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OZET

LIMONOTU (Lippia citriodora Kunth) BITKISINDE DOKU KULTURU
CALISMALARI

Bilal YILDIZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Ana Bilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Hakan TURHAN
06/02/2012, 39

Bu aragtirmada, limonotu (Lippia citriodora Kunth) bitkisinin in vitro kosullarda
kallus olusumu ve somatik embriyogenesis i¢in uygun besi ortamlarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Arastirma iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada limonotu bitkisinin doku
kiiltiirtine aktarimi, kallus olusumu ve ¢ogaltimi, ikinci agamada ise embriyogenik kallus
gelisimi amaglanmistir. Deneme Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Doku Kiiltiirii ve Biyoteknoloji Laboratuarlarinda 2010-2011 yillarinda yiiriitiilmiistiir.
Denemelerde Murashige ve Skoog (MS) temel besi ortamina ilave edilen bazi sitokinin ve
oksin biiylime diizenleyicilerinin farklt konsantrasyonlarimin kallus gelisimine etkileri
incelenmistir. Incelenen parametreler bakimindan limon otunda en iyi kallus gelisimi 2,0
mg/L NAA + 0,5mg/LL BA biiyiime diizenleyici ilaveli MS besi ortaminin oldugu
bulunmustur. Sonug olarak, limonotu bitkisi (Lippia citriodora Kunth) basar1 ile doku
kiiltlir ortamina aktarilmis ve kallus olusturmustur. Ayrica somatik embriyogenesis veya
organogenesise temelini olusturan embriyogenik kalluslar elde edilmistir. Cok az da olsa
bu kalluslardan kok gelisimi saglanmistir. Limonotunda kallus kiiltiirii ile yapilan ilk

calisma olmasi agisindan 6nemli sonuglar elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Limonotu, kallus kiiltiirii, biiyiime diizenleyici, in vitro
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ABSTRACT

TISSUE CULTURE STUDIES IN LEMONGRASS (Lippia citriodora Kunth)

Bilal YILDIZ
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Crop Science Thesis of Master of Science
Adpvisor: Prof. Dr. Hakan TURHAN
06/02/2012, 39

In this study, the aim was to determine suitable media for callus induction and
somatic embryogenesis in lemongrass (Lippia citriodora Kunth) under in vitro conditions.
The study comprised two stages. At the first stage, transferring lemongrass to tissue
culture, callus induction and proliferation, and, then, at the second stage embryonic callus
growth were aimed. The study was carried out at Tissue Culture and Biotechnology
Laboratories, Agricultural Faculty, Canakkale Onsekiz Mart University in years of 2010-
2011. In the experiments, Murashige and Skoog (MS) was used as basal medium and
supplemented with some cytokines and auxins, and their different concentrations. The
effects of these media on callus growth were examined. According to the results of
investigated characters, the best callus growth was obtained from MS supplemented with
2,0 mg/L NAA + 0,5mg/L BA. As a result, lemongrass plant was transferred to tissue
culture and calli were induced with this study. In addition, somatic embryogenesis or
embryonic calli for the bases of organogenesis were obtained. Even very few, root
development were observed from some calli. Some important results were achieved as the

first callus report in lemongrass.

Keywords: Lemongrass, callus culture, growth regulator, in vitro
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BOLUM 1 — GiRIiS Bilal YILDIZ

BOLUM -1
GIRIS

Bitkiler insan yasaminda sadece besin kaynagi olarak degil ayn1 zamanda ilag ve
aromatik bilesiklerin kaynagi olarak da Onemli bir yere sahiptir. Tibbi ve aromatik
bitkilerin tarihi neredeyse insanlik tarihi kadar eskidir. Bu bitkilerin kullanimi ile ilgili
bilgiler nesilden nesile aktarilarak gliniimiize kadar ulagsmistir (Brown, 1995). Birgok tibbi
ve aromatik bitki, ayn1 zamanda gida, yag, seker ve lif gibi amaclar i¢in de
kullanilmaktadir (Andi ve ark., 1997). Kullanilan modern ilaglardaki etken maddeler 6nce
bitkilerde tespit edilir ve daha sonra seri liretim amaciyla sentetik olarak fretilirler.
Ozellikle tekrar dogal iiriinlere déniis egilimi nedeniyle son yillarda bitkisel (herbal)
ilaglar daha da yaygin hale gelmistir. Bunun sonucu olarak Avrupa’da bitkisel ilag pazari
her gecen yil hizla artmaktadir. Buna paralel olarak iilkemizde de tibbi bitkilere ve bu
bitkilerden elde edilen 6ziitlere olan ilgi giin gectikge artmaktadir. Tiirkiye’de yetistirilen
ilag ve baharat bitkileri genel olarak alternatif tip ve modern tip, yemekler, baharat, boya
sanayi ve bitkisel ¢ay yapimi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Baser, 1998). Bununla ilgili
giincel basinda ve bilimsel ¢evrelerde bircok yayin mevcuttur. Ozellikle tip fakiiltelerinin
farmakoloji boliimleri bu konuya yogun bir ilgi gostermekte, bir anlamda alternatif tip ile
modern tibb1 birlestirmektedir (Anonim, 1999).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, giiniimiizde diinya niifusunun % 80’i
bitkisel ilaglarla tedavi olmaktadir. Bitkisel iiriinlerin kullanimi, az gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde daha yaygindir. Diinyada 20.000 tibbi bitki tiirii hakkinda calisma yapildigi
belirlenmistir (Deans ve Svoboda, 1990). Diinyada 100l askin tibbi ve aromatik bitki
tiirlintin  kiiltiiri  yapilmakta ancak iilkemizde yalmizca 15 tiir kiiciik alanlarda
yetistirilmektedir. Tiirkiye florasinda yaklagik 9.000 bitki tiirtiniin bulundugu ve bunlardan
3.000 kadarinin da endemik oldugu (Gilimiiscii, 2001), yaklasik 1.000 kadarinin ise tibbi
bitki olarak kullanildig1 bildirilmektedir (Arslan ve ark., 2002). Halk hekimliginde
kullanilan bu aromatik bitkilerden 350 kadarinin ticareti yapilmakta olup, yaklasik 100 tiir
farkli iilkelere ihrag edilmektedir (Ozhatay ve ark., 1997).

(Calismaya konu olan limonotu (Lippia citriodora Kunth), Lippia cinsi Verbenaceae
familyasma aittir (Sekil 1.1). Bu cinse ait otsu, ¢alims1 ve kii¢ciik agaclari kapsayan
yaklasik 200 adet tiiri bulunmaktadir. Limonotu (Lippia citriodora Kunth) Kuzey
Karolina, Kaliforniya, Orta ve Giiney Amerika, Ispanya, Cin ve Hindistan’da yabani

formlariyla yayilis gostermektedir (Karik, 2009; Terblanche ve Kornelius, 1996).
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Limonotu bitkisel ¢ay ve endiistriyel anlamda kullanilan limon kokulu aromatik yapraklara
sahiptir. Bu nedenle limon meyvesinin koku ve aromasi bakimindan alternatifi olarak
kullanilmaktadir. Limonotunun 1liman iklime sahip olan bdlgelerde kiiltiirti yapilmaktadir.
Limonotu Avrupa’ya 1784 yilinda getirilmistir. Ispanya, Fransa ve diger Avrupa
tilkelerinde limonotu ¢ay1 oldukcga popiiler bir icecektir (Chevallier, 1996), lilkemizde ise
hazir demleme caylar olan adacayi, zencefil gibi karisimlarina eklenen limonotu, diger
aroma bitkileri kadar taninmamaktadir.

Limonotu farmokognozik bakimdan agr kesici, iltihap giderici, ates diisiiriicii,
endise giderici, idrar artirict, hazmi kolaylastirict ve spazm giderici olarak kullanilmaktadir

(Nakamura ve ark., 1997).

Sekil 1.1. Limonotunun bitkisel 6zellikleri (a. Geng yapraklar, b. Ciceklenme donemi ve

cigekler).

Tohumlu bitkileri vejetatif ve generatif ¢ogaltmak miimkiindiir. Doku kiiltiiri
yontemi vejetatif sekilde yapilan iiretim modellerinden modern ve en hizli yayginlasan in
vitro Uretim seklidir. Doku kdiltiirii, liretimi zor olan bitkilerin ¢ogaltilmasi yaninda
biyoteknolojik ve 1slah ¢alismalarinin basarisini ve etkinliginin arttiritlmasinda 6nemli bir
yontemdir. Ozellikle tibbi ve aromatik bitkilerin &ziitlerinin iiretilmesi ve siispansiyon
kiltirii ile sekonder metabolit iiretimi gibi diger doku kiltirii teknikleri ile etken

maddelerinin iiretilmesi de son yillarda arastirmacilarin dikkat ¢ektigi konulardir.

Doku kiiltiiriine 20. yiizyilin baglarinda Haberlandt (1902) ile baglanmis ve bir¢cok
bitki tiirlinde ¢aligmalar yapilmistir. Tarihsel gegmisi eski olmasina ragmen,
biyoteknolojik calismalarin temeli olmasi sebebiyle giincelligi ve dnemini korumaktadir.
Gen transferi, protoplast fiizyonu, haploid teknoloji, hiicre kiiliitrii gibi biyoteknolojik
yontemlerin uygulanabilmesi icin bitkilerin doku kiiltiiriinde iiretilmesi ve ¢ogaltilmasi

gerekmektedir. Doku kiiltiirii; canlilarin eksplant adi verilen hiicre, doku ya da
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organlarindan yararlanarak, steril kosullarda yapilan tiretimdir. Goniilsen (1987) ise bitki
doku kiiltlirtinii bitkilerin ¢esitli kisimlarindan alinan hiicre, doku ve organlarin sterilize
edilip ¢esitli besin maddeleri i¢eren steril ortamlarda ve uygun ¢evre kosullarinda kiiltiire
alinmasi ve biiyiitiilmesi olarak tanimlamustir.

Gilintimiizde bitki doku kiiltiirleri ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Yeni ¢esit
gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik farkliligi olusturmak bitki doku kiiltiirliniin farkl:
amaclari arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri 1slah ¢alismalarinda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor
olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii uygulamalar1 rutin olarak uygulanmaktadir
(Babaoglu ve ark., 2001). Yine tibbi aromatik bitkilerde etken maddelerin (sekonder
metabolitlerin) iiretiminde doku kiiltliriiniin bir alan1 olan biyoreaktorler de ticari olarak
kullanilmaktadir (Kasper ve ark., 2009). Biyoreaktorlerde kullanilan doku kiiltiiri
yontemi hiicre kiiltiiriidiir. Kisaca biyoreaktorlerin c¢alisma prensibi kullanilan bitki
hiicrelerinin otomasyon seklinde ¢ogaltilmasidir (Sambamurthy ve Kar, 2006). Daha
sonra bu hiicrelerden sekonder metobolitlerin ¢ikarilmasidir.

Doku kiiltiiriinde bitki tiirii ve kiiltliir amacina (hiicre, kallus, organ vb.) gore ¢ok
sayida besi ortami gelistirilmistir (Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips, 1995).
Bitki gelisimi i¢in en yaygin olarak kullanilan besi ortami: Murashige ve Skoog (MS)
tarafindan 1962 yilinda gelistirilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). MS igeriginde
bitkilerin yasamlar1 i¢in gerekli olan inorganik tuzlar, bitki biiylime diizenleyicileri,
vitaminler, aminoasitler, aminler, karbon ve enerji kaynagi ile su yer almaktadir.

Doku kiiltiirii ile mevsim degisikliklerine bagli kalinmaksizin, yil i¢inde siirekli,
saglikli bitkiler iiretilebilir. Ayn1 genetik yapiya sahip, saglikli bitkilerin kisa siirede
tiretilmesinin yaninda kontrol altindaki farkli ortam sartlarina fizyolojik tepkilerin
izlenilebilmesine olanak saglamasi nedeniyle deneysel ¢alismalarda en dogru sonuglarin
alinabilecegi iiretim yontemidir. Yapilan bu calismanin diinya literatiiriinde limonotunda
kallus olusumu agisindan ilk olacak olmasi ve doku kiiltiirii ¢aligmalarin1 kapsamasi
bakimindan da énemlidir. Doku Kkiiltiirii ile limonotu bitkisinin ¢ogaltimi hem ekonomik
olacak hem de ucucu yag kompozisyonundaki istenilen bilesenlerin artisini miimkiin
kilacak caligmalara temel teskil edecektir. Ayrica gelecekte limonotunda yapilacak
biyoteknolojik ¢aligmalara da olanak saglayacaktir.

Bu caligmada tibbi ve aromatik bitkilerden limonotunun (Lippia citriodora Kunth)

ilk kez kallus kiiltiiriine aktarilmasi ve doku kiiltiiriinde yetistirilmesi amaglanmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Bitkiler, insanlarin hem temel besin kaynaklari hem de ilk ilaglaridir. Insanlar ilk
caglardan beridir deneme yanilma yoOntemiyle hangi bitkilerin tiiketilebilecegini ve
hangilerinin zehirli veya faydali (tibbi) oldugunu 6grenmislerdir. Floradan toplama veya
kiltir yoluyla trettikleri tibbi aromatik bitkilerden, farkli yontemler kullanarak etken
maddeleri elde etmeyi basarmiglardir. Bugiin diinyada tanimi yapilmis yaklasik 500.000
adet bitki bulunmakta ancak bu bitkilerin 20.000 kadarinin tibbi amaglar dogrultusunda
kullanilabildigi, bunlardan 500 tiire yakininin ekonomik amagcli olarak ticaretinin yapildig
bilinmektedir (Baydar, 2005). Diinya {lizerinde bu tiirlerden 100 kadarinin tarimi
yapilmakta olup iilkemizde ise 15 tiirin kiigiik alanlarda da olsa ticari olarak tarimi
yapilmaktadir (Arslan, 1997).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bildirilerine gore, giiniimiizde insanoglunun %80’
bitkisel ilaclarla sifa bulmaktadir (Bager, 1998). Halk hekimligi adi altinda bitkisel tedavi
genellikle az gelismis ya da gelismekte olan {ilkelerde daha da yaygindir. Bitkilerden elde
edilen dziitlere her gegen giin ilgi artmakta ve ¢alismalar fazlalagsmaktadir. Ilag ve baharat
bitkileri; cay, aroma, boya sanayinde, tipta ve endiistriyel alanlarda drog, ucucu yag ve
Oziitleri kullanilmaktadir (Anonim, 1999).

Ulkemizde ve diinya genelinde tibbi ve aromatik bitkilerin tarimi ¢ok fazla
gelismemis olup dogal floradan toplanip ticareti yapilmaktadir (Arslan, 1990). Calismaya
konu olan limonotu (Lippia citriodora Kunth) bitkisinin de lilkemizde tarimi1 tam olarak
gelismemistir. Ancak yapilan adaptasyon calismasi ve pazarin yavas yavas olugmasi
sonucu kiiltiirii her gegen gilin artmaktadir.

Literatiirde limonotu bitkisinin birka¢ sinonimi bulunmaktadir. Bunlar; Aloysia
triphylla (L'Hér.) Britton, Aloysia citrodora Palau, Aloysia citrodora Paldu, orth. var.,
Lippia citriodora Kunth, orth. var., Lippia triphylla (L'Hér.) Kuntze’dir (Anonim, 2011).
Calismada Lippia citriodora Kunth olarak anilacaktir.

Limonotunun da yer aldig1 Verbeneceae familyas1 yaklasik 175 cins ve 2.300 tiirii
icermekte olup giiney yarimkiirenin tropik ve subtropik ozellikle 17 iliman bolgede
dagilis gosterdigi bildirilmektedir (Figueiredo ve ark., 2004). Lippia citriodora L.
bitkisinin ¢ok yillik ve ¢alims1 formda bir bitki oldugu, orijininin Giiney Amerika oldugu

ve bitkinin ucucu yagimin eczacilikta, kozmetik ve parfiim endiistrisinde kullanildigi
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belirtilmistir. Calismada, bu familyadaki tiirlerin yiiksek miktarda monoterpen ve diigiik
miktarda seskiterpen i¢erdigi vurgulanmaistir.

Limonotu bitkisinin farkli dikim araliklarinin herba ve ugucu yag verimi ve ugucu
yag kalitesi tizerine Yalova ekolojik kosullarinda yapilan bir ¢alismada, bu bolgede ¢ok
yillik bir bitki olarak yetistirilebilecegi bildirilmistir (Karik, 2009). Bir yetisme sezonunda
iki hasat yapilabilecegi bulunmustur. Degisik dikim araliklarinin denendigi ¢aligmada en
yiiksek drog yaprak ve ugucu yag verimi her iki yilda da 40 x 40 cm dikim sikligindan
elde edilmistir.

Limonotu bitkisinin yas ve kuru dallarindan, yapraklarindan ve ugucu yagindan
faydalanildigi (Bown, 1995), dokular1 biiziicii ve sedatif 6zelligi olan bitkinin 6zellikle
sindirim sistemindeki spazmlar1 ¢oziicii, istah agici, yatistirici ve seker hastaligina karsi
giinde 2-3 bardak i¢ildigi bildirilmistir (Baytop, 1999). Ayrica ugucu yaginin insektisit ve
bakteryosit etkiye sahip oldugu, kuru yapraklarinin bitkisel ¢ay karigimlarinda limon
aromali olmasi nedeniyle yer aldigi ve wugucu yaginin aromaterapide, sinirsel
rahatsizliklarda ve haricen sivilce ve aknelere karsi kullanildigr belirtilmistir (Pascual ve

ark. 2001).

Misir ekolojik kosullarinda 75 x 60 cm dikim sikliginda yetistirilen ve 3 kez bigim
alinan limonotunda, taze herbadan sirasi ile taze yaprak orani %40, kuru yaprak verimi
%10 olarak bulunmustur (El-Hamidi ve ark., 1983). Ugucu yag oranlar ise taze herbada
%0,37, kuru herbada 90,83, taze yaprakta 9%0,55 ve kuru yaprakta %1,57 olarak
belirlenmistir. 3 bi¢cim sonunda toplam ugucu yag verimi 4.07 L/da olarak saptanmustir.
GLC analizleri sonucunda limonotundaki ana bilesen olan citralin 3. bi¢imde yiikseldigi
(%23 - 32.9), limonen ve cineol oranlarinin 3. bi¢imde diistiigii, (limonen %19,02 - 15,10
ve cineol %6,4 — 3,9), linalol ve geraniol oranlarmin ise degisiklik gdstermedigi

gbzlenmistir.

Limonotu ile Slovenya’da yapilan ve 4 farkli dikim siklig1 denenen bir ¢alismada en
yiiksek drog yaprak (118kg/da) ve ugucu yag verimi (1,193 L/da) 40 x 40 cm dikim
sikliginda bulunmustur. Yapilan GC analizleri sonucunda ise citral, limonen ve citronellol

ucucu yagin ana bilesenleri olarak tespit edilmistir (Rode, 1998).

Izmir Cumaovasi’nda kiiltiirii yapilan limonotu bitkisinde kuru yapraklardan ve
yaprakli dallardan Clevenger aparati ve su distilasyon yontemi ile 3 saat kaynatilarak elde
edilen ugucu yaglar GC/MS cihazi ile analiz edilmistir. Ugucu yagin orani, yapraklarda

%1,2 ve yaprakli dallarda ise %1,11 olarak saptanmistir. Ugucu yagda ise 69 tane bilesen

5
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tanimlanmustir (Ozek ve ark., 1996). Bu ucucu yag orami benzer aromaya sahip ogulotu

(Melissa officinalis L.) bitkisine gore ¢ok daha yiiksektir.

Lippia citriodora L. bitkisinde en iyi hasat zaman1 ve ugucu yag igeren bitki kismin
belirlemek amaciyla Cin, Sengay’da yapilan ¢calismada, yapraklardan ve dallardan degisik
biliylime zamanlarinda ¢ikartilan ugucu yagin bilesimindeki degisimler arastirilmistir. En
iyi hasat zaman1 Temmuz ayinin ortasinda 6glen saatleri olarak bulunmustur. Yapraklarin
dallara gore daha fazla ugucu yag igerdigi ve bitkinin iist bolgesindeki taze yapraklardan
en ylksek miktarda ugucu yag elde edildigi tespit edilmistir (Shen ve ark., 2004).

Limonotu ile yapilan diger bir calismada ise; Atina kosullarinda, bliylimenin en hizli
oldugu May1s ve tam ¢i¢ceklenme donemi olan Eyliil aylarinda taze yapraklardan ekstrakte
edilen ugucu yaglar GC-FID ve GC/MS ile analiz edilmistir. Mayis ayinda ugucu yagin
%66,3’1i 1le Eyliil ayinda %69 unu geranial, neral ve limonen ana bilesenlerden olustugu
tespit edilmistir. Mayis ve Eyliil aylarinda bilesenler tek tek incelendiginde ise geranial
%38,7’den %26,8’e, neral %24,5’den %21,8’¢ diiserken, limonen %5,8’den %17,57 ¢
yiikkselmistir. Diger biitiin bilesenler kalitatif ve kantitatif olarak ¢ok az degisim
gostermistir (Argyropoulou ve ark., 2007).

Eseyli ve eseysiz olarak c¢ogalmakta olan bitkiler i¢in ¢esitli iiretim metotlar
bulunmaktadir. Giiniimiizde klonal ¢ogaltim i¢in kullanilan tekniklerin basinda doku
kiiltiirti gelmektedir. Doku kiiltiirii literatiirde, bir bitkiden almman ve tam bir bitkiyi
olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, yaprak, sap, polen
tanesi, siirgiin, kallus vb.) yapay besi ortamlarinda ve aseptik sartlar altinda yeni bitkilerin

elde edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Mansuroglu ve Girel, 2001).

Bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaglari, biiyiime diizenleyicisi ve kiiltiir istekleri
biliniyorsa doku kiiltlirii diger adiyla mikrocogaltim teknikleri kullanilarak tiim bitki

tiirlerinin ¢ogaltilmasi teknik olarak miimkiindiir (Hartman ve Kester, 1975).

Mikro ¢ogaltim, bitki yetistiriciligi ve genetik yonden bir¢cok avantaj saglamaktadir.
Bunlar; hastalik ve zararlilardan ari bitki tretimi, kitlesel iiretimle tretilen bitkilerde
fenotip ve genotip olarak homojenite olmasi, alisilagelmis yontemlerden daha kisa siire
icerisinde kiiltlirlin tamamlanmasi, zor iiretilen tilirlerin daha kolay iiretimi, nesli
tilkkenen/tilkenmekte olan genotiplerin nesillerinin  devamliliginin  saglanmasi  ve

somaklonal varyasyon ile yeni cesitlerin elde edilmesi olarak siralanabilir (Ozkum, 2006).
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Bir tibbi ve aromatik bitki olan Aloysia citriodora Palau ile yapilan in vitro
koklendirme g¢aligmasinda, eksplant olarak siirgiin kullanilmig ve bitkinin doku kiiltiiriine
olan yanitlar1 incelenmistir. Temel besi ortam1 olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962)’in
yarim ve dortte birlik dozlar1 kullanilmistir (2 MS ve %4 MS). Biiylime diizenleyici olarak
ise BA ve NAA in farkli dozlar1 denenmistir. Deneme sonunda en iyi koklenmenin tam
MS ve 2MS’te 0,1 mg/L BA ile 0,1 mg/L NAA igeren ortamlarda oldugu bulunmustur
(Severin ve ark., 2006).

Limonotu bitkisinde daha oOnce kallus kiiltiirii ¢alismasina rastlanmamis, ancak
limonotuna yakin bir tiir olan ve mine ¢igegi olarak bilinen Verbena officinalis L.’de
yapilan ¢aligmada en yiiksek siirgiin gelisimi 13,32 uM BA ile 5,71 uM IAA biiyiime
diizenleyicilerinden elde edilmistir. Gelisen kok sayist bakimindan 4,92 uM IBA en etkili
olurken, kok olusturan siirgiinlerin ylizdesi bakimindan 5,71 uM [AA %100 koklenme
orant ile daha basarili olmustur (Ugar-Tiirker ve ark., 2010).

Ogulotu (Melissa officinalis L.) bitkisinde MS besi ortam1 kullanilarak bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ogulotu bitkisi gelisimi iizerinde etkisinin incelendigi bir ¢alismada,
11,42 uM TAA’nin en etkili siirgiin gelisimini tesvik ettigi sonucuna ulasilmistir (Silva ve
ark., 2005).

Oreganum tiirlerinin in vitro kallus iiretimi iizerine yapilan bir ¢alismada 2,4-D,
NAA ve BA’m farkli yogunluklar1 denenmis en yiiksek kallus verimine Oreganum
vulgare tiirtinde ulasilmig, molekiiler ve etken madde incelemelerinde ise tiirler arasinda
onemli farkliliklarin oldugu tespit edilmistir (El1-Gengaihi ve ark., 2006).

Karam ve ark. (2003), yabani adacay1 (Salvia fruticosa) bitkisinde kallus yoluyla
hiicre siispansiyon kiiltiiriiyle rosmarinik asit {iretimi {izerine yapilan bir ¢alismada en
yiiksek kok gelisimi oran1 ve rosmarinik asit verimine (2,62 mg/100 mg kuru agirlik) B5
ortaminda 2,7 uM NAA ve % 4 sukroz ilavesiyle ulagmislardir. En biiyiik kallus oranina
(0,79 g/eksplant) ise MS ortaminda 6,9 uM TDZ ve 3,0 uM TAA ilavesiyle ulagilmistir.

Verbenacea familyasindan limonotunun yakin akrabasi olan Lippia alba bitkisinin
doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmasi ile ilgili yapilan ¢alismada eksplant kaynagi olarak bogum
arasi igermeyen siirgiinler kullanilmis ve en fazla siirgline MS besi ortamina 5 mg/LL BA
ilave edilerek ulasilmistir. Yine ayni c¢aligmada siirgiinlerin koklenmesi ile yapilan
denemede ise, en iyi sonucu %100 kdklenme ile biiyiime diizenleyici igermeyen MS besi

ortami, %90 koklenme ile /2 MS besi ortam1 vermistir (Gupta ve ark., 2001).
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Lippia tirlerinden Phyla nodiflora bitkisinde siirgiin olusumu ig¢in yapilan
calismada, eksplant olarak siirgiinler kullanilmistir. Temel besi ortami olarak MS, biiyiime
diizenleyici olarak ise BA, NAA, IBA, IAA ve KIN’in farkli oranlardaki yogunluklari
denenmistir. En i1yl sonuca MS besi ortamina 2,5 mg/L BA ve 0,5 mg/L IBA ilave
edilerek ulasilmigtir (Ali-Ahmed ve ark., 2005).

Bitkiler {irettikleri dogal bilesikler sayesinde hammadde kaynagi olarak yaygin
kullanim alanina sahiptir. Bu dogal bilesikler bitki kimyasallaridir ve primer ve sekonder
metabolit olarak adlandirilirlar. Tibbi ve aromatik bitkilerin 6ziitleri sekonder metabolitler
icerisindedir. Sekonder metabolitlerin {iretiminde biyoreaktdrler 6nemli rol oynamaktadir.
Bitki biyoreaktorleri, sivi ortamlar kullanilarak ¢ok sayida bitkinin hastaliktan ari olarak
gelismesini saglayacak sekilde dizayn edilmis kiiltiir sistemleri olarak tanimlanmaktadir
(Ozkaynak ve Samanci, 2004). Yilmazer (2009) ise biyoreaktdrleri; bitki, hayvan ve insan
hiicrelerini ya da baglhh basina enzimleri kullanarak hammaddeleri biyolojik olarak
doniistiirmek icin kullanilan reaktdrler olarak tanimlamistir. Ozellikle hiicre kiiltiirii yolu
ile sekonder metabolitlerin yiliksek miktarlarda iiretilebilecegi farkli arastiricilar tarafindan

bildirilmistir (Tripathi ve Tripathi, 2003).

Limonotunda baz1 doku kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmasina ragmen bu caligmalar
stirglin veya meristem kullanimi ile dogrudan bitki elde edilmesi iizerine yogunlagmustir.
Limonotunda heniiz kallus kiiltiirii ¢aligmalarinin yapilmamasi1 bu caligmaya ayri bir
onem kazandirmakta ve elde edilecek sonuglar gelecekte yapilacak olan biyorekatorler

dahil biyoteknolojik ve bitki 1slah1 caligmalarina kaynak teskil edecek niteliktedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Bolimii Doku Kiiltiirii ve Biyoteknoloji Laboratuarlarinda 2010-2011 yillarinda
yiiriitiilmistiir. Bitki materyali olarak Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitiisiinden temin edilen fideler kullanilmistir. Bu fideler tarlaya sasirtilip tekrar ¢elik
alma ve koklendirme isleminden sonra saksilara alinmig ve taze filizlerden sap ve yaprak
pargalar1 doku kiiltiirlinde eksplant olarak kullanilmistir.

Bu boliim, bitkilerin steril kosullara aktarilmasi, denemenin kurulmasi, 6l¢iimler ve

verilerin analizi seklinde dort alt boliim basliginda degerlendirilmistir.

3.1. Bitkilerin Steril Kosullara Aktarilmasi

Bitkiden alinan sap ve yaprak parcalari, sivi sabun kullanilarak yikanmig ve akan su
altinda durulanmistir. Bu islem sonrasinda eksplantlar 30 saniye boyunca % 70’lik etanol
icinde hafifce calkalanarak  bekletilmistir.  Etanol eksplantlardan  siiziilerek
uzaklagtirildiktan sonra, eksplantlar dogrudan 1-2 damla Tween 20 iceren % 1’lik sodyum
hipoklorit (¢camasir suyu) ¢ozeltisine aktarilmigtir. Sodyum hipoklorit (NaOHCI) olarak %
5 yogunluktaki sade ticari ¢amasir suyu kullanilmistir. Sterilizasyon iki asamali olarak
yapilmistir. Birinci asamada eksplantlar 15 dakika siire ile hipoklorit ¢ozeltisinde
calkalayicida calkalanmistir. Bu siire igerisinde bir yandan da iginde kiiltiir islemlerinin
gerceklestirilecegi steril kabin etanol ve UV 15181 ile dezenfekte edilerek kullanima
hazirlanmistir. Eksplantlarin ylizey sterilizasyonun birinci asama siliresi biter bitmez
sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi i¢in eksplantlar 3-4 kez steril saf suyla steril kabin
altinda durulanmistir. Eksplantlar istenilen ve esit boyutlara kesilerek getirildikten sonra
sterilizasyonun ikinci asamasinda steril kabin igerisinde 2-3 dakika siiresince %1’lik
sodyum hipoklorit igerisinde bekletilmis, yeniden steril saf su ile durulanarak ekime hazir

hale getirilmistir. Bu sekilde yiizey sterilizasyonu tamamlanmaistir.

3.2. Denemenin Kurulmasi

Denemenin kurulmasi igin eksplant olarak geng siirgiinlerden alinan, bogum arasi
icermeyen sap ve yaprak parcalari kullanilmistir. Her bir sap eksplanti yaklasik 1 cm
bliytikliglinde kesilerek kiiltiire alimmustir. Yaprak eksplantlari ise kesilerek 1,0 x 0,5 cm

boyutlarina getirilmistir.
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Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besi ortami ve igerikleri genotip, bitki tiirti, kiiltiir
tipi gibi degisik faktore bagli olarak farklilik gosterdigi bilinmektedir. Doku kiiltiirii
calismalarinda sik¢a kullanilan bitki besi ortamlar1 MS, B5, LS, White, SH ve NN olarak
siralanabilir (Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips, 1995). Bu arastirmada da
temel besi ortami olarak bitki doku kiiltiirlerinde ¢ok sik kullanilan MS (Murashige ve
Skoog, 1962) besi ortami kullanilmistir. MS igeriginde bitkilerin yasamlart i¢in gerekli

olan su, makro ve mikro besin elementleri ve vitaminler bulunmaktadir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. MS i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 (Murashige ve Skoog, 1962)

Kimyasallar Yogunluk (mg/l)
(NH4)NO3 1650,000
KNO; 1900,000
CaCl,2H,0 440,000
MgS0,4,7H,0 370,000
KH,PO4 170,000
FeSO47H,0 27,800
Na,EDTA 33,600
MnS0O44H,0 22,300
ZnS0O47H,0 8,600
H;BO; 6,200
KI 0,830
Na;Mo0O42H,0 0,250
CuS0O45H,0 0,025
CoCl,6H,0 0,025
Myo-inositol 100,000
Nicotinic acid 0,500
Pyridoxin-HCl 0,500
Thamin-HCI 0,100
Glisin 2,000
Sakkaroz 30000,000
pH 5,7

Biiylime diizenleyicilerin se¢iminde daha dnce yakin bazi tibbi ve aromatik bitki
tiirlerinde yapilmis doku kiiltiirli calismalar1 dikkate alinmistir (Ugar-Tiirker ve ark., 2010;
Silva ve ark., 2005; El-Gengaihi ve ark., 2006; Karam ve ark., 2003; Gupta ve ark., 2001;
Ali-Ahmed ve ark., 2005). Bu 6nceki ¢aligmalarda, kullanilan biiyiime diizenleyicilerden
NAA, 2,4-D, BA, TAA, IBA ve KIN’ in farklt yogunluklar1 kullanilmistir. Bu tezde de sz
konusu biiylime diizenleyicileri kullanilmistir.

Deneme, kallus olusumu, alt kiiltiire alma ve embriyogenik kallus olusumu

safhalarindan olusmustur.
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3.2.1. Kallus Olusumu

Temel besi ortami olan MS besi ortamina naftalin asetik asit (NAA), 2.4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), benzil adenin (BA) olmak iizere toplam 3 farkh
bliylime diizenleyicinin farklt konsantrasyonlar1 ilave edilmistir (Cizelge 3.2). Besi
ortaminin pH degeri 5,7 olarak ayarlanmis ve katilagtirilmasi i¢in 8 g/L katilastirict jel

(Agar-Agar) ilave edilmistir.

Cizelge 3.2. Kallus olusumu i¢in kullanilan besi ortamlari

Besi Ortam Bilyiimii Diizenleyiciler (mg/L)
No NAA 2,4-D BA
1 - - -
2 1,0 - -
3 2,0 - -
4 - 1,0 -
5 - 2,0 -
6 1,0 - 0,5
7 1,0 - 1,0
8 2,0 - 0,5
9 2,0 - 1,0
10 - 1,0 0,5
11 - 1,0 1,0
12 - 2,0 0,5
13 - 2,0 1,0

3.2.2. Alt Kiiltiire Alma ve Embriyogenik Kallus Olusumu

Kallus olusumu i¢in denenen ortamlar arasinda en iyi sonuglari; yaprak eksplantlar
icin MS + 2,0 mg/L NAA+0,5 mg/L BA, sap eksplantlar1 icin MS + 1,0 mg/L NAA + 0,5
mg/L BA vermistir. Sonuclart en iyi olan bu ortamlar kallus alt kiiltiirii ve embriyogenik
kallus olusumu i¢in kullanilmistir (Cizelge 3.3). Alt kiiltiire alirken kalluslar yaklasik 0,5 x
0,5 cm boyutlarina béliinerek hazirlanmis sterilize edilmis besi ortamina hafifce bastirarak

yerlestirilerek ve gelisimi saglanmustir.
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Cizelge 3.3. Alt kiiltiir ve embriyogenik kallus olusumu i¢in kullanilan besi ortamlari

Besi Ortam Eksplant Bilyiime Diizenleyiciler (mg/L)

No Tipi NAA BA
1 Yaprak 2,0 0,5
2 Sap 1,0 0,5

On deneme sonucu yapilan gozlemlere gore yaprak eksplantlarinin gelisimi ve elde
edilen kallus miktarinin fazla olmasi nedeniyle alt kiiltiirde daha iyi oldugu i¢in bundan

sonraki denemelerde kallus kaynagi olarak yaprak kalluslar1 kullanilmigtir.

3.2.3. Embriyogenik Kallus Olusumu

Meristem icermeyen somatik hiicrelerden embriyo olusumuna somatik
embriyogenesis denir. Bu tezde somatik embriyo gelisimi gosteren kalluslar embriyogenik
kallus olarak ifade edilecektir. Alt kiiltiire aldigimiz kalluslar sitokinin orani artirilmis besi
ortamina aktarilmig ve siirgiin olusumu icin tesvik edilmistir. Mine cice8i (Verbena
officinalis L.)’ nin govde eksplantlarindan adventif siirgiin olusumu denemesinde (Ugar-
Tiirker, 2010) kullanilan BA ve IAA ile Lippia alba’da yapilan doku kiiltiirii caligmasinda
(Gupta ve ark., 2001) kullanilan BA ve KIN biiyiime diizenleyicileri denenmistir (Cizelge
3.4). Bu calismalarin temel alinmasinin nedeni kullanilan tiirlerin limonotuna en yakin
tiirler olmasidir. Denemenin kurulmasi i¢in kullanilan kalluslar, bir 6nceki denemede
belirlenen MS + 2,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L BA besi ortaminda iiretilen kalluslardir.
Deneme her bir kapta 4 kallus eksplant1 olacak sekilde kurulmustur. Kullanilan kalluslarin

boyutlar1 0,5 x 0,5 cm’dir.

3.3. Olciimler

Kiiltiirler iklim odasinda tutulmak kosulu ile gelisimleri ve varsa kontamine olmus
kaplarin diizenli takibi yapilmistir. Kontamine olmus kaplar bagka bir odada acgilarak imha
edilmistir. Yetistirme odas1 25+£2°C sabit sicaklikta, 16 saat fotoperiyot uygulamali ve 1s1
vermeyen beyaz florasan (90 mmolm™s’ Photosynthetic photon flux density) ile
aydinlatilmigtir.

Sekil 3.1’de limonotunda doku Kkiiltiirii c¢alismalarindan genel goriiniime ait
fotograflar goriilmektedir. /n vitro olglim ve gozlemler 30 giinliik yetistirme siiresinin

sonunda yapilmistir. Bunlar:
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Cizelge 3.4. Embriyogenik kallus olusumu i¢in kullanilan besi ortamlari

Besi Ortam Biiyiime Diizenleyiciler (mg/L)

No* BA TIAA KIN IBA
1 - - - -
2 0,5 - - -
3 1,0 - - -
4 - 2,0 - -
5 0,5 1,0 - -
6 0,5 2,0 - -
7 1,0 1,0 - -
8 1,0 2,0 - -
9 1,5 1,0 - -
10 1,5 2,0 - -
11 - - 0,5 -
12 - - 1,0 -
13 - - 0,5 0,5
14 - - 1,0 0,5
15 - - 0,5 1,0
16 - - 1,0 1,0
17 - - 0,5 2,0
18 - - 1,0 2,0
19 2,5 - - -

20 5,0 - - -
21 - - 5,0 -
22 2,5 - - 0,5
23 5,0 - - 0,5
24 - - 5,0 0,5
25 - 0,5 0,5 -
26 2,5 - 2,5 -
27 2,5 - 2,5 0,5

* (Cizelgede olmayip denenen ve kontaminasyon sonucu veri elde edilemeyen iki ortam

olan MS + 1,5 mg/L BA ile MS + 1,5mg/L IAA denemeden ¢ikartilmistir.
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Kallus agirhgi: Besi ortamindan ayrilan ve iizerlerindeki ortam kalintilar1 temizlenen
kalluslarin bekletilmeden hassas terazide tartilmistir.

Kallus olusturma (gelisim) yiizdesi: Bir yetistirme kabinda bulunan tiim eksplantlardan
kallus gelistirenlerin yiizde olarak belirlenmesidir.

Kallus boyutu: Her bir kallusun eni ve boyu 06lgiiliip ortalamasi alinarak cm olarak ifade
edilmistir.

Kallus skoru: 0’dan 9’a kadar tek sayilarla degerlendirilmis kiiclikten biiylige dogru
degerler verilmistir. Buna gore; 0=06lii, 1=¢ok kiiciik, 3=kiiclik, 5=Orta, 7=biiyiik, 9=¢ok
biiyiik.

Kallus rengi skoru: 1’den 9’a kadar tek sayilarla degerlendirilerek agiktan koyu renge
dogru degerler verilmistir (Turhan, 1997). Buna gore; (1) koyu yesil, (3) yesil, (5) agik
kahve, (7) kahve, (9) koyu kahverengidir.

3.4. Yetistirme Kosullar

Yetistirme kab1 olarak seffaf, otoklavlanabilir, vida kapakli 0,33 ml hacminde plastik
kaplar kullanilmistir. Her bir kaba 40 ml besi ortami konulmus ve kapaklar1 yar1 agik
sekilde 121°C sicaklikta ve 1,06 bar basingli bir otoklavda (Niive-Steam Sterilizer-OT 032,
TS 5626) 20 dakika siire ile sterilize edilmistir. Yetistirme kosullari, 25+2°C sabit
sicaklikta, 16 saat fotoperiyot uygulamali ve 1s1 vermeyen beyaz florasan ile aydinlatilan

kontrollii odadir.

3.5. Deneme Deseni ve Istatistiki Analiz

Denemeler 5 tekerriirde ve her bir tekerriir; kallus olusumu i¢in 3 yaprak 3 sap
eksplanti, alt kiiltiir ve somatik embriyogenesis icin 4 kallus i¢erecek sekilde kurulmustur.
Deneme deseni olarak tesadiif bloklar1 deneme deseni kullanilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiki analizi SAS programinda PROC GLM’e gore analiz edilmistir (SAS Institute,

1998). Ortalamalar arasindaki farklar ise, %5 diizeyinde LSD testine gore belirlenmistir.
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BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Bilal YILDIZ

Sekil 3.1. Limonotunda doku kiiltiirii ¢aligmalarindan genel goriinim (a. Eksplant

hazirlig, b. Ekim sonrasi yetistirme kabi igerisindeki eksplantlar, ¢. Yetistirme kabi

igerisindeki gelisen kalluslar, d. Embriyogenik kallus).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Arastirmada, limonotunun doku Kkiiltiirtinde farkli biiylime diizenleyici igeren besi
ortamlarinda kallus ve embriyogenik kallus olusumu iizerine etkileri belirlenmistir. Kallus
olusumu i¢in NAA, 2,4- D ve BA, somatik embriyogenesis i¢in ise BA, TAA, IBA ve KIN
bliylime diizenleyicilerinin farkli dozlar1 MS besi ortamina ilave edilerek denenmistir. Her
bir denemedeki uygulamalar i¢in 30. giiniin sonunda ¢esitli 6l¢iim ve gézlemler alinmstir.
Alinan bu 6l¢timlerden elde edilen verilerin istatistiki analiz sonuglar1 ve degerlendirmeleri

basliklar halinde asagida verilmistir.

4.1. Kallus Olusumu

Asamalar halinde kurulan denemelerin ilk kisminda Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri
Merkez Arastirma Enstitlisiinden temin edilen limonotu bitkilerinin geng siirgiinlerden sap
ve yapraklar1 alinarak sterilizasyon yapilmistir. Elde edilen steril bitki eksplantlar1 besi
ortamlarina yerlestirilerek farkli biiylime diizenleyici ve miktarlar1 igeren 13 farkli besi
ortam1 kallus olusumu i¢in denenmistir. Arastirmanin bu agamasindaki bulgular, her bir

karakter ayr1 ayr1 olacak sekilde sunulmus ve tartigilmistir.

4.1.1. Kallus Olusturma Yiizdesi

Varyans analizi sonuglarma gore kallus olusturma yiizdesi agisindan kullanilan
yaprak ve govde eksplantlar1 arasindaki fark 6nemli bulunmustur. Farkli dozlarda NAA ve
BA igeren besi ortamlarinin, yiizde kallus olusturma iizerine etkisi de 6nemli bulunmustur
(Cizelge 4.1). Yine eksplant x besi ortami interaksiyonu énemli bulunmus, bu da kallus
olusumu i¢in yaprak ya da govde eksplantlarindan farkli besi ortamlarinda farkli yanitlar
alindig1 gostermistir. Bu nedenle kallus olusturma yiizdesi i¢in Cizelge 4.1°de tiim eksplant

ve besi ortamlar1 birlikte degerlendirilerek karsilastirilmistir.

Cizelge 4.1. Limonotunda kallus olusturma yiizdesine ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Eksplant 1 0,0062
Besi ortami 12 <0,0001
Eksplant x Besi ortami 12 <0,0001
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Kallus olusturma yiizdesine ait LSD testine gore ortalamalar arasinda 6nemli farklar
bulunmustur. Cizelge 4.2°ye bakildiginda, yaprak eksplantlarinda en fazla kallus olusumu
sap eksplantlarinda 9%100,00 ile MS + 1,0 mg/L NAA ve yaprak eksplantlarinda %86,67
oran ile MS + 2,0 mg/L NAA + 1,0 mg/L BA ortamlarindan elde edilmistir. 0-1-2-3 NAA
ve 0-0,5-1 BAP kombinasyonlariyla Cananga odorata gigek petal eksplantlarinin kallus
olusumunu inceledikleri ¢alismalarinda en yiliksek biyomas akiimiilasyonunu ve kallus
olusum yiizdesini 3,0 mg/L NAA ve 0,5 mg/L BAP i¢eren BS ve MS ortamlarindan elde
etmiglerdir (Nurazah ve ark, 2009).

Cizelge 4.2. Limonotunda eksplant ve besi ortamina bagl olarak yilizde kallus olusturma

(LSDy0s: 30,156)

Besi ortamm (mg/L) Kallus olusturma (%)
Yaprak Sap
MS 23,09 e-g' 39,75 d-f
MS + 1,0 NAA 60,00 b-d 100,00 a
MS + 2,0 NAA 66,67 b-d 88,50 ab
MS + 1,0 2,4-D 67,50 b-d 45,24 c-e
MS +2,02,4-D 11,97 fg 0,86 g
MS + 1,0 NAA + 0,5 BA 73,33 a-c 86,67 ab
MS + 1,0 NAA + 1,0 BA 83,33 ab 75,00 a-c
MS + 2,0 NAA + 0,5 BA 86,67 ab 26,67 e-g
MS + 2,0 NAA + 1,0 BA 80,00 ab 16,67 e-g
MS + 1,0 2,4-D + 0,5 BA 60,00 b-d 0,00 g
MS +1,02,4-D + 1,0 BA 20,00 e-g 0,00 g
MS +2,02,4-D + 0,5 BA 0,00 g 0,00 g
MS +2,02,4-D + 1,0 BA 0,00 g 0,00 g

I Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

4.1.2. Kallus Biiyiikliigii

Kallus biiytikliigi, kallus gelisiminin belirlenmesinde 6nemli bir karakterdir. Her ne
kadar kallus olusum ylizdesi 6nemliyse de olusan kalluslarin boyut bakimindan biiyiik
olmasi kalluslarin alt kiiltiire alinmasinda pargalanarak kullanilmasi bakimindan daha

avantajhidir. Bu karaktere ait verilerin varyans analizine gore, kullanilan eksplantin, besi
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ortaminin ve eksplant x besi ortami interaksiyonunun kallus biiyiikliigiine etkisi onemli

bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Limonotunda kallus biiyiikliigiine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Eksplant 1 0,0070
Besi ortami 12 <0,0001
Eksplant x Besi ortami 12 <0,0001

Eksplant x besi ortami interaksiyonu énemli ¢iktig1 i¢in eksplant ve besi ortamlarina
ait kallus biiyiikliigii ortalamalarinin karsilagtirilmast burada sunulmamasina ragmen tiim
besi ortamlarinda yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin biiyiikliikleri daha fazla
olmustur. Hem eksplant hem de besi ortamimnin degerlendirildigi LSD testi sonuglari
Cizelge 4.4’te verilmistir. En biiyiik kalluslar 16,35 mm ortalama ile MS + 2,0 mg/L NAA
+ 0,5 mg/L BA ve 15,50 mm ortalamayla MS + 1,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L BA
ortamlarinda yaprak eksplanti kullanimi ile elde edilmistir.

Thymus sipyleus Boiss. ve Sideritis sipylea Boiss. bitki tiirlerinin kallus olusumu i¢in
MS + 0,4 mg/L NAA besi ortaminin uygun oldugu bulunmustur (Yiirekli ve Baba, 1995).
Diger bir aragtirmada tibbi bir tiir olan Saussurea laniceps Hand.-Mazz. bitkisinin kallus
kiiltiirtinde temel besi ortami olarak MS kullanilmis, biiyiime diizenleyici olarak da BA ve
NAA’nin farklt dozlart kullanilmistir (Chen ve Li, 2005). Kullanilan biiylime
diizenleyicilerin cinsi ve yogunluguna gore kallus gelisiminde farkliliklarin oldugu
bildirilmistir.

Limonotunda yapilan bu c¢aligmada benzer calismalarda oldugu gibi temel besi
ortami olarak MS’in uygun oldugu en iyi kallus gelisiminin NAA ve BA iceren besi
ortamlarindan elde edildigi gdzlenmistir. Ozetle, besi ortami ve kullanilan biiyiime

diizenleyicisine bagli olarak kallus biiyiikliigiiniin farkliliklar gosterdigi sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. Limonotunda eksplant ve besi ortamina bagl kallus biiyiikligi (LSDgps:
4,304)

Besi ortamm (mg/L) Kallus bityiikliigii (mm)
Yaprak Sap

MS 1,71 g1’ 3,01 f
MS + 1,0 NAA 5,23 e-h 14,08 ab
MS + 2,0 NAA 6,67 d-f 10,57 b-d
MS + 1,0 2,4-D 5,63 e-g 3,96 f-1
MS +2,02,4-D 1,15 ht 0,151
MS + 1,0 NAA + 0,5 BA 10,17 b-d 12,87 a-c
MS + 1,0 NAA + 1,0 BA 12,96 a-c 8,88 c-e
MS +2,0 NAA + 0,5 BA 16,35 a 4,10 =1
MS +2,0 NAA + 1,0 BA 15,50 a 2,38 {1
MS +1,02,4-D + 0,5 BA 4,10 11 0,001
MS +1,02,4-D + 1,0 BA 1,90 g-1 0,00 1
MS +2,02,4-D + 0,5 BA 0,00 1 0,00 1
MS +2,024-D+ 1,0 BA 0,00 1 0,00 1

I Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

4.1.3. Kallus Skoru

Kallus skoru in vitro denemelerde kallusun gozlemsel olarak tespit edilen gelisimidir.
Bazen kallusun eni boyu olglilerek alinan olgtimler kallusun dikey gelisimini goz ardi
edebilmektedir. Bu gorsel kallus gelisimi bir skala kullanimi ile sayisal forma
dontstiiriilebilmektedir. Kallus gelisimi hacimsel veya agirlik olarak belirlenebilse de eger
bu steril kalluslar kullanilacaksa bu miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle kallus skoru
hacimsel gelisim hakkinda bilgi verirken, kallus hiicre topluluklarinin birbirleri arasindaki
farkliliklar1 kalitatif bakimdan ortaya koyar. Kallus skorlari i¢in, 0=06lii, 1=¢ok kiiciik,
3=kiiciik, 5=Orta, 7=biiylik, 9=¢ok biiyiik skalas1 kullanilmigtir. Kallus skoru ile ilgili
verilerin varyans analizi sonuglar1 incelendiginde eksplantin, besi ortaminin ve
interakasiyonlarinin kallus skoru iizerine etkileri yiiksek diizeyde o©nemli oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Limonotunda kallus skoruna ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Eksplant 1 0,0063
Besi ortami 12 <0,0001
Eksplant x Besi ortami 12 <0,0001

Cizelge 4.6’da kallus skoru bakimindan farkliliklar gézlemlendigi goriilmektedir.
Farkli oranlardaki oksin ve sitokinin oranlarinin interaksiyonlar1 eksplant tipleri {izerine
farkli yanitlar vermistir. LSD testine gore, en yliksek kallus skoru 7,40 ile MS + 2,0 mg/L
NAA + 0,5 mg/L BA igeren besi ortamindaki yaprak eksplantindan elde edilmistir. Kallus
olusturan besi ortamlarinda en diisiik kallus skoru ise 1,00 ile MS + 1,0 mg/L 2,4-D + 0,5
mg/L BA igeren besi ortamindaki yaprak eksplantlarindan elde edilmistir.

Cizelge 4.6. Limonotunda eksplant ve besi ortamina bagh kallus skoru (LSDgs: 1,670)

Besi ortamm (mg/L) Kallus skoru
Yaprak Sap
MS 0,29 ¢' 0,45e
MS + 1,0 NAA 0,53 e 4,67b
MS +2,0 NAA 1,50 de 3,07 b-d
MS + 1,0 2,4-D 0,89 ¢ 0,44 ¢
MS +2,02,4-D 0,17 e 0,06 e
MS + 1,0 NAA + 0,5 BA 3,40 be 4,47 b
MS + 1,0 NAA + 1,0 BA 4,67b 2,80 cd
MS + 2,0 NAA + 0,5 BA 7,40 a 1,47 de
MS + 2,0 NAA + 1,0 BA 6,40 a 0,83 ¢
MS + 1,0 2,4-D + 0,5 BA 1,00 e 0,00 e
MS + 1,0 2,4-D + 1,0 BA 0,47 e 0,00 e
MS +2,02,4-D + 0,5 BA 0,00 e 0,00 e
MS +2,02,4-D + 1,0 BA 0,00 e 0,00 e

1: Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Kallus skor skalasi: 0=6lii, 1=¢ok kiiciik, 3=kiiciik, 5=Orta, 7=biiyiik, 9=cok biiyiik.
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Tiirkiye endemigi Astragalus chrysocholorus’un in vitro doku Kkiiltlirline
optimizasyonu, c¢ogaltimi ve sekonder metabolitlerinin aragtirildigi calismada siirgiin
eksplantlar1 kullanilmistir. Kallus olusumu, temel besi ortami MS olan 0,5 mg/L 2,4-D
ilaveli besin ortaminda gergeklesmistir (Ar1 ve ark., 2002). Lotus bitkisi Nelumbo nucifera
Geartn.’de yapilan calismada MS temel besi ortamina 2,4-D, Kinetin ve BA’nin farkli
dozlar eklenerek kallus gelisimi ve somatik embriyo olusumu gozlenmistir (Arunyanarat
ve Chaitrayagun, 2005). 12 haftalik yetistirme siiresi sonunda 6,0 uM 2.,4-D ve 0,5 uM BA
igeren besi ortaminda gelisen kalluslarda en 1yi kallus skoru tespit edilmistir.

Sonug olarak, kallus skoru eksplant tiirli ve besi ortamina bagli olarak biiyiik

farkliliklar gostermekte olup, bu parametrelerin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.

4.1.4. Kallus Rengi

Kallus rengi in vitro denemelerde kallusun canliligi, gelisimi ve tipi hakkinda bilgiler
vermektedir. Kallus rengi ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglari incelendiginde
denenen besi ortamlarinin ve eksplant x besi ortami interaksiyonunun kallus rengine
etkisinin 6nemli diizeyde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7). Diger onceki karakterlerin
aksine eksplantlar arasinda kallus rengi bakimindan Onemli bir farkin olmadig

goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Limonotunda kallus rengine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Eksplant 1 0,9308
Besi ortami 12 <0,0001
Eksplant x Besi ortami 12 <0,0001

Kallus rengi de 1°’den 9’a kadar degisen bir skala yardimiyla belirlenmistir. Buna
gore 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=acik yesil, 7=sarims1 yesil, 9=kahverengidir (Turhan, 1997).
Kallus rengine iligskin ortalamalar Cizelge 4.8’de verilmistir. Kallus renginin genel olarak
ortam ve eksplant tilirline gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir. LSD testine gore 7,11
ortalama deger ile en yiiksek renk skoru MS + 2,0 mg/LL NAA igeren besi ortamindan elde

edilmistir. Kallus olusan besi ortamlarinda en diisiik kallus rengi skoru 1,03 ise MS + 2,0
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mg/L 2,4-D igeren besi ortamindan elde edilmistir. Renk skalasina gére 1,03 degeri koyu
yesil, 7,11 degeri ise sarimsi yesil anlamina gelmektedir.

Cananga odorata bitkisi petal yapraklarindan kallus rejenerasyonu ¢aligmasinda MS
ve B5 ortamia 3,0 mg/L NAA ve 0,50 mg/L BAP ilavesinde kolay dagilabilen soluk ve
beyaz kalluslar elde edilmistir (Nurazah ve ark., 1999). BA ilaveli ortamlarda NAA’in
azalmasiyla kirmizims1 beyaz renk her iki biiylime diizenleyicinin yiiksek
konstantrasyonunda da kahverengi ve daha kompakt yapida kalluslar goriilmiistir.

Citrus grandis L., Osbeck (pummelo) genotipinin yaprak eksplantlarindan kallus
olusumu ve siirglin gelisimi calismasinda, pummelo tohumlarindan elde edilen bitkinin
yapraklarindan kallus olusumunu saglamak amaciyla yedi farkli oksin konsantrasyonlari
iceren besi ortami kullanilmistir. 2,4-D igeren besi ortami kallus olusumu i¢in en etkili
bulunmustur. 0,9 ve 0,4 uM 2,4-D igeren besi ortamlar1 yesil renkli sik1 yapili kalluslar
meydana getirmislerdir (Tao ve ark., 2002). Kallus renginin kallus yapis1 hakkinda bilgi
vermesi bakimindan O6nemlidir. Genellikle agik renkli yani fazla klorofil icermeyen
kalluslarin daha yumusak ve dagilabilir formda olmasi ile iligkilidir. Bu gibi kalluslar da
hiicre siispansiyon kiiltiiriine gegiste kolaylik saglamaktadir. Yaptigimiz calismada ise
kallus renginde ¢ok farkliliklar olustugu gézlemlenmis, eksplant tipi ve besi ortamina bagh

olarak kallus renginin degisiklik gosterdigi sonucuna ulagilmistir.
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Cizelge 4.8. Limonotunda eksplant ve besi ortamina bagl kallus rengi (LSDg s: 2,401)

Besi ortamm (mg/L) Kallus rengi
Yaprak Sap
MS 1,81 g-j' 3,53 d-h
MS + 1,0 NAA 4,53 b-f 6,84 ab
MS + 2,0 NAA 5,33 a-e 7,11 a
MS + 1,0 2,4-D 5,83 a-d 4,06 c-g
MS +2,02,4-D 1,03 yj 0,03
MS + 1,0 NAA + 0,5 BA 2,20 f-j 6,33 a-c
MS + 1,0 NAA + 1,0 BA 1,50 h-j 3,58 d-h
MS + 2,0 NAA + 0,5 BA 3,00 e-1 2,00 g-j
MS + 2,0 NAA + 1,0 BA 1,47 h-j 0,67
MS +1,02,4-D+0,5 BA 5,40 a-e 0,00
MS+1,024-D+1,0 BA 1,67 g-j 0,00
MS +2,024-D+0,5BA 0,00 j 0,00
MS +2,02,4-D+ 1,0 BA 0,00 0,00

I Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Kallus renk skalasi: 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=agik yesil, 7=sarims1 yesil, 9=kahve.

4.1.5. Kallus Agirhg
Kallus agirligi ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglar1 incelendiginde besi ortami

ve eksplant x besi ortami interaksiyonun 6énemli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Limonotunda kallus agirligina ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Eksplant 1 0,2275
Besi ortami 12 <0,0001
Eksplant x Besi ortami 12 <0,0001

Deneme sonunda iizerlerindeki agar pargalari temizlenen kalluslar bekletilmeden
tartilmis, nem kayb1 yoluyla olusabilecek hata pay1 azaltilmistir. Kallus agirligina iliskin

Cizelge 4.10°da genel olarak farkliliklar gézlenmektedir. LSD testine gore 1,58g ortalama
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deger ile en agir kallus MS + 2,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L. BA ve MS + 2,0 mg/LL NAA + 1,0
mg/L BA igeren besi ortamindaki yaprak eksplantlarindan elde edilmistir (Cizelge, 4.10).
Medicago sativa L. bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, farkli oksinler kullanilarak
somatik embriyo iiretimi amaglanmistir (Siile, 2005). El¢i yonca ¢esidine ait tohumlar in
vitro ortamda ¢imlendirilmis ve 6 giinliik fidelerden hipokotil ve kotiledon segmentleri, 1
mg/L 2,4-D, NAA, pikloram veya dicamba + 0,2 mg/L KIN iceren SH ortaminda kiiltiire
alinmistir. Arastirma sonunda kullanilan oksin ¢esidine bagli olarak kallus indiiksiyon
orani % 23,6 ile % 50,8 arasinda degismis ve en yliksek deger 2,4-D oksin grubu biiyiime
diizenleyici iceren ortamlardan elde edilmistir. Olusan kalluslarin agirhig ortam
kombinasyonlarina bagli olarak 0,660 mg ile 1,472 mg arasinda degisim gosterirken,
picloramin ilave edildigi besi ortamlarindan en yiiksek sonuglar alinmistir. Calismamizda
ise temel besi ortami olan MS besi ortamina NAA ve BA’in iki dozunda kallus agirlig

olarak benzer sonuglar alinmistir.

Cizelge 4.10. Limonotunda eksplant ve besi ortamina bagl kallus agirligi (LSDy s: 0,429)

Besi ortamm (mg/L) Kallus agirhg (gr)
Yaprak Sap

MS 0.05 g-1° 0.07 g-1
MS + 1,0 NAA 0.19 f41 0.99 be
MS + 2,0 NAA 0.21 e-1 0.67 cd
MS + 1,0 2,4-D 0.22 e11 0.15 g1
MS +2,02,4-D 0.07 g1 0.03 h1
MS + 1,0 NAA + 0,5 BA 0.59 c-f 1.18 ab
MS + 1,0 NAA + 1,0 BA 0.92 be 0.47 d-g
MS + 2,0 NAA + 0,5 BA 1.58 a 0.62 c-e
MS + 2,0 NAA + 1,0 BA 1.58 a 0.44 d-h
MS + 1,0 2,4-D + 0,5 BA 0.07 g1 0.00 1
MS +1,02,4-D + 1,0 BA 0.09 g-1 0.00 1
MS +2,02,4-D + 0,5 BA 0.001 0.00 1
MS +2,02,4-D + 1,0 BA 0.001 0.00 1

g Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

24



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Bilal YILDIZ

4.1.6. Kallus Olusumu Denemesinden Olgiillen Karakterler Arasindaki
Korelasyonlar

Cizelge 4.11°de kallus olusumu denemesinde Olgiilen karakterler arasindaki
korelasyon katsayilar1 belirtilmistir. Korelasyon katsayisinin yiiksek olmasi 6lgiilen
karakterler arasindaki iligkinin yakinligim1 gostermektedir. Diger taraftan bu iligkinin
olmasi, bu karakterlerin birbirine bagli oldugunu da gostermektedir.

Buna gore Cizelge 4.11°e¢ bakildiginda tiim karakterler arasindaki korelasyonlar
onemli bulunmustur. Kallus rengi ile kallus skoru arasindaki korelasyon katsayis1 (0,380)
hari¢ diger karakterler arasindaki katsayilar ise daha yiiksek bulunmustur. Aralarinda ¢ok
yilksek ve oOnemli iligki bulunan bu karakterler, gelecekteki calismalarda Olgiilen

karakterlerin azaltilmasinda fayda saglayabilir.

Cizelge 4.11. Limonotunda kallus olusumu denemesinde ol¢iilen karakterler arasindaki

korelasyon katsayilar1 ve 6nemlilik diizeyleri

Karakterler ~ Kallus olusturma  Kallus biiyiikliigii Kallus skoru
yiizdesi
Kallus skoru 0,778* 0,956*
Kallus rengi 0,796* 0,550* 0,380*
Kallus agirligi 0,693* 0,898* 0,936%*

* Onemlilik diizeyleri <0,0001"dir.

4.1.7. Kallus Olusumu Denemesine iliskin Sonuc

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda sap eksplantlarinda kallus gelisim yiizdesi yapraklara
gore biraz daha yiliksek olmasina ragmen kallus biiyiikliigii ve kallus skoru i¢in yaprak
eksplantlar1 daha {iistlin 6zellikler gostermistir. Ayrica yapilan bir 6n denemede yaprak
eksplantlarindan elde edilen kalluslar kiiltiire alma ve denemenin siiriidiiriilebilirligi
bakimindan daha iyi sonu¢ vermistir. Sap eksplantlarindan gelisen kalluslarin alt kiiltiire
alinmasi sirasinda kalluslarin ¢ok sert ve kirilgan olmalari nedeniyle kalluslarin esit
biiyiikliikte boliinmesinde sorun olusturmustur.

Sonug¢ olarak, limonotu in vitro kallus olusumu {izerine 13 farkli besi ortami
denenmistir ve incelenen parametreler 1s18inda en uygun besi ortaminin yaprak
eksplantlarinin gelistirildigi MS + 2,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L BA’l1 ortamlar oldugu

belirlenmistir. Denemenin devaminda embriyogenik kallus olusumu igin yaprak
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eksplantlar1 ve MS + 2,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L BA ortaminda gelistirilen kalluslar

kullanilmastir.

Sekil 4.1. Eksplantlardan kallus gelisimi (A: Yaprak kallusu, B: Sap (Govde) kallusu).

Sekil 4.2. Embriyogenik kallus denemesi i¢in yaprak eksplantlarindan kallus iiretimi.
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4.2. Embriyogenik Kallus

Bitkilerde totipotansi olarak isimlendirilen bir hiicreden bir bitki elde edilebilmesi
mimkiindiir. Kallus farklilagmamis diger bir tanimlama ile siirgiin ve kok gibi organ
olusturmamis kiimelere halinde c¢ogalan hiicre toplulugudur. Bu potansiyelden
yararlanilarak doku kiiltiiriinde kallusta bulunan hiicrelerde somatik embriyo
olusturulabilir. Bu somatik hiicreler kallus tizerinde farkli yapilar ve baloncuklar seklinde
(ya da kalp seklinde) gorilir (Sekil 4.3). Embriyogenik kallus veya somatik
embriyogenesis gelisimi agsamasinda BA, KIN, IAA, IBA ve kombinasyonlarini igeren 27
MS besi ortaminin kallus gelisimi {izerine etkisi incelenmistir. Dort hafta siiren denemede
kallus olusumu denemesinin ortam sartlarinin aynisi uygulanmis olup deneme sonunda kok
ya da silirgiin rejenerasyonu goriilmezken kallus boyutu, kallus rengi ve agirligina ait
bulgular elde edilmistir. Yalniz baz1 eksplantlarda kok gelisimi olmasina ragmen bu say1 az

oldugu i¢in istatistiki olarak degerlendirilmemistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Embriyogenik kalluslarda kdk olusumu ve somatik embriyogenesis baglangici.
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4.2.1. Kallus Bityiikliigii
Kallus biiyiikliigii, her bir kallusun eni ve boyu Olciilerek ortalamasi alinarak
hesaplanmig ve istatistik analizi yapilmistir. Varyans analizi sonucglarina gore, farkli besi

ortamlarinin kallus boyutu lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Limonotunda somatik embriyogenesis olusumunda kallus biiyiikliigiine ait

varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Besi ortami 26 <0,0001
Tekerriir 4 0,8481

Farkl1 besi ortamlarindaki kallus biiytlikliigiine iliskin LSD testindeki bulgulara gore,
Cizelge 4.13°de 25,53 mm ile MS + 1,0 mg/L KIN + 1,0 mg/L IBA iceren besi ortamindaki
kalluslarin en biiylik boyuta sahip oldugu goriilmistiir. En kii¢iik kallus ortalamasi ise
13,23 mm ile MS + 1,0 mg/L KIN + 0,5 mg/L IBA igeren besi ortamindan elde edilmistir.
Eksplant olarak kullanilan 5,0 mm boyutlarindaki kalluslarin boyutlarinda tiim besi
ortamlarinda Cizelge 4.13’te goriildiigii gibi 6nemli artislar1 olmustur.

Can ve arkadaglarinin (2000) rejenerasyona hazir hale getirdikleri adi yalancidar
bitkilerini 8 hafta sonunda rejenerasyon ortamlarina aktarilmistir. Denenen ekotiplerde en
yiiksek kallus olusum oran1 (%74) ve en yiiksek kallus agirligi (369,3 mg/L) MS + 6 mg/L
2,-4 D’li ortamda elde edilmistir. 2,4-D oran1 6 mg/L’den arttik¢a ortalama kallus olusum
oraninda azalma goriilmiistiir. Calismamizda ise farkli ortamlarin kalluslarin gelisimini
cesitli sekillerde etkiledigi ve besi ortamina bagli olarak kallus boyutunun degisiklik

gosterdigi sonucuna ulasilmistir.
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Cizelge 4.13. Limonotunda besi ortamina bagli kallus biiytikliigti (LSDy s: 3,188)

Besi ortamm Kallus biiyiikliigii (mm)
MS 15,29 g-1'
MS + 0,5 BA 15,19 g1
MS +1,0 BA 15,82 f41
MS + 2,0 IAA 22,08 ab
MS + 0,5 BA + 1,0IAA 19,43 a-e
MS +0,5 BA +2,0 [AA 20,82 a-d
MS +1,0 BA+ 1,0 [AA 20,76 a-d
MS + 1,0 BA + 2,0 [AA 21,75 a-c
MS + 1,5 BA+ 1,0 [AA 19,82 a-e
MS +1,5 BA +2,0 [AA 20,68 a-d
MS + 0,5 KIN 13,691
MS + 1,0 KIN 21,29 a-d
MS + 0,5 KIN + 0,5 IBA 19,58 a-e
MS + 1,0 KIN + 0,5 IBA 13,231
MS + 0,5 KIN + 1,0 IBA 17,35 e-h
MS + 1,0 KIN + 1,0 IBA 22,53 a
MS + 0,5 KIN + 2,0 IBA 20,09 a-e
MS + 1,0 KIN + 2,0 IBA 19,24 b-e
MS +2,5 BA 18,25 d-g
MS +5,0 BA 20,34 a-e
MS + 5,0 KIN 18,23 d-h
MS +2,5 BA + 0,5 KIN 18,66 c-f
MS +5,0 BA +0,5 KIN 19,43 a-e
MS + 5,0 KIN + 0,5 IBA 15,05 1
MS + 0,5 IAA + 0,5 KIN 19,88 a-e
MS +2,5 BA + 2,5 KIN 19,10 b-e
MS + 2,5 BA +2,5KIN + 0,5 IBA 20,40 a-e

g Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.
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4.2.2. Kallus Rengi

Kallus rengi i¢in kallus olusumda kullanilan 1-9 skalas1 kullanilmistir; 1=koyu yesil,
3=yesil, S5=acik yesil, 7=sarims1 yesil, 9=kahverengi (Turhan, 1997). Farkli besi
ortamlarina iligkin kallus renginin varyans analiz tablosu asagidaki verilmistir. Varyans
analizi sonuclarma gore farkli besi ortamlarinin kallus rengi iizerine etkisi Onemli

bulunmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Limonotunda somatik embriyogenesis olusumunda kallus rengine ait varyans

analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi Serbestlik derecesi Olasilik (%)
Besi ortami 26 <0,0001
Tekerriir 4 0,3158

Farkli besi ortamlarinda somatik embriyogenesisi incelemek amaciyla ekilen kallus
rengine iliskin LSD testine gore, Cizelge 4.15°de de goriilen ortalamalar ile genel olarak
denemede goriillen renk durumu agik yesil ile kahverengi arasindadir. Caligmada
kahverengine en yakin uygulama 9,40 ile MS + 2,0 mg/L TAA, 9,23 ile MS + 0,5 KIN
ortamlarinda goriiliirken, yesil-koyu yesil arasindaki en iyi sonu¢ MS + 1,0 mg/L BA + 2,0
mg/L IAA ortaminda gézlenmistir.

Taxaceae familyasina ait insanlardaki tiimorlere karsi etkili taxan maddesini i¢eren
Taxus wallichiana (Zucc.) bitkisinin organogenes ve bitki rejenerasyonu iizerine yapilan
calismada temel besi ortami olarak Lloyd, MCCown ve WPMSH ortamlar1 kullanilmigtir
Zigotik embriyolar 0,5 mg/L BA, 1,0-2,0 mg/L 2,4-D veya NAA kombinasyonu ilave
edilmis olup ' kuvvetteki Lloyd ve MCCown ortamlarinda kiiltiire alinmis ve kiiltiir
baslangicindan 4 hafta sonra yesil ve sar1 olmak ilizere morfolojik olarak iki farkli kallus
olusturmustur (Datta ve ark., 2006).

Calismamizda kalluslar ikinci alt kiiltirden sonra kahverengileserek Olmeye
baslamistir. Cizelge 4.15°de de gordiigiimiiz lizere 4 hafta sonunda alinan 6l¢iimler sonucu

cogu kallus kahverengine yakin renk almistir. Bu da kalluslarin 6lme belirtisidir.
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Cizelge 4.15. Limonotunda besi ortamina bagli kallus rengi (LSDgs: 1,681)

Besi ortamm Kallus rengi
MS 7,38 b-g'
MS +0,5 BA 7,55 b-f
MS +1,0 BA 8,13 a-d
MS + 2,0 IAA 9,00 a
MS + 0,5 BA + 1,0IAA 4,79 1-k
MS +0,5 BA +2,0 [AA 5,82 g-j
MS +1,0 BA+ 1,0 [AA 3,84 kl
MS + 1,0 BA +2,0 IAA 2,391
MS + 1,5 BA + 1,0 IAA 2,571
MS +1,5 BA +2,0 [AA 8,10 a-d
MS + 0,5 KIN 9,00 a
MS + 1,0 KIN 8,13 a-d
MS + 0,5 KIN + 0,5 IBA 6,50 d-h
MS + 1,0 KIN + 0,5 IBA 8,50 ab
MS + 0,5 KIN + 1,0 IBA 8,07 a-e
MS + 1,0 KIN + 1,0 IBA 8,38 a-c
MS + 0,5 KIN + 2,0 IBA 8,97 ab
MS + 1,0 KIN + 2,0 IBA 8,25 a-c
MS + 2,5 BA 6,40 e-1
MS +5,0 BA 5,15 h-k
MS + 5,0 KIN 6,70 c-h
MS + 2,5 BA + 0,5 KIN 7,38 b-g
MS + 5,0 BA + 0,5 KIN 6,30 f-1
MS + 5,0 KIN + 0,5 IBA 8,20 a-c
MS + 0,5 IAA + 0,5 KIN 6,20 f-1
MS + 2,5 BA +2,5 KIN 5,40 h-k

MS + 2,5 BA +2,5KIN + 0,5 IBA 4,50 jk

g Ayni harfi tagiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Kallus renk skalasi: 1=koyu yesil, 3=yesil, 5=agik yesil, 7=sarims1 yesil, 9=kahve.
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4.2.3. Somatik Embriyogenesis Denemesinden Olciilen Karakterler Arasindaki
Korelasyonlar
Cizelge 4.16’de somatik embriyogenesis denemesinde Olgiilen karakterler
arasindaki korelasyon katsayilar1 ve onemlilik diizeyleri asagida gosterilmistir. Kallus
rengi ile kallus biiyiikliigii arasinda 6nemli fakat negatif korelasyonun (-0,4360) oldugu
bulunmustur. Bu durum, renk skalasinda kiiciik degerler yesile dogru gittigini bu da

kallusun saglikli ve biiylimeye devam ettigini géstermesi ile agiklanabilir.

Cizelge 4.16. Somatik embriyogenesis denemesinde Olglilen karakterler arasindaki

korelasyon katsayilar1 ve 6nemlilik diizeyi

Karakterler Kallus Biiyiikliigii

Kallus Rengi -0,4360*

* Onemlilik diizeyi <0,0001 dir.

4.2.4. Somatik Embriyogenesis Denemesine iliskin Sonug
Limonotunda somatik embriyogenesis gelisimi ile ilgili 27 farkli besi ortami
denenmistir. Denemede kallus boyutu ve kallus rengi parametreleri degerlendirilmistir. Bu
ortamlar arasinda en biiyiikk kallus boyutunun 22,53 mm ile, MS + 1,0 mg/LL KIN + 1,0
mg/LL IBA igeren besi ortamindan elde edilecegi, BA ve IAA’in kallus rengi

parametresinde yesil renk eldesi i¢in pozitif rol oynadig1 sonucuna varilabilir.
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BOLUM -5
SONUC ve ONERILER

- Kallus olusumu ve ¢ogaltimi iizerine yapilan deneme sonucunda 2,0 mg/L NAA +
0,5 mg/L BA ilaveli MS besi ortaminin yaprak eksplantlarindan en uygun kallus
olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir. Ayni besi ortamu kullanilarak ¢ok sayida alt
kiiltiir ile limonotunda kallus olusumu {izerine etkisi ispatlanmistir.

- Embriyogenik kallus veya organogenesis ile ilgili denemede kallus boyutunda MS
+ 1,0 mg/L IBA + 1,0 mg/L KIN iceren besi ortaminda yetisen kalluslarin
denemede kullanilan diger ortamlardaki gelisen kalluslara gore boyutunun daha
biiyiik oldugu gozlemlenmistir.

- Kallus skorunda da MS + 2,0 mg/L NAA + 0,5 mg/L BA ortam1 ve yaprak
eksplantlarinda elde edilen kalluslarin diger ortamlarda gelisen kalluslara gore
hacim olarak daha biiylik oldugu gozlemlenmistir.

- Kallus rengine iligkin parametrede somatik embriyo olusturabilecek kalluslarin
rengi, denemedeki MS + 2,0 mg/L 2,4-D besi ortaminda bulunan yaprak
eksplantlarinda koyu yesil olarak bulunmustur.

- Kallus agirligr ve kallus olusumu ile ilgili bir degerlendirme yapilacak olursa, bitki
biiyiime diizenleyicilerinin ve eksplant tipinin bu hususta 6nemli bir faktor
oldugunu ve NAA’nin bu baglamda pozitif rol aldig1 belirlenmistir.

- Kallus olusumu genel olarak incelendiginde, eksplant tipinin besi ortamina verdigi
yamtlar ¢ok farkli olarak bulunmustur. Interaksiyondan dolayr besi ortami
seciminde hangi eksplant tipinin hangi ortamda daha iyi gelistigi, bundan sonra bu

bitki ile yapilacak calismalara kaynak teskil edecektir.

Sonug olarak limonotunda kallus gelisimi basari ile gergeklestirilmis ve ¢calismanin
amaclarindan biri olan somatik embriyogenesis veya organogenesise iligkin baslangi¢
kalluslar1 olan embriyogenik kalluslar elde edilmistir. Bulgular1 sinirli olan hatta kallus
kiiltlirii olarak ¢alisma bulunmayan limonotunda elde edilen veriler yapilacak doku kiiltiirti
caligmalarina bilimsel anlamda katki saglayacagi gibi gelecekte limonotu lizerine yapilacak
diger gen transferi, ugucu yag oraninin arttirilmasi gibi biyoteknolojik ¢aligmalara da temel
olusturmas1 beklenmektedir. Bunun disinda limonotunda doku kiiltiirii veya hiicre kiiltiirii

yolu ile biyoreaktorde sekonder metabolitlerin iiretilmesine de katki saglayacak sonuglar
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elde edilmistir. Bu calismanin devami veya gelecek bir calisma olarak, basari ile elde
edilen bu kalluslarda siirglin gelisimi ve hiicre kiiltiirii i¢in daha detayli caligmalar
yapilmasinda yarar vardir. Bu amagcla daha farkli biiylime diizenleyicileri, yogunluklar1 ve

yetistirme kosullar1 denenebilir.
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