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KAZDA GI'NDA YET iSEN TIBBi VE AROMAT iK BITKiLERDEN OGULOTU,
ADACAYI VE KEK 1K TURLER INiN DOKU KULTURU YONTEM 1YLE
MUHAFAZASI VE CO GALTILMASI

OZET

Bu argtirmada, Canakkale yoresinde ve Kamd#orasinda yeten bazi tibbi ve
aromatik bitkilerin doku kudltirine yanitlarinin ednmesi amaclanngtir.  Arastirma
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiiltegarla Bitkileri Bolumir’nde
yaratalmistr. Lamiaceae familyasindakiMelissa, Oreganum, Sderitis, Salvia, ve Thymus
Kazda florasinda bulunan bazi tibbi ve aromatik bitkileridir. Denemelerde Murashige ve
Skoog (MS) temel besi ortami kullaniknwve bu bitki tarleri Gzerine farkli bitki blyume
duzenleyicilerin etkileri incelenmgtir. Kekik, oreganum ve gulotu bitkisinin yet§tigi en
uygun ortamin buyime dizenleyici icermeyen MS besimi oldgu bulunmugtur. Adacayi
bitkisinde koyu yeil ve yumuak yapidaki kallus galimi MS+0,5mg/l BA+0,5mg/l NAA'lI
ortamda, kahverengi sert yapidaki kalluslar isen@/b BA+2,0mg/l NAA besi ortamindan
elde edilmgtir. Sonug olarak bu agarmada incelenen bitki ttrleriS(deritis trojana haric)

doku kultirune bgari ile aktarilmg ve ¢caaltilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrocogaltim, Kallus, Bilyiime Duzenleyici, Flora

Bu calisma, 2007/16 Proje Numarasi ile Canakkale Onsekiz MaUniversitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligl tarafindan desteklenmitir.



IN VITRO PROPAGATION AND CONSERVATION OF LEMON BALM, SAGE A ND
THYME SPECIES GROWN IN IDA MOUNT

ABSTRACT

In this study, the aim was to determine tissueuceltesponses of some medicinal and
aromatic plants grown in flora of Ida Mount and @lgkale Region. The study was carried out
at Department of Field Crops, Agricultural Facultyanakkale Onsekiz Mart University.
Lemon balm, oreganum, siderites, sage and thymehwelong to Lamiaceae family were
investigated. In the experiments, Murashige ando§Kd1S) was used as basal medium and
the effects of different growth regulators on grovaf these species were examined. The
results showed that the best medium for lemon bal®ganum and thyme was to be MS
medium without growth regulators. In sage, darlegrand soft callus growth was obtained on
MS medium supplemented with 0.5mg/l BA and 0.5mlA whereas brown and hard calli
were obtained on MS medium supplemented with 0.bangl 2.0mg/l NAA. As a result, all
plant species (excefderitis trojana) investigated in this study were successfully ¢farred

to tissue culture and micropropagate.

Key Words: Micropropagation, Callus, Growth Regulators, Flora
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BOLUM 1
GIRIS

Biyoteknolojinin kullanimi ¢ok eski zamanlara uzaktadir, ilk kez Sumerliler
tarafindan bira ve ekmek yapiminda mayalarin kuhaasiyla baladigi bilinmektedir
(Krishna ve Reddy, 2005). Biyoteknoloji tanim olatasaca canl organizmalarin belirli
amaclar dgrultusunda teknolojide kullaniimasi anlamina geltedk. Glnimuizde
biyoteknoloji; mikroorganizma, hticre, doku, orgam Wiyolojik yapilarin insan yararina
degistiriimesi, kullanilmasi ve ggaltilmasi Uzerine c¢alan bilim dali olarak da
tanimlanabilir. Tarimsal biyoteknoloji ¢cgnalarinin temelini ise doku kulttrt yontemleri
olusturmaktadir. Doku kultiri kisaca bitkilerin stemrtamlarda Uretilmesiseklinde
tanimlanabilir. Doku kultrd yontemlerinin uygularatanlari geni bir cesitlilik gosterir.
Bunlar;

* Bilimsel calsmalarda bitkilerin gedimleri ve gelsim mekanizmalarinin
incelenmesi,

* Islah materyalinin hizli ve giivenli biekilde gelgtiriimesi,

» Genetik olarak birbirinin aynisi bitkilerin tretiksi,

» Hastaliksiz, sikh bitkilerin laboratuar keullarinda ¢@altilmasi ve muhafazasi,

* Bir bitki kismi kullanilarak ¢ok sayida bitkinindd edilmesi,

* Mevsime bgli kalmadan anag bitki materyallerinin laboratugaminda Uretilmesi,

* Bitkisel ilag, antioksidan, gida katki maddesi wetik trlnlerinin saf ve yoin
miktarlarda uretilmesi,

» Bitkisel enzim, protein vb. Grinlerin elde edilmesi

» Gen kaynaklarinin korunma altina alinmasi olargiaiailir.

Ulkemiz caerafi konumu ve iklimsartlarinin uygunlgu sebebiyle birgok bitki tirini
barindirmaktadir. 1999 yili FAO verilerine gore,rApa’da var olan bitki gatlili ginin
yaklasik 11.000 tur civarinda olgu saptanngtir. Bu bitki tarlerinin yaklaik 9.500
tanesinin Ulkemizde bulungu ve bunlarin igerisinde 3.000 kadarinin endemikteti
oldugu belirlenmitir. Bu yonuyle ele alinggnda tlkemiz gerek endemik tirler gerekse
gen kaynaklari vaga bakimindan oldukc¢a zengin bir birikime sahipbtinya ntfusunun
%80 kadarinin halk gagl ve beslenme ihtiyacinda, ila¢ sektorinin ise hadua

ihtiyacinin %25’e yakini, tibbi ve aromatik bitkil&arsilanmaktadir. Dinyada yaki&



13.000 bitki turd ilag olarak kullaniimaktadir. Gimizde 100.000 bigék bitkilerden elde
edilmekte ve her yil bu rakama yayda 4.000 bilgik eklenmektedir. Geymis ve
gelismekte olan bir cok Ulkede gan (entansif) tarima alternatif olarak tibbi ve raatik
bitki tarimi desteklenmektedir. Bu sayede tarimnialanin surddrulebilirgi artmakta,
biyocssitlilik desteklenmekte, tarimsal gelir kollari sgggenmekte, tarima k@ sanayi
gelismekte, yeni ¢ kollarnn gengleyerek gsizlik sorunun azalmasina ¢6zim Onerisi

sunulmaktadir (Kizmaz, 1999).

Tedavisi geltirilememis kanser, alzaimer, parkinson, aids gibi bircok &lgs
bitkisel tedavi yollari aranmaktadir. Dinya Uzesgkid bircok aratirma kurulgyunda
hastaliklara bitki odakli ¢6zim ggirilmis ya da geltiriimeye calsiimaktadir. Bazi
kanser tdrlerine ise de bitkisel ¢ozumler getirglimi Bu bitkilere en énemli 6rneklerin
basinda porsuk gaci (Taxus brevifolia taksol etken maddesi (s kanseri) ve rozet
cicegi bitkisi Vincristine etken maddesidir (kemoterapi) (Fowler, 2006; Cdrdel dig.,
2001; Mulabagal ve Tsay, 2004). Bazi bitkiler ekmilo ve s&lik agisindan 6nemli
kimyasal bilgiklerini yogun miktarlarda Uretirken, bazi bitkiler ise cokstk oranlarda
biyokimyasallar Uretir, bazi bitki tirleri ise bitlyasinin ilerledigi cok ge¢ donemlerde
onemli bilsiklerini Uretir. Tibbi ve aromatik acidan bu derdeednemli olan bitki
kimyasallarinin ygun miktara yakin dizeyde uretilmesi bitki doku Kilt yontemleri
kullanilarak gerceklkgr. Son zamanlardaki ¢camalarda @gulotu, adacay! gibLamiacea
ailesine ait bitkilerin dgiik miktarda Urettikleri bazi biyokimyasallarininzaimer gibi
hastaliklarin tedavisinde olumlu sonug¢ vérdiapor edilmektedir (Akhondzadeh vegdi
2003 a, b; Perry ve Pickering, 1999).

1.1. Doku Kiultirt Yéntemleri

Bitki doku kdlturd, bitki besin elementleri, vitanter, su, katilgtirici ve gerekli
durumlarda bitki biyume duzenleyicileri eklenegzia kapali ik gecirebilen steril
kaplarda, sterilize edilmgibitki materyalinin, steril kabin altinda bu kagayerlstirilerek
yerlestiriimesi islemidir. Doku kdltirt yontemi steril kollarda, surekli ve ayni genetik
yapiya sahip bitkilerin Gretimidir (Ahloowalia veag, 2002). Bitkinin gekmesi i¢in en
uygun cevresartlarn (pH, sik, sicaklik ve nem) ve istenmeyen mikrobiyal galier

kontrol altinda olmalidir.



Bitki doku kultara farkh yontemler altinda toplamktadir. Eksplant adi verilen yeni
bitkiyi olusturacak bitki parcasinin ana bitkinin hangi kisnamdalindgina, uretilecek
formuna ve gefim safhalarina gére (meristem, organ, anter, diallus, hticre, protoplast,

somatik embriyogenesis vb. kultirler) farkli yonterte isimlendirilir.

Doku kultirinde en yaygin ve etkili olarak kullamlybntem meristem kultaraduar.
Meristem kalttrd, bitkilerin biylime konileri bulum&oltuk alti ya da tepe strgunlerinin
eksplant olarak kullanilarak yapifalicogaltim tekngidir (Turhan, 1997). Bitkisel tretimde
meristem kaltird yonteminin kullaniimasiningei yontemlerden tstin yani somoklonal

varyasyon riskinin daha az olmasi yaninda dahaylkadaucuz bir yontem olmasidir.

Organ kultard, bitkiden elde edilmek istenen etkeaddenin ygun oldyu kok,
surgun gibi organlarin, bitki buyime duzenleyigilgardimiyla dger organlar olmadan,
uretildigi doku kaltart yontemidir. Organ kultart ile metdibdiretimine en fazla tGzerinde
durulan 6rnek genetik stabilite ve yiksek Ureme&asina sahip olmasi nedeniyle; kok
olusumuna neden olaAgrobacterium rhizogenebakterisi yardimiyla olanidir (Giri ve
Narasu, 2000)K6k olusumuna neden olmasi dolayisiyla kok oranini arétkdwkte yer
alan ikincil metabolit Uretiminde agtsalamaktadir. Ayrica farkli uygulamalarla da kok
oraninin artirilmasi tzerine gahalar da yapilmaktadir (Suresh veg.di2005; Savitha ve
dig., 2005). Tekstil ve kozmetik sanayisinde kullanilAlkanna tinctoria bitkisinde
Alkannin ikincil metabolizma drinund Uretmek amdaiyGerardi ve d. (1998)
olgunlamams tohumlarla bgladiklari 2,4-D’li buyime dizenleyicili MS ortamiadki
farkh kok kaltard hattina ukanislardir. Alt kalttire aldiklarn kék kadlttrlerinde eyiiksek
alkannin seviyesine alt kiltirden 6 giin sonra, 2 ddyime dizenleyicili, katigfiricisiz

ve amonyum tuzsuz ortamda gilenistir.

Kallus kaltort,, yara dokusu ajturularak bu dokularin dretilgh doku kalttra
yontemidir. Organ olgumunun gercekkgnedii, farklilasmanin olmadii, yara dokularina
kallus denilmektedir. Oksin ve sitokinin grubu by dizenleyici miktarlarinin
dengelendii durumlarda olgan kallus hucreleri surekli bir galma gilimindedir ancak
etken fitokimyasal igerikleri buttn bitkide bulunamktardan daha duktir (Bourgaud ve
dig., 2001). Bu nedenle kallus kiltiruyle biyo elenhenm Gretilmesi dilintlmez. Kallus
kaltart, stspansiyon kiltarinin gengict ya da organ gumuyla seri Uretimin amag

edinildigi bir geck kultaruddr.



Hucre suspansiyon kudltird, tretilen kallus hicielarserbest forma gegirilerek sivi
besi ortamina yergrilip surekli calkalama yoluyla ortam icinde hojan da&itilmasiyla
Uretilmesidir (Hartmann ve gi, 2002). Boylece hucreler galdikca hicrelerin Urefi
ikincil metabolizmalarin Uretimi gercekleilebilir, diger yandan da sivi ortamin her
damlasinda hicre bulunmasi sebebiyle yeni bitkisty@inesi icin eksplantlar yerine bu
sivi kullanilabilir. Kallus kultiriinde oldiw gibi stspansiyon kultirinde de ikincil
metabolizma Urlnlerini arttiracak gdlar salanmalidir. Hicre kdltartndn bir sonraki

asamasinda gen transferi ve somatik melezlememalari da uygulanabilmektedir.

Hicre sispansiyon koltirinin otomasyon sistemlidstrol edildgi yetistirme
ortamina biyoreaktér denilmektedir. K@micilarla sirkilasyon sganarak, eksilen bitki
besin elementleri, vitamin ve bluyime duzenleyididigisayarl sistemlerle biyosensor adi
verilen mekanizmalar ile besin elementleri, pH,aklk vb. otomatik olarak kontrol
edilerek ilave edilir. Bitki hicrelerinin ilk olakabiyoreakttr benzeri yapidaki bir cihazda
alt kdltire alingt 1950 yilinda Nickell ve Burkholder isimli iki agtarmaci tarafindan
yapilmstir (Caplin, 1963).

Bitkiler, canhlar yararina calan kimya fabrikalari olarak dunudlebilir.
Biyoreaktorler de bu kimyasal tepkimelerin amacareggonlendirildgi seri dretim
bantlaridir. Kimyasal elementler ygirme ortamina eklenerek uretilmek istenen ikincil
metabolizma Urunlerinin bitki tarafindan Uretilmgsirgeklgtirilir. Bir di ger yol da substrat
olarak gerekli bilgik yetistirme ortamina ilave edilerek bitkide gercelde kimyasal
donlgimlerin  tamami yerine son basamaktaki tepkimenimcejgdesmesi sglanir.
Baoylelikle ikincil metabolitler daha etkin ve gan birsekilde elde edilny olur. Bu amacla
cesitli biyoreaktorler geltirilmistir, bu araclarla bitki hiicre kualttrleri gnda antifungal,
antiviral ve antimikrobiyal bir¢ok trtin tretilmektie (Bourgaud ve gi., 2001).

1.2. KazdaI’nin Onemi

Kazdgi'nda yetsen 32 bitki turinin ve 80 bitki taksonunun (endémikinya
Uzerinde yalnizca bu yikseltide yatiesi sebebiyle Kazg@abir dinya mirasidir (Satil ve
dig., 2006). Ayrica Kazda'ndan kultire alinip ekonomik Uretimi yapilan vérgdeki
insanlar tarafindan toplanarak cevre halk pazadarisatilan kayit altina alinmayan cok

sayida bitki tird bulunmaktadir. Kazgdain bir kismi 1993 yilinda 2873 sayili yasa



geresince Milli park sinirlarina dahil edilrgiir. Milli Park sinirlari icerisindeki turler,
yerinde koruma altinar( situ) alinmstir, yerinden uzak kontrol altindax sity koruma ise

kismi turlerle sinirl olarak bazi Universite dersiwasyon bahcelerinde yapilmaktadir.

Kazda& ve birgok orman var, zararl ve hastalik salginlari, kiresel 1sinedan,
bor gibi deerli yeralti kaynaklarinin arama ve ¢ikarma akéhti sonucunda tehlike
altinda kalmaktadir. Bu biyotik ve abiyotik tehlike bircok degerli canli tranidn yok
olmasi anlamina gelmektedir. Kazdabu tehlikeler altinda olmasi nedeniyle Ulke

gundeminde sikc¢a yer almaktadir.

Eye alt

Sekil 1. Beyaz cizgi ile cevrelengnalan Kazdgi yukseltilerini ve oklagaretlenen kisimlar
orneklerin alindii yerleri gostermektedir (Anonim, 2008).



1.3. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Uretimi ve Kullan imi

Insanglu tibbi ve aromatik bitkileri ¢cok uzun yillardirukanmaktadir. Sentetik
kimyasallarin kullaniimasinda bazi sorunlar gozlepenbalanmstir. Tarimda ve tipta ilac
ve gida sanayisinde kullanilan sentetik bircok lasaiin yan etkilerinin oldiu
bilinmektedir. Bu nedenle @al bitkisel ilag kullanimina dosubalamistir ve ilag
piyasasinda ¢ok sayida bitkisel ilag yer almaktadigdavi ve sglikli yasam amacli
Uretilecek olan bitkisel Urdnlerin  Uretiminderslenmesine kadar gecen sirede de

biyoteknoloji bilim dali adina gorev dinektedir.

Turkiye florasinda yakkak 9.000 bitki tirt yer almaktadir ve bunlarin 50@bbi ve
aromatik amacli kullanim potansiyeline sahiptir Kip@glu, 1996). Tibbi ve aromatik
bitkilerin 6nemi ve bunlara olan talep gin gectilaggnaktadir. Dinyada 100’gkan tibbi
ve aromatik bitki trindn tarimi yapilirken Ulkemdz yalniz 15 tartin kigik alanlarda
tarimi yapilmaktadir (Arslan, 1997). Turkiye &alvia cinsine ait 87 tur bulunmaktadir
(Davis, 1982).

Canakkale yoresi tibbi ve aromatik bitkiler bakigan zengin kabul edilen yerlerden
birisidir. Ozellikle Kazdg! ¢ok sayida bitki tirtiini barindirmasi agisindanydida 6neme
sahiptir. Davis (1965-1988)'in kayitlarina gore Kaz'nda 355 bitki tirt bulunmakta,

bunlarin 116 tanesi tibbi ve aromatik 6zellik icektedir.

Bitki yapilarindaki bitki biyokimyasallarinin safrana yakin eldesi, doku kulttrt
yontemleriyle mumkundir. Bylem biyoreaktérler adi verilen gan etken madde Uretimi
icin gelistirilmis 6zel Uretim tanklarinda yapilmaktadir. Bitkisektiimde yararlanilan bu
Uretim modeli tibbi ve aromatik bitkilerden yaravdmak yapiimaktadiilag, koku, tat ve
aroma sanayisinde kullanilan tibbi ve aromatik ilgtikn bazilarinin yararlanilan etkili
madde miktarlari bitki tarafindan ¢ok dik oranda uretilmektedir. Biyoreaktorler bu drin
miktarlarinin artiriimasinda kullaniimaktadir. Dudgicekli bitkiler (amiaced ailesi
onemli biyokimyasal iceriklerinin oldiu bitki ailesi olmasi ve diiik miktarlarda 6nemli
etken madde icermeleri dolayisiyla en 6nemli titabi aromatik bitkiler grubudurBu
yogun Uretim icin oncelikle bitkilerin sterilizasyonuretimi ve etken maddenin en yiksek

veriminin oldigu gelsim sartlarinin incelenmesi gerekmektedir.



Fide ve tohumluk amagla tibbi ve aromatik bitkiregelstiriimesi ve anag¢ utretimi
icin doku kaltard yontemi uygun bir yontemdir. Aymenetik yapiya sahip tibbi ve
aromatik bitki fidanlarinin iklime kg kalmaksizin ¢ok fazla sayida uretilmesi doku
kaltara yontemiyle sganir. Bu durum tek bitki klonu kullanilarak aynnda hasat
yapilabilecek, yuksek yé agirliga ve etkili madde miktarina sahip bitkilerin Gnetdsine
olanak sglar. Mutasyon islahi yontemi, hicre fizyonu ya déen kiltiri yontemiyle
gelistirilecek tohumluk materyaller, ger yontemlere oranla i1slah siresinin kisalmasina

sebep olacaktir.

Doku kalturd yontemleriyleex situ koruma seklinde 6nemli gen bankalarinin
olusturulmasi sglanmaktadir. Yok olma tehlikesi altindaki ve onemdin kaynaklarinin
steril sartlarda Uretilmesi ve uzun yillar stegértlarda koruma altina alinmasi doku kalttrG

yontemiyle sglanarak dgal mirasa sahip ¢ikilmasig@anmaktadir.

Adacayi, halk arasinda antimikrobiyal, antibiyoté b@az iltihaplarinin giderilmesi
amaciyla kullanilir. Salvin, carnosol asit, cirsiitin ve cineol orani yiksek, alpha-
thujone, beta-thujone, oleanolic asit, thujone odigik olmasi istenmektedir (Sarago,
2005). Adacay! kullanilan bitkisel caylarin tiiketipdniinden ilk sirada geliingiltere’de
pazar ve Uretimi olan 10 énemli bitkiden birisididiinya tzerinde 3 600 00Mgiliz
Sterlini tutarinda ticaretinin olgu bilinmektedir. Tipik bir Akdeniz bitkisi olan tkh
adacay! Ozellikle Avrupa’nin guney kisimlarinda ekir bdlgelerde yegmektedir.
Dalmacgya ve Makedonya’'nin deniz seviyesinden 800ksgklige kadar olan bolgeleri asil
gen kayn@l olarak gosterilen adacayinin yabani formlarinaga oAvrupa’da da
rastlaniimaktadir (Ayangu, 1999). Ulkemizin yilhk adacayi ihracati yildg5 milyon

dolar civarindadir (Anonim,1997).

Ogulotu tirlerinin gen merkezi gliiney Avrupa, 6n Asymkuzey Amerikanin giiney
kisimlaridir (Sari ve di, 2001). @ulotu geleneksel olarak yaygin bekilde sakinlstirici,
spazm giderici ve antibakteriyel olarak @at ve Cege, 2005), ve uyku dizenleyici
Ozellige sahiptir, bayan hastaliklari ve mide rahatsiatikida da gri kesici olarak
kullaniimaktadir. Ayrica yapilan cainalarda adacayi ile birlikte kullaniminin Alzaimer
rahatsizigl (zerine olumlu sonuglari olgu bilgisine ulallmistir. Onemli bilssikleri; citral

(gerenial ve neral), citronellal, linalool, gerolaidr. Ogulotu'nun Uretilmesindeki en biyuk



gucluk y& Uretiminin ve ugucu yamiktarlarinin ¢ok dgiik olmasidir. Bitkinin toprak Ustu
kisimlarindaki ortalama ugucu ganiktari %0,14 oldgu bildiriimektedir (Turhan, 2006).

Thymol ve carvacrol kegin onemli etken maddeleridir. Turkiye, dinya bitki
ticaretinde, Cin ve Hindistan’dan sonra tguinci Utkeumundadirihrac edilen yillik
dogal bitki miktari 30.000 ton civarindadir (Satil g@g., 2004). Csitli adlarla ihrag¢ edilen
bitkiler arasinda “kekik” adiyla toplanip satilanta miktari ise 8.000 ton civarindadir
(Satil ve dg., 2004).

Gen merkezi Akdeniz olan ve Dinya’da 38 turi bulur@eganumun 24 tird
Tarkiye'de dagal florada bulunmaktadir ve 16 alt tirii de endemikfemek soslarinda,
corba, salata ve et yemeklerinde kullanifamir kekiginin iyi bir antiseptik, mide gri
giderici, balgam sokturicu ve terletici etkiye galldusu bilinmektedir (Tepe ve g,
2004).

1.4. Arastirmanin Amaci

Bu argtirmanin amaci, énemli tibbi ve aromatik bitkilendelan adacayi, bodur
kekik ve aulotu tdrlerinin doku kultirine alinmasi ve gadtilmasi icin uygun besi
ortamlarinin belirlenmesidir. Ayrica denemeler swotau bu bitkilerinin vitro ve in vivo

kosullarda muhafazasi da amaclanmaktadir.



BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

2.1. Genel Doku Kiilttrt

White (1943) tarafindan yayinlanan bitki doku kiiltil kitabinda, bitki doku kalttra
baslangicinin, hicre ve totipotensi teoreminin ortayddig, 1834-1900’lu yillar olarak
bildiriimektedir. Yine ayni kaynakta ilk bitki dokdkultiri calsmalarin 1893 yilinda
Rechinger tarafindan dandgi ve Rechinger’in en uygun ygtirme ortami ve ¢galtim
icin en kucuk bitki parca buyulkgii Gzerine ilk cakmay! yaptgl anlatiimaktadir. 1902
yilinda Gottlieb Haberlandt fotosentetik strece iydar yaklasimda bulundgunu
bildirmektedir. Totipotensi teoremini gateterek uzun yillar bitki doku kultart tGzerine
calisarak Un kazanan Haberlandt 1920’li yillardaki maodbiyoteknoloji ve doku kultird

calismalariyla bilim dalina yon vertir.

Murashige ve Skoog (1962)'un feillik bir calismanin Grini olarSolanaceae
familyasi gelsimi icin en uygun doku kilturi ortami olan kendiladyla bilinen
Murashige ve Skoog (MS) besi ortamini giglimeleri bitki biyoteknolojisi icin ¢cok dnemli

bir gelisme olarak kabul edilir.

Joos ve di. (1983), 1970-1975 yillari arasindagrAbacterium tumefacience
bakterisi yardimiyla gen aktarimi bitki biyotekngmin yani sira bilim dinyasi agisinda
da bir milat oldgunu belirtmektedir.

Misawa (1994) yayimladi kitabinda besi ortaminda kullanilacak oksin mmiktsn
genellikle 0,1 ile 50uM arasinda olglinu ve bitki tirlerine goére g#lilik gosterdigini

ifade etmgtir.

Leyser (1998), bitki hormonlari Gzerine hazirfadderlemesinde, ayni ganluktaki
hormona, farkli tarlerin, dokularin, farkli ggine evrelerinin, cok farkl tepkiler veretgi

belirtmigtir.

Leonardi ve di. (2001), Gravilya bitkisinin iki farkl tdrinin étilmesi ve
koklendirilmesi Uzerine yaptiklari cgnada oksinin koklenmede ve sitokinin strgin

olusumunda turler tzerine etkilerinin farkl olglunu saptanglardir.



Frimpong ve di. (2008) maun gacinin vejetatif Uretimi Uzerine yaptiklari gabada
IBA konsantrasyonun ve bitki yave koklenmesi Uzerine etkisini incelesm.

Arastirmamizda yer alan bitki tlrlerine ait dnceki gadalar gagida alt baliklar

halinde sunulmgtur.

2.2. Bodur Kekik
Erdgs ve dig. (1999) kekik turirhymus sipyletsn doku kalttirt yontemiyle kalttire
alma calgmalarindaThymus sipyleusn yaprak ve yaprak sap eksplantlari ile 0,4mg/I

NAA ve 3,0mg/l BA ilaveli MS ortaminda % 100 verienkallus olgturmuslardir.

Tiseserat ve @i (2002) Thymus vulgarign in vitro ortamda, olgturduklari yapay
oksijen ve karbondioksit atmosferinin bitki g@tnini, morfogenesisini ve ikincil metabolit
degisimleri Gzerine etkilerini incelemgierdir. MS besi ortamiyla odturduklari biyime
duzenleyicisiz ortamda en yiksek thymol seviyesh#0 ve %21 oksijenli ortamda

ulasiimistir.

Thymus mastichinaitkisinin doku kadltart ortaminda triacontanol wygmasina
tepkisini ucucu ya verimi acisindan inceleglerdir. Ugucu y& veriminde triacontanol
uygulamasi ile bir agigozlemlenmgtir ancak dger bitki buyime dtzenleyicileri ile bir

korelasyon gozlemlenmestir (Fratenale ve @., 2003).

2.3. Ggulotu

MS doku kultir ortamindagulotu bitkisinde % 95 uyum ile en etkili strgin ge
glcli kék olgumunu 5,71uM IAA ve 13,9uM kinetin ilavesiyle sglamislardir (Meszaros
ve dig., 1999).

Tantos ve di. (1999), gulotu bitkisi tUzerine yaptiklar doku kultrii gahasinda
triacontanol bitki biylime dizenleyicisinin kok n@kt ve uzunlgu Gzerine olumlu etkide
bulundwgu, canh @irligi klorofil igerigini ve stirglin gegimini tesvik ettigi ve bitki kuru
madde miktari ve fotosentetik aktivite Uzerinde nodwz bir etkide bulunmagi

belirlenmitir.
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Silva ve dg. (2005), MS besi ortami kullanilarak bitki blayurdézenleyicilerinin
ogulotu bitkisi gelsimi tGzerinde etkisini inceledi bir ¢calsmada 11,42/M IAA'nIn en

etkili sirgin gekimini tesvik ettigi sonucuna ulgmislardir.

2.4.1zmir keki gi

Goleniowski ve di. (2003), Oreganum vulgarexappliibitkisinin doku kalttra
yontemiyle Uretilmesi Uzerine catinislardir. En iyi gelsimi 0,28.:M BA ve 0,53M NAA
katkill MS ortaminda (22,2 Igam/ bitki) gozlemlemlerdir.

El-Gengaihi ve di. (2006) oreganum turlerinim vitro kallus Uretimi Gzerine bir
calisma yapmglardir. 2,4-D, NAA ve BAP’In farkh ygunluklariyla yaptiklari cajmada
en yuksek kallus verimin®reganum vulgardiriinde ulamislardir. Molekuler ve etken
madde incelemelerinde lzerinde gakian turler arasinda 6nemli farkliliklarin olgunu
tespit etmglerdir.

2.5. Adacayi
Morimoto ve dg. (1994) Salvia miltiorrhizadan kallus kaltard yontemiyle
Litospermik asit B ve Rosmarinik asit drettiklerkayit etmstir.

Lui ve dig. (2000), Galvia sclareq adacay! bitkisinde doku kdltari yontemi ile
olgunlggmams tohum embriyosundan organogenesis ile bitki Gnetencgzaltimi tGzerine
calismiglardir. Kallus olgumunu 9,05uM 2,4-D’li ortamda @ayarak en uygun
organogenesisi dgik konsantrasyon olan IAA, IBA (0,98uM)’l ortamér elde

etmislerdir.

Karam ve di. (2003), Galvia fruticosq yabani adacay! bitkisinde kallus, hicre
suspansiyon kultlriyle rosmarinik asit Uretimi zer calgmislardir. En yuksek kok
gelisimi orani ve rosmarinik asit verimine (2,62mg/1@Pkuru &irhk) B5 ortaminda
2,7uM NAA ve %4 sukroz ilavesiyle yaislardir. En buyik kallus oranina (0,79 g) MS
ortaminda 6,9uM TDZ ve 3,0uM IAA ilavesiyle gibmistir.

Botla ve d§. (2003),(Salvia officinali3 adacayi bitkisinde hiicre stiispansiyon kultirt
ile biyokltle Uzerine caimislardir. MS ortaminda 10,5uM NAA ve 4,5uMeBA
ilaveyle, 5- 7,79/l ursolik asit Uretimi gercegtiemislerdir.
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Kintzios ve dg. (2004), Galvia officinalig bitkisinde kinetin ve 2,4-D bitki buylime
dizenleyicilerinin, rosmarinik asit miktari Uzerimgkisini incelemjlerdir. 4,5uM 2,4-D
uygulamasiyla 25,9¢g/l, kinetin uygulamasiyla da0g, rosmarinik asit olkumunun en

etkili miktar oldyzu sonucuna ukmislardir.

2.6. Sarikiz cay!I

Sideritis angustifoliabitkisinin tekli hicre kultlrl Gzerine yapilan gahtada surgin
tomurcuklari rejenerasyona en iyi 0,5uM NAA ve 88BA'lI MS ortaminda ulaildigi
bildirilmektedir (Sanchez-Gras ve Segura, 1988).

Sideritis angustifoliayaprak ekspantindan bitki rejenerasyonunu etkilefgktorler
Uzerine yapilan ¢aimada, $1gin stirgiin rejenerasyonu tzerine olumlu etkide bldganu,
diger yandan yaprak ekspantindan geli olan kalluslarin, hipokotil kiltirinden daha iyi

bir rejenerasyon kabiliyetine sahip ofdlubulunmutur (Sanchez-Gras ve Segura J., 1989).

Granados ve @i (1994),In vitro ortamda doku kultirt yontemiyle Uretil&wderiris
foentedsbitkisinden biyolojik aktivite ile ondokuz farkliriin Gretmglerdir.

Sideritis angustifoliaprotoplastlarinin izolasyonu, kiltiri ve rejengoasi Uzerine
yapillan cakmada 6,0uM BA+2,0uM NAA ilaveli sivi MS ortamindaofoplastlar
ayrilmis ve kallus miktari artmgtir. Sonrasinda 8,0uM BA ve 2,0uM NAA’ll ortamarein
kalluslarda adventif stirgtnler gorulstir bu strginler hormonsuz MS ortaminda kolayca
koklenerek Uretilmitir (Faria ve dg., 1998).

Erdgz ve Ydurekli (2000) Sideritis SipyleaBoiss. Uzerine yagit uygulamalar
icerisinde kallus gegiminin yalnizca 0,4mg/l NAA+ 3,0mg/l BA icerikli MShesi

ortaminda oldgunu vurgulamaktadir.

Obon de Castro ve Rivera-Nunez 1994 yilinda gagalsmaya gore Kafkasya'dan
Kanarya adalari arainda kalan bolgeSigeritis bitkisinin 150’den fazla tard bulunur.
Huber-Morath (1982)’a gore de Tirkiye florasindduban 46Sideritistiriinden 36’si ve
10 tane alttiri de endemiktir. Linear®ideritis trojanabitkisinin temel bilgeni olarak
bulunmutur (Aslan ve di., 2006).
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Akl ve Corduk (2008)Sideritis trojanabitkisinin kallus gekimi Uzerine yaptiklari
calsmada 3,0mg/l Kinetin+0,1mg/l 2,4-D icerikli MS omanda kallus ge$iminin

oldugunu gozlemglerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL ve YONTEM

Calisma 2006-2009 yillari arasinda Canakkale Onsekizt Nihniversitesi Ziraat
Fakultesi Dardanos Tarla Bitkileri Bolumi Atama ve Uygulama Arazisi,
Aklimitizasyon Odasi, Tarla Bitkileri Bolumi Doku Mtira ve Biyoteknoloji

Laboratuarlarinda yuratalngtur.

3.1. Bitki Materyallerinin Floradan Temini

Arazi calsmalari, yoreye vyapilan teknik ziyaretler ve yaz#aynaklardan
yararlanarak hedeflenen bitkilerin @ yetitigi alanlar belirlenmitir (Davis, 1962). Yilin
belli donemlerinde Kazgana araziye cikilarak bitkiler tohum ve cekkklinde laboratuar
ortamina getirilmgtir. Bitkilerin alindigi mevkiiler ve alinan kisimlari Tablo 1'de

verilmistir.

Tablo 1. Kazdgi florasindan toplanan bitki tirleri ve buluriuyerler

Bitki TurQ Bitki Ornegi Toplandgi Yer

Adacayi Galvia tomentoga Koklu Canilgesi Ormanlik Alan
Bodur kekik Thymus longicaulis Tohum Kazda Sarikiz Mevkii
Ogulotu (Melissa officinali3 Kokl Kalkim ilgesi Ormanlik Alan
Izmir kekigi (Oreganum onitds  Tohum Kalkinlgesi Ormanlik Alan
Sarikizcay $ideritis trojang Kokll Kazda Sarikiz mevkii

Bitki drnekleri laboratuar ortaminda saksilara kiki uygun dénemlerde Dardanos
Yerleskesi Tarimsal Uygulana ve Agtaema alanina dikilmsi. Bitkilerin teshisi Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat FakiiltesidBiji Bolumi tarafindan yapilngtir.
Toplanan bitkilere ait bazi fogoaflar aagida sunulmstur (Sekil 2).
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Sekil 3. (a) Gulotu Kazd# yerel ekotip bitkisi (b)Yerel Ogulotu hatti (Ozgin).

Sekil 4. Sideritis trojanaSarikiz cayex-situkoruma Terziglu Yerleskesi (Ozgiin).
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3.2. Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Murashige ve Skoog (1962) temel besi ortami birbatki trinin doku kultirt
uygulamasinda kullaniimaktadir (Tablo 2). Besi mni@a %3’lik sukroz eklenip, deneme
planina gére buyume dizenleyiciler eklenerek, pA-5,8'ye ayarlanmgtir. Denemelerde
0,4 litre hacminde otoklava dayanikli vidali kapaglastik kaplar kullanilngtir. Besi
ortamina sterilizasyon 6ncesinde %2,5 Gellan-gutiakarici olarak ilave edilnstir. Her
bir kaba 40 ml besi ortami konularak 1,06 atm bgaii21°C’de 20 dakika sureyle otoklav

edilmigtir.

Tablo 2. MS Besi Ortanicerigi

Kimyasal Miktar (mg/l)
KNO3 1900,0
NHsNO; 1650,0
MgSOy-7H,0 370,0
CaCb-2H,0 440,0
KH,PO, 170,0
NaEDTA 33,6
FeSQ-7H0 27,8
MnSQ,-4H,0 22,3
Kl 8,6
H3BOs 6,2
Na;MoO,-2H,0 0,25
ZnSQ- 7TH0 0,83
CuSQ-5H,0 0,025
CoCh-6H,0 0,025
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine-HCI 0,5
Thiamine-HCI 0,1
Glycine 2,0
Myo-Inositol 100,0
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3.3. Eksplant Sterilizasyonu

Kazdgi'ndan alinan ornekler su ile temizlenip 3 kez ssabunla yikanip
durulanmgtir. 30sn %70’lik etil alkol sonrasinda 20dk %2R'ticari camair suyu (%1’lik
sodyum hipoklorid) ile muamele edilgtir. Steril kabin altinda ve steghrtlarda steril saf
su ile 3 kez durulanarak bitki biyume dizenleyriMS icerikli yetstirme kaplarina
dikimi gerceklgtirilmi stir.

3.4. Kultur islemleri

Tohumlar sterilizasyon sonrasi MS besi ortamindaleqndirilerek steril bitkiler elde
edilmis ve eksplantlar bu bitkilerden alingtir. Meristem kultira glemi koltuk alti
surgunlerinden ortalama 1cm uzuglmda eksplant alinarak biylimegddtusuna uygun
yonde besi ortamina aktarilgtir. Eksplantlarin ekim yoninin bulunabilmesi meemsin
altinda kalan sap kismi biraz daha uzun biraktlmiKallus kulttrd icin bitki yapraklar
kullaniimsstir. Yaprak ana damarini iceren yakkalcnt kesitler alinarak yapgan isiga
bakan kismi yukariya gelecakkilde ortama yerldirilmistir. Steril islemler steril kabin
altinda yapilmgtir. Besi ortamlarina yer#rilmis kaplarin &izlarn sikica kapatilarak
yetistirme odasinda konulup gsinleri gozlenmgtir. Doku kulttrt kaplarina yerjérilen
bitkilerin gelismeleri 25°C sicaklikta, 3000 liks beyaz florasargi1altinda, 16 saat

fotoperiyotta yetitirme odasina aktarilrtir.

3.5. Uygulamalar ve Denemelerin Kurulmasi

Arastirmada, doku kultirii ortaminda oksin tiurevi bitkiyiime duzenleyicilerinin
farkll yogunluklarinin Kazdg dogal florasinda yegien adacayi, bodur kekik,golotu,
Izmir kekigi ve sarikiz cayi bitkileri Gzerine etkisi Uzerigalisilmistir. Kiltire alinan

bitkilerin bazilari gagida sunulmstur (Sekil 5 ve 6).

Tdm bitki tirlerinde temel besi ortami olarak MSl&ailmistir. Tohumu elde edilen
bitkilerin tohumlari sterilize edilip ¢imlendirme&amaciyla, kokli olarak toplanan canli
bitki tUrlerinin ise surgun uclar sterilizasyondaanra blytime dizenleyici ilavesiz MS
besi ortaminda belirli bir sure tutulglardir. Bitki buyime dizenleyicisiz ortamda 2-3
hafta tutulmasinin sebebi herhangi bir kontaminasgoolmamasinin temin edilmesi
yaninda tohumlarin ¢imlenmesini ve stirgiin uclarisenkismen buyimesini @amaktir.

Denemelere daha sonra bu steril bitkilerden eksplmmarak bganmstir.
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Denemede kullanilan turler ve besi ortamlari Teblee 4'de verilmgtir. Sarikiz cayi
Sideritis trojanaise oksidatif reaksiyon dolayisiyla bircok kez kit alinmaya c¢alilsa da

1. haftanin sonunda olrtilir, bu sebeple bu bitki tabloda yer almamaktadir.

Tablo 3. Bodur kekik, gulotu veizmir kekigi bitkileri meristem kiltiri denemesi

kurulum dizeni

Bodur kekik Ogulotu Izmir kekigi
(Thymus logicaulis (Melissa officinali$ (Oreganum onites
MS+0,0mg/l NAA MS+0,0mg/l IBA MS+0,0mg/l IBA
MS+0,5mg/l NAA MS+0,5mg/l IBA MS+0,5mg/l IBA
MS+1,0mg/l NAA MS+1,0mg/l IBA MS+1,0mg/l IBA
MS+2,0mg/l NAA MS+2,0mg/l IBA MS+2,0mg/l IBA

Tablo 4. Adacayi kallus kultiri denemesi kurulurzetii

Adacay!
(Salvia tomentoga
MS+0,5mg/l BA+0,5mg/l NAA

MS+0,5mg/l BA+1,0mg/l NAA
MS+0,5mg/l BA+2,0mg/l NAA
MS+0,5mg/l BA+0,5mg/l NAA

Sekil 5. a)In vitro sartlarda tohumdan geén gulotu bitkisi b)In vitro sartlarda tohumdan
gelisenizmir kekigi bitkisi.
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Sekil 6. Bodur kekik bitkisin vitro ortamda alt kiltire alinmasi (a) ekim 6ncesi fine

sonras! (Ozgiin, 2008).

3.6. Alinan Olgum ve Gozlemler

Yetistirme odasinda tutulan bitkilerde deneme sonundgdlicélcim ve gozlemler
alinmstir. Olguimler kultire alinga tarihten adacayinda 65 giin, bodur kekikte 60 giin,
ogulotunda 60 gunizmir kekiginde 65 giin sonunda yapiktr. In vitro ortamda yuritiilen

denemelerdesagida tanimlanan 6lcim ve gozlemler aligimi

Bitki Boyu: Besi ortaminin yizeyinden surgin ucu meristemiadak olan kismi
Olctiimis ve cm olarak ifade edilntir.

Kullanilabilir Eksplant Sayisi: Bir bitkide tekrar bitki rejenerasyonu igin
kullanilabilecek 1,0cm uzungunda aksiler meristem igceren eksplant sayisidir.

Dal Sayisi:Bir eksplanttan gelen ana surgin gindaki dal sayisini ifade eder.

Kok Uzunlgu: Bir eksplanttan gelen en uzun koék olcilmiive cm olarak ifade
edilmistir.

Kallus buyutkligt: Her bir kallusun eni ve boyu olcgulip ortalamasnalak (cm
ifadesiyle) bulunan dgerdir.

Kallus Agirligl: Kallus tzerindeki besi ortam kalintilarinin yugal bir kagit haviu
ile uzaklgtirildiktan hemen sonra hassas terazide (g) okaraikni ile elde edilnstir.

Yeil Surgun Airligr: Eksplanttan geden besi ortami tzerindeki surgtnlerin (g)
cinsinden ygl agirhgini ifade eder. Ygl agirlik bitkinin kuru madde ve blnyesine aidi
su miktariyla ilgili 6nemli bir fikir vermektedirYesil agirlik olculirken dikkat edilen en
onemli nokta bitkilerin tartim sirasinda nem kaybetnesini sglamak olmgtur. Besi

ortami kaplarinin kapaklari acilir agiimaz bitkileedilikle tartiimstir.
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Kuru Surgun &irhigi: Yesil surgun &irligr igin oOlgulen sirgunler kurutulduktan
sonra hassas terazide tartgtm

Kallus Rengi Skoru:Aciktan koyu renge dgu 1'den 9a kadar bir skala ile
deserlendirilmistir (1: yesil, 3: koyu ysil, 5: acik kahve, 7: kahve, 9: koyu kahve).

Kallus Sertlgi Skoru: Pens ile kalluslara baski yapilip 1'den 9’a kabiarskala ile
degerlendirilerek jelimsi yumgaktan, serte dgu deserler verilmitir (1: ¢ok yumgak,

3:yumusak, 5: orta sert, 7: sert, 9: cok sert)

3.7. Deneme Duizeni ve Verilerin Analizi

Tuim denemeler tesadif bloklar deneme desenine garutilmgtir. Adacay! ve
bodur kekik denemeleri 4 tekerrir ve her bir teleedt bitkiden olgmustur. Osulotu ve
Izmir kekigi denemeleri de 4 tekerrirlii olup her bir tekergiise 5 bitki bulunmaktadir.
Elde edilen verilerin istatistiki analizi SAS pregninda PROG GLM’e gore yapilgor
(SAS Institute Inc.1989, Cary, North Caroline). &atnalar arasindaki farklar ise %5
dizeyinde LSD testine gore belirlerytim.
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTI SMA

Bu argtirmada Kazda florasinda yetien Lamiaceafamilyasina ait bazi tibbi ve
aromatik bitkilerin doku kudltirinde farkh besi amlarindaki yanitlari belirlenrtir.
Arastirmada elde edilen bulgular ve tantia bitki tirine gore alt kbklar altinda aagida
sunulmutur. Bitkilere ait varyans analiz tablolari ise éhenen karakterlerden once bitki

tur bglklar altinda verilmgtir.

4.1. Bodur Kekik

Farkli yggunlukta NAA iceren MS besi ortamlarinda yétilen bodur kekik
bitkisinin bitki boyu, eksplant sayisi, dal sayisdk uzunlgu, kok skoru, ygl agirlik ve
kuru girlhik karakterleri acisindan varyans analizi soaughcelendiinde uygulamalar
(besi ortamlari) arasinda istatistiki agidan ondwilifarkin oldgu bulunmgtur (Tablo 5).
Doku kultirt uygulamalarinda bitki boyu, bitki gétnini, kullanilabilir eksplant sayisi da
bitki cogaltma kat sayisini belirleyen en 6nemli unsurduokd kiltirinde bitki
gelisiminin olctilmesinde ve tekrar bitki galtilmasinda kullanilan bir eksplanttan elde
edilen dal sayisi doku kaltirt uygulamalarinigasesini belirler. Dal sayisi bir bitkide ana
surgin dgindaki yan dallar sayilarak belirlengtir. Kok uzunlggu bitkideki en uzun kok
Olculerek, kok skoru ise bitkideki koklerin ggin durumuna goére O'dan 9 a glo deser
verilerek tespit edilnstir. Kok uzunlgu oOlcimi kok gelimi icin bir fikir vermekle
birlikte kok hacmi veya gealimini her zaman tam olarak yansitmamaktadir. Buenésl
kok ile ilgili bu 6lcim yaninda kdk skoru da bedinmitir. Kuru ggirlik ve yssil agirlik
bitki tarafindan uretilen biyokutlenin miktarinilbbker ve 6nemli dger iki karakterdir.

Tablo 5.In vitro kosullarda farkl ygunlukta buyime dizenleyicileri iceren besi ortamaind

yetistirilen bodur kekik bitkisinin dl¢ilen karakterleagt varyans analizi sonuclari

Varyans SD Kareler Ortalamasi

Kaynaz| Bitki Eksplant Dal Kok Kok Yesil Kuru
Boyu Sayisi Sayisi  Uzunluygu Skoru  Agirlik — Agirlik

Uygulama 3 1,570** 14,406* 4,272* 2,187  2,464* 0,0100** 0,00026**

Tekerrur 3 0,769 3,722 1900 0,812 1,318 0,0011 0@\
Hata 15 0,196 1,989 1,456 0,562 0,433 0,0013 04000

*ve** sirasiyla:0,05 ve 0,01 dizeyinde dnemlidir.
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4.1.1. Bitki Boyu
Denemede kullanilan 4 farkli besi ortami bitki boyagisindan birbiri ile

karsilastirildiginda en yuksek boylu bitkiler ortalama 1,41cm iléylime dizenleyici
icermeyen MS besi ortamindan elde ed§tmi(Sekil 7). Buna kagilik en fazla ygunlukta
biyime duzenleyici (2,0mg/l NAA) iceren MS besi amninda ise bitki gedimi
gozlenmemytir. Bodur kekikte MS besi ortamina NAA ilavesinsiirgin gekimine

herhangi bir olumlu etkisi gézlenmetir.
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0,41 3
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MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 7. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin bitki boyu
Uzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 diizeyinde fark yokt8Dy os

0,71).

4.1.2. Kullanilabilir Eksplant Sayisi
Sekil 8de NAA'nin farkli yosunluklarina bgli olarak bodur kekik bitkisindeki

eksplant sayilarinin - @eimi  verilmistir. En ylksek eksplant sayisina blyume
dizenleyicisiz MS besi ortaminda bitki sii@a 4,05 eksplant sayisi ortalamasina
ulasiimistir. 0,5mg/l ve 1,0mg/l NAA iceren ortamlarin bitkissina eksplant sayilar
yaklasik aynidir. Bodur kekik bitkisinin MS besi ortamadNAA ilavesi ile bitki baina

eksplant ortalamalarinda énemli bir azalma saptgtnmi
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Sekil 8. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin eksplant
sayisi Uzerine etkisi (Ayni harfisigan ortalamalar arasinda 0,05 diizeyinde fark yoktu
LSD0,05' 2,26)

4.1.3. Dal sayisI

Oksin grubu bitki buyime dizenleyicisi NAA'nim vitro ortamda bodur kekik
bitkisinin slrgiin gefimi Uzerine etkisi olumsuz yonde olgtur. Istatistiki acidan
uygulamalar arasindaki farkin énemli ofdubulunmuytur. Sekil 9'da gorildiEu gibi en
fazla dal sayisi biyume dizenleyici icermeyen M§ bdaminda eksplant iaa ortalama
2,28 adet olarak elde edilgtir. Bunu 1,0mg/l NAA ve 0,5mg/l NAA sirasiyla 0,48 0,28

ile izlemistir.
3,0, -
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Besi ortamlari

Sekil 9. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin dal sayisi
Uzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 dizeyinde fark yoktu
(LSD0105:1,93).
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4.1.4. Kok Uzunlyu
Surgun gekiminde old@gu gibi kok gelsiminde de en uzun kdkler (1,51cm) MS besi
ortamindan elde edilitir (Sekil 10). Buyime dizenleyici icermeyen MS besi ontaiger

NAA iceren besi ortamlarindan kék uzuglubakimindan farkl bulunngtur.

2,0,
1,8
1,61
1,4
1,2
1,01
0,8 a -
0,61 ™ o

0,4 S .

0.2 = =9

0,0
MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

1,55 a

Kok uzunligu (cm)

. 0,00 b

Besi ortamlari

Sekil 10. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kok
uzunlyu Uzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 duzeyinde fark
yoktur. LSDy 051,20).

4.1.5. Kok Skoru

Kullanilan NAA buyime duzenleyicisinin kok skorumaya gel§imine katkisinin
olumlu yonde olmagh gorulmstir (Sekil 11). Hatta en yuksek doz olan 2,0mg/l NAA'da
hicbir bitki gelsimi gozlenmemytir. Yalnizca MS iceren besi ortaminda bitkiler daki

bir kok sistemine sahip olngtur.
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Sekil 11. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kék skoru
Uzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 diizeyinde fark yokt8Dy o5
1,05).

4.1.6. Yail Agirlik

Bodur kekik bitkisi doku kulttirt ortamina NAA ilasgle yesil agirlikta dnemli bir
azalma gostermgiir (Sekil 12) En fazla ygl agirhk biyume dizenleyicisiz MS
uygulamasinda gozlengtir (0,107g). 2,0mg/l NAA'da hi¢c bodur kekik gsilini

gozlenmedii icin yesil agirlik da sifir olmytur.
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. 0,000 b
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D 0,012 b

Besi ortamlari
Sekil 12. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin gyle

agirhk Gzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 diizeyinde fark yoktu
LSDg 05 0,057).
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4.1.7. Kuru Agirlik
Sekil 13'de goruldigu gibi besi ortamlarindaki NAA ygunlugu arttikca kuru
agirhkta da onemli bir azalma gozlergtii, buyime diizenleyicisiz uygulama en yuksek

agirhk 0,0183g ile dier uygulamalardan istatistiksel acidan 6nemli dededarklidir.
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Besi ortamlari

Sekil 13. Bodur kekikte farkli NAA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kuru
agirhk Gzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 diizeyinde fark yoktu
LSD0,05'. 0,0096).

4.1.8.incelenen Karakterler Arasindaki Korelasyon
Tablo 6’'de goruldgi gibi steril sartlarda farkl ygunlukta NAA iceren MS besi
ortamlarinda yegtirilen bodur kekik bitkisinde olgulen o6zelliklerrasindaki ilgkiler

belirlenmitir.

Calsmada bodur kekik bitkisinin incelenen karakterlerasanda Onemli
korelasyonlarin oldgu bulunmuytur. Yalnizca kok uzunigu ve kok skoru ile dal sayisi ve
yesil agirlik arasindaki korelasyonlar glik ve 6nemsiz bulunmgtur. Diger oOl¢ilen tim

karakterler arasindaki korelasyonlar énemli bulusgtonu
Ozellikle bitki boyu ile eksplant sayisi, dal sayl®k skoru ve kurug@rlik arasinda

olumlu ve 6nemli ilgki saptanmytir. Korelasyon tablosunda gorulglii gibi bitki boyu

Olcllen tum karakterleri olumlu yonde etkilestm. Diger bir deysle bitki boyu arttikca
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diger karakterlerden alinan o6lgimlerde de samimustur. Eksplant sayisi ile ger
karakterler arasindaki skiler de bitki boyuna benzer yénde olgtwr (Tablo 6).

Tablo 6.In vitro kosullarda farkl ygunlukta buyime dizenleyicileri iceren besi ortamaind

yetistirilen bodur kekik bitkisinin incelenen karaktarl@rasindaki korelasyon tablosu

Bitki Eksplant Kok Kok Dal Yesil
Boyu Sayisli Uzunluzu Skoru  Sayisi Agirlik
Eksplant Sayisi 0,80***

Kok Uzunlygu  0,89*** 0,57*

Kok Skoru ~ 0,91%*  0,62%* 0,97%*
Dal Sayisi  0,59** 0,93** 0,45 0,45

Yesil Agirtik  0,57* 0,86*** 0,45 0,49 0,86%+

Kuru Agitik ~ 0,77%*  0,74** 0,50* 0,54* 0,71  0,66*

* ** ye ***: Sjrasiyla 0,05, 0,01 ve 0,001 duzegia 6nemlidir.

4.1.9. Tartisma

Kekik bitkisi ile ilgili doku kuoltiri calgmalari gecmite caitli arastirmacilar
tarafindan yaratilmgitr. Bu konuda, Mendes ve Romano (1999) Tiymustirt olan
Thymus mastichinaizerine yapfii doku kultiri cakmasinda en iyi kok ve sirgin
gelisiminin 1,0mg/l NAA iceren MS besi ortamindan eldékéerini bildirmislerdir. Yine
Fratenale ve @i (2003)’nin triacontanolimhymus mastichiriain doku kiltirinde seri
dretimi ve ikincil metabolizma Urlnleri Uretim ssti Gzerine yaptiklari ¢amada
Triacontanol, BA ve IBA farkli ygunluklarinin etkilerini incelemglerdir. Bitki boyu
acisindan 0,1mg/l IBA ve buyuime diuzenleyicisiz M8bg arasinda istatistiki agidan bir
fark gbzlenmenstir. Saez ve @. (1994) iseThymus piperella.. bitkisi 6,6uM BA ve
2,8uM 1AA iceren modifiye edilngi MS’te en iyi gelsimi sgsladigi ve yine 2,8uM IAA
iceren MS besi ortaminda da koklegidi bildirmislerdir.

Bu argtirmada, kullandiimiz bodur kekik tiriThymus longicaulide bitki boyu
acisindan ortalama 1,41cm ile en iyi gieli biylime dizenleyici icermeyen MS’ten elde
edilmistir. En yUksek eksplant sayisi 4,05 ile buyume diegcisi icermeyen
uygulamasinda elde edilgiir. Yine buyime dizenleyici icermeyen MS besi omada
diger Olculen karakterler de 0,5, 1 ve 2,0mg/l NAArge besi ortamlarina oranla daha iyi

sonuclar vermgtir. Bodur kekik bitkisinin doku kdltirinde MS besirtamina NAA
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ilavesinin olumlu bir etki gbstermegisdylenebilir. Yukarida sunulan 6nceki gatalarda
bazi buyime duzenleyicilerinin bitki gghnine olumlu katkida bulundw goriinmesine
ragmen bu bulgularinda yalniz MS’in olumlu sonug vgrdiulunmustur (Sekil 14). Onceki
calismalar ile bizim bulgularimiz arasindaki farklilkl&ullanilan farkli kekik tariinden
kaynaklanmy olabilir. Kaldi ki 6nceki cabmalarda da farkli kekik turlerinin farkh besi

ortamlarinda daha iyi sonug vegdgorunmektedir.

Izmir kekigi bitkisinde goze carpan en 6nemli bulgu, 0,5 il®mg/l NAA |
ortamlarin kuru girhk ile yesil agirlik verileri arasindaki farkin farkli ¢ikmasidBunun
nedeni; 1,0mg/l NAA'lI ortamdaki dallanmanin fademasidir. Dallanma geng dal sayisini

arttirmstir, geng surgunlerin nem kaybi sylasirginlerden daha fazla olgecacin, kuru

agirlik ile yesil agirlik arasinda fark bu sebeple argtm

Sekil 14. Bodur kekik bitkisininin vitro gelisimi (a)MS (b)MS+0,5mg/l NAA
(c)MS+1,0mg/l NAA (d) MS+2,0mg/l NAA (Ozgiin).
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4.2. Ggulotu

Kazd&i'ndan elde edilen gulotu bitkisinin doku kulttrd ortaminda farklh ontdara
verdigi tepki incelenen karakterler bakimindan bu kisiimtalenecektir.

Asagida verilen varyans analiz tablosunda gorgldigibi, farkh buyime
duzenleyicili MS besi ortamlarinda ygtrilen ogulotu bitkisinde incelenen tim karakterler
acisindan varyans analiz sonuclarinda énemli bknrfaolmadg bulunmuytur (Tablo 7).
Doku kaltird uygulamalarinda bitki boyu, kullanilibeksplant sayisi, dal sayisi, kok

uzunlyu, kok skoru, ygl agirlik ve kuru &irlik bitki gelisiminin dnemli gostergeleridir.

Tablo 7.In vitro kosullarda farkl ygunlukta buyime dizenleyicileri iceren besi ortamaind

yetistirilen ogulotu bitkisinin élctlen karakterlere ait varyansahzi sonuclari

Varyans SD Kareler Ortalamasi
Kaynaal Bitki Eksplant Dal Kok Kok Yesil Kuru
Boyu Sayisi Sayisi  Uzunlysu Skoru  Agirhk  Agirlik
Uygulama 3 1,97 1,94 0,21 5,93 1,36 0,03 0,002
Tekerrdr 3 140 3,82 0,14 3,94 1,06 0,13 0,002
Hata 15 1,49 1,72 0,16 4,65 191 0,05 0,002

4.2.1. Bitki Boyu
Besi ortamlarinin bitki boyu Uzerine etkisi 6nemsimasina rgmen en uzun bitkiler
6,80cm ile MS besi ortaminda elde editmi(Sekil 15). En kisa boylu bitkiler 5,28cm boy

ortalamasiyla 2,0mg/l IBA iceren besi ortamindaeeddilmitir.
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5,75
5,28

Bitki boyu (cm
ORPNWMOUUIONO®

MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 15. Ggulotunda farkh IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin bitki boyu

Uzerine etkisi.
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4.2.2. Kullanilabilir Eksplant Sayisi

Farkl yasunlukta IBA iceren MS besi ortamlarinda wétilen ogulotu bitkisi
eksplant sayisi acgisindan incelgmlie, en fazla kullanilabilir eksplant sayisina actle
MS besi ortaminda wydmistir. En digik eksplant sayisi 1,0mg/l IBA’ll ortamda (4,1 gdet
elde edilmesine kar, uygulamalar arasinda istatistiki agidan farkldulunmamgtir (Sekil
16).
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Besi ortamlari

Sekil 16. Ggulotunda farkh IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin eksplant

sayisi Uzerine etkisi.

4.2.3. Dal sayisI
Uygulamalar arasinda istatistiki farkin olmamasiazmen en yuksek ortalama dal

sayisi 0,5 ve 1,09/l IBA igeren besi ortamlarind&de edilmgtir. (Sekil 17).
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Sekil 17. Geulotunda farkh IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin dal sayisi

Uzerine etkisi.

4.2.4. Kok Uzunlusu

Farkli besi ortaminda ystiren bitkilerden elde edilen ortama kok uzunlukigekil
18'de gosterilmgtir. En yuksek ortalama kok uzurg@u buylime dizenleyicisi icermeyem
MS besi ortamindaki bitkilerden elde edilirken 1B diik yogunluklarinda kok
uzunlysu daha az olmyur. En yuksek ygunlukta IBA iceren MS besi ortaminda ise kok
gelisimde bir artgin oldusu belirlenmitir.
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Besi ortamlari

Sekil 18. Ggulotunda farkli IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kok uzugilu

Uzerine etkisi.

4.2.5. Kok Skoru

Farkli besi ortamlarinda ystirilen ogulotu bitkilerin ortalama kok skoru derleri
birbiriyle kasilastirildiginda, farki istatistiki bakimdan dnemli olmasingm&n en yiksek
kok skoru degeri MS+2,0mg/l IBA’ll ortamda, 6,6 ile elde edilgtir (Sekil 19).
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Sekil 19. Ggulotunda farkli IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kok skoru

Uzerine etkisi.

4.2.6. Yail Agirhk
Farkli besi ortamlarinda ysetirilen bitkilerde ortalama y@ agirlikla deserleri

incelendginde ortalamalar arasindaki fark 6nemsiz olmasa@men, en fazla y# agirlik

0,942g ile IBA icermeyen uygulamadan elde editm{Sekil 20).
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Sekil 20. Geulotunda farkh IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin gfeagirlik

Uzerine etkisi.
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4.2.7. Kuru Agirlik

Sekil 21'de goruldgu gibi farkh ygsunlukta IBA iceren MS besi ortamlarinda
yetistirilen ogulotu bitkisi kuru &irhk acisindan incelenginde ortalamalar arasinda
onemli farkin olmady gorilmektedir. En yiksek kurugaik 0,142g ile MS besi

ortamindan elde ediltir.

N
<
0,16 s
0,14 5
o ™~ ©
0,12 ! S =
= 0,10
5 0,08;
= 0,06
X
0,04
0,02
0,00 ‘
MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 21. Gsulotunda farkh IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kurgieik

Uzerine etkisi.

4.2.8.incelenen Karakterler Arasindaki Korelasyon

Korelasyon tablosundan da aplacas gibi steril sartlarda farkli ygunlukta IBA
iceren MS besi ortamlarinda ygirilen ogulotu bitkisinin incelenen 6zellikler bakimindan
yakinliklari incelenmtir (Tablo 8).

Ogulotu bitkisinin bitki boyundaki arga bal olarak tim 6zelliklerde az ya da ¢ok
degisim olmustur. Denilebilir ki bitki boyunun d@simi ogulotu bitkisinde tim incelenen

Ozellikler tGzerinde etkilidir (Tablo 8).

Eksplant sayisi ile yd agirhk ve dal sayisi arasinda korelasyon tablosunda
goruldigu gibi cok énemli, kuru @rlik ile eksplant sayisi arasinda da énemli bikil
gozlenmgtir. Eksplant sayisi ile kok skoru ve uzuglmun dgisimi arasinda kiu¢ik de olsa
bir iliski gortulmektedir. Beklengi gibi, kok uzunlgu ile kdk skorunun desimleri

33



arasinda ¢cok 6nemli bir korelasyon gorulmektediik kskoru ile kuru girlik degisimlerin
paralelligi acisindan ¢ok kucuk bir gki gordlmektedir. Yeil agirhigin dal sayisi ve kuru
agirhk ile arasinda ¢cok dnemli bir gki bulunmaktadir. Ayrica dal sayisi ile kurgidik
arasinda 6nemli bir korelasyon s6z konudur. Bumgilkdayesil agirlik ile kék uzunlgu ve

kok skoru arasinda bir korelasyon gozlenenggmi

Tablo 8'de goruldgi gibi steril sartlarda farkl ygunlukta NAA iceren MS besi
ortamlarinda vyegtirilen bodur kekik bitkisinde olculen 6zelliklerrasindaki ilgkiler

belirlenmitir.

Tablo 8.In vitro kosullarda farkl ygunlukta buyime dizenleyicileri iceren besi ortamaind
yetistirilen ogulotu bitkisinin incelenen karakterler arasindatiédasyon tablosu

Bitki Eksplant Kok Kok Dal Yesil
Boyu Sayisl Uzunlyu Skoru Sayisi Agirlik
Eksplant Sayisi 0,80***

Kok Uzunlyggu  0,89**  0,57*

Kok Skoru 0,91 0,62* 0,87***

Dal Sayisi 0,59* 0,93** 0,28 0,38

Yesil Agirlik 0,57* 0,86*** 0,25 0,42  0,86***

Kuru Agirhk 0,72** 0,73** 0,41 0,59* 0,65** 0,64**
*, ¥ ye ***: Sjrasiyla 0,05, 0,01 ve 0,001 duzeyie 6nemlidir.

4.2.9. Tartsma

Bu argtirmada dger bir Kazdgi'na 6zgu tibbi ve aromatik bitkignlotudur Melissa
officinalis). Stirglin geliimi ve surgtn ge$imi ile ilgili karakterler géz 6niine alinginda
en iyi gelsim blyime duzenleyici icermeyen MS besi ortamindanmstir. Bu besi
ortaminda kok gedimini de yeterli dizeyde olmakla birlikte 2,0mgBA iceren MS

ortaminda daha iyi bir kok geimi gozlenmitir.

Melissa officinalisin doku kultiriinde Uretimi amaciyla sinirli olmaktarlikte
gecmite caitli arastirmalar yapilmgtir. Bu argtirma sonuglari kullanilan besi ortamlari
bitki genotipine ve asduricilara gore farkliliklar gostermektedir. Bu giremalardan birisi
Ghiorghita ve di., (2005) tarafindan farkli buyime dizenleyicilerikullanildigi Melissa
officinalisin in vitro'’da morfogenetik yanitlarinin belirlenmesi UzerimedArastirmada

2,0mg/l IBA'nin canli ve sgikh bitkiler gelistirme acisindan daha iyi sonu¢ veudi
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bildiriimektedir. Bizim bulgularimizda da 2,0mgBA iceren ortamin kok gelimine diger
kullanilan ortamlara nazaran daha iyi sonu¢ @ndi bulunmutur. Diger bazi
argtirmalarda Silva ve @i (2005) @ulotu bitkisinin in vitro sartlardaki buyime
dizenleyicisiz MS ortami ile 11,42uM IAA katkili M@tami arasinda,golotu bitkisi kok
skoru ve dal sayisi bakimindan istatistiki agidarfaskin olmadgini bildirmislerdir. Ayni
calismada eksplant sayisi ve bitki boyu bakimindan 11KRIAA katkili MS ortamin,
blylme dizenleyicisiz MS ortama gore istatistikidag p=0,05 dgerinde daha fazla

eksplant ve bitki boyunun geiiminin oldugunu goézlemlengierdir.

Korelasyon verileri agisindan; dal sayisi, bitkybae eksplant sayisi ile, yleagirhk
da kdk uzunlgu ve kok skoru ile aralarinda 6énemli dizeyde kada bulunmamaktadir.

Bu karakterler duandaki tim 6zellikler arasinda 6nemli korelasyorsiaptannitir.

Bu bolimde sonug olarakgolotu genotipinde aksiler meristem kalttrd icinwgrgun
besi ortaminin blyime dizenleyici icermeyen MS besimi oldgu belirlenmitir (Sekil
22). Fakatsuda unutulmamalidir ki bir bitki icin kullanilacdkesi ortami tlre ve kultar

tipine gore (organ, doku, meristem kallus vb digleenlik gostermektedir.
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(a) ' () () (d)

Sekil 22. Geulotu bitkisininin vitro gelisimi (aQ)MS (b)MS+0,5mg/l IBA (c)MS+1,0mg/l IBA (d) B+2,0mg/l IBA (Ozgun).
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4.3.1zmir keki gi

Farkli yosunlukta IBA iceren MS besi ortamlarinda yétilen izmir kekiginde
uygulamalarin bitki boyu, eksplant sayisi, dal saykok uzunlgu, yesil agirli ve kuru
agirhk tzerine etkisinin varyans analizleri bakimandistatistiki agidan dnemsiz oklu

bulunmutur. Yalnizca kdk skoru istatistiksel agidan oneoaliunmugtur.

Tablo 9.In vitro kosullarda farkl ygunlukta buyime dizenleyicileri iceren besi ortamaind

yetistirilen izmir kekigi bitkisinin 6lcilen karakterlere ait varyans amaionuclari

Varyans SD Kareler Ortalamasi
Kaynaz| Bitki  Eksplant Dal Kok Kok Yesil Kuru

Boyu Sayisi  Sayisi Uzunlusu Skoru  Agirlik  Agirlik
Uygulama 3 4,62 0,23 0,32 0,61 1,83** 0,008 0,00016
Tekerrlr 3 6,97 0,73 0,46 0,50 0,50 0,001 0,00006
Hata 15 5,06 2,17 0,22 0,38 0,22 0,004 0,00007

**: 0,01 duzeyinde dnemlidir.

4.3.1. Bitki Boyu
Sekil 23'de goruldigi Gzere en uzun bitki boyu MS uygulamasinda, ea k®sy da
1,0 g/l IBA icerigindeki besi ortaminda ujdmasina kagin uygulamalar arasinda istatistiki

acidan fark gorulmerstir.

13,43
12,45
10,93
11,65

Bitki boyu (cm)
®

MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 23.1zmir kekiginde farkli IBA (mg/l) yagunluklari iceren besi ortamlarinin bitki boyu

Uzerine etkisi.
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4.3.2. Kullanilabilir Eksplant Sayisi

Farkll yozunlukta IBA iceren MS besi ortamlarinda gétilen izmir kekigi bitkileri
eksplant sayisi agisindan incelgdlile kullanilan besi ortamlari arasinda 6nemliféikin
olmadgl bulunmytur. En fazla eksplant sayisi MS ve 2,0mg/l IBA+M8aminda (6
adet), en dgilk miktar ise MS uygulamasinda (5,5 adet) eldenaglir (Sekil 24).

Q o) o
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MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 24. izmir kekiginde farkli IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin eksplant

saylisli Uzerine etkisi.

4.3.3. Dal sayisi

Uygulamalar arasinda istatistiki acidan fark olmama rgmen Sekil 25'de
goruldigl tzere en fazla dal sayisi 2,0mg/l IBA iceriklsbertaminda (1,5 adet), en az dal
sayisina da 1,0mg/l IBA icerikli besi ortaminda®dlet strgun/bitki elde edilgtir.
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Besi ortamlari

Sekil 25.1zmir kekiginde farkli IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin dal sayisi

Uzerine etkisi.

4.3.4. Kok Uzunluysu
Sekil 26'da goruldgu tzere en fazla kullanilabilir kok uzugluina MS ortaminda
(4,32cm), en kisa kok uzurguna da 0,5mg/l IBA icerikli besi ortaminda (3,37cm)

ulasiimasina kayin uygulama ortalamalari arasinda istatistiki agi@ak gortlmemtir.
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0,0 ‘ ‘ ‘
MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 26. izmir kekiginde farkli IBA (mg/l) ya&unluklari iceren besi ortamlarinin kok

uzunlysu Uzerine etkisi.

39



4.3.5. Kok Skoru

Sekil 27°'de goruldgu tzere en yuksek kok skoru IBA eklenmeyen besinomda
(5,25), en az kok skoruna da 1,0mg/l IBA icerilkdisb ortaminda (3,75) wdmistir. 0,5, 1
ve 2,0mg/l IBA icerikli ortamlarda geken izmir kekisi bitkilerinin kok skoru bakimindan

aralarinda farkin 6nemli olmagligdézlenmitir.
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Besi ortamlari

Sekil 27.1zmir kekiginde farkh IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kok skoru
Uzerine etkisi (Ayni harfi tayan ortalamalar arasinda 0,05 dizeyinde fark yoktu

LSDp 050,75).

4.3.6. Yail Agirhk
Sekil 28'de goruld@u gibi en fazla ygl agirliga 0,370 g ile MS besi ortaminda, en
az yail agirhga da 1,0mg/l ygunluktaki IBA iceren MS besi ortaminda (0,242 Q)

ulasiimasina kagyin uygulamalar arasinda istatistiki agidan farkigraemstir.
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0,370

0,339

0,40

0,291

0,357

0,242

0,304
0,257
0,204

Yesil agirlik (g)

0,157
0,104
0,057

0,00

MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0
Besi ortamlari

Sekil 28.1zmir kekiginde farkli IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlariningjle

agirhk Gzerine etkisi.

4.3.7. Kuru Agirlik
Sekil 29'da goruldgu gibi en fazla kuru @hga MS grubunda (0,0449), en az kuru
agirhga da 1,0mg/l ypunluktaki (0,0269) IBA icerikli besi ortaminda giBnasina kann

uygulamalar arasinda istatistiki agcidan fark goerimstir.

0,044

0,05

0,035

0,04

0,032

0,026

0,03

0,02

Kuru gairhk (g)

0,01

0,00 ‘
MS MS+0,5 MS+1,0 MS+2,0

Besi ortamlari

Sekil 29.1zmir kekiginde farkli IBA (mg/l) ygunluklari iceren besi ortamlarinin kuru

agirhk Gzerine etkisi.
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4.3.8.incelenen Karakterler Arasindaki Korelasyon

Izmir kekiginin korelasyon tablosunda incelenen karakterldsirbirine baimli
degisimi yada ilgkisi gérinmektedir. Tablo 10’deki korelasyon tahionda sterilsartlarda
farkh yogunlukta IBA iceren MS besi ortamlarinda gétilen izmir kekigi bitkisinin

incelenen 6zellikler bakimindangkileri incelenmitir.

Tablo 10’de de gorilege gibi kok uzunlgu ile dal sayisi, y@ agirlik ve kuru
agirhk arasinda herhangi bir korelasyon bulunmaktaflyrica kdk skoru ile dal sayisi ve
yesil agirlik arasinda da ayryekilde bir korelasyonun olmail gorilmektedir.incelenen
diger tum karakterler arasinda bir korelasyon s6z &odur. Orngin bitki boyunun
artisiyla, eksplant sayisi, kok uzugly, kok skoru, dal sayisi, gieve kuru &irlik deger
ortalamalarinda bir ggsim olmustur (Tablo 10).

Tablo 10.In vitro kosullarda izmir kekigi bitkisinde incelenen karakterler arasindaki

korelasyonlar

Bitki Eksplant Kok Kok Dal Yesil
Boyu Sayisli Uzunlugu Skoru Sayisl Agirlik
Eksplant Sayisi  0,78***

Kok Uzunligu ~ 0,89*** 0,57+

Kok Skoru 0,91  0,62** 0,87***

Dal Sayisi 0,59** 0,93*** 0,28 0,38

Yesil Agirlik 0,57* 0,86*** 0,25 0,42 0,86™**

Kuru Agirlik 0,72** 0,73** 0,41 0,59* 0,65** 0,64**

* ** ye ***: Sjrasiyla 0,05, 0,01 ve 0,001 duzeyia 6nemlidir.

4.3.9. Tartisma

Calsmamizin bu boluminddzmir kekigi tirii Oreganum vulgarein in vitro
ortamda yedi farkli 6zellik Gzerine farkli besiamtlarinin etkisi incelenmgtir. Kk skoru
disindaki incelenen tum o6zellikler acisindan uygulaanabrasinda 6nemli bir fark
bulunmamgtir. Oreganum tirlerinin meristem kaltira Gzerirgpyan pek fazla caima
bulunmamaktadir. Yapilan bir ¢ginada Goleniowski ve gi (2003),0reganum vulgare
applii bitkisinde meristem kaltiri yapghardir. Calgsmada istatistiki agidan IBA ve

BA'nin eksplant sayisi Gizerine 6nemli bir etkisimimadgl sonucuna ukamislardir.
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Farkl besi ortamlarinda ystirilen izmir kekigi bitkilerinde elde edilen ortalama kok
skoru dgerleri arasinda 6nemli farkin olgu tespit edilmgtir. Ortalama kék uzunluklari
arasinda istatistiki bakimdan énemli farklarin oin@sina ramen en uzun kokler yine MS
besi ortaminda elde edilgtir. Kok skoru dlgiimleri gorsel olarak kdk uzuply sayisi ve
hacmi dikkate alinarak yapiimaktadir. Bu nedenle bSi ortaminda kokler uzun olmasi
yaninda daha fazla dallanma gostgirdiozlenmitir. Bu nedenle blyime dizenleyici
icermeyen MS besi ortamindagdr besi ortamlarina oranla daha yuksek kok skade el
edilmigtir. In vitro bitkilerin in vivo kosullara aktarilmasinda gucli kok sistemine sahip
olmalari bir avantajdir. ger iyi bir kok gelsimine sahip olmayann vitro bitkiler
laboratuar kegullari dsina ¢ikarildginda adaptasyon yetenekleri de zayif olmaktadir.

Olculen karakterler arasindaki korelasyonlar, didell bitki boyu ve eksplant
sayisinin tum karakterler ile yuksek bir korelasygisterdgi tespit edilmgtir. Strgin
gelisiminin bir gostergesi olan bitki boyunungdr karakterler ile pozitif ve dnemli bir
ili skinin olmasi beklenen bir durumdur. Turhan (199&japeste yaprpioldugu calsmada
benzer sonuclara wlaistir.

Sonug olarak aksiler strgunler kullanilariknir kekigi bitkisi biytme dizenleyici

icermeyen besi ortamindagdaa ile muhafaza edilrpive ¢c@altilmistir (Sekil 30).

MS+0,5 IBA MS+1,0 IBA MS+2,0 IBA

Sekil 30.1zmir kekigi bitkisinin in vitro gelisimi sonunda hasat edilggekli.
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4.4. Adacay!

Yapilan calgmada adacay! bitkisiS@lvia tomentogabuyime dizenleyicisiz MS
ortaminda meristem kudltarine aligm. Bu bitkilerin blyume duzenleyicisiz ortamda
surgin ya da kok gsetiremedgi, yalnizca yaprak okiurdusu gozlenmgtir (Sekil 31).
Blyime duzenleyici iceren bazi besi ortamlari deresine rgmen surgin gelimi
sglanamamgtir. Zamanin kisith olmasi nedeniyle surgin eldmes calsmalarina son
verilerek, bu bitkilerden alinan yapraklar kallugtkirt icin eksplant olarak kullanilgtir.
Kallus denemesi ile ilgili bulgularsagida sunulmstur.

Sekil 31. Adacayinda MS ortaminda bitki geti.

Kallus girligi da besi ortaminda Uretilen kallus 6zglhususunda énemli bir veridir.
Farkh yozunlukta NAA ve BA iceren MS besi ortamlarinda yttilen adacay! bitkisinin
kallus airligi acisindan varyans analizleri incelefidde uygulamalar arasinda istatistiki
acidan farkin olmagdi kallus sertlik skoru ve renk skoru acisindan yi&sek derecede
onemli bir fark bulunmgtur (Tablo 11).

Tablo 11.In vitro kosullarda farkli ygunlukta buyime duzenleyicileri igceren besi

ortaminda yettirilen adacay! bitkisinin dlcllen karakterlere @tryans analizi sonuclari

Varyans SD Kareler Ortalamasi
Kaynazl Kallus Kallus Renk Kallus
Agirhgr  Skoru Sertlik Skoru
Uygulama 3 0,0029 22,173*** 38,88***
Tekerrdr 3 0,0053 0,063 0,35
Hata 11 0,0068 0,082 0,23

***. 0,001 dizeyinde 6nemlidir.
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4.4.1. Kallus Agirli g
Sekil 32'de goruldgi Gzere kallus buyukfiunde dgisen bitki blyume
dizenleyicisine b olarak istatistiksel olarak dnemli bir azalmaztgnmemgtir. En

uygun kallus girligina 0,5mg/l BA+ 1,0mg/l NAA'lI ortamda (0,5069) gibmistir.

0,506
0,490

0,6+

0,454

0,5

0,4

0,3

0,21

Kallus a&irhgi (g)

0,1+

0,0
0,5 BA+0,5 0,5 BA+1,0 0,5 BA+2,0

Besi ortamlari

Sekil 32. Adacayinda farkli 0,5mg/I BA ilavesindegdgn NAA yogunluklari iceren besi

ortamlarinin kallus @rligi Gzerine etkisi.

4.4.2. Kallus Renk Skoru

Calsmada 3 farkli besi ortami kallus renk skoru ac@amdbirbiri ile
karsilastirildiginda en koyu renkli bitkiler 0,5mg/l BA+2,0mg/l NAW ortamda elde
edilmistir (Sekil 33). Buna kanlik en agik renkli kallus 0,5mg/l BA+0,5mg/l NAA'MS
ortaminda elde edilrtir. Adagayinda BA sabit kalirken NAA'nin artan mluklarinda
kallus renginde acik yéden, koyu kahve rengine @i koyulgma gorulmgtir bu artg

istatistiki acidan yuksek oranda 6énemli gorigbai
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Besi ortamlari

Sekil 33. Adacayinda farkli 0,5mg/I BA ilavesindegdgn NAA yogunluklari iceren besi
ortamlarinin kallus renk skoru Gzerine etkisi. (Afarfi tagilyan ortalamalar arasinda 0,05
diizeyinde fark yoktur. LSRgs 0,50).

4.4.3. Kallus Sertlik Skoru

Sekil 34'de goruld@u tzere BA sabit kalirken artan NAA ganluklarinda kallus
sertliginde de bir arty tespit edilmgtir. En sert kallus yapisi 7,70 skor ile 2,0mg/l ve
0,5mg/l BA iceren MS besi ortamindan elde edjtmi En yumyak ve geyek kalluslar ise
0,5mg/l NAA ve 0.5mg/l BA iceren MS besi ortamindgde edilmgtir.
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Besi ortamlari
Sekil 34. Adacayinda farkli 0,5mg/I BA ilavesindegdgn NAA yogunluklari iceren besi
ortamlarinin kallus sertlik skoru tzerine etkisiy( harfi tglyan ortalamalar arasinda 0,05
dizeyinde fark yoktur. LSg»s 0,83).
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4.4.4.Incelenen Karakterler Arasindaki Korelasyon

Tablo 12.In vitro kosullarda farkli yg@unlukta farkli ygunlukta biyime dizenleyicileri
iceren besi ortaminda ysgirilen adacay! bitkisi kalluslarinin incelenen #&kierler

arasindaki korelasyon tablosu

Kallus Kallus
Agirligl renk skoru
Kallus renk skoru 0,27
Kallus sertlik skoru 0,29 0,97 ***

***: 0,001 duzeyinde dnemlidir.

Adacayinda kallus gelmi tzerine incelenen karakterlerin korelasyon ¢ahl Tablo

12'de verilmektedir.

Kallus rengi ile kallus sertlik skoru arasinda tstaki acidan yiuksek oranda 6neml
bir korelasyon bulunurken, geér karakterler acisindan istatistiksel yonde birekasyona

ulasiimamstir (Tablo 12).

4.4.5. Tartisma

Bu argtirmamizda kullanilan adacayi ti8alvia tomentosain in vitro ortamda 4
farkl 6zellik Gzerine, 3 farkli besi ortaminin etkincelenmgtir. Uygulamalar arasindaki
NAA artis oranina bgh olarak kallus boyutunda ve kallugidiginda istatistiksel bir
degisim gozlenmemgtir. Artan NAA oranlarina bgi olarak kallus renginde koyu yié
renkten kahve rengine gau koyulgma ve kallus sertlik skorunda da sugbzlenmgtir, bu

degisim istatistiki acidan énemli bir farkhlik yaratmigir.

Kintzios ve dg. (2004) Salvia fruticosave Salvia officinalis bitkilerinin somatik
embriyogenesis Uzerine yaptiklari galasinda NAA ve BA nin farkl yaunluklarinda en
iyi kallus olsumununSalvia fruticosabitkisindeki 10,5mg/l NAA+10,5mg/l BA yuksek
Isikll ortamda, Salvia officinalis bitkisinde ise tim uygulamalarinda %100 Kkallus

olusumunu goérmglerdir.
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Korelasyon verileri agisindan; yalnizca kallus resboru ile kallus seriii arasinda
bir korelasyon bulunmaktadir, ghr karakterler arasinda bir korelasyon stz konusu

olmamaktadir.

Kallus bilindigi gibi, doku farklilgmasinin olmagy yara dokulandir. Kallus uygun
blyume duzenleyicisi ilavesi istenilen dokulara @iartlebilir. Kallus sertigi bu yara
hiicrelerinin birbirleriyle sikliklarini vermektediStspansiyon kiltirinde daha gk

yumuwak hicreler istenmektedir.

Sonug olarak adagayinda denenen tim uygulamatatils elde edilnytir. Tartisma
bolumunin bsinda da belirtildgi gibi NAA artisiyla kallus rengi koyulgmis ve sertleme
gorulmistr. Korelasyon tablosunda da amlacaz gibi kallus rengiyle serli arasinda

bir iliski bulunup dger karakterler arasinda bir korelasyon bulunmantakta
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4.5. Sarikiz Cayi

Sakiz cayi, ¢cevre semt pazarlarinda satilan,i teegeri olan bir Kazda endemik
bitkisidir. Bunun yaninda tohumlarinin ¢cimlenme rarave adaptasyon kabiliyeti ¢ok
disuktdr. Yasun sterilizasyonda bitkiler zarar gorup dlmektg@iekil 36 b). Sterilizasyon
sirasinda bitkilerde Sterilizasyonu genarak MS besi ortaminda surgin getine
birakilan bitkiler kok geftirememekte ve oksidatif kararmayla 6imektedirigekil 35).
MS+ 3,0mg/l Kinetin+ 0,1mg/l 2,4-D+100mg/l askorlakitli, MS+0,5mg/l IBA+0,5mg/I
BA, MS+0,5mg/l BA, MS+0,5m/l IBA, 0,5mg/l IBA+0,5nmily BA, MS+0,5mg/I
IBA+1,0mg/l BA, ortamlar denenmi yalnizca MS+100mg/I askorbik asitli ortama
yerlestirilen yaprak eksplantlarinda kallus benzeri yapdorualmigtir (Sekil 36 a).

Sekil 35. Sarikiz cayiSideritis trojand in vitro ortamda getimi (Ozguin).

() (b)

Sekil 36. a)Sideritis trojanada kallus benzeri dokular b) gansiddette sterilizasyon

sonrasl meydana gelen 6lu bitki parcalari (Ozgin).
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BOLUM 5
SONUC ve ONERLER

Doku kultard, tlkemizde ¢ok yakin zamandir uygulasahasi bulmwubir konudur ve
ulkemiz gen kaynaklarinin doku kultiri yontemiyleetiime calgsmalari ¢ok sinirhdir.
Calsmada Kazda'nda tibbi ve aromatik agidan oOnemliamiaceae familyasina ait
belirlenen be bitki tir ve alt turleri ele alinngtir. Bu bitki ttrlerinin doku kultirine

alinmasi amaciyla en uygun besi ortamlarinin leglirlesine ¢cajilmistir.

Yapilan denemeler sonucunda bodur kekik bitkisiflihymus longicaulisyetistigi
en uygun ortamin buyime dizenleyici icermeyen MSi betami oldgu bulunmutur.
Ayni sekilde izmir kekigi (Oreganum onitdsve ggulotu Melissa officinali} icin de en
uygun besi ortaminin MS ol@u belirlenmgtir. MS yaninda bazi buyime dizenleyici
iceren besi ortamlarinda da iyi sonu¢ alinmasingmem ekonomik acidan buylme
dizenleyici icermeyen MS besi ortami bodur kekikidugu gibi bu iki bitkide de
onerilebilir. izmir kekigi MS besi ortaminda sadece iyi bir sirgin geli degil ayni

zamanda iyi bir kok galimi de gosternstir.

Adacayl Galvia tomentogabitkisinde kallus rengi ve segdli besi ortami goére
desismektedir. Koyu ygil ve yumwak yapidaki kallus galimi 0,5mg/l BA+0,5mg/l NAA,
kahverengi sert yapidaki kalluslar icin ise 0,5nBf+2,0mg/l NAA besi ortamindan elde
edilmistir.

Kazdal Ulkemiz ve dinya acisindan sk bitkisel genetik kaynaklari icermesi
sebebiyle dnemli bir gen merkezidir. {itk sebeplerden dolayr meydana gelebilecekldo
felaketleri altinda bitkisel gen kaynaklarinin dakyolmasi mumkindir. Bu catna
sonunda, denemelerde kullanilan bitki materyalleridoku kultiriinde yegtigi uygun
ortamlar belirlenmitir. Yine bu calgmanin sonuglari, nesli tehlikede olan bitkiler
belirlendikten sonra bunlarnm vitro da korunma olanaklarinin atailmasi yaninda
gelecekte bu bitkiler tzerine yapilacak biyotekjiklocalismalara olanak ggamasi
acisindan 6nemlidir. Sonug olarak sarikiz cayighadiacayi, bodur kekik galotu veizmir
kekigi bitki turleri ¢esitli dizeylerde doku kultiriinde kari ile yetitirilmistir. Son olarak,
argtirmada ele alinan bu bitki tarleri icin geleceklgha kapsamh ve gdi dizeylerde

calismalarin yapilmasi yararl olacaktir.
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