyi gelistigi i¢in bu alanlarda yaygin bir sekilde goriilmektedir.
Fakat muhtemelen eski gemiciler araciligr ile genis alanlara yayilmistir. Kuzey ve Bati
Afrika’da yer alan Crambe tiirleri, Kuzey Afrika’ya gog¢ eden insanlar ile tagindigi tahmin
edilmekte ve Akdeniz Bolgesi’nin bir tiirii olan Etiyopya bolgesinde dogal bir tiir haline
gelen C. hispanica tiiriiniin yakin akrabasidir. Bu yayilim mantiklidir, zira eski ¢aglarda
iletisim Kizil Deniz ve Nil Vadisi tizerinden saglandig1 bilinmektedir (Seyis vd., 2013).

Crambe tek yillik ya da ¢ok yillik bir bitki olup, alt kisimlar tiiylii, tst kisimlar tiiysiiz,

govde tabanindan itibaren az dallanan, kazik koklii ve boyu ise 50-150 cm arasi degisen bir



bitkidir. Bitkinin alt kisimlarinda yer alan yapraklar: oval ve kalp seklinde, yaprak saplari
uzun ve kenarlar1 diizgiin olmayan bir yapidadir. Bitkinin iist kisminda yer alan yapraklar
ise mizrak seklindedir. Cigek toplulugu seyrek salkim seklinde olup, ¢igek tomurcuklari
kiiglik, ta¢ yapraklar1 ise beyaz renktedir. Cigek yapisi tipik Brassicaceae c¢icek
yapisindadir ve beyaz renge sahiptir. Cigek tabanlarinda dordii uzun, ikisi kisa anterler
mevcuttur ve bol miktarda nektar salgilayan nektar bezlerine sahiptir. Buda bitkinin arilari
kendisine ¢ekmesini saglamaktadir. Bu sebepten dolay1 yabanci déllenme mevcut olup,
iklim kosullarimin zor oldugu kosullarda ve kendileme ile kendine dolleme de
yapabilmektedir (Seyis vd., 2013). Tohum biiylikge bir embriyoya sahiptir, endosperm az
ya da hi¢ yoktur (Durak, 1999).

Crambenin ¢igeklenme siiresi 42 ile 64 giin arasinda degismekte ve bu siire ortalama 54
giindiir. Cigeklenme periyodu 12 ile 15 giin siirdiikten sonra, bitki fizyolojik olgunluguna
ulagir. Crambenin tarimsal ekimi don riski gegtikten sonra nisan sonu veya mayis basi gibi
yapilmaktadir. Eger tohumlarin ekimi mayis sonu ya da haziran basina kadar yapilmazsa,
tohum eldesinde ve yag oraninda 6nemli bir azalma meydana gelir (Enders ve Schatz,
2013). Crambe tohumlarinin yaklasik olarak %50°si kahverengine doniismesiyle, Crambe
fiziksel olgunluga ulastig1 bilinmektedir (Knights, 2002).

Yurdumuzda dogal yayilis gésteren bitkiler iizerinde, giinimiize kadar taksonomik ¢ok
sayida calisma bulundugu halde, boylesine zengin tiir cesitliligine sahip flora
elementlerinin taksonomik &zelliklerinin yaninda diger biyolojik 6zelliklerinin de ortaya
konuldugu calismalar ise yok denecek kadar azdir. Son yillarda sanayilesme, tarim
alanlarinin agilmasi ve kentlesme ile birlikte yurdumuz florasida tahrip edilmekte ve hatta

bazi tiirlerin biyolojik 6zellikleri incelenmeden yok olmaktadir (Durak, 1999).

Bir¢ok taksonun habitat1 yanlis, diizensiz ve asir1 yapilanma nedeniyle ciddi sekilde zarara
ugramistir. C. maritima tiirliniin habitatin1 aragtirmak i¢in Sarkdy/Tekirdag’a gidildiginde,
sahil seridinde meydana gelen yapilagma nedeni ile bitkinin dogal yayilis alaniin zarar
gordiigli gézlemlenmistir. Buna benzer baska bir durumda ise C. tataria var. parviflora
tiriinde rastlanmis olup (Davis, 1965; Ekim vd., 1989) Usak ve Salihli arasinda yirminci
kilometrede bulunmasi gereken bir tiiriin, bolgenin sanayi bdlgesi olmasindan dolay:
seyrek bir yayilis gosterdigi ortaya konmustur. Durak (1999), yapmis oldugu ¢alismada, C.

orientalis var. alutacea Iran-Turan ve Suriye ¢l elementi olup yurdumuzda ¢ok sinirli bir
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bolgede, (Adiyaman Kahta’da) yayilis gostermekte olup elde olamayan nedenler ile bu
lokaliteye varilamadigi belirtilmistir. Hatta g¢esitli herbaryum merkezlerinde incelenen

ornekler arasinda bu 6rnege rastlanmadigini tespit etmistir.

Crambe bazik ve nétral topraklarda ve en ¢ok da kuru topraklarda yetismektedir. pH degeri
6,0 ile 7,5 arasindaki kurak topraklara adapte olmustur (Enders ve Schatz, 2013). Crambe
kurakliga karsi duyarli bir bitki olmasma ragmen, en iyi verim, nemli topraklarda elde
edilmistir. Crambe agir killi ve suya doygun zemini tolere edemez (Oplinger vd., 1991).
Besin yoniinden fakir topraklarda ve golge ya da yar1 gélge de biiyliyebilme ozelligine
sahip olan Crambe, -20°C’ ye kadar dayanir. Toprak sicaklig1 10°C ve 30°C arasinda iken
¢imlenme gosterebilmektedir. Tuzlu topraklarda sicaklik 10°C’nin altina diistiigiinde ise
bitkinin ¢imlenme orani1 diismektedir. Crambe bitkisinin tuza karsi tolerans1 bugdayin tuza
toleransina benzemektedir (Enders ve Schatz, 2013). Kurakliga kars1 toleransli, adaptasyon
kabiliyeti yiiksek olan akyumak, iimit veren birkag iiriin arasinda yer almaktadir (Glaser,
1996). Akyumak biiyiime sezonu sonunda, sicaklik ve kurakliga karsi kanoladan daha
direngli oldugu ve akyumagmn daha fazla iriin getirisi oldugu belirlenmistir (Knights,
2002).

Crambe en iyi orta Killi topraklarda yetisirken kumlu topraklarda dahi yetistigi
belirlenmistir (Seyis vd., 2013). Crambenin kurakliga kars1 tolerans1 muisir, kanola, hardal
ve soya fasulyesinden daha fazladir (Enders ve Schatz, 2013). Crambe yetisme siiresi
boyunca toprak ¢esidi ve toprak nemine gére 800 — 1500 mm?® suya ihtiya¢c duymaktadir
(Seyis vd., 2013). Kiiresel 1sinmadan dolayr meydana gelen su ve sulama problemleri ve
bilim adamlarinin kurakliga dayanikli bitkiler iiretmek i¢in gosterdigi ¢abalar géz Oniine

alindiginda Crambe tiiriniin son derece 6nemli bir bitki oldugu anlasilmaktadir.

Ozellikle yabani ot ile rekabet Crambe verimini azaltmaktadir. Koklii tilki kuyrugu otu
(Amaranthus retroflexus L.), tilki kuyrugu otu (Setaria spp.), madimak, Chenopodium
albiim L., bazi Ambrosia tiirleri ve siipiirge otu (Kochia sp.) Crambe i¢in zararlidir.
Crambe iretimi i¢in segilen bdlgeler herbisit problemine sahip olmamali ve herbisitlerden
arindirilmalidirlar. Ciinkii Crambe igin Treflan disinda kullanilabilinir herbisit ilaci

bulunmamaktadir (Nelson vd., 1993).


http://en.wikipedia.org/wiki/Amaranthus_palmeri

Crambe ekimi, kiigik taneli tahillardan (arpa, bugday, misir vb.) ya da diger ¢im
bitkilerinden sonra yapilmalidir. Bu rotasyon hasere dongiistiniin kirilmasini ve Crambe
tiretimi i¢in toprak kosullarinin diizenlenmesini saglar (Knights, 2002). Crambe,
Crambeden sonra ya da kolza, vahsi lahana gibi yakin akraba tiirlerden sonra kesinlikle

yetistirilmemelidir (Laghetti vd., 1995).

Tohum veriminin arttirllmasinda ve tohum yataginda yer alan tohumun iyi bir sekilde
¢ikmasi i¢in azot ¢ok onemli bir besin elementidir. Ortamda yeteri kadar fosfat var ise,
genellikle 20-30 kg/ha azot varligi tohum igin yararli olmaktadir. iklim ve toprak yapisina
bagl olarak azot seviyesinin yliksek olmasi durumunda, Crambenin ¢igek yapist olumsuz
etkilenerek, tohum verimi ve tohumun yag igeriginin azalmasina sebep olmaktadir (Seyis
vd., 2013).

Crambenin kiiltiir bitkisi olarak kullanimi 1933 yilinda Boronez Botanik Istasyonu’nda
(Boronez Botanical Station) ve Sovyetler Birligi’nde baslamistir (Oplinger vd., 1991).
Ikinci Diinya Savasi’min ardindan Isveg, Rusya ve Polonya’da Crambenin tarla denemeleri
yapildigi rapor edilmistir. Bitkiye ait bazi 1slah ¢aligmalar1 ve bitki ile ilgili aragtirmalar ise

savagin ardindan farkli tilkelerde yapilmistir (Seyis vd., 2013).

Crambe ilk defa Amerika’ya 1940’li yillarda gelmistir. Kuzey Dakota arastirma
merkezlerinde ise 1958 yilindan bu yana yetistirilmektedir. Arastirmalar sonucunda ise
Crambe abyssinica tiirliniin ticari tretimi, 1990 yilinda baslamis ve halen de devam

etmektedir.

Kuzey Dakota’da Crambe ile ilgili birkag¢ hastalik gozlemlenmistir. 1993 yilinda meydana
gelen asir1 nemli kosullar nedeni ile Sclerotina sclerotiorum (Lib.) de Bary (beyaz kiif) ve
Alternaria brassicicola (Schwein.) Wiltshire (kara leke) neden oldugu mantar
enfeksiyonlart meydana gelmis ve Onemli derecede iirlin kaybma sebep olmustur.
Sclerotina sclerotiorum enfeksiyonu gévde, tohum kabugu, yapraklar ve dallarda baslar.
Yiiksek bitki popiilasyonu, yiiksek nem, yiiksek inokulum diizeyi ve asir1 nitrojen miktari
beyaz kiif hastalig1 igin elverisli ortam hazirlamaktadir. Crambe igin en 6nemli diger
hastalik nedeni Alternaria brassicicola mantaridir. Bu fungus tohumlarda ve govdede
kararmaya neden olmakta ve tohum gelisimini azaltmaktadir. Bu fungusa karsi alinacak en

iyi Onlem yiiksek kaliteli tohum kullanmak olacaktir. Ayrica tohumlar1 funguslardan
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arindirmak i¢in fungisit kullanilabilir ya da tohumlara sicak su ile muamele edilebilir
(Oplinger vd., 1991). Cigeklenme doneminde meydana gelen asir1 nemden dolay1
sklerotinia enfeksiyonu meydana gelmektedir. Hasat 6ncesi meydana gelen yagis, mantar
hastaliklarinin artis gdstermesine sebep olmaktadir. Tohumlarda fungal faktorlerin
varligint hafifletmek ve yiiksek yag orani sebebiyle depolama esnasinda kizismay1 ve
yagin oksidasyon ile bozulmasini engellemek icin yiiksek nem oranina sahip tohumlarin
hasadi yapildiktan sonra kurutulmasina dikkat edilmelidir. Crambe, TYMV (Turnip
Yellow Mosaic Virus) kars1 yiiksek derecede duyarlidir. Yaprak ylizeyi sarardiktan sonra

yaprakta 6liim meydana gelir. Cekirge ve pire bu viriisiin tasiyicilaridirlar (Knights, 2002).

Crambe fideleri, yaprak biti ve pire bocegi tarafindan saldiriya ugrayabilirler. Suan
kullanilabilir insektisit mevcut degildir. Eger uygun insektisit kullanilacak ise uygun
zamanda yapilmalidir (Oplinger vd., 1991). Crambe o6zellikle pire bocegine Kkarsi
gosterdigi direng ve sicaklik stresine karsi toleransi ile kullanilabilir bir gen kaynagi
olusturmaktadir. C. abyssinica ve Brassica arasinda yapay bir dollenme ile
embriyo/ovaryum kurtarma teknigi kullanilarak sicakliga toleransl ve pireye karsi direngli

yeni tohumlar elde edilebilinir (Warwick ve Gugel, 2003).

C. abyssinica 2000 yilinda, Amerika, Kanada, birkag Avrupa tilkesinde, Pakistan ve
Hindistan’da ekilmis, Cin ve Italya’da ise hektar bagina 900 — 1130 kg yaglik tohum elde
edilmistir. Bununla birlikte farmasdtikal, kozmetik, plastik, yaglama gibi bir¢ok sanayi
alaninda kullanilmas1 nedeniyle Avusturya, Belcika, Danimarka, Fransa, Almanya, Italya,
Portekiz, Ingiltere ve Arjantin gibi iilkeler Crambeye karsi bilimsel bir ilgi
gostermektedirler (Lalas vd., 2012).

1990 yilinda giiney Italya’nin iklimsel kosullarinda C. abyssinica, C. kraliki, C. hispanica
ve C. filiformis yetistirilmis ve bu dort tiiriin erusik asit i¢erigi bakimindan benzerlik
gosterdigi gosterilmistir. Fakat C. kraliki, ve C. filiformis tiirlerinin agronomik

performanslarinin zayiflig1 nedeniyle tiretimine devam edilmemistir (Laghetti vd., 1995).

Avrupa ve Rusya’da Crambe bitkisinden dekar basina elde edilen verim 150 — 200 kg
arasinda iken bu oran Amerika’da daha azdir (Seyis vd., 2013). Crambe iiretimi Rusya’da
1125 — 1622 kg/ha iken Amerika’da 450 — 2522 kg/ha olarak degisiklik gostermektedir
(Falasca vd., 2010).



Amerika basta olmak iizere C. abyssinica bitkisinin tariminin yapildigi gelismis tlkelerde
bu tiirlin tohumunun 6nemi son yillarda giderek artmaktadir. Ciinkii tiirin yiiksek kar
getirisi ve bileseninin farkli endiistriyel alanlarda kullanilabilir olmasi bu tiirii daha cazip
kilmaktadir. Tohumla beraber hasat edilen kavuzun kuru agirligi %25 oraninda seliiloz
bakimindan zengin olup, kagit endiistrisinde de kullanilmaktadir (Tittonel, 1995). Yuvarlak
tohumlarinin ihtiva ettigi yagda yiiksek oranda erusik asit mevcuttur. USDA (United States
Department of Agriculture)’nin onalt1 yil devam eden sistematik calismalari neticesi ile
1957 yilinda potansiyele sahip yeni tiirlerin arastirtlmasi sonucunda 8000 bitki tiirii

arasindan yiiksek erusik asit iceren Crambe bitkileri 6n plana ¢ikarilmistir (Glaser, 1996).

1990 yilinda Crambe 1slah1 kapsaminda Hollanda’da bulunan Plant Research International
laboratuvarinda calismalar yogunlagmistir. Islah ¢alismalarinda ge¢ ¢igeklenen eski
Avrupa koy irki ve iki tane erken ¢igeklenen, daha yeni Amerikan hatlar1 kullanilmustir.
Tanede verimin arttirilmasi, tanedeki yag oraninin kolza tanesindeki yag oranina yakin
olacak sekilde arttirilmasi, glikosinolat diizeyinin miimkiin oldugu kadar azaltilmas1 veya
tamamen sifirlanmasi, yagda bulunan erusik asit seviyesinin arttirilarak maksimum diizeye
yiikseltilmesi, Alternaria, Sclerotinia gibi hastaliklar ve diger onemli zararlilara karsi
direng veya tolerant genotiplerin gelistirilmesi, yatmaya dayamikliligin arttirilmasi,
harnuplarin ¢atlamamasi ve dormansi periyodunun kisaltilmasi gibi 1slah kriterleri iizerine

caligilmaktadir (Seyis vd., 2013).

1.2 Endiistriyel Alanda Crambe

Crambe giiniimiizde endiistriyel amagla kullanilan yag bitkilerine miikkemmel bir &rnek
temsil etmektedir. Crambe tohumunun yag igerigi pek ¢ok calisma ile arastirilmig ve
Crambe tohum yagimin erusik asit bakimindan olduk¢a zengin oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Tablo 1). Erusik asit, 22 karbonlu uzun hidrokarbon zincirleridir ve ¢ift baga sahiptir.
Crambe diger endiistriyel yag tohumlarindan %10 — 15 oraninda daha fazla erusik asit
icermektedir (Yang vd., 2005; Li vd., 2012). Brassicaceae ailesi igerisinde en yiiksek yag
asidi igeren tohum olmasinin en 6dnemli nedeni, kendi tiirii disindan herhangi bir bitki ile
dollenemez olmasi ve bdylece gen akisi sorununun da ortadan kaldirilmasidir (Li vd.,
2012). Erusik asit bakimindan zengin yaglar yiiksek kaynama ve buharlasma (299°C)

ozelligine sahiptirler. Yiiksek sicakliklara karsi dayanikli ve diisiik sicakliklarda ise sivi



kalma oOzelligi, bu yagi iyi bir kayganlastirici ve transfer yagi olarak kullanilmasini

saglamaktadir (Grombacher vd., 1993).

Bir¢ok endiistriyel alanda erusik asit bakimindan zengin yaglar kullanilmaktadir. 2040
yilina kadar oleokimyasallarin kullanimi1 konusunda erusik asit oraninin %95 civarinda
olacagi tahmin edilmektedir. Crambe tohum yagi erusik asit bakimindan yiiksek bir orana
sahip olmasi nedeni ile yemeklik yag olarak degerlendirilememektedir. Hayvanlar {izerine
yapilan deneylerde, erusik asitin yiiksek miktarlarda olmasi sonucunda kalp hastaliklarinin
ortaya ciktigr saptanmustir. Erusik asitin insalarda saglik problemlerine sebep oldugu
kanitlanmamustir fakat hayvan sagligini etkileyen bir durumun insan sagligini da olumsuz

bir sekilde etkileyebilecegi ifade edilmistir (URL-1, 2011).

Comlekcioglu vd. (2007) Crambenin bazi tiirleri lizerine yapmis oldugu calismalarda
erusik asit miktariin degisiklik gosterdigini gézlemlemistir. Bu farkliligin tiirler arasi
genetik farklilik, gelisim periyodu, ekolojik faktorler ve bitki organina ya da kismina gore

degistigi belirtilmistir. Erusik asitten elde edilen kimyasal bilesiklerin oranlar1 Sekil 2’de

verilmistir.

Erukamid, erusik asitin dontistiiriilmesi ile elde edilen ve endiistride plastik imalatinda
kayganlastirict  olarak kullanilan bir kimyasaldir. Giiniimiizde mineral yaglarin
tirevlenmesi ile elde edilen hidrokarbonlar, plastigin yapiminda kullanilmaktadir. Bu tiir

hidrokarbonlar hidrofobik olmalari nedeni ile biyodegrasyona ugramazlar (Knights, 2002).
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Sekil 2. Erusik asitten elde edilen kimyasal bilesiklerin % oranlar1 (Knights, 2002).

Bununla birlikte erukamid mineral yaglara kiyasla daha fazla 1s1 uzaklastirma kapasitesine
sahiptir. En iyi mineral yag, en fazla 500-600°C 1s1y1 uzaklastirabilmektedir. Crambe yagi,
mineral yaglar ile olabildigince tamamlayic1 gorevdedir ve farkli sicakliklar igin
maksimum seviyede 1s1 Uzaklagtirma oranlarina sahip olabilir. Coziinebilen resin veya
¢ozlinmeyen sakiz TUrlinleri gibi herhangi bir oksidasyon ve polimerizasyon
olusturmamaktadir (Knights, 2002).

Erukamid ayrica polietilen filmlerde anti-bloke edici madde olarak, renkli kalem ve
parlatict yapiminda, film ve slaytlarda, yapistirict madde, kopiik Onleyici, korozyon
Onleyici, antistat (duraganligi onleyici), asinmay1 onleme amagl kaplayict madde olarak
kullanilmaktadir. Erusik asit genel olarak gida ambalajlanmasinda, plastik torbalarda,
stretch vs. gibi polyolefin filmlerde etkili, fakat yapistirici olmayan bir malzeme olarak
kullanilmaktadir. Aynm1 zamanda naylon 1313’e veya hidrojenasyon ile behenik aside
doniisebilir. Behenik asit, kozmetik, parfiim, lastik, doku yumusatici, ilag tiretimi, pestisit
tiretimi, farmasotikal, 1s1 transfer 1sis1, sa¢ sekillendirici ve boyalarmn {iretimi gibi farkli
amaglarda kullanilmaktadir (Seyis vd., 2013). Ayrica Crambe yagi ¢elik levha yapimi igin
celik endiistrisinde ve tekstil endiistrisinde, parfiim endiistrisinde, deterjan endiistrisinde,
pestisit endiistrisinde, yazic1 miirekkebinde kullanilir (Nelson vd., 1993). Crambe
yagindaki %1,89 oranindaki sabunlagsmayan madde sitosterol, campesterol ve
hekzakosanol ve dokosanol adli uzun zincirli alifatik alkollerden olusmaktadir. (Knights,

2002; Lalas vd., 2012). Steroller, kandaki kolesterol seviyesinin azalmasinda margarin
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katki maddesi olarak, alkoloidler ise jojoba ve balina sperm yagina benzer sivi balmumu
tiretmek amaci ile uzun zincirli yag asitlerinin esterlesmesinde kullanilabilmektedir. Ayrica
Crambe yag1 mineral yaglara kiyasla ¢ok daha fazla geri donlisimlidiir ve yag ¢oziicii
olarak ¢ok etkilidir (Seyis vd., 2013; Knights, 2002). Ayrica Crambe yaginin biyolojik

ayrisma Ozelligine sahip olmasi ¢evre i¢in de oldukg¢a 6nemlidir.
Yiiksek erusik asitin bir tiirevi olan kaprenin, diisiik yag oranina sahiptir ve kakao yagina
benzer. Seker ve diger gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Enders ve Schartz,

2013).

Tablo 1: Brassicaceae familyasina ait bazi tiirlerin yag ve erusik asit igerikleri (Zanetti vd.,

2012)
Tiir Yag (%) Erusik Asit (%)
Brassica carinata A. Braun 37-51 35-148
Brassica juncea (L.) Czern 35-45 18-49
Brassica napus L. var. oleifera Metzg (HEAR) 35-45 45-54
Crambe abyssinica Hochst. ex R.E. Fries 30-35 45 - 60
Eruca sativa Mill. 28 - 30 34 -47
Sinapsis alba L. 25-30 33-51

Yeni endiistriyel tohumlarin ticarilestirilmesi kirsal bolgelerin ekonomilerini birgok
yonden etkilemektedir. Tarimsal gelir, yeni tohum olanaklar1 ve talebin artmasi ile birlikte
artar. Tarimsal tretim artarsa, girdi diizeyi, tasimacilik ve depolama da artar. Yeni
riinlerin iretilmesi, ham maddelerin islenmesi gibi tarim endiistrisi ile alakali yeni
mesleklerin ortaya ¢ikmasini saglar. Tarim triinlerinin fabrikalarda kullanilmasi, tarimsal
gelire duyulan ihtiyacin artmasi gibi tarimsal gelirin gelistirilmesi sayesinde kirsal
bolgelerde yasayan insanlara bir¢ok is olanagi saglanmis olur. Direkt olarak ya da dolaylh
yollardan Crambe iiretiminin total ekonomiye yaptigi katki incelendiginde 3,6 milyon
dolarlik bir satis gerceklestirildigi, 1,8 milyon dolarlik katma deger vergisi saglandig1 ve
48 tane yeni is imkan1 sagladigi belgelendirilmistir (Salsviger, 1997).

Amerikan Yenilenebilir Yag Federasyonu (American Renewable Oil Association), 1997

yilinda 435 iretici ile yaklagik olarak 205.000 donim (50000 akre) ilizerine Crambe
liretimi i¢in anlagma yapmis ve her sene ekili alanin yaklasik olarak 115.000 (28000 akre)
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doniim arttirilacagini agiklamistir. Yapilan bu anlasma ile iilke igindeki Crambe yagi

ihtiyacinin kargilanmasi amaglanmistir (Salsviger, 1997).

Crambe yakin alanlardaki kanola ve endiistriyel kolza bitkisi gibi uygun yagl tohumlu
bitkiler ile capraz tozlasma yapabilir. Capraz tozlasma sonucu endiistriyel kullanima

uygun, erusik asit miktari orta diizeyde, yag elde edilebilmektedir (Wang vd., 2000).

Crambe tohumu temelde yag, nitrojensiz bir ekstrakt ve proteinden olusmaktadir. Crambe
yagiin endistri alanindaki yaygimn kullanimi disinda besinsel degeri de arastirilmustir.
Deneysel olarak yapilan kiiltir caligmalart neticesinde kabuksuz Crambe tohumunun
iceriginin %46 oraninda yag ve %27 oraninda ise protein i¢erdigi saptanmustir. (Gastaldi
vd., 1998). Crambe yagi yag asitlerinin %90’indan fazlasi doymamis yag asitleridir.
Doymamis yag asitlerinin biiyiik bir kismini, %78,4 ile ¢oklu doymamis yag asitleri,
(6zellikle %56 oraninda bulunan erusik asit) %17,2 oleik asit, %8,2 linoleik asit, %5,4
linolenik asit, %3,4 eikosanoik asit olusturmaktadir. Doymus yag asitlerinin ise %0,7’sini

stearik asit, %1,8’ini ise palmitik asit olusturmaktadir (Seyis vd., 2013).

Crambe meyvesinin %17,5 oraninda yag igerdigi, bitkinin toprak distii kisminin ise
(yapraklar ve govde) ise komarin, C vitamini ve B — karoten igerdigi belirlenmistir.
Tohumlarinin geleneksel tipta ist solunum yollart tikanikligi igin kullanildigi da
bilinmektedir (Okhunov vd., 2011). Crambenin toprak iistii kismi Kafkaslarda antiskorbiit
olarak kullanildigi da bilinmektedir (Okhunov vd., 2012).

Wang vd. (2000), tarafindan yapilan Crambenin Cin’de iiretilmesi ¢alismalarinda tohum
yag oraninin %34,48 ve erusik asit oraninin ise %62,50° ye ulastig1 saptanmistir. Chengdu
bolgesine ekim aymnin basi ve ortasinda ekilen Crambe ortalama olarak 15 — 18°C’de ve az

yagis ile gelismistir. Mart aymin ortasinda da ¢i¢eklenmistir (Wang vd., 2000).

C. orientalis ve C. tataria iizerine yapilan ¢alismalarda linolenik asit miktarinin %21,21 ve
%15,01, linoleik asit miktarinin ise %12,42 ve %9 oldugu belirlenmistir. Linoleik asit,
kardiyovaskiiler hastaliklar, prostat kanseri, makiiler dejenerasyon (sar1 nokta hastaligt),
iskemi, ve KA-kaynakli epilepsi, linolenik asit ise anti-inflamatuar 6zellikler, otoimmiin
hastaliklar, arterit (eklem iltihab1), egzema, PMS (premenstrual sendrom), anti-kanser ajan,

antikonviilsan tedavisi, timor gelisimi ve metastaz gibi hastaliklarin tedavisinde 6nemlidir.
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Her iki tohum i¢in doymus yag asidi (SAFA, saturated fatty acid) oran1 C. orientalis i¢in
%4,87, C. tataria igin ise %3,22 ve mono doymamis yag asitleri (MUFA, monounsaturated
fatty acid) ise %53,53 ve %40,07 olarak belirlenmistir. Yag asidi tayinine bakildiginda C.
abyssinica tohum yagmin, zeytin yagindan daha fazla doymamis yag igerdigi

gozlemlenmistir (Lalas vd., 2012).

Tohumdan yag ¢ikarildiktan sonra geriye kalan protein, hayvansal besinlerde (kiispe)
kullanilmaktadir. Kiispe igerisindeki protein-aminoasit kompozisyonu, kiispenin besinsel

degerinin yiiksek oldugunu gostermektedir (Gastaldi vd., 1998, Stolarski vd., 2013).

Glikozinolatlar bir sekonder metabolittir ve Brassicaceae ailesinde dogal olarak bulunur.
Tek mideli hayvanlardan, domuz ve kiimes hayvanlarinda sindirilen glikozinolatlar
toksisiteye sebep olurlar. Sigir ve koyun gibi ruminant hayvanlar glikozinotlara kars1 daha
biiyiik bir toleransa sahiptir. Glikozinolat iceren yemlerin ruminant hayvanlarin karaciger
ve bobreklerine zarar verdigi ve istah kaybina neden oldugu gézlemlenmistir (Falasca vd.,
2010). Ayrica alt1 giin boyunca glikozinat ile beslenen ineklerde iskembe mikroflorasi
etkinliginin azaldig: tespit edilmistir (Knights, 2002). Glikozinolat iceren yemler, sagmal
ineklerde iyodin metabolizmasini olumsuz etkilenmesinden dolay: tercih edilmemekte, et
icin beslenen biiyiikbag hayvanlarda ise kullanilmaktadir (Glaser, 1996). Amerikan Gida ve
Ilag Dairesi (Food and Drug Administration of USA), Crambenin icermis oldugu yiiksek
glikozinolat nedeniyle Crambenin besi hayvani yemi olarak kullanilmasini, yemin %4,2’si
olacak sekilde kullanilmasi halinde, ek besin olarak kullanilabilirligini onaylamistir.
(Wang vd., 2000). Crambe tohumlar1 yag i¢in islenip un haline getirildikten sonra 1-cyano-
2-hydroxy-3-butene toprak patojenleri ve yabanci otlar1 engellemede; 2-(S)-1-cyano-2-
hydroxy-3-butene ve feniletil cyanid ise meyve sinegine karst insektisit olarak
degerlendirilmektedir (Seyis vd., 2013).

Glikozinatlarin %90’ 1ndan fazlas1 dogal olarak bir organik nitril olan epigoitrine doniisiir.
Tohumda ise epigoitrin, tiyoglikosidaz isimli bir hidrolik enzim sistemi ile glikosidazdan
biyolojik olarak ayrilmaktadir. Bitki ¢imlendiginde, bitki dokular1 yumusadiginda ve
tohum ezildiginde hidroliz reaksiyonu meydana gelmektedir. Tiyoglikosidaz enzimi 1s1 ile
etkisiz hale gelmektedir. Fakat sindirim kanallarinda yer alan bakterilerin bazilarinda bu
enzim aktivitesi mevcuttur ve ham Crambe tohumu ya da Crambe kiispesi ile yemlenen

besi hayvanlarinin sindirim kanallarinda yer alan epigoitrin, glikozinatlardan hidroliz
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edilerek ayrilir. Epigoitrinin tadi acidir ve bu nedenle yemi tatsizlastirir. Bu da Crambenin
besinsel degeri icin Onemlidir. Ciinkii Crambenin iceriginde yer alan epigoitrin ile
baglantili olan toksik sebeplerden uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amagla ¢alismalar

yapilmakta ve farkli yontemler gelistirilmektedir (Erickson ve Bassin, 1990).

Diinyada odunun kagit hamurunun ham maddesi olarak tiiketilmesi giderek azalmaktadir.
Bu nedenle tarimsal atiklarin kagit hamuru hammaddesi olarak kullanilmasi tarimsal
atiklarin degerlendirilmesi igin en iyi ¢dziim yollarindan bir tanesidir. Ulkemiz bir tarim
tilkesi olarak kagit sanayinde kullanilmak {izere biiyiikk bir tarimsal atik potansiyeline
sahiptir. Ulkemizde yillik odun hammaddesi miktar1 20 milyon m*tiir ve bunun biiyiik bir
kismi yakacak olarak kullanilmaktadir. Fakat mobilya, yonga levha, lif levha, kereste,
mobilya vb. gibi odun isleyen diger endiistri dallari ile kagit sektoriiniin odun hammaddesi
bakimindan bu sektorler ile rekabet iginde oldugu disiiniildiigiinde, yakacak olarak
kullanilan oduna alternatif olarak kagit sektoriinde kullanilmak iizere farkli hammadde

kaynaklar1 kullanmak zorunlu hale gelmistir (Comlekcioglu, 2005).

Odun tiikketiminde meydana gelen artis nedeniyle, odunsuz lif bitkileri, tek yillik ya da iki
yillik bitkiler, kisa siirede yetismeleri nedeniyle kagit liretimi i¢in oduna ¢ok 6nemli bir
alternatif olmaktadir. Bu sebeple kagit hamuru endiistrisi hammaddesi i¢in odunsuz bitkiler
cok onemlidir. Ozellikle Avrupa’da odunsuz kagit hamur iiretimi giderek artmstir ve
odunsuz bitkiler lizerinde yapilan arastirmalar yiiksek biyokiitle veren iriinler tizerinde
yogunlagmistir (Comlekgioglu, 2005). Crambe abyssinica seliilozu kimyasal tiirevlerinin

hazirlanmasinit saglayan uygun bir polimer igermektedir (Gastaldi vd., 1998).

Crambe bitkisinin tohumlar1 6nce sap kismindan ayrilir sonrada yag: ¢ikarildiktan sonra
bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Ama bu durum bitkinin sap kismi igin gegerli
degildir. Bitkinin saplar1 1s1 enerjisi amaci ile kullanilmaktadir. Fakat bu yontem cevreye
zarar verdigi i¢in kotl bir yontemdir. Bu nedenle Crambe bitkisinin sap kisimlarimin kagit

hamuru tiretiminde kullanilmas: daha alternatif bir yontem olacaktir.

Son yillarda 6nemli bir enerji kaynagi olan biyodizel konusunda, Crambe de 6nemli bir
alternatif bitki olmustur. Biyodizel konusunda yag bitkileri, endiistriyel amag ile kullanilan
yakit rezervlerindeki problem ve iklimsel degisikler nedeni ile son yillarda gittik¢e dikkat

cekmektedir. Yakitlar nedeni ile meydana gelen hava kirliligini sonlandirmak ve kiiresel
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isinma tehdidini azaltmak amaciyla biyodizel, bu konuda énemli bir yere sahiptir (Seyis
vd., 2013).

Iklimsel degisiklikler islenebilir topraklarin durumunu da degistirmektedir. Ozellikle petrol
fiyatlarindaki artig nedeni ile giftci, biyoyakit olarak kullanilan bitkilerin {iretimine
yonelmektedir. Bu durum ise islenebilir arazi ve gida fiyatlarinin artmasina neden
olmaktadir. LBST (Lifetime Breed Suitability Test) analizine gore, ulastirmada kullanilan
yakitin, petrol fiyatlarindaki yliksek maliyet nedeniyle darbogazda olmasi, 2015-2025
yillar1 arasinda geleneksel enerji kaynaklarinda kiiresel manada bir azalis olacagim
gostermektedir. Biyoyakit icin alternatif olan Crambe, o6zellikle Crambe abyssinica,
tarimsal alanlar disinda marjinal alanlarda da yetistirilebilir olmasi bu tiire biyoyakit
iiretiminde avantaj saglamaktadir. Hatta son yillarda Brezilyali soya fasulye {ireticileri
Crambe iizerine biiyiik ilgi gostermektedir. Crambe iiretiminin diisiik maliyeti, mekanik
hasat edilebilir olmast ve soya fasulyesinden sonra mart ve nisan ayinda kis mahsuli

olarak kullanilabilir olmas1 Crambe {iretimi i¢in avantaj saglamaktadir (Falasca vd., 2010).

1.3 Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii, aseptik sartlarda suni bir besin ortaminda hiicre, doku veya organ gibi
bitki kisimlarindan (eksplant) kontrollii ¢evre kosullarinda yeni doku, bitki veya bitkisel
tirtinlerin tiretilmesidir (Babaoglu vd., 2002; Kog, 2015). Sadece bitki hiicrelerine ait olan
totipotensi 6zelligi, tek bir eseysiz bitki hiicresinden tiim bir bitkinin rejenere edilmesini
saglamaktadir (Stewart, 2012). Bitki doku kiiltiirii, bitki biyoteknolojisinin 6nemli bir dali
olup, bitkilerin ¢ogaltim1 basta olmak iizere, hormonlar iizerinde yapilan ¢alismalarda,
transgenik bitkilerin elde edilmesi ve iiretilmesi ¢alismalarinda, yeni gesit gelistirmek ve
mevcut cesitlerde genetik varyebilite olusturmada, kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda ve c¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde siklikla kullanilmaktadir

(Babaoglu vd., 2002).

“In vitro iiretim” ve “mikroiiretim” de denilen doku kiiltiiriinde tomurcuklar, kokler,
kotiledonlar, govde parcalari, yaprak, hipokotil, bogum ve bogum aralari, siirgiin uclari,
meristemler vb. gibi yeni bir bitkiyi olusturabilecek bitki parcalari eksplant kaynagi olarak

kullanilabilir.
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Yeni bir gesit gelistirmek i¢in klasik 1slah yontemleri ile 10-15 yil gibi uzun bir zamana
ihtiyag varken, doku kiiltiirtinde ¢ok daha kisa siirede ayn1 sonucu elde etmek miimkiindiir.
Bugiine kadar biyoteknolojik yontemler kullanilarak musir, ¢eltik, bugday, hardal, kolza,
tiitiin, patates, seker pancari, pamuk, seker kamisi, yonca, biber, lahana, domates, kabak ve
kavunda ¢esitler gelistirilmistir. Ayrica bitkilerin dogal ortaminda cins ve tiir arasinda,
melezlemeleri engelleyen genetik veya sitoplazmik uyusmazlik gibi engeller doku kiiltiirii

yontemi ile daha kolay asilmaktadir (Kurt ve Savsatli, 2005).

1.3.1 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bitki biiyiime diizenleyicileri; bitkilerin sentezledigi, cok diisiik yogunlukta dahi fizyolojik
olaylara etki edebilen ve sentezlendikleri bolgede veya daha uzak bolgelerde etkili olan
organik bilesiklerdir. Dogal ve sentetik yollarla elde edilen tiim hormonlara bitki biiyiime
diizenleyicileri de denilmektedir. En ¢ok kullanilanlar, oksin, sitokinin, absisik asit,
jasmonik asit, giberallik asit, etilen ve brassinosteroidlerdir (Babaoglu vd., 2002; Stewart
2012).

Oksin, ilk kesfedilen bitki hormonudur, hiicre uzamasinmi1 ve hiicre boliinmesini, vaskiiler
dokularin farklilagmasini, kok olusumunu ve lateral kok gelisimini tesvik eder. Bitkilerde
fototropizma ve geotropizma tepkimelerine araci rolii vardir. Meyve olusumunu tesvik
eder ve bazi1 meyvelerde olgunlagmay1 geciktirir. Yaprak ve meyvede absisyonu engeller
ve senesensi geciktirir (Stewart, 2012). Oksinler tek olarak kullanildiklarinda kallus
olusumunu, hiicre siispansiyonlarinin olusumunu ve somatik embriyo olusumu uyarimini,
slirgiin rejenerasyonunu ve somatik embriyo olusumunu ve sitokininlerle birlikte yine
kallus olusumunu saglarlar. Temel hormon formu IAA (indol-3-asetik-asit) tir. NAA, IBA
(indol-3-biitirik  asit), 2,4-D (2,4-diklorofenoksi asetik asit), 2,45-T (2,4,5-T-
triklorofenoksi asetik asit) ve pikloram bitki doku kiiltiiriinde kullanilan sentetik oksin
hormonlaridir (Kog, 2015).

Sitokinin, genellikle bitki biiylime ve diizenlenmesinde oksinden sonra ikinci biiyiik
hormon olarak kabul edilmektedir (Stewart, 2012). Bitkilerde yaslanmay1 geciktirir, siirgiin
biliylimesi ve hiicre bdliinmesini tesvik eder ve ayrica siirglinlerde koklenmeyi ve
embriyogenesisi engeller. Sitokininler, kotiledon biiyiimesinin uyarilmasi, kloroplast

gelisimi ve yapraklarda yaslanmanin gecikmesine neden olurlar. Hiicre biiyiimelerini
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uyarma ve morfogenesisi kontrol etmek icin oksinlerle beraber kullanilirlar. Doku kiiltiiri
besiyerlerine eklendiklerinde apikal dominansi asarak lateral dallanmayi uyarirlar. Bu
yiizden IAA’ nin antagonistidirler (Kog, 2015). 2-iP (6-(y-y-dimetilalliamino) piirin) ve
zeatin dogal sitokinin, BA (Benzil adenin), BAP ve kinetin ise doku kiiltiiriinde kullanilan

sentetik sitokinin hormolaridir (Babaoglu vd., 2002).

Absisik asit (ABA), dormansiyi uyarmak, kuraklik ve diger stres faktorlerini algilamada
kullanilir. Stomalarin kapanmasini tesvik eder, govde biiyiimesini engeller, tohumlarda
dormansiyi ve tohum depo proteinlerinin {iretimini uyarir. Ayrica yaralanmaya karsi gen
transkripsiyonun uyarilmasinda yer alarak patojenlere karst savunmada rol oynar.

Giberallik asidin antogonistidir (Stewart, 2012).

Jasmonik asit (JA), bir yag asidi tlirevi olan bitki hormonudur. Patojen savunma yollar1 ile
siki iligki i¢cindedir. Herhangi bir bocek uyarisinin JA sentezini arttirdigi ve JA’ nin patojen

savunmada kullanilan proteinlerin iiretimini arttirdig1 tespit edilmistir (Stewart, 2012).

Giberrellik asit (GAs3), ilk olarak mantarda kesfedilmistir. Bitki uzamasini tesvik eder,
tohum dormansi durumunun kirilmasinda rol alir, embriyo ve ovil kiltlirlerinin
gelisiminde ve uzun giin kosullarinda c¢icek gelisiminde rol alir. Organogenesis ve

adventitif kok olusumunu ise engeller (Stewart, 2012).

Etilen, meyve olgunlagsmasini ve fidelerde tiglii yanit1 tesvik ettigi bilinen bir hidrokarbon
gazdir. Fidelerin tiglii yaniti, gdvdede apikal kanca olustugu ve kok kalinlagsmasinin arttigi
0zel bir gelisimsel programdir. Dormansiden ¢ikmayi, adventitif kék olusumunu, ¢icek

acilimini ve ayrica ¢igek ve yaprak senesensini tesvik eder (Stewart, 2012).

Brasssinosteroid (BR), 1979 yilinda kolza bitkisi (Brassica napus L:) polenlerinden elde
edilen organik ¢ozeltinin gelisimi tesvik edici aktiviteye sahip oldugu gosterilerek
kesfedilmistir. BR, bitiki iizerinde fizyolojik, sitolojik ve biyokimyasal etkiler
gostermektedir. Bitkilerde abiyotik strese karsit dayanikliligr arttirir. Tohum ¢imlenmesini
arttirdigi, hiicre duvarinin esnekligini arttirarak hiicre uzamasina neden oldugu ve kok
uzamasini uyardigi tespit edilmistir. Sitogenetik olarak mitotik indeks ve kromozom

anomalisi ilizerinde yapilan ¢aligmalarda BR uygulamasinin her iki parametreyi arttirdig
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tespit edilmistir. Ayrica BR uygulamasinin niikleik asit ve protein miktarimi arttirdigi da

belirlenmistir. (Ceylan, 2014)

Bu c¢alismanin amaci lilkemizde dogal olarak yetisen Crambe orientalis var. orientalis
tirtine farkli konsantrasyonlarda BAP-NAA uygulanmasina maruz birakarak etkili bir
rejenerasyon protokolii gelistirmektir. Caligmadan elde edilen bulgular 1s181inda bu tiire gen

aktarimi ile ilgili caligmalarda temel ve kaynak olusturacagi diistiniilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Bitki Materyali

Calismamizda dogal habitatindan toplanmis olan Crambe orinetalis L. var. orientalis L.
bitkisinin tohumlari, bitkisel materyal olarak kullanilmigtir. Bitki tohumlar1 Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir. Crambe cinsinin sistematigi su

sekildedir.

Division: Spermatophyta

Altdivisio: Angiospermeae

Classis: Magnoliopsida (Magnoliatae, Dicotyledonae)
Altclassis: Dilleniidae

Ordo: Capparales

Familya: Brassicaceae (Cruciferae)

Cins: Crambe L.

2.2 Sterilizasyon

2.2.1 Cam Malzeme Ve Ekipmanlarin Sterilizasyonlari

Laboratuvar ¢alismalarimizda kullanilan petri, erlen, beher, pens, bisturi gibi malzemeler

Pastdr firninda 160 °C” de 4 saat bekletilerek steril olmalar1 saglanmistir.

2.2.2 Besin Ortam Sterilizasyonu

Calismada kullanilan MS (Murashige ve Skoog 1962, 473-494) (Tablo 2) besin
ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda 120 °C’ de, 1,5 atmosfer basing altinda 20 dakika

tutularak saglanmistir.
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2.2.3 Tohum Sterilizasyonu

Bitki tohumlarinin mantar, bakteri ve benzeri organizmalardan arindirtlmasini saglamak
i¢cin kullanilan dezenfektan dozu ve bunun i¢in gerekli olan sterilizasyon siireleri her bir
tohum i¢in farklidir. Bundan dolay1 optimum dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin
belirlenmesi ¢ok onemlidir (Yildiz, 2000). Bazi antibiyotikler, giimiis nitrat, hidrojen
peroksit ve civa tohum yiizey sterilizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Ancak ticari sodyum
hipoklorit (camasir suyu) en yaygin kullamma sahiptir (Ozcan ve Ozgen, 1996).
Calisgmamizda kullanilan tohumlarin yiizey sterilizasyonunda ticari ¢amasir suyu (ACE-
Tirkiye, %5 NaOCIl) kullanilmig ve tohumlar ¢amasir suyunda 20 dakika boyunca
bekletilmistir. Yiizeysel sterilizasyonu yapilan tohumlar i¢ defa steril saf sudan
gecirildikten sonra hormon igermeyen MS ortaminda, steril magentalar igerisinde

¢imlenmeye birakilmistir. Calismaya buradan elde edilen steril fideler ile devam edilmistir.

2.3 Biiyiime Ortamlari

Hazirlanan besin ortamlarinda MS mineral tuz ve vitaminleri ile %3 siikroz ve %0.65 bitki
agar (Duchefa) kullanilmistir. Ortam hazirlamada ¢ift distile saf su kullanilmis olup, her
besin ortamima farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir.

Besin ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmustir.

2.4 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri (BAP ve NAA) Duchefa
firmasindan temin edilmistir. Uygun ¢oziiclilerde ¢6zdiiriilen bitki biiyliime diizenleyicileri,
stok soliisyonlar uygun oran ve miktarlarda elde edilmistir. Hazirlanan hormon stoklar
cozeltiler 1 mg/L olacak sekilde hazirlanmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicileri ¢aligmanin amacina uygun olarak belirlenen konsantrasyonlarda besin

ortamina ilave edilmislerdir.
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2.5 Crambe orientalis L. var. orientalis L. Tohumlarimn Ir Vitro’da Cimlendirilmesi

Yiizey sterelizasyonu yapilan tohumlar steril magentalar icerisinde %3 siikroz igeren ve
%0,65 agar ile karistinrlan MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Tohumlarin
¢imlenmesinden sonra gelisen steril fidelerden kotiledon, hipokotil ve kotiledon bogum

kisimlar1 eksplant olarak kullanilmigtir.

2.6 Kotiledon, Kotiledon Bogum ve Hipokotil Eksplantlarimin Elde Edilmesi

Kotiledon bogum, kotiledon ve hipokotil eksplantlari steril sekilde yetistirilen fidelerden
elde edilmistir. Elde edilen eksplantlar rejenerasyon ortamina konulmadan once yaklasik
0,5 cm uzunlugunda pargalara ayrilmistir. Steril magentalar icerisinde MS besi ortaminda
uygun bitki biliylime diizenleyicileri konsantrasyonlar1 eklenerek 16/8 1sik/karanlik
fotoperyodunda 500 pmolm'zsec'l floresans 1siklandirilmasinda iklim dolabinda (Fitotron,
Sanyo, Gellenkamp PLC, Birlesik Krallik) inkiibe edilmistir. Biitiin ¢aligmalar steril hava

akisli kabin igerisinde yapilmistir.

2.7 Kiiltiir Kosullar:

Tim kiiltiirler 16/8 1s1k/karanlik fotoperyodunda 500 ],Lmolm'zsec'1 beyaz floresans altinda
24+1°C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Calismada bir magentaya bes adet eksplant
yerlestirilmis, her bir deneme ii¢ tekrarli olacak sekilde planlanmis ve bu tekrarli

denemeler sonucu standart sapma degerleri hesaplanmustir.

2.8 Rejenere Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenere olan stirgiinler belirli bir uzunluga geldikten sonra 0,5, 1.00 ve 2.00 mg/L NAA
iceren MS besin ortaminda koklendirilmistir. Koklenen siirglinler saksilara aktarilarak

cevre sartlarina uyumu saglanmasi saglanmstir.
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Tablo 2: MS Ortanm1 (Murashige ve Skoog, 1962).

Bilesikler Konsantrasyon (mg/l)
CaCl,.2H,0 440
KNO; 1900
NH4NO3 1650
KH2PO4 170
MgSO47H,0 370
MnS0O4.4H,0 22,3
ZnS04.7H,0 8,6
H3BO; 6,2
Kl 0,83
CuS0,4.5H,0 0,025
Na;Mo00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 37,3
FeSO,4.7H,0 27,8
Glycine 2,0
Nicotinic Acid 0,5
Thiamine-HCI 0,1
Pyrodoxine-HCI 0,5
myo-inositol 100
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BOLUM 3

BULGULAR

Bu c¢alismada Crambe orientalis var. orientalis bitkisinin tohumlar1 in vitro ortamda
¢imlendirilmis, 14 giinliik steril fidelerden alinan kotiledon bogum, kotiledon ve hipokotil
kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kullanilan eksplantlar 0,25, 0,50, 1,00 ve
2,00 mg/L BAP ve 0, 0,25 ve 0,50 mg/L NAA (12 farkli kombinasyon) igeren MS farkli
besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir (Tablo 3). Kullanilan kotiledon eksplantlarinin
tamaminda gelisme gozlenememistir. Kiiltiire alinan eksplantlarin BAP ve NAA
hormonlarimin kallus olusum orani (%), siirgiin olusum oran1 (%), eksplant basina diisen
ortalama siirgiin sayisi ve ortalama silirgliin uzunlugu {izerinde etkileri tespit edilmistir.
NAA ve BAP uygulamalarinin hipokotil eksplanti tizerindeki etkileri Tablo 4’de, kotiledon

bogum eksplant1 lizerindeki etkileri de Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 3: Calismada kullanilan MS besin ortamlar1 ve igerikleri.

Besin ortami1 BAP mg/L NAA mg/L
MS1 0,25 0
MS2 0,50 0
MS3 1,00 0
MS4 2,00 0
MS5 0,25 0,25
MS6 0,50 0,25
MS7 1,00 0,25
MS8 2,00 0,25
MS9 0,25 0,50
MS10 0,50 0,50
MS11 1,00 0,50
MS12 2,00 0,50
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Tablo 4: BAP ve NAA konsantrasyonlariin hipokotil eksplant1 tizerindeki etkileri.

Ortalama Ortalama

_ Eksplant Ortalama

Kallus Rejenere

Basina Diisen Stirgiin

Hormonlar Olusum Stirgiin
Ortalama Uzunlugu

Yiizdesi Yiizdesi

Siirgiin Sayisi (cm)
(%) (%)
BAP (mg/L) NAA (mg/L)

0,25 0 5,61 62,46 16,23+0,72  3,12+1,24
0,50 0 3,49 69,93 19,83+1,01  5,11+2,21
1,00 0 1,62 74,19 20,01+0,66  7,54+0,62
2,00 0 1,22 78,42 22,29+1,73  6,96+0,86
0,25 0,25 43,83 75,66 20,61+2,42  6,13+1,62
0,50 0,25 36,99 83,73 24,66+£1,52  4,2242,42
1,00 0,25 21,21 95,67 27,34+0,69  7,25+0,74
2,00 0,25 13,44 88,11 25,03+2,02  5,99+2,34
0,25 0,50 67,87 44,49 10,20+1,26  6,00+0,98
0,50 0,50 52,69 47,34 9,96+2,00  5,03+1,36
1,00 0,50 36,16 58,29 9,77+£1,44  5,22+1,46
2,00 0,50 32,91 61,25 6,02+0,68 6,23+0,72

Calismada uygulanan BAP ve NAA konsantrasyonlarinda ve bunlarin kombinasyonlarinda
hipokotil eksplantlarinda kallus olusumu g6zlenmis olup ortalama kallus olusum yiizdesi
%1,22 ile %67,87 arasinda degismistir. Ortalama kallus olusum ylizdesinin en fazla oldugu
ortamin %67,87 ile 0,25 mg/LL BAP + 0,50 mg/L NAA iceren MS besin ortami oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 3a). 0,25 mg/L NAA igeren kombinasyonlar igerisinde 0,25 mg/L
BAP + 0,25 mg/L NAA iceren ortamda %43,83 oraninda, NAA igermeyen
kombinasyonlar igerisinde ise sadece 0,25 mg/L BAP iceren ortamda %5,61 oraninda

kallus olusumu gézlemlenmistir.

Kullanilan biitlin hormon konsantrasyonlarinda hipokotil eksplantlarinda siirgiin
rejenerasyonu gozlenmis olup, ortalama rejenere siirgiin yiizdesinin %44,49 ile %95,67

arasinda degistigi ortalama rejenere siirgilin yilizdesinin en fazla oldugu ortamin %95,67’lik

bir oran ile 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/LL NAA igeren MS besin ortaminda oldugu tespit
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edilmistir (Sekil 3b). NAA hormonunun 0,50 mg/L olan kombinasyonlarindan ise 2,00
mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA igeren ortamda %61,25 oraninda, sadece 2,00 mg/L BAP

iceren ortamda ise %78,42 oraninda rejenere siirgiin olusumu gozlemlenmistir.

Kullanilan hipokotil eksplantlar1 i¢in eksplant basina diisen ortalama slirglin sayisinin
27,34+£0,69 ile 6,02+0,68 araliginda oldugu, eksplant basina diisen ortalama siirgiin
sayisinin en fazla oldugu ortamin 27,34+0,69 ile 1,0 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA igeren
MS besin ortami oldugu tespit edilmistir (Sekil 3c¢). 0,50 mg/L NAA igeren hormon
kombinasyonlari arasinda en fazla siirgiin sayis1 0,25 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA igeren
MS ortaminda 10,20+1,26, NAA igermeyen ortamlar arasinda ise sadece 2,00 mg/L. BAP
iceren MS ortaminda 22,29+1,73 adet en fazla eksplant basina diisen ortalama siirgiin

sayisi elde edilmistir.

Kullanilan hipokotil eksplantlart i¢in ortalama siirgiin uzunlugunun 3,12+1,24 cm ile
7,5440,62 cm araliginda oldugu, ortalama siirglin uzunlugunun en fazla oldugu ortamin
7,5440,62 cm ile 1,00 mg/L BAP iceren MS besin ortami oldugu tespit edilmistir (Sekil
3d). 0,50 mg/L NAA igeren hormon kombinasyonlari arasinda en uzun siirgiin uzunlugu
6,23+0,72 cm ile 2,00 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA igeren ortamda, NAA hormonunun
0,25 mg/L olan kombinasyonlarindan ise 7,25+0,74 c¢cm ile 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L

NAA igeren ortamda ortalama en uzun siirgiin uzunlugu elde edilmistir.
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Tablo 5: BAP ve NAA konsantrasyonlariin kotiledon bogum eksplanti {izerindeki etkileri.

Ortalama Ortalama
] Eksplant
Kallus Rejenere Ortalama
Basia Diisen
Hormonlar Olusum Stirgiin Siirgiin
Ortalama
Yiizdesi Yiizdesi Uzunlugu
Stirglin Sayisi
(%) (%)
BAP (mg/L) NAA(mg/L)

0,25 0 11,19 59,64 9,36+1,62 5,23+0,54
0,50 0 6,16 66,03 11,16+0,98 2,66+1,66
1,00 0 3,48 67,29 15,63+1,10 3,12+0,86
2,00 0 1,76 70,02 17,61+2,01 5,64+2,01
0,25 0,25 41,25 68,16 14,09+1,22 4,10+1,01
0,50 0,25 36,93 71,15 15,13+1,66 4,99:+0,66
1,00 0,25 27,33 73,17 17,95+2,41 4,88+0,42
2,00 0,25 19,26 72,96 18,14+1,36 5,11+1,08
0,25 0,50 51,64 49,71 6,12+0,98 4,76+0,59
0,50 0,50 43,65 52,73 8,61+1,63 5,02+1,21
1,00 0,50 31,29 55,19 9,03+0,92 4,26+0,64
2,00 0,50 23,34 57,44 9,69+1,06 3,18+0,71

Kullanilan biitiin hormon konsantrasyonlarinda kotiledon bogum eksplantlarinda kallus
olusumu gozlenmis olup ortalama kallus olusum yiizdesinin %1,76 ile %51,64 araliginda
oldugu belirlenmistir. Ortalama kallus olusum yiizdesinin en fazla oldugu ortamin
%51,64’lik oran ile 0,25 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA iceren MS besin ortami oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4a). 0,25 mg/L NAA igeren kombinasyonlar igerisinde 0,25 mg/L
BAP + 0,25 mg/L NAA igeren ortamda %41,25 oraninda, NAA ig¢ermeyen
kombinasyonlar igerisinde ise sadece 0,25 mg/L. BAP iceren ortamda %11,19 oraninda

kallus olusumu gozlemlenmistir.

Kullanilan biitiin hormon konsantrasyonlarinda kotiledon bogum eksplantlarinda siirgiin
rejenerasyonu gozlenmis olup, ortalama rejenere siirgiin yiizdesinin %49,71 ile %73,17
gibi yiiksek bir oranda oldugu, ortalama rejenere siirglin ylizdesinin en fazla oldugu

ortamin %73,17°lik bir oran ile 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA iceren MS besin
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ortaminda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4b). NAA hormonunun 0,50 mg/L olan
kombinasyonlarindan ise 2,00 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA igeren ortamda %57,44
oraninda, sadece 2,00 mg/L BAP igeren ortamda ise %70,02 oraninda rejenere siirgiin

olusumu gozlemlenmistir.

Kullanilan kotiledon bogum eksplantlar1 i¢in eksplant basina diisen ortalama siirgiin
sayisinin 6,12+0,98 ile 18,14+1,36 araliginda oldugu, eksplant basina diisen ortalama
slirgiin sayisinin en fazla oldugu ortamin 27,34+0,69 ile 2,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA
iceren MS besin ortami1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4¢). 0,50 mg/L NAA igeren hormon
kombinasyonlari arasinda en fazla siirgiin sayist 2,00 mg/LL BAP + 0,50 mg/L. NAA igeren
MS ortaminda 9,69+1,06, NAA icermeyen ortamlar arasinda ise sadece 2,00 mg/L BAP
iceren MS ortaminda 17,61+£2,01 adet en fazla eksplant basina diisen ortalama siirgiin

sayisi elde edilmistir.

Kullanilan kotiledon bogum eksplantlar1 i¢in ortalama siirgiin uzunlugunun 2,66+1,66 cm
ile 5,64+2,01 cm araliginda oldugu, ortalama siirgiin uzunlugunun en fazla oldugu ortamin
5,64+2,01cm ile 2,00 mg/L BAP igeren MS besin ortami oldugu tespit edilmistir (Sekil
4d). 0,50 mg/L NAA igeren hormon kombinasyonlar1 arasinda en uzun siirgiin uzunlugu
5,02+1,21 cm ile 0,50 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA iceren ortamda, NAA hormonunun
0,25 mg/L olan kombinasyonlarindan ise 5,11+1,08 cm ile 2,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L

NAA igeren ortamda ortalama en uzun siirgiin uzunlugu elde edilmistir.

Hipokotil eksplant1 kotiledon bogum eksplant:1 ile karsilastirildiginda siirgiin olusturma
agisindan hipokotil eksplantinin kotiledon bogum eksplantina kiyasla daha basarili bir
eksplant kaynagi oldugu elde edilen bulgulara dayanarak belirtilebilir. Bunun nedeni

eksplantlarin icerdigi endojen hormon miktarinin farkli olmus olmasi olabilir.

Rejenere edilen siirglinler 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/LL. NAA iceren MS besin ortaminda
koklendirilmistir. 0,50 mg/L NAA i¢eren MS besin ortaminda %21,78 oraninda (Sekil 5a),
1,00 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda %34,46 oraninda (Sekil 5b), 2,00 mg/L NAA
iceren MS besin ortaminda ise %41,32 oraninda (Sekil 5¢) koklenme elde edilmis olup
genel olarak rejenere siirgiinlerin koklendirilmelerinin gii¢ oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen veriler 15181nda en iyi koklenmenin 2,00 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3: Hipokotil eksplantindan in vitro iiretim (a) Ortalama kallus olusum yiizdesinin
(%67,87) en fazla oldugu 0,25 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA igeren MS besin
ortami, (b) Ortalama rejenere siirglin yiizdesinin en fazla oldugu (%95,67) 1,00
mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA igeren MS besin ortami, (C) Eksplant basina diisen
ortalama siirglin sayisinin en fazla oldugu (27,34+0,69) 1,00 mg/L BAP + 0,25
mg/L NAA igeren MS besin ortami, (d) Ortalama siirgiin uzunlugunun en fazla
oldugu (7,54+0,74 cm) 1,00 mg/L BAP iceren MS besin ortami.
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Sekil 4: Kotiledon bogum eksplantinda in vitro iretim (a) Ortalama kallus olusum
yiizdesinin en fazla oldugu (%51,64) 0,25 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA igeren
MS besin ortami, (b) Ortalama rejenere siirglin yilizdesinin en fazla oldugu
(%73,17) 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA iceren MS besin ortami, (c) Eksplant
basina diigen ortalama siirglin sayisinin en fazla oldugu (18,14+1,36) 2,00 mg/L
BAP + 0,25 mg/L NAA igeren MS besin ortami, (d) Ortalama siirgiin
uzunlugunun en fazla oldugu (5,64+2,01 cm) 2,00 mg/L BAP igeren MS besin
ortami.
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Sekil 5: Rejenere siiriigiinlerin koklendirilmesi (a) 0,50 mg/L NAA iceren MS besin
ortaminda gelisen kokler, (b) 1,00 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda gelisen
kokler, (¢) 2,00 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda gelisen kokler.
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BOLUM 4

TARTISMA

Brassicaceae familyasinin tiirlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu hem gida hem de sanayi sektorii
icin biiylik bir ekonomik degere sahiptirler. Bu familyanin baz1 iyeleri sebze ve yem
bitkisi, bazilar1 tohumlarindan yag elde etmek, bazilar1 ise siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir (Durak, 1999). Crambe endiistriyel amagla kullanilan yag bitkilerine ¢ok
iyi bir ornektir. Crambe tohumu igermis oldugu yiiksek erusik asit nedeniyle endiistriyel
amagla kullanilmaktadir. Yiiksek miktarda erusik asit iceren yaglar yiiksek kaynama ve
buharlasma (299°C) ozelligine sahip olmasi yiiksek sicakliklara dayanmasi ve diisiik
sicakliklarda sivi kalmasi ile iyi bir kayganlastirict ve transfer yagi olarak kullanilmaktadir
(Grombacher vd., 1993). Erusik asit yapiskan olmayan bir yapistirici olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla gida ambalaj sektoriinde, plastik torba imalatinda, stretch vs.
gibi polyolefin filmlerde erusik asit kullanilmaktadir. Bunun disinda ise farmasotikal
maksatla, ila¢ tiretimi, 1s1 transfer 1sisi, pestisit tiretimi, parfiim, sa¢ sekillendirici ve
boyalarin iiretiminde, kozmetik sektoriinde ve doku yumusatici amaci ile kullanilmaktadir.
Celik endiistrisinde ve tekstil endiistrisinde, pestisit endiistrisinde, yazict miirekkebi
yapiminda Ve deterjan endiistrisinde de kullanilmaktadir (Seyis vd., 2013). Erusik asitten
tirevlenen erukamid ise plastik sanayide, polietilen filmlerde anti-bloke edici madde
olarak, renkli kalem ve parlatict yapiminda, film ve slaytlarda, yapistirict madde
yapiminda, kopiik onleyici, korozyon onleyici, antistat (duraganligi onleyici), asinmay1

onleme amacl kaplayici madde olarak kullanilmaktadir (Seyis vd., 2013).

In vitro siirgiin rejenerasyonu Olusturma protokolii tiirlerin her eksplant1 igin, kiiltiir siiresi,
151k, besleyici ortam, sicaklik ve gerekli fitohormonlar bakimindan farklilik gostermektedir
(Babaoglu vd., 2002; Stewart 2012). Bu caligmada dogal yetisme ortamindan toplanmis
olan Crambe orinetalis L. var. orientalis L. bitkisinin tohumlar1 temin edilerek yapilan tez

calismasinda, bitkisel materyal olarak kullanilmstir.

Endiistriyel amagla kullanilan Crambe bitkisinde mikroiiretim yapmak, rejenerasyonda
basarili sonuglar veren hormonlar1 konsantrasyonlarini belirlemek ileride yapilacak olan

bitki 1slah ¢aligmalari agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Literatiirde ¢esitli sitokinin ve
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oksin kombinasyonlarinin mikroiiretim T{izerine etkilerini degerlendiren ve en uygun
rejenerasyon protokoliinii belirlemeye c¢alisan 6nemli sayida c¢alisma mevcut olmakla
birlikte Crambe orinetalis L. var. orientalis L. bitkisinde tespit edilmis bir ¢alisma mevcut

degildir.

Fibigia triquetra (DC.) Boiss. (Brassicaceae) tiiriinii in vitro kosullarda iiretmek isteyen
Kozlina vd. (1997), 2,90 uM GAj; igeren tam ve 2 MS ortaminda siirgiin olusumu igin
farkl1 BAP konsantrasyonlarini uygulamis ve her bir hormon kombinasyonunu alt kiiltiire
almiglardir. %2 MS + 2,90 uM GA3 + 0,50 uM BAP hormon kombinasyonu ii¢iincii alt
kiiltirde en 1iyi sonucu vermistir. Koklendirme i¢in 2 MS ortaminda farkl
kombinasyonlarda NAA, IBA ve IAA hormon kombinasyonlar1 denenmis ve 8,6 uM IBA
hormonu en iyi sonucu vermistir. BAP ve NAA igceren MS besin ortaminda olumlu
sonuclar elde etmeleri bizim bulgularimizi desteklemektedir. Bizde g¢alismamizda MS
besin ortaminda BAP kullanimi ile iyi bir rejenerasyon protokolii gelistirmis olup NAA
iceren MS besin ortaminda da koéklendirmeyi saglamamiz agisindan bu c¢alismanin

bulgular1 calismamiz bulgularini desteklemektedir.

Lim vd. (1997), Panax ginseng C.A. Meyer bitkisinin yaprak, petiole (yaprak sap1), ¢igek
sap1 ve kokii eksplant kaynagi olarak kullanarak organogenez ile mikro ¢ogaltim iizerine
caligmis ve rejenere olan bitkiler tizerinde genetik analizler yapmislardir. Kallus olusumu
icin 4,50 uM 2,4-D + 0,46 uM Kinetin ya da 4,50 uM 2,4-D + 2,90 uM GA3 + 10 uM STS
kombinasyonlar1 uygulanmis ve kallus olusumunda en yiiksek orani petiol saglamistir.
Olusan kalluslar 2 MS + 4,70 uM Kinetin + 10 uM STS ya da 2 MS + 4,40 uM BAP +
2,90 uM GAj3 hormon kombinasyonlar1 kullanarak en iyi siirgiin olusumu yiizdesini elde
etmiglerdir. Siirglin olusumu i¢in kullanilan her iki hormon kombinasyonu, siirgiin
yiizdesinde ¢ok biiyiik bir fark olusturmamistir. Fakat dordiincii hafta sonunda meydana
gelen siirglinlerin biiyikk bir kism1 (% 86,1) 4,40 uM BAP + 2,90 uM GAj3 hormon
kombinasyonu ile elde edilmistir. Bu ¢alismada siirgiin olusumu icin kullanilan sitokinin
olan BAP, bizim ¢alismamiz ile benzerlik gostermektedir. Elde edilen siirgiinler 1,20 uM
IBA oksin hormonu igeren ortamda en iyi koklenmeyi saglamistir. Bu ¢alismada rejenere
edilen siirgiinlerin koklenmesi i¢cin NAA hormonun &nemli bir etki gosterdiginin
vurgulanmasi, koklenme i¢in NAA hormonunu kullanmamizin ne kadar basarili bir karar

oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.
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Brassicaceae familyasiin bir bagka tiirii Camelina sativa (L.) Crantz bitkisini in vitro
kosullarda yetistirmek isteyen Tattersall ve Millam (1999), sitokininlerden BAP,
oksinlerden ise NAA hormonlarinin ¢esitli kombinasyonlarinin etkilerini aragtirmiglardir.
4,44 uM BAP + 0,54 uM NAA hormon kombinasyonu siirgiin olusumunda en etkili
sonucu vermistir. Elde edilen siirginler 5,40 uM NAA + 0,44 uM BAP hormon
kombinasyonu ile kok ve kallus olusumu saglanmistir. Siirgiin ve kallus olusumu i¢in BAP
ve NAA hormon kombinasyonlar1 kullanimi ¢alismamizla uyum gostermektedir ve calisma

sonucunda elde ettigimiz siirgiin ve kallus yiizdesi daha yliksek oranda sonuglanmistir.

Cuenca ve Amo-Marco (2000), ispanya i¢in endemik olan Salvia valentina Vahl ve Salvia
blancoana Webb & Heldr subsp. mariolensis Figuerola tiirleri ile yapmis olduklari in vitro
calismalarinda siirgiin elde etmek icin farkli konsantrasyonlarda kinetin, BAP ve 2iP
hormonlarint uygulamislardir. Bitkilerin apikal ve nodal kisimlar1 eksplant kaynag: olarak
kullanilmistir. Kinetin, BAP ve 2iP sitokinin hormonlarinin farkli kombinasyonlar1 her iki
bitki tlirliniin apikal ve nodal eksplantlarina ayri ayri uygulanmigtir. Salvia blancoana
subsp. mariolensis tiirii nodal ve apikal bolgesi igin 4,90 uM 2iP, Salvia valentina tiirii
nodal eksplant i¢in 4,60 uM Kinetin, apikal eksplant i¢in ise 9,30 uM Kinetin hormon
uygulamasi en yiiksek rejenere silirglin sonucunu vermistir. Elde edilen rejenere siirgiinler
IAA, IBA, NAA ve IBA/IAA oksin hormon uygulamasi ile koklendirilmistir. En yiiksek

koklendirme sonucu 11,40 pM IAA hormon uygulamasi ile elde edilmistir.

Lepidium sativum L. ile ilgili baska bir ¢alismada Pande vd. (2002) bitkinin igerdigi 6nemli
bir sekonder metabolit olan lepidin miktarinin daha fazla oldugu bitkiler iiretmek amaciyla
protokol gelistirmislerdir. Tiim tohumlar otoklav ile steril edilmis 2,00 mg/L GAj
sollisyonu igerisinde oniki saat boyunca bekletilmistir. Hormon icermeyen MS ortaminda
cimlenmeleri saglanmistir. Geng; kotiledon yaprak, hipokotil, radikula ve olgun yaprak,
gdvde ucu, nodal segment, olmak iizere farkli eksplant kaynaklar1 kullanilmistir. Olgun
eksplantlar %0,5 streptomisin siilfat + %1,0 Bavistin iceren ortamda otuz dakika
bekletildikten sonra farkli konsantrasyonlarda Kinetin ve IAA igceren ortamlara alinmistir.
5,00 mg/L Kinetin + 0,20 mg/L TAA hormon kombinasyonu iceren ortamda ise en yiiksek
siirglin rejenerasyonu meydana gelmistir. Geng eksplantlar ise farkli konsantrasyonlarda
BAP ve NAA hormonu iceren ortamlarda kallus olusumu saglanmistir. 5,00 mg/L BAP +
2,00 mg/L NAA hormonu iceren ortam, tiim gen¢ eksplantlarda en iyi sonucu veren

hormon kombinasyonu olmustur ve gen¢ eksplantlar icerisinde hipokotil eksplantinda
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%100 oraninda kallus meydana gelmistir. Elde edilen hipokotil kalluslart 3,00 mg/L
Kinetin + 0,50 mg/L IAA hormon kombinasyonu igeren ortamda en yiiksek siirgiin olusum

ylizdesini saglamstir.

Pande vd. (2002), elde ettigi bir ¢cok sonug ¢alismamiz ile korelasyon gostermektedir. Bitki
tohumlar1 hormon igermeyen ortamda ¢imlendirilmistir. Kallus olusumu icin kullanilan
sitokinin ve oksin hormonlar1 ¢alismamizda kullanilan hormonlar ile aynidir ve her iki

calismada da en yiiksek kallus yiizdesi hipokotil eksplantindan elde edilmistir.

Osuna vd. (2006), Meksika halk tibbinda dizanteri ve ishal tedavisinde, bobrek ve
karaciger ile alakali agrilarda ve antiprotozoal olarak kullanilan Lepidium virginicum L.
(Brassicaceae) bitkisinde siirgiin olusumunda, sitokinin olarak BAP ve Kinetin
hormonlarini, oksin olarak ise IAA hormonunu kullanmistir. Caligmada eksplant kaynagi
olarak hipokotil, kotiledon bogum ve kotiledon kullanilmis olup Ol¢limleri onbesinci,
otuzuncu ve altmisinci giinlerde yapmuslardir. Onbes giinlin sonunda kotiledon bogum
eksplantindan elde edilen siirgiin olusum yiizdesi en yiiksek sonucu vermis ve 0,57 uM
IAA + 13,94 uM kinetin hormon kombinasyonu kullanilmistir. Tiim siirgiinler altmig

giiniin sonunda 14,76 uM IBA kullanilarak koklendirilmislerdir.

Wang vd. (2006), alpin bolgelerde yetisen Chorispora bungeana Fisch. & C.A.Mey.
(Brassicaceae) bitkisinden somatik embriyogenez ile bitki yetistirme protokoliinde, GA3,
NAA ve 2,4-D hormon kombinasyonlarini kullanarak, yaprak eksplantindan kallus elde
etmislerdir. 4,00 mg/L GA3z + 0,20 mg/L NAA + 0,20 mg/L 2,4-D hormon kombinasyonu
kallus olusumunda en yiiksek sonucu vermistir. Elde edilen kalluslardan 1,00 mg/L Kinetin
+ 0,20 mg/L NAA hormon kombinasyonu ile somatik embriyolar elde edilmistir.
Calismamizda NAA miktarindaki artisa bagli olarak kallus olusum oraninin artmasi bu

calismay1 desteklemektedir.

Islam vd. (2008), Linum usitatissimum L. cv. Neela bitkisinin in vitro iiretimi iizerine
yapmis olduklar1 calismada siirgiin ucu ve nodal segmentleri eksplant kaynagi olarak
kullanmis ve farkli konsantrasyon ve kombinasyonlardaki BAP, Kinetin, GA3 ve IBA
hormonlarint kullanmiglardir. 2,00 mg/L BAP en yiiksek siirglin elde etme oranim

saglarken, Y2 MS + 0,50 mg/L NAA ortami ise en yiiksek kdklenme ortamini saglamistir.
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Paunescu (2009), Alyssum borzaeanum Nyar. (Brassicaceae) bitkisinin in vitro iiretimi ile
yapmis oldugu calismada, hipokotil eksplant1 kullanmis ve 4,43 uM BAP + 0,57 uM TAA

hormon kombinasyonu siirgiin rejenerasyonunda en basarili sonucu vermistir.

Papaver nudicaule L. genis ve pastel renkli gicekleri nedeni ile ¢igekcilik sektoriinde
kullanilan bir siis bitkisidir. Ayrica Cin tibbinda igerdigi ‘nudicauline’ alkoloidi oksiiriik
icin kullanilmaktadir. Yang vd. (2010), bu bitkinin kallus indiiksiyonu ve somatik
embriyogenez ile rejenerasyonu i¢in ¢aligma yapmistir. 0,10 mg/L BAP + 1,00 mg/L NAA
hormon kombinasyonu en yiiksek kallus olusumunu saglamistir. Elde edilen kalluslar
herhangi bitki biiylitme diizenleyicisi igermeyen ortama alinarak embriyogenik kalluslar
meydana getirilmistir. 1,00 mg/L BAP + 1,00 mg/L NAA hormon kombinasyonunu iceren

ortamda siirgiin elde edilmistir.

Furmanek ve Banas (2011), Crambe abyssinica cv. Mayer bitkisinin yaprak ve kotiledon
eksplantlar1 kullanilarak yapilan embriyogenik kallus olusturma protokolii ile primer ve
sekonder embriyogenik kallus olusturulmustur. Bu ¢alismada sitokinin olarak BAP ve
TDZ, oksin olarak ise IAA ve NAA hormon kombinasyonlar: kullanilmistir. Primer
embriyonik kallus olusumu igin kullanilan kotiledon eksplantina uygulanan 0,50 mg/dm
TDZ ya da 0,50 mg/dm™ BAP + 0,50 mg/dm™ NAA hormon kombinasyonu %100 bir oran
ile en iyi sonucu vermistir. Caligmamizda kullanilan 0,50 mg/L BAP + 0,50 mg/L NAA
hormon kombinasyonunda ise kotiledon bogum %43,65, hipokotil eksplanti ise %52,69
oraninda kallus olusumu meydana getirmistir. Arastiricilarin kullandigi Crambe ile
calisgmamizda kullanilan Crambe tlirlinin ayn1 olmamasi ve tirlerin hormon
konsantrasyonlarina farkli yanitlar vermesi sonuglarin birbirinden farkli olmasina sebep

olmus olabilir.

Kaviani vd. (2011) onemli bir siis bitkisi olan Matthiola incana (L.) R.Br. (Brassicaceae)
bitkisinin siirgiin uglarin1 kullanarak, bitkinin mikro {iretimi i¢in en uygun protokolii
arastirmistir.  Bitki tohumlar1 hormonsuz MS besin ortaminda ¢imlendirilmistir.
Calismamizda kullandigimiz tohumlarda hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirilmistir. Elde
edilen filizler siirgiin-kok sayr ve uzunluk bakimindan incelenmek iizere farkl
konsantrasyonlardaki kinetin, NAA ve Kin/NAA hormonlarinda incelenmistir. 2,00 mg/L
Kinetin igeren MS ortaminda en uzun ve en fazla siirgiin sayist (1,166 cm; 4,64 sirasiyla)

elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 2,00 mg/LL NAA ve 1,00 mg/L NAA + 2,00 mg/L
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Kinetin hormon kombinasyonu ile en fazla kok sayisi (1,85) elde edilmistir. Kok
indiiksiyonunda sitokininde pozitif rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada NAA
hormonunun hem kok indiiksiyonu hem de kok uzunlugunu olumlu yonde etkiledigi

gosterilmistir.

Calismamiz Kaviani vd. (2011) calismasi ile uyum igerisindedir. Calismada en uzun
siirglin sadece sitokinin iceren MS ortaminda elde edilmistir. Bizde ¢alismamizda 2,00
mg/L. BAP hormonu kullanarak 5,64+2,01 cm uzunlugunda en uzun siirgiinii elde ettik.
Elde edilen siirgiinlerin NAA hormonu ile koklendirilmesi de her iki ¢alismanin uyum

icinde oldugunu gostermektedir.

Li vd. (2011), Crambe abyssinica cv. Galactica tiirinden elde ettikleri hipokotil eksplanti
ile biiyiilk bir deneme planlamiglardir. Farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarda
kullandiklar1 hormonlar ile AgNO3 azot kaynagi ve karbon kaynagmin C. abyssinica
bitkisinin siirgiin verme frekansini nasil etkiledigini incelemislerdir. Her biri 2,20 mg/L
TDZ + 0,50 mg/L NAA + 30 g/L siikroz + 0,50 mg/L AgNO3+ 0,50 g/L MES + 2.50 g/L
Gelrite iceren MS, Lepiovre (Lep), Chu N6 medium (N6) ve McCown’s Woody Plant
Basal Salt Mixture (WPM) kiiltiir ortamlarinin karanlik ve aydinlik ortamlarda siirgiin
rejenerasyon yiizdelerini incelemis ve en iyl sonucu Lep-aydinlik ortamdan elde
etmislerdir. Ayrica WPM disinda tiim ortamlarda aydinlik ortamda siirgiin verme ytizdesi
karanlik ortamda siirgiin verme yiizdesinden daha iyt sonu¢ vermistir. Tohum
¢imlendirmesinde ise %2 MS + 10 g/L siikroz + 7 g/L bacto agar kullanilmistir. 2,20 mg/L
TDZ + 0,50 mg/L NAA + 0,50 mg/L AgNO3 + 0,50 g/L MES + 2,50 g/L Gelrite igeren MS
ortaminda 10 ve 16 g/L fruktoz ve glukoz iceren ve 20 ve 30 g/L siikroz igeren ortamlar
kiyaslanmis ve en iyi rejenerasyon ylizdesi sirasiyla 16 g/L glukoz, 30 g/L siikroz ve 20
g/L siikroz igeren ortamlarindan saglanmistir. Siirgiin olusum yiizdesinde Lep + 16 g/L
glukoz, Lep + 30 g/L siikroz, MS + 30 g/L siikroz iceren ortamlar kiyaslandiginda ise en
iyi sonucu Lep + 16 g/L glukoz igeren ortamda saglanmistir Aydinlik ve karanlik
ortamlarda 2,20 mg/L TDZ + 0,5 mg/L NAA + 0,50 g/L MES + 2,50 g/L Gelrite
kombinasyonuna ek olarak ya MS + 30 g/L siikroz ya da Lep + 16 g/L glukoz iceren, farkli
konsantrasyonlardaki AgNOj igeren ortamlarin siirgiin rejenere yiizdesi incelenmis ve
sirastyla Lep-Ayd-0,50 mg/L AgNOs, Lep-Ayd-0,10 mg/L AgNO3 ve MS-Ayd-0,50 mg/L
AgNO; sonuglart elde edilmistir. Caligmada aydinlik ve karanlik ortam olmak tizere 30 g/L

siikroz iceren MS ve 16 g/L glukoz igeren Lep ortamlarinda farkli konsantrasyon ve
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kombinasyonlarda sitokinin ve oksin hormonlart uygulanmistir. MS ortaminda sirasiyla;
2,20 mg/L TDZ + 0,50 mg/L NAA-Ayd., 3,30 mg/L TDZ + 0,50 mg/L NAA-Ayd., 2,20
mg/L TDZ + 0,25 mg/L NAA-Ayd. hormon kombinasyonlar1 en yiiksek rejenere siirgiin
oranini vermistir. Lep ortaminda ise sirasiyla; 2,20 mg/L TDZ + 0,50 mg/L NAA-Ayd.,
3,30 mg/L TDZ + 0,50 mg/L NAA-Ayd., 2,20 mg/L TDZ + 0,25 mg/L NAA-Ayd. hormon

kombinasyonlari en yiiksek rejenere siirgiin oranini vermistir.

Li vd. (2011) yapmis oldugu ¢alisma ile ¢alismamiz arasinda uyum gosteren bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Her iki ¢alismada da hipokotil, hormon kombinasyonlarina en iyi cevap
veren eksplant oldugu i¢in eksplant kaynagi olarak hipokotil kullanilmistir. 30 g/L siikroz
iceren MS ortamu siirgiin rejenerasyonunda en ideal ortamlardan biri oldugu gosterilmistir.
Li vd. (2011) yapmis oldugu ¢alismada her iki ortamda da (MS ve Lep) 2,20 mg/L TDZ +
0,50 mg/L NAA hormon kombinasyonu en iyi sonucu vermistir. Bizim ¢alismamizda ise
1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA hormon kombinasyonu siirgiin rejenerasyonunda en iyi
sonucu vermistir. Kullanilan hormon kombinasyonlar1 arasindaki oran her iki ¢calismada da

uyum igerisindedir.

Piovan vd. (2011) Italya’da “tehlike altinda tiirler” listesine alian Crambe tataria bitkisini
ex situ kosullarda korumaya almak igin bitkiyi direkt organogenez ve somatik
embriyogenez yontemi ile in vitro kosullarda c¢ogaltmiglardir. 2 MS ortaminda
¢imlendirilen tohumlardan, yaprak ve kok, eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Her iki
eksplant, sitokinin olarak BAP ve Kinetin (0, 1,0 ve 2,0 mg/L), oksin olarak ise NAA ve
2,4-D (0, 1,0 ve 2,0 mg/L) hormon kombinasyonlar1 uygulanarak, belirli periyotlarda
gozlemlenmis, eksplantlarda kallus, embriyogenez, somatik embriyogenez ve organogenez
olusumu incelenmistir. Organogenez olusumu, sadece kok eksplantlarinda ve BAP ve
NAA hormon kombinasyonunda meydana gelmistir. Somatik embriyogenez olusumu,
sadece yaprak eksplantlarinda ve BAP ve NAA hormon kombinasyonunda meydana
gelmistir. Kallus olusumu ise organogenez olusumu hari¢ her iki eksplant i¢in hemen
hemen tiim hormon kombinasyonlarinda medyana gelmistir. Kallus olusumu yaprak
eksplanti i¢in 1,0 mg/L 2,4-D + 2,0 mg/L Kinetin hormon kombinasyonunda, kék eksplanti
i¢in ise 2,0 mg/L 2,4-D + 1,0 mg/L Kinetin hormon kombinasyonunda en yiiksek sonucu
vermistir. Kallus olusumu yaprak eksplantinda daha fazla meydana gelmistir. Elde edilen
kalluslara BAP ve NAA hormon kombinasyonlar1 uygulanarak elde edilen somatik

embriyolar incelenmis ve 1,0 mg/L BAP + 1,0 mg/L NAA hormon kombinasyonu en iyi
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sonucu vermistir. Eksplant bagina diisen siirgiin sayis1 en yiiksek 2,0 mg/L BAP + 2,0
mg/L NAA hormon kombinasyonunu igeren ortam da elde edilmistir. Piovan vd. (2011)
hem MS hem de siikroz yogunlugunun koklenme iizerindeki etkisini gérmek icin
eksplantlari, tam MS ve Y2 MS ortamlarinda 0, 10, 20 ve 30 g/L siikroz i¢ceren ortamlarda
koklendirmist 2 MS + 20 g/L siikroz igeren ortam en iyi koklenme yiizdesini elde

ettiklerini belirtmislerdir.

Piovan vd. (2011) Crambeden direkt organogenez yontemi ile siirgiin elde ederken BAP ve
NAA hormonlarin1 kullanmalar1 ¢alismamiz ile uyum gostermektedir. Ayrica kallus
olusumda kullanilan sitokinin ve oksin hormonlari arasindaki oran da ¢alismamiz ile uyum
icerisindedir. Ayrica siirgiin elde etmek icin kullanilan sitokinin ve oksin hormonlari

calismamizda kullandigimiz hormonlar ile aynidir.

Ciice (2012), Vaccinium arctostaphylos L. (Ericaceae) bitkisinin siirglin kiiltiirii ile
mikrocogaltimi iizerine yapmis oldugu calismada WPM ve MS besi ortamlarinda farkl
kombinasyonlarda zeatin ve IBA kombinasyonlar1 denenmis ve WPM + 2,00 mg/L zeatin
+ 0,10 mg/L IBA kombinasyonundan en 1yi rejenere siirgiin olusumunu saglamistir. Elde
edilen siirgiinler 0,50 mg/L IBA hormonu iceren WPM besin ortamlarinda

koklendirilmistir.

Derelli vd. (2012), Linum usitatissimum L. tiriiniin ‘Clarck’ ¢esidi ilizerine yapmis
olduklar1 in vitro calismalarda eksplant kaynagi olarak hipokotili kullanmig ve siirgiin
rejenerasyonunda 1,00 mg/L BAP + 0,02 mg/L NAA hormon kombinasyonunun en iyi
sonucu verdigi tespit edilmistir. Siirglin rejenerasyonunda kullanilan hormonlarin ve

kullanilan eksplant kaynaginin ayni olmasi, calismamizla birebir ortlismektedir.

Kloska vd. (2012), Brassicaceae familyasindan Sinapis alba L. tiirii ile yapmis olduklari
calismada Polonya’da yetisen iki kiiltlir bitkisi olan Bamberka ve Nakielska tiirlerini,
sitokinin olarak BAP, zeatin, ve Kinetin hormonlarini, oksin hormonu olarak ise IAA, NAA
ve GAj3; hormonlarini kullanmiglardir. Yapmis olduklari ¢aligmayi1 kullanilan sitokinin
hormonlarinin bas harfleri (B, K ve Z) ile gruplandirmislar ve caligmalarinda eksplant
kaynagi olarak hipokotil ve kotiledon kullanmislardir. Siirgiin olusumunda hipokotil
kaynaginin, kotiledon kaynagindan ii¢ kat daha etkili oldugu bulunmustur. Nitekim bizim

calismamizda da hipokotil eksplanti kullanilan kotiledon bogum eksplantina gore daha
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olumlu sonuglar vermistir. Bu durumun nedeni kullanilan eksplantlarin icermis olduklari
endojen hormon miktar1 olabilir. Bu sonug¢ bizim bulgularimiz ile uyum goéstermektedir.
4,40 pmol BAP + 0,57 umol IAA hormon kombinasyonunun siirgiin olusumunda en etkili
sonucu verdigi gosterilmistir. Siirgiin olusumunda kullanilan hormonlar ¢alismamizla
benzerlik gostermektedir. Elde edilen siirgiinlerin kdklendirmesinde ise 4,40 pmol BAP +
0,53 umol NAA hormon kombinasyonu her iki kiiltiir bitkisi i¢in en iyi sonucu verdigini
belirtmislerdir. Bamberska bitkisinde hipokotil %61,5, kotiledon %2100, Nakielska
bitkisinde ise hipokotil %64,7, kotiledon %100 oraninda koklendigini tespit etmislerdir.
Bizim ¢alismamizda da koklendirme ortami olarak NAA kullanilmis en iyi kdklenme 2,00

mg/L NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir.

Gore (2014), farkli eksplant kaynaklarmin ve farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin
Camelina sativa (L.) Crantz bitkisinin Vniimk-17 ve Ames-26686 ¢esitleri iizerine yapmis
olduklar1 ¢aligmada kdk, bogum aralar1 ve yapraklari eksplant kaynagi olarak kullanmaigtir.
Bu calismada ve ¢alismamizda kallus ve siirglin olusumu i¢in kullandigimiz BAP ve NAA
hormonlarint kullanilmistir. 1,0 mg/L BAP + 1,0 mg/L NAA hormon kombinasyonunda en
fazla kallus olusumu, 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA hormon kombinasyonunda ise en

fazla siirgiin olusumu gozlenmistir.

Ozdemir ve Tiirker (2014) yabani aspir (Carthamus persicus Wild) bitkisinin siirgiin ucunu
eksplant kaynagi olarak kullanip BAP-NAA konsantrasyonlariin kallus olusumu, rejenere
siirglin yiizdesi, eksplant basina diisen siirglin sayisi, siirglin uzunlugu, eksplant basina
diisen kok sayis1 ve kok uzunlugu i¢in kullanilan BAP-NAA kombinasyonlarmin etkili
oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alisma bulgulart bizim ¢alisma sonuglarimizi

desteklemektedir.

Qi vd. (2014), Crambe abyssinica Hochst. ex R.E.Fr. tiiriinde ile genetik transformasyon
caligmalar1 yapmugslardir. Uyguladiklart in vitro rejenerasyon protokoliinde farkli
konsantrasyonlarda BAP ve NAA hormonlari denemislerdir. Kotiledon ve kotiledon
bogumu eksplant kaynagi olarak kullanmis ve her iki eksplant igin microagar ve
phytoblend katilastirict ajanlarint gruplar halinde denemislerdir. Arastiricilar, kotiledon
bogum eksplantlarina uygulanan 0,50 uM NAA + 2,20 uM BAP hormon kombinasyonu en

yiiksek siirgiin olusum yiizdesini verdigini ortaya koymuslardir.
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Bizim ¢alismamiz ile Qi vd.’nin (2014) ¢alismasinin sonuglar1 benzerlik gostermistir.
Uygulanan sitokinin ve oksin hormonlarinin ayni olmasi ve hormon konsantrasyonlari
arasinda benzerlik olmasi her iki c¢alismanin birbirini destekledigini gostermektedir.
Calismamizda katilastirict ajan olarak plant agar kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
microagar ve phytoblend katilastirici ajanlari, ¢alismamizdaki hormon konsantrasyonlari

degistirilmeden uygulanabilir.

Bhasin vd. (2015) halk arasinda bakteri ve fungal enfeksiyonlarin tedavisinde, romatizmal
agrilarin ve sisliklerin tedavisinde, anne siitiinlin arttirllmasinda, dizanteri, ishal ve deri
hastaliklarinin  tedavisinde ve yatistirict olarak kullanilan Lepidium sativum L.
(Brassicaceae) bitkisinin in vitro iiretimi i¢in sitokininlerden Kinetin ve BAP oksinlerden
IAA; kallus tretimi icin ise sitokininlerden Kinetin ve BAP oksinlerden ise 2,4-D
hormonlarinin ¢esitli kombinasyonlarinin etkilerini aragtirmistir. MS ortaminda yapilan
calismada 2,00 mg/L IAA + 5,00 mg/L BAP kullaniminin siirgiin olusumunda, 2,00 mg/L
2,4-D + 0,50 mg/L Kinetin + 0,50 mg/L BAP kullanim1 ise kallus olusumunda en iyi
sonucu vermistir. Bu ¢alismada siirgiin olusumu i¢in kullanilan sitokinin ve oksin hormon
kombinasyonlar1 arasindaki oranlar calismamizda siirgiin olusumu i¢in kullandigimiz ve en
iyi sonu¢ aldigimiz 1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA igerikli besin ortamindan ¢ikan

sonuglara benzerlik gostermektedir.

Fabaceae familyasinin zehirli bir tiirii olan Oxytropis glabra (Lam.) DC. icerdigi
Swainsonine alkoloidi nedeniyle besicilige biiyiikk zarar vermektedir. Bitkiyi tiiketen
besilerde asir1 zayiflik, diisiik gebelik, erken dogum, dogum anormallikleri ve hatta 6lim
meydana gelmektedir. He vd. (2015), bitkiyi in vitro ortamda yetistirerek igerdigi
Swainsonine alkoloidi miktarim1 gézlemlemek istemistir. Olgun tohumlar hormon
icermeyen MS ortaminda otuz giin boyunca ¢imlendirilmistir. Filizlenen tohumlardan elde
edilen yapraklar eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve TDZ, BAP ve NAA hormon
kombinasyonlar1 siirgiin olusum ylizdeleri ve eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisi
incelenmistir. 10 uM BAP + 1,0 uM NAA hormon kombinasyonu ile %85,60 siirgiin
olusum yiizdesi ve 8,2 adet eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayis1 elde edilmis,
sonrasinda eksplantlar 4°C” de yedi giin boyunca tutularak siirgiin olusum yiizdesi %88,40
ve eksplant basma diisen ortalama siirglin sayist 12,6’ya ¢ikarilmigtir. Sitokinin olarak
BAP, oksin olarak ise NAA kullanimi ¢alismamiz ile uyum igerisindedir. Elde edilen

siirgtinler koklendirme i¢in en iyi sonucu veren 1,00 uM IBA hormonu igeren besi
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ortaminda koklendirilmistir. Mikro {retim ile elde edilen bitkiler HPLC yontemi ile

incelenmis ve higbir bitkide Swainsonine alkoloidine rastlanmamustir.

Kog¢ (2015), bazi humik maddelerin kolza (Brassica napus L.) c.v. PR46W31l gesidi
tizerinde siirgiin rejenerasyonu ve antioksidan enzim aktivitesine etkisini arastirmistir.
Kallus ve siirgiin olusumu i¢cin BAP ve NAA hormon kombinasyonlarin1 kullanmustir.
Kallus olusumunda 0,50 mg/L BAP + 0,20 mg/L NAA, toplam siirgiin sayist ve siirgiin
oraninda ise 1,00 mg/L BAP + 0,20 mg/L NAA hormon kombinasyonlari en iyi sonucu
vermistir. Kallus ve siirgiin olusumunda kullanilan hormon ve hormon kombinasyonu

calismamuz ile birebir benzemektedir.

Crambe orientalis var. orientalis bitkisinin in vitro iiretimi konusu yo6niiyle 6zgiin olup, bu
tiir ile yapilan ilk calismadir. Ozellikle bitkinin icermis oldugu yiiksek erusik asit miktar:
nedeniyle endiistriyel yag bitkileri arasinda 6zel bir yere sahiptir. Calismamizda kotiledon
bogum ve hipokotil kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmis, BAP ve NAA hormon
kombinasyonlar1 kallus ve siirglin olusumu i¢in, farkli konsantrasyondaki NAA hormonu
ise koklendirme i¢in kullanilmistir. Gelistirmis oldugumuz protokol farkli hormonlar
denenerek ya da farkli eksplant kaynaklar1 kullanilarak modifiye edilebilir. Genetik
calismalar dahilinde tiir ici kiiltiir cesitleri arttirilabilinir. Ozellikle icermis oldugu erusik
asit miktarini arttirmay: hedefleyen yeni ¢alismalar da yapilabilir. Bitkinin yag oranini

arttirmak i¢in farkli denemeler kurulup elde edilen tiirlerin yag icerigi tespit edilebilir.

Gen kaynaklarinin korunmasinda ve bitki 1slah1 ¢aligmalarinda ex situ ya da in situ koruma
yapilirken 1slah edilen bitki in vitro kosullarda iretilmelidir. Yapmis oldugumuz
caligmanin verimliligi géz oniinde bulunduruldugunda gelistirdigimiz protokol Crambe

orientalis var. orientalis bitkisinin 1slah1 i¢in uygulanabilir.
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