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Bu ¢aligmada, iilkemizin Giiney Bati Toroslarinda yetisen Scorzonera L. cinsine ait yeni
kesfedilmis olan endemik Scorzonera ahmet-duranii S. Makbul & Coskuncelebi materyal
olarak kullanilmigtir. Sadece tip lokalitesinden bilinen S. ahmet-duranii orman kesimi
icerisindeki dar bir alanda yayilis gostermektedir. Bu nedenle tiiriin neslinin devamliligi
tehlike altindadir. Ayrica Scorzonera cinsine ait tiirler, sahip olduklar1 sekonder metabolitler
sayesinde halk arasinda bazi hastaliklarin tedavisinde sifali bitkiler olarak kullanilmaktadir.
Calismada S. ahmet-duranii ‘nin in vitro organogenezi amaglanmistir. Doku kiiltiiri ortami
olarak cesitli konsantrasyonlarda Kinetin ve Naftalen asetik asit (NAA) igeren modifiye
edilmis MS ortami kullanilmistir. Kallus olusturma ylizdesi bakimindan en basarili eksplant
kaynagi hipokotildir (%90). Apikal meristem, kotiledon ve hipokotil eksplantlariinmodifiye
edilmis MS besin ortamina ekilmesi sonucunda organogenez yoluyla siirgliin olusumu

gozlenmistir.
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In this study, the newly discovered endemic Scorzonera ahmet-duranii S. Makbul &
Coskuncelebi which grows in the South West Taurus in our country used as material. Just
type locality known S. ahmet-duranii distributed in a narrow space within the forest. For this
reason, the continuity of this species under threat. In addition, species in the genus Scorzonera
used medicinal plants due to their secondary metabolites, in the treatment of certain diseases
among the people. In this study, aimed at in vitro organogenesis of S.ahmet-duranii. VVarious
concentrations of Kinetin and Naphthalene acetic acid (NAA) containing Modified MS
medium was used in tissue culture. In terms of percentage of callus creation, the most
successful explant source is hypocotyl. Hypokotyl generation rate is 90%. The cultivation of
apical meristems, cotyledon and hypocotyl explants in modified MS nutrient media shoot

formation via organogenesis was observed.
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BOLUM 1

GIRIS

Scorzonera L. cinsinde bulunan bitkilerin zengin kimyasal iceriklere sahip olmasi; idrar
sOktiirticii, bagirsak diizenleyici, ates diisiiriicli, agr1 kesici, yara tedavi edici, antiromatizmal
ve antihelmintik etkilere sahip olmasi; iilser, neoplazi, akciger 6demi, meme iltihab1 gibi
rahatsizliklarin ve bazi bakteriyal ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasi
calismamizda kullandigimiz bitkinin {ilkemiz agisindan potansiyel degeri yiiksek bir bitki

oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismada kullandigimiz Scorzonera ahmet-duranii S. Makbul & Coskuncelebi bilim
diinyasina yeni bir endemik tiir olarak tanitilmistir (Makbul vd. 2012). Ulkemizin Giiney Bati
Toros’larinda sadece C2 Mugla ili Sandras Daginda yayilis gostermektedir. S. ahmet-duranii
sadece tip lokalitesinde bilinmektedir ve populasyon orman kesim alani igerisindeki dar bir
alanda yayilis gostermektedir. Orman yanginlart ve orman tarimi populasyonun gelisimini
baskilamaktadir. Tiiriin devamliligi tehlike altindadir. Bu nedenle tiir IUCN’e gore (2001)
“Critically Endangered (CR)” tehlike kategorisindeki tiirler arasindadir.

Yapilan literatiir incelemelerine gore Scorzonera taksonlarinin in vitro doku kiltiirii
iiretilmesi tizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu alanda bir ilk olan ¢alismamiz

bundan sonra cins iizerinde yapilacak diger ¢aligmalara 151k tutacaktir.

1.1 ASTERACEAE FAMILYASININ GENEL OZELLIKLERI

Asteraceae familyasi diinyada 1700 cins ve 25000 tiir ile temsil edilen, yeryiiziinde en genis
yayilis alanina sahip, cigekli bitkilerin en zengin familyasidir (Funk et al. 2009). Ulkemizde
ise 133 cins ve 1156 tiirli bulunmaktadir (Segmen vd. 2004). Bu familyada bulunan bitkilerin

cogu otsudur. Nadiren agag ve tirmanici olanlar1 da vardir.



Yapraklar alternat veya oppozit dizilimli, nadiren dairesel, basit veya birlesiktir. Cigek
durumu kapitulumdur. Kapitulumun taban kisminda oviilasyondan meydana gelmis bir veya
cok serili involukrum bulunur. Cigekler erdisi veya tek eseyli; aktinomorf veya zigomorftur.
Cigeklerde kaliks, pappus, halka ya da pul bicimindedir veya hi¢ yoktur. Korolla tiipsii
(tubulat) ya da dilsidir (ligulat). Tipsii korolla ugta belirgin 5 dislidir. Dilsi korolla 3-5 dislidir
veya disler belirgin degildir. Stamenler 5 tane, anterleri birlesik, filamentleri serbest
durumdadir (singenezik). Ovaryum alt durumlu, tek lokuluslu ve 2 karpelden meydana
gelmistir. Meyve akendir, ucunda bazen bir papus veya kaliks kalintis1 tasir (Baytop A 1983,
Se¢men vd. 2004; Tanker vd. 2007).

1.1.1 Scorzonera Cinsinin Ozellikleri

Asteraceae familyasinin bir {iyesi olan Scorzonera cinsi ismini Ispanyolca’da siyah kabuk
anlamina gelen “escorza nera” sozciiklerinden almistir (Stephens 1994). Scorzonera cinsi
Avrasya ve Afrika’nin kurak bolgelerinde yaygin olmasina ragmen eski Akdeniz kokenlidir
ve yaklagik 180 tiir icermektedir (Lack 2007). Scorzonera cinsinin ilk ayrintili teshisi
Candolle (1805) tarafindan yapilmistir. Daha sonra bu teshiste Boisseir (1875) tarafindan
onemli degisiklikler yapilmistir. En son, cinsin tamamlanmis teshisi Lipschitz’in “Fragmenta
monographiae generis Scorzonera” (1939) eserinde verilmistir. Bu eser daha sonra birgok
modern bolgesel floralar tarafindan da kabul edilmistir (Chamberlain 1975; Chater 1976;
Rechinger 1977).

Cinsin avrupa’da yayilis gosteren 28 tiirii bulunmaktadir (Chater 1976). 2000’li yillara
gelindiginde yeni taksonlarin da kesfiyle Scorzonera cinsinin Avrasya ve Afrika’nin kurak
bolgelerinde yayilis gosteren toplam 180 tiirii bulundugu belirtilmistir (Lack 2007).
Avrupa’da 30 kadar ve iran’da yaklasik 70 tiirii yetismektedir (Dogan ve Duran 2010).

Scorzonera cinsi iilkemizin degisik bolgelerine adapte olmus ¢ok sayida tiir ile temsil
edilmektedir. Bu cins sistematik agidan Tiirkiye Florasi’ndaki zor ve problemli cinslerden
birisidir. Tiirkiye florasi’da 39 tiirle temsil edilen Scorzonera cinsi ile ilgili giintimiize kadar

bircok sistematik ¢aligma yapilmistir.



Bu ¢alismalar neticesinde S. pisidica Hub.-Mor. (Chamberlain 1975), S. latifolia (Fisch. Et C.
A. Mey.) DC. var. angustifolia Prilipko ex Lipsch. (Giiner 2000), S. sandrasica Hartvig &
Strid (Hartvig and Strid 1987), S. longiana Siimbiil (Stimbiil 1991), S. adilii A. Duran (Duran
2002), S. ulrichii Parolly & N. Kilian (Kilian and Parolly 2002), S. karabelensis Parolly & N.
Kilian (Parolly and Kilian 2003), S. yildirimlii A. Duran & Hamzaoglu (Duran ve Hamzaoglu
2004), S. ketzkhovelii Grossh. (Hamzaoglu vd. 2010), S. tuzgoluensis A. Duran, B. Dogan ve
S. Makbul (Dogan vd. 2011) S. kurtii Yild. (Yildirimli1 2011) ve S. ahmet-duranii (Makbul vd.
2012) gibi taksonlar Tiirkiye florasina yeni katilmiglardir. Gilinlimiizde bazi sinonim
caligmalarinin ve yeni tiirlerle ilgili sistematik ¢alismalarin devam ettigi de bilinmektedir. Bu
veriler 1s18inda su an itibari ile Scorzonera Tiirkiye’de 57 takson ile temsil edilmektedir
(Makbul vd. 2012).

Bu cinse ait bitkiler tek, iki veya ¢ok yilliktirlar. Genellikle otsudur nadiren yari ¢alimsi veya
govdeli taksonlar igerirler. Kokler kalin, silindirik veya yumru seklindedir. Yapraklar, bazal
ya da govdede basit linear olarak dizilir; ovat veya lanseolat tipte ve derin lobludur.
Kapitulum homogram, ligulat seklinde tek ya da birkag tanedir. Involukrum ovat veya
silindirik sekildedir. Reseptakulum tiiysiizdiir ve genellikle yuvarlaktir. Cicekleri beyaz, sari,
mor veya menekse renklidir. Meyve akendir. Akenler silindirik, diiz ya da oluklu, bazen
lamellat-rugolose, tiiylii veya tiiysiiz, sapli ya da sapsizdir. Pappus ti¢ siralidir. Pappus tiiyleri
plumose, bazen de scabrittir (Chamberlain 1975).

Scorzonera cinsinin taksonomideki yeri (Cronquist 1968);

Divisio : Spermatophyta
Subdivisio  : Angiospermae
Classis : Magnoliopsida
Subclassis  : Asteridae
Ordo - Asterales
Family . Asteraceae

Subfamily  : Liguliflorae

Tribus : Lactuceae
Subtribus : Scorzonerinae
Genus : Scorzonera



1.1.2 Scorzonera ahmet-duranii S. Makbul & Coskuncelebi

S. ahmet-duranii bitkisi Tiirkiye igin endemik bir bitkidir. Ulkemizin Giiney Bati
Toros’larindan bilinen bitki sadece C2 Mugla ili Sandras Daginda yayilis gostermektedir.
1655 m yiikseklikte yetisen S. ahmet-duranii sadece tip lokalitesinden bilinmesi ve dar bir
alanda yayilis gostermesinden dolayr IUCN kirmizi listesine gore Critically Endangered (CR)
tehlike kategorisinde yer almaktadir. Ayrica populasyonun dar bir alanda dagilim gostermesi,
orman kesim alanlar1 igerisinde yer almasi ile orman yanginlari bitkinin gelecegini etkileyen

diger 6nemli unsurlardir.

Bitki yar1 govdeli (subskeyp) veya govdeli (caulescent), ¢cok yillik, 15-17 cm; kdk 5-6,74 mm
capinda, silindirik; govde dik (erect), tek tek, cogunlukla tabanda kisa kivrik (crisped-
pubescent) veya uzun yatik yumusak (villous) tiiylii, genellikle alt kiismlarda dallanmis ve her
bir dal tek kapitulumlu, govdenin tabaninda ¢ok yillik yaprak kalintilari mevcut. Govde
yapraklar1 basit, cogunlukla sapsiz (sessil), 6-11 x 0,5-1,3 cm, linear veya lanseolat, yesil,
gittikge daralan, tabana yakin govdeyi yari sarict (semiamplexicaul), kenarlari dalgal
(undulat), tiiylii (cisped-pubescent), ucu akut veya akuminat; taban yapraklari govde
yapraklarina benzer, yesil. Kapitulum her bir bitkide 1-2, dilsi (lingulat), ¢icekli kapitulum
2,5-3,5 x 0,5-0,7 cm, meyveli kapitulum 3-4 x 0,8-1,2 c¢m; ig fillarilerin sayis1 8, 20-35 x 7-11
mm, lineer veya lanseolat, dis yiizeyi i¢ yiizeyi tliysiiz, u¢ kisimlar1 akut, kenarlar1 zarimsi
0,86 mm; dis fillarilerin sayis1 8, 11-14 X 5-7 mm, ovat, dis yiizey tiiylii (pubescent), i¢ yiizey
tilysiiz, u¢ kisimlar1 akut, kenarlar1 zarimsi. Cicekler sari, lingulalar 16 x 2,5 mm, tiip kismi
yaklagik 5 mm; lingulanin i¢ fillariye orani yaklasik 3/5. Akenler 12-16 X 2-3 mm, agik
kahvrengi , az oraksi (falcat), sirt ¢izgili (ridge), ylizeyi piiriizsiiz, tliysiiz; pappus krem veya
cok acik kahverengi, 13-15 mm, tabana yakin ince uzun sik (plumoz), iist kisimlarda kisa
sakals1 (barbellat) tiiylii. Ciceklenme Haziran-Temmuz, meyve dénemi Temmuz. 1600 m

aras1 ylikseklikte bulunur (Sekil 1.1) (Makbul vd. 2012).
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Sekil 1.1 S. ahmet-duranii S. Makbul & Coskuncelebi.

1.2 BiTKi DOKU KULTURU

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku,
bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir. Bitki rejenerasyonu, kiiltiiri

yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle {i¢ kisimda incelenebilir;

1. Meristematik hiicreleri ihtiva eden somatik dokulardan rejenerasyon,
2. Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon ve
3. Mayoz boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon.

Birinci tip rejenerasyonda u¢ ve yan meristemlerden bitkiler cogaltilir. Buna meristem kiiltiirii
yoluyla klonal cogaltim denilir. Elde edilen hiicreler, tamamen dondr (verici) bitkiye
benzerler. ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bir bitki pargasmin (eksplant denilir) kesilmis

yiizeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kisminin genellikle besin ortamina ilave edilen
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bitki biiylime diizenleyicilerinin (6zellikle oksin ve sitokininler) etkisiyle béliinerek ve
organize olarak, organlar1 ve daha sonra da bitkiyi (direkt organogenesis) veya bir somatik
hiicrenin siirekli boliinerek embriyo ve daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmasi (direkt
somatik embriyogenesis) seklinde olabilir. Ayrica her iki durum, belirli bir kallus, proto-
kallus veya hiicre silispansiyonu olusumu devresinden sonra da ortaya ¢ikabilir (indirekt
rejenerasyon). Son olarak normal kromozom sayisinin yarisini ihtiva eden hiicrelerden de
direkt veya dolayli yollarla bitki rejenerasyonu olabilir. Bu durumda donér bitkinin
kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle steril olan haploid bitkiler elde edilebilir

(Babaoglu vd. 2001).

1.2.1 Besin Ortaminda Bulunan Maddeler

1.2.1.1 Makro Elementler

Temel besin ortami icindeki en o©Onemli komponentlerden birisi azottur. Bazi besin
ortamlarinda yiiksek oranda, degisik formlarda (NH4", NO3"), baz1 ortamlarda ¢ok diisiik
oranda azot bulunur veya hi¢ bulunmaz. Fakat azot besin ortamlarinda NO3" formunda daha
fazla bulunur. Bitki kiiltiirleri ilk once ortamdan genellikle NH4 formunda azotu alirlar ve
daha sonra pH diisiince NO3™ formunda kullanmaya baslarlar. Besin ortamlarinda kullanilan
diger 6nemli makro elementler arasinda ise fosfor, sodyum, magnezyum, kiikiirt ve kalsiyum

sayilabilir.

1.2.1.2 Mikro Elementler

En cok kullanilan mikro elementler sirasiyla demir, manganez, ¢inko, bor, bakir, molibden,
kobalt ve iyottur. Bunun yan1 sira demirin bitki hiicreleri tarafindan daha kolay alinabilmesi
icin Fe-EDTA formu da kullanilabilir.

1.2.1.3 Vitaminler

Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptirler. Bitki kiiltiirleri i¢in en gerekli

vitaminler thiamin (B1) ve daha sonra sirasiyla nikotinik asit (B3) ve pridoksindir (B6). Myo-
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inositol ve d-biotin (H)’de dncelikle gerekli vitaminler igerisinde degerlendirilmektedir. Diger
vitaminler arasinda ise d-pantotenik asit (B5), askorbik asit (C), a-tokoferol (E), folik asit
(M), retinol (A), riboflavin (B2) ve kolekalsiferol (D3) zaman zaman 6zel uygulamalarda

besin ortamlarina ilave edilmektedir.

1.2.1.4 Sekerler

Kiiltlire alinan bitki hiicre ve dokular1 yeterli miktarda karbohidrat sentezi yapamadiklarindan
enerji kaynagi olarak cesitli sekerler kullanmaktadir. Bunlar arasinda en fazla kullanilani
sakkarozdur. Besin ortamlarinda siklikla kullanilan diger sekerler, glikoz, maltoz, rafinoz ve

fruktozdur.

1.2.1.5 Jel Yapica1 Maddeler

Jel yapici maddeler besin ortamini yari-kati hale getirmek igin kullanilan komponentler
arasindadir. Bunlar genellikle kirmizi deniz alglerinden ¢ikarilan cesitli polisakkarit
bilesimidir. En ¢ok kullanilanlar; agar, agaroz, Sea-krem agaroz, aljinat, jelatin ve nisastadir.
Agar ve agaroz gibi maddeler 100 °C civarinda su ile jel olustururlar ve 45 °C civarinda

katilagmaya baslarlar.

1.2.1.6 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Besin ortaminin ¢ogu durumlarda vazgegilmez komponentleri arasindadirlar. Organik veya
sentetik yollarla iretilebilirler. Temel olarak; oksinler, sitokininler, giberellinler, absisik asit,
etilen, aminoasitler, yapisi tam olarak a¢iklanamayan maddeler (Hindistan cevizi siitii, maya
0zl, kazein hidrolizat vb.), organik asitler, antibiyotikler, biyositler ve toksik madde tutucular
olarak siniflandirilabilirler. Uygun olmayan konsantrasyonlarda besin ortamlarina ilave
edildiklerinde genellikle hicbir etki ortaya ¢ikarmazlar. Oksinler; fotoperiyodizm,
koklendirme, apikal dominans, yan siirgiinlerin gelisiminin engellenmesi ve hiicre gelisiminde

etkilidirler.



Oksinler, doku Kkiiltiirlerinde tek basina kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre
stispansiyonlariin elde edilmesini ve somatik embriyo olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu
(organogenesis) ve somatik embriyo olusumunun uyarilmasini saglayabilirler. Oksinler, elde
edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde oldukca faydalidir. Temel hormon formu IAA (indol-3-

asetik asit)’tir.

Sentetik oksinler arasinda NAA, IBA, 2,4-D, 2,4,5-T sayilabilir. Sentetik oksinler ticari
uygulamalarda meyve dokiimiiniin engellenmesi ve c¢eliklerin koklendirilmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Sitokininler, cogunlukla kdk ucu meristemi ve geng yapraklarda iiretilir. Hiicre boliinmesinde,
yeniden farklilasmada, bitki rejenerasyonunda, siirgiin ¢ogaltiminda etkilidir. Antioksidan etki
gostererek yaslanmayi da geciktirir. Siirglinlerde koklenmeyi ve embriyogenesisi engellerler.
En ¢ok kullanilan sitokininler adenin tiirevleridir. Bunlar i¢inde BAP (6-Benzilaminopiirin) en
cok kullanilanidir (Babaoglu vd. 2001).

1.2.2 Bitki Doku Kiiltiiriinde Organogenez

Bitkiyi meydana getiren canli hiicrelerden herhangi birisi tekrar boliinerek ve farklilagarak
yeni bir bitkiyi meydana getirebilme kapasitesine sahiptir. Buna totipotensi denir. Bu
kapasite kullanilarak protoplastlarin, hiicrelerin, dokularin ve organlarin kiiltiirleri yapilarak in
vitro rejenerasyonu gercgeklestirilebilmektedir. Organogenez, dokulara ve kallusta hiicrelere
baski uygulayarak degisikliklerin meydana gelmesi, siirglin veya kok primordiyumu olarak
adlandirilan tek kutuplu yeni dokularm ve vaskiiler sistemin olustugu bir olaydir. /n vitro
olarak yetistirilen bitki dokular1 farklilasabilmekte ve yeni organlar olusabilmektedir. Bu tiir
organlara Ornek olarak kok, siirgiin ve g¢igekler verilebilir. /n vitro kontrollii siirgiin
gelisiminin ilk kayitlar1 White (1939) tarafindan yapilmistir. Bu arastirici, sivi besin ortamina
goémiilmiis Nicotiana glauca x Nicotiana langsdorfii melezlerinden elde edilen kallus t{izerinde
stirgiinlerin olustugunu goézlemistir. Ayni yil, kallustan kék olusumunun ilk gozlemleri
Nobecourt (1939) tarafindan havug kalluslari kullanilarak yapilmigtir. Takip eden yillarda
White’in bulgular1 Skoog (1944) tarafindan da dogrulanmis ve gelistirilmistir. Bu arastirici,

oksinin kok olusumunu uyardigini ve siirgiin olusumunu engelledigini gostermistir.



Bunun yaninda Skoog (1944) oksinin siirgiin olusumundaki engelleyici etkisinin, ortamdaki
sakaroz ve inorganik fosfatlarin miktarini artirarak kismen de olsa ortadan kaldirabilecegini
gostermistir. Skoog and Tsui (1948), adenin siilfatin siirgiin olusumunu hizlandirdig1 ve
oksinin engelleyici etkisini yok etmekte aktif oldugunu gostermistir. Ayni arastiricilar, bu
sonuca ek olarak organ olusumunun ilerlemesinin bu eklenen maddelerin konsantrasyonu ve
orant ile ilgili oldugunu kaydetmislerdir. Benzer sonuglar diger laboratuvarlarda da
kaydedilmis ve takip eden yillarda in vitro kosullarda organ olusturan tiirlerin sayisinin hizla
artmasina yol agmistir. 1956 yilinda Miller ve arkadaslar tarafindan Kinetin’in kesfedilmesi,
Skoog and Miller (1957)’in Klasik bulusunu ortaya c¢ikarmustir. Tiitiin kallusu ile yapilan
calismalar, oksinin sitokinine gore ortamda yiiksek orani kok olusumunu, tersi ise siirgiin
olusumunu ve arada olan oranlar ise kallus gelisimini destekledigini gostermistir. Yiizlerce
bitki tiirtinde bu yaklasim sonucunda in vitro siirgiinler ve kokler olusmustur (Babaoglu vd.
2001).

In vitro organogenesis iizerine yapilan arastirmalarin biiyiik bir kisminda, etkin bir organ

olusumunun yerine getirilmesi i¢in gerekli olan sartlardan en 6nemli olanlart;

1. Uygun eksplantin se¢ilmesi
2. Biiyimede aktif maddeleri igeren uygun bir besin ortaminin segilmesi
3. Fiziksel ¢evre kosullarinin kontroliidiir.

Organogenesisde basar1 elde etmenin en 6nemli kosullarindan birisi, uygun bir eksplant
kaynagimin seg¢ilmesidir. Basta genotipik varyasyon olmak {izere, ¢esitli faktorler kiiltiire
alman eksplantin davranisini etkileyebilir. Bu faktorler; a) doku kaynagi olarak kullanilan
organ, b) organin ontogenetik ve fizyolojik yasi, c¢) eksplantin bitkiden alindig1 dénem, d)
eksplantin biiyiikliigii ve e) eksplantin alindigi bitkinin diger genel 6zellikleridir. Normal
sartlarda, herhangi bir bitki parcasi organogenesis c¢alismalarinda eksplant olarak
kullanilabilir. Fakat yaygin olarak kullanilan eksplantlar; govde, kok, yaprak, ¢igek durumu,
fide organlar1 ve tohum embriyosudur. Bu tiir eksplantlar, direkt olarak veya indirekt olarak
organ ve embriyo olustururlar. Bazi tiirlerde kullanilabilecek diger bir eksplant kaynag: da
ince hiicre katmanlaridir (thin cell layers). Ornegin, 3-5 hiicre igeren epidermal ve
subepidermal katmanlar gibi. Bu hiicre katmanlarindan direkt olarak ¢i¢ek tomurcugu,

vejetatif tomurcuk, kok ve kallus olusturmak miimkiindiir (Babaoglu vd. 2001).
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Herhangi bir organizasyon gostermemis hiicreler yiginina kallus denir. Kallus aseptik sartlar
altinda diizenli zaman araliklar1 ile alt kiiltiir yapilip yeni ortamlara aktarilarak uzun siire
korunabilir. Fakat dig goriiniisiine ragmen degismez bir doku degildir. Kallusun uzun siire alt
kiiltiire alinmas1 bazi yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Bunlardan en sik karsilagilan

durumlar sunlardir:

1. Bitkinin gelismesi ic¢in artik eksojen bitki biiylime diizenleyicilerine ihtiyag
duymamalar1 ve neticede “hormon-otonom” bir kallusun meydana gelmesi
(habituation).

2. Organik potansiyelin yani yeni adventif siirgiin veya kok meydana getirme yeteneginin
azalmasi veya tamamen ortadan kalkmasi.

3. Kallus dokusunun yapisinda bazi degisikliklerin kendiliginden ortaya ¢ikmasi, 6rnegin
nispeten kiiciik hiicrelerden meydana gelmis sik yapili bir kallus veya daha biiyiik ve

seffaf hiicrelerden olusmus gevsek yapili bir kallusun meydana gelmesidir.

Aynt bitki tiirlinden alinan eksplantlar organogenesis olusturma kapasitesi bakimindan biiyiik
farkliliklar gosterebilirler. Bunun yaninda kallus homojen olmayip kiiltiirde yas ile birlikte
cesitli degisikliklere maruz kalmaktadir. Bu nedenle, organogenesis calismalarinda eksplant
kaynag segilirken, s6z konusu bu faktorlerin dikkate alinmasi gerekir. Bu husus, sitolojik
bakimdan benzer olan hiicrelerin biyokimyasal yeterliliklerinde biiylik farklar oldugu

anlasildig1 zaman daha da 6nemli bir hale gelmektedir.

In vitro organ gelisiminin indirekt organogenesis ve direkt organogenesis olmak iizere iki
modeli vardir. Indirekt organogenesisde, meristematik bir merkezin olusumundan ve takip
eden siirgiin veya kok olusumundan once, alinan eksplant dokusu organize olmamis kallus

kiimesinin olusturulmasi igin uyarilir. Direk organogenesisde ise kallus gelisimi hi¢ goriilmez.

Kallus dokusundan siirgiin gelisimi eksplantin ¢evresinde hiicre dizilerinin olugmasi ile baglar.
Hiicre dizileri ve eksplant arasindaki bolgelerde bazi trake elementleri ortaya ¢ikar. Kiiltiirden
bir hafta sonra trake elementlerinin yaninda hiicre bdliinme bolgeleri gézlenmeye baslar. Bu
bolgenin iginde 6zellikle kallusun alt yarisinda takip eden giinlerde meristematik merkezler

olusur.
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Bu merkezler daha sonraki gilinlerde gbzle goriilebilir siirgiin taslagini olustururlar. En 6nce
olusan siirglinler ortama temas eden kallus yiizeylerinin genis ¢ikintilar1 iizerinde gortiliir.
Tomurcuklar iki hafta sonra ortaya ¢ikar ve bariz yaprakl vejetatif siirgiinler 18-21 giinliik
dokularda gozlenebilir (Babaoglu vd. 2001).
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BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 SCORZONERA CINSINDE YAPILAN CALISMALAR

Ozellikle Avrupa’da yetisen Scorzonera tiirlerinden bazilarinin pisirilerek sebze olarak
tiiketildigi bilinmektedir (Stephens 1994). Bunun yani sira iilkemizde de bu cinse ait bazi
bitkilerin kok ve yaprak kisimlarinin yendigi bildirilmistir (Turan vd. 2003; Ertirk ve
Demirbag 2003).

Scorzonera cinsi bitkilerinin halk arasinda tedavi amaclhi olarak kullanildigini belirten
caligmalar da mevcuttur. S. hispanica nin idrar soktiiriicii, ates diistiriicii, agr1 kesici olarak
kullanilmasimnin yan1 sira bazi akciger hastaliklarinda tedavi edici 0Ozelligi oldugu
bildirilmistir. Ulkemizde Osmanli imparatorlugu zamanlarinda bu bitkinin yilan sokmalarina
karst kullanildig1 bilinmektedir (Baytop T 1999, Zidorn 2000, Tsevegsuren et al. 2007). S.
humilis yara tedavi edici ve bagirsak diizenleyici olarak kullanilmaktadir (Zidorn 2001,
Zidorn 2003). S. divaricata iilser ve neoplazi gibi hastaliklarda tedavi edici 6zellige sahiptir
ayn1 zamanda panzehir etkisi de gosterdigi bilinmektedir. S. pseudodivaricata idrar soktiiriicii
ates dustriicii etkiye sahiptir ve bunun yaninda ishal, akciger 6demi ve parazitik
rahatsizliklarda tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Tsevegsuren et al. 2007). S. radiata
Mogolistan halk tibbinda, zehirli iilser tedavisinde, baz1 bakteriyal ve viral enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanildig: bildirilmistir. S. austriaca kokleri Tibet halk tibbinda meme iltihabi
ve ¢iban tedavisinde kullanilmaktadir (Jiang et al. 2007). S. latifolia nin koklerinden elde
edilen sakizin Tiirk halk tibbinda agr1 kesici etkisi oldugu bildirilmistir. Bunun yan1 sira bu
bitkinin kisirliga ve bazi helmintik canlilarin yol ac¢tig1 rahatsizliklara karst da kullanildigi
bilinmektedir (Baytop T 1999; Turan vd. 2003). S. tomentosa koklerinden elde edilen lateksin
Tiirk halk tibbinda yara iyilestirici olarak kullanildig: bildirilmistir. Ayrica kisirlik tedavisinde
kullanilmaktadir (Sezik vd. 1997; Sar1 vd. 2007). S. eriophora nin, astim, mide agrilar1 ve

bogazda olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildigi belirtilmistir (Ezer ve Arisan 2006).
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Scorzonera tiirlerinin yerel bolgelerde tedavi amagla kullanilmasi, bu bitkilerin kimyasal
iceriklerinin aydinlatilmasi gerektigini giindeme getirmis ve 1990’11 yillarin sonundan itibaren
bu cinse ait bitkilerden ¢esitli yollarla dihidro izokumarinler ve tiirevleri (Paraschos et al.
2001, Citoglu vd. 2010), kumarin tiirevleri (Tsevegsuren et al. 2007), bibenzil tiirevleri
(Zidorn 2001; Zidorn 2002; Zidorn 2003), flavonoidler (Tsevegsuren et al. 2007), flavanoid
glikozitleri (Menichini et al.1994), lignanlar (Zidorn 2003), lignan glikozitleri (Khobrakova et
al. 2003), neolignan glikozitleri (Tolstikhina and Semenov 1998), dihidro stilben tiirevleri
(Wang et al. 2009), kuinik asit tiirevleri (Tsevegsuren et al. 2007), triterpenler (Oksiiz vd.
1990; Bahadir vd. 2010) seskiterpenler (Zidorn 2001), seskiterpen laktonlar: (Zhu et al. 2010),
taraksosterol tiirevleri (Bahadir vd. 2010) ve kava laktonlar1 (Jiang et al. 2007) gibi kimyasal
bilesikler elde edilmistir.

Cinse ait bitkilerle bir takim biyolojik aktivite ¢calismalar1 da yapilmistir. Ornegin; S. mollis
Bieb. tiirtiniin antimikrobiyal ve antifungal etkisi arastirilmistir (Ertiick ve Demirbag 2003).
Calismanin sonucunda S. mollis’den elde edilen gesitli ekstraklarin bazi gram (+) ve gram (-)
bakterilere karsi belirgin bir antibakteriyal aktivite gosterdigi ve Candida albicans kiiltiiriine

kars1 antifungal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Son zamanlarda cinsin Tirkiye taksonlar1 lizerinde taksonomik problemlerinin ¢dziimiine
yonelik bazi morfolojik, anatomic, palinolojik ¢aligmalar da yapilmistir (Makbul vd. 2010;
2011a ve 2011b; Turkmen vd. 2010).

2.1.1 Scorzonera Cinsinde Yapilan Doku Kiiltiirii Calismalar

Bu c¢alisma in vitro doku kiiltiirii alaninda cins iizerinde yapilan ilk calisma olma

niteligindedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 MATERYAL

Bu calismada kullamlan bitki materyali, TUBITAK tarafindan desteklenen bir proje
(TUBITAK 109T972) kapsaminda 2010 yili vejetasyon doneminde C2 karesi (Sekil 3.1)
Mugla ili Sandras Dagindan 1600 ve 1700 m yiiksekliklerden toplandi. Toplanan 6rnekler
teshis edilerek standart herbaryum kurallarina gére Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii herbaryumunda (RUB) saklanmaktadir. Metatiplerden

bol miktarda olgun akenler alinarak temizlenmis ve uygun sartlarda saklanmistir.
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Sekil 3.1 S. ahmet-duranii bitkisinin toplandigi lokasyon (@).
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3.2 METOT

Calismada S. ahmet-duranii tohumlar1 hormon igermeyen MS (Murashige and Skoog, 1962)
besin ortaminda in Vvitro olarak ¢imlendirildi. Daha sonra in vitro ortamda g¢imlendirilen
akenlerden elde edilen 25 giinliik aseptik fidelerin apikal meristem, kotiledon, hipokaotil, ilk
yaprak ve kok eksplantlari direkt ve indirekt organogenez i¢in modifiye edilmis MS besin
ortamina alindi. Organogenez igin hazirlanan bu ortamda ¢esitli konsantrasyonlarda bitki
biiyiime diizenleyicileri kullanildi. Koklendirmede bitki biiylime diizenleyicisi olarak farkli
konsantrasyonlarda NAA iceren modifiye MS ortami kullanild1 (Cizelge 3.7). Elde edilen

klon fidelerin topraga alinmasi ile denemeler tamamlanda.

3.2.1 Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

3.2.1.1 Stok Cozeltiler

Besin ortamlar1 hazirlanirken ortamlarin igerdigi kimyasal maddeler hassas terazi kullanilarak
tartildi. Diisiik miktarlarin tartilmasinin zorlugu nedeniyle ortamda kullanilan makro ve
mikro elementlerin, vitaminlerin ve demir tuzlarmin belirli oranlarda seyreltilmis stok
cozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiler renkli cam siselere koyularak +4 °C’de saklandi. 1

litre besin ortami i¢in %2 (20g/L) sakkaroz ve %0.7 (7g/L) agar ilave edildi.

MS Tohum Cimlendirme Ortaminin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1.1 Major Tuz Stok Cézeltisi (10x), (/L)

1 litre balon joje i¢ine bir miktar distile su koyuldu ve ¢izelge 3.1°de miktarlari belirtilen
maddeler hassas terazide tek tek tartilarak manyetik karistirici lizerindeki balon jojeye
eklendi. Maddelerin kolay ¢6ziinmesi ve homojen olarak dagilmasi i¢in ¢ozelti manyetik
karigtiric1 lizerinde devamli karistirildi. Daha sonra karisim distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan major tuz stogu renkli cam sise igerisinde +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edildi ve her besiyeri hazirlanisinda bu stoktan 100 ml alinarak ortama ilave edildi.
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Cizelge 3.1 MS tohum ¢imlendirme ortaminda kullanilan major tuzlar.

Potasyum nitrat (KNO3) 19
Amonyum nitrat (NH;sNO3) 16,5
Kalsiyum kloriir (CaCl,. 2H,0) 3,3
Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0) 3,7
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,) 1,7

Major tuz stoklari igerisinde bulunan kimyasal maddeler c¢okelti olusturma egiliminde
olduklarindan ortam hazirlanirken ¢okelti olusturup olusturmadigi kontrol edilmeli ve az

miktarlarda sik sik hazirlanmalidir.

3.2.1.1.2 Minér Tuz Stok Cozeltisi (100x), (mg/L)

Minor stok tuzu da major tuz stoguna benzer sekilde 1000 ml’lik balon jojelerde hazirlandu.
(Cozeltide kobalt kloriir ve bakir siilfat eser miktarlarda bulundugundan ayr1 bir stok olarak
hazirlandiktan sonra minér stok ¢ozeltisine ilave edildi. Bunun i¢in 25 mg kobalt kloriir ve 25
mg bakir siilfat tartilip tartilarak 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Bu ¢ozeltiden 10 ml alinarak
onceden hazirlanan mindr stok ¢ozeltisine ilave edildi ve ¢ozelti distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. 1 litrelik besin ortami i¢in 6nceden hazirlanan bu minér tuz stogundan 10 ml

alind1 (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 MS tohum ortaminda kullanilan mindr tuzlar.

Borik asit (H3BO3) 620
Potasyum iyodiir (KI) 83
Mangan siilfat (MnSQO4.H,0) 1680
Sodyum molibdat (Na,M0Q,4.2H,0) 25
Cinko siilfat (ZnSO4.7H,0) 860
Kobalt kloriir (CoCl,.6H,0) 25
Bakar siilfat (CuS0O4.5H,0) 2,5
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3.2.1.1.3 Demir Stok Cozeltisi (100x), (g/L)

1 litrelik balon jojeye bir miktar distile su koyuldu ve yukarida miktarlar1 belirtilen maddeler
hassas terazide tek tek tartilarak manyetik karistirict iizerindeki balon jojeye eklendi. Daha
sonra ¢ozelti distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan demir stogu renkli sise
icerisinde +4°C’de buzdolabinda saklandi. 1 litrelik besiyeri hazirlanirken bu demir

stogundan 10 ml kullanildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 MS tohum ortaminda kullanilacak demir stogu.
Demir siilfat (Fe;SO4.7H,0) 27,8
Sodyum EDTA (Na,EDTA) 3,72

3.2.1.1.4 Vitamin Stok Cézeltisi (100x), (mg/L)

1000 m!’lik balon joje igerisine bir miktar distile su koyuldu ve balon joje manyetik karistirici
tizerine yerlestirildi. Maddeler ¢izelge 3.4°de belirtilen miktarlarda tek tek tartilarak balon
jojeye eklendi ve karisgim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 1 litrelik besin ortami

hazirlanirken bu vitamin stogundan 10 ml alindu.

Cizelge 3.4 MS tohum ortaminda kullanilacak vitamin stogu.

Tiyamin HCI 10
Nikotinik asit 50
Piridoksin HCI 50

Organogenezde Kaullanilan Modifiye Edilmis MSOrtamumin Stok Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Major Tuz Stok Cézeltisi (20x), (g/L)

1 litre balon joje i¢ine bir miktar distile su koyulduktan sonra c¢izelge 3.5’de belirtilen

maddeler tek tek hassas terazi ile tartilarak balon jojeye eklendi. Ortama tiim maddeler ilave
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edilip ¢oziindiiriildiikten sonra ¢dzelti 1000 ml’ye tamamlandi. 1 litrelik besin ortami igin

onceden hazirlanan bu major tuz stogundan 50 ml alind.

Cizelge 3.5 Modifiye edilmis MS ortaminda kullanilan major tuzlar.

Amonyum nitrat (NH;NO3) 0.01
Potasyum nitrat (KNO3) 0.045
Magnezyum siilfat (MgSO,4.7H,0) 0,009
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,) 0.007
Kalsiyum nitrat Ca(NO3),.4H,0 0,03

Major tuz stoklari igerisinde bulunan kimyasal maddeler ¢okelti olusturma egiliminde
olduklarindan ortam hazirlanirken ¢okelti olusturup olusturmadigi kontrol edilmeli ve az

miktarlarda sik sik hazirlanmalidir.

Minoér Tuz Stok Cozeltisi (100x), (mg/L)

1 litrelik besin ortam1 hazirlanirken MS tohum ortami i¢in hazirlanan minér tuz stogundan 10

ml alinarak ortama eklendi.

Demir Stok Cozeltisi (100x), (g/L)

1 litrelik besin ortami1 hazirlanirken MS tohum ortami i¢in hazirlanan demir stok ¢6zeltisinden

10 ml alinarak ortama eklendi.

Vitamin Stok Cozeltisi (100x), (mg/L)

1000 m!’lik balon joje igerisine bir miktar distile su koyuldu ve balon joje manyetik karistirici
iizerine yerlestirildi. Maddeler ¢izelge 3.6’da belirtilen miktarlarda tek tek tartilarak balon

jojeye eklendi ve karisim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 1 litrelik besin ortami

hazirlanirken bu vitamin stogundan 10 ml alindz.
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Cizelge 3.6 Modifiye edilmis MS ortaminda kullanilan vitamin stogu.

Tiyamin HCI 40
Nikotinik asit 50
Piridoksin HCI 50

Literatiirde belirtilen fakat fazla miktarda oldugu icin stoga katilmayan myo-inositol (100
mg/L) her besiyeri hazirlanisinda ayr1 olarak tartildi ve ortama eklendi (Walkey’s vitamins)
(Walkey 1972).

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesinde ortama bitki biiylime diizenleyicisi katilmadi. Direkt
ve indirekt organogenez olusumunda kullanilan besiyerine NAA ve Kinetin farkli
konsantrasyonlarda ilave edildi. Koklendirme ortaminda Kinetinin farkli konsantrasyonlari

kullanildi.

Naftalen Asetik Asit (NAA) Stok Cozeltisi (1mg/ ml)

250 mg Naftelen asetik asit tartilip 500 ml’lik 6l¢iilii bir beher igerisine koyuldu. Beherde 5
ml distile su ile ezilerek, ¢oziiliinceye kadar damla damla 1M NaOH ilave edildi. Maddenin
tamami ¢oziindiikten sonra ¢ozelti distile su ile 250 ml’ye tamamlandi. Renkli cam siseye
koyularak +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. 1 litrelik besiyeri ortamima 1 mg/l NAA

ilave etmek i¢in stok ¢ozeltisinden 1 ml alindi.

Kinetin Stok Cozeltisi (1mg/ml)

250 mg Kinetin tartilip 500 ml’lik 6lgiilii bir beher igerisine koyuldu. Beherde 5 ml distile su
ile ezilerek, ¢oziilinceye kadar damla damla 1M HCI ilave edildi. Maddenin tamami
¢oziindiikten sonra ¢ozelti distile su ile 250 ml’ye tamamlandi. Renkli cam siseye koyularak
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. 1 litrelik besiyeri ortamina 1 mg/l kinetinilave etmek

i¢in stok ¢ozeltisinden 1 ml alindi.
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Cizelge 3.7 Organogenez i¢in hazirlanan modifiye edilmis MS ortami icerigi.

Ortam Ortam icerigi Ortam Ortam icerigi
Adi Adi
Balon jojeye 500 ml saf su Balon jojeye 500 ml saf su
20 gr sakkaroz 20 gr sakkaroz
50 ml Major Stok 50 ml Major Stok
10 ml Minor Stok 10 ml Minor Stok
10 ml Demir Stok 10 ml Demir Stok
10 ml Vitamin Stok 10 ml Vitamin Stok
S1 | 100 mg myo-inositol S2 100 mg myo-Inositol
Ortam1 | 5 gr Kazein Hidrolizat Ortam1 | g gr Kazein Hidrolizat
(2 mg/L Kinetin + 0,05 mg/L (1,5 mg/L Kinetin + 0,1 mg/L
NAA) 2 ml Kinetin Stok + 0,05 ml NAA) 1,5 ml Kinetin Stok + 0,1
NAA Stok ml NAA Stok
Hacim litreye tamamlanir Hacim litreye tamamlanir
pH: 5,8 pH: 5,8
7 gr Agar 7 gr Agar
Balon jojeye 500 ml saf su Balon jojeye 500 ml saf su
20 gr sakkaroz 20 gr sakkaroz
50 ml Major Stok 50 ml Major Stok
10 ml Minor Stok 10 ml Minor Stok
10 ml Demir Stok 10 ml Demir Stok
10 ml Vitamin Stok 10 ml Vitamin Stok
S3 | 100 mg myo-inositol S4 100 mg myo-inositol
Ortam [ 5 o K azein Hidrolizat Ortamn 4 5 01 Kazein Hidrolizat
(1 mg/L Kinetin + 0,5 mg/L NAA) (0,5 mg/L Kinetin + 1 mg/L
1 ml Kinetin Stok + 0,5 ml NAA NAA) 0,5 ml Kinetin Stok + 1 ml
Stok NAA Stok
Hacim litreye tamamlanir Hacim litreye tamamlanir
pH: 5,8 pH: 5,8
7gr Agar 7 gr Agar

3.2.2 pH Ayan

Besin ortaminin agar hari¢ biitiin maddeleri genis agizli bir erlenmayere koyuldu ve manyetik
karistirict iizerinde karigir vaziyetteyken optimum pH ayarina gelinceye dek damla damla 1M
HCI ve 1M NaOH eklendi. Bu ¢alismada kullanilan biitiin besiyerlerinin pH’1 literatiirde en
iyi verimin alindig1 belirtilen 5.8’e ayarlandi (Murashige and Skoog 1962).
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3.2.3 Sterilizasyon

Denemeler esnasinda besiyerlerine istenmeyen organizmalarin yerlesmesini 6nlemek i¢in
literatiir taramalarinda tespit edilen bir takim sterilizasyon basamaklari uygulandi. Bunlar
denemelerin yapilacagi laboratuarin sterilizasyonu, denemelerde kullanilacak malzemelerin

sterilizasyonu ve bitki materyalinin sterilizasyonudur.

3.2.3.1 Laboratuvarin Sterilizasyonu

In vitro ekimin yapilacagi odadaki ekipmanlar (laminar kabin, masa, tabure, beng vs.)
%10’luk Sodyum hipoklorit (NaOCI) ile temizlendi. Daha sonra laminar kabinin tiim
yiizeyleri %70’lik etanol ile silinerek dezenfekte edildi. Ileri sterilizasyon igin laminar

kabinin’in UV 15181 24 saat siireyle acik birakildi.

Ekim odasina girmeden once uzun kollu onliik giyildi ve sirasiyla galos, maske ve bone
takildi. Eller iyice yikanip kurulandiktan sonra %70’lik alkol ile silindi ve daha sonra cerrahi
eldiven giyildi. Laminar kabin igerisinde in vitro ekim yapilirken ellerin sterilizasyonu igin

araliklarla %70’1ik alkol puiskiirtiildii.

3.2.3.2 In Vitro Ekimde Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Caligmalar sirasinda kullanilacak olan kurutma kagitlar1 kullanima uygun sekilde kesilip
katlanarak cam kavanozlara koyuldu. Yiizey sterilizasyonu ve durulamada kullanilacak olan
distile su ihtiya¢ duyulan miktarlarda erlenmayerlere koyuldu ve erlenmayerin agiz kismi
aluminyum folyo ile kapatildi. Tohum ylizey sterilizasyonunda kullanilan NaOCI’nin
seyreltilmesi i¢in kullanilan dereceli mezurun agiz kismi folyo ile sarildi. Ekimde kullanilan
metal malzemeler (pens, bistliri vb.) aliiminyum folyo ile sarildi. Eksplant ekimi i¢in
kullanilan fayanslar %10’luk NaOCl ile iyice silinip temizlendikten sonra %70’lik etanolle
yiizey sterilizasyonu yapildi ve her tarafi aluminyum folyo ile kaplandi. Besin ortamlarinin
dokiilecegi kavanozlar iyice yikandi ve tiim bu malzemeler ile birlikte otoklav sepetlerine
doldurularak otoklava yerlestirildi. Tiim malzemeler 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda

steril edildi.
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3.2.3.3 Tohum i¢in Yiizey Sterilizasyonu

Daha 6nceden steril edilmis bir bistiiri yardimiyla papuslar kesilen akenlerin (Sekil 3.2), sert
kabuk yiizeyine dikkatlice c¢izik atildi ve akenler kabuk kismindan ayrildi. Daha sonra
%10’luk NaOCl ile 10 dakika steril edildi. Ardindan otoklavda steril edilmis distile su ile 3
kez yikandi. Akenleri slizmek icin yine daha Once otoklavda steril edilmis olan kurutma
kagitlart kullanildi. Tim bu islemler, in vitro ekim odasindaki laminar kabin igerisinde

yapildi.

Sekil 3.2 S. ahmet-duranii akeni.

3.2.4 Ortamlarin Dokiilmesi

121°C’de 15 dakika steril edilen besin ortami odanin 1sistyla ayni seviyeye gelene kadar
beklendi. Boylece ortam katilasirken besiyeri icerisinde buharlasmadan dolayr meydana gelen

serbest suyun olugmasi engellendi. Daha dnceden steril edilmis cam malzemeler (kavanoz,
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petri), sterilizasyonu yapilmis laminar kabinin igerisine yerlestirildi. Ortamlar bek alevinin
hemen yaninda yavas bir sekilde 90 X 15 mm boyutlarindaki cam petrilere kopiirtmeden
dokiildii. Cam malzemenin iizerine asetat kalemi ile ortam adi ve varsa baska énemli bilgiler
yazildi. Dokiilen besin ortamlarinin katilagmasi i¢cin ve bu esnada kontaminasyon olup

olmadiginin ekim yapmadan 6nce goriilmesi i¢in 24 saat siireyle bekletildi.

3.2.5 Tohum ve Eksplantlarin Ekimi

Yiizey sterilizasyonu yapilmis olan tohumlar steril pens yardimi ile 1 litrelik cam kavanoz
icerisindeki MS ortamlarina ekildi. Ekim yapilirken her kavanoza 4 tohum ekildi. Ekim islemi
bittikten sonra kavanozlarin agzi bek alevinden gegirildi ve sikica kapatildi. Tiim islemler
laminar kabin igerisinde gergeklestirildi (Sekil 3.3). Kavanozlar inkiibasyon odasina tasindi.
Ekilen tohumlar steril ortam sartlarinda, karanlikta ¢imlendirildi. Cimlendirildikten 2-3 giin

sonra aydinliga alindu.

Sekil 3.3 Laminar kabinde in vitro eksplant ekimi.

Cimlenen tohumlar 25-28 giinliik 10-12 cm boyunda aseptik fide haline geldikten sonra bu
fidelerin apikal meristem (Sekil 3.4), kotiledon (Sekil 3.5), hipokotil (Sekil 3.6), ilk yaprak
(Sekil 3.7) ve kok eksplantlar1 (Sekil 3.8) kesildi. Fidelerden kesilen bu eksplantlar steril

petrilerdeki modifiye edilmis MS besiyerlerine pens yardimi ile ekildi.
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Her petriye aralarinda esit mesafe kalacak sekilde ortalama 5 eksplant ekildi. Eksplant ekimi
yapilan her petrinin {ist kapag: bek alevinden gegirilerek kapatildi. Daha sonra kenarlar streg

filmle sarilarak inkiibasyon odasina tasindi.

Sekil 3.5 S. ahmet-duranii fidesinin kotiledon eksplantlari.
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Sekil 3.7 S. ahmet-duranii fidesinin ilk yaprak eksplantlari.
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Sekil 3.8 S. ahmet-duranii fidesinin kok eksplantlari.

3.2.6 Inkiibasyon

Inkiibasyon igin fotoperiyot 16/8 saat, 151k siddeti 2500-3000 lux ve ortam sicaklig1 25+1 °C
olarak ayarlandi. 28-30. giinde olusan kalluslar ve yeni aseptik bitki fideleri alt kiiltiire alind1.

3.2.7 Koklendirme

1000 ml koklendirme ortami hazirlamak i¢in balon jojeye 500 ml saf su koyulur. Igerisinde 20
gr sakkaroz manyetik karistirict ile karistirilarak eritilir. Modifiye edilmis MS besin
ortaminda kullanilan major stok ¢ozeltisinden 50 ml, mindr stok ¢ozeltisinden 10 ml, demir
stok ¢ozeltisinden 10ml ve vitamin stok c¢oOzeltisinden 10ml alinarak ortama eklenir.
Miktarlar1 fazla oldugundan stok icine katilmamis olan myo-inositol (100 mg) ve kazein
hidrolizat (500 mg) kati halde c¢ozeltiye eklenir ve tamamen erinceye kadar manyetik
karistircr ile karistirthir. RS1, RS2 ve RS3 olmak iizere li¢ farkli konsantrasyonlarda bitki
bliyiime maddesi NAA iceren koklendirme ortami hacim litreye tamamlanir. pH:5,8’e

ayarlandiktan sonra katilagtirici olarak her bir ortama 7 gr agar eklenir (Cizelge 3.8). Ortamlar
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121°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanir. Sogumasi beklendikten sonra 11t’lik kavanozlara
dokiilerek katilasmasi beklenir. Daha sonra organogenez yolu ile elde edilen aseptik fideler

koklendirme ortamina dik bir sekilde yerlestirildi ve kok biiyiimesi takip edildi.

Cizelge 3.8 Organogenez ile elde edilen aseptik fidelerin koklendirme ortamlari.

RS1 RS2 RS3
Balon jojeye 500 ml saf su Balon jojeye 500 ml saf su | Balon jojeye 500 ml saf su
20 gr sakkaroz 20 gr sakkaroz 20 gr sakkaroz
50 ml Major Stok 50 ml Major Stok 50 ml Major Stok
10 ml Minor Stok 10 ml Minor Stok 10 ml Minor Stok
10 ml Demir Stok 10 ml Demir Stok 10 ml Demir Stok
10 ml Vitamin Stok 10 ml Vitamin Stok 10 ml Vitamin Stok
100 mg myo-inositol 100 mg myo-inositol 100 mg myo-inositol
0.5 gr Kazein Hidrolizat 0.5 gr Kazein Hidrolizat 0.5 gr Kazein Hidrolizat
0,5 mg/L NAA 0,75 mg/L NAA 1 mg/L NAA
Hacim litreye tamamlanir Hacim litreye tamamlanir | Hacim litreye tamamlanir
pH: 5.8 pH: 5.8 pH: 5.8
7gr Agar 7 gr Agar 7 gr Agar

3.2.8 Di1s Ortama Alistirma

Koklenmis siirglinlerin bulundugu kavanozlarin kapaklart agilarak siirglinler ortamdan zarar
gormeyecek sekilde dikkatlice disariya ¢ikarildi. Kok kisimlari ortamdan temizlenerek daha
onceden 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavlanmis olan steril topragin bulundugu saksilara
dikildi. Ilk sulama steril su ile yapildi. Saksidaki fidelerin iistleri temiz bir kavanoz ya da
beherle tamamen kapatildi. Daha sonra bu kavanozlar bir hafta siire ile kademeli olarak acild1.
Bu esnada bitki yetistirme odasinin nem orani ylizde %90’dan %80’e kademeli olarak
diistiriildii. Bundan sonra fidelerin iizerinde bulunan cam kavanozlar tamamen kaldirildi.
Topraga alinan fidelerin dig ortama tam olarak alisabilmesini saglayabilmek ic¢in 15 giin
icerisinde bu nem oran1 %55’e kadar diistiriildii. Boylece saksidaki fideler fotoperiyot 16/8
saat, 151k siddeti 2500-3000 lux ve ortam sicakligi 25+1 °C’de kontrollii nem kosullarinda
tutuldu.
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3.2.9 ISTATISTIK
Kallus ve slirglin olusumu yiizdeleri hesaplandi. Arcsin doniisiim tablosu kullanilarak veriler

diizenli hale getirildikten sonra SPSS 13.0 (Windows siiriimii) programinda tek yonlii

ANOVA analizi yapildi. Gruplar aras1 farklilik Duncan testi ile test edildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 SCORZONERA AHMET-DURANII AKENLERININ CIMLENDIRiLMESI

Tiirlin aken tipi olgunlasmis meyveleri sterilize edildikten sonra hormon igermeyen MS besin
ortamma her kavanoza 5 tane olacak sekilde ekildi. ilk ¢imlenme 4. giinde gériildii. Daha
sonra in vitro ortamda yetistirilen 25-30 giinliik aseptik fidelerin apikal meristem, kotiledon,
hipokaotil, ilk yaprak ve kok eksplantlari, organogenez igin ¢esitli konsantrasyonlarda Kinetin
ve Naftalen asetik asit (NAA) igeren modifiye edilmis MS ortamina alindi.

4.2 KALLUS OLUSUMU

Ik kallus olusumu 5. giinde apikal meristem eksplantlarinda baslamistir. Kalluslar sar1 ve

yesil renkli, kitlesel yapidadir.

Sekil 4.1 S. ahmet-duranii fidesinin apikal meristem eksplantlarindan olusan kalluslar.
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Sekil 4.4 S. ahmet-duranii fidesinin ilk yaprak eksplantlarindan olusan kalluslar.
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Sekil 4.5 S. ahmet-duranii fidesinin kok eksplantlarindan olusan kalluslar.

Yapilan denemelerde kallus olusturma yiizdesi bakimindan en basarili eksplant kaynagi
hipokotildir (Sekil 4.3). Hipokotil eksplantlarinin farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime
maddeleri igeren dort farkli ortamda da (S1, S2, S3, S4) kallus olusturma orant %90 olarak
belirlenmistir. En diisiik kallus olusturma yiizdesi (%50,77) kok eksplantlarinin (Sekil 4.5) S3
ortamina ekilmesi ile elde edilmistir. Modifiye edilmis MS ortaminda apikal meristemlerde
(Sekil 4.1) en yiiksek kallus olusumu S2 ve S3 ortamlarinda (%90), en diisiik kallus olusumu
ise S1 ortaminda (%71,14) goriilmiistiir. Kotiledon eksplantlarinda (Sekil 4.2), en yiiksek
kallus olusumu, S3 ve S4 ortamlarinda (%81,14), en diisiik kallus olusumu ise S1 ortaminda
(%69,38) elde edilmistir. ilk yaprak eksplantlarinda (Sekil 4.4), en yiiksek kallus olusumu S1,
S2 ve S3 ortamlarinda (%90), en diisik kallus olusumu ise S4 (%81,14) ortaminda
bulunmustur. Kok eksplantlarinda, en yiiksek kallus olusumu S2 ve S4 ortamlarinda (%90) en
diistik kallus olusumu ise S3 (%50,77) ortaminda belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu denemeler
sirasinda  kallus olusturmada basarisiz olan eksplantlarda kararma meydana geldigi
gbzlenmistir. Bunun sebebi ise eksplant alinirken dokunun zedelenmesi ve eksplantin
canliligmi kaybetmesidir. Bu nedenle kararan eksplantlarda kallus olusturma potansiyeli

kaybolmustur.

33



Cizelge4.1 Modifiye edilmis MS ortamindaki S. ahmet-duranii eksplantlarinin kallus

olusumu yiizdeleri (%).

Apikal ] ] .
Ortam ) Kotiledon Hipokotil | 11k Yaprak Kok
Meristem
S1 71,14 +9,47a 69,38 +10,61a [90+0,0 |90+ 0,0a 76,92 + 13,07b
S2 90 + 0,0a 76,92 +£13,07a [90+0,0 |90+ 0,0a 90 +0,0b
S3 90 + 0,0a 81,14+ 8,85a |90+£0,0 |90+0,0a 50,77 + 0,0a
S4 81,14 + 8,85a 81,14 +£8,85a |90+0,0 |81,14+8,85a [90+0,0b

Ortalama + Standart Hata. Farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime maddesi igeren ortamlarda Duncan g¢oklu
karsilagtirma testi. Ayni harfle gosterilen ortalama 6nemli 6l¢iide farkli degildir.

4.3 SURGUN OLUSUMU

Apikal meristem, kotiledon ve hipokotil eksplantlarinin modifiye edilmis MS besin ortamina
ekilmesi sonucunda indirekt organogenez yoluyla siirgiin olusumu gozlenmistir. ilk yaprak ve
kok eksplantlarinda ise siirgiin elde edilememistir. Yalnizca kotiledon eksplantinda direkt

organogenez yoluyla siirgiin olusumu elde edilmistir (Sekil 4.9).

Modifiye edilmis MS ortaminda apikal meristemlerde (Sekil 4.6), en yiiksek siirgiin olusumu
S2 ve S3 ortamlarinda (%90) en diisiik siirglin olusumu ise S4 ortaminda (34,63) goriilmiistiir.
Kotiledon eksplantlarinda (Sekil 4.7), en yiiksek siirgiin olusumu, S1 ve S2 ortamlarinda
(%30,78), en disiik siirgiin olusumu ise S4 ortaminda (%17,70) bulunmustur. Hipokotil
eksplantlarinda (Sekil 4.8), en yiiksek siirgiin olusumu S2 ortaminda (%43,07), en diisiik
stirglin olusumu ise S4 ortaminda (%17,70) belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.6 S. ahmet-duranii apikal meristem eksplantlarindan indirekt siirgiin olusumu.

Sekil 4.7 S. ahmet-duranii kotiledon eksplantlarindan indirekt siirgiin olusumu.
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Sekil 4.8 S. ahmet-duranii hipokotil eksplantlarindan indirekt siirgiin olugumu.

Sekil 4.9 S. ahmet-duranii kotiledon eksplantindan direkt siirgiin olusumu.

36



Cizelge 4.2 Modifiye edilmis MS ortamindaki S. ahmet-duranii eksplantlarindan siirgiin

olusumu (%).

Ortam Apikal Meristem Kotiledon Hipokaotil

S1 46,92 + 3,84b 30,78 £4,22a 26,56 £ 0,0a
S2 81,14 + 8,85a 30,78 £4,22a 43,07+ 10,81a
S3 35+4,22b 26,56 = 0,0a 21,93 £11,55a
S4 34,63 £ 8,07b 17,70 + 8,85a 17,70 + 8,85a

Ortalama + Standart Hata. Farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime maddesi igeren ortamlarda Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi. Ayni harfle gdsterilen ortalama 6nemli 6l¢iide farkli degildir.

Elde edilen aseptik siirgiinler boylar1 en az 10 cm olana kadar modifiye edilmis MS besin
ortamini igeren alt kiiltiir ortamlarinda yetistirildi. Daha sonra yaprak sayisi artan ve yetiskin

hale gelen geng fideler koklendirme ortamina alindi.

4.4 ALT KULTUR

Govde organogenezi sirasinda hizli besin tiiketimi olmaktadir. 3. haftadan sonra kalluslarda
kararmalar olugmakta, organogenezin devamliligi riske girmektedir. Bunun sebebi mevcut
kiiltlirin igerigindeki minerallerin kallus tarafindan tiiketilmesidir. Bu nedenle 3. haftadan
sonra organogenez yapmakta olan kalluslar ayn1 konsantrasyonlardaki ortamlara alt kiiltiire
alindi. Kararmaya baglayan kalluslar alt kiiltiire gegirildiginde canli olan bdliimlerden yeni
kallus olusumu go6zlendi. Alt kiiltirde mevcut olusmus kalluslar ¢ogaldi ve ayni anda

stirglinler de biiylimeye devam etti.

4.5 KOK OLUSUMU

Modifiye edilmis MS besin ortaminda govde organogenezi tamamlanan siirgiinler
koklendirme caligmalar i¢in farkli konsantrasyonlarda NAA iceren koklendirme ortamlarina
(RS1, RS2 ve RS3) alindi. Koklendirme denemelerinde apikal meristemden elde edilen
siirgiinlerin RS2 ortamma alinmasi ile %100 oraninda koklenme gergeklesti (Sekil 4.10). Tlk
koklenme bir hafta sonra gozlendi. Olusan kokler jeotropizmaya uygun olarak agarli ortama

dogru biiylimelerini siirdiirdii.
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Sekil 4.10 S. ahmet-duranii apikal meristem eksplantindan elde edilen siirgiiniin

koklendirilmesi.

4.6 DIS ORTAMA ALISTIRMA

Modifiye edilmis MS ortaminda koklenen siirgiinler tam bir klon fide haline geldi. Bitki
yetistirme odasinda klon bitkinin kokleri ortamdan temizlendikten sonra fideler daha 6nceden
otoklavda steril edilmis topragin bulundugu saksilara dikildi (Sekil 4.11). 15 adetten daha

fazla yapraga sahip olan klon fidemiz canli ve saglikli bir sekilde iki ay kadar siire ile yasadi.
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Bu siire zarfinda orta kisimdan yeni yapraklar veren fidenin alt kisimdaki yapraklarinin
dokiilmeye basladigi gdzlemlendi. Iki ay kadar bu sekilde saglikli olarak yasan fidelerimizin
yapraklar1 lizerinde kahverengi lekelerin olustugu goriildii ve daha sonra bitki yavas yavas

canliligini kaybetti.

Sekil 4.11 Steril toprakta ve %55 nem oraninda yasayan 1 aylik geng klon fide.
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Scorzonera cinsine ait bitkiler tibbi degeri olan ve halk arasinda tedavi amagli olarak
kullanilan bitkilerdir. S.hispanica’nin halk tibbinda idrar soktiiriicii, ates diisiiriicii ve agri
kesici olarak kullanildigi bildirilmistir. Zidorn et al. (2000), S.hispanica’nin koklerinden

metanol ekstraksiyonu yaparak seskiterpenoid ve tiirevlerini elde etmislerdir.

S. humilis, halk tibbinda yara tedavi edici ve bagirsak diizenleyici olarak kullanilmaktadir
Zidorn et al. (2002), S. humilis koklerinden metanol ekstraksiyonu yaparak trilobibenzil E ve

F elde etmislerdir.

S. austriaca koklerinin Tibet halk tibbinda meme iltihab1 ve ¢iban tedavisinde kullanildigi
bildirilmistir. Li et al. (2004), S. austriaca koklerinden aseton ekstraksiyonu yaparak yeni

guanolidler elde etmislerdir.

S.divaricata iilser ve neoplazi gibi mide hastaliklarinda tedavi edici Ozellige sahiptir.
Tsevegsuren et al. (2007), S.divaricata ve S.pseudodivaricata’nin toprak iistii kisimlarindan
etil asetat ekstraksiyonu yaparak scorzonerik asit ve scorzonerin adinda iki yeni dogal

metabolit elde etmislerdir.

S. mongolica halk arasinda ¢iban iltihabi ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Wang et al.
(2009), S. mongolica’nin koklerinden metanol ekstraksiyonu yaparak 12 kimyasal bilesik (B-
sitosterol, 22-dien-3p-ol, gliserol -1-octadekanoat, 1-linelogliserol, stearik asit, palmitik asit,

stikroz, luteolin-5, 3-dimetil eter, fitalik asit ve tlirevleri) izole etmisledir.

S.latifolia’nin nin koklerinden elde edilen sakiz kurutularak Tiirk halk tibbinda agr1 kesici

olarak kullanilmistir. Bunun yam sira bu bitkinin kisirhiga ve bazi parazitik canlilarin yol
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actig1 rahatsizliklara kars1 da kullanildigi bilinmektedir. Bahadir vd. (2010), S.latifolia’nin

koklerinden metanol ekstraksiyonu yaparak triterpen ve tiirevlerini elde etmislerdir.

Bitki parcalarindan ekstraksiyon yoluyla elde edilen bu kimyasallar, bitkilerin in vitro ortama
alimmas1 ve ileri asamalarda siispansiyon kiiltiirleri kurulmasi yoluyla daha fazla miktarda
elde edilebilir. Bu anlamda ¢alismamizda kullandigimiz S. ahmet-duranii’nin in vitro ortamda

yetistirilme metotlarinin belirlenmesi 6nemlidir.

Literatiir ¢alismalar1 sonucunda Scorzonera taksonlarinda bitki doku kiiltiirii ¢alismasinin
yapilmadig1 tespit edilmistir. Fakat Scorzonera cinsine taksonomik olarak yakin olan

cinslerde (Cichorium ve Tragopogon) doku kiiltiirii caligmalart mevcuttur.

Profumo et al. (1985), Cichorium inthybus L. fidelerinin kok eksplantlarindan modifiye
edilmis Heller besin ortaminda oksin ve sitokininlerinin farkli konsantrasyonlar1 kullanarak
(yalnizca 2,4-D (0,05mg/1, 0,1mg/l, 1mg/1, 3mg/l), yalnizca NAA (0,05mg/1, 0,1mg/l, 1mg/l,
3mg/l), yalmzca Kinetin (0,05mg/l, 0,1mg/l, 1mg/l, 3mg/l), 2,4-D ve Kinetin’in farkli
konsantrasyonlari, NAA ve Kinetin’in farkli konsantrasyonlari) kallus olusturmuslardir. En
yiiksek kallus olusumunun 2,4-D bulunan ortamda gerceklestigini, kinetinin tek basina siirgiin
olusumunda etkili oldugunu ve NAA’in ise slirgiin farklilasmasinda ve kok olusumunda etkili
oldugunu gostermislerdir. Calismamizda ise bu ¢alismadan farkli olarak MS besin ortaminda
farkl1 konsantrasyonlarda Kinetin ve NAA kullanarak kallus olusturuldu. Eksplant kaynagi
olarak apikal meristem, kotiledon, hipotil, ilk yaprak ve kok kullanildi. Her iki ¢alismada
benzer olarak ilk kallus olusumu 4-5. giinde meydana gelmis ve olusan kalluslar sar1 ve
kitlesel yapilidir. Profumo et al. (1985)’in tiim ortamlardaki kallus olusturma yiizdesi
calismamizda elde edilen sonuglardan daha diisiiktiir. Koklendirmede bu c¢alisma ile benzer
olarak yalmzca NAA’in farkli konsantrasyonlarini (0,5mg/l, 0,75mg/l, 1mg/l) kullandik.
Calismamizda koklendirmede %100 basar1 elde edilirken, Profuma et al. (1985)’in farkh
konsantrasyonlarda NAA (0,05mg/l, 0,1mg/l, 1mg/l, 3mg/l) kullandig1 ortamlardaki kok

olusumu yiizdesi daha diisiiktiir.

Rehman et al. (2003), C.inthybus fidesinin yaprak eksplantlarindan modifiye edilmis MS yari
kat1 besin ortaminda (IAA 2uM- Kinetin 5uM) kallus olusturmuslardir.
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Kalluslarin her birinden ise 5 ya da daha fazla sayida siirgiin olusturmay1 basarmislardir.
Siirglin - olusumu i¢in  (IBA-indol3biitirikasit 0,2 uM) igeren MS besin ortamin
kullanilmiglardir. [n vitro ortamda yetistirdikleri genc aseptik fideleri basariyla topraga
aktarmiglardir. Calismamizda benzer olarak MS besin ortamini kullandik. Kallus olusumu i¢in
bu ¢alismadan farkli olarak Kinetin ile birlikte NAA’mn farkli konsantrasyonlarin1 (2 mg/L
Kinetin + 0,05 mg/L NAA,1,5 mg/L Kinetin + 0,1 mg/L NAA, 1,5 mg/L Kinetin + 0,1 mg/L
NAA 0,5 mg/L Kinetin + 1 mg/L NAA) kullandik. Yine her iki ¢aligmada da farkli

konsantrasyonlarda olsa kazein hidrolizat kullanildi.

Malarz et al. (2005), C. inthybus fidesinin yaprak eksplantlarindan MS besin ortaminda
(Img/L 2,4-D, 0,3mg/L Kinetin, %3 sakkaroz) kallus olusturmus ve bu kalluslar1 6 haftada bir
alt kiiltiire alarak ¢cogaltmis daha sonra ince tabaka kromotografisi yontemi ile bu kalluslardan

furofuran lignanlar1 elde etmislerdir.

Bennici et al. (2006), C.inthybus fidesinin in vitro kok eksplantlarinda kolsisin denemesi
yaparak kromozomlardaki morfojenik etkileri arastirmiglardir. Kallus olusumu igin farkli
konsantrasyonlarda kinetin ve 2,4-D igeren (kontrol, yalniz 0.001% kolsisin, 0.001% kolsisin
+ 0.5uM kinetin, yalniz 0.5 pM kinetin, 0.001% kolsisin + 5 pM 2,4-D, 0.001% kolsisin+ 5
uM 2,4-D ve 0.5 puM kinetin) kiiltiir ortamini kullanmiglardir. Bu ortamda elde ettikleri
stirglinleri 5uM IBA iceren MS besin ortaminda kdklendirmislerdir. Bu kiiltlir ortamlarinda
kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 ¢aligmamizla bir benzerlik

gostermemektedir.

Klavina et al. (2006), aralarinda Tragopogon heterospermus Scweigg.’in de bulundugu Baltik
denizinin Letonya kiyisinda bulunan 29 tehlike altindaki bitkide in vitro doku kiiltiirii
tekniklerini igeren ¢aligma yapmislardir. Cimlendirmede (6g/L agar iceren) yari kat1 MS besin
ortamint kullanmiglardir. T. heterospermus tohumlar1 bu ortamda %100 basar1 ile
¢cimlenmistir ve ¢imlenen tohumlarin her birinden %100 basar ile siirgiin elde edilmistir. Bu
calisma ile birlikte ilk defa Tragopogon cinsine ait bir bitki in vitro ortamda yetistirilmistir.
Calismamizda benzer olarak agar miktar1 daha fazla olan katt MS besin ortami kullanilarak

Scorzonera akenleri ¢imlendirilmistir.

43



Sonug olarak Scorzonera cinsinde doku kiiltiirii ¢alismalarinin yapilmamis olmasi ve bu
bitkilerin zengin kimyasal igeriklere sahip olmasi ¢alismamizda kullandigimiz bitkinin bize
iilkemiz acisindan potansiyel degeri yiiksek bir bitki oldugunu diisiindiirmektedir. Sonug
olarak bu ¢alisma ile S.ahmet-duranii’nin in vitro olarak tiretilmesi, hem tiiriin devamliliginin
korunmasini saglamada, hem bitkide bulunabilecegini diisiindiigiimiiz 6nemli sekonder
metabolitlerin tespiti ve ¢ok miktarda {iretilmesini saglamada bir adim atilmasi, bundan sonra

bu cins {izerinde yapilacak ¢aligmalara yol gosterici olmasi agisindan dnemlidir.
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