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OZET

FARKLI BiTKi BUYUME DUZENLEYICIiLER VE SODYUM ALJINATLA
KAPLAMANIN CISTUS CRETICUS KOTIiLEDON EKSPLANTLARININ iN
VITRO REJENERASYONUNA ETKISi

ilknur TURKMEN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

TARLA BIiTKILERi ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 49 SAYFA

(Prof. Dr. Sevket Metin KARA)

Tiirkiye florasinda dogal olarak bulunan Cistaceae (Ladengiller) familyasinin
bir Uyesi olan Cistus creticus L. (pembe laden), igerdigi fenolik bilesikler ve ugucu
yaglar nedeniyle tibbi degeri yiikksek olan bitkilerden birisidir. Bununla birlikte,
bilimsel literatirde pembe ladenin in vitro rejenerasyonu konusundaki arastirmalar
yetersizdir. Bu calisma, alginatla kaplamanin ve bazi bitki biiyiime diizenleyicilerin
pembe ladende in vitro rejenerasyon {izerine etkisini belirlemek amaciyla
yiiriitiilmiistiir. /n vitro kosullarda cimlendirilen laden tohumlardan elde edilen
kotiledon bogum eksplantlari, sodyum aljinatla kaplamali ve kaplamasiz olarak, bitki
biyime duzenleyicilerin (BA, NAA ve TDZ) farkli konsantrasyon Ve
kombinasyonlarmi iceren MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. Eksplantlarin farkli
bitki blyume dizenleyiciler ve sodyum alginata verdikleri morfolojik tepkiler
kapsaminda kallus agirligi, kok, siirgiin, yaprak sayilart ve uzunluklar1 analiz
edilmistir. Calismada denenen biitiin uygulamalarda kotiledon eksplantlarinda kallus
olugsmus, kok, siirgiin, bogum ve yaprak gelismesi goriilmiistiir. Bitki biiyiime
duzenleyicileri bitiin 6zelliklerde 6nemli farkliliklara yol agmis ancak alginatla
kaplamanin etkisi sadece kallus agirhginda 6nemli olmustur. Eksplantlarin sodyum
alginatla kaplanmasi, kok sayis1 ve kok uzunlugu disindaki 6zelliklerde, bitki biiyiime
diizenleyicilerin etkisini artirmustir. Bu arastirma, C. creticus tiriinde sodyum alginatla
kaplanmis kotiledon eksplantlarinin farkli bitki bliyiime diizenleyiciler igeren MS
ortaminda kiiltiire alinmasma iliskin ilk ¢caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Cistaceae, Eksplant Kaplama, Pembe Laden, Sodyum Aljinat



ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT PLANT GROWTH REGULATORS AND SODIUM
ALGINATE ENCAPSULATION ON IN VITRO REGENERATION OF
CISTUS CRETICUS COTYLEDON EXPLANTS

ilknur TURKMEN

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

FIELD CROPS
MASTER THESIS, 49 PAGES
(Prof. Dr. Sevket Metin KARA)

Cistus creticus L. (pink laden), a member of the Cistaceae family naturally
found in the flora of Turkey, is one of the plants with high medicinal value due to is
phenolic compounds and essential oils. However, there is a lack of information in the
scientific literature regarding in vitro regeneration of pink laden. This study was
carried out to determine the effect of alginate encapsulation and plant growth
regulators on in vitro regeneration of pink laden. Cotyledon internode explants
obtained from in vitro germinated pink laden seeds were cultured in MS medium
containing different concentrations and combinations of plant growth regulators (BA,
NAA and TDZ) with and without sodium alginate encapsulation. The morphological
responses of the explants to different plant growth regulators and sodium alginate were
analyzed for callus weight, number and length of roots, shoots and leaves. Callus
formation and the growth of root, shoot, internode and leaf was observed in cotyledon
explants in all treatments tested in the study. Plant growth regulators caused significant
differences in all traits, but the effect of alginate encapsulation was significant only in
callus weight. Encapsulation the explants with sodium alginate increased the effect of
plant growth regulators in all traits except root number and root length. This is the first
study on the culture of sodium alginate-encapsulated cotyledon explants of C. creticus
in MS medium treated with different plant growth regulators.

Key Words: Cistaceae, Pink Laden, Seed Coating, Sodyum Aljinat



TESEKKUR
Yiiksek lisans tez ¢alismamin her asamasinda dnerileri ve yonlendirmeleriyle
yardim ve destegini benden esirgemeyen, bana inanan degerli danigman hocam Prof.

Dr. Sevket Metin KARA ’ya ¢ok tesekkiir ediyor ve siikkranlarimi sunuyorum.

Tez ¢alismamin yirutilmesinde 6zverili yardim ve destegini benden higbir
zaman esirgemeyen ve Ozellikle laboratuvar ¢alismalarinda bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Arastirma

Gorevlisi Mehmet Muharrem Ozcan’a ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans calismasindan elde edilen verilerin analizlerinin yapilmasinda

yardimlarimi esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr. Fatih ONER e ¢ok tesekkiir ederim.

Tez yazim asamasinda bana yardimci olan arkadasim Betiil BASELI’ye ve

manevi olarak her zaman yanimda olan Tansu UZUN’a tesekkiir ediyorum.

Ayrica, yiiksek lisans egitimimin basindan sonuna kadar destegini benden

esirgemeyen sevgili esim Fatih DEMIR’e ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasimi, canim annem Fatma TURKMEN ve sevgili babam Mehmet

TURKMEN’e sunuyorum.



ICINDEKILER

Sayfa
TEZ BILDIRIMI ..ot |
(@ 74 =1 LT ]
ABSTRACT ettt e et a e e e e Il
TESEKKUR.........cocooiiiieeeeee ettt s sttt sttt es s s s e \Y;
L (01 10 0] 01 36 1 55 D) 2 OO \Y;
SEKIL LISTESI........c.cooviiiiiiececeeeeeeeeeee ettt VI
CIZELGE LISTESI .......cooiiieoeoeeeeeeeeeeee ettt Vi
SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI .......cocoooiiniiiincce, IX
EKLER LISTESI.......ooiiiiiiiiiiiiiiiii e, X
| B € 1 2 1O 1
2. GENEL BILGILER ...........cooiiiiiiiiiies e 7
3. MATERYAL VE YONTEM ....cooviiiecececeeesete ettt 13
UL IMAEEIYAL ... 13
I (0] 01 (=T 1 1 TP TP O PP PP PP PP 13
3.2.1 Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Hazirlig1..........ccooveiiiii 13
3.2.2 Tohumlarin SteriliZaSyOnU ..........ocooiiiriiiiiiiiie e 14
3.2.3 Kullanilan Besin Ortami..........oocuuiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiiie e 14
3.2.4 In Vitro Kosullarda Tohumlarin Cimlendirilmesi............cocveveveeeveveeeeenirannnnnn. 15
3.2.5 In Vitro Rejenerasyon CalISMASI ...........cccvevrereivevseeissrsrersessessesessesssessssseseens 16
3.2.5.1 Kotiledon Yaprak ve Bogum Eksplantlarmim {zolasyonu..............ccccoovvreenne.. 16
3.2.5.2 Kotiledon Bogum Eksplantiin Kiiltlire Alnmast..........ccccoveevevieereneenieneenne. 17
3.2.5.3 Kotiledon Yaprak Eksplantmin Kiiltiire AlINMast........ccccccvevevrervrerieeriereenenen, 18
3.2.6 Sentetik Tohum Kaplama ve Kiiltlire AlINmast.............ooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 19
3.2.7 KURUN KOSUILATT ....uvvieee ettt e st e e s b e e e e s earaee s 20
3.2.8 Elde Edilen Bitkilerin AKIIMatizasyonu...........ccocveiviveiiire e 20
3.2.9 Calismada Incelenen Parametreler ............oviviveeveeeiiieeecieceeeee s 21
3.2.10 Istatistiksel ANALZIET .........c.cveeviveeeireieiees ettt 21
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ... 22
4.1 Kotiledon Bogum Eksplantlarinda n Vitro REJENErasyon ..........ccccoeeeeevvevnnnne. 22
411 SUFGUN SAYISTurtuiiiiieiiieiiieitie sttt ettt ettt st esbeesiteebeesbeesaeeebeenaeesnseens 22
4.1.2 SUrglin UZUnIUZU .....c.ooveiiiiiiiiiiciicctcee et 23
4.1.3 BOZUM SAYIST ..coviviiiiiiiiieceeeeee e 25
4.1.4 YaPIaK SAYIST c..c.evviieiiieiiiiirieiisiect ettt 26
4.1.5 Yaprak UZUNIUGU .......cocovviriiiiiiiiieccc et 27
4.1.6 KOK SAYIST c.viniiiiiiiieiiitcieie ettt 28
4.1.7 KOK UZUNIUZU ..ottt 29
4.1.8 KallUS AGITIIZT .ottt 30
4.1.9 CanliliK OTaNT.....ccveiieieieeieiecieseee st sreenseseeenseenee e 31
4.2 Kotiledon Yaprak Eksplantinda /5 Vitro REJENEIaSYyON .........cccoovveeveeveererrrrernnnns 32
4.2.1 KalluS AGITIZT.coeviiiiiiiiiiiicescete ettt 32
4.3 Elde Edilen Bitkilerin AKIIMatizasyonu.............ccccovveivivieie e 33
5. SONUC ve ONERILER .........cocoooiiiiieeeeeeeee ettt 37
6. KAYNAKLAR ..ottt 39
ERLER. . et 44
OZGECMIS ... oottt ettt ettt e ettt s et e e e e e 49



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 3.1 Cistus Creticus BitKiSi V& CieZ1 .....eevvvrririiiieiiieiiie st 13
Sekil 3.2 15 GUNIUK FIdECIK........cviiiiiiiiieiiei i 16
Sekil 3.3 Kotiledon Bogum Eksplanti................ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee, 16
Sekil 3.4 Kotiledon Yaprak EKSpIanti............ccocoiiiiiiiiiiieiie e 16
Sekil 3.5 Kiiltlire Alinmis Kotiledon Bogum Eksplantlart ............c.cccoooveiiiiniinnnnn, 17
Sekil 3.6 Kilture Alinmis Kotiledon Yaprak Eksplantlart................................ 18

Sekil 3.7 Sentetik Tohum Kaplamaya iliskin Baz1 Gorseller; A) Kotiledon Bogum
Eksplant1 B) %3 Liik Sodyum Aljinatta Bekletilmesi C) Steril Mikropipet
Ile Cekilmesi D) %1,5 Lik Kalsiyum Klorid Cozeltisine Aktarilmasi E)

Cozelti igerisindeki Sentetik Tohumlar F) Sentetik Tohum ...................... 19
Sekil 3.8 Aklimatizasyon igin Saksilara Aktarilan Laden Bitkileri...................... 20
Sekil 3.9 Saksilara Aktarilan Bitkilerin Canlilik Orant (%) ........cccooovviiiiiiiniennnn, 32
Sekil 3.10 Elde Edilen Bitkilerin Dort Haftalik Geligimi........ccooveeveiieiievviiecieeniene 33

VI



CIZELGE LISTESI

Sayfa

Cizelge 3.1 Ms Besin Ortami IGeriZi ........c.ovovovevevereveiiiiceeeeeeeeeee e 14
Cizelge 3.2 Calismada Kullanilan Biiyiime Diizenleyicilerin Coziiciileri ve Stok
Soliisyonlarin Saklama Kosullart ..., 15

Cizelge 3.3 Kotiledon Bogum Eksplantlarinmn Kiiltiire Alindigi MS Ortamma ilave
Edilen Bitki Bliytime DUzenleyiCiler ... 17

Cizelge 3.4 Kotiledon Yaprak Eksplantlarinm Kiiltiire Alindigi MS Ortamma ilave
Edilen Bitki Biiyiime Diizenleyiciler................ouvveeeeiiiiiieennnnn.. 18

Cizelge 4.1 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Sayisinin Varyans Analizi.. 22
Cizelge 4.2 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Oraminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Sayilart .............ccccceevinnenn. 23
Cizelge 4.3 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Uzunlugu i¢in Varyans Analizi

............................................................................................................ 24
Cizelge 4.4 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Uzunluklar1 (cm)................ 24

Cizelge 4.5 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Bogum Sayilarinin Varyans Analizi

............................................................................................................ 25
Cizelge 4.6 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Bogum Eksplantlarinda Bogum Sayilart .........ccccccvviiiiiiiiiiinnniiinnen, 25

Cizelge 4.7 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Sayis1 I¢in Varyans Analizi.

............................................................................................................ 26
Cizelge 4.8 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamal1 ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Sayilart......................... 26

Cizelge 4.9 Farkli Hormonlarla ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Uzunlugunun Varyans Analizi

............................................................................................................ 27
Cizelge 4.10 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Uzunluklar1 (mm)........... 28

Cizelge 4.11 Farkli Hormonlarla ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve
Kaplamasiz Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Sayilarinin Varyans

ANALIZE ..o 28
Cizelge 4.12 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Sayilari............cccceeiiiinennnne. 29

Cizelge 4.13 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Uzunlugunun Varyans Analizi

........................................................................................................... 29
Cizelge 4.14 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda K6k Uzunluklart .......................... 30

Cizelge 4.15 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kallus Agirliginin Varyans Analizi30
Cizelge 4.16 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kallus Agirliklart (mg@).................. 31

VII



Cizelge 4.17 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kotiledon Yaprak

Eksplantlarinda Kallus Agirliginin Varyans Analizi..................... 32
Cizelge 4.18 Farkli Hormonlar ilave Edilen MS Ortammda Kotiledon Yaprak
Eksplantlarinda Tartilan Kallus Agirliklar1 (Mg)..............coovee.. 33

VI



SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI

% . Yilzde

BA . Benzil adenin

cm . Santimetre

dk . Dakika

HCL : Hidroklorik asit
IAA . Indol asetik asit
IBA . Indol bitirik asit

| . Litre

mg : Miligram

mM : Milimolar

MS . Murashige ve Skoog
N :  Normalite

NAA . Naftalen asetik asit
NaCl : Sodyum klorir

NaCIO : Sodyum Hipoklorit
NaOH : Sodyum hihroksit

ppm : Milyonda bir kisim
TDZ . Thidiazuron

wiv : Agirlikga ylizde
pmol : Mikromolar




EKLER LiSTESI

Sayfa

EK 1: Calismadan elde edilen sentetik tohumlarin alt kiiltiire alinmadan Once

olusturduklart siirgiin, kok, yaprak gibi yapilarmin bazi gorselleri................. 45
EK 2: Caligmada yaprak eksplantindan elde edilen kallus yapilarina ait baz1 gorseller
..................................................................................................................... 46
EK 3: Kaplanmamis kotiledon bogum eksplantindan sadece MS ortaminda elde edilen
bitkilere ait bazi QOISEIIEr ........cooviiiiii 47
EK 4: Kaplanmis kotiledon bogum eksplantindan sadece MS ortaminda elde edilen
bitkilerin bazi OTrSEIIErT .........oviiiiiiiiiii s 48



1. GIRIS

Iliman iklim kusaginda yer alan ve ¢ farkl fitocografik bolgenin kesisme
noktasinda bulunan Tiirkiye, ¢ok farkli iklim tiplerini ve toprak yapilarini biinyesinde
barindirmaktadir (Ugar ve Turgut, 2009). Bu nedenle bitki ¢esitliligi olduk¢a fazladir
ve Tirkiye ¢ok sayida bitkinin gen merkezidir. Anadolu’nun zengin bitki Ortiisii
cesitliligi ve farkli iklim tipleri tilkenin farkli bolgelerinde ¢ok farkli tibbi ve aromatik
bitkinin dogal olarak yetisebilmesine imkan saglamaktadir (Karik ve ark., 2016). Gida,
kozmetik, parfimeri, geleneksel ve modern tipta ilag olarak kullanimimin yani sira ¢ok
cesitli alanlarda onem arz eden bazi hammaddenin kaynagini olusturan tibbi ve
aromatik bitkilere olan talep giderek artmaktadir. Bununla birlikte, artan talep, tibbi ve
aromatik bitki tlirlerinin dogadan asir1 ve bilingsizce toplanmasina ve dogal florada
bir¢ok bitki tiiriiniin neslin azalmasima yol agmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle endemik
ve nesli azalma veya yok olma tehlikesi altinda olan degerli tibbi ve aromatik bitki
tiirlerinin kiiltiir sartlarinda tiretim imkanlarinin ortaya konulmasi ve diger taraftan da
in vitro ¢ogaltim yontemlerinin belirlenmesi 6nemli Oncelikler olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

Cistaceae (Ladengiller) familyasi, Kuzey Yarim Kiire’de kalan Akdeniz iklim
kusaginin 1liman bolgelerinde yayilis gosteren, biinyesinde 8 cins (Cistus, Fumana,
Halimium, Helianthemum, Tuberaria, Crocanthemum, Hudsonia, Lechea) ve 180 tir
barindiran, kiigiik ¢ali formunda veya otsu bitkilerden olusmaktadir (Coode, 1988;
Tanker ve ark., 2019). Cistaceae familyasinin 6nemli cinslerinden olan Cistus cinsinin
Tiirkiye’de 5 tiir (Cistus creticus L., Cistus parviflorus Lam., Cistus salviifolius L.,
Cistus monspeliensis L. ve Cistus laurifolius L.) ile temsil edildigi bilinmektedir
(Sargm ve Selvi, 2016). Ancak, yapilan son galismalarda yeni bir tiir bulunarak (C. x
florentinus) tiir sayis1 6’ya yiikselmistir (Gokmen ve Duman, 2021).

Cistus creticus L. tiirii, Karadeniz Bolgesi kiy1 seridinde Zonguldak, Sinop,
Ordu, Rize ve Trabzon illerinde dogal olarak yayilis gostermektedir. (Gokmen ve
Duman, 2021). Bu tiir Anadolu’da yoresel olarak pembe laden, tiiylii laden, laden otu,
pamukluk, pamuk otu, kaya giilii ve tavsan ¢alist gibi adlarla bilinirler. C. creticus L.
turu ¢ok yillik, ¢alims1 6zelikte, 50-70 cm boylanabilen kokulu bir bitkidir (Sargin ve
ark., 2014).



C. creticus L. tirl fenolik bilesikler ve ugucu yaglar bakimindan zengin bir
icerigi bulunan ve ¢ok cesitli kullanimi olan 6nemli tibbi ve aromatik bitkilerden
biridir (Lahcen ve ark., 2020). Halk hekimliginde ¢ok eski zamanlardan beri peptik
iilser, diyare, idrar yolu enfeksiyonu, yiiksek ates ve romatizma gibi farkli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir. Bu tiirlin gii¢lii antiviral, antioksidan, antibakteriyel ve
antifungal etkiler gosterdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Stepien, 2017; Lahcen
ve ark., 2020). C. creticus L. bitkisinin zengin polifenolik madde igerigi sayesinde
DNA koruyucu etkilere sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Kilig ve ark., 2019). C.
creticus L. Ekstrelerinin kanser hiicreleri ile iligkili olarak sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu ve kanser hiicrelerinin gelisimi iizerinde inhibe edici etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Stepien ve ark., 2018). Bir baska ¢alismada pembe ladenin, Alzheimer
hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisinde etkili oldugu sonucuna ulasilmistir (L0izzo ve
ark., 2013). Macaristan’da yapilan bir ¢alismada, C. creticus ekstresinin COVID-19
virlisii miicadelesinde destekleyici bir tedavi yontemi oldugu ve insanlar iizerinde
etkilerinin goriildiigii kanitlanmistir (Jankovics ve ark., 2021). Ayrica, C. creticus bitki
ekstrelerinin nanoteknolojik yontemler kullanilarak patojen mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal etkinlikleri de ortaya konulmustur (Erdogmus ve ark.,
2023). Son yillardaki bu ¢alismalar, pembe ladenin modern tip igin son derece 6nemli

bir bitki oldugunu ortaya koymaktadir.

Pembe laden, icerdigi dogal recineler sayesinde yaprak yiizeyinden ladano
denen bilesik salgilamaktadir ki, bu bilesik parfiimeri ve kozmetik sanayisinde olduk¢a
yaygin olarak kullanilmaktadir (Madesis ve ark., 2011). Ayrica her dem yesil olmasi,
fakir topraklarda yetisebilmesi yonleriyle erozyon ile miicadele, yol kenarlari 1slah1 ve

peyzaj diizenlemelerinde kullanilmaya olduk¢a uygundur (Cengiz, 2015).

C. creticus tohum ile gogalmaktadir ancak tohum kabugu serttir ve tohumlarda
dormansi oldugu igin tohumlarin ¢imlenmesi genellikle diisiik ve diizensizdir (Iriondo
ve ark., 1995). Dormansinin giderilmesi ve ¢imlenmenin tesvik edilmesi amaciyla
laden tohumlari1 sicaklik, asit ve hormon uygulamasi vb. gibi bazi 6n iglemlere tabi
tutulmaktadir (Zygomala ve ark., 2003; Tavsanoglu ve ark., 2014). Diger taraftan
pembe ladenin dormansi O6zelliginden dolayr yangin sonrasi vejetasyon
olusturulmasinda da yararlanildig: bilinmektedir (Catav, 2013; Papaefthimiou ve ark.,
2014).



Farkli alanlarda kullanim potansiyeli yiiksek olan bu tiir iilkemizde dogadan
fazla toplanan tiirler arasinda yer almaktadir. Gelecekte bitki popiilasyonlarmin asir1
sOmiiriilmesi sonucu bir¢cok nadir tiiriin yok olmasmimn s6z konusu olacagr ve C.
creticus turinin de nesli tehlike altinda olan tiirler arasinda yer alabilecegi ileri
stiriilmektedir. Ayrica C. creticus tiiriiniin tohumlarinda, sert kabuklarindan kaynakli
dormansi goriildiigii i¢in tohumla g¢ogaltimlar1 zor olmaktadir. Bu baglamda, C.
creticus L. bitkisinde in vitro rejenerasyon caligmalarmin gelistirilmesi ve standart
bitki materyali {iretim protokoliiniin belirlenmesi, dogal popiilasyonlarmin

somiiriilmesini dnleyerek bu tiiriin korunmasini saglayabilir.

In vitro rejenerasyon olusumu, bitkilerin totipotensi &zelligine yani tek bir
hiicreden benzer bitki elde edilmesi esasina dayanir ve doku kiiltiirii sistemi bitkinin
rejenerasyon 6zelliginden faydalanmaktadir (Maheshwari, 1995). Doku kiltlr, steril
sartlar altinda uygun besin ortamlarinda, bitkinin tohum, yaprak, bogum, stirgiin, doku
parcalar1 gibi tiretken hiicrelerinin bulundugu kisimlardan yeni bir bitki, yeni hiicreler
vb. gibi yapilarin elde edildigi ¢alisma teknikleridir (S6kmen ve Giirel, 2001). Bitki
doku kiiltiiri uygulamalar1 igerisinde in vitro ¢ogaltim, germplasm muhafazasi,
somaklonal varyasyon, hastaliktan ari bitki, haploid ve dihaploid Uretilmesi,
organogenez ve somatik embriyogenez gibi bir¢ok yontem vardir (Babaoglu ve ark.,
2001). Bu yontemler geleneksel ¢ogaltma yontemlerine alternatif olarak kontrolll
biiyiime kosullarinda mevsime bagli olmaksizin diizenli bitki tiretimine imkan verirler.
Bitki doku kiiltiirii teknikleri, Ozellikle kitlesel yayilim, genetik kaynaklarin
korunmasi, biyoaktif bilesiklerin incelenmesi, iiretimi ve genetik iyilestirme amaciyla
baz1 tibbi ve aromatik bitkilerde son yillarda giderek daha fazla uygulanmaktadir
(Burtn, 2016).

In vitro rejenerasyon elde etmek icin organogenez yontemi genellikle
kullanilan tekniklerden biridir ve organogenez yontemi kiiltiire alinmus doku ve
hiicrelerin farklilagarak yeni bir siirgiin veya kok gibi dokuya bagli yapilarin meydana
gelmesidir (Sokmen ve Gdrel, 2001). Bu yontemle in vitro rejenerayon olaymin
gerceklesmesi direkt veya dolayli yollardan olmaktadir. Direkt rejenerasyon kiiltiire
alman eksplant kaynagindan siirgiin kok gibi yapilar olusmasina neden olurken,
dolayli rejenerasyon farkli hiicre toplulugunu olusturan kallus yapisinin, cesitli

etkenlere bagl olarak (bitki besin elementleri, 151k vb.) degisime ugramasi ve yeni
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siirguin, kok gibi yapilarin olusmasi siirecini kapsamaktadir (Lakhera ve ark., 2018). In
vitro cogaltim i¢in genellikle direkt rejenerasyon tercih sebebidir ¢ilinkii dolayli yoldan
jenerasyona sebep olan kallus yapisini olusturan farkli hiicre toplulugu, bitki besin
elementlerinin etkisinde yeni embriyo ve siirgiinler olusturabilir bu nedenle genetik
varyetede istenmedik sonuclar elde edebiliriz. Basarili bir jenerasyon sistemi
olusturmak i¢in dogru eksplant se¢imi, bitki biiyiime diizenleyicilerin se¢imi ve
miktari, bulunulan ortamin sicaklik, nem, 151k gibi parametrelerinin dogru se¢ilmesi
cok énemlidir (S6kmen ve Girel, 2001; Dursun, 2019). Direkt organesis yonteminde
kotiledon bogum eksplant kaynagmin hizli elde edilebilir olmasi, siirgiin
rejenerasyonu olusturma yeteneklerinin fazla olmasi gibi nedenlerle siklikla
calismalarda eksplant olarak tercih edildigi bildirilmistir (Erdogan ve ark., 2013;
Ekinci ve Uzun, 2021). In vitro rejenerasyon calismalarinda kullanilan bir diger

yontemde kapsiillenmis tohumlar olusturmaktir.

Sentetik tohum teknolojisi, tohumla iiretilemeyen bitkilerin ¢ogaltilmasi, nesli
tehlike altinda olan bitkilerin iiretilerek gen bankasma aktarilarak korunmasi ve
dormansi problemi yasayan bitkilerde alternatif bir yOontem olarak siklikla
kullanilmaktadir (Bektas ve Sokmen, 2016). Bitkilerin ¢ogaltilmasinda hizli kolay ve
ucuz bir yontem sunar. Elde edilen sentetik tohumlar kii¢iik yapilar1 sayesinde
depolanabilir, tasmabilir ve direkt olarak araziye ekimleri yapilabilir. Yapay
tohumlardan elde edilen bitkilerin genetik olarak birbirlerine benzemesi ve virtisten
arinmus bitki elde edilmesine imkan tanir (Stephen ve Jayabalan, 2000; S6kmen ve
Gurel, 2001; Burun, 2016; Erdem ve Uysal, 2021). Bunlarin yam sira, sentetik
tohumlar mevsime bagh olmadan yilin herhangi bir zamaninda iiretilebiliyor olmasi

gibi pek cok avantaja sahiptir (Magray ve ark., 2017).

In vitro jenerasyon calismalarinda, sentetik tohum iiretimi son zamanlarda
bitkilerin klonal ve hizli ¢ogaltiminda siklikla ¢alisilan bir yontem olmustur. Gelisen
teknoloji ile in vitro sartlarda bitkinin doku veya organinda bulunan somatik
hiicrelerden embriyo elde edilebilmektedir. Bu embriyolar1 digerlerinden farkli kilan
temel nokta genetik acilimin s6z konusu olmamasidir. Somatik embriyo sonucunda
gelisen {iriin embriyonun kendisi ile birebir benzerdir. Somatik embriyolari jel matriks
ile kaplayarak sentetik tohumlar elde edilebilmektedir (Parrot ve ark., 1993; Islam ve

Bari, 2012). Somatik embriyo direkt veya dolayli yollardan olusabilir. Kaplama
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materyali olarak segilen eksplant kaynagi iizerinden direkt veya olusan kallus
yapilarii oksin grubu biiyiime diizenleyiciler ile kiiltiire alarak daha sonra bitki

biiylime diizenleyici olmayan ortama aktarilmasi ile dolayli olarak somatik embriyolar

olusmaktadir (Telli, 2010; Baltaci, 2018).

Sentetik tohum iiretimi, ¢alisilacak bitki eksplantinin belirlenmesinden sonra
secilen materyalin uygun bir matrisle kapstllenmesi strecini icermektedir (Saxena ve
ark., 2019). Yapay tohum olusturmak i¢in somatik embriyo yontemi baslarda sik
kullanilirken son zamanlarda bogum, siirgiin ucu, gibi vejetatif yapilarda kaplama
materyali olarak kullanilmaktadir (Islam ve Bari, 2012; Dénmez, 2022; Kara ve ark.,
2023). Somatik embriyolarin materyal olarak kullaniminda ¢ift karakterli yapi
gostermeleri, farkli zamanlarda olgunlasabilmesi, somatik embriyo elde etmek igin
belli bir stire¢ islemesi, somatik embriyo olusturma yontemi laboratuvar ¢aligsmalarmi
kisitlayabilmektedir. /n vitro rejenerasyonda bogum kisimlarmin kolay elde
edilebilmesi ve hizli siirglin olusturma O6zelligi kaplama materyali olarak
kullanilmasina avantaj saglamistir. Bitkinin bogum kisimlarmin sentetik tohum
iretimi i¢in en fazla tercih edilen eksplant kaynagi oldugu bilinmektedir (Benelli,
2016; Kara ve ark., 2023).

C. creticus tiirtinde doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak bazi in vitro
rejenerasyon calismalar1 yapilmistir. Pela ve ark., (2000) indol asetik asit (IAA), 6-
benziladenin (BA) ve naftalin asetik asit (NAA) hormonlar1 ile C. creticus bitkisinde
stirgiin uglar1 ve yan tomurcuklardan in vitro kok ve kallus olusumunu incelemisler ve
Murashige ve Skoog (MS) ortamma ilave edilen farkli konsantrasyonlarda 2,4-
Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) veya NAA uygulamalarinda basarili koklenme
saglamiglardir. Diger taraftan, C. creticus tiirii, Zygomala ve ark., (2003) tarafindan
yuriitiilen bir ¢alismada in vitro ortamda ¢ogaltilmistir. Caligmada, ortama farkli
konsantrasyonlarda indol butirik asit (IBA; 0.98, 1.97 ve 3.94 mg1™) veya NAA (0.1
ve 0.5 mgl?) ilave edildikten sonra koklenme gerceklesmis ve kallus olusumu igin
zeatin (0.2 ve 0.5 mg1™ ) kullanilmistir. Madesis ve ark., (2011) tarafindan C. creticus
bitkisinin in vitro ¢ogaltiminda koltuk alt1 tomurcuklar1 ile yaprak eksplantlarmin
kullanildig1 ¢alismada, 0.1 veya 0.2 mg I* Thidiazuron (TDZ) ve 0.1 mg I NAA
kombinasyonu, 4-6 haftalik kiiltiirden sonra siirgiin olusumunu tetiklemis, en yiiksek
siirgiin olusumu (%33,3) 0.1 mg I NAA ile 0.1 mg I TDZ ortaminda goriilmiis, daha
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fazla gelisme ve koklenme ise yalin MS ortaminda gerceklesmistir. Bu verilerden de
goriilecegi tizere, C. creticus turlinde in vitro ¢ogaltim konusunda yiiriitiilen aragtirma
sayist1 yetersiz oldugu anlagilmaktadir. Ayrica kullanilan explant kaynaklari, denenen
ortam ve hormon tipleri de sinirli sayida kalmistir. Bu nedenle, C. creticus tlrlinde tam

bir in vitro rejenerasyon protokolii belirtilememistir.

Ekonomik ag¢idan 6nemli olan ve nesli kaybolma tehlikesi altinda bulunan bazi
tibbi ve aromatik bitkilerde in vitro kosullarda elde edilmis bitki eksplantlari (bogum,
yaprak, sap vb.) ve somatik embriyolar kullanilarak sentetik tohum elde edilen bazi
caligmalar bulunmaktadir (Manjkhola ve ark., 2005; Islam ve Bari 2012; Dénmez,
2022). Yine tohumla c¢ogalmada problem yasayan dormansi donemi uzun olan
bitkilerde sentetik tohum Uretimi yapilmistir (Kara ve ark., 2023). Ancak bilimsel
literaturde, Cistus creticus L. bitkisinde sentetik tohum Gretimi ile ilgili herhangi bir

calismaya rastlanilmamistir.

C. creticus turiinde, farkli eksplant kaynaklari, besi yeri ortami ve bitki biiylime
diizenleyicilerle yapilan ¢alismalarin oldukga yetersiz ve ayrica in vitro kosullarda
sentetik tohum iiretimi konusunda hi¢bir ¢alismanin bulunmamasi bu arastirmanin
bilimsel gerekgesini ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma, C. creticus kotiledon bogum
eksplantlarinda sodyum alginatla kaplamanin ve MS ortamina ilave edilen baz1 bitki
blyltme duzenleyicilerin (BA, NAA ve TDZ) in vitro bitki rejenerasyonu Uzerine

etkilerini belirlemek amaciyla ylriitiilmiistiir



2. GENEL BIiLGILER

Morte ve Honrubia (1992) Helianthemum almeriense Pau'nun (Cistaceae) in
vitro ¢ogaltilmasina yonelik ¢alisma yapmuslardir. Eksplant olarak siirgiin ucu ve
diigiim boliimleri kullanilarak, MS besin ortaminda 0.46 mg I kinetin ile desteklenmis
ortamda kiiltiire alinmis ve kéklenme orani olarak %92’ye ulasmiglardir. Daha sonra,
koklenen sirgunler turba-kum-vermikilit karisimina aktararak bitki biiyiimeleri

saglanmustir.

Iriondo ve ark., (1995) Cistecea familyasinin 6 tiiriinde (Cistus albidus L., C.
clusii, C. ladanifer L., C. laurifolius L., C. psilosepalus L. ve C. salvifolius L.) in vitro
cogaltim yontemi iizerinde ¢alismiglardir. Eksplant olarak gen¢ fidelerin diigiim
kisimlarmi kullanilmis ve eksplantlar saf MS besin ortamu ile hormon ilave edilmis
(BAP, 0.88 mg I+ KIN, 0.93 mg I") MS besin ortaminda kiltiire alinmistir.
Calismada meydana gelen siirgiinler ayn1 ortamlarda kiiltiire almmis, koklenme IBA
uygulamasiyla desteklenmis ve bu sekilde elde edilen bitkileri dis ortama

alistirmiglardir.

Pela ve ark., (2000) yaptiklar1 bir ¢calismada C. criticus turiinde siirgiin uglar1
ve yan tomurcuklari eksplant kaynagi olarak kullanarak, in vitro ortamda kok ve kallus
olusumunu incelemislerdir. Bitki eksplantlar: farkli konsantrasyonlarda NAA, 2.4-D,
BAP ve IAA ilave edilmis MS ortamma ekilmistir. ikinci alt kiiltiirde, farkli
konsantrasyonlarda MS + 2.4-D veya NAA uygulamalarinda {iizerinde basarili
kdklenme elde etmisler. Siirgiin ucu ve diigiim eksplantlariin bir kismi 7 hafta
boyunca ayni ¢ogaltma ortaminda (MS + 0.89 mg It BAP + aktif komir 0.25 g I?)
birakilarak koklenme yiizdesi, kok uzunlugunu ve kok sayisi gibi parametreler
incelenmistir. C. creticus mikro sirginleri bitki biyime dizenleyicileri olmayan MS
ortaminda adventif kokler olusturmuslardir. Yan tomurcuk eksplantlarindan alinan
slirgiinlerin ¢ogalmasi, siirgiin ucu eksplantlarindan alinan siirgiinlerin ¢ogalmasina
gore daha yuksek olmustur. Eksplant olarak kullanilan yan tomurcuklardan veya
siirgiin uglarindan elde edilen kallusun ortalama taze ve kuru agirhgs, 1.136 mg I'* BAP
ve 0.175 mg I IAA igeren ortamda sirastyla 238.47 mg ve 20.471 mg, 226.03 mg ve
25.43 mg oldugunu belirtmislerdir.



Zygomala ve ark., (2003) Yunanistan’da yaptiklar1 bir ¢aligmada tibbi ve
aromatik Ozelliklere sahip bir tir olan Cistus creticus L. tdrind in vitro
cogaltilmiglardir. Sert tohum kabugunun etkisini gidermek i¢in, otoklavda 100 C'de 20
dakika 1s1l islem uygulandiktan sonra tohumlar kalsiyum hipoklorit (%1,5 20 dakika)
ve etanol (%70 1 dakika) ile dezenfekte edilmis, yeni siirgiinlerin alindig ilk alt
kiiltiirden 30 giin sonra siirgiin olusumu elde edilmistir. Ayni ortamda alt kiiltiirlenen
segmentler, tek basma veya ortama farkli konsantrasyonlarda IBA (0.98, 1.97 ve 3.94
mg I*) veya NAA (0.1 ve 0.5 mg I?) ilave edildikten sonra koklenmis ve kallus
induiksiyonu igin zeatin (0.2 ve 0.5 mg I'!) kullanilmistir.

Gopi ve Ponmurugan (2006) yaptiklar: ¢alismada Ocimum basilicum L.
tiriinde somatik embriyogenez yoluyla tam bitki rejenerasyonu icin etkili bir protokol
gelistirmislerdir. Eksplant kaynagi yaprak kismimi kullanmiglardir. Eksplantlarin in
vitro ¢ogaltim igin MS besin ortamima belirlenen dozlarda BAP, NAA ve KIN
hormonlar1 eklenmis ve somatik embriyolar, BAP 1.0 mg I* +NAA 1.0 mg I* + KIN
0.5 mg I! ile desteklenen MS ortamindan elde edilmistir. Ayn1 ortamda dnce embriyo
¢imlenmesi daha sonra bitki olusumu gercgeklestirilmis dis ortama aktarilan bitkilerin

hayatta kalma orani %80 olarak belirtilmistir.

Ucar ve Turgut (2009) 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki olan dag ¢aymnin
Sideritis perfoliata, Sideritis stricta ve Sideritis erythrantha tdrlerinde in vitro
¢ogaltim ¢alismasi ytiriitmiislerdir. Bu ¢ tirde farkli oranlarda GA3 ilave edilmis MS
ortaminda ¢imlendirme islemi uygulanmis, ancak ¢imlenmenin genelde goriilmedigi,
goriilen tiirlerde de ¢ok diisiik kaldigmi belirtmislerdir. /n vitro rejenerasyon igin
tohum, bogum, yaprak, yaprak sapi, siirgiin ucu ve bogum arasi eksplantlarmi
kullanmiglar ve hazirlanan MS ortamima farkli dozlarda BAP ve NAA
kombinasyonlar1 igeren hormonlar ilave etmislerdir. Calisma sirasinda eksplantlardan
kaynakli kontaminasyon goriildiigii rapor edilmistir. Ayrica, Sideritis stricta turtinde
in vitro ¢ogaltim i¢in eksplant kaynagi olarak siirgiin ucu kullanilmig ve TDZ ‘nin
farkli dozlarda ilave edildigi MS ortamina ekilmiglerdir. TDZ’nin yuksek
konsantrasyonunu (1.5 mg I?) iceren besin ortamlarinda gelisim orami az olurken,
rejenerasyonun hormon igermeyen yalin MS ortaminda daha fazla oldugu ifade

edilmistir.



Ruta ve Fortunato (2010) Italya’da yaptiklar1 arastrmalarinda nesli
tukenmekte olan Cistus clusii genotipiyle bir in vitro ¢ogaltim ¢aligmasi yapmuslardir.
Bu c¢aligmada eksplant kaynagi olarak siirgiin uclar1 ve bogumlar, farkli besin
ortamlarinda (MS makro besinleri, Nitsch ve Nitsch mikro besinleri, stikroz, demir,
tiamin, miyoinositol ve agar) kultlre alinmis ve in vitro ¢ogalma asamasi igin
eksplantlar, 6-benzilaminopurin (0.5 mg/I™!) iceren bir kiiltiir ortaminda hizla koltuk
alt1 tomurcuklar1 olusturmuslardir. Koklenme icin en iyi sonucu, 0.1 mg/I * indol
butirik asit ilaveli bir kiiltiir ortaminda elde etmislerdir. Koklenen bitkiler sera
kosullarma aligtirildiktan sonra fenotipik homojenliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla tarlaya aktarilmiglar ve karyotipleme, in vitro ¢ogaltilan bitkiciklerin ana
bitkilerle ayn1 kromozom sayisina sahip oldugunu géstermistir. Calisma sonucunda in
vVitro cogaltimm, Italya'da nesli tiikenmekte olan C. clusii tiriinin korunmasinda

yararl bir arag¢ olabilecegi ifade edilmistir.

Telli (2010) eksplant kaynagi olarak sap ve yapraklarin kullanildigi bir
caligmada, Gentiana cruciata L. Bitkisinde, kalluslardan somatik embriyo elde ettigini
rapor etmektedir. Somatik embriyolar1 %2 alginik asit (w/v) icerisine ilave edilmis %%
MS ve 15 g I sukroz ile hazirlanan ¢ozelti ile muamele ettikten sonra 100 ml (CaCl,)
kalsiyum kloriir ile kaplamis ve bdylece sentetik tohum {iretimini basarili bir sekilde

gergeklestirmistir.

Madesis ve ark., (2011) tarafindan Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada C.
creticus bitkisinin in vitro ¢ogaltiminda koltuk alt1 tomurcuklar1 ve yaprak eksplantlari
kullanilarak 0.1 veya 0.2 mg It TDZ ve 0.1 mg It NAA kombinasyonunun, 4 ila 6
haftalik kiiltiirden sonra siirgiinleri tetikledigi ve en yiiksek siirgiin olusumunun
(%33.3) 0.1 mg It NAA ile 0.1 mg I'! TDZ ortaminda oldugu gozlenmis ancak daha

fazla gelisme ve koklenme sadece MS olan ortamdan elde edilmistir.

Kumar ve Thomas (2012) Clitoria ternatea L.'nin rejenerasyonu icin etkili
bir yontem gerceklestirmisler. Yapilan ¢alismada kotiledon eksplantindan gelisen
kalluslarin olusturdugu embriyolar1 kalsiyum aljinat ile kaplamiglar. Bu embriyolar1
%3 stikroz, 1,0 mg/1 BA ve 0.2 mg/1 NAA iceren MS ortamu i¢eren kalsiyum aljinat
ile kaplamiglar. Olusan sentetik tohumlar1 belirledikleri hormon dozlarinda (BA 1.0-
4.0 mg I, NAA 0.1-0.7 mg I* ve IBA 0.1-0.7 mg I*) kombinasyon halinde



ekmislerdir. En yiiksek yapay tohum ¢imlenmesini (%92) 2 mg/1 BA ve 0.5 mg/l NAA
ile olusturulan MS besin ortaminda elde ettiklerini ve ¢imlenen sentetik tohumlari

basaril1 bir sekilde topraga aktardiklarini belirtmislerdir.

Islam ve Bari (2012) tibbi bir bitki olan Mentha arvensis'in surgln ucu ve
bogum kisimlari, MS besin ortami kullanarak, sodyum aljinat ile kaplamiglar ve
kaplama materyaline BAP, KIN ve NAA'nmn farkli doz ve kombinasyonlarmi ilave
ederek sentetik tohum {iretim potansiyelini arastirmislardir. Calisma sonucunda, en
yiiksek siirgiin olusumu (%80) bogum eksplantinda, en fazla siirgiin sayis1 9.87 + 0.58
ile 2.0 mg I BAP ve 0.2 mg I NAA eklenmis MS besin ortaminda olusurken, en
fazla siirgiin uzunlugu 1.0 mg I* BAP ve 0.5 mg It NAA igeren MS ortamindan elde
edilmistir.

Erdogan ve ark., (2013) burcakta belirli hatlarda MS besin ortaminda
cimlendirdikten sonra gelisen bitkiciklerden kotiledon bogum eksplantlar1 alarak
bunlar1 farkli dozlarda TDZ, BAP veya NAA igeren MS ortaminda kiiltiire almislardir.
En yiiksek siirgiin say1sm1 4 mg I BAP+0.25 mg I NAA olan MS besin ortammdan
elde ettiklerini bildirmislerdir. Koklendirme i¢in farkli dozlarda uygulanan IBA
hormonu denenmis ve en yiiksek koklenme (%100) 2 mg I"* IBA uygulanan ortamdan

almdigini belirtmislerdir.

Cheruvathur ve ark., (2013) yaptiklar1 ¢calismada Rhinacanthus nasutus (L.)
Kurz'un kotiledon ve yaprak eksplantlarindan elde ettikleri kalluslar1 sodyum aljinatin
farkli dozlarmi (%3, %4 ve %S5) iceren MS besin ortaminda bekletip daha sonra
kalsiyum klorir (100 ve 125 mM) ile 30 dk boyunca kaplanmistir. En yiiksek sentetik
tohum ¢imlenmesi %92 oraninda, %3’lik sodyum aljinat ve 100 mM kalsiyum klortr

ile elde edilen yapay tohumlarmn 0.2 mg I MS olan ortaminda elde etmislerdir.

Baskaran ve ark., (2015) tibbi bir bitki olan Mondia whitei turiinde somatik
embriyogenesis ve sentetik tohum Uretimi ile etkili bir bitki rejenerasyon yéntemi
ortaya koymuslardir. Elde ettikleri embriyolar: farkli oranlarda sodyum aljinat ve
kalsiyum klortir ile kaplamislar ve en iyi sonucu %3 sodyum aljinat 100 mM sodyum
kloriir ile kapladiklar1 sentetik tohumlardan almiglar. Bu sentetik tohumlarin %96°s1
canli kalmis ve %73 ¢imlenme orani gézlenmis ve sera ortamina aktarildiklarinda %90

adaptasyon gostermislerdir.
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Bektas ve Sokmen (2016) Serapias vomeracea’nin (orkide) uygun mikro
cogaltim tekniklerinin olmamasi ve yerel toplayicilarin bitkinin ekolojik dagilimina
verdigi zarardan dolay1 nesli tiikenme tehlikesiyle karsi karsiya oldugu i¢in etkin bir
in vitro ¢ogaltim ve sentetik tohum tretimi gerceklestirmislerdir. Bu g¢alismada
TDZ nin farkl1 dozlarmi (0.1, 0.25, 0.5,1.0, ve 2.0 mg 1) ve IBA’nim 1.0 mg 17 dozunu
Orchimax besin ortaminda denemislerdir. Elde edilen protokorm yapilar %3 sodyum
aljinat ve 75 mM kalsiyum klor(r ile kaplanmis ve belirlenen hormon dozlar1 (2 mg I
! Zeattin + 1 mg It IBA) Orchimax ortamma ekleyerek sentetik tohumlar: in vitro

ortamda kiiltiire almislar ve %80 ¢imlenme elde etmislerdir.

Mohammed (2016) o6nemli bir tibbi bitki olan altin ¢ilekte (Physalis
peruviana L.) sentetik tohum protokolii olusturmak i¢in elde ettigi stok bitkinin
kotiledon bogum kismini1 sodyum aljinat ile kaplayarak, bu tiiriin ilk sentetik tohum
protokoliinii olusturmustur. Burada kotiledon bogum eksplantinin hizli siirgiin verme

Ozelliginden yararlanildigini beyan etmistir.

Louro ve ark., (2017) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Cistus salviifolius
L.'nin  digim kismindan mikro c¢ogaltimma yonelik basarili bir protokol
gelistirilmistir. Bu kapsamda, gibberellik asit (0.5 mg I"t) ve 6-Benzilaminopurin (0.5
mg 1) iceren MS bazal ortamimin, in vitro ¢ogaltma icin en iyi ortam oldugunu ve
Indol-3-butirik asidin (IBA) 0.5 mg I dozu ile desteklenen ayn1 bazal ortamda basarili

koklenme elde edildigini bildirmislerdir.

Dilmen (2019) yaptigi ¢alismada yag gulini (Rosa damascene) in vitro
cogalmis, eksplant kaynagi olarak bogum boliimiinii kullanmis ve MS ortaminda
slirgiin elde etmistir. Elde ettigi stirgiinleri, siv1 besiyeri olan MS ortamina ilave edilen
farkli dozlardaki BA ve NA ile yaptig1 farkli kombinasyonlarda kiiltiire almistir.
Siirgiin gelismesinin gozlemlemesi sonucu, sadece 30 mg I* sakkaroz igeren siv1 %

MS ortaminda en etkili sonucun alindig1 goriilmiistiir.

Alp (2020) calismasinda kullandigi tiirlerin (Cyclamen persicum, C.
graecum, C. cilicium, C. coum ve C. pseudibericum) sentetik tohum dretimi icin
somatik embriyo ve siirgiin ucunu eksplant olarak kullanmistir. Eksplant kaynaklarini

kaplamak i¢in kaplama materyaline belirledigi dozlarda hormonlar (BA 1 ve 2 mg /I
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ve NAA 0.1 mg I) ilave ederek % 3’liik sodyum aljinat ile kaplamis ve MS besin

ortamina ekim yapmistir. BA’nin ¢imlenmede olumlu etkisi oldugunu bildirmistir.

Donmez (2022) yaptigi caligmada, mersin bitkisinde (M. communis) eksplant
olarak siirgiin ucunu kaplayarak sentetik tohum elde etmistir. /n vitro rejenerasyonu
icin kaplamali ve kaplamasiz eksplant kaynagimi kiyaslamistir. Bu calismasinda
belirlenen 6-Benzylaminopurine (BAP) dozlarinda (0, 0.5, 1, 2 mg 1) MS besin
ortaminda kiiltiire almis ve MS besin ortaminda alt kiiltiire almistir. Olusan siirgiinlerin
koklenmesi icin 1 mg I* IBA ekledigi MS besin ortamma almis ve kaplamali
kaplamasiz kok olusumunu kiyaslamistir. Yaptig1 ¢alisma sonucunda sadece MS
iceren ortamda en yliksek ¢imlenmeye ulasirken, in vitro ¢ogaltma igin BAP ‘in 0.5 ve

1 mg I* dozlarmnin en etkili olduguna ulagmistr.

Secgin ve Okumus (2022) yaptiklar1 arastirmada hipokotil eksplant kaynagini
sodyum aljinat ile kaplayarak, MS besin ortaminda ¢imlenme giiciinii, saksida yetisme,
depolama gibi parametreleri inceleyerek domates bitkisinde sentetik tohum olusturma
yontemini denemislerdir. Sonug olarak ilk giin %80 ¢imlenme elde ederken depolama

arttikca ¢imlenme diismiistiir. Sentetik tohum iiretilebilir sonucunu almislardir.

loannidis ve Koropouli (2024) yaptiklar1 ¢alismada ekolojik ve tibbi 6neme
sahip bir tir olan C. creticus tirunin farkli besin ortamlarinda in vitro blyumesi ve
organogenezi Uzerine inorganik tuz konantrasyonlarinin etkisini belirlemek i¢in bir
calisgma yapmuslardir. Calismada Murashige ve Skoog (MS), odunsu bitki besiyeri
(WPM) ve Driver ve Kuniyaki Ceviz besiyeri (DKW) ortamlar1 kullanilmistir. Besin

ortamu farklilig: siirgiin ve kok olusumu disindaki biitiin 6zellikleri etkilemistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

Calismada bitki materyali olarak Karadeniz Bolgesi’nde dogal olarak yetisen
Cistaceae (Ladengiller) familyasindan Cistus creticus L. (pembe laden) turd
kullanilmugtir (Sekil 3.1). Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkiler Bolumii
Bitki Doku Kultiirii Laboratuvarinda yiiriitiilen bu ¢alismada, tohumlar Ordu ilinin
merkez Kuylu Mahallesi’nde dogal floradan segilen bitkilerden, bitkilerin tohum
baglama doneminde toplanmistir. Toplanan tohumlar ¢imlenme testleri baslayana
kadar +4 °C‘de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Eksplant kaynag1 olarak 2 mg I*
giberellik asit ilave edilmis MS besin ortaminda kiiltiire alinan tohumlardan elde edilen

kotiledon yaprak ve bogum eksplantlar1 kullanilmustir.

e

e

Sekil 3.1 Cistus Creticus Bitkisi ve Cigegi

3.2 YOontem

In vitro ortamda bitki rejenarasyonu ve sentetik tohum kaplama calismasi;
hazirlik asamasi, tohumlardan in vitro kosullarda fideciklerin elde edilmesi, kotiledon
yaprak ve bogum eksplantlarinimn izolasyonu, yalin ve hormon ilaveli MS ortamlarinda
kaplamali ve kaplamasiz eksplantlarin kiiltiire alinmasi, alt kiltir uygulamasi ve

aklimatizasyon sureclerini icermektedir.
3.2.1 Kullanilan Alet ve EKipmanlarin Hazirhg

Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar; pens, bistiiri, petri, magenta kaplari,

filtre kagidi, sodyum aljinat, kalsiyum klorid soliisyonlar1 ve sterilizasyonda
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kullanilacak saf su otoklavda 121 °C ‘de 20 dakika ve 1.2 atmosfer basing altinda
sterilizasyon islemine tabii tutulmustur. Calismalara baslamadan once steril kabin

%70’lik ethanol ile silinmis ve 15 UV 15181 altinda yiizey sterilizasyonu yapilmistir.
3.2.2 Tohumlarn Sterilizasyonu

Pembe laden tohumlar1 %70’lik ethanolde 1 dakika bekletildikten sonra, 2-3
damla tween-20 solusyonu ihtiva eden %1°lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisine
konularak 140 rpm hizdaki ¢alkalayicida 30 dakika tutulmustur. Calkalama islemi

sonrasinda steril kabin icerisine alinan magenta kaplari, 3 kez steril sudan gegirilmistir.
3.2.3 Kullamilan Besin Ortam

Aragtirmada, %3 (w/v) sukroz iceren, %0.8 (w/v) agar ile karistirilan MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 MS Besin Ortamu Igerigi

Bilesenler mg/L

Amonyum nitrat (NHsNO3) 1650.00
Borik asit (HsBO3) 6.200
Kalsiyum klorit, Anhidrit (CaClz) 332.20
Kobalt klorit (CoClz - 6H20) 0.025
Bakar siilfat, Pentahidrat (CuSOs - SH20) 0.025
EDTA, Disodyum, Dihidrat (CiH14N2Na2Os - 2H20) 37.26
Demir silfat, Heptahidrat (FeSOs - 7H20) 27.80
Glisin (C2HsNO2) 2.00
Magnezyum silfat, Anhidrat (MgSOa) 180.70
Manganez sulfat, Monohidrat (MnSOs - H20) 16.900
Sodyum molibdat, Dihidrat (Na2MoOs - 2H20) 0.250
Myo-inositol (CsH1206) 100.00
Nikotinik asit (CsHsNO>) 0.500
Potasyum iyodir (K1) 0.830
Potasyum nitrat (KNO3) 1900.00
Potasyum fosfat, Monobazik, Anhidrit (KH2PO.) 170.00
Pridoksin, Hidroklorit (CsH1:NOs - HCI) 0.500
Tiamin, Hidroklorit (C12H17CIN4OS - HCI) 0.100
Cinko sulfat, Heptahidrat (ZnSO4 - 7TH20) 8.600
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Arastirmada, bitki biiyiime diizenleyici olarak 6-benzyladenine (BA),
naftalin asetik asit (NAA), kinetin (KN) ve Thidiazuron (TDZ) kullanilmis, sonrasinda
stok soliisyonlar1 hazirlanarak besin ortamlarina belirlenen miktarlarda ilave edilmistir
(Cizelge 3.2). Ortamlarin PH’s1in1 yiikseltmek i¢in 1 N sodyum hidroksit (NaOH) veya
diistirmek i¢in 1 N hidroklorik asit (HCI) kullanilarak ortam pH’s1 5.6-5.8 olacak
sekilde ayarlanmigtir. Her 1 litrelik ortam i¢in 0.8 g agar ilavesi yapilmistir. Hazirlanan
ortamlar otoklavda 1.2 atmosfer basing altinda 121 °C’de 20 dakika tutularak sterilize
edilmistir. Daha sonra, sterilize edilen besin ortamlar1 esit miktarda petri kaplarma
almarak steril kabin icerisine yerlestirilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada Kullanilan Biiyiime Diizenleyicilerin Coziiciileri ve Stok
Soliisyonlarin Saklama Kosullar

Saklama Kosullar: (°C)

Biiyiime Diizenleyicileri Coziicii (Stok soliisyon)
BA 1 N NaOH +4
NAA 1 N NaOH +4
TDZ 1-2 damla DMSO +4
KN 1 N NaOH +4

DMSO: Dimetil sulfoksit
3.2.4 In Vitro Kosullarda Tohumlarin Cimlendirilmesi

Cimlendirme denemeleri dncesinde, C. creticus tohumlar1 35 saniye (100C)
sicak suda ve %98’lik siilfiirik asit (H2SOs) igerisinde 1, 5, 15 ve 30 dakika
bekletildikten sonra, saf su ile yikanmis ve petri kaplarinda ¢imlenme testine
almmiglardir. Bu 6n ¢alisma sonucunda, en iyi ¢imlenme tohumlarin 15 dk %98’lik
siilfirik asit i¢inde bekletilmesinden elde edilmistir. Bu nedenle, daha sonraki
¢imlendirme denemelerinde laden tohumlar1 6nce %98’lik H2SOs icinde 15 dk
bekletilmis ve daha sonra, steril kabinde, 2 mg I gibberellik asit ilaveli MS besi ortami

iceren sahip petri kaplarma ekilmislerdir.
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3.2.5 In Vitro Rejenerasyon Calismasi
3.2.5.1 Kotiledon Yaprak ve Bogum Eksplantlariin izolasyonu

Kotiledon yaprak ve bogum eksplantlari, 2 mg I gibberellik asit ilaveli MS
ortaminda yetisen 15 giinlik fideciklerden elde edilmislerdir (Sekil 3.2). In vitro
kosullarda elde edilen bitkicikler, steril kabin igerisinde pens ve bistiiri yardimi ile
kesilerek kotiledon yaprak ve bogum eksplantlar1 elde edilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil
3.4).

Sekil 3.2 15 Ginluk Fidecik

Sekil 3.3 Kotiledon Bogum Eksplant1 ~ Sekil 3.4 Kotiledon Yaprak Eksplanti
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3.2.5.2 Kotiledon Bogum Eksplantinin Kultlire Alinmasi

Elde edilen kotiledon bogum eksplantlar1 direkt rejenerasyon igin TDZ, BA ve
NAA bitki biiyime diizenleyicilerin farkli kombinasyonlarinda (Cizelge 3.3) MS besi
ortaminda kiiltiire alimmuglardir (Sekil 3.5). Kiiltiire alma ¢aligmasi, 4 tekerriirli ve
her petride 6 eksplant olacak sekilde yiiriitiilmistlr. Dort haftalik kiiltiirden sonra daha
fazla biiylime ve gelisme i¢in magenta kaplarinda ayni ortamlarinda alt kiiltiire alindi.
Kiiltiire alinan ortamlarda ek olarak koklendirme yapilmadi ¢iinkii yeterli diizeyde kdk
olusumu gerceklestigi goriilmiistiir. Alt kiiltiirden bir ay sonra veriler alinmistir.

Cizelge3.3 Kotiledon Bogum Eksplantlarinin Kiltire Alindigt MS Ortanmina Ilave
Edilen Bitki Biiylime Duzenleyiciler

Bitki Buyume Duzenleyicileri

0.1 mg/I'TDZ

0.5 mg/I* TDZ

1.5 mg/It TDZ

0.1 mg/I* BA

0.5 mg/I* BA

1.5 mg/It BA

1.5 mg/I*TDZ + 0.5 mg/lI* NAA
1.5 mg/It BA + 0.5 mg/I't NAA
Kontrol (Yalin MS)

Z
- -
=3 aa
h
L
Y v
Y-

Sekil 3.5 Kiiltiire Alinmig Kotiledon Bogum Eksplantlar1
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3.2.5.3 Kotiledon Yaprak Eksplantimin Kiltiire Ahnmasi

In vitro’da elde edilen kotiledon yaprak eksplantlar1 dolayl rejenerasyon igin
Cizelge 3.4°te verilen bitki biytime diizenleyicileri ilave edilmis MS besi ortaminda
kiiltiire alinmig (Sekil 3.6) ve bitki biiylime diizenleyici ilave edilmemis MS ortami
kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltiir galismas1 4 tekerrirli ve her petride 12 eksplant
olacak sekilde yiiriitiilmiis, bir ay sonra ayn1 kombinasyon ve ortam kosullarinda alt
kiltir calismasi gergeklestirilmistir. Alt kiiltiirden bir ay sonra veriler alimmustir.

Cizelge3.4 Kotiledon Yaprak Eksplantlarinin Kiiltiire Alindigi MS Ortanina ilave
Edilen Bitki Bliytime Diizenleyiciler

Bitki Buyume Dizenleyicileri

1 mg/I* BA + 0.1 mg/I NAA

1 mg/I* BA + 0.5 mg/It NAA

0.1 mg/I* TDZ + 0.1 mg/I* NAA

0.2 mg/I*"TDZ + 0.1 mg/I* NAA

0.5 mg/I* BA + 0.1 mg/I'* TDZ +0.1 mg/I* NAA
0.5 mg/I* BA+ 0.5 mg/I'TDZ + 0.1 mg/I* NAA
0.5 mg/I* BA + 0.1 mg/lI* KN + 0.1 mg/I'* NAA
0.5 mg/I* BA + 0.5 mg/I'* KN + 0.1 mg/I'NAA
Kontrol (yalin MS)

Sekil 3.6 Kiltire Alinmisg Kotiledon Yaprak Eksplantlar1
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3.2.6 Sentetik Tohum Kaplama ve Kiiltiire Alinmasi

Sentetik tohum elde edilmesi igin direk rejenerasyon potansiyeli yiiksek, hizli
elde edilebilir kotiledon bogum eksplant1 kullanilmigtir. Mohemmet (2016), yaptigi
calismada kaplama mataryeli olarak kotiledon bogum eksplant1 kullanarak sentetik
tohum elde etmistir. Bu ¢alismaya dayanarak in vitro’da elde edilen kotiledon bogum
eksplantlar1 Cizelge 3.3’te belirtilen hormon kombinasyonlari ilave edilmis sodyum
aljinat ile kaplanmistir. Bunun i¢in eksplantlar %3‘liik sodyum aljinat i¢inde 30 dk
bekletildikten sonra ucu kesilmis steril pipet uclari ile dikkatli bir sekilde %1,5’luk
kalsiyum Klorit ¢6zeltisine aktarilmis ve 30 dk bekletildikten sonra kurutma kagidina
alinmigtir. Kurutma kagidinda 30 dk kurutulan sentetik tohumlar, kaplama materyaline
ilave edilmis ayn1 hormon kombinasyonlarini igeren MS besi ortamina, her petride 6
eksplant olacak sekilde 4 tekerriirlii ekilmislerdir. Boylece kaplanmis ve kaplanmamis

kotiledon bogum eksplantlarin birbiriyle karsilastirmak miimkiin olmustur.

eksplant1 B) %3’liikk sodyum aljinatta bekletilmesi C) Steril mikropipet ile
cekilmesi D) %1,5’lik kalsiyum klorit ¢ozeltisine aktarilmasi E) Cozelti
icerisindeki sentetik tohumlar F) Sentetik tohum
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3.2.7 Kultir Kosullar

In vitro ortamda besin ortamina alman kotiledon yaprak ve bogum eksplantlari,
kaplanmis kotiledon bogum eksplantlar1 kiiltirlenme igin kontrollii sartlarda beyaz
floresan 15181 altinda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 24+1 °C’de iklim

dolabma almmuiglardir.
3.2.8 Elde Edilen Bitkilerin Aklimatizasyonu

Kiiltir ortaminda kok ve siirgiin gelisimi iyi olan Cistus creticus bitkileri
secilerek, dis kosullara alistirilmak tizere viyol saksilara (sekil 3.7) aktarilmistir. Dig
ortam materyali olarak 1:1 oraninda cocopeat ve perlit kullanilmistir. Saksilarda
olusabilecek nem kayb1 igin tizerine seffaf naylon poset gegirilerek kontrollii sartlar
altinda (16 saat aydinlik/8 saat karanlik, %65 nem, 24+1 °C sicaklik) tutulmuslardir
(Sekil 3.9). Nem kaybini yavas azaltmak i¢in posetler iizerinde 4-5 giinliik araliklarla
kiigiik delikler agilmistir. Saksi tizerindeki posetler ii¢ hafta sonra kaldirilmis ve

dordiincii haftada morfolojik gézlemler yapilmistir.

Sekil 3.8 Aklimatizasyon igin Saksilara Aktarilan Laden Bitkileri
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3.2.9 Cahsmada incelenen Parametreler

1. Siirgiin Sayisi: /n vitro rejenerasyon denemelerinde, sirgiinler sayilarak

kaydedilmistir.

2. Siirgiin Uzunlugu: /n vitro rejenerasyon denemelerinde gelisen siirgiinlerin

uzunlugu cetvel ile dlgiilerek cm cinsinden ifade edilmistir.

3. Bogum Sayisi: /n vitro rejenerasyon denemelerinde, bitkilerdeki bogumlar

sayilarak kaydedilmistir.

4. Kok Sayisi: /n vitro rejenerasyon denemelerinde, bitkilerde olusan kokler sayilarak

kaydedilmistir.

5. Kok Uzunlugu: /n vitro rejenerasyon denemelerinde, bitkilerde gelisen koklerin

uzunlugu cetvel ile dlgililerek cm cinsinden ifade edilmistir.

6. Yaprak Sayisi: /n vitro rejenerasyon denemelerinde bitkilerde meydan gelen

yapraklar sayilarak belirlenmistir.

7. Yaprak Uzunlugu: /n vitro rejenerasyon denemelerinde bitkilerin yaprak uzunlugu

cetvel ile 6lctilerek cm cinsinden ifade edilmistir.

8. Kallus Agirhg: /n vitro rejenerasyon denemelerinde, kalluslarin yas agirliklari

hassas terazide tartilarak g olarak ifade edilmistir.

9. Canhlik oram: /n vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda olusan bitkilerden,
aklimatizasyon sonrasinda morfolojik gézlemler alinarak, bitkilerin canlilik oran1 %

olarak hesaplanmistir.
3.2.10 Istatistiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen veriler tesadlf parselleri deneme desenine uygun
olarak, JMP paket programi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmuslar ve
uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan testi ile ortaya konulmustur. Yiizde olarak

ifade edilen verilere, analiz 6ncesinde arcsin transformasyonu uygulanmustir.

21



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu caligmada, Cistus creticus L. bitkisinin kotiledon bogum ve yaprak
eksplantlarinda, farkl bitki biiylime diizenleyicilerin (BA, NAA ve TDZ) ilave edildigi
MS ortaminda in vitro rejenerasyon saglanmis ve kotiledon bogum eksplantlari
sodyum aljinat ile kaplanmak suretiyle sentetik tohum Uretim potansiyeli ortaya
konulmustur. Calismada, bogum eksplantina ait veriler tizerinde durulan her 6zellik
icin ayr1 basliklar halinde incelenmis, buna karsilik yaprak eksplantinda sadece kallus

olusumuna iliskin veriler alinabilmistir.
4.1 Kotiledon Bogum Eksplantlarinda /n Vitro Rejenerasyon
4.1.1 Siirgiin Sayisi

Farkli hormonlarla muamele edilen ortamlardaki kaplamali ve kaplamasiz
kotiledon bogum eksplantlarinda siirgiin sayisina iligkin verilerin varyans analizi
Cizelge 4.1°de, ortalama siirgiin sayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Siirglin sayisi
iizerine hormon (H) ve kaplama x hormon interaksiyonunun (KxH) etkisi énemli,
kaplamanm (K) etkisi ise onemsiz ¢ikmistir. Kaplama x hormon interaksiyonunun
onemli olmasi, hormon etkisinin eksplantlarin sodyum aljinatla kaplamali veya
kaplamasiz olusuna gore farkli oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.1 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortammda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Sayisiin Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklar Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 0.36 0.36 1.94
Hormon (H) 8 12.20 1.52 8.33%*
KxH 8 13.57 1.70 9.27%*
Hata 54 9.88 0.18

Genel 71 35.99

**: p<0.01
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Cizelge 4.2 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortamida Kaplamal: ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Sayilar1

Kaplama

Hormon Uygulamasi Var Yok Ortalama
0.1 mg/I''TDZ 2.10 bede* 3.10 ab 2.60 A*
0.5 mg/I''TDZ 1.82 cde 2.27 abed 2.04 AB
1.5 mg/I''TDZ 1.43 de 2.47 abed 1.95 AB
0.1 mg/I"' BA 2.29 abed 1.55 de 1.92 AB
0.5 mg/I'' BA 2.83 abc 1.92 cde 2.37 AB
1.5 mg/lI' BA 2.67 abc 1.78 cde 2.22 AB
1.5 mg/l"' TDZ + 0.5 mg/lI"! NAA 1.00 e 1.41 de 1.20C
1.5 mg/I' BA + 0.5 mg/lI"' NAA 1.92 cde 1.79 cde 1.86 BC
Yalin MS (hormon yok) 3.37a 1.85 cde 2.61 A
Ortalama 2.16 2.02

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Aym biiyiik/kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak dnemli fark (0.01) yoktur.

Cizelge 4.2°den caligmada kullanilan hormon kombinasyonlarinin tamaminda
ve yalin MS ortaminda siirgiin olusumunun gergeklestigi goriilmektedir. En yiiksek
stirglin sayi1s1 (2.61) yalin MS ortamindan elde edilirken, en diisiik siirgiin sayis1 (1.20)
1.5 mg/I'"'TDZ + 0.5 mg/l' NAA hormon kombinasyonundan elde edilmistir.
Kaplamal1 kotiledon bogum eksplantlarinda 2.16 olan ortalama siirgiin sayisi,
kaplamasiz kotiledon bogum eksplantlarinda 2.02 olmustur. Calismada kullanan
hormonlarin etkisi kaplama yapilip, yapilmamasina gore istatistiki olarak ¢ok dnemli
derecede farklilik gostermistir. En yiiksek siirglin sayis1 3.37 ile yalin MS ortaminda
kaplamali kotiledon bogum eksplantlarindan elde edilirken, en diisiik siirgiin sayis1
1.00 ile 1.5 mg/I"TDZ + 0.5 mg/I"' NAA kombinasyonu uygulanan ortamda kaplamali

kotiledon bogum eksplantlarindan alinmistir.
4.1.2 Siirgiin Uzunlugu

Farkli hormonlar ilave edilmis MS ortaminda kaplamali ve kaplamasiz
kotiledon bogum eksplantlarinda 6lgiilen siirglin uzunlugu verilerinin varyans analizi
Cizelge 4.3’te, ortalama siirglin uzunluklar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Varyans
analizine gore, siirglin uzunlugu {izerine hormon ve kaplama x hormon

interaksiyonunun etkisi 6nemli, kaplamanin etkisi dnemsizdir.
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Cizelge 4.3 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortammda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Uzunlugu I¢in Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 0.004 0.004 0.34
Hormon (H) 8 3.54 0.44 34.7%*
KxH 8 0.68 0.08 6.1**
Hata 54 0.69 0.01

Genel 71 4.8

**: p<0.01

Cizelge 4.4 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Uzunluklar1 (cm)

Kaplama
Hormon Kombinasyonlari Var Yok Ortalama
0.1 mg/I"'TDZ 1.36 cdefg* 1.49 bedef 1.43 BC*
0.5 mg/I'TDZ 1.25 efgh 1.39 cdefg 1.32CD
1.5 mg/I"'TDZ 1.13 gh 1.24 efgh 1.18 DE
0.1 mg/lI"' BA 1.51 bedef 1.59 bed 1.55B
0.5 mg/lI"' BA 1.61 be 1.44 bedef 1.53B
1.5mg/l"' BA 1.53 bede 1.44 bedef 1.48 BC
1.5 mg/I"' TDZ + 0.5 mg/I"' NAA 1.00 h 1.22 fgh 1.11E
1.5 mg/I"' BA + 0.5 mg/I"' NAA 1.48 bedef 1.30 defg 1.39 BC
Yalin MS (hormon yok) 2.11a 1.73b 1.92A
Ortalama 1.44 1.43

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Aym1 biytik/kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark (0.01) yoktur.

Cizelge 4.4’ten goriildiigii gibi, farkli hormonlar uygulanan MS ortamlarinda
Olciilen siirglin uzunluklar1 1.11 cm ile 1.92 cm arasinda degismis ve en yiiksek siirgiin
uzunlugu yalin MS ortaminda 6l¢iilmiistiir. Hormonlarin etkisi, eksplantlarda kaplama
yapilip, yapilmamasina gore degismektedir. En kiiciik siirgiin uzunlugu 1.00 cmile 1.5
mg/I'TDZ + 0.5 mg/I"t NAA iceren MS ortamdaki kaplamali bogum eksplantlarmdan
alinirken, en biiylik siirglin uzunlugu (2.11 cm) kaplamali kotiledon bogum

eksplantlarinin yalin MS ortaminda 6l¢tilmiistiir.
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4.1.3 Bogum Sayis1

Farkli hormonlar uygulanan MS ortamlarinda kiiltiire alinan kaplamali ve
kaplamasiz kotiledon bogum eksplantlarinda bogum sayisina iliskin verilerin varyans
analizi Cizelge 4.5’te, ortalama bogum sayilar1 Cizelge 4.6’de verilmistir. Varyans
analizine gore, bogum sayisi iizerine hormon ve kaplama x hormon interaksiyonunun
etkisi 6nemli, ancak kaplamanin etkisi 6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Bogum Sayilarinin Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 1.94 1.94 3.30
Hormon (H) 8 50.07 6.25 10.6**
KxH 8 30.43 3.80 6.47**
Hata 54 31.74 0.58

Genel 71 114.19

**: p<0.01

Cizelge 4.6 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Bogum Eksplantlarinda Bogum Sayilari

Kaplama

Hormon kombinasyonu Var Yok Ortalama
0.1 mg/I''TDZ 1.79 de* 4.17 ab 2.98 AB*
0.5 mg/I'TDZ 1.68 de 2.94 bede 231 BC
1.5 mg/!I"'TDZ 1.00 e 2.26 bede 1.63C
0.1 mg/l'BA 3.06 bed 2.83 bede 2.94 AB
0.5 mg/I' BA 3.95 abc 3.01 bed 3.48 AB
1.5 mg/!" BA 3.16 bed 3.38 abed 3.27AB
1.5 mg/I"' TDZ + 0.5 mg/I'! NAA 1.00e 1.79 de 1.39C
1.5 mg/I" BA + 0.5 mg/l'' NAA 2.13 cde 2.67 bede 2.40 BC
Yalin MS (hormon yok) 531a 2.98 bed 4.15A
Ortalama 2.56 2.89

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Aym biiylik/kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak dnemli fark (0.01) yoktur.

Cizelge 4.6’da ¢aligmada kullanilan biitiin hormon uygulamalarinda ve ayrica
yalin MS ortaminda eksplantlarda bogum olusumunun gergeklestigi goriilmektedir. En
yiiksek bogum sayisi (4.15) yalin MS ortamindan elde edilirken, en diisiik bogum
sayist (1.39) 1.5 mg/I'TDZ + 0.5 mg/l" NAA kombinasyonundan almmustir.
Kaplamali kotiledon bogum eksplantlarinda 2.56 olan ortalama bogum sayisi,

kaplamasiz kotiledon bogum eksplantlarinda 2.89 olmustur. Kaplama ve hormon
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kombinasyonlarinin birlikte incelenmesi, en yiiksek bogum sayisinin 5.31 ile hormon
icermeyen yalm MS ortamindaki kaplamali kotiledon bogum eksplantlarindan
alindigin1 ortaya koymustur. Buna karsilik en diisiik bogum sayist (1.00) 1.5 mg/I
'TDZ hormon uygulamasi ve ayrica 1.5 mg/I'TDZ + 0.5 mg/l"' NAA iceren ortamda

kaplamali kotiledon bogum eksplantlarindan alinmastir.
4.1.4 Yaprak Sayis1

Farkli hormonlar ilave edilmis MS ortaminda kaplamali ve kaplamasiz
kotiledon bogum eksplantlarinda yaprak sayisina iliskin verilerin varyans analizi
Cizelge 4.7°de, ortalama yaprak sayilar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. Varyans analizi,
yaprak sayis1 lizerine hormon ve kaplama x hormon interaksiyonunun etkisinin
istatistiki olarak 6nemli, kaplamanin etkisinin ise 6nemsiz oldugunu ortaya koymustur.

Cizelge 4.7 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Sayisi I¢in Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 0.007 0.007 0.0037
Hormon (H) 8 9.67 1.20 9.67**
KxH 8 8.74 1.09 8.74**
Hata 54 113.28 2.09

Genel 71 422.48

**: p<0.01

Cizelge 4.8 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Sayilar1

Kaplama
Hormon Kombinasyonu Var Yok Ortalama
0.1 mg/I''TDZ 6.63 abc* 9.18 ab 8.05 A*
0.5 mg/I''TDZ 493 cd 7.54 abc 6.24 AD
1.5 mg/I''TDZ 3.10de 5.88 abed 4.49 DE
0.1 mg/I"' BA 6.42 abed 4.71 cde 5.57 BCD
0.5 mg/lI'' BA 8.42 abc 534 cd 6.88 ABC
1.5 mg/lI! BA 8.02 abc 5.71 bed 6.87 ABC
1.5 mg/I' TDZ + 0.5 mg/lI"! NAA 1.00 e 534cd 2.98E
1.5 mg/I' BA + 0.5 mg/lI"! NAA 4.87 cd 4.68 cde 4.77 CDE
Yalin MS (hormon yok) 9.48 a 4.99 cd 7.23 AB
Ortalama 591 5.89

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Aymi biiytik/kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak énemli fark (0.01) yoktur.
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Arastirmamizda, yalm ve farkli hormon kombinasyonlar ilave edilmis MS
ortamlarinin tamaminda yaprak olusumu gergeklesmistir. Yaprak sayisi en fazla 8.05
ile 0.1 mg/I'TDZ uygulamasindan elde edilirken, 1.5 mg/I*'TDZ + 0.5 mg/I* NAA
kombinasyonu 2.98 ile en diisiik yaprak sayisina yol agmistir. Kaplamali kotiledon
bogum eksplantlarinda 5.91 olan yaprak sayisi, kaplamasiz kotiledon bogum
eksplantlarinda 5.89 olarak bulunmustur. Kaplama ve hormon uygulamalar1 birlikte
incelendiginde, en yiiksek yaprak sayismnin 9.48 ile yalin MS ortaminda kaplamali
kotiledon bogum eksplantlarindan elde edildigi goriilmektedir. Buna karsilik, en diisiik
yaprak sayis1 (1.00) 1.5 mg/I*TDZ + 0.5 mg/I* NAA hormon kombinasyonu igeren

MS ortaminda kaplamali kotiledon bogum eksplantlarindan almmustir.
4.1.5 Yaprak Uzunlugu

Farkli hormonlar eklenen MS ortamlarinda kaplamali ve kaplamasiz kotiledon
bogum eksplantlarinda yaprak uzunluguna ait verilerin varyans analizi Cizelge 4.9’da,
ortalama yaprak uzunluklar1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Yaprak uzunlugu iizerine
hormon ve kaplama x hormon interaksiyonunun etkisi 6nemli, buna karsilik
kaplamanin etkisi dnemsizdir.

Cizelge 4.9 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortammnda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Uzunlugunun Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 0.05 0.05 0.64
Hormon (H) 8 21.09 2.63 29.6**
KxH 8 4.17 0.52 5.87**
Hata 54 4.80 0.09

Genel 71 30.13

**: p<0.01

Calismada  kullanilan  farkli  hormon kombinasyonlarinda  bogum
eksplantlarinda 6l¢iilen yaprak uzunluklar1 3.50 mm ve 1.46 mm arasinda degismis ve
hormon uygulamasi yalin MS ortamma gore yaprak uzunlugunun azalmasina yol
acmustir. En ytliksek (33.66 mm) ve en diisiik (1.00 mm) yaprak uzunluklar1 sirasiyla
hormon igermeyen ve 1.5 mg/I'TDZ + 0.5 mg/I* NAA iceren MS ortamlarinda

kaplamali kotiledon bogum eksplantlarinda dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.10 Farkli Hormonlar ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Yaprak Uzunluklar1 (mm)

Hormon Kombinasyonu Kaplama

Var Yok Ortalama
0.1 mg/I"'TDZ 2.27 cdef* 2.72 bed 2.50 BC*
0.5 mg/I"'TDZ 2.05 def 2.37 cdef 2.21CD
1.5 mg/1''TDZ 2.11 def 1.63 fg 1.88 DE
0.1 mg/I"' BA 2.62 bede 2.99 abc 2.80B
0.5 mg/lI' BA 2.80 bed 2.53 cde 2.66 BC
1.5 mg/lI' BA 2.48 cde 2.48 bede 2.55BC
1.5 mg/I' TDZ + 0.5 mg/lI"' NAA 1.00 g 1.93 ef 146 E
1.5 mg/I' BA + 0.5 mg/lI"' NAA 2.75 bed 2.13 def 2.44 BC
Yalin MS (hormon yok) 3.66 a 3.33ab 3.50 A
Ortalama 2.42 2.47

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Aymi biyiik/kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark (0.01) yoktur.

4.1.6 Kok Sayisi

Farkli hormonlar ilave edilen MS ortaminda kaplamali ve kaplamasiz kotiledon
bogum eksplantlarinda kok sayisina iliskin verilerin varyans analizi Cizelge 4.11°de,
ortalama kok sayilar1 ise Cizelge 4.12°de verilmistir. Varyans analizine gore, kok
sayilarmin degisiminde hormon uygulamalariin ¢ok dnemli etki yaptigi, buna karsilik
kaplama ve kaplama x hormon interaksiyonunun etkisinin Onemsiz oldugu
anlasilmaktadir.

Cizelge 4.11 Farkli Hormonlar ilave Edilen MS Ortammda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Sayilarinin Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 0.34 0.34 0.55
Hormon (H) 8 104.69 13.08 21.26**
KxH 8 8.84 1.10 1.79
Hata 54 33.23 0.61

Genel 71 147.11

**: p<0.01

Cizelge 4.12, ¢alismamizda kullanilan yalin ve hormon ilave edilmis MS
ortamlarmin tamaminda kok olusumunun gergeklestigini gostermektedir. En yiksek
kok sayist (4.81) hormon icermeyen MS ortamindan elde edilirken, en diisiik kok
sayist (1.00) kaplamali ve kaplamasiz TDZ uygulamalar1 (0.1mg, 0.5mg, 1.5mg) ile
1.5mg/l-1TDZ + 0.5mg/l-1 NAA hormon kombinasyonundan elde edilmistir.

Kaplamali kotiledon bogum eksplantlarinda 2.11 olan ortalama kdk sayisi, kaplamasiz
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kotiledon bogum eksplantlarinda 1.98 olmustur.

Cizelge 4.12 Farkli Hormonlar ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Sayilar1

Kaplama

Hormon Kombinasyonu Var Yok Ortalama
0.1 mg/I"'TDZ 1.00 1.00 1.00 C*
0.5 mg/I"'TDZ 1.00 1.00 1.00C
1.5 mg/1''TDZ 1.00 1.00 1.00 C
0.1 mg/I"' BA 2.79 2.53 2.66 B
0.5 mg/lI' BA 2.87 2.59 2.73B
1.5 mg/lI' BA 1.94 2.89 241B
1.5 mg/I' TDZ + 0.5 mg/lI"' NAA 1.00 1.00 1.00 C
1.5 mg/I' BA + 0.5 mg/lI"' NAA 1.71 1.93 1.82 BC
Yalin MS (hormon yok) 5.75 3.88 4.81 A
Ortalama 2.11 1.98

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark (0.01) yoktur.

4.1.7 Kok Uzunlugu

Farkli hormonlar uygulanan MS ortaminda kaplamali ve kaplamasiz kotiledon
bogum eksplantlarinda kok uzunlugu verilerinin varyans analizi Cizelge 4.13’te, kok
uzunluklar1 ise Cizelge 4.14’te verilmistir. Varyans analizi, k6k uzunlugunda hormon
etkisinin ¢cok 6nemli, kaplama ve kaplama x hormon interaksiyonunun etkisinin
6nemsiz oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.13 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Uzunlugunun Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplam

Kaplama (K) 1 0.005 0.005 0.06
Hormon (H) 8 12.45 1.55 18.36**
KxH 8 0.94 0.11 1.39
Hata 54 4.57 0.08

Genel 71 17.97

**: p<0.01

Caliymamizda yalim MS ortammin yani swra denenen biitiin hormon
kombinasyonlarinda kok olusumu gozlenmis ve kok uzunluklar1 2.22 cm ve 1.00 cm
arasinda degigmistir. Kaplama ve hormon uygulamalar1 birlikte ele alindiginda, en
uzun koklerin (2.44 cm) yallm MS ortaminda kaplamali kotiledon bogum

eksplantlarindan elde edildigi goriilmektedir. Buna karsilik, en kisa kdkler (1.00 cm)
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TDZ ile muamele edilen kaplamali ve kaplamasiz kotiledon bogum eksplantlarinda

Ol¢tilmiistiir.

Cizelge 4.14 Farkli Hormonlar flave Edilen MS Ortaminda Kaplamal: ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kok Uzunluklar

Hormon Kombinasyonu Kaplama
Var Yok Ortalama

0.1 mg/I"'TDZ 1.00 1.00 1.00 C*
0.5 mg/I"'TDZ 1.00 1.00 1.00 C
1.5 mg/I'TDZ 1.00 1.00 1.00 C
0.1 mg/I"' BA 1.61 1.87 1.74 B
0.5 mg/lI' BA 1.94 1.57 1.75 AB
1.5 mg/lI' BA 1.30 1.53 1.41 BC
1.5 mg/I' TDZ + 0.5 mg/lI"' NAA 1.00 1.00 1.00 C
1.5 mg/I"' BA + 0.5 mg/I"' NAA 1.30 1.47 1.38 BC
Yalin MS (hormon yok) 2.44 2.00 2.22A
Ortalama 1.40 1.38

TDZ: Thidiazuron BA: 6-benzyladenine NAA: Naftalin asetik asit
*: Ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak énemli fark (0.01) yoktur.

4.1.8 Kallus Agirhg

Farkli hormonlar ilave edilen MS ortaminda kaplamali ve kaplamasiz kotiledon
bogum eksplantlarinda kallus agirligma iliskin verilerin varyans analizi Cizelge
4.15’te, ortalama kallus agirliklar1 Cizelge 4.16°da verilmistir. Varyans analizine 6ge,
kallus agirliginda hormon, kaplama ve kaplama x hormon interaksiyonunun etkisi ¢ok
onemlidir.

Cizelge 4.15 Farkli Hormonlar Ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kallus Agirliginin Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynaklari Derecesi Toplan

Kaplama (K) 1 0.72 0.72 25.13**
Hormon (H) 8 7.95 0.99 32.32**
KxH 8 1.47 0.18 5.99**
Hata 54 1.66 0.03

Genel 71 11.85

**: p<0.01
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Cizelge 4.16 Farkli Hormonlar ilave Edilen MS Ortaminda Kaplamali ve Kaplamasiz
Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Kallus Agirliklar: (mg)

Kaplama

Hormon Kombinasyonu Var Yok Ortalama
0.1 mg/I''TDZ 1.91 abc* 135 defg 1.61 A
0.5 mg/I"'TDZ 2.08 a 1.49 cdef 1.78 A*
1.5 mg/1''TDZ 2.04 ab 1.39 defg 1.72 A
0.1 mg/I"' BA 1.00 g 1.00 g 1.00 B
0.5 mg/lI' BA 1.00 g 1.002 g 1.00 B
1.5 mg/I"' BA 1.01g 1.002 g 1.00 B
1.5 mg/lI' TDZ + 0.5 mg/lI"' NAA 1.57 cde 1.62 bed 1.60 A
1.5 mg/lI' BA + 0.5 mg/lI"' NAA 1.15 efg 1.06 fg 1.10B
Yalin MS (hormon yok) 1.00 g 1.00 g 1.00 B
Ortalama 1.414 1.218

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Aym biiytik/kiigilik ve iistel harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark (0.01) yoktur.

Cizelge 4.16’dan, calismada kullanilan hormon uygulamalarinin tamaminda ve
yalim MS ortaminda kallus olusumunun gerceklestigi goriilmektedir. Ortamlar
arasinda, tic TDZ uygulamasmin diger uygulamalara gore kallus agirligini cok 6nemli
derecede artirdigi ve en yiiksek kallus agwligmm (1.78 g) 0.5 mg/lI'TDZ
uygulamasindan elde edildigi goriilmektedir. Benzer sekilde, TDZ’nin NAA ile
uygulamasi da kallus agirligin1 yalin MS ortamina gore istatistiki olarak artirmistir.
Buna karsilik, ii¢ farkli dozda BA uygulamalar1 yalin MS ortamina gore kallus
agirhiginda 6nemli bir farklilik olusturmamistir. Kaplamasiz bogum eksplantlarinda
1.21 gram olan ortalama kallus agirligi, kaplamali kotiledon bogum eksplantlarinda
1.41 gram olarak gerceklesmistir. Kaplama ve hormon etkisi birlikte ele alindiginda,
sodyum aljinatla kaplamanin TDZ’nin kallus agirlig1 iizerine olan etkisini artirdigi

goriilmektedir.
4.1.9 Canlilik Oram

Rejenerasyon ¢alismasi sonucunda, bitki biliylime diizenleyici ilave
edilmemis MS ortamindaki bitkiler arasindan iyi gelisme gosterenler secilmis ve
saksilara aktarilarak canlilik oranlar1 (%) belirlenmistir. Sodyum aljinatla kaplamali
ve kaplamasiz olarak MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan geligen bitkilerin
canlilik oranlar1 incelendiginde en yiiksek canliligm perlit ortaminda kaplamali
bitkilerde %90, kaplamasiz bitkilerde ise %75 oraninda gergeklestigi goriilmiistiir.

Cocopeat ortaminda ise bitkilerin hayatta kalma orani kaplamali ortamda %30,
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kaplamasiz ortamda %17 olarak elde edilmistir. Kaplamanin canlilik orani iizerinde
arttirict olumlu etki yaptig1 goriiliirken, elde edilen bitkilerin perlit ortaminda daha

iyi gelisme gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Sekil 3.9).

Canlilik Orani %

90
80
70
60
50
40
30
20

Kaplamali Canlilik orarn % Kaplamasiz Canlilik orari %
M Perlit 90 75

M Cocopeat 30 17

Sekil 3.9 Saksilara Aktarilan Bitkilerin Canlilik Orani (%)

4.2 Kotiledon Yaprak Eksplantinda In Vitro Rejenerasyon
4.2.1 Kallus Agirhg:

Farkli hormonlar ilave edilen MS ortaminda kotiledon yaprak eksplantlarinda
kallus agirligina iliskin verilerin varyans analizi Cizelge 4.17°de ortalama kallus
agrrliklar1 Cizelge 4.18’de verilmistir. Varyans analizi, kallus agirlig izerine hormon
uygulamalarinin etkisinin p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Cizelge 4.17 Farkhh Hormonlar ilave Edilen MS Ortaminda Kotiledon Yaprak
Eksplantlarinda Kallus Agirliginin Varyans Analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Ortalamas1  F Degeri
Kaynag Derecesi Toplanm

Hormon 8 12.74 1.59 4,88**
Hata 27 8.81 0.32

Genel 35 21.56

** p<0,01 diizeyinde énemli
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Cizelge 4.18 Farkli Hormonlar ilave Edilen MS Ortammda Kotiledon Yaprak
Eksplantlarinda Tartilan Kallus Agirliklar: (mg)

Hormon Uygulamalan Ortalama
1 mg/l-1 BA+ 0.1 mg/l-1 NAA 0,24 cd*

1 mg/l-1 BA+ 0.5 mg/l-1 NAA 0,57 bed

0.1 mg/l-1 TDZ + 0.1 mg/l-1 NAA 0,98 abc

0.2 mg/l-1TDZ + 0.1 mg/I-1 NAA 1,09 ab

0.5 mg/l-1 BA+ O.1 mg/l-1 TDZ +0.1 mg/l-1 NAA 1,64 a

0.5 mg/l-1 BA+ 0.5 mg/I-1ITDZ + 0.1 mg/l-1 NAA 1,42 a

0.5 mg/l-1 BA+ 0.1 mg/l-1 KN + 0.1 mg/l-1 NAA 0,11d

0.5 mg/l-1 BA+ 0.5 mg/l-1 KN + 0.1 mg/lI-INAA 0,01d

Yalin MS (hormon yok) 0,01d

TDZ: Thidiazuron, BA: 6-benzyladenine, NAA: Naftalin asetik asit
*: Ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak énemli fark (0.01) yoktur.

Cizelge 4.17°den, calismada kullanilan 9 farkli hormon uygulamasi arasinda
sadece yalm MS ortami ile 0.5 mg/l-1 BA + 0.5 mg/l-1 KN + 0.1 mg/l-INAA
kombinasyonunda kallus olusumunun neredeyse hi¢ gerceklesmedigi goriilmektedir.
En yiiksek kallus agirhigi (1.64 g) 0.5 mg/l-1 BA+0.1 g/I-1 TDZ +0.1 mg/I-1 NAA

hormon kombinasyonundan elde edilmistir.
4.3 Elde Edilen Bitkilerin Aklimatizasyonu

Aklimatizasyon sonucunda kontrollii sartlar altinda 4 haftanin sonunda Sekil

3.10’ da goriildiigii gibi basarili bir sekilde bitki bliylimesi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.10 Elde Edilen Bitkilerin Dort Haftalik Gelisimi
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Caliymamizda, kotiledon bogum eksplantlarinin sodyum aljinatla kaplanmas1
sadece kallus agirliginda istatistiki olarak Onemli farkliliga yol agmis ve kallus
agirhigini artirmustir. Diger taraftan, kok sayist ve kok uzunlugu disindaki 6zelliklerde
kaplama x bitki biiyiime diizenleyici interaksiyonunun 6nemli olmasi, bitki biiyiime
diizenleyicilerin 6zellikler lizerine etkilerinin eksplantin aljinatla kaplanmis olup,
olmamasina gore degistigini ifade etmektedir. Bitki biiyiime diizenleyici eklenmemis
yalim MS ortaminda kiiltiire alinan sodyum aljinatla kaplanmis kotiledon bogum
eksplantlari, kallus agirligi disindaki biitiin 6zelliklerde en yiiksek degerleri vermistir.
Buna karsilik, 0.1 mg 1" TDZ+ 0.1 mg 1" NAA kombinasyonu iceren yalm MS
ortaminda kiiltiire alinan aljinatla kaplanmis kotiledon eksplantlar1 neredeyse biitiin
ozelliklerde en diisiik degerlerin alinmasina yol agmustir. Diger taraftan, bitki biyime
dizenleyici ilave edilmemis yalin MS ortaminda kiiltiire alinan kotiledon bogum
eksplantlarinin sodyum aljinatla kaplanmasi siirgiin sayisi, bogum sayis1 ve yaprak

sayisinda 2 katma varan artiglarin olusmasini saglamstir.

Literatiir taramalarinda Cistus creticus L. bitkisinde herhangi bir eksplantin
aljinatla kaplanarak in vitro bitki rejenerasyonunun saglanmasi konusunda yiiriitiilen
bir ¢alismanin olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu ¢calismadan elde edilen bulgularin
literatiirle karsilastirilmali olarak tartismasi yapilamamistir. Bitki biyoteknolojisinde
kaplama ¢oklukla sentetik tohum (kapsiillenmis somatik embriyo) iiretiminde
kullanilan bir tekniktir (Gray ve Prohit, 1991; Tripathi, 2017). Ancak son yillarda bazi
bitkilerde somatik embriyo iiretim sansinin diisilk ve maliyetin yliksek olmasindan
dolay siirgiin uclari, yanal tomurcuklar, bogum ve kotiledon segmentleri gibi, tam bir
bitkiyi verebilecek embriyonik olmayan vejetatif bitki parcalarinin eksplant olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaya basladig1 goriilmektedir (Standardi ve Micheli, 2013;
Kulus ve Zalewska, 2014; Alhady ve Reda, 2017; Donmez, 2022).

Tohumla ¢ogaltma, bitkilerdeki en yaygin ¢ogaltma yontemi olmakla birlikte,
cogu bitki tiiriiniin tohumlarinda ¢esitli sebeplerden kaynaklanan ve tohumlara ancak
bazi 6n islemler uygulanarak giderilebilen dormansi goriilmektedir (Odabas ve ark.,
2020). Cistus Creticus L. tiirtinde de sert, gecirimsiz tohum kabugundan kaynaklanan
dormansi, bu tiiriin tohumla ¢ogaltimini oldukga zorlastirmaktadir (Pela ve ark., 2000;

Zygomala ve ark., 2003). Aralarinda ¢ok sayida tibbi ve aromatik bitkinin de yer aldig1
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dormansi gosteren bu bitkilerin kolay ve hizli iiretiminde bitki doku kiiltiirii teknikleri

olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

In vitro rejenerasyonda besi ortamindaki oksin-sitokinin dengesinin iyi
ayarlanmasi ve uygun eksplant kaynaginin secilmesinin basariy1 artiran en 6nemi
faktorlerin asinda geldigi bilinmektedir. Bu kapsamda, tibbi ve aromatik bitkilerde in
vitro bitki rejenerasyonunun saglanmasi igin farkli eksplant kaynaklariyla TDZ, BA,
IBA, TAA ve NAA gibi bitki bliylime diizenleyicilerin farkli doz ve kombinasyonlarda
denendigi caligmalar yiiriitiilmektedir (Ucgar ve Turgut, 2009; Islam ve Bari, 2012;
Sezgin ve Kapdan, 2019).

Bilimsel literatiirde C. creticus bitkisinin in vitro rejenerasyonuna iliskin olarak
yiriitiilen ¢aligmalarinin sinirh sayida oldugu goriilmektedir (M'Kada et al., 1991;
Morte and Honrubia, 1992; Iriondo et al., 1995; Madesis ve ark., 2011). Ayrica
literatiirde, Cistus creticus tiiriiniin in vitro bitki rejenerasyonunda kotiledon bogum
eksplantlarinin kullanildigma iliskin herhangi bir bildirim bulunmamaktadir. Tibbi ve
aromatik bitkilerde yiiriitiilen ¢calismalarda genellikle siirgiin u¢lari, yanal tomurcuklar,
bogum segmentleri eksplant kaynagi olarak kullanilmistir (Arict ve ark., 2017; Sezgin
ve Kapdan, 2019). Ancak, burgak (Erdogan ve ark., 2004), bezelye (Jackson ve Hobbs,
1990) ve bakla (Khalafalla ve Hattari, 1999) gibi baklagillerde yapilan ¢alismalarda,
bizim ¢alismamizda oldugu gibi, kotiledon bogum eksplantinin kullanildig1 ve yiiksek

oranda rejenerasyon saglandigi rapor edilmektedir.

C. creticus "un yaprak eksplantlarinin in vitro rejenerasyonu i¢in TDZ ve NAA
bitki biiylime hormonlarinin denendigi bir calismada, farkli konsantrasyonlarda yalin
TDZ uygulamalarma gore, TDZ+NAA kombine uygulamasinda kallus olusumu,
stirgiin ve kok gelisiminin daha fazla oldugu ve NAA’nin TDZ’nin etkisini olumlu
yonde artirdig1 ve 0.1 mg 1" TDZ+ 0.1 mg I'' NAA kombinasyonundan en yiiksek
degerlerin elde edildigi rapor edilmistir (Madesis ve ark., 2011). Diger taraftan,
uygulanan TDZ dozlar1 arttik¢a (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 2.2 ve 3.0 mg 1) kallus, kok
ve siirgiin olusumu 6nemli derecede azalmistir. Bu bulgulara benzer sekilde, bizim
calismamizda da MS ortamina eklenen TDZ dozu arttikga (0.1, 0.5 ve 1.5 mg 1)
kaplamal1 ve kaplamasiz kotiledon eksplantlarinda siirglin, bogum ve yaprak sayilar1

ile siirgiin ve yaprak uzunluklar1 6nemli derecede azalmistir. Diger taraftan, tibbi ve
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aromatik bitkilerde yiiriitiilen bazi arastirmalarda TDZ’nin diisiik dozlarmin siirgiin
gelisimini artirdig1, yiikksek konsantrasyonlarda TDZ iceren ortamlarda ise gelismenin
azaldigi bildirilmektedir (Mirici, 2004). Ayrica, Ugar ve Turgut (2009) Sideritis stricta
tiirlinde yliksek TDZ konsantrasyonu i¢eren ortamlarda gelisme oraninin azaldigini ve
en fazla rejenerasyonun, bizim ¢aligmamizda oldugu gibi, bitki biiyiime diizenleyici
icermeyen MS ortamindan (MS0) alindigini rapor etmistir. Diger taraftan, Madesis ve
ark. (2011)’nin ¢alismasindan farkli olarak, bizim calismamizda ortama NAA ilave
edilmesi (1.5 mg I'' TDZ+ 0.5 mg 1" NAA) siirgiin, bogum ve yaprak gelisiminde artis
yerine Onemli azalmalara yol agmustir. Nitekim incelenen biitiin 6zelliklerde en diisiik

degerler 1.5 mg/I TDZ + 0.5 mg/I" NAA kombine uygulamasinda gerceklesmistir.

Bunlara ilaveten, kallus agirlig1 harig, diger biitiin 6zelliklerde, BA ilave edilen
MS ortamlarinda, TDZ ilave edilen ortamlara gére 6nemli artislar oldugu ve BA’nin
rejenerasyon lizerine olumlu etkisinin TDZ’den c¢ok daha yiiksek oldugu sonucuna
varilmistir. Buna karsilik, 0.5 mg/I* BA veya TDZ igeren MS ortamma 0.5 mg/I?
NAA ilave edilmesinin hi¢bir 6zellikte olumlu katkilar yapmadigi ve azalmalara yol

actig1 gdzlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez galigmasinda, pembe laden (Cistus creticus L.)’de, sodyum aljinatla
kaplamali ve kaplamasiz kotiledon bogum eksplantlarmin farkli konsantrasyon ve
kombinasyonda bitki biiyiime diizenleyiciler igeren MS ortaminda in vitro

rejenerasyonu incelenmistir.

Aragtirmada, baslangi¢ materyali olarak Ordu ili merkez Kuylu mahallesinde
dogal floradaki bitkilerden alinan laden tohumlar1 kullanilmistir. Laden tohumlari1 GAs
ilave edilmis MS ortaminda ¢imlendirilmis ve ¢imlenen tohumlardan elde edilen
kotiledon bogum eksplantlar1 sordum alginatla kaplamali ve kaplamasiz olarak farkl
konsantrasyon ve kombinasyonda bitki biiylime dizenleyici (BA, NAA ve TDZ)
iceren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiir sonunda gelisen bitkiciklerde kallus
agirhigl, kok sayisi, kok uzunlugu, siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu, bogum sayisi,

yaprak sayisi ve yaprak uzunlugu incelenmistir.

Varyans analizi sonuglari, bitki bliylime diizenleyicilerin incelenen biitiin
ozelliklerde ©Onemli farkhiliklara yol agtigmi, buna karsilik sodyum alginatla
kaplamanm etkisinin kallus agirhigi disindaki diger 6zelliklerde onemli olmadigini
ortaya koymustur. Diger taraftan, kaplama x bitki bliyiime diizenleyici interaksiyonu
stirglin sayisi, siirgiin uzunlugu, bogum sayisi, yaprak sayisi, yaprak uzunlugu ve
kallus agirhiginda onemli farkliliklara yol agarken, kok sayis1 ve kok uzunlugunda

onemli etki gdstermemistir.

Incelenen &zelliklerin ¢ogunda, eksplantlarin sodyum alginatla kaplanmasi,
bitki biiylime diizenleyicilerin etkisini artirmistir. Yaprak sayisi ve kallus agirlig
digindaki biitiin 6zelliklerde, en yiiksek degerler bitki buyime dlzenleyici icermeyen
yalin MS ortamindan elde edilmistir. Diger taraftan, incelenen 6zelliklerin tamaminda
en diisiik degerlerin 1.5 mg/I* TDZ + 0.5 mg/I"t NAA kombinasyonunda gerceklestigi
dikkati ¢ekmektedir. Kallus agirligi harig, diger Ozelliklerde, BA kullanilan
ortamlarda, TDZ kullanilan ortamlara gére 6nemli artiglar olmustur. Buna karsilik, 0.5
mg/I* BA veya TDZ igeren MS ortamina 0.5 mg/lI* NAA ilave edilmesinin highir

ozellikte olumlu katkilar yapmadig1 ve azalmalara yol agtigi gozlenmistir.

Bu ¢aligsma ile, dnemli bir tibbi ve aromatik bitki olan pembe laden tiiriinde

sodyum alginatla kaplamanmis/kaplanmamis kotiledon bogum eksplantlarinin farkli
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konsantrasyon ve kombinasyonlarda BA, TDZ ve NAA igeren MS ortaminda in vitro
rejenerasyonu basariyla saglanmistir. Bu bulgular, kotiledon bogum eksplantinin
rejenerasyon kapasitesinden pembe ladenin in vitro cogaltimmnda pratik olarak
yararlanilabilecegini gostermektedir. Diger taraftan, ileriye yonelik aragtirmalarda
farkli kaplama ve eksplant kaynaklarinin yani sira bitki biiylime diizenleyicilerin farkli

tip ve dozlarinin denenmesinin yararli olacagi diistiniilmektedir.
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EK 1: Calismadan elde edilen sentetik tohumlarin alt kiltire alimnmadan 6nce
olusturduklar1 siirgiin, kok, yaprak gibi yapilarinin bazi gorseller
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EK 2: Calismada yaprak eksplantindan elde edilen kallus yapilarina ait bazi gorseller
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EK 3: Kaplanmamis kotiledon bogum eksplantindan sadece MS ortaminda elde
edilen bitkilere ait bazi gorseller
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EK 4: Kaplanmis kotiledon bogum eksplantindan sadece MS ortaminda elde edilen
bitkilerin bazi1 gorselleri
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