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OZET

OGULOTU (Melissa officinalis L.) GENOTiPLERININ DOKU KULTURUNE
YANITLARININ BELIRLENMESI

Ozge TOPCU BAYRAM
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Do¢ Dr. Hakan TURHAN
30/09/2010, 67

Bu caligma Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirii ve Biyoteknoloji
laboratuarlarinda 2009-2010 yillarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada ogulotu bitkisinin
(Melissa officinalis L.) doku kiiltiiriine aktarilmasi1 ve doku kiiltiiriinde bazi biiyiime
diizenleyicilerine olan yanitinin saptanmasit amacglanmistir. Bu calismada kullanilan
genotiplerden birisi Kazdagi florasinda yetisen ogulotu olmustur. Bunun yaninda
Canakkale yoresinde yetistirilen bir genotip ile yurtdisi kokenli (Italya) bir genotip
kullanilmigtir. Bitkilerin doku kiiltliriine aktarilmasi i¢in tohum sterilizasyon yontemi
uygulanmistir. Bu steril bitkilerden elde edilen aksiller meristemler kullanilarak
genotiplerin farkli biiyiime diizenleyicilerine yamitlar1 belirlenmistir. Olgiilen karakterler
bitki boyu, bogum sayisi, kullanilabilir bogum sayisi, yesil siirgiin agirligi, klorofil
indeksi, kok gelisim skoru ve ucucu yag oramdir. IBA ve IAA kullanilan besi
ortamlarinda daha fazla kdklenme oldugu belirlenmistir. BA ve Kinetin uygulamalarinda
ise siirgiin gelisiminin daha fazla oldugu saptanmistir. Genel olarak uygulamalarin artan

dozlarinda, bitkideki etkileri artis géstermis, daha sonra ise bir azalis meydana gelmistir.

Anahtar sozciikler: Ogulotu, bliylime diizenleyici, in vitro, besi ortami, ugucu yag
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ABSTRACT

RESPONSE OF LEMON BALM (Melissa officinalis L.) GENOTYPES TO TISSUE
CULTURE

Ozge TOPCU BAYRAM
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Crop Science Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan TURHAN

30/09/2010, 67

This study was conducted in Tissue Culture Laboratory of Department of Field
Crops and Biotechnology Laboratory of Agricultural Faculty during 2009-2010. The
objectives of the study were to transfer lemon balm (Melissa officinalis L.) to in vitro
conditions and determine its response to some growth regulators. In the study, a genotype
grown in Kazdagi (Ida Mountain) flora was used. Besides, a genotype grown in the region
of Canakkale and an Italian genotype were used. Seed sterilization method was used for
transferring the plant in in vitro conditions. Axillary meristems obtained from those in
vitro plantlets were used to test their response to different growth regulators. Measured
characters are plant height, number of nodes, number of useable nodes, fresh shoot
weight, chlorophyll index, root scores and ratio of essential oil. IBA and TAA in the
growth media used was found to be more rooting. BA and Kinetin applications were
found to be more of the shoot growth. In general practices in increasing doses, the plant

has increased the impact, then a decrease occurred.

Keywords: Lemon balm, growth regulators, in vitro, media, essential oil
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BOLUM 1 - GiRiS Ozge TOPCU BAYRAM

BOLUM 1
GIRIS

Bitkiler, binlerce yildir ilaglarin ve aromatik bilesiklerin en 6énemli kaynagi olarak
kullanilmigtir. Gegmiste oldugu gibi gilinlimiizde de diinyadaki niifusun % 90’a yakini
tibbi ve aromatik bitkilerden taze veya islenmis sekilde yararlanmakta olup kullanilan
ilaclarin ise % 25’1 bitkisel kokenli kaynaklardan iiretilmektedir. Diinyada 20,000 tibbi
bitki tiirii hakkinda ¢aligma yapildigi belirlenmistir (Deans ve Svoboda, 1990). Son
yillarda herbal ilaglar daha yaygin hale gelmistir ve Avrupa’da bitkisel ilag¢ pazar1 her yil
artmaktadir.

Ulkemizde yaklasik 9000 bitki tiiriiniin bulundugu ve bunlardan 3000 kadarinin da
endemik oldugu bildirilmektedir (Giimiis¢ii, 2001). Bunlardan yaklasik 1000 kadar1 tibbi
bitki olarak kullanilmaktadir (Arslan ve ark., 2002). Halk hekimliginde kullanilan bu
bitkilerden 350 kadarinin ticareti yapilmakta olup, yaklasik 100 tiir de ihra¢ edilmektedir
(Ozhatay ve ark., 1997).

Tibbi ve aromatik bitkilerden biri olan ogulotu (melisa), lilkemizde ve Avrupa’da
genis bir sekilde yetismekte ve yetistirilmektedir. Bu bitkinin yabani formlari tiim
Akdeniz iilkeleri ve Giiney Alpler’de yayilis gostermekte, Tiirkiye’de de Kuzey ve Bati
Anadolu ile birlikte kiy1 seridinde goriilmektedir (Ceylan, 1983; Baydar ve ark., 2001).
Davis (1982) ve Baytop (1984)’e gore yurdumuzda dogal yayilis gosterdigi iller Amasya,
Ankara, Bilecik, Bolu, Bursa, Canakkale, Istanbul, Kiitahya, Mugla, Samsun’dur.
Diinyada ise Giiney Avrupa, On Asya ve Kuzey Amerika’da dogal olarak yetismektedir.
Ekonomik &neminden dolayr Almanya, Bulgaristan, Fransa, italya, Kuzey Amerika ve
Romanya’da tarimi yapilmaktadir (Sar1, 2001).

Ogulotu tiiriiniin yaprak, tily ve kaliksin dis sekillerine gore yurdumuzda 3 alt tiirti
bulunur (ssp. officinalis, ssp. altissima, ssp. inodora) (Mill, 1982). Bunlardan sadece ssp.
officinalis limon kokulu olup tibbi degere sahiptir. Bu alt tiir, kovan otu, limon otu, limon
nanesi olarak da bilinmektedir (Bonnier, 1924; Hegi, 1927; Baytop, 1999). Ogulotu
(Melissa officinalis), Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait, biiyiik 6l¢lide dallanan,
govdesi dik veya yar1 dik olan ve 20-150 cm arasinda boylanabilen hos kokulu, dayanikli,
cok yilik bir bitkidir (Sekil 1.1). Iyi kosullarda 6mriiniin 25-30 yil olabilecegi
belirtilmekle beraber, normal kiiltiirii yapildiginda faydalanma siiresi 3-4 yildir. Kokler
cok lifli olup, rengi beyazimsidan agik kahverengiye kadar degisir. Uzerinde tiiyler

bulunan disli kenarl ve sapli yapraklar ile dikkati ¢ekmektedir. Govdenin enine kesiti 4



BOLUM 1 - GIRIS Ozge TOPCU BAYRAM

koselidir. Ogulotu yapragi kisa veya uzun bir sapla (1,5-3,5 cm) govdeye baglanir.
Yapraklar1 oval olup, yapragin temeli kalp seklinde olmasina karsilik u¢ kismua
sivrilesmistir. Yaprak 2-8 cm uzunlukta, 1,5-5 cm genislikte olup, {ist yiizli koyu, alt yiizii
daha acik yesildir. Yapragin kenarlar1 dislidir. Genel olarak yapraklar bitkinin alt
kismindan iist kismina dogru gidildikge kiigiiliir. Yapraklardaki damarlar ¢ok belirgindir.
Yapragin alt yiizii ise genellikle firca tiiylerle kaplidir. Ogulotunda c¢icekler sap uglarinda
kiime halindedir. Renkleri mavimsi beyaz, agik lila veya sarimsi beyazdir. Ogulotunda
ozellikle biiylime, tiiyliiliik ve ¢icek rengi ¢cok varyasyon gostermektedir (Karagoz ve ark.,
2004).

Ogulotu tohumlarinin 1000 dane agirlig1 ortalama 0,62 gramdir. Safiyetinin % 95
olmasi, ¢imlenme kabiliyetinin minimumun % 70’den asag1 olmamasi istenir. Cimlenmesi
20°C'de 21-28 giinde gerceklesir. Aydinlik ve karanligin ¢imlenmeye etkisi yoktur.

Tohumlar ¢imlenme kabiliyetini 2-3 y1l devam ettirir.

Sekil 1.1. Ogulotunun bitkisel 6zellikleri (a. yapraklar, b. generatif siirgiinler, c. ¢igekler
ve d. tohumlar) (Turhan, 2006).
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Yaz mevsiminden sonbahara kadar agan, cok acik sar1 ya da beyazimsi kiiciik
cicekleri iki dudakli; koyu kahverengi, minik ve gozyasi bigimli tohumlar1 parlaktir. Eski
caglarda ogulotu, tibbi bitkiden ¢ok arilarin fazla ziyareti nedeni ile ar1 bitkisi olarak
tiretilmistir (Filiz, 2002).

Ogulotunun eczacilik, parfiimeri, kozmetik, halk hekimligi, gida sanayisi gibi birgok
kullanim alani vardir. Bitkinin ugucu yagi, drog herba ve yaprak droglar
kullanilmaktadir. Bir¢ok etkene gore degiskenlik gostermekle birlikte % 0,01-0,3 arasinda
degisen oranlarda ugucu yag icermektedir (Zeybek, 1987; Akgiil, 1993). Yapraklarindaki
ucucu yag miktari, drog herbadan biraz daha fazladir. Ogulotunda bigim genel olarak
ciceklenme doneminde yapilmaktadir. Cilinkii drog yapraktaki ugucu yag orani ¢ok erken
donemde ve ¢ok ge¢ donemde oldukca diisiik bulunmaktadir. Ugucu yag orani bitkide
cigeklenmeye kadar artmakta, daha sonra azalmaktadir. Ayrica bi¢cimin yapildig1 aya gore
de degismekte, genellikle erken yaz dénemindeki (Mayis sonu - Haziran basi) bigimde
ucucu yag orani daha yiliksek bulunmaktadir. Ugucu yagmin 6nemli bilesenleri % 39
citronelal ve % 33 citral’dir. Bu iki bilesenin yaninda daha diisiik oranlarda linalool,
geraniol, d-pinen, terpinen gibi bilesikler de icermektedir (Ceylan, 1983; Giirbiiz, 1999;
Bagdat ve Cosge, 2005). Ogulotunun ithalati ugucu yag olarak gerceklesmektedir. 2001-
2004 yillar arasinda toplam 394,146 kg ogulotu ucucu yag: ithal edilmis ve bunun i¢in
yaklagik 2.700 ABD Dolar1 6denmistir (Anonim, 2004).

Ogulotu, halk hekimliginde bas agrisi, ateslenme, uykusuzluk ve soguk alginligina
karst kullanilir. Yemekler ve ¢esitli iceceklere katilan yapraklarindan c¢ok eski
zamanlardan beri sakinlestirici, terletici ve gaz soktiiriicli caylar hazirlanmaktadir. Bunun
yaninda menopoz ile ilgili problemlerin giderilmesinde, depresyonda da kullanilmaktadir.
Yatistiricidir, endise ve depresyonla olusan gerginlikleri giderir. Sindirimi kolaylastirir,
sindirim sistemindeki spazmlar1 yok eder. Terleticidir, atesli soguk alginliklari, nezle ve
bronsitte etkili olur. Kalp ve kan dolagimi sistemi iizerinde tonik etkisi vardir. Tansiyonu
diistiriir. Kasilmalara, damar tikanikligina, tlsere ve dis agrisina karsi kullanilmaktadir
(Baytop, 1997).

“Balm” kelimesi Latincede ‘“ar1” anlamina gelmektedir. Arilarin bal yapimi igin
tercih ettikleri bir bitki olmasi nedeniyle bu isim verilmistir. “Lemon” kelimesi ise
bitkinin ortama saldigi “limon kokusundan” gelmektedir. Ayrica “balm” kelimesi
“balsam” kelimesinin kisaltilmig seklidir. Balsam ise giizel kokan yaglara verilen isimdir.

Bitki giizel koktugu i¢in “balm” olarak nitelendirilmektedir. Ogulotu bitkisi 6nceleri her
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tirli sinir sistemi sikayetleri i¢in kullanilmistir. 1696 yilinda Londra Dispanseri’nden
yaymlanan bildirinin metni su sekildedir: “Her sabah Kanarya sarabina Balm katarak
icerseniz genglesirsiniz, beyninizi giliglendirirsiniz, uyusukluktan kurtulur, kel kalmaktan
kurtulursunuz”. Bir siire sonra John Evelyn, ogulotu hakkinda asagidaki yaziy1 yazmstir:
”Balm, beynin hiikiimdaridir, hafizay1 giiclendirir ve melankoliyi azaltir.” 50 yil siireyle
her sabah bal katilmis ogulotu cayr igen John Hussey’in 116 yasma kadar, Glamorgan
Prensi’nin ise 108 yasma kadar yasadigina dair tarihi bilgiler bulunmaktadir. Plinius ve
Dioscorides tarafindan antienflamatuar, antiromatizmal ve nefes darligina karsi etkili
oldugu belirtilmistir. Grek-Roma c¢aginda degerli bir tibbi bitki olarak da kitaplara
kaydedilmistir. Razi ve Ibn-i Sina, ogulotu bitkisinin yatistirict ve kalbi rahatlatici
etkilerini belirtmislerdir. Ibn-i Sina der ki; "Ogulotunun kalbi ferahlandirdigi, kalbe
verdigi kuvveti kirmizi yakutun fiiline muadildir". Arap tibbinda Biiylik Farmakope’ye
kaydedilmis olmasindan dolayr da 6nem kazanmis, 16. yiizyila kadar Avrupa’da da tip
kitaplarinda dgrencilere &nemli bir tibbi bitki olarak okutulmustur (Ergun, 1988). ilag
olarak kullanilan ilk ogulotu preparatinin 1611 yilinda hazirlandig1 bilinmektedir ve bu
preparat bitkinin alkollii distilatindan bagka limon kabugu ve diger bazi droglari da
tasimaktadir (Ergun, 1988).

Doku kiiltiirli calismalarina 20. ylizyilin baslarinda Haberlandt (1902) ile baglanmis
ve glinlimiizde bir¢ok bitki tiirlinde uygulanmistir. Tarihsel ge¢misi ¢cok eski olmasina
ragmen hala gilincelligini korumaktadir. Bunun baslica nedeni biyoteknolojik ¢aligmalarin
temelini olusturmasidir. Molekiiler diizeydeki ¢alismalar ve rekombinant DNA
teknolojisinde bitkilerin doku kiiltiiriinde rejenerasyonu ve g¢ogaltilmasi gerekmektedir.
Doku kiiltiirii; hiicre veya hiicre topluluklarinin genetik agidan aynilariin ya da istenen
degisimler saglanarak aseptik ve kontrolli ortam sartlarinda, seri ve saglikli olarak
cogaltilmast ve muhafazasi olarak tanimlanabilir. Goniilsen (1987) ise bitki doku
kiiltiirtinii bitkilerin c¢esitli kisimlarindan alinan hiicre, doku ve organlarin sterilize
edildikten sonra g¢esitli besin maddeleri iceren steril ortamlarda ve uygun cevre
kosullarinda kiiltiire alinmasi ve biiyiitiilmesi olarak tanimlamustir.

Giliniimiizde bitki doku kiiltiirleri ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Yeni ¢esit
gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik cesitliligi olusturmak bitki doku kiiltiiriiniin
temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme

(1slah) calismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin
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korunmasinda ve c¢ogaltilmast zor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii
uygulamalari rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001).

Doku kiiltiirtinde bir bitkinin yetistirilmesinde uygun besi ortaminin kullanilmasi,
olmazsa olmazlardan biridir. Bu amagla giiniimiize kadar bitki tiirii ve kiiltiir tipine gore
cok sayida besi ortami gelistirilmistir (Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips,
1995). Besi ortami olarak giiniimiizde dikotiledon bitki gelisimi i¢in en uygun olani
Murashige ve Skoog tarafindan 1962 yilinda gelistirilen MS besi ortamidir (Murashige ve
Skoog, 1962). MS igeriginde bitkilerin yasamlari i¢in gerekli olan inorganik tuzlar, bitki
biiylime diizenleyicileri, vitaminler, amino asitler ve aminler, karbon ve enerji kaynagi ile
su bulunmaktadir.

Doku kiiltiiriinde (in vitro veya mikro iiretim), kullanilan tibbi ve aromatik bitki
tiiri sayis1 hizla artmaktadir. Bunun baslica nedenleri, dogal yollar ile ¢ogaltilmasi zor
olan tiirlerin ¢ogaltilmasi, biyoteknolojik yontemlerin uygulanabilmesi ve bitkilerde bazi
bilesiklerin doku kiiltlirii yOntemleriyle {iiretilmesi olarak sayilabilir. Doku kiiltiirii
tekniklerinin tarihi ge¢misi oldukca eski olmasina ragmen ogulotunda yapilan doku
kiiltiiri ¢alismalart siirhidir. Ogulotunun 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki olmasi
nedeniyle in vitro ¢alismalarinin yapilmasi yararli olacaktir. Bu nedenle bu tezin amact; a)
aragtirmada kullanilan ogulotu (Melissa officinalis L.) genotiplerinin doku kiiltiiriine
aktarilmasi, b) bu genotiplerin doku kiiltilirline yanitlarinin belirlenmesi, ¢) ¢ogaltilmasi ve
muhafazasi ve d) bu genotiplerin in vitro kosullardan in vivo kosullara aktarilmasi ve bu

genotiplerin ugucu yag iceriklerini belirlenmesi olarak saptanmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Literatiirde ogulotu ile ilgili ¢alismalar sinirli olmakla birlikte bazi1 arastirmalar
asagida sunulmustur.

Insan ve hayvan saghg ile ilgili yapilan ¢alismalarda ogulotunun c¢ok degisik
bakteri ve viriislere karsit antibakteriyal ve antiviral aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Cohen ve ark., 1964; Cowan, 1999; Mrlianova ve ark., 2002).

Tibbi bitki olarak ogulotunun, antibakteriyal, antiviriitik, antifungal, ferahlatici
olarak ve sinirsel kdkenli mide, migren, kalp hastaliklarinda yatistirici ve gaz soktiiriicii
olarak tipta kullanildig1 da bilinmektedir (Baytop, 1984; Zeybek, 1987; Baytop, 1999).

Ayrica ekstraktlarin g¢esitli dozlarinin Alzheimer’li hastalar {izerine uygulanmasinin
zihinsel fonksiyonlarin idaresi iizerine olumlu etkisinin bulundugu, anti-timoér ve
fungitoksik etkileri oldugu kaydedilmistir (Akhondzadeh ve ark., 2003).

Ugucu yag1 yiiksek antioksidan etkisinden dolay1 sebze ve meyvelerin dondurularak
muhafazasinda kullanilan sentetik antioksidanlarin yerine dogal madde olarak tercih
edilmektedir (Ponce ve ark., 2004).

Bitki, daha ¢cok Avrupa’da taninmakta, az miktarda fakat ¢cok 6zel yemeklerde ve
gida sanayinde baharat olarak, ekstrakt veya ugucu yagi likor, alkolsiiz icecekler,
dondurma ve sekerleme sanayisinde kullanilmaktadir. Kurutulmus yapraklart bitkisel ¢ay
olarak tiiketilmekte, ayrica parfiim ve konserve sanayisinde kullanilmaktadir (Akgiil,
1993).

Ogulotunda % 0,01 ile 0,25 arasinda ugucu yag bulunur. Bu ugucu yagin ana
bilesenleri % 39 citronellal ve % 33 citral ve geranioldiir (Ceylan, 1983; Giirbiiz, 1999;
Bagdat ve Cosge, 2005).

Son yillarda kullanim alan1 ¢ok genis olan ogulotu {iizerine biyoteknolojik
yontemlerin uygulanabilmesi, etken maddelerin iiretilmesi amaciyla baz1 doku kiiltiirii
calismalar1 da yapilmaktadir. Ornegin in vitro kosullarda MS besi ortamn kullanilarak
bitki biiylime diizenleyicilerinin ogulotu bitkisi gelisimi {lizerinde olusturdugu etkinin
incelendigi calismada 11,42 umol/L TAA’nin siirgiin gelisimini en etkili sekilde tesvik

ettigi sonucuna ulasilmistir (Simon ve ark., 1984).
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Benzer bir calismada Meszaros ve arkadaglar1 (1999), MS doku kiiltiir ortaminda
ogulotu bitkisinde % 95 ¢imlenme ile en etkili siirglin ve en ti¢lii kok olusumunu 7,1 uM
indole-3-asetik asit ve 13,9 uM kinetin karisimiyla saglamiglardir.

Ogulotu bitkisi iizerine yapilan diger bir doku kiiltlirii ¢calismasinda triacontanol
bitki biliylime diizenleyicisinin kok miktar1 ve uzunlugu iizerine olumlu etkide bulundugu,
canli agirhigr klorofil igerigini ve siirgiin gelisimini tesvik ettigi, ancak bitki kuru madde
miktar1 ve fotosentetik aktivite lizerinde bir etkide bulunmadig: belirlenmistir (Tantos ve
ark., 1999).

Bolkent ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada, ogulotu ekstraktinin hipolipidemik
(diisiik kolestrollii) farelerde morfolojik ve biyokimyasal etkilerini arastirmiglardir.
Hayvanlar 42 giin boyunca % 2 kolesterol, % 20 aycicek yag1 ve % 0,5 kolik asit
eklenmis olan normal yemle lipogenik diyetle beslenmis ve % 3 etanol verilmistir. Bitki
0ziitli verilmeden 6nce bu grupta serum kolesterol, total lipid, alanin transaminaz, aspartat
transaminaz ve alkalin fosfataz seviyelerinde anlamli bir artis, karaciger dokusu
glutatyonunda anlaml bir azalis ve doku lipid peroksidasyon seviyesinde anlamli bir artis
belirlenmistir. Diger taraftan ogulotu ekstrakti verildiginde total kolesterol, total lipid,
alanin transaminaz, aspartat transaminaz, alkalin fosfataz ve lipid peroksidaz seviyesi
diismiis, doku glutatyon seviyesi artmistir. Bu sonuglar ogulotu ekstraktinin hipolipidemik
etkisi oldugu ve hiperlipidemik sicanlarda karacigeri koruyucu etkisi oldugu fikrini
vermistir.

Sadraei ve arkadaglar1 (2003), farelerden izole edilen spazmli bagirsak iizerine, ana
bileseni citral olan ogulotundan elde edilen ugucu yagin gevsetici ilag etkisini
incelemislerdir. Ogulotu ugucu yaginin ileum kasilmalar1 iizerine rahatlatici etkileri
izerine ¢aligmiglardir. Hem ogulotu ucucu yagi, hem de onun ana bilesenlerinden olan
citral, 200-250 gr agirligindaki erkek Wistar sicanlardan izole edilen ileum pargalarinda,
KCl, asetilkolin ve serotonin ile olusturulan kasilmalara kars1 kuvvetli inhibitor etkisine
sahipti. Bu etkiyi Ca™ iyon kanallari iizerindeki inhibisyon ile yapmaktadirlar.
Caligmalarinda ogulotunun temel yag1 ve ana bileseni citralin ince bagirsak spazmlarini
azalttigimi gézlemlemislerdir. Bu ¢alisma ile Melissa officinalis ugucu yaginin ve citralin
gastrointestinal spazmlarin (spazmolitik hastaliklarin) tedavisinde faydali olabilecegi
ortaya konmustur.

Ivanova ve ark. (2005), aralarinda ogulotunun da bulundugu 21 bitki tiiriiniin
(cigerotu, sar1 kantaron, koyunotu, keklikotu, bogiirtlen, duman agaci gibi) kaynamis su

ile hazirlanmis bitkisel c¢aylar igerisindeki toplam fenolik iceriklerini ve antioksidan
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Ozelliklerini incelemislerdir. Ogul otunun antioksidan giiciinii 21 bitki igerisinde 5. sirada
ve toplam fenolik igerigini ise miktar olarak 2. sirada bulmuslardir.

Gazola ve ark. (2004), ogul otu ve diger bitki tiirlerinin sulu ekstraktlarinin kalp hiz1
ve kasilma giicii lizerine etkisini degerlendirmislerdir. Yetiskin farelerden izole edilmis
kalplerle deneyler yapmislar ve bu ekstraktlarin kasilma giiciine bir etkisinin olmadigini
ancak uzun siireli kalp atim sayisini azalttigini gdzlemlemislerdir. Yapilarinda tanenler,
flavonoidler ve alkaloidlerin oldugunu belirlemisler ve bu etkilerin bu bilesik tiirlerine ait
olabilecegi konusunda goriis bildirmislerdir.

Meftahizade ve arkadaslar1 2009 yilinda, yaptigimiz ¢alismaya benzer bir aragtirma
olarak, farkli Melissa officinalis L. genotiplerinde mikrogogaltim ve doku kiiltiirii gelisimi
konusunda yaptiklar1 ¢alismada, BA, KiN, IAA, IBA ve NAA nin bitki iizerinde farkli
etkilerini incelemislerdir. Sonucglarina géore BAP’in NAA ile kombinasyonunda yiiksek
rejenerasyon oldugunu, NAA’nm IAA ve KIN ile kombinasyonunda ise en iyi kallus
olusumu oldugunu bildirmislerdir. Kullanilan oksinlerden 1 mg/L NAA’ ’nin koklenmeyi
arttirdigin1 bulmuslardir.

Bitkilerin yaprak, meyve, kabuk veya kok kisimlarindan elde edilen, 25°C’de siv1
halde olan, kolayca kristallesebilen, genellikle renksiz veya agik sari renkli, ugucu,
kuvvetli kokulu, dogal iirlinlere ugucu yag adi verilmektedir. Giizel kokulu oldugunda
esans ya da eterik yag olarak da adlandirilmaktadir. Yag olarak tanimlansalar bile su ile
karigmadiklarindan sabit yaglardan farklidirlar (Ceylan, 1983).

Ugucu yaglarin kimyasal yapilarinda en biiyiik grubu terpenler olusturmaktadir. Az
miktarda aldehitler, alkoller, azot, esterler, fenoller ve kiikiirt iceren bilesikler de
bulunmaktadir. Terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelen tiirevler koku, tat ve terapik
ozellikteki maddelerdir (Linskens ve Jackson, 1997a). Sudan daha hafif olan bu ugucu
yaglar, 151k ve oksijenin etkisi ile recinelestikleri i¢in uzun siireli saklamalarda koyu renkli
siselerde agz1 kapali olarak muhafaza edilmelidirler. Roma, Yunan ve Ozellikle Misir
medeniyetlerinde ugucu yaglar yaygin olarak kullanilmistir. Son zamanlarda alternatif
tibbin bir dali olarak varsayilan aromaterapiye karsi duyulan alaka, ugucu yag tiikketimini
de arttirmistir. Eterik yaglar, terapilerde uygulanan masajlarda ve rahatlatici banyolarda
kullanilmaktadir. Ayrica ugucu yaglar, yaygin olarak parfim, kozmetik, gida ve icecek
sanayilerinde, ev temizlik iirlinlerinde kullanilmaktadir. Sedir ve lavanta yaglar1 gibi bazi
yaglar ise bocek kovucu 6zelligi ile dikkat cekmektedir (Kilig, 2008).

Ucucu yag elde etmek icin 1300°1ii yillarin basinda Ispanya ve Fransa’da distilasyon
yontemi gelistirilmis, 1550°1i yillara gelindiginde farmokoloji gibi farkli dallarin ihtiyacina
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cevap verebilmek amaciyla yeni teknikler uygulanmaya baslanmistir (Rangahau, 2001). Bu
teknikler; distilasyon yontemi (su distilasyonu, buhar distilasyonu, vakum distilasyonu),
ekstraksiyon yontemi (¢Oziicli ekstraksiyonu, stiperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga
ekstraksiyonu, sikilastirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu, kati-faz mikroekstraksiyon), ¢ok yonlii
ekstraksiyon yontemleri ve mekanik yontemdir (Kilig, 2008).

Kiigiik 6lgekli tiretimlerde Clevenger tipi bir aparatla yapilan distilasyon islemi
endiistriyel uygulamalarda biiyiik distilasyon kazanlarinda (imbik) ger¢eklestirilmektedir
(Kilig, 2008).

Clevenger tipi aparatla yapilan ugucu yag elde etme yonteminin amaci, sogutucu ile
baglanan bir cam balon igerisinde bitki materyalinin 2-8 saat siire ile kaynatilarak, su
buhar1 ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin sogutucuda yogunlastirilip sudan
ayristirilmasina dayanmaktadir. Elde edilen ugucu yag miktar1 volumetrik olarak ifade
edilir. Su distilasyonu en iyi toz halindeki materyallerde sonu¢ vermektedir (Linskens ve
Jackson, 1997b).

Ucucu yaglarin bilesimi pH’a bagli olarak degisse de su distilasyonu ydnteminde
genellikle sivinin pH degeri kontrol edilmemektedir (Fakhari ve ark., 2005).

Ugucu yaglar, genellikle baghi bulundugu familyaya gore, salg: tiiylerinde, salgi
ceplerinde, salg1 kanallarinda veya parankima hiicrelerinde bulunur. Ugucu yaglarin ¢ogu
sudan hafiftir ve su ile karigmayarak su iizerinde toplanirlar (Tanker ve Tanker 1990).

Baydar ve ark. (2009), kekik tiirlerinin ugucu yag 6zelliklerinin saptanmasi amaciyla
yaptiklar1 caligmada, bizim caligmamizla benzerlik gosterdigi gibi, bitki Grneklerini
35°C’de kurutma dolabinda kuruttuktan sonra Clevenger tipi su distilasyonu aparatinda
yaklagik 3 saat siireyle damitarak ugucu yag igeriklerini (v/w) belirlemislerdir.

Biger ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptiklar1 calismada, kurutulmus ve ezilmis lavanta
ciceklerinden 100 gram tartarak Clevenger cihazinda yaklasik 3 saat boyunca distile
islemini gerceklestirmisler ve bdylece su buhar ile siirliklenen ugucu yagi, cihazin

sogutucusunda yogunlastirarak biiret kisminda toplamislardir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Arastirma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Bolimii Doku Kiiltiirii ve Biyoteknoloji laboratuarlarinda 2009-2010 yillarinda
ylriitilmustiir. Bitki materyali olarak ii¢ ogulotu (melisa) genotipi kullanilmistir.
Bunlardan birisi Kazdagi florasindan toplanan Kazdagi ogulotu (Melissa officinalis ssp.
altissima), digeri Canakkale yoresinde yetistirilen bir yerel hat (Melissa officinalis L.) ve
son olarak da Italyan kokenli ogulotudur (Melissa officinalis L.).

Bu boliim, bitkilerin steril kosullara aktarilmasi, denemenin kurulmasi, ol¢iimler, in
vitro bitkilerin in vivo kosullara aktarilmasi, ugucu yag analizi ve verilerin analizi seklinde

alt1 alt boliim bashiginda degerlendirilmistir.

3.1. Bitkilerin Steril Kosullara Aktarilmasi

Uc genotipe ait tohumlar, sivi sabun kullamlarak yikanmis ve saf su ile
durulanmistir. Bu islem sonrasinda tohumlar 30 saniye % 70’lik etanol i¢inde hafifce
calkalanarak bekletilmistir. Etanolii tohumlardan siizerek uzaklastirdiktan sonra, tohumlar
dogrudan 1-2 damla Tween 20 iceren % 1’lik hipoklorit (¢amasir suyu) g¢ozeltisine
aktarilmistir. Sodyum hipoklorit (NaOHCI) olarak % 5 yogunluktaki ticari ¢amasir suyu
kullanilmigtir. Bu sekilde tohumlar 20 dakika siire ile ¢alkalayicida calkalanmistir. Bu siire
itibariyle bir yandan da iginde kiiltiir islemlerinin gerceklestirilecegi steril kabin etanol ve
UV 15181 ile dezenfekte edilerek kullanma hazirlanmistir. Pens, beherler, ocak, steril saf su,
icinde daha 6nce MS ortamlarinin dolduruldugu yetistirme kaplar1 gibi gerekli malzemeler
etanol ile ylizeyi sterilize edilerek steril kabin i¢ine alinmistir. Tohumlarin ylizey
sterilizasyon siiresi biter bitmez sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi i¢in tohumlar 3-4 kez
steril saf suyla steril kabin altinda yikanmistir. Bdylece yiizey sterilizasyonu
tamamlanmistir. Calismada bitki tohumlar1 sterilizasyondan sonra 2 MS (Murashige ve
Skoog, 1962) i¢inde ¢imlendirilmis ve eksplantlar bu bitkilerden alinmistir. MS besi ortami
icerigi Cizelge 3.1°de verilmistir. Denemede kullanilan saydam plastik kapakli yetistirme

kaplarinin hacmi 0,4 litre olup otoklavlanabilirdir.
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3.2. Denemenin Kurulmasi

Denemenin kurulmasi igin tohumlardan yetisen in vitro bitkilerinin aksiller
meristemleri kullanilmistir. Her bir eksplant bir bogum arasi iceren yaklasik 1 cm
biiylikliigiinde gdvde parcalarindan olugsmustur. Meristem igeren bu eksplantlardan
yapraklar kesilerek uzaklastirilmistir. Eksplant olarak bitkilerin en alt ve en iist kisimlari
kullanilmamustir.

Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besi ortam1 ve formiilasyonlari bitki tiirii, genotip,
kiiltiir tipi gibi bir¢ok faktore bagl olarak degisim gosterdigi bilinmektedir. Doku kiiltiirii
calismalarinda sikg¢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)NO; 1650,000
KNO; 1900,000
CaCl,2H,0O 440,000
MgS047H,0 370,000
KH,PO, 170,000
FeSO47H,0 27,800
Na,EDTA 33,600
MHSO44H20 22,300
ZnS047H,0O 8,600
H;BO; 6,200
KI 0,830
NazMOO42H20 0,250
CuSO45H,0 0,025
CoClL,6H,0 0,025
Myo-inositol 100,000
Nicotinic acid 0,500
Pyridoxin-HCI 0,500
Thamin-HCl 0,100
Glisin 2,000
Sakkaroz 30000,000
pH 5,7

11
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Denemede temel besi ortami olan MS besi ortamina Benzil Adenin (BA), Kinetin
(KIN), Indol Asetik Asit (IAA) ve Indol Biitrik Asit (IBA) olmak iizere toplam 4 farkli
biiyiime diizenleyici ilave edilmistir (Cizelge 3.2). Besi ortaminin pH degeri 5,7 olarak
ayarlanmig ve katilastirilmasi i¢in 2,5 g/L katilagtirict jel (Gelrite-Gellan Gum) ilave
edilmistir.

Her kaba 40 ml besi ortami koyularak sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.
Yetistirme kaplar1 120°C sicaklikta ve 1,06 bar basinghi bir otoklavda (Niive-Steam
Sterilizer-OT 032, TS 5626) 20 dakika siire ile sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
besi ortam1 2-3 giin 25°C’de bekletilmistir. Bu islemin yapilma sebebi petri kaplarinda
bakteri veya fungal kontaminasyonunun olup olmadigin1 anlamaktir.

Biiyiime diizenleyicilerin se¢iminde daha once ogulotu ve diger bazi tibbi ve
aromatik bitkilerde yapilmis doku kiiltiirii ¢aligmalar1 dikkate alinmistir (Simon ve ark.,
1984; Meszaros ve ark., 1999; Silva ve ark., 2005). Buna gore en yaygin olarak kullanilan
biiylime diizenleyici olarak IBA, IAA, BA ve Kinetinin farkli yogunluklari denenmistir.

Denemede Cizelge 3.2°de gosterilen besi ortamlart kullanilmastir.

Cizelge 3.2. Denemede kullanilan biiyiime diizenleyicileri ve miktarlari

Besi Ortam I.Deneme II.Deneme II1.Deneme IV.Deneme
No. BA(mg/L) Kinetin (mg/L) IAA (mg/L) IBA (mg/L)
1 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,5 1,0 1,0 0,5
3 1,0 2,0 2,0 1,0
4 1,5 3,0 3,0 1,5
5 2,0 4,0 4,0 2,0

Deneme, laboratuar kosullarinda, steril ortamda 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Her
bir tekerriiriin ifadesi olan bir plastik yetistirme kab1 5 eksplant icermektedir. Bu deneme
sonuglarin tekrarlanabilir oldugunu belirlemek amaciyla 2 kez farkli zamanlarda
tekrarlanmistir. Denemelerin kontrollii olarak ayni laboratuar kosullarinda yiiriitiilmesi ve
yapilan analiz sonucunda aralarinda istatistiki anlamda 6nemli bir fark bulunmamasi
nedeniyle iki farkli zaman birlestirilerek analizler 10 tekerriir izerinden yapilmustir.

Deneme deseni olarak tesadiif bloklar1 deneme deseni kullanilmistir. Elde edilen
verilerin istatistiki analizi SAS programinda PROC GLM’e gore yapilmistir (SAS Institute
Inc. 1989, Cary, North Carolina). Ortalamalar arasindaki farklar ise, % 5 diizeyinde LSD

testine gore belirlenmistir.
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3.3. Ol¢iimler

Bitkiler iklim odalarinda tutulmak kosulu ile bitki gelisimlerinin ve varsa kontamine
olmus kaplarin takibi yapilmistir. Kontamine olmus kaplar 6nce otoklavda sterilize edilmis
ve bagka bir odada agilarak 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 aydinlatilmistir.

Sekil 3.1°de ogulotunda doku kiiltiirii caligmalarindan genel goriiniime ait fotograflar
goriilmektedir.

In vitro 6l¢iim ve gozlemler 50 giinliik yetistirme siiresinin sonunda tiim bitkilerde
yapilmistir. Bunlar:

Klorofil indeksi: Klorofilmetre ile yapraktaki klorofile iliskin indeks degeri
Ol¢iilmektedir. Bu amagla FieldScout CM 1000 klorofilmetre (FieldScout Chlorophyll
Meter CM 1000 Spectrum™ Technologies, Inc.) ile 3 1stklanma degerinde 30 cm’den
Olctimler alinmistir (Sekil 3.2).

Bitkicik boyu: Besi ortamindan bitkinin en u¢ kismina kadar olan kisim cm olarak
Olctilmiistiir.

Kok gelisim skoru: Kok gelisimini kok sayisi, kok uzunlugu ve dallanmasi gibi
ozellikler temel alinarak degerlendirilmistir. 0’dan 9’a kadar bir skala kullanilmistir. Buna
gore, 0: Kok gelisimi yok, 1-2: Cok az kok gelisimi, 3-4: Az kok gelisimi, 5-6: Orta kok
gelisimi, 7-8: Tyi kok gelisimi ve 9: Cok iyi kok gelisimi (Turhan, 1997).

Yesil siirgiin agirhgr: In vitro bitkilerin kokleri hari¢ siirgiinlerin agirliginin hassas
terazide tartilarak belirlenmistir.

Bogum sayisi: Eksplantta bulunan bogumlarin (nod) sayisidir. Adet olarak
kaydedilmistir.

Kullanilabilir bogum sayisi: Alt kiiltiir i¢in tekrar kullanilabilir 1 ecm’den biiyiik
bogum sayisidir. Tane olarak kaydedilmistir.

Ugucu yag oram (v/w): Drog herbada toplam ugucu yag oranmi Clevenger cihazi
(Wise Therm® Laboratory Instruments, WHM 12293) kullanilarak su distilasyonu
yontemiyle belirlenmistir (Kan ve ark., 2006).

13
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Sekil 3.1. Ogulotunda doku Kkiiltiirii calismalarindan genel goriinim (a. yetistirme

ortamindan ¢ikan ogulotu, b. kok gelisim skoru incelenen ogulotu).

Sekil 3.2. Klorofilmetre ile 6l¢limlerin alinmasi.
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3.4. In Vitro Bitkilerin In Vivo Kosullara Aktarilmasi

In vitro kosullarda MS besi ortaminda yetistirilen 2 haftalik bitkilerden normal
gelisim gosteren ve esit biiyiikliikteki 25 bitki secilmistir. Bitkiler oncelikle kopiik
bardaklara dikilmis, bardaklar hazir kompostla esit miktarda doldurulmustur. Bardaklarin
agzina uygun seffaf poset gecirilmistir. Bunun amaci bitkilerin in vitro kosullardaki nemini
korumasini saglamak, kurumasin1 ve nem kaybetmesini 6nlemektir. Her bir bitki, zarar
vermeden ¢ikarilmis ve kokleri 1lik su iginde (30°C) hafifce ¢alkalanarak yikanmistir.
Bitkiler bekletilmeden hemen bardak icindeki komposta birer birer dikilmis ve
yapraklarina su degmeyecek sekilde yikanmustir. Posetlere 2 giin gectikten sonra az
miktarda hava alacak sekilde delik agilmistir. Besinci giiniin sonunda posetlere daha biiyiik
delikler agilmig, 7. giliniin sonunda ise posetler ¢ikarilmistir. Ancak bu siire boyunca
bitkiler dogrudan giines 15181ina maruz birakilmamistir. Onuncu giiniin sonunda saglam

kalan bitkiler yiizde olarak belirlenmistir. Sekil 3.3’te in vitro bitkiler ve in vivoya aktarilan

bitkilerin fotograflar1 goriilmektedir.

Sekil 3.3. In vitro bitkilerin in vivo kosullara aktarilmasi (a. In vitro bitkiler, b. Basari ile

aktarilan bitki, ¢. ve d. Gelisen bitkiler).
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3.5. Ucucu Yag Analizi

Caligmamizda in vitrodan in vivo kosullara aktarilan 3 farkli genotipte ogulotunun, 4
farkli biiyiime diizenleyicisine ait kontrol gruplarmin ve uygulama dozlarinin
birlestirilmesi sonucu elde edilen 6rneklerin ugucu yag oranlari 6l¢iilmiistiir. Genotiplere
uygulanan biiylime diizenleyicilerinin farkli dozlarinin birlestirilme nedeni ise toplam
ucucu yag analizi i¢in gereken miktarda (10 gram) oOrnegi toplayabilmek icindir. Oda
sicakliginda kurutulmus bitki ornekleri elle kii¢lik pargalara ayrilarak her genotipten 10
gram olacak sekilde tartilmistir. Tartilan numuneler, 250 mililitrelik balon jojelere
konulmustur. Balon jojelerin i¢inde bulunan kurutulmus bitki 6rneklerinin tizerlerine 100
mililitre saf su ilave edilmistir. Clevenger Cihazi (Sekil 3.4) ile 3 saat boyunca su

distilasyonu yontemiyle ugucu yag analizi yapilmistir (Biger ve ark., 2003).

Sekil 3.4. Ucucu yag analizi ve Clevenger cihazi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Arastirmada, 6zet olarak ogulotunun doku kiiltliriine yanit1 ve ¢ogaltilmasinda bazi
biiyiime diizenleyicilerin etkisi belirlenmistir. Buna gore 4 farkli biliylime diizenleyicisinin
(BA, TAA, IBA ve Kinetin) farkli dozlar1 temel besi ortami olan MS i¢ine ilave edilmistir.
Deneme sonu olan 50. giiniin sonunda bu in vitro bitkiler tizerinde ¢esitli 6l¢iim ve
gbozlemler alinmistir. Her bir biiyiime diizenleyicisine ait bu 0Ol¢iim ve gdzlemlerin
istatistiki analiz sonuglar1 ayr1 ayr asagida sunulmustur. Ayri ayri degerlendirilmesinin
nedeni, Dbiiylime diizenleyicilerin  bitki iizerine etkisinin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin BA genellikle siirgiin gelisimini tesvik ederken IBA ise kok
gelisimini  tesvik etmektedir. Bu nedenle birlikte degerlendirmede, bir biiyiime
diizenleyicisinin bir dozundan elde edilen veriler diger biiylime diizenleyicisinin verileri

tarafindan istatistiki anlamda golgelenebilir.
4.1. BA (6-Benzylaminopurine)

Arastirmanin birinci denemesinde, BA’in farkli dozlarmin (0, 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0
mg/L) in vitro kosullarda ti¢ farkli ogulotu genotipinin gelisimi ilizerine etkisi incelenmistir.
Olgiilen ve gdzlenen karakterlere ait varyans analiz sonuglari ayr1 ayn alt basliklar seklinde

asagida sunulmus ve tartisilmistir.
4.1.1. Bitki Boyu

Bitki boyu in vitro denemelerde bitki gelisimini belirlemede 6nemli bir gostergedir.
Varyans analizi sonuglarina gore farkli dozlarda BA iceren besi ortamlarinin, bitki boyu
tizerine etkisi dnemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Genotip x BA interaksiyonu Onemli
bulunmus olup bu da genotiplerin BA’in artan dozlarina gore farkli yanitlar verdigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Farkli dozlarda BA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olciilen bitki boyuna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 14,57**

BA 4 144,38%**
Genotip x BA 8 16,27%%*
Hata 126 2,76

** ye *** grrasiyla % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli BA dozlarinda genotiplerin bitki boylarmin karsilastirilmas: amaciyla
yapilan LSD testine gore Cizelge 4.2°de tiim genotiplerin ortalamasina bakildiginda en
uzun bitki boyu 7,99 cm ile BA iceremeyen MS ortaminda elde edildigi goriilmektedir.
BA’nin yogunlugu arttikga besi ortamlarma ait ortalamalarda bir azalmanin oldugu
saptanmstir. Genotiplerin ortalamasina bakildiginda ise Italya (5,51 cm) ve Kazdag: (5,65
cm) ile ayn1 grupta yer alirken Yerel hat ise bunlardan daha kisa olmustur.

Varyans analizinde interaksiyonun Onemli olmasi tiim genotiplerin tiim BA
dozlarindaki ortalamalarinin kargilagtirilmasini gerektirmektedir. Buna gore Cizelge 4.2°de
yapilan LSD testine gore en yiiksek ortalama bitki boyu (10,21 c¢m) Italyan genotipinden
biiyiime diizenleyici igeremeyen MS besi ortaminda elde edilmistir. Bunu yine Italyan
genotipi 0,5 BA igeren besi ortaminda (7,36 cm) ve biiylime diizenleyici icermeyen besi
ortaminda yetistirilen Kazdagi genotipi (7,11 cm) izlemistir. En kisa boylu bitkiler ise 1,85

cm ile 1,5 mg/L BA igeren besi ortaminda yetisen Italya genotipinden elde edilmistir.

Cizelge 4.2. BA’nin ogulotunda bitki boyuna (cm) etkisi (LSDy s(Genotip x BA): 1,47)

BA Italya Kazdag Yerel Ort. (LSDy,5:0,85)
0 1021 a’ 7,11b 6,66 bc 7,99 a
0,5 7,36 b 6,91 b 6,27 be 6,85 b
1,0 5,30 cd 6,25 be 4,19 de 5,25 ¢
1,5 1,85 f 523 cd 3,38¢ 3,49d
2,0 2,83 ef 2,76 ef 2,77 ef 2,79d
Ort.(LSDy5:0,66) 5,51 a 5,65 a 4,65b

': Ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Bitki boyu in vivo kosullarda oldugu gibi in vitro kosullarda da genotipik bir 6zellik
olmakla birlikte ¢evre veya yetisme kosullarinda 6nemli diizeyde etkilenebilmektedir.
Ornegin; Dwamena ve ark. (1997), marulda in vitro rejenerasyon ve bitki gelisiminde
genotipik yanitin 6nemli oldugunu bildirmiglerdir. Buna benzer diger bir ¢alismada
krizantem (Chrysanthemum x grandiflorum (Ramat) Kitam.) bitkisinin 13 genotipi doku

18



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ozge TOPCU BAYRAM

kiltliriinde yetistirildiginde genotipler arasindaki farkin ¢ok 6nemli oldugu bulunmustur
(Nencheva, 2006). Ezeibekwe ve ark. (2009), beyaz yam (Dioscorea rotundata L.) bitkisi
lizerine yaptiklart bir doku kiiltiiri c¢alismasinda farklt biiyiime diizenleyiciler
kullanmiglardir. Sonuglara gore en uzun bitki boyu ortalamasi biiyiime diizenleyici
icermeyen MS besi ortamindan elde edilirken artan BA dozlarinda ise bitki boyunun
azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar bizim bulgularimiz ile benzerlik géstermektedir.
Sonug olarak bitki boyunun genel degerlendirilmesi yapildiginda artan BA dozlarinin
bitki gelisimini BA igermeyen MS besi ortamina gore olumsuz etkiledigi sonucuna
varilabilir. Fakat daha detayli bir sonuca varmak i¢in her bir genotipin her bir besi
ortamindaki performansma bakmak gerekmektedir. Ozet olarak bitki boyu acisindan en
uygun besi ortamina karar vermede, interaksiyon var oldugu icin genotip ve BA miktarini

birlikte degerlendirmek gerekmektedir.

4.1.2. Kok Skoru

Kok geligimi, laboratuarda iiretilen bitkilerin dogal kosullara aktarilmasinda énemli
bir karakterdir. Ciinkii in vitro kosullarda yetisen bitkileri in vivo kosullara aktarmak igin
bitkilerin kok olusturmasi gerekmektedir. Kok gelisimini belirlemek i¢in 0-9 arasinda bir
skala kullanilarak kok skoru belirlenmistir. Bu ayn1 zamanda kok gelisimini istatistiki
olarak degerlendirme olanagi saglamistir. Varyans analizi sonuglarna goére kok skoru

lizerine genotip, BA ve bunlarin interaksiyonlarinin etkisi 6énemli bulunmustur (Cizelge

43).

Cizelge 4.3. Farkli dozlarda BA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

gbzlenen kok skoruna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 15,98%***
BA 4 112,67%**
Genotip x BA 8 16,27%**
Hata 126 2,76

**%: 06 0,1 diizeyinde onemlidir.

Farklt BA diizeylerinde yetistirilen bitkilerin ortalamalarina bakildiginda artan BA
dozlaryla kok gelisimi azaldig1 gozlenmistir (Cizelge 4.4). En yiiksek kok skoru, 5,75 ile

BA igermeyen MS besi ortaminda bulunmustur. Genotiplerin karsilastirilmasinda ise 3,92
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ile Kazdag en iyi kok skoru sahip olmustur. En diisiik kok skoruna ise Italya genotipinde
2,80 ile ulasilmustir.

Interaksiyonun varyans analizinde onemli bulunmasi genotiplerin farkli BA
diizeylerinde farkli yanitlar verdigi gostermektedir. Buna goére LSD testine gore en iyi
ortalama kok skoru 6,64 ile BA icermeyen besi ortaminda Kazdagi genotipinde, en az kok
skoru ise 1,5 mg/L BA igeren besi ortaminda yetisen Italya genotipinde (0,58)

bulunmustur.

Cizelge 4.4. BA’nin ogulotunda kdk skoruna olan etkisi (LSDg os(Genotip x BA): 1,18)

BA Italya Kazdag Yerel Ort. (LSDy,s: 0,68)
0 5,13 be! 6,64 a 5,47 ab 5,75 a
0,5 4,73 be 4,87 be 4,86 bc 4,82 b
1,0 2,44 efg 4,20 cd 3,32 de 3,32 ¢
1,5 0,58 i 2,60 ef 2,13 fgh 1,77d
2,0 1,10 hi 1,32 ghi 1,18 hi 1,20 d
Ort.(LSDy,5:0,52) 2,80 ¢ 3,92 a 3,39b

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde énemli fark yoktur.

Artan BA oranina bagl olarak genotiplerin ortalamalarina bakildiginda kok skorunun
azaldigr gozlenmistir. Benzer bir calismada Pawelczak ve ark. (2004), esek turpu
(Armoracia rusticana) tizerine yaptiklar bir calismada, bizim bulgularimiza paralel olarak
0,1 mg/L BA’nin iizerindeki dozlarin kok gelisiminin sinirladigini bulmusglardir. Bu sonucu
BA’nin bir sitokinin olmasi nedeniyle doku kiiltiiriinde kok gelisiminden daha ¢ok siirgiin

gelisimi i¢in kullanilmas1 da desteklemektedir.

4.1.3. Bogum Sayisi

Bogum sayisi, bir bitkideki toplam bogumlarin sayisidir. Varyans analizi sonuglari,
BA’nin farkli dozlarinin bogum sayisi iizerine etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir
(Cizelge 4.5). Genotipler arasindaki farkin énemli oldugu, ayni sekilde Genotip x BA

interaksiyonunun da énemli oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Farkli dozlarda BA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olciilen bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 11,02%

BA 4 79,38%
Genotip x BA 8 8,25%*
Hata 126 2,46

*O¥E ye ¥ grrastyla % 5, % 1 ve % 0,1 diizeyinde onemlidir.

LSD testine gore farkli BA diizeylerinde genotiplerin bogum sayilarinin ortalamasina
bakildiginda en fazla bogum sayisi miktar1t BA igcermeyen MS besi ortami (6,49) ile 0,5
mg/L BA igeren besi ortaminda (5,44) oldugu saptanmistir. En az bogum sayisina ise 1,5
mg/L (2,73) ve 2,0 mg/L BA (2,49) igeren besi ortamlarinda rastlanmistir. LSD testine
gbre en fazla bogum sayis1 4,71 ile Kazdag1 genotipinden elde edilmistir. Italya ve Yerel
genotipler ayni grupta yer alip Kazdagi genotipinden daha az sayida bogum sayisi
olusturmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6’da en fazla bogum sayisi, BA bitki biiyiime diizenleyicisiz yetistirilen
Kazdag1 genotipinde (6,60) ve Italya genotipinde (6,53) bulunmustur. En az bogum sayis1
ise 1,5 mg/L BA igeren Italya genotipinde bulunmustur (1,02).

Cizelge 4.6. BA’nin ogulotunda bogum sayisina etkisi (LSDg os(Genotip x BA): 1,39)

BA Italya Kazdag Yerel Ort. (LSDys: 0,80)
0 6,53 a' 6,60 a 5,44 ab 6,49 a
0,5 5,73 ab 5,47 ab 5,12 be 5,44 a
1,0 3,89 cde 4,88 be 3,36 def 4,04 b
1,5 1,02 g 4,56 bed 2,62 ef 2,73 ¢
2,0 2,80 ef 2,06 gf 2,62 ef 2,49 ¢
Ort.(LSDys: 0,62) 3,99 b 4,71 a 3,83b

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde énemli fark yoktur.

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa; artan BA dozlarmin bitki gelisimini BA
bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortamina gore olumsuz etkiledigi sonucuna
ulagilabilir. Benzer bir ¢aligmada Prat ve ark. (2008), jojoba bitkisinde (Simmondsia
chinensis (Link) Schneider) uygulanan BA biiyliime diizenleyicisinin dozu arttik¢a bogum
sayist miktarinin da smirlandigint belirtmiglerdir. Bizim denememizde de, BA dozu
arttik¢a bitki boyunda azalmanin oldugu tespit edilmistir. Bu da bitkideki bogum sayisini

etkilemis olabilir.
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4.1.4. Kullanilabilir Bogum Sayisi

Kullanilabilir bogum sayisi in vitro ¢alismalarda bitki geligsimini belirlemede 6nemli
bir isarettir. Ne kadar fazla ve saglikli kullanilabilir bogum elde edilirse daha sonraki
caligsmalar i¢in eksplant kaynagi teskil etmesi bakimindan o kadar iyi olmaktadir. Varyans
analizi sonuglarina gore farklt dozda BA’nin ve genotipin kullanilabilir bogum sayisi
tizerine etkisi Oonemli bulunmustur (Cizelge 4.7). Bunun yani sira Genotip x BA
interaksiyonu 6nemli olup, kullanilabilir bogum sayis1 bakimindan genotiplerin farkli BA

dozlarina farkli yanitlar verdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Farkli dozlarda BA iceren besi ortaminda yetisen farkli ogulotu genotiplerinde

Olciilen kullanilabilir bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 5,37**

BA 4 28,09°%#:*
Genotip x BA 8 1,90*

Hata 126 0,73

* ¥E ye *¥** grrasiyla % 5, % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli BA dozlarinda genotiplerin kullanilabilir bogum sayilarinin karsilastirilmasi
amaciyla yapilan LSD testine gore Cizelge 4.8’de genotiplerin ortalamalarina bakildiginda
en fazla kullanilabilir bogumun, 3,10 ile BA bulundurmayan MS besi ortaminda elde
edildigi goriilmektedir. BA’nin dozu arttikca besi ortalamalarina ait ortalamalarda bir
azalmanin oldugu saptanmistir. Genotiplerin ortalamalarina bakildiginda ise Kazdag:
(2,14) en fazla kullanilabilir bogum sayisina sahip olurken, Italya (1,61) ve Yerel (1,54)
bundan daha az sayida kullanilabilir bogum sayisina sahiptir.

Varyans analizinde interaksiyonun oOnemli olmasi tiim genotiplerin tim BA
dozlarindaki ortalamalarin karsilagtirllmasini gerektirmektedir. Buna gore Cizelge 4.8’de
yapilan LSD testine gore en yliksek ortalama kullanilabilir bogum sayis1 Kazdagi (3,34) ve
Italya (3,29) genotipinden biiyiime diizenleyici icermeyen besi ortaminda elde edilmistir.
Bunu yine Kazdag1 genotipi 1,0 mg/L BA ve Italya genotipi 0,5 mg/L BA iceren besi
ortamlarinda 2,52 ve 2,47 ortalama ile izlemislerdir. En az kullanilabilir bogum sayisina

0,18 ortalama ile 1,5 mg/L BA iceren besi ortaminda Italya genotipinde rastlanmuistir.
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Cizelge 4.8. BA’nin ogulotunda kullanilabilir bogum sayisina etkisi (LSDgos(Genotip x
BA): 0,76)

BA Italya Kazdag Yerel Ort. (LSDy,5:0,44)
0 3294 334a 2,67 ab 3,10 a
0,5 2,47b 2,42 be 2,10 be 2,33 b
1,0 1,27 de 2,52b 1,22 de 1,67 ¢
1,5 0,18 f 1,69 cd 0,98 de 0,95d
2,0 0,86 ef 0,74 ef 0,74 ef 0,78 d
Ort.(LSDy05:0,34) 1,61b 2,14 a 1,54 b

': Ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Sonug olarak kullanilabilir bogum sayisinin genel degerlendirmesi yapilacak olursa,
artan BA dozlarinin bitki gelisimini, BA icermeyen MS besi ortamina gore olumsuz
etkiledigi sonucuna varilabilir. Sasan ve ark. (2009), Cin greyfurdu (Citrus grandis L.)
bitkisinin in Vvitro rejenerasyonu icin kullandiklar1 biiylime diizenleyicilerinde, artan BA
dozlarmin bitkinin bogum sayisin1 ve uzunlugunu dolayistyla bunun kullanilabilirligini

azalttigini belirtmislerdir.

4.1.5. Yesil Agirhk
Yapilan varyans analiz sonuglarina gore, farkli miktarlarda BA bulunan besi
ortamlar1 ve genotiplerin, yesil agirlik {lizerine etkisinin 6nemli oldugu goriilmektedir

(Cizelge 4.9). Genotip x BA interaksiyonu 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.9. Farkli dozlarda BA igeren besi ortaminda yetisen ogulotu genotiplerinde

Olciilen yesil agirliga ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 1,27%%*

BA 4 0,24 %***
Genotip x BA 8 0,14%*

Hata 126 0,04

** ye *** grrastyla % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli BA dozlarinda genotiplerin yesil agirliklarinin kiyaslanmasi amaciyla yapilan
LSD testine gore ¢izelge 4.10’da tiim genotiplerin ortalamalarina bakildiginda en fazla
yesil agirhigin 0,93 g ile 0,5 mg/L BA igeren besi ortamindan elde edildigi goriilmektedir.
Diger besi ortalamalar1 ise bundan daha diisiik degerde olup hepsinin ayni diizeyde oldugu
belirlenmistir. Genotip ortalamalarina gore en fazla yesil agirlik 0,92 g ile Kazdag
genotipinden elde edilmistir. Kazdagi genotipinin yapraklarinin daha biiyliik ve kalin
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oldugu gozlemler ile tespit edilmistir. Bu nedenle Italya genotipi daha yiiksek ortalama
bitki boyuna sahip olmasina ragmen yapraklarinin kiiciik ve daha ince olmasi nedeniyle
yesil agirligr Kazdagi genotipine gore daha az olmustur.

LSD testine gore en yiiksek ortalama yesil agirlik 1,07 g ile 0,5 mg/LL BA igeren
besi ortaminda tespit edilmistir. Ez az yesil agirlik ise 1,0 mg/L BA besi ortaminda 0,58 g
ile Italya genotipinde belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. BA’nin ogulotunda yesil agirliga (g) etkisi (LSDy s(Genotip x BA): 0,18)

BA Italya Kazdag Yerel Ort. (LSDys: 0,10)
0 0,68 ef' 0,89 bed 0,67 ef 0,75 b
0,5 0,70 ef 1,07 a 1,02 ab 0,93 a
1,0 0,58 f 0,90 abc 0,80 cde 0,76 b
1,5 0,40 g 1,02 ab 0,77 cde 0,73 b
2,0 0,66 ef 0,72 def 0,75 cdef 0,71 b
Ort.(LSDys: 0,08) 0,60 ¢ 0,92 a 0,80 b

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde énemli fark yoktur.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, artan BA dozlarmin bitki gelisimini BA
icermeyen MS’e gore cok fazla etkilemedigi sonucuna varilabilir. Azadi ve Khosk-
Khui’nin (2007) Lilyum bitkisi iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada (Lilium ledebourii) BA
diizenleyicisiz yapilan uygulamada yesil agirligin distik oldugunu, BA’nin artan
dozlarinda yesil agirhigin yiikseldigini, ancak daha yiiksek dozlarda ise tekrar diistiigiinii

belirtmislerdir. Bu arastirmanin sonuglart bizim bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir.
4.1.6. Klorofil Indeksi

Klorofil igerigi, bir bitkinin saglik gostergesidir. Yiiksek olmasi, bitkinin ne kadar
saglikli oldugunun bir isaretidir. Klorofil igerigi, dogrudan spektroskopik yontemler ile
belirlenebilir. Fakat bu dlglimlerin tahrip edici ve zaman alic1 olmasi nedeniyle bitkilerde
klorofil igerigi hakkinda bilgi edinmek i¢in bagka yontemler de gelistirilmistir. Bunlardan
birisi de uzaktan algilama yontemidir. Isin yansima miktarlar1 klorofil indeks degeri olarak
ifade edilmektedir. Bu aciklamalarin 1s18inda yapilan Ol¢limlere ait verilerin varyans
analizi sonuglarina gore farkli dozlarda BA iceren besi ortamlar1 ve genotiplerin, klorofil
indeksi lzerine etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.11). Ayrica Genotip x BA
interaksiyonu da 6nemli bulunmus olup bu da genotiplerin BA’nin artan dozlarina gore

farkli yanitlar verdigini gostermektedir.
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Cizelge 4.11. Farkli dozlarda BA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olciilen klorofil indeksine ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 15274,20%%**
BA 4 6164,22%**
Genotip x BA 8 2887,59%*
Hata 126 525,81

*#% 1% 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli dozda BA’nin genotiplerin klorofil iizerine etkilerinin belirlenmesi amactyla
yapilmis olan LSD testine gore Cizelge 4.12°de genotiplerin ortalamalarinda klorofil
indeksi en yiiksek BA biiylime diizenleyici igermeyen MS besi ortamindan elde edildigi
goriilmektedir (138,87). BA’nin yogunlugu arttikca besi ortamlarinin ortalamalarinda bir
azalma medyana gelmektedir. Genotiplerin ortalamalarinda ise Kazdag: (126,88) ve Yerel
(123,64) ile aym grupta yer alirken Italya genotipi ise diger ikisinden daha az klorofil
indeksi elde edilmistir.

Varyans analizinde interaksiyonun oOnemli olmast genotiplerin BA doz
ortalamalarinin karsilastirilmasini gerektirmektedir. Cizelge 4.12.’de LSD testine gore en
fazla klorofil indeksi 167,73 ile BA igcermeyen besi ortaminda Kazdagi genotipinde
belirlenmistir. En diisiik klorofil indeksine ise Italya genotipinde 1,5 mg/L ve 2,0 mg/L BA

besi ortamlarinda 73,17 ve 78,99 ile ulasilmistir.

Cizelge 4.12. BA’ nin ogulotunda klorofil indeksine etkisi (LSDg os(Genotip x BA): 14,09)

BA italya Kazdag Yerel Ort. (LSDgs5:11,72)
0 111,64 cdef' 167,73 a 137,24 b 138,87 a
0,5 118,36 bcde 125,14 bed 106,24 def 116,58 b
1,0 93,43 gf 112,60 cdef 131,16 be 112,40 be
1,5 73,17 g 128,72 be 115,55cde 105,81 be
2,0 78,99 g 100,23 ef 127,99 be 102,40 ¢
Ort.(LSDy,5:9,06) 95,12 b 126,88 a 123,64 a

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

Bir bitkinin klorofil igerigi, o bitkinin saglikli olup olmamasi hakkinda bilgiler
verebilmektedir. Ornegin, stres kosullarinda bitkilerin klorofil igeriginde azalmanin oldugu
tespit edilmistir. Klorofil indeksi de bitkinin klorofil icerigi hakkinda bilgi vermektedir
(Sanchez ve ark., 1983).

Railton ve Reid. (1973), domateste yaptiklart bir doku kiiltiirii ¢alismasinda farkli

bliylime diizenleyicileri kullanmislardir. Sonuglara goére en fazla klorofil, biiyiime
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diizenleyici icermeyen MS besi ortamindan elde edilirken artan BA dozlarinda ise klorofil
oraninin azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar bizim bulgularimiz ile benzerlik
gostermektedir. Sonug olarak klorofil parametresinin genel bir incelemesi yapildiginda
yiikselen BA miktarlariin bitki gelisimini BA icermeyen MS’e gore olumlu etkilemedigi

sonucuna varilabilir.

4.1.7. BA Denemesinde Olg¢iilen Karakterler Arasindaki Korelasyonlar

Cizelge 4.13’te BA denemesinde Olciilen karakterler arasindaki korelasyon
katsayilar1 belirtilmistir. Yesil agirlik ve klorofil indeksi ile diger karakterler arasindaki
korelasyon katsayisinin diisiik fakat 6nemli oldugu goriilmektedir. Bitki boyu, kok skoru,
bogum sayis1 ve kullanilabilir bogum sayis1 karakterlerinin birbiri ile olan iligkisinde ise
korelasyon katsayisi yiiksek ve onemli bulunmustur. Korelasyon katsayisinin yiiksek
olmas1 6lgiilen karakterler arasindaki iliskinin yakinligini gostermektedir. Aralarinda ¢ok
yiksek ve oOnemli iliski bulunan bu karakterler, gelecekteki calismalarda Olgiilen
karakterlerin azaltilmasinda fayda saglayabilir. Diger taraftan bu iliskinin olmasi, bu

karakterlerin birbirine bagli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.13. BA denemesinde Olciilen karakterler arasindaki korelasyon katsayilari

Karakterler BB KS BS KBS YA
KS 0,85%**

BS 0,88%** 0,84 %

KBS 0,89%** 0,86%** 0,92%**

YA 0,51%*** 0,49%** 0,527%:%* 0,51%**

KI 0,36%** 0,51 %** 0,47%** 0,48%** 0,41%**

BB: Bitki boyu, KS: kok skoru, BS: Bogum sayisi, KBS: Kullanilabilir bogum sayisi, YA: Yesil agirlik,
KI: Klorofil indeksi.
**% 1% 0,1 diizeyinde onemlidir.
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4.2. KiN (Kinetin)
Calismanin ikinci denemesinde kinetinin farkli dozlarinin (0, 1,0, 2,0, 3,0 ve 4,0

mg/L) in vitro kosullarda ti¢ farkli ogulotu genotipinin gelisimi iizerine etkisi incelenmistir.
Olgiilen ve gdzlenen karakterlere ait varyans analiz sonuglari ayr1 ayri alt basliklar seklinde

asagida sunulmus ve tartisilmistir.

4.2.1. Bitki Boyu
Laboratuar ¢aligmalarinda bitki gelisimini saptamak i¢in bitki boyunu belirlemek
onemlidir. Varyans analizi sonuglarina gore farkli dozlarda kinetin igeren besi ortamlart ve

genotiplerin bitki boyu tizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Farkli dozlarda kinetin iceren besi ortaminda yetistirilen ogulotu

genotiplerinde 6l¢iilen bitki boyuna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 18,51*

KIN 4 23,45%*
Genotip x KIN 8 4,35

Hata 126 5,34

* ve ** : Sirastyla % 5 ve % 1 diizeyinde 6nemlidir.

Yapilan LSD testine gore Cizelge 4.15’te tiim genotiplerin ortalamasina bakildiginda
en uzun bitki boyu 6,44 cm ile kinetin igceremeyen MS ortaminda ve 6,38 cm ile 1,0 mg/L
kinetin igeren besi ortamindan elde edildigi goriilmektedir. Kinetinin yogunlugu arttikca
besi ortamlarina ait ortalamalarda bir azalmanin oldugu saptanmistir. Genotiplerin
ortalamasia bakildiginda ise Kazdagi (6,27 cm) genotipinden en uzun bitki boyu elde

edilirken Italya genotipi ise bundan daha kisa olmustur.

Cizelge 4.15. Kinetinin ogulotunda bitki boyuna (cm) etkisi (LSDgos(Genotip x
KiN):2,04)

Kinetin Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDgs:1,18)
0 6,48 6,98 5,85 6,44 a!
1,0 5,56 6,56 7,03 6,38 a
2,0 5,21 6,63 5,39 5,74 ab
3,0 5,39 5,88 3,81 5,03 be
4,0 448 5,31 3,38 4,39 ¢
Ort.(LSDy5:0.91) 5.42 ab 6.27 a 5,09 b

!: Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.
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Sonug olarak bitki boyunun genel degerlendirilmesi yapildiginda artan kinetin
dozlarmin bitki gelisimini kinetin icermeyen MS’e gdre olumsuz etkiledigi sonucuna
varilabilir. Bu sonuca paralel olarak, Iftikhar ve ark. (1990) Hyoscyamus muticus L.
bitkisinde kinetinin bitki biliylimesinde, ¢i¢ceklenmesinde ve alkoloid igeriginde etkisi

konulu arastirmalarinda doz arttikca bitki boy uzamasinin azaldig: bildirmislerdir.

4.2.2. Kok Skoru

In vitroda iiretilen bitkilerin dogal kosullara aktarilmasinda kok skoru onemli bir
kriterdir. Cilinkii laboratuar kosullarindan tarla kosullarina aktarilan bitkilerin topraga
kokleri ile tutunmalar1 gerekmektedir. Kok gelisimini belirlemek icin 0-9 arasinda
belirlenen bir skala kullanilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore farkli dozlarda kinetin
ilavesinin kok skoru flizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.16). Ayni sekilde
genotipler arasindaki farkinda 6nemli oldugu bulunmustur. Fakat bu iki parametrenin

interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.16. Farkli dozlarda kinetin iceren besi ortaminda yetistirilen ogulotu

genotiplerinde gézlenen kok skoruna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 68,15%%*
KIN 4 28,21 %**
Genotip x KIN 8 2,58

Hata 126 2,25

*A% 1 9% 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli kinetin seviyeleri etkisinin karsilastirilmasi amaciyla uygulanan LSD testine
gore Cizelge 4.17°de ortalamalara bakildiginda ortalamalar arasinda artan kinetin oranina
bagl kok skorunun azaldigi gézlenmistir. En yiiksek kok skoru, 4,77 ile kinetin icermeyen
MS besi ortaminda ve 4,74 ile 1,0 mg/L kinetin bulunan besi ortaminda bulunmustur.
Genotiplerin ortalamasinda ise 4,80 ile Kazdagi en iyi kok skoru sonucu olarak

goriilmektedir. En diisiik kok skoruna ise italya genotipinden 2,49 ile elde edilmistir.
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Cizelge 4.17. Kinetinin ogulotunda kok skoruna olan etkisi (LSDg os(Genotip x KIN): 1,33)

Kinetin Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:0,77)
0 3,26 5,58 5,48 4,77 a'
1,0 3,11 5,58 5,58 4,76 a
2,0 2,13 4,86 3,38 3,46 Db
3,0 2,04 4,48 2,72 3,08 be
4,0 1,93 3,52 2,56 2,67 ¢
Ort.(LSDys:0,59) 249 ¢ 4,80 a 3,94 b

' Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Svensson, 2006 yilinda yaptig1 bir calismada, farkli bitki biiylime diizenleyicileri
kullanmisg ve bunlarin kok gelisimde yapmis oldugu degisimleri karsilagtirmistir. Buna
gore, calismamizla benzer sonuglar elde ederek, artan kinetin oranina bagli olarak kok

skorunun azaldigini gézlemlemistir.

4.2.3. Bogum Sayisi
Bogum sayisi, bir bitkide bulunan bogumlarin sayisidir. Cizelge 4.18’de goriildigi

gibi bitkide bogum sayisi bakimindan kinetin dozlar1 ve genotipler arasindaki farkin

onemli oldugunu bulunmustur.

Cizelge 4.18. Farkli dozlarda kinetin igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu

genotiplerinde Olgiilen bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 31,33%%*x*
KIN 4 19,70%
Genotip x KIN 8 1,64

Hata 126 2,75

*#% 1 % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

LSD testine gore farkli kinetin diizeylerinde bogum sayilar1 ortalamasina
bakildiginda en fazla bogum sayis1 miktar1 kinetin icermeyen MS besi ortami (5,31) ve 1,0
mg/L kinetin iceren besi ortaminda (4,97) oldugu saptanmistir. En az bogum sayist ise 4,0
mg/L kinetin iceren besi ortaminda (3,37) oldugu belirlenmistir. LSD testine gore en fazla
bogum sayisi 4,99 ile Kazdag1 genotipinden ve 4,71 ile Yerel genotipten elde edilmistir.
Italya genotipinden, Kazdagi ve Yerel genotipinden daha az sayida bogum sayisi
saglanmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19°da en fazla bogum sayisi, kinetin bitki biiylime diizenleyicisiz

yetistirilen Kazdagi genotipinde (6,12), Yerel genotipinde (5,68) ve 1,0 mg/L kinetin
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iceren biiyiime diizenleyicisinde yetisen Yerel genotipinde (5,66) bulunmustur. En az

bogum sayis1 ise 4,0 mg/L kinetin iceren Italya genotipinde bulunmustur (2,62).

Cizelge 4.19. Kinetinin ogulotunda bogum sayisina etkisi (LSDg os(Genotip x KIN): 1,47)

Kinetin Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDg,5:0,85)
0 4,16 6,12 5,66 531 a'
1,0 3,80 5,42 5,68 4,97 a
2,0 3,44 5,04 5,22 4,57 ab
3,0 3,48 4,18 3,70 3,79 be
4,0 2,62 4,18 3,30 337¢
Ort.(LSDy5:0.66) 350 b 4,99 a 471 a

' Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Wittwer ve Dedolph (1963), kinetinin, domates, salatalik ve bezelye bitkilerinde
etkisini inceledikleri arastirmada, artan kinetin dozlarimin bitki gelisimini kinetin bitki
bliylime diizenleyicisi igermeyen MS besi ortamina gore olumsuz etkiledigi sonucuna

ulagmiglardir. Bu bulgular bizim bulgularimiz ile benzerlik géstermektedir.

4.2.4. Kullanilabilir Bogum Sayisi
Laboratuar ¢aligmalarinda ne kadar saglikli ve fazla kullanilabilir bogum sayisi elde

edilirse ilerleyen calismalar icin eksplant kaynagi teskil etmesi bakimindan bu 6nem
tagimaktadir. Ciinkili ogulotu bogumlarda bulunan aksiller meristemler ile dallanmakta ve
doku kiiltiiriinde yeni siirgiinler vermektedir. Bu da doku Kkiiltiiriinde bir bitkinin
cogaltilmasinda Onem arz etmektedir. Varyans analizi sonuglarina gore kinetin ve

genotipin kullanilabilir bogum sayisi iizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Farkli dozlarda kinetin igeren besi ortaminda yetisen farkli ogulotu
genotiplerinde 6l¢iilen kullanilabilir bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 27.79%%*
KiN 4 5,38
Genotip x KIN 8 0,96

Hata 126 0,69

**% 1 % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Kinetin dozlarinda genotiplerin kullanilabilir bogum sayilarinin karsilagtirilmasi igin
yapilan LSD testine gore Cizelge 4.21°de genotiplerin ortalamalarina bakildiginda en fazla
kullanilabilir bogum say1si, kinetin bulundurmayan MS besi ortaminda (2,39) elde edildigi
goriilmektedir. Kinetinin dozu arttik¢a besi ortalamalarina ait ortalamalarda bir azalmanin
oldugu saptanmistir. Genotiplerin ortalamalarina bakildiginda ise Kazdagi (2,48) ile en
fazla kullanilabilir bogum sayisina sahip olurken, Yerel (2,08) bundan daha az sayida

kullanilabilir bogum sayisina sahiptir.

Cizelge 4.21. Kinetinin ogulotunda kullanilabilir bogum sayisina etkisi (LSDg os(Genotip x
KIN): 0,74)

Kinetin italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:0,42)
0 1,26 3,14 2,78 2,39 a'
1,0 1,07 2,70 2,79 2,19 ab
2,0 1,00 2,42 2,07 1,83 be
3,0 1,04 2,06 1,44 1,51 ¢
4,0 0,82 2,10 1,30 1,41 ¢
Ort.(LSDy5:0,33) 1,04 ¢ 2,48 a 2,08 b

': Aymi harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Demirbag ve Kendir (2009), uzun yaprakli tiggiiliin (Trifolium pannonicum ssp.
elongatum) hipokotil ve yaprak sap1 ekplantindan in Vvitro ¢ogaltilmasi konulu
calismalarinda diisiik dozdaki kinetinin bitki boyunu ve dolayisiyla kullanilabilir bogum
sayisini arttirdigin1 doz arttikca bu durumun azaldigini tespit etmislerdir. Sonug olarak
kullanilabilir bogum sayisinin genel degerlendirmesi yapilacak olursa, artan kinetin
dozlarinin bitki gelisimini, kinetin igermeyen MS besi ortamina gore olumsuz etkiledigi

sonucuna varilabilir.
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4.2.5. Yesil Agirhk
Yapilan varyans analiz sonuglarina gore, farkli dozda kinetin uygulanan besi

ortamlar1 ve genotiplerin, yesil agirlik {izerine etkisinin 6nemli oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Farkli dozlarda kinetin iceren besi ortaminda yetisen ogulotu genotiplerinde
Olciilen yesil agirliga ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 1,08%**
KIN 4 0,10*
Genotip x KIN 8 0,07

Hata 126 0,04

* ve *** : Sirasiyla % 5 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Uygulanan farkli kinetin dozlarinda genotiplerin yesil agirliklarinin kiyaslanmasi
amaciyla uygulanan LSD testine gore cizelge 4.23’te tiim genotiplerin ortalamalarina
bakildiginda en fazla yesil agirligin 1,0 mg/L kinetin i¢eren besi ortamindan (0,70 g) elde
edildigi gorilmektedir. Yine MS ve MS+2,0 mg/L kinetin igeren besi ortamlar1 da bunu
izleyerek ayni grupta yer almislardir. Kinetinin yiiksek dozlarinda ise yesil agirlikta 6nemli
diizeyde azalmanin oldugu tespit edilmistir. Genotiplerin ortalamasi incelendiginde ise
0,76 g ile Kazdag1 genotipinden en fazla ortalama yesil agirlik saglanmustir.

Genotip x KIN interaksiyonun 6nemsiz olmasina ragmen genel bir bakis agisindan en
yuksek ortalama yesil agirlik 0,86 g ile 2,0 mg/L kinetin i¢eren besi ortaminda Kazdagi
genotipinde tespit edilmistir. Ez az yesil agirlik ise 2,0 mg/L ve 4,0 mg/L kinetin iceren
besi ortaminda 0,40’ar g ile Italya genotipinde belirlenmistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. Kinetinin ogulotunda yesil agirhiga (g) etkisi LSDy os(Genotip x KIN): 0,18)

Kinetin Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:0,11)
0 0,53 0,68 0,61 0,61 ab’
1,0 0,52 0,76 0,83 0,70 a
2,0 0,40 0,86 0,66 0,64 ab
3,0 0,46 0,76 0,50 0,57b
4,0 0,40 0,71 0,57 0,56 b
Ort.(LSDy 5:0.08) 0,46 ¢ 0.76 a 0,63 b

': Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Ozet olarak, denemede kullanilan ogul otu genotiplerinin ortalama yesil agirhiklar:
artan kinetin dozlarina 6nemli fakat paralel bir degisim gostermemistir. Benzer sonuglari
Rijven ve Parkash (1971), ¢emen kotiledonlarinda kinetin etkisi konulu arastirmalarinda da
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bulmuslardir. Kinetin dozu artisiyla birlikte bitkinin agirliginda dalgali seyreden bir durum

gbzlemlemislerdir.

4.2.6. Klorofil indeksi
Spektral yontemler ile oOlgiilen klorofil indeks degeri bitkinin klorofil igerigi

dolayisiyla fotosentez miktar1 ile iliskilidir. Kinetine dair klorofil indeks degerleri
incelendiginde genotiplerin klorofil indeksi lizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge
4.24). Ayrica Genotip x KIN interaksiyonu da énemli bulunmus olup bu da genotiplerin
kinetinin artan dozlarina gore farkli yanitlar verdigini gostermektedir. Fakat kinetin

uygulamasinin klorofil indeksine etkisi 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.24. Farkli dozlarda kinetin iceren besi ortaminda yetistirilen ogulotu

genotiplerinde 6l¢iilen klorofil indeksine ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 16697,63**
KIN 4 3185,79
Genotip x KIN 8 4655,95%*

Hata 126 2412,13

* ve ** : Srrastyla % 5 ve % 1 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.25’te genotiplerin ortalamalarinda klorofil indeksi en yiiksek 1,0 mg/L
kinetin biiylime diizenleyici i¢eren besi ortamindan elde edildigi goriilmektedir (171,24).
Genotiplerin ortalamalarinda ise Kazdagi (173,61) ve Yerel (170,48) ile ayn1 grupta yer
alirken Italya genotipi ise diger ikisinden daha az kloforil indeksi elde edilmistir.

Varyans analizinde interaksiyonun 6nemli ¢ikmigtir. Bu nedenle genotiplerin farkli
kinetin dozlarindaki ortalamalarinin karsilastirilmas: gerektirmektedir. Cizelge 4.25°te
LSD testine gore en fazla klorofil indeksi 195,66 ile kinetin icermeyen besi ortaminda
Yerel genotipinde ve 1,0 mg/L kinetin bulunan besi ortaminda yetisen Kazdagi genotipinde
belirlenmistir. En diisiik klorofil indeksine ise Italya genotipinde 4,0 mg/L kinetin igeren

besi ortaminda 188,01 ile ulasilmistir.
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Cizelge 4.25. Kinetinin ogulotunda klorofil indeksine etkisi (LSDgs(Genotip x
KiN:43,47)

Kinetin Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:25,10)
0 136,05 def! 179,10 abced 195,66 a 170,27
1,0 130,80 ef 193,07 a 189,85 ab 171,24
2,0 173,41abcde 147.25bcdef 166,28 abcde 162,31
3,0 144,27 cdef 167,64abcde 161,43abcdef 157,78
4,0 188,01 f 180,98 abc 139,18 cdef 146,06
Ort.(LSDy5:19,44) 140,51 b 173,61 a 170,48 a

': Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Kaul ve Sabharwal (1971), tiitiin doku kiiltiirii caligmalarinda klorofil sentezi ve
bitki gelisiminde kinetin ve sukrozun etkileri konulu arastirmalarinda diisiik doz kinetin
uygulamasinin yesil agirhigr arttirdigini belirtmislerdir. Sonug olarak klorofil indeksinin
genel bir incelemesi yapildiginda yiikselen kinetin miktarlarinin bitki gelisimini kinetin

icermeyen MS’e gore olumsuz etkilemedigi sonucuna varilabilir.
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4.2.7. Kinetin Denemesinde Ol¢iilen Karakterler Arasindaki Korelasyonlar

Korelasyon katsayisi ne kadar yiiksek ise Olgiilen karakterler arasindaki iligkinin o
kadar yakin oldugunu anlamimna gelmektedir. Aralarinda c¢ok yliksek ve Onemli iliski
bulunan baz1 karakterler, ileriki ¢aligmalarda Olgililen karakterlerin azaltilmasinda fayda
saglayacaktir. Ug¢ ogulotu genotipinin farkli kinetin yogunluklar1 igeren MS besi
ortamlarinda yetistirilmesi sonucu 0l¢iilen karakterlere ait korelasyon katsayis1 ve 6nemlik
durumlan Cizelge 4.26’da verilmistir. Buna gore klorofil indeksinin 6l¢iilen diger tim
karakterler ile diigiik korelasyon katsayisina sahip oldugu bulunmustur. Diger karakterlerin

birbiri ile iligkileri yiiksek ve 6nemli olmustur.

Cizelge 4.26. Kinetin denemesinde Olciilen karakterler arasindaki korelasyon katsayilari

Karakterler BB KS BS KBS YA
KS 0,80%**

BS 0,86%** 0,84 %

KBS 0,75%** 0,89%#** 0,91%**

YA 0,69%** 0,73 % 0,62°%#* 0,64%**

KI 0,04 0,16* 0,04 0,11 0,24*

BB: Bitki boyu, KS: kok skoru, BS: Bogum sayisi, KBS: Kullanilabilir bogum sayis1, YA: Yesil agirlik,
KI: Klorofil indeksi.
* ve ***: Sirasiyla % 5 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.
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4.3. IAA (Indole Acetic Acid)

Aragtirmanin ti¢lincii denemesinde, IAA’ nin farkli dozlarmin (0, 1,0, 2,0, 3,0 ve 4,0
mg/L) laboratuar kosullarinda ti¢ farkli ogulotu genotipinin gelisimi iizerine etkisi
incelenmistir. Ayr1 ayri alt basliklar seklinde Slgiilen ve gozlenen karakterlere ait varyans

analiz sonuglar1 asagida sunulmus ve tartisilmistir.

4.3.1. Bitki Boyu

Denemede ii¢ farkli ogulotu bes farkli besi ortaminda yetistirilmis ve bu in vitro
bitkilerde bitki boyu Ol¢iilmiistiir. Elde edilen verilerin varyans analizi sonuglarina gore
farkli dozlarda IAA igeren besi ortamlar1 ve genotiplerin bitki boyu iizerine etkisi 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.27). Genotip x IAA interaksiyonu 6nemli bulunmus olup bu da

genotiplerin IAA’nin farkli dozlarinda farkli yanitlar verdigini gostermektedir.

Cizelge 4.27. Farkli dozlarda IAA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde
Olciilen bitki boyuna ait varyans analizi sonuglar1

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 131,70%**
IAA 4 56,70%**
Genotip x [AA 8 15,25%*%
Hata 126 3,92

**% 1 % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

LSD testinin sonuglarina gore Cizelge 4.28’de tiim genotiplerin ortalamasina
bakildiginda en uzun bitki boyu 7,39 cm ile IAA igeremeyen MS ortaminda elde edildigi
goriilmektedir. IAA’nin yogunlugu arttikgca besi ortamlarina ait ortalamalarda bir
azalmanin olmadig1 saptanmustir. Genotiplerin ortalamasina bakildiginda ise Italya (6,82
cm) ile en fazla bitki boyuna ulasirken Yerel ve Kazdagi genotipleri ise bunlardan daha
kisa ve ayni1 grupta olmustur.

Varyans analizinde interaksiyon dénemli ¢ikmistir. Bu ylizden genotiplerin tiim [AA
dozlarindaki ortalamalar karsilastirilmalidir. Cizelge 4.28°de yapilan LSD testine gore en
yiiksek ortalama bitki boyu (10,79 cm) Italya genotipinden biiyiime diizenleyici
iceremeyen besi ortaminda elde edilmistir. Bunu yine Italya genotipi 1,0 IAA iceren besi
ortaminda (7,71 cm) izlemistir. En kisa boylu bitkiler ise 2,75 cm ile 3,00 mg/L ve 3,03 ile
4,0 mg/L TAA igeren besi ortamlarinda yetisen Kazdagi genotipinden elde edilmistir.
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Cizelge 4.28. IAA’nin ogulotunda bitki boyuna (cm) etkisi (LSDg os(Genotip x [AA): 1,75)

TAA italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:1,01)
0 10,79 a' 567 ¢ 571c¢ 7,39 a
1,0 7,71 b 3,47 de 3,49 de 4,89 b
2,0 5,61 c 3,67 de 3,49 de 4,26 b
3,0 5,67 c 2,75¢ 4,32 cde 4,24 b
4,0 4,30 cde 3,03 ¢ 5,13 cd 4,15b
Ort.(LSDy5:0,78) 6,82 a 3,72 b 4,43 Db

': Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Sonug olarak bitki boyunun genel degerlendirilmesi yapildiginda IAA uygulamasinin
bitki boyunu olumsuz etkiledigi sdylenebilir. Benzer sonucglar Asaad ve arkadaglar1 (2006)
tarafindan da elde edilmistir. Bu calismaya gore kenevirde (Cannabis sativa L.) indol asetik
asitin 1 mg/L diizeyindeki doz artisinin bitki boyunu arttirmadigini belirtmislerdir. Bizim
sonuglarimizla paralellik gosteren bu durum IAA’nin bir oksin olmasindan
kaynaklanabilir. IAA’nin dogas1 geregi bitkide siirgilin yerine kok gelisimini tesvik eden bir

biiylime diizenleyici olmasidir.

4.3.2. Kok Skoru

Laboratuarda yetisen bir bitki, tarla kosullarina sasirtilabiliyorsa, bu caligmanin
basarist acisindan kok gelisimi 6nem arz etmektedir. Kok skoru i¢in 0-9 arasinda degisen
bir skala belirlenerek kok gelisimi gozlenmistir. Varyans analizi sonuglarina gore IAA kok
skoru tiizerine genotip, IAA ve bunlarin interaksiyonlarinin etkisi énemli bulunmustur.

(Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Farkli dozlarda IAA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

gbzlenen kok skoruna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 5,17*

IAA 4 15,65%**
Genotip x [AA 8 7,08%%%
Hata 126 1,60

* ve *** : Sirastyla % 5 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli IAA dozlarmin etkisinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan LSD testine gore
Cizelge 4.30’da ortalamalara bakildiginda en yiiksek kok skoru, 5,17 ile IAA icermeyen

MS besi ortaminda bulunmustur. Genotiplerin ortalamasinda ise 4,19 ile Yerel genotipte en
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1yi kok skoru sonucu olarak goriilmektedir. En diisiik kok skoruna ise Kazdagi genotipinde
3,57 ile ulasilmustir.

Interaksiyonun ~ varyans analizinde ©nemli bulunmasi genotiplerin IAA
ortalamalarinin karsilagtirtlmasini dngérmektedir. Cizelge 4.30°da LSD testine gore en iyi
ortalama kok skoru 5,62 ile IAA igermeyen besi ortaminda bulunan Yerel genotipinde

bulunmustur.

Cizelge 4.30. IAA’nin ogulotunda kok skoruna olan etkisi (LSDg os(Genotip x [AA): 1,12)

IAA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSD;5:0,65)
0 546 ab’ 4,42 bed 5,62 a 517 a
1,0 5,18 abc 3,34 def 3,13 f 3,88Db
2,0 3,22 ef 3,73 def 3,06 f 3,34b
3,0 3,55 def 3,28 ef 4,28 cde 3,70 b
4,0 2,69 f 3,07 f 4,86 abc 3,54b
Ort.(LSDy,5:0,50) 4,02 ab 3,57b 4,19 a

!: Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde dnemli fark yoktur.

Artan IAA oranina bagli olarak genotiplerin ortalamalarina bakildiginda kok
skorunun degistirmedigi gozlenmistir. Chadwick ve ark. (1967), bezelye bitkisinde
[AA’nin farkli konsantrasyonlarinda kok gelisimlerini incelemislerdir. Arastirmalarina
gore, artan TAA dozlarmin gozlenen kok skorlarimi azalttigini tespit etmislerdir. Kok
gelisimi artan IAA dozlarina incelendiginde IAA icermeyen MS besi ortamina gore ¢ok
fazla olmasa da nispeten olumsuz etkilendigi belirtilebilir. Baz1 aragtirmacilar kok olusumu
ve gelisimini oksinlerin destekledigini fakat oksinler tarafindan koklenmeyi tesvik eden
etilenin koklenme durumunun ilerleyen asamalarinda etilen igeriginin artmasi ile kok
gelisimini durdurdugunu bildirmislerdir (Batten ve Mullins, 1978; Geneve ve Heuser,

1982; Riov ve Yang, 1989).

4.3.3. Bogum Sayisi

Bir bitkideki bogum sayis1 50. gilinliin sonunda Ol¢iilmiis ve elde edilen veriler
varyans analizine tabi tutulmustur. Bu analiz sonuglar1 gore Cizelge 4.31°de goriildigii gibi

genotip, IAA ve Genotip x IAA interaksiyonu énemli bulunmustur.
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Cizelge 4.31. Farkli dozlarda IAA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olciilen bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 15,25%*

IAA 4 35,33k
Genotip x [AA 8 10,87%%*%*
Hata 126 2,59

** ye *** : Sirastyla % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

LSD testine gore farkli IAA diizeylerinde genotiplerin bogum sayilarinin
ortalamasina bakildiginda en fazla bogum sayis1 miktar1 IAA igermeyen MS besi
ortaminda (6,45) oldugu saptanmistir. Genotipler karsilastirildiginda en fazla bogum sayisi
Yerel genotipinden (5,29) elde edilmistir. italya ve Kazdag: genotipler ayn1 grupta yer alip
Yerel genotipinden daha az sayida bogum sayisi sahip olmustur (Cizelge 4.32).

Tiim genotiplerin tiim TAA dozlarinin ortalamalariin karsilagtirilmasinda, en fazla
bogum sayisi, IAA bitki biiyiime diizenleyicisiz yetistirilen Italya genotipinde (7,78)
bulunmustur (Cizelge 4.32). En az bogum sayis1 ise 4,0 mg/L IAA iceren Italya
genotipinde bulunmustur (2,64).

Cizelge 4.32. IAA’nin ogulotunda bogum sayisina etkisi (LSDgos(Genotip x IAA): 1,42)

IAA italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy 5:0,82)
0 7,78 a' 5,52 be 6,04 b 6,45 a
1,0 5,82 be 3,92 de 5,53 be 5,09b
2,0 3,42 de 4,44 cd 4,40 cd 4,09 ¢
3,0 3,47 de 3,50 de 4,71 bed 3,89 ¢
4,0 2,64 ¢ 3,60 de 5,78 be 4,01 ¢
Ort.(LSDg5:0,64) 4,63 b 4,20 b 5,29 a

': Ayn1 harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Ozet olarak; artan IAA dozlarinmn bitki gelisimini IAA bitki bilyiime diizenleyicisi
icermeyen MS besi ortamina gore olumsuz etkiledigi sonucuna ulasilabilir. Kotov, 1996
yilinda Rusya’da yapilan, artan IAA dozlarinda bezelyede (Pisum sativum) bogum artigini

inceledikleri aragtirmada, doz artisinin bitkideki bogum oranini azalttigini belirlemislerdir.

4.3.4. Kullanilabilir Bogum Sayisi
In vitro ¢alismalarda sadece bogum sayisi elde etmek 6nemli degildir, bu bogum
sayilarmin kullanilabilir oldugu da 6nem tasimaktadir. Bogum sayisinin kullanilabilir

olmasi bitkiden alinan bogum aralarmin en az 1 cm olmasma baghdir. Varyans analizi
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sonuglarma gore farkli dozda TAA’nin kullanilabilir bogum sayisi iizerine etkisi onemli
bulunmustur (Cizelge 4.33). Bunun yani sira Genotip x IAA interaksiyonu 6nemli olup,

genotipler arasinda farkli IAA dozlarina gore farkli yanitlar verildigi belirlenmistir.

Cizelge 4.33. Farkli dozlarda IAA igeren besi ortaminda yetisen farklt ogulotu

genotiplerinde 6l¢iilen kullanilabilir bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 7,68%**
IAA 4 9,01 %*x*
Genotip x [AA 8 3,61%**
Hata 126 0,99

*#% 1 % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Degisen I1AA dozlarinda genotiplerin  kullanilabilir  bogum  sayilarinin
karsilagtirllmas1 amaciyla yapilan LSD testine gore Cizelge 4.34’te genotiplerin
ortalamalarina bakildiginda en fazla kullanilabilir bogum sayisi, 3,13 ile I[AA
bulundurmayan MS besi ortaminda elde edildigi goriilmektedir. IAA’nin dozu arttik¢a besi
ortalamalarina ait ortalamalarda fazla bir azalmanin olmadigi ve degerlerin sabit kaldigi
saptanmistir. Genotiplerin ortalamalarina bakildiginda ise Yerel (2,62) ile en fazla
kullanilabilir bogum sayisina sahip olurken, italya (2.09) ve Kazdag1 (1,85) bundan daha
az sayida kullanilabilir bogum sayisina sahiptir.

Varyans analizinde interaksiyon onemli ¢ikmistir, bu da tiim genotiplerin tim [AA
dozlarindaki ortalamalarin karsilagtirilmasini gerektirmektedir. Buna gore Cizelge 4.34’te
yapilan LSD testine gore en yiiksek ortalama kullanilabilir bogum sayis1 genotipinden
biiylime diizenleyici icermeyen besi ortaminda elde edilmistir. Bunu yine Yerel genotipi
bitki biliylime diizenleyici igermeyen besi ortamu (3,02) ve 4,0 mg/L TAA igeren besi ortami
(2,96) izlemislerdir. En az kullanilabilir bogum sayisina sahip genotip 1,09 ortalama ile 4,0

mg/L IAA igeren besi ortaminda Italya genotipinde bulunmustur.

40



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ozge TOPCU BAYRAM

Cizelge 4.34. IAA’nin ogulotunda kullanilabilir bogum sayisina etkisi (LSDg os(Genotip x
IAA): 0,88)

TIAA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:0,51)
0 4,00a' 2,36 cbd 3,02b 3,13a
1,0 2,42 cbd 1,68 cdef 2,53 be 2,21b
2,0 1,40 ef 1,89 cdef 2,06 dce 1,78 b
3,0 1,55 def 1,64 def 2,52 be 1,90 b
4,0 1,09 f 1,69 cdef 2,96 b 1,91 b
Ort.(LSDy5:0,39) 2,09 b 1,85b 2,62 a

': Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Sonug olarak, artan IAA dozlarinin bitki gelisimini olumsuz etkiledigi bulunmustur.
Chandra ve Mishra 2007 yilinda, guava (Psidium guajava L.) bitkisi iizerine yaptiklar
calismada, artan IAA dozlarinin bitkinin bogum sayisini ve uzunlugunu, dolayisiyla bunun

kullanilabilirligini genel olarak azalttigini belirtmislerdir.

4.3.5. Yesil Agirhk
Bitki gelisimini belirlemek icin yesil agirlik dnemli bir kriter olsa da her zaman yesil

agirhigin fazla olmasi bitkinin boyunun uzun oldugu anlamina gelmez, bitki dallanma da
yapmis olabilir. Yapilan varyans analiz sonucglarina gore, farkli miktarlarda IAA bulunan
besi ortamlar1 ve genotiplerin, yesil agirlik iizerine etkisinin 6nemli oldugu bulunmaktadir

(Cizelge 4.35). Genotip x IAA interaksiyonu 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.35. Farkli dozlarda IAA igeren besi ortaminda yetisen ogulotu genotiplerinde

Olciilen yesil agirliga ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 0,10%*

IAA 4 0,40% %
Genotip x [AA 8 0,07**
Hata 126 0,02

* wEk ye *E* : Sirastyla % 5, % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Uygulanan farkli IAA dozlarinda genotiplerin yesil agirliklarinin kiyaslanmasi
amaciyla uygulanan LSD testine gore c¢izelge 4.36’da tiim genotiplerin ortalamalarina
bakildiginda en fazla yesil agirligin 0,64 g ile IAA icermeyen besi ortamindan elde edildigi
goriilmektedir. Diger besi ortalamalar1 ise bundan daha diisiik degerde oldugu

belirlenmistir. Genotiplerin ortalamalarina gore 0,50 g ile Yerel genotipinden en fazla yesil
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agirlik eldesi saglanmistir. Italya ve Kazdag: genotiplerinden (0,42 g, 0,43g) daha az yesil
agirlik saglanmis olup bu iki genotip de ayn1 grupta yer almaktadir.

Varyans analizinde interaksiyonun onemli olmasi tiim genotiplerin biitiin [AA
dozlarindaki ortalamalarinin karsilastirilmasini gerektirmektedir. Cizelge 4.36’da yapilan
LSD testine gore en yiiksek ortalama yesil agirlik 0,71 g ile Italya genotipinde ve 0,69 ile
Yerel genotipinde IAA igcermeyen besi ortaminda tespit edilmistir. Ez az yesil agirlik ise

140 mg/L IAA besi ortaminda 0,21 g ile Italya genotipinde belirlenmistir.

Cizelge 4.36. IAA’nin ogulotunda yesil agirliga (g) etkisi (LSDg os(Genotip x IAA): 0,13)

IAA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSD5:0,08)
0 0,71 a' 0,51b 0,69 a 0,64 a
1,0 0,50 be 0,45 cbd 0,47 be 0,47 b
2,0 0,37 cde 0,48 bc 0,41 bede 0,42 be
3,0 0,31 ef 0,38 cde 0,45 cbd 0,38 cd
4,0 0,21 f 0,33 def 0,48 be 0,34 d
Ort.(LSDy5:0,06) 0,42 b 0,43 b 0,50 a

': Aymi harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Genel bir degerlendirmesini yapip sonuglandiracak olursak, artan IAA dozlarinin
bitki gelisimini IAA icermeyen MS’e gore olumsuz etkiledigi sonucuna varilabilir. Ljung
ve arkadaglar1 (2002), TAA biiylime diizenleyicisi eklenen Arabidopsis’te biyosentez,
konjugasyon, katabolizma ve homeostasis konularint incelemislerdir ve diisiik dozda

uygulanan IAA’nin yesil agirhigint arttirdigini tespit etmislerdir.

4.3.6. Klorofil Indeksi
Klorofil indeksi degerine ait verilerin varyans analizi sonuglarina gore farkli dozlarda

IAA igeren besi ortamlar1 ve genotiplerin, klorofil indeksi iizerine etkisi Onemli
bulunmustur (Cizelge 4.37). Ayrica Genotip x TAA interaksiyonu da 6nemli bulunmus
olup bu da genotiplerin TAA’nin artan dozlarina gore farkli yanitlar verdigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.37. Farkli dozlarda IAA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olciilen klorofil indeksine ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 109741,92%**
IAA 4 648,55*
Genotip x [AA 8 2286,46%**
Hata 126 207,82

* ve *** : Sirasiyla % 5 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli dozda IAA’nin genotiplerin klorofil iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmis olan LSD testine gore Cizelge 4.38’de genotiplerin ortalamalarinda klorofil
indeksi en yiiksek 1,0 mg/L TAA biiylime diizenleyici iceren MS besi ortamindan elde
edildigi gorilmektedir (182,39). Genotiplerin ortalamalarinda ise Yerel (211,05) en iyi
sonucu verirken, Kazdagi genotipinden ise bundan daha az kloforil indeksi elde edilmistir.
[IAA’nin genotiplere gore farkl etkide bulundugu belirtilmistir.

Varyans analizinde interaksiyonun onemli olmasi genotiplerin IAA dozlarinin
ortalamalarinin karsilastirilmasini gerektirmektedir. Cizelge 4.38’de LSD testine gore en
fazla klorofil indeksi 226,32 ile 1,0 mg/L TAA igeren besi ortaminda Kazdagi genotipinde
belirlenmistir. En diisiik klorofil indeksine ise Italya genotipinde 1,0 mg/L IAA besi

ortaminda 111,39 ile ulasilmustir.

Cizelge 4.38. IAA’nin ogulotunda klorofil indeksine etkisi (LSDgos(Genotip x IAA: 12,76)

TIAA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy5:7,37)

0 119,18 fg' 190,24 ¢ 210,88 b 173,43 b

1,0 111,39 g 226,32 a 209,46 b 182,39 a

2,0 124,30 ef 179,84 cd 215,30 ab 173,15b

3,0 133,09 ¢ 172,08 d 205,04 b 170,07 b

4,0 120,30 fg 184,80 cd 214,56 ab 173,22 b
Ort.(LSDys5:5.71) 121,65 ¢ 190,66 b 211,05 a

!: Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Sonug olarak klorofil indeksinin genel bir incelemesi yapildiginda yiikselen IAA
miktarlarinin bitki gelisiminde degisiklik yaptigi, dnce arttirdigi daha sonra ise azalttigi,
IAA’nin genotiplere gore ise farkli etkide bulundugu sdylenebilir. Fletcher ve arkadaglar
(1971), salatalik kotiledonlarinda klorofil indeksini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda diisiik
dozda IAA uygulamasinin klorofil indeksini arttirdigini, doz arttik¢a birim alandan

belirlenen klorofil indeks Ol¢iimiiniin azaldigim tespit etmislerdir.
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4.4.7. IAA Denemesinde Olciilen Karakterler Arasindaki Korelasyonlar

IAA uygulamasina iligkin asagida bulunan korelasyon tablosunda 6lgiilen karakterler

arasindaki korelasyon katsayilar1 belirtilmistir (Cizelge 4.39). Karakterler arasindaki

korelasyonlara bakildiginda klorofil indeksinin (bitki boyu hari¢) diger karakterler ile

iliskinin olmadig1 goriilmektedir. Buna karsilik, diger karakterlerin kendi aralarindaki,

ozellikle bogum sayist ile kullanilabilir bogum sayasi arasindaki, iliskinin yiiksek ve

onemli oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.39. IAA denemesinde 6lgiilen karakterler arasindaki korelasyon katsayilari

Karakterler BB KS BS KBS YA
KS 0,73%**

BS 0,75%** 0,77***

KBS 0,72%** 0,77*** 0,89%**

YA 0,65%** 0,65%** 0,82%** 0,70%**

KI 0,39%** 0,03 0,04 0,11 0,10

BB: Bitki boyu, KS: kok skoru, BS: Bogum sayisi, KBS: Kullanilabilir bogum sayis1, YA: Yesil agirlik,

KI: Klorofil indeksi.

**%: % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.
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4.4. IBA (Indole Butyric Acid)

Calismanin son denemesinde ise IBA’in farkli dozlarimin (0, 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0
mg/L) in vitro kosullarda {i¢ farkli ogulotu genotipinin gelisimi iizerine etkisi arastirilmis
olup olciilen ve gozlenen karakterlere ait varyans analiz sonuglart ayri ayr alt basliklar

seklinde asagida sunulmus ve tartigilmistir.

4.4.1. Bitki Boyu

Bitki gelisimini belirlemek i¢in bitki boyu, doku kiiltiirii caligmalarinda 6nemli bir
gostergedir. Varyans analizi sonuglarina gore farkli dozlarda IBA igeren besi ortamlari ve
genotiplerin, bitki boyu {izerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.40). Genotip x IBA
interaksiyonu 6nemli bulunmus olup bu da genotiplerin IBA’nin artan dozlarina gore farkl

yanitlar verdigini gostermektedir.

Cizelge 4.40. Farkli dozlarda IBA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olciilen bitki boyuna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 186,83 #**
IBA 4 12,00%*
Genotip x IBA 8 11,54%*
Hata 126 3,52

* *Ek ye ¥*F* 1 Sirastyla % 5, % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

LSD testi farkli IBA dozlarinda genotiplerin bitki boylarinin karsilastiriimasi
amactyla yapilmistir. Cizelge 4.41°de tiim genotiplerin ortalamasina bakildiginda en uzun
bitki boyu 7,84 cm ile 0,5 mg/L IBA iceren besi ortamindan elde edildigi goriilmektedir.
IBA’nin yogunlugu arttikca besi ortamlarina ait ortalamalarda bir artisin oldugu
saptanmstir. Genotiplerin ortalamasina bakildiginda ise Italya (9,34 cm) genotipi en uzun
bitki boyunu saglarken, Kazdagi (6,28 cm) ve Yerel hat (5,76 cm) ise daha kisa olmustur.

Varyans analizinde interaksiyonun énemli bulunmustur. Buna gore Cizelge 4.41°de
yapilan LSD testine gore en yiiksek ortalama bitki boyu (10,46 cm, 10, 39 cm ve 10,28 cm)
Italya genotipinden 0,5 mg/L, 1,0 mg/L ve 1,5 mg/L biiyiime diizenleyici igeren besi
ortamlarinda elde edilmistir. En kisa boylu bitkiler ise 5,29 cm ile 1,0 mg/L ve 5,28 cm ile
2,0 mg/L IBA igeren besi ortaminda yetisen Yerel genotipinden elde edilmistir.
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Cizelge 4.41. IBA’nin ogulotunda bitki boyuna (cm) etkisi (LSDy gs(Genotip x IBA): 1,66)

IBA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSD,5:0,96)
0 7,96 b' 5,48 de 5,55 de 6,33 ¢
0,5 10,46 a 6,03 cde 7,02 bed 7,84 a
1,0 10,39 a 5,29 ¢ 5,42 de 7,03 abc
1,5 10,28 a 7,25 be 5,51 de 7,68 ab
2,0 7,59 be 7,36 bc 5,28 ¢ 6,74 be
Ort.(LSDy5:0,74) 9,34 a 6,28 b 5,76 b

': Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Bitki boyu tarla kosullarinda oldugu gibi laboratuar kosullarinda da genotipik bir
0zellik olmakla birlikte ¢evre ve yetisme kosullarinda 6nemli derecede etkilenebilmektedir.
Ornegin, Shibli ve ark. (1997), ahlatta (Pyrus syricca) mikrocogaltim iizerine yaptiklari
calismalarinda, denememizle benzer sonug gostererek artan IBA dozlarinda bitkinin boy
uzamasinin arttigini, ancak bir siire sonra tekrar azaldigini belirtmislerdir.

Sonug¢ olarak bitki boyunun genel degerlendirilmesi yapildiginda artan IBA
dozlarimin bitki gelisimini olumlu etkiledigi sonucuna varilabilir. Fakat daha detayl bir
sonuca varmak i¢in her bir genotipin her bir besi ortamindaki performansina bakmak

gerekmektedir.

4.4.2. Kok Skoru

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda gelistirilen bitkilerin kdk olusturmasi, bitkileri tarla
kosullarina aktarmak i¢in 6nemlidir. Ciinkii bitkiler besi ortamindan aldiklar1 besinleri tarla
kosullarinda rahatlikla alabilmeleri i¢in kok olusturmalari gerekir. Kok gelisimini
belirlemek i¢in 0-9 arasinda bir skala kullanilmistir. Bu ayn1 zamanda kok gelisimini
istatistiki olarak degerlendirme olanagi saglamistir. Varyans analizi sonuglarina gore kok

skoru tizerine Genotip ve IBA’nin etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.42. Farkli dozlarda IBA iceren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

gbzlenen kok skoruna ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 26,72%%*
IBA 4 2,34
Genotip x IBA 8 2,33

Hata 126 1,87

*H% % 0,1 diizeyinde onemlidir.
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Farkli IBA dozlariin etkisinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan LSD testine gore
Cizelge 4.43’te ortalamalara bakildiginda ortalamalar arasinda istatistiki a¢idan artan IBA
oranina bagl kok skorunun degismedigi gdzlenmistir. Genotiplerin ortalamasinda ise 6,05
ile Yerel genotipi en iyi kok skoru sonucu olarak goriilmektedir. En diisiik kok skoruna ise
Italya genotipinde 4,60 ile ulasilmistir.

Cizelge 4.43’te en iyi ortalama kok skoru 6,40 ile 0,5 mg/L IBA igeren ve 6,14 ile
2,0 mg/L IBA igeren besi ortamlarinda bulunan yerel genotipinde, en az kok skoru ise 3,98
ile IBA igermeyen ve 3,78 ile 2,0 mg/L IBA iceren besi ortamlarinda yetisen italya

genotipinde bulunmustur.

Cizelge 4.43. IBA’nin ogulotunda kdk skoruna olan etkisi (LSDg os(Genotip x IBA): 1,21)

IBA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy,5:0,70)
0 3,98 5,58 5,64 5,07
0,5 491 5,62 6,40 5,64
1,0 5,42 4,90 5,99 5,44
1,5 4,89 5,94 6,06 5,63
2,0 3,78 5,38 6,14 5,10
Ort.(LSDy,5:0,54) 4,60 c' 5,48 b 6,05 a

': Aymi harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Kok skoru agisinda IBA dozlari arasinda istatistiki bir fark olmamasiyla birlikte, MS
besi ortamina IBA ilavesi kok gelisimini arttirdigi1 goriilmektedir (Cizelge 4.43). Benzer bir
calismada Bennett ve ark. (2003), okaliptus (Eucalyptus globulus) iizerine yaptiklari
calismada IBA’ nin kok gelisimine fazla bir etkisinin olmadigini, diisiik doz uygulamasinin
kok gelisiminde olumlu bir etkide bulundugunu belirlemislerdir. Zenginbal ve ark. (2006)
ise kivi (Actinidia deliciosa, A. Chev.) odun geliklerinin koklenmesi iizerine IBA
uygulamalariin etkisi konulu ¢aligmalarinda, IBA’nin 0, 50, 100, 150, 2000, 4000, 6000
ppm dozlarimi uygulamislardir. Calismada koklenme orani, canli ¢elik orani, kok sayisi ile
kok kalitesini belirlemiglerdir. Aragtirma sonucuna gore en iyi sonucu, ¢eliklere 6000 ppm
IBA uygulamasindan elde etmislerdir. iki arastirma arasinda IBA’nin kok gelisimi iizerine
farkli etkilerinin oldugu anlasilmaktadir. Bu da bir oksin olan IBA’nin in vitro kosullarda

kok gelisimi lizerine etkisinin bitki tiiriine gore degistigini gostermektedir.
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4.4.3. Bogum Sayisi

Bitki gévdesinde yaprak koltugunun bulundugu yer, bogumlari olusturmaktadir ve
her yaprak koltugunda bitkileri laboratuarda alt kiiltiire aktarmak igin kullanilan
meristemler bulunmaktadir. Varyans analizi sonuglari, IBA’nin farkli dozlarinin bogum
sayis1 lizerine etkisinin énemli oldugunu gdstermektedir. Cizelge 4.44°te goriildiigii gibi
Genotip x IBA interaksiyonu Onemli bulunmus olup, genotiplerin IBA’nin yliikselen

dozlarina kars1 farklilik gosterdigini belirtmektedir.

Cizelge 4.44. Farkli dozlarda IBA igeren besi ortaminda yetistirilen ogulotu genotiplerinde

Olctlilen bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 9,98*

IBA 4 7,95%
Genotip x IBA 8 5,21%*

Hata 126 2,39

*: % 5 diizeyinde 6nemlidir.

LSD testine gore farkli IBA diizeylerinde genotiplerin bogum sayilarinin
ortalamasina bakildiginda en fazla bogum sayist miktar1 0,5 mg/L IBA igceren MS besi
ortaminda (6,92) oldugu saptanmistir. En az bogum sayis1 ise 2,0 mg/L IBA iceren besi
ortamlarinda (5,69) oldugu belirlenmistir. LSD testine gore en fazla bogum sayis1 6,87 ile
Yerel genotipinden elde edilmistir. italya ve Kazdagi genotipleri ayni grupta yer alip
Kazdagi genotipinden daha az sayida bogum sayisi saglanmistir (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.45’te en fazla bogum sayisi, 0,5 mg/L IBA bitki biiylime diizenleyicisi ile
yetistirilen Yerel genotipinde (8,04) bulunmustur. En az bogum sayisi ise 2,0 mg/L IBA
iceren italya genotipinde bulunmustur (4,82).

Cizelge 4.45. IBA nin ogulotunda bogum sayisina etkisi (LSDg s(Genotip x IBA): 1,37)

IBA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSD;5:0,79)
0 5,66 cde' 5,91 cde 6,30 bed 5,96 be
0,5 6,47 bed 6,26 bed 8,04 a 6,92 a
1,0 7,49 ab 5,26 de 6,84 abc 6,53 ab
1,5 6,24 bed 6,78 abc 7,00 abc 6,67 ab
2,0 4,82 ¢ 6,08 cde 6,16 becde 5,69 ¢
Ort.(LSDy5:0,61) 6,14 b 6,06 b 6,87 a

': Ayni harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa; artan IBA dozlarinin bitki gelisimini IBA

bitki biliylime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortamina gore once arttirdigir daha sonra
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azaltifi sonucuna varilabilir. Benzer bir c¢alismada Martin (2002), Ipek otugiller
familyasindan (Asclepiadaceae) Holostemma ada-kodien bitkisinde uygulanan IBA
biiyiime diizenleyicisinin dozu arttikca bogum sayisinin artip ardindan azaldigi1 sonucuna
varmiglardir. Ayrintili bir sonug i¢in her bir genotipin her bir besi ortamindaki etkisi de

degerlendirilebilir.

4.4.4. Kullanilabilir Bogum Sayisi
Kullanilabilir bogum sayisi in vitro ¢alismalarda bitki geligsimini belirlemede 6nemli

bir igarettir. Ne kadar fazla ve saglikli kullanilabilir bogum sayis1 elde edilirse daha sonraki
caligmalar i¢in kaynak teskil etmesi bakimindan bu 6énem tasimaktadir. Varyans analizi
sonuclarina gore farkli dozda IBA’nin kullanilabilir bogum sayisi iizerine etkisi dnemli
bulunmustur (Cizelge 4.46). Bunun yan1 sira Genotip x IBA interaksiyonu onemli olup,

genotipler arasinda farkli IBA dozlaria gore farkli yanitlar verildigi belirlenmistir.

Cizelge 4.46. Farkli dozlarda IBA igeren besi ortaminda yetisen farkli ogulotu

genotiplerinde dl¢tilen kullanilabilir bogum sayisina ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 9,95%**
IBA 4 2,60%*
Genotip x IBA 8 1,30*

Hata 126 0,71

*, *F ye *¥** : Srrastyla % 5, % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli IBA dozlarinda genotiplerin kullanilabilir bogum sayilarinin karsilastirilmasi
amaciyla yapilan LSD testine gore Cizelge 4.47°de genotiplerin ortalamalarina
bakildiginda en fazla kullanilabilir bogum sayis1 3,30 ile 0,5 mg/L IBA bulunduran MS
besi ortaminda elde edildigi goriilmektedir. IBA’nin dozu arttik¢a besi ortalamalarina ait
ortalamalarda bir dalgalanmanin oldugu saptanmistir. Genotiplerin ortalamalarina
bakildiginda ise Yerel (3,32) ile en fazla kullanilabilir bogum sayisina sahip olurken, Italya
(2,43) en az sayida kullanilabilir bogum sayisina sahiptir.

Varyans analizinde interaksiyonun Onemli olmasi tiim genotiplerin tiim IBA
dozlarindaki ortalamalarin karsilastirilmasini gerektirmektedir. Buna gore Cizelge 4.47°de
yapilan LSD testine gore en yiiksek ortalama kullanilabilir bogum sayist Yerel
genotipinden (4,02) 0,5 mg/L. IBA iceren besi ortaminda elde edilmistir. Bunu yine Yerel
genotipi 1,5 mg/L IBA ve igeren besi ortaminda 3,26 ortalama ile izlemistir. En az
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kullanilabilir bogum sayisina sahip genotip 1,62 ortalama ile 2,0 mg/L IBA igeren besi

ortaminda talya genotipinde bulunmustur.

Cizelge 4.47. IBA’nin ogulotunda kullanilabilir bogum sayisina etkisi (LSDy os(Genotip x
IBA): 0,75)

IBA italya Kazdag Yerel Ort.(LSD,5:0,43)
0 2,28 de' 3,09 be 3,34 ab 2,90 abe
0,5 2,67 bed 3,22 be 4,02a 3,30 a
1,0 2,82 bed 2,48 cd 2,87 bed 2,72 be
1,5 2,76 bed 3,08 be 3,26 b 3,03 ab
2,0 1,62 ¢ 2,88 bed 3,10 be 2,53 ¢
Ort.(LSDy5:0,33) 2,43 ¢ 2,95b 3,32a

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.

Sonug olarak kullanilabilir bogum sayisinin genel degerlendirmesi yapilacak olursa,
artan IBA dozlarmin bitki gelisimini, degisken bir sonugta etkiledigi kararina varilabilir.
Bruno ve ark. (2007), kir ¢i¢eginin (Porteranthus trifoliatus L.) in vitro rejenerasyonu igin
kullandiklar1 bliylime diizenleyicilerinde, artan IBA dozlariin bitkinin bogum sayisin1 ve
uzunlugunu dolayisiyla bunun kullanilabilirligini arttirmis olsa da genel olarak azalttigini
belirtmislerdir. Aym sekilde Kaveriappa ve ark. (1997), kizilcik galist (Cornus florida)
lizerine yaptiklar1 bir arastirmada da benzer sonuclari bulmuslardir. Ancak daha detayli

bilgi i¢in her bir genotipin her bir besi ortamindaki etkisi de incelenmelidir.

4.4.5. Yesil Agirhk

Varyans analiz sonuglar1 incelenecek olursa, farkli dozda IBA bulunan besi ortamlari
yesil agirlik tizerine etkisinin dnemli oldugu bulunmaktadir (Cizelge 4.48). Ayrica Genotip
x IBA interaksiyonu da énemli bulunmustur. Buna karsilik genotiplerin yesil agirliga etkisi

onemli bulunmamustir.
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Cizelge 4.48. Farkli dozlarda IBA igeren besi ortaminda yetisen ogulotu genotiplerinde

Olciilen yesil agirliga ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 0,03

IBA 4 0,09%**
Genotip x IBA 8 0,08*%*
Hata 126 0,03

**:9% 1 diizeyinde 6nemlidir.

LSD testine gore, MS besi ortamina IBA ilavesi yesil bitki agirlhigimi artirmistir
(Cizelge 4.49). Fakat genotiplerin ortalama degerleri arasinda bir fark bulunmamustir.
Genotiplerin her bir IBA dozundaki ortalamalar karsilastirildiginda ise en yiiksek ortalama
yesil agirlik 0,79 g ile 2,0 mg/L IBA igeren besi ortaminda tespit edilmistir. Bunu 0,74 ile
1,0 mg/L IBA igeren besi ortaminda yetisen Italya genotipi takip etmistir.

Cizelge 4.49. IBA’ nin ogulotunda yesil agirliga (g) etkisi (LSDy os(Genotip x IBA): 0,14)

IBA italya Kazdag Yerel Ort.(LSDy 5:0,08)
0 0,50 d' 0,59 cd 0,50 d 0,53 b
0,5 0,63 bed 0,61 bed 0,69 abc 0,64 a
1,0 0,74 ab 0,55d 0,59 cd 0,63 a
1,5 0,71 abc 0,72 abc 0,61 bed 0,68 a
2,0 0,52d 0,79 a 0,60 bed 0,63 a
Ort.(LSDy5:0,06) 0,62 0,65 0,60

': Ayn1 harfi tastyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde 6nemli fark yoktur.

Yesil agirligin genel bir degerlendirmesini yapip sonuglandiracak olursak, artan IBA
dozlarmin bitki gelisimini IBA icermeyen MS’e gore olumlu etkiledigi sonucuna
varilabilir. Gopi ve Vatsale (2006), gurmar (Gymnema sylvestre) bitkisinde kallus ve
stispansiyon kiiltiirlerinin biyomasi iizerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi isimli
calismalarinda 5 mg/L IBA’ya kadar olan yogunluklarda artan oranda bir kuru ve yas
agirliga sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirmanin sonuglar1 bizim c¢alismamizla

benzerlik gostermektedir.

4.4.6. Klorofil Indeksi
Besi ortaminda bitkilerin yasayip gelismeleri icin mikro ve makro besin elementleri,

hormonlar, su ve gseker bulunmaktadir. Bitkiler karbon ihtiyaglarini buradan
karsilayabilmektedirler. Ancak bunun yaninda klorofil igerigi de bitki geligimi i¢in ayrintili
bilgi verebilmektedir. Klorofil indeks degerini tayin etmek icin klorofilmetre adi verilen
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alet kullanilmaktadir. Isin yansima miktarlar1 klorofil indeks degeri olarak ifade
edilmektedir. Bu aciklamalarin 1s18inda yapilan Glgiimlere ait verilerin varyans analizi
sonuglarina gore farkli dozlarda IBA igeren besi ortamlar1 ve genotiplerin, klorofil indeksi
tizerine etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.50). Ayrica Genotip x IBA interaksiyonu da
onemli bulunmus olup bu da genotiplerin IBA’nin artan dozlarma gore farkli yanitlar
verdigini gostermektedir.

Cizelge 4.50. Farkli dozlarda IBA iceren besi ortaminda yetisen ogulotu genotiplerinde

6l¢iilen klorofil indeksine ait varyans analizi sonuglari

Kaynaklar SD Kareler Ortalamasi
Genotip 2 268089,61***
IBA 4 37678,54*
Genotip x IBA 8 68230,40%**
Hata 126 14937,44

* ve *** : Sirastyla % 5 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.

Farkli dozda IBA’nin genotiplerin klorofil iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmis olan LSD testine gore Cizelge 4.51°de genotiplerin ortalamalarinda klorofil
indeksi en yiiksek 0,5 mg/L IBA biiylime diizenleyici igeren MS besi ortamindan elde
edildigi  goriilmektedir (253,88). IBA’nin yogunlugu arttikga besi ortamlarinin
ortalamalarinda once bir artma sonra bir azalma medyana gelmektedir. Genotiplerin
ortalamalarinda ise Kazdag1 (275,98) en iyi klorofil indeksini verirken, Italya genotipinden
(129,54) daha az kloforil indeksi elde edilmistir.

Varyans analizinde interaksiyonun 6nemli olmasi genotiplerin IBA dozlarmin
ortalamalarinin karsilastirilmasini gerektirmektedir. Cizelge 4.51°de LSD testine gore en
fazla klorofil indeksi 474,80 ile 0,5 mg/L IBA iceren besi ortaminda Kazdag1 genotipinde
belirlenmistir. Italya genotipi stabil degerlere sahip olup en diisiik klorofil indekslerine bu
genotipte ulasilmistir.

Cizelge 4.51. IBA’nin ogulotunda klorofil indeksine etkisi (LSDgosGenotip x
IBA):108,17)

IBA Italya Kazdag Yerel Ort.(LSDg,5:62,45)
0 140,40 cd! 183,96 cd 180,08 cd 168,15 b
0,5 127,00 d 474,80 a 159,84 cd 253,88 a
1,0 126,04 d 333,76 b 216,10 cd 225,30 ab
15 122,76 d 197,76 cd 244,32 be 188,28 b
2,0 131,52d 189,64 cd 220,32 cd 180,49 b
Ort.(LSDeos4837)  129.54 ¢ 275,98 a 204,13 b

': Ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda % 5 diizeyinde onemli fark yoktur.
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Marino ve Bertazza (1990), kivide (Actinidia deliciosa) mikrogogaltim iizerine
yaptiklar1 caligsmalarinda, denememizle benzer sonuc¢ gostererek artan IBA dozlarinda
bitkinin boy uzamasinin arttiini, ancak bir siire sonra tekrar azaldigini belirtmislerdir.
Sonu¢ olarak klorofil indeksinin genel bir incelemesi yapildiginda yiikselen IBA
miktarlarinin bitki gelisimini genotipleri olumlu etkiledigi, ortalamalar arasinda 6nce bir

artig daha sonrasinda azalis meydana getirdigi gézlemlenmistir.

4.4.7. IBA Denemesinde Olgiilen Karakterler Arasindaki Korelasyonlar

Olgiilen karakterler arasindaki korelasyon katsayist ne kadar yiiksekse, bu,
karakterler arasindaki iliskinin yakin oldugunu gosterir. Aralarinda ¢ok yiiksek ve 6nemli
iligki bulunan baz1 karakterler, gelecekteki arastirmalar igin Olgiilen karakterlerin
azaltilmasinda yarar saglayacaktir. Ayni zamanda bu iligkinin olmasi, karakterlerin
birbiriyle baglantili oldugunu gosterir. Ug ogulotu genotipinin farkli IBA yogunluklari
iceren MS besi ortamlarinda yetistirilmesi sonucu Olcililen karakterlere ait korelasyon
katsayis1 ve oOnemlik durumlar1 Cizelge 4.52’de goriilmektedir. Buna gore klorofil
indeksinin bitki boyu ve kullanilabilir bogum sayis1 hari¢ Olgiilen diger tiim karakterlerle
diisiik korelasyon katsayisina sahip oldugu bulunmustur. Diger karakterlerin birbiri ile

iligkileri yiiksek ve 6nemli olmustur.

Cizelge 4.52. IBA denemesinde 6l¢iilen karakterler arasindaki korelasyon katsayilari

Karakterler BB KS BS KBS YA
KS 0,25%*

BS 0,48%** 0,70%**

KBS 0,32%** 0,76%** 0,827%**

YA 0,58%** 0,63%** 0,64%** 0,55%**

KI 0,28*** 0,02 0,09 0,05%** 0,06

BB: Bitki boyu, KS: kok skoru, BS: Bogum sayisi, KBS: Kullanilabilir bogum sayisi, YA: Yesil agirlik,
KI: Klorofil indeksi.
** ye ***: Sirastyla % 1 ve % 0,1 diizeyinde 6nemlidir.
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4.5. Bitkilerin In Vivo Kosullara Aktarilmasi ve U¢ucu Yag Oraninin Belirlenmesi

4.5.1. Bitkilerin In Vivo Kosullara Aktarilmasi

In vitro kosullardan in vivo kosullara aktarilan farkli ogulotu genotipleri arasinda, in
Vivo kosullarina uyum saglama bakimindan farkliliklar bulunmaktadir. Cizelge 4.53’te
bitkilerin in vivo sartlara aktarilmadaki % basar1 oranlar1 goriilmektedir. Italya genotipinin,
Yerel ve Kazdag1 genotiplerine gére in vivo kosullara uyum saglama yiizdesi daha diisiik
olmustur. Bunun nedeni de Italya genotipinin gelisim diizeyinin daha diisiik olmasindan
kaynaklanabilir. Italya genotipi diger genotiplere oranla daha uzun bitki boyuna sahip olsa
da in vitro kok gelisimi bakimindan daha diisiik diizeyde oldugundan in vivo kosullarina

adaptasyonu daha zor olmustur.

Cizelge 4.53. Bitkilerin in vivo kosullara aktarilmada basari orani

Toplam Bitki
Genotip % Basar1 orani
Sayis1
Italya 25 % 8
Yerel 25 %24
Kazdagi 25 %24

4.5.2. Ucucu Yag Oranmnin Belirlenmesi

In vitro bitkilerden yeterli 6rnek miktarinin elde edilememesi nedeniyle uygulamalar
birlestirilmistir. Bu nedenle istatistiki analiz yapilmasi i¢in uygun veri elde edilememistir.
Fakat bu degerler, bize genel anlamda bir fikir olusturmasi acisindan 6nemli olabilir.
Ucucu yag miktar1 agirlik/hacim seklinde % olarak ifade edilmistir. Cizelge 4.54°te
denemede kullanilan genotiplerin in vitro ve in vivo kosullardaki ugucu yag oranlar
belirtilmektedir.

Tibbi ve aromatik bitkilerde ucgucu yag miktarlart ve bilesenleri, bitkilerin
yetistirildigi ekolojiye, uygulanan kiiltiirel yontemlere, hasat zamanina ve genotipe bagl
olarak degisiklik gosterdigi Putievsky ve Basker (1977) ile Cabo ve ark. (1982) tarafindan
da belirtilmistir. Buna gbre ¢alismamizdan elde edilen ugucu yag oranlar1 % 0,038 ile %
0,4 arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.54). Saglam ve ark. (2004), Trakya
kosullarinda ogulotunda yiiriittiikkleri denemede, ugucu yag oraninin % 0,20 ile % 0,28

arasinda degistigini bildirmislerdir. Yine caligmamizdan elde edilen ugucu yag oranlari,
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Baytop (1984) (% 0,015-0,1) ve Adzet ve ark. (1992)’nin (% 0,06-0,33) belirttikleri
sinirlar ile benzerlik gostermektedir.
Gelecek calisma olarak konu iizerine daha fazla bitki materyali kullanilarak ayrintilt

bir denemenin yapilmasi1 daha uygun olacaktir.

Cizelge 4.54. Denemede kullanilan genotiplerin in vitro ve in vivo kosullardaki ugucu yag

icerikleri
UYGULAMALAR GENOTIP Ucucu Yag Orani (%)
Kazdagi 0,098
MS+BA
Yerel 0,100
Uygulamasi .
Italya 0,113
. . Kazdagi 0,085
MS+KINETIN
Yerel 0,073
Uygulamasi .
Italya 0,056
Kazdagi 0,054
MS+IAA
Yerel 0,068
Uygulamasi .
Italya 0,089
Kazdagi 0,076
MS+IBA
Yerel 0,038
Uygulamasi .
Italya 0,182
Kazdag: 0,102
MS (Kontrol) Yerel 0,400
Italya 0,081
Kazdag: 0,099
IN VIVO Yerel 0,149
Italya 0,113
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde tibbi ve aromatik bitkilerde ihtiyag duyulan drogluk materyal dogal
alanlardan toplanmaktadir. Bu durum bazi1 endemik bitki tiirlerinin neslinin tiikenmesine ve
yanlis bitkilerin toplanmasina da neden olabilmektedir. Ogulotunun i¢ pazarda pazarlamasi
saglanmakta ve dis alimi yapilmaktadir. Ayrica ogulotu dogal alanlardan toplanarak
degerlendirilmekte olan O6nemli tibbi ve aromatik bir bitkidir. Bu nedenle ogulotunun
tarimimin yapilabilmesi i¢in yiiksek verimli ve kaliteli yeni g¢esitlerin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Bitki 1slah1 programlarina biyoteknolojik yontemlerin entegre edilmesi hem is giicii
hem de zaman kazanma bakimindan énemlidir. Bitki 1slahinda biyoteknolojik ¢alismalarin
kullanilabilmesi i¢in s6z konusu bitkinin doku Kkiiltiirinde muhafaza ve {retimi
probleminin agilmasi gerekmektedir. Ayrica tibbi ve aromatik bitkilerin etken maddelerini
hiicre kiiltiirii ve biyoreaktorler gibi doku kiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi ile tiretilmesi
onemli alanlardan birisidir.

Doku kiiltiiri, uygulama alanimi iilkemizde yakin zamandir bulmus bir konu olup
tilkemizde gen kaynaklarinin doku kiiltiir yontemiyle korunmasi ve iiretimi yok denecek
kadar azdir. Bu tezde ii¢c ogulotu genotipinin (Kazdagi, Yerel ve italya) doku kiiltiiriine
alinmas1 ve farkli biiylime diizenleyicilerine yanitlarinin belirlenmesine ¢aligiimigtir. Bu

aragtirmadan elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

BA denemesinde;

1- Kullanilan dozlardan bitki boyu gelisimi i¢in en uygun olani bilyiime diizenleyici
icermeyen MS olarak bulunmustur. Yiiksek BA dozlarinda (1,5 ve 2,0 mg/L. BA)
bitki boyunun 6nemli diizeyde azaldig1 tespit edilmistir. En uzun boylu bitkiler
MS besi ortaminda Italya genotipinden elde edilmistir.

2- Kok skoru bakimindan bitki boyunda oldugu gibi en uygun doz 0 mg/L BA
olmus, en disiik degerler 1,5 ve 2,0 mg/L BA’da gozlenmistir. En iyi kok
gelisimi Kazdagi genotipinde olmustur.

3- In vitro kosullarda bitki ¢ogaltmada onemli bir kriter olan bogum sayisi ve
kullanilabilir bogum sayis1 uygulamalar ile 6nemli bir degisim gdstermistir.

Uygulama dozu arttik¢a bogum sayisi ve kullanilabilir bogum sayisi oranlarinda
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da bir azalma belirlenmistir. Kazdagi genotipi bu iki 6zellikte de en iyi sonucu
vermistir.

4- Bogum sayist bakimmdan en uygun BA dozlar1 0 ve 0,5 mg/L BA olarak tespit
edilmistir. En yiiksek kullanilabilir bogum sayis1 ise MS besi ortaminda elde
edilmistir. En diistik degerler ise iki karakterde de 1,5 ve 2,0 mg/L BA
ortamlarinda belirlenmistir.

5- Bitki gelisimini belirleyen diger bir karakter olan yesil agirlik, uygulamalar ile
onemli bir degisim gdstermemistir. Ancak farkli doz uygulamalarinda en yiiksek
yesil agirlik miktar1 0,5 mg/L BA dozunda elde edilmistir. Yesil agirlik
bakimindan en 1yi sonu¢ Kazdagi genotipindedir.

6- Klorofil indeksinde ise BA dozu arttik¢a indeks degerinin diistiigii belirlenmistir.
En yiiksek indeks okumasi BA bitki biiylime diizenleyicisiz ortamda saptanmuistir.
En disiik deger ise 2,0 mg/L BA dozunda belirlenmistir. En yiiksek klorofil
indeksi degeri Kazdagi ve Yerel genotiplerinde tespit edilmistir.

7- Korelasyon katsayilar1 incelendiginde ise tiim Olciilen karakterler arasinda ¢ok
yliksek ve 6nemli bir iligki oldugu anlasilmistir.

Son olarak, tiim karakterler acgisindan, Genotip x BA interaksiyonu Onemli

oldugundan dolayi, yeni bir genotip i¢in en uygun dozun belirlenmesinde bu denemenin

tekrarlanmasi gerekir.

Kinetin denemesinde;

1- Kullanilan dozlardan bitki boyu gelisimi i¢in en uygun olan1 sadece MS bulunan
besi ortam1 ve 1,0 mg/L kinetin olarak bulunmustur. En diisiik deger ise 4,0 mg/L
kinetin dozunda bulunmustur. Kazdagi genotipi en uzun bitki boyuna sahip
genotip olmustur.

2- Kok skoru bakimindan bitki boyunda oldugu gibi en uygun dozlar 0 ve 1,0 mg/L
kinetin, en diisik deger ise 4,0 mg/L kinetin ve Kazdagi genotipi olarak
belirlenmistir.

3- Laboratuar ¢aligmalarinda bitki gelistirmede énemli bir 6zellik olan bogum sayisi
ve kullanilabilir bogum sayis1 uygulamalar ile 6nemli bir degisim gostermistir.
Uygulama dozu arttik¢a bogum sayist ve kullanilabilir bogum sayis1 oranlarinda
da bir azalma belirlenmistir.

4- En yiiksek bogum sayisi 0 ve 1,0 mg/L kinetin dozlarinda Kazdagi ve Yerel
genotiplerinde elde edilirken, en yiiksek kullanilabilir bogum sayis1t 0 mg/L
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kinetin dozunda Kazdagi genotipinden elde edilmistir. En diisiik ortalama bogum
sayist 4,0 mg/L kinetin, kullanilabilir bogum sayisi1 ise 3,0 ve 4,0 mg/L kinetin
ortamlarinda belirlenmistir.

5- Bitki gelisimini belirleyen diger bir karakter olan yesil agirlik, uygulamalar ile
onemli degisim gostermemistir. En yiiksek yesil agirlik miktar1 1,0 mg/L kinetin
dozunda ve Kazdagi genotipinde elde edilmistir. En diisiik degerler ise 3,0 ve 4,0
mg/L kinetin dozlarinda belirlenmistir.

6- Klorofil indeksinde ise kinetin dozu arttik¢a indeks degeri 6nemli bir degisim
gostermemistir. En  yiiksek indeks okumasi 1,0 mg/L kinetin ortaminda
saptanmistir. En diigsiik deger ise 4,0 mg/L kinetin dozunda belirlenmistir.
Kazdag1 ve Yerel genotipler en iyi klorofil indeksi degerini vermistir.

7- Korelasyon katsayilari incelendiginde ise kinetin uygulamasina ait korelasyon
tablosunda bitki boyu, bogum sayis1 ve kullanilabilir bogum sayis1 degerlerinin
klorofil indeksi ile yiiksek ve onemli bir iliski durumu olmadig1 goriilmektedir.
Ancak gozlenen diger karakterler arasinda c¢ok yiiksek ve 6nemli bir iliski oldugu
anlasilmistir.

Genotip x KIN interaksiyonu denemede tiim karakterler bakimindan &nemsiz

bulunmustur.

IAA denemesinde;

1- Kullanilan doz bitki boyu gelisimini fazla etkilememis olup i¢in en uygun doz
sadece MS bulunan besi ortami olarak ve italya genotipinde bulunmustur.

2- Kok skoru bakimindan bitki boyunda oldugu gibi en uygun doz 0 mg/L [IAA
olarak belirlenmistir. Bitki boyundan farkli olarak en iyi kok skoru Yerel
genotipinden saglanmistir.

3- Bogum sayis1 uygulama dozlar ile degisiklik géstermisken, kullanilabilir bogum
sayist uygulamalar ile 6nemli bir degisim gostermistir.

4- Bogum sayist bakimindan en uygun IAA dozu 0 mg/L olurken, kullanilabilir
bogum sayis1 bakimindan da en uygun IAA dozu 0 mg/L olarak tespit edilmistir.
Bogum sayis1 en diisiik 2,0; 3,0 ve 4,0 mg/L IAA ortamlarinda belirlenmistir. Her
iki 6zellik i¢in en iyi deger Yerel genotipinden elde edilmistir.

5- Bitki gelisimini belirleyen diger bir karakter olan yesil agirlik, uygulamalar ile

onemli degisim gdstermistir. En iyi yesil agirlik miktar1 0 mg/L IAA dozunda ve
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Yerel genotipinden elde edilmistir. En diisiik deger ise 4,0 mg/L IAA dozunda
belirlenmistir.

6- Klorofil indeksinde ise IAA dozu arttikga indeks degeri 6nemli bir degisim
gostermemistir. En yiiksek indeks okumasi kinetinde oldugu gibi 1,0 mg/L IAA
ortaminda saptanmistir. En yiiksek deger de Yerel genotipinden elde edilmistir.

7- Korelasyon katsayilar1 incelendiginde ise kok skorunun, bogum sayisinin,
kullanilabilir bogum sayis1 ve yesil agirligin klorofil indeksi ile Onemli
sayilabilecek bir konumun olmadig1 anlagilmaktadir.

Genotip x IAA interaksiyonu genel olarak bakildiginda 6nemli bulundugundan

dolay1, gelecekteki calismalarda farkli bir genotip kullanilacaksa en uygun dozun

belirlenmesinde bu denemenin tekrarlanmasi gerekir.

IBA denemesinde;

1- Kullanilan dozlardan bitki boyu gelisimi i¢in en uygun olan1 0,5 mg/L IBA olarak
bulunmustur. En diisiik deger ise 2,0 mg/L IBA dozunda bulunmustur. En uzun
bitki boyuna sahip genotip ise Italya genotipi olmustur.

2- Kok skoru bakimindan dozlar arasinda istatistiki bakimdan bir farklilik olmadigi
bulunmustur. Kok skoru acgisinda en yiliksek deger Yerel genotipinde
belirlenmistir.

3- In vitro kosullarda bitki gogaltmada O6nemli bir kriter olan bogum sayist ve
kullanilabilir bogum sayis1 uygulamalar ile 6nemli bir degisim gOstermistir.
Uygulama dozu arttikca bogum sayis1 ve kullanilabilir bogum sayis1 oranlarinda
da bir azalma belirlenmistir.

4- Bogum sayist en fazla 0,5 mg/L IBA dozunda uygun olurken, kullanilabilir
bogum sayist da en yiiksek 0,5 mg/L IBA besi ortaminda elde edilmistir. Bu iki
ozellikte de en iyi deger Yerel genotipinde bulunmustur.

5- Bitki gelisimini belirleyen diger bir karakter olan yesil agirlik, uygulamalar ile
onemli degisim gostermemistir. Yine de en az yesil agirlik miktar1 0 mg/L IBA
dozunda elde edilmistir. Genotipler arasinda bir fark bulunmamustir.

6- En yiiksek klorofil indeksi okumasi 0,5 mg/L IBA bitki biiylime diizenleyicili
ortamda saptanmustir. En yiiksek deger Kazdagi genotipinde belirlenmistir.

7- Korelasyon katsayilar1 incelendiginde ise kok skoru, bogum sayist ve yesil

agirligin klorofil indeksi ile aralarinda bir korelasyon olmadigi anlasilmaktadir.
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Genotip x IBA interaksiyonun énemlilik durumu, 6zelliklere gore degismektedir. Bu
ylizden ilerleyen arastirmalarda farkli bir genotip kullanilirsa, incelenecek ozellige bagl
olarak denemeyi tekrarlamakta fayda vardir.

Calismada farkli karakterler icin farkli dozlarda biiyiime diizenleyicilerinin
kullanilabilecegi belirlenmistir. Son yillarda cesit gelistirmede biyoteknolojik metotlar ¢ok
siklikla kullanilmaktadir. Bu biyoteknolojik metotlarin uygulanabilmesi i¢in ogulotunun
doku kiiltiirii caligsmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Ek olarak, siirgiin ve kok gelisimi i¢in temel besi ortami olarak MS kullanilabilecegi
saptanmistir. Bogum sayis1 ve kullanilabilir bogum sayisi i¢in Kazdagi genotipi basarili
sonug vermistir. Bitki boyu bakimindan ise Italya genotipi denenmelidir.

Sonug olarak, bu arastirma ile kullanilan ogulotu (Melissa officinalis L.) genotipleri,
doku Kkiiltlirline basar1 ile aktarilmig ve kullanilan biiyiime diizenleyicilerinin ogulotu
gelisimi {izerine etkileri agik¢a belirlenmistir. Genotiplerin, kullanilan bitki biiylime
diizenleyicileri agisindan doku kiiltiiriine yanitlar1 agiklanmis ve muhafazasi saglanmis, in
vitro ¢alismalarinda basarili bir ¢ogaltma yapilmistir. En az 4-5 kez alt kiiltiire alinan
ogulotunun doku kiiltiirlinde basar1 ile iretildigi ispatlanmistir. Daha sonra ise bu
genotiplerin laboratuar kosullarindan dogal kosullara aktarilmasi gergeklestirilmistir.
Aktarmada basar1 oran1 % 8-24 arasinda degismesine ragmen bu basari orani in Vvitro
bitkilerin daha gii¢lii kok sistemi gelistirmesinin tesviki ile arttirilabilir.

In vitro kosullardan in vivo kosullara aktarilan farkli ogulotu genotipleri arasinda
koklenme ve in vivo kosullarina uyum saglama bakimindan farkliliklar bulunmustur.
Olgiilen genotipler arasinda, Yerel ve Kazdag1 genotiplerinin, italya genotipine gore in
vivo kosullara uyum saglama yiizdeleri daha yiiksek olmustur. Bunun nedeni de Italya
genotipinin gelisim diizeyinin daha diisiik olmasindan kaynaklanabilir. italya genotipi
diger genotiplere oranla daha uzun bitki boyuna sahip olsa da in vitro kok gelisimi
bakimindan daha diisiik diizeyde oldugundan tarla kosullarina adaptasyonu daha zor
olmustur.

Sonu¢ olarak farkli ogulotu genotipleri doku kiiltliriine basar1 ile aktarilmis,

¢ogaltilmis ve bu in vitro bitkiler in vivo kosullara aktarilmustir.
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