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KEKIK (Origanum minutiflorum) VE ADACAYI (Sideritis stricta)’NIN DOKU KULTURU
YOLUYLA COGALTIMI UZERINDE ARASTIRMALAR

Dudu OZKUM
6z

Bu calismada, Sideritis stricta Boiss. & Heldr. ve Origanum minutiflorum 0. Schwarz & P.H.
Davis’'un mikrogogaltimi arastirilmistir. In vitro kosullarda ¢imlendirilmis fidelerden alinan yaprak
parcalari ve govde eksplantlari (hipokotil, tek bogum ve sirgiin ucu), degisik 6-benzil amino pirin
(BAP) (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve naftalen asetik asit (NAA) (0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l)
kombinasyonlarini iceren Murashige ve Skoog MS) (Murashige and Skoog, 1962) ve Gamborg
(B5) (Gamborg et al., 1968) ortamlarinda kilttire alinmistir. Elde edilen surglnlerin alt kaltur
denemelerinde BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve 30 mg/l) ve NAA (0.1 mg/l) kombinasyonlarini veya kinetin
(2.0 ve 3.0 mg/ll) ve BAP (2.0 ve 3.0 mg/l) iceren MS ve B5 ortamlari, koklendirme denemeleri igin
0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l indol-3-butirik asit (IBA) iceren MS ve B5 ortamlari kullanilmistir. Her iki

tirun doku kiltird kosullarinda gogaltimina olanak saglayacak optimal kosullar belirlenmistir.

S. stricta tohumlarinin kabugu cikarilip geri kalan embriyo ve endosperm kismi B5 besin ortaminda
kiltdre alindiginda tohumlar % 100 oraninda ¢imlenmistir. B5 besin ortaminda ¢imlendirilen ve
baydtilen 30-40 gunluk fidelerden alinan tek bogum eksplantlari kullanilan tim hormon
kombinasyonlarinda stirglin olusumu bakimindan basarili eksplant oldugu, en basarili hormon
kombinasyonu ve ortamin ise 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA ve 20 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA
kombinasyonlarini iceren B5 ortamlari oldugu belirlenmistir. 1. ve 2. alt kilttirlerde en fazla strgin
olusumu 10 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonunu iceren ortamda gerceklesmis ve sirasiyla
eksplant basina ortalama 4 ve 2.11 adet slirgiin olusmustur. 2 alt kiltlr sonunda ¢ogaltim katsayisi
33.76 olarak belirlenmistir. En yiksek kok olusumu 4.5 mg/l IBA iceren B5 ortaminda, elde
edilmistir. Koklenen sirgunler dis kosulara basariyla aktarimis ve canlilik orani % 90 olarak

belirlenmistir.

O. minutiflorum tohumlari MS besin ortaminda kiiltire alindiginda % 100 oraninda ¢imlenmistir. MS
besin ortaminda cimlendirilen ve biyiltilen 30-40 ginlik fidelerden alinan tek bogum eksplantlari
kullanilan tiim hormon kombinasyonlarinda siirgiin olusumu bakimindan basarili eksplant oldugu,
en basarili hormon kombinasyonu ve ortamin ise 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/l| BAP + 0.1
mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlarini iceren MS ortamlari oldugu
belirlenmistir. 1., 2. ve 3. alt kiltirlerde en fazla strgin olusumu 20 mg/l BAP iceren ortamda
gergeklesmis ve sirasiyla eksplant basina ortalama 3.04, 3.73 ve 1.42 adet surgiin olusmustur. 3
alt kultdr sonunda gogaltim katsayisi 42.99 olarak tespit edilmistir. En yiksek kok olusumu 3.0 mg/I
IBA iceren MS ortaminda elde edilmistir. Kdklenen sirglnler dis kosullara basariyla aktarilmis ve

canlilik orani % 58 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Doku kultlrd, in vitro, mikrogogaltim, rejenerasyon, Origanum, Sideritis
Danisman: Prof. Dr. Rukiye TIPIRDAMAZ, Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii, Botanik Anabilim Dali.
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ABSTRACT

In this study the micropropagation Sideritis stricta Boiss. & Heldr. and Origanum minutiflorum 0.
Schwarz & P.H. Davis were investigated. Leaf segments and shoot explants (hypocotyl, single
node and shoot tip) taken from in vitro growing plantlets and cultured on Murashige and Skoog
(MS) (Murashige and Skoog, 1962) and Gamborg (B5) (Gamborg et al., 1968) media containing
different combinations of 6-benzyl amino purine BAP) (0.0, 1.0, 2.0 or 3.0 mg/l) and naphtalene
acetic acid (NAA) (0.0, 0.1 or 0.5 mg/l). MS and B5 media supplemented with BAP (1.0, 2.0 or 3.0
mg/l) and NAA (0.1 mg/l) combinations or only BAP and kinetin (2.0 or 3.0 mg/l) were used during
subcultures of shoot and Murashige and Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 1962) and Gamborg
(B5) (Gamborg et al., 1968) media supplemented with different concentrations of indole-3-butyric
acid (IBA) (0.0, 1.5, 3.0, 4.5 or 10.mg/l) were used for rooting experiments. The optimal conditions

for the propagation of both species under tissue culture conditions were determined.

A % 100 seed germination was achieved in S. stricta when the seed coat was removed and the
remaining endoperm and embryo cultured on B5 medium. The single node explants taken from 30-
40 days plantlets germinated and grown in vitro on B5 medium were the most succesful type of
explant in all hormone combinations used. B5 medium supplemented with 1.0 mg/| BAP + 0.1 mg/I
NAA and 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA was determined as the most effective medium for shoot
formation. At the first and second subculture, the highest shoot formation was achieved on medium
supplemented with 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, the mean number of shoots per explant being 4
and 2.11, respectively. The highest multiplication rate was 33.76 at the end of second subculture.
The best roooting was achieved on B5 medium supplemented with 4.5 mg/l IBA. The rooted shoots

were successfully acclimized to out door conditions with a survival rate of 90 %.

A % 100 seed germination was achieved in O. minutiflorum when the seeds were cultured on MS
medium. The single node explants taken from 30-40 days plantlets germinated and grown in vitro
on MS medium were the most succesful explant in all hormone combinations used. MS medium
supplemented with 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA and 3.0 mg/| BAP +
0.1 mg/l NAA was the most effective medium for shoot formation. At the first, second and third
subculture, the highest shoot formation was achieved on medium supplemented with 2.0 mg/l BAP,
the mean number of shoots per explant being 3.04, 3.73 and 1.42, respectively. The highest
multiplication rate was 42.99 at the end of the third subculture. The best roooting was achieved on
MS medium supplemented with 3.0 mg/l IBA. The rooted shoots were succesfully acclimized to out

door conditions with a survival rate 58 %.

Key Words: Tissue culture, in vitro, micropropagation, regeneration, Origanum, Sideritis.
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TESEKKUR

Bu calisma konusunun ve deneysel yontemlerinin belirlenmesinde ayrica
sonuglarinin degerlendirilmesinde her turll yardimini, yonlendirici destegini yakin
ilgisini ve c¢ok degerli katkilarini gordigim tez danismanim Prof. Dr. Rukiye
TIPIRDAMAZ’a tesekkdirlerimi sunarim.

Calismalarim suresince degerli katkilarda bulunan Tez Izleme Komitesi Uyeleri
Prof. Dr. Sebnem ELLIALTIOGLU’'na (Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce
Bitkileri Bolimi) ve Prof. Dr. Ekrem GUREL’e (Abant lzzet Baysal Universitesi
Fen-Edebiyat Fakultesi, Biyoloji Bolumu), fikirleriyle ve manevi olarak bana destek
olan basta Prof. Dr. Serpil TERZIOGLU, Dog¢. Dr. Hisni CAKIRLAR ve Dog. Dr.
Yasemin EKMEKCI olmak Uuzere tum degerli boélim hocalarima, deney
sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesinde yardimlarini gérdigim Dr. Serpil
AKTAS’a (Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi, Istatistik Bolimi), tohumlarin
temininde yardimci olan Prof. Dr. Hayri DUMAN’a (Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakdiltesi, Biyoloji Bolimu), Dr. Orhan UNAL’a, Ars. Gor. Hiiseyin CETIN’e ve Ars.
Gor. Aysegul AYHAN'a (Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimu),
tirlerin sistematik bilgilerinin kontroliinii yapan Uzm. Hasim ALTINOZLU ve Burcu

ELClye tesekkur ederim.

Calismalarim sirasinda yardimlarini aldigim Ars. Gor. Dr. Nuran Cicek’e, Ars. Gor.
Banu Efeoglu'na ve Ars. Gor. Gokcen BAYSAL'a (Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumii), yiksek lisans Ogrencisi Nazli OZBEK'e ve Ozel calisma
ogrencileri Ayse CAMALAN’a, Zeynep SENCAN’a, Umit BASARAN'a ve Mustafa
Eren SAHINER’e, desteklerini esirgemeyen tim dostlarima ve Erkan
GUNAYDIN’a tesekkiir ederim.

Her zaman maddi ve manevi olarak yanimda olup sevgi ve destekleriyle bana gti¢

veren aileme sonsuz tesekkurlerimi sunarim.

Ayrica, tez calismami proje (Proje No: 0401601004) olarak destekleyen Hacettepe

Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi Yetkililerine cok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER DIZINI

Sayfa
@ YRR i
AB ST RA CT ..ttt ittt et e e e ettt e e e s h bttt e e e e r e e e e an eeeeabrr e e e e e anraaaaaans il
TESEKKUR. ..ottt ettt et e b st e et e e st e et e e et st eeebeesre eesreesreeareas i
ICINDEKILER DIZINL....coiiiiiiiiiie ettt et e e e e e e e s e iv
SEKILLER DIZINL ...t e e et e e et e e et e e s e e e e aeaes vi
CIZELGELER DIZINL...oiiiiiiiiiiiiiee ettt ieeert e ee e e s snnneee s viii
SIMGELER VE KISALTMALARDIZINL .....iiuiii i e e e iX
R | TSP 1
2. ONCEKI CALISMALAR ...ttt ettt et eae e nae e ene 6
2.1. S. stricta’nin Genel OzelliKIEri.............cccooveiiiiiecieciee e, 6
2.2. Sideritis L. Cinsinin Kullanim Alanlari...........cccoooi e 7
2.3. O. minutiflorum’un Genel OzelliKIENi...........ccoevveeeieee e, 9
2.4. Origanum L. Cinsinin Kullanim Alanlari..........cccccoooiiiiiiiiin e 10
2.5. MIKIOGOGAITIM. ... e e e e e e e e e e e 11
2.6. Bazi Tibbi, Aromatik ve Endemik Bitkiler ile Lamiaceae Familyasina
Ait Degisik Turlerde Mikrogogaltim Calismalari..........cccccvvvvviiiiivieennnnnns 16
3. MATERYAL VE METOTLAR ...t e e e 27
3.1, Bitki Materyali........ccoouuuiiiiiiiie e 27
G Y/ =3 (o) = S 28
3.2.1. Tohumlarin Ylzey Sterilizasyonu...........ccccoeeeveeviiiiiiiiiieiiiiiieiies 28
3.2.2. Tohumlarin Cimlendirilmesi..........cooooiiiiiiiiiiii e 28
3.2.3. In vitro Kosullarda Yetistirilen Fidelerden Eksplant 1zolasyonu
Ve MIKIrOGOQatIMI.....cceuiiiiii i 31
3.2.4. Alt KUIEUr ASBIMASI......ceii ittt 33
3.2.5. Surgunlerin Koklendirilmesi ve Bitkilerin Dis Kosullara
ANSTITMASI. ..o 34
3.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler.................... 34
4. BULGULAR ...ttt et e e e et e e e e s st e e e ate e e e s snnnnneeaeean 37
4.1. S. stricta ile llgili Denemelerin Sonuclari............cccccviveviieeiiiciiicie e, 37
4.1.1. Tohum Cimlendirme ASamasi.........ccoeeeeiiiiiiie i 37
4.1.2. Mikrocogaltim ASAMASI.........cuuuiiieeiiiiiiiiie e e e e e e e e e e ee e 39
4.1.3. Alt KUIUE ASAMASI.....uiiiiiiiieiiiiiiiiiiiae e 44



4.1.4. Surgunlerin Koklendirilmesi ve Bitkilerin Dis Kosullara

AlSTIITIMAST ..o 48
4.2. O. minutiflorum ile ligili Denemelerin Sonuglari.............cccccceiiiiiiinnnnee. 53
4.2.1. Tohum Cimlendirme ASamasSi...........ccceeevvvveeeieieieeeeieeeieeeeeeeeee 53
4.2.2. Mikrogogaltim ASAMASI.......ccoeeeiiiiieeeeee e 53
4.2.3. Alt KUIEUP ASBIMASI.....coiiiiieiiiieeeiee ettt 58
4.2.4. Surgunlerin Koklendirilmesi ve Bitkilerin Dis Kosullara
1S 1 = L 61
5. SONUCLAR VE TARTISMA . ..ottt s nnee e e e 65
KAYNAKL AR et e e e e e et e e e e e ennes 79
o S I PRSPPI 90
e S PP 91
Cizelge 1. S. stricta’nin degisik eksplantlarinda ve farkli BAP ve
NAA kombinasyonlarindaki B5 ortamlarinda strgin olusumu
oranlarina ait varyans analiz sonuglari................cooooi i, 91

Cizelge 2. S. stricta’da 1. ve 2. alt kilttrlerde farkli BAP ve
NAA kombinasyonlarinin stirgiin olusum oranlarina ait
varyans analiz SONUGIAI....... ..o

Cizelge 3. Mikrogogaltim ve alt kiltir asamalarindan elde edilen
S. stricta surgunlerinin farkli IBA konsantrasyonlarindaki kok olusum
oranlarina ait varyans analiz sonuglari..............ccoooi i

Cizelge 4. O. minutiflorum’un degisik eksplantlarinda ve farkli BAP

ve NAA kombinasyonlarindaki MS ortamlarinda stirgtin olusum
oranlarina ait varyans analiz sonuglari...............coooi i

Cizelge 5. O. minutiflorum’da 1., 2. ve 3. alt klturlerde farkli BAP ve
NAA kombinasyonlarinin, farkli BAP ve kinetin dozlarinin
surgin olusum oranlarina ait varyans analiz sonuclari.........................o.es

Cizelge 6. Mikrocogaltim ve alt kltir asamalarindan elde edilen
O. minutiflorum surgtnlerinin farkli IBA konsantrasyonlarindaki

91

.92

kok olusum oranlarina ait varyans analiz sonuclari....................ccoo e eennns 94

OZGECMIS ...ttt



SEKILLER DIZINI

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.

Sekil 3.4.
Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sayfa
S. stricta’nin dogal yayilis alanindaki gértndsd..........................27
O. minutiflorum’un dogal yayilis alanindaki gérunusd................. 28
S. stricta tohumlarinin (a) ve O. minutiflorum tohumlarinin
(b) cimlendirme ortamlarindaki gorandsleri............cccccoeeeeeiiii i 30
Steril laminar akisli kabinde ¢alisma anindan bir gorinam............. 32
B5 ortaminda yetistirilen 30-40 gunlik S. stricta fidesi (a)
ve MS ortaminda yetistirilen 30-40 gunluk O. minutiflorum
FIAEST (). 32
Denemelerde kullanilan eksplant tipleri; hipokotil (a),
tek bogum (b) surgin ucu (c) ve yaprak parcgalari (d).................... 33
Calismanin yarataldagu iklim odasindan ve denemelerin
degisik asamalarindan bir gorinlm.............coecevviiiiiiieeeecceeiee e 35

Mikrogogaltim amaciyla S. stricta fidelerinden alinan eksplantlar;
hipokotil (a), tek bogum (b), stirgin ucu (c1-2) ve yaprak parcalari
(0 T PP P TP PR TRUUPPPPPPPPRPP 40

1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA iceren B5 ortaminda S. stricta
surgun ucu eksplantlarinin kiltirden 4-6 hafta sonraki
[0 o ] (1 1105 1 TR 43

2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren B5 ortaminda
kahverengilesmis S. stricta yaprak parcalari (a)
ve hipokotillerde olusan kalluslar (B)............cooevviiiiviiiiiiiiiiiiieeieee 43

S. stricta tek bogum eksplantalarindan 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/I
NAA iceren B5 ortaminda kiltirden 4-6 hafta sonra
0lUSAN SUIGUNIET ... e 44

3. alt kultirde, 3.0 mg/l BAP iceren B5 ortaminda S. stricta’nin
vitrifiye olmus (a,b) veya rozet seklinde gelismis surgunleri

1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonunu igceren B5 ortaminda
1. alt kdltare alinan S. stricta surguleri (a) ve 4 hafta sonra
elde edilen yeni strgunler (D,C)......ccuvvviviiiiiiiiiiiiiiiie 48

4.5 mg/l IBA iceren B5 ortaminda kdklenmis S. stricta fideleri....... 50

S. stricta fidelerinin ex vitro kosullara alistiriima asamalari (a-f)....51
Iklim odasindaki 4 aylik (a,b) ve 10 aylik (c,d) S. stricta bitkileri....52

O. minutiflorum’un embriyosuz (a) ve embriyolu (b) tohumlari

Mikrogogaltim amaciyla O. minutiflorum fidelerinden alinan
eksplantlar; hipokotil (a), tek bogum (b), stirgtin ucu (c) ve
yaprak pargalar (d).......ccoooeeeeeiiiiii 54

Vi



Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA iceren MS ortaminda O. minutiflorum
surgun ucu eksplantlarinin kiltirden 4-6 hafta sonraki
GOTUNUIMUL ... e e 57

2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda
O. minutiflorum’un kahverengilesmis yaprak parcalari (a)
ve hipokotillerde olusan kalluslar (B)............cccccovvie. 57

O. minutiflorum fidelerinden alinan tek bogum eksplantlarinda,
1.0mg/lI BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonu iceren MS
ortamlarinda kultir baslangicindan 4 hafta sonra olusan

RS0 [0 [0 1L P 57

2.0 mg/l BAP iceren MS ortaminda 1. alt kilttre alinan
O. minutiflorum surgunleri (a) ve 4 hafta sonra elde edilen
yeni surgunler

(o o) TR 61
3.0 mg/l IBA iceren MS ortaminda kéklenmis O. minutiflorum
L0 1= LT ¢ 63
O. minutiflorum fidelerinin ex vitro kosullara alistiriima

ASAMAIANT (A1) ..vvvriiiiiiii i 64

Vii



CIZELGELER DIZINI

Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.

Cizelge 3.3.

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Sayfa

MS ve B5 temel besin ortamlarinda bulunan besin maddeleri
ve oranlari (Murashige and Skoog,

1962; Gamborg etal., 1968 ).........ccoviiiiiiiii i 29
Mikrogogaltim amaciyla kullanilan MS ve B5 ortamlarinin
BAP ve kombinasyonlari.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieenn 31

S. stricta ve O. minutiflorum ic¢in alt kultir denemelerinde
kullanilan ortam ve hormon kombinasyonlari............c.ccccceeeevvnn e, 34

S. stricta’nin degisik eksplantlarinda ve farkli BAP ve NAA
kombinasyonlarindaki B5 ortamlarinda siirgiin olusum
(o] 7= o1 F= T TS UUUPPPPP 41

S. stricta’da alt kaltir denemelerinde farkli hormon
konsantrasyonlarinda stirglin olusum oranlari...............ccccccceee 45

Mikrogogaltim ve alt kiltir asamalarindan elde edilen S. stricta
surgunlerinin farkli IBA konsantrasyonlarini iceren B5
ortamlarindaki kok olusum oranlari.............cvviiiiineeiiiiiii. 49

O. minutiflorum’un degisik eksplantlarinda ve farkli BAP ve NAA
kombinasyonlarindaki MS ortamlarinda stirglin olusum oranlari..55

O. minutiflorum’da alt kiltir denemelerinde farkli hormon
konsantrasyonlarinda sirgin olusum oranlari.............ccccoeeevvvvennn. 59

Mikrogogaltim ve alt kilttr asamalarindan elde edilen
O. minutiflorum surgunlerinin farkli IBA konsantrasyonlarini iceren
MS ortamlarindaki kOk olusum oranlari...........cccccoecvvvvveenniiciinen 62

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI

BAP
BA
B5
B9
cm
°C
dm
g
GA3
HCI

IBA
km
KNO3

mg
mM
MS
mMS
NaOCl
PEG
sn
TDZ
pumol
MM
2,4-D
%

6-Benzil amino purin
6-Benziladenin

Gamborg besin ortami
2,2-dimetil hidrazid
Santimetre

Santigrat derece

Desimetre

Gram

Gibberilik asit

Hidroklorik asit
Indol-3-asetik asit
Indo}-3-butirik asit

Kilometre

Potasyum nitrat

Litre

Metre

Molarite

Miligram

Milimolar

Murashige ve Skoog besin ortami
Degistirilmis Murashige ve Skoog besin ortami
Sodyum hipklorit

Polietilen glikol

Saniye

Thidiazuron

Mikromol

Mikromolar
2,4-diklorofenoksi asetik asit
Ylzde



1. GiRiS

Lamiaceae ya da diger adiyla Labiatae (Ballibabagiler) familyasina ait bitkiler
hemen hemen bltin habitatlarda ve yulksekliklerde yetismekte, Kutuplar'dan
Himalaya'lara, Glney Dogu Asya'dan, Hawai ve
Avusturalya'ya, hatta Afrika ve Amerika'ya kadar genig bir alanda vyayilis

gbstermektedir (Heywood, 1996).

Lamiaceae familyasi dinyada yaklasik 224 cins ve 5600 tir ile temsil
edilmekte olup, en yogun bulundugu bdlge Akdeniz havzasidir (Hickey and
King, 1997). Turkiye, Lamiaceae familyasi igin 6nemli gen merkezlerinden birini
olusturmaktadir. Ulkemizde bu familya 45 cins, 565 tiir ve toplam 735
takson ile temsil edilmektedir (GlUner et al., 2000). Familyaya ait bitkilerin ¢cogu
tibbi ve aromatik 6zellikte olup, insanlarda ¢esitli fizyolojik etkilere sahip olmalari
nedeniyle eski caglardan beri gerek halk ilaci olarak; gerekse ilag, gida,
parfimeri ve kozmetik endustrisinde kullanilan bitkilerdendir. Lamiaceae
familyasindaki bilinen bitki tlrlerinden bazilari; kekik (Thymus vulgaris), yayla
kekigi (Origanum minutiflorum), ada ¢ay! (Salvia officinalis), nane (Mentha
longifolia) ve dag ¢ayi (Sideritis stricta)’dir (Baytop, 1983; 1987).

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir. Cagimizda
bilimsel arastirma stizgecinden gegirilen tibbi bitkilerin insanogluna bilinenden ¢ok
daha faydali ve hastaliklarin tedavisinde ¢ok 6nemli olduklari anlasiimaktadir.
Gunimuzde bitkilerle tedavi "fitoterapi" adiyla bilinen bilim dal haline gelmistir.
Tedavide dogaya dénis akimi olarak bilinen Yesil dalga ya da Yesil ilag tim
Avrupa ve Amerika'yl etkisi altina almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
yapilan bir calisma, dinyada yaklasik 21.000 bitki tOrinin ila¢ sanayiinde
kullanildigini  ortaya koymustur. Bu tibbi bitkilerden birisi de Origanum
(Mercankdsk=Sweet marjoram, Oregano)'dur (Ozhatay vd., 1997).

Sadece bir Ulkenin cografi sinirlari icinde yetisip baska bir yerde yetismeyen
bitkilere endemik bitkiler denir. Ulkemizde bulunan 10671 tiir ve alt tir(in 3488’

endemik olup endemizim orani Turkiye igin yUksektir (Glner et al., 2000).



Lamiaceae familyasinda bulunan bitkilerin cogu da endemiktir. Ulkemizde ticareti
yapilan ve yaygin olarak kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerden olan Sideritis ve

Origanum cinsleri familyada yer alan énemli cinslerdendir.

Tlrkiyede yetisen Sideritis cinsine ait 54 tir ve tlr alti taksondan 40 taksonu
endemik olup endemizm orani % 74'dir (Davis et al., 1988). Origanum cinsinin 25
taksonundan 16 tanesi endemiktir. Bu cins igin endemizim orani % 64’dir (Davis
et al.,, 1982; Duman et al., 1995; Kitiki, 1996; Duman; 2000). Her iki cinsin
endemizim oranlarinin yiksek olusu gen merkezlerinin Anadolu ve cgevresi

oldugunun bir gdstergesidir (Davis et al.,1982).

Sideritis tlrleri, bitkisel ¢ay ve halk ilaci olarak kullanilan bitkiler arasinda
6nem tasimaktadir. En cok bilinen &zellikleri ates dasltricl ve Ulsere karsi
(Villar et al., 1984; Palomino et al., 1996), antioksidatif (Triantaphyilou et al.,
2001; Koleva et al.,, 2002) ve antimikrobiyal (Rodriguez-Linde et al., 1994;
Aligiannis et al., 2001) oldugudur. Ulkemizde de Sideritis cinsine ait turlerin idrar
sOktirict  olarak, mide rahatsizliklarini gidermede, bdbrek taslarini
disirmede, soguk alginliklarinda ve seker hastaliginin tedavisinde kullanildigi
belirtiimektedir (Kaya, 1990). Ayrica, bazi Sideritis tlrlerinin ates districu oldudu,
karin agrisi giderici ve bas agrisina iyi geldigi de ifade edilmektedir (Arslan, 1999).
Eski caglardan beri S. strictadan hazirlanan cay, icerdidi ucucu yag, aci madde ve
tanen nedeniyle uyarici, istah agici, gaz séktirict, hazmettirici ve mide agrilarini
giderici fizyolojik etkileri nedeniyle halk ilaci olarak kullanilagelmistir. (Ozhatay vd.,
1997).

Origanum'lar agri  kesici (analjezik), cinsel gucl azaltici (anafrodizyak),
antioksidan, antiseptik, antispazmatik, antiviral, antibakteriyal, gaz giderici, kalbi
uyaricl, terletici, sindirimi kolaylastirici, idrar arttirici, adet séktirtcd, fungisidal,
balgam soktirict, mashil, sakinlestirici, tonik, mide rahatsizliklarini ve yaralari
iyilestirici etkilere sahiptir (Bernath, 1996; Kitiki, 1996; Sari vd., 2002). Origanum
glinliik hayatimizda da énemli bir rol oynamaktadir. Ozel tadindan dolayi bircok
yiyeceklerde yeri doldurulamaz bir baharattir. Tum dinyada baharat olarak
kullaniimasi yaninda bu bitkiden elde edilen ugucu yaglar antimikrobial, sitotoksit
ve antioksidant olarak kullaniimaktadir. Bundan dolayi bu bitkiler ekonomik 6neme



de sahiptirler. Bunun diginda Origanum'lardan elde edilen kekik suyu da astim ve
kronik bronsit gibi hastaliklarda, zayiflamada, yUksek tansiyonda, seker
hastaliginda, parazit dékmede ve kan dolagimini uyarmada kullaniimaktadir.

2005 yilinda Turkiye'nin dinya adacayi dretiminin yldzde 30'unu karsiladigi
bildirilmektedir (www.kobifinans.com.tr/article/articleview). Kultr yapilan Sideritis
cinsleri 3-5 ton civarinda, dogdadan toplananlar ise 1 ton civarinda olmak UGzere
yillk toplam 6 ton civarinda Sideritis hem i¢ piyasada kullaniimakta hem de ihrag
edilmektedir (H. Duman, 2006, s6zli gérisme). Origanum cinsi de Kkekik
ihracatinin en az % 90’in1 olusturmasi ile ayri bir éneme sahiptir. Turkiye 2005
yihinda 10400 ton civarinda ihracat miktari ve bundan elde ettigi 18 milyon
Amerikan dolar gelir ile diinyada en fazla kekik ihrac eden Ulkedir (Sar vd., 2002;
http://www.bahce.biz/organik/tibbi_organik.htm; K.H.C. Baser, 2006, s6zIU

gbrisme).

Fizyolojik etkileri ve ekonomik nedenlerden dolay! bu bitki gruplari 6nemini ve
guncelligini korumaktadir.

GUnUmUzde Lamiaceae familyasina ait bitkilerden bircogunun cesitli Ulkelerde
yetistiriciligi yapiimaktadir. Ulkemizde de bu familya icerisinde yer alan bitkilerin bir
bélimi dogal olarak yetismekte, bazilarinin da kiltiirii yapiimaktadir. Ornegin;
Origanum turleri dogal olarak dogadan toplanildigi gibi bazilarinin celikle ve
tohumla Uretimi de yapilmaktadir (Kokkini, 1996). Ayrica S. lycia ve S. stricta
tdrlerinin de Antalya yéresinde kiltlrt yapiimaktadir (Géktirk and Stmbul, 2002;
H. Duman, 2006, s6zli gérisme). Ancak, ticari agidan énemli olan bu tlrler,
¢ogunlukla dogadan toplanarak pazarlanmaktadirlar. Bunun yani sira bu tdrler,
yayilis gosterdikleri alanlarda cogunlukla yad elde etmek, cay yapiminda ve
baharat olarak kullanilmak Uzere ybére insani tarafindan da bol miktarda
toplanmaktadirlar. Bununla beraber tirlerin yayilis alanlarina giren kigik bas
hayvanlarin, buralarda otlamalari sonucu tiirler zarar gérmektedirler (Unal, 2003).
Bu faaliyetler sonucunda florada yogun bir tahribat s6z konusu olmakta ve bazi
endemik tlrler yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmaktadirlar. Origanum
cinsine ait O. minutiflorum ve Sideritis cinsine ait S. stricta tirleri de bu tehlike ile

karsikarsiya olan endemik tirlerdendir (Baser, 2001). Alinan tim o&nlemlere



ragmen, her yil tekrarlanan sékimler nedeniyle dogada giin gectikge azalan O.
minutiflorum tarl “Kirmizi Bllten” de Az Tehdit Altinda, Tehdit Altina Girebilir (LR
(nt) (Lower Risk, Near Threatened)) kapsamina ve S. stricta tiri de Az Tehdit
Altinda, Koruma Onlemi Gerektiren (LR (cd) (Lower Risk, Conservation
Dependent)) kapsamina alinmistir (Ekim vd., 2000; IUCN, 2001).

Bu bitkilerin tibbi ve aromatik niteligi nedeni ile dogada var olan stoklarinin
sOkulerek ihrag ediliyor olmalari bu gen kaynaklarimizin ginden gline azalmasina
neden olmakta, bu da var olani sbkmek yerine bitkiyi Uretmeye yonelik hizli ve
kontrolli c¢ogaltim ydntemlerinin  geligtirilerek  kullanilmasini  zorunlu hale
getirmektedir. Ticari amacglarla dogadan toplanan bitkilerin korunmasi amaciyla
uygulanabilecek en ideal alternatif yontemin “Gretim” oldugu tim dinyada kabul
edilmektedir. Doku kaltarQ teknikleri kullanilarak bitki Gretilmesi (mikrogogaltim), bir
cok bitki tirinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hizl ve
¢ok miktarda ¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir Uretim seklidir. Mikrogogaltim,
bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki
kisimlarindan (embriyo, tohum, gévde, slrgin, kok, kallus, tek hlicre ya da polen
tanesi) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde
edilmesi olarak tanimlanir. Eger bitkilerin uygun besin maddesi ihtiyaglari, hormon
ve kultir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogdaltim teknigi kullanilarak tim bitki
thrlerinin Uretilmesi mimkandir (Hartman and Kester, 1975; Mansuroglu ve Girel,
2001).

Bu amacla degisik bitki eksplantlar (hipokotil, kotiledon, sirgiin ucu, meristem, tek
bodgum), besin ortamlari, hormon kombinasyonlari, agar ve seker dizeyleri ve
yetistirme kosullari kullanilarak Lamiaceae familyasina ait bazi tibbi ve aromatik
Ozellikteki bitkilerin in vitro kosullarda Gretimi igin doku kualtdrd sistemlerini
gelistirmeye yonelik calismalar yapilmistir (Cellarova, 1992; Kumari and Saradhi,
1992; Garcia-Granados et al., 1994; Sajina et al., 1997; Ellialtioglu vd., 1998; lyer
and Pai, 1998; lyer and Pai, 2000; Tepe vd., 2002; Arafah et al, 2003; Tisserat ve
Vaughn, 2004). Bununla birlikte literatirde O. minutiflorum ve S. stricta tirlerinin
doku kdltiri  yoluyla cogaltimasina iliskin  yapilmig  bir arastirmaya

rastlanmamistir.



Bu calismada ekonomik degerleri ve endemik &zellikleri nedeni ile tehdit altinda
olan S. stricta ve O. minutiflorum’un in vitro kosullarda Uretilmesi ve etkin bir
Uretime olanak saglayacak optimal kosullarin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, degisik hormon kombinasyonlarini (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/I BAP, 0.0, 0.1
ve 0.5 mg /I NAA) iceren MS ve B5 ortamlarinda, in vitro kosullarda cimlendirilerek
blydtdlen fidelerden alinan farkli eksplant tipleri (hipokotil, tek bogum, stirgiin ucu
ve vyaprak parcalarl) kadltre alhinmigtir. Elde edilen strglUnlerin alt Kkaltar
denemelerinde BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve NAA (0.1 mg/l)
kombinasyonlarini ve ayri ayr kinetin (2.0 ve 3.0 mg/l) ve BAP (2.0 ve 3.0 mg/l)
iceren B5 ve MS ortamlari kullaniimigtir. Eksplant tipi, hormon kombinasyonu ve
farkli besin ortamlarinin sirgtin olusumu Uzerindeki etkileri, 0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10
mg/l IBA iceren kbklenme ortamlarinin strglnlerin kdk olusumu UGzerindeki etkileri

arastinimistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bu bélimde, sirasiyla bitkisel materyal olarak kullanilan S. stricta ve O.
minutiflorumun genel 6zellikleri belirtiimig, bu tlrlerin de icinde yer aldigi Sideritis
L. ve Origanum L. cinslerinin kullanim alanlari ile ilgili bilgiler verilmis daha sonra
ise bazi tibbi, aromatik ve endemik bitkiler ile Lamiaceae familyasina ait degisik

turlerin in vitro kosullarda ¢ogaltiimasi ile ilgili galigmalar 6zetlenmistir.
2.1. S. stricta'min Genel Ozellikleri

Cok yillik, 55-65 cm, gbévde basit, yesil veya sarimsi, tly 6rtlisl asagida basik,
salgisiz, Ustte salgili ve yayik salgisiz thyluddr. Alt yapraklar basik beyaz-ipeksi,
tlystzimsl, gévdenin ortasindaki yapraklar yesil, yumusak seyrek tlyll, yogun
ags! damarli, seritsi-mizraksidan seritsiye kadar degisen sekillerde, keskin sivri
uclu veya sivri uglu, ince disli, sapsiz, 3-5 x 0,5-1 cm’dir. Dairesel olarak dizilen
cicekler 10-18 adet, alttakilerin arasindaki uzaklik 1-83 cm, orta ve Usttekiler
sikisiktir. Orta brakteler yuvarlak-ylreksiden boébrek bicimliye kadar degdisen
sekillerde, 1-1.5 x 1-2 cm, u¢ kismi 2-3 mm, basik-tiyliden tlystze kadar cesitlilik
gbsterebilen, 2-3 mm boyunda salgisiz sillidir. Kaliks 10-11 mm, seritsi-mizraksi
disli, 3-4.5 mm, yayilan tayld, tip salgili tyladdr. Korolla sari, 12-15 mm, tuyld ve
ici kahverengi ¢izgilidir. Tohumlar findiksi, yumurta bigimli, kiigiik 3 mm, diz ve
kahverengi renklidir. 2n=32'dir. Habitati mese makiligi, deniz seviyesinden 915

m’ye kadar yayilis gosterir. Endemik Dogu Akdeniz elemanidir (Davis et al., 1982).

Bitki 4 farkli gelisim dénemi géstermektedir;

|. Ddnem: Ciceklenme Oncesi Dénem (Mayis-Haziran)
[I. D6nem: Ciceklenme Dénemi (Temmuz-AJustos)

[ll. Dénem: Tohum Dénemi (Eylul-Ekim)

V. Donem: Tohum sonrasi Donem (Kasim-Aralik)

Tar0n yayilis gésterdigi alanlar;

Tip 6rnegi: C3 Antalya, ig Akseki ve Antalya.

Antalya: Golbasi 29v-21vi 1882, Luscan.

Guneybati Anadolu. C2 Mugla. Tagsocagindan Fethiye’ye, Pesmen 517.



C3 Antalya: Termessus'dan Yenice Kahve'ye, 450-460 m. D.13940, Hub.-Mor.
8270.

S. stricta’nin ybresel isimleri; Antalya yoéresinde Tokali ¢ayi, Antalya-Kemer
yoresinde Tilkikuyrugu cayi, Antalya-Korkuteli yéresinde Dokuzdonlu veya Dag
cayidir (Aydin, 1993; Baytop, 1997).

2.2. Sideritis L. Cinsinin Kullanim Alanlari

Diinyada oldukga genis bir yayilisa sahip olan Sideritis cinsine ait tlr ve tir alti
taksonlar, cok farkh Ulkelerde tibbi amacla halk ilaci olarak kullaniimaktadirlar.
Sideritis cinsindeki tlrler, antimikrobiyal, antioksidatif, anti-enflamatuar, anti-
dlser gibi canllar Gzerindeki cesitli farmokolojik etkilerinden dolayi, farkl
ulkelerde drog olarak tiketilmektedirler (Villar et al., 1982; 1984; 1985; 1986; Diaz
et al., 1988; Alcaraz et al., 1989; Gergis et al., 1990; Rios et al., 1992; Rodriguez-
Linde et al., 1994; Palomino et al., 1996; Demo et al., 1998; Godo et al., 2000;
Villena et al., 2000; Triantaphyllou et al, 2001; Aligiannis et al., 2001; Navarro et
al., 2001; Koleva et al., 2002). S. mugronensis tirunin toprak Gstl kisimlari deney
hayvanlarinda otonom sinir sistemini uyarici ve hipotansif etkilidir. Ayrica diz kas
preparasyonlarinda spazmolitik etkisinin oldugu da ifade edilmektedir (Alcaraz et
al., 1989). Rus florasi kayitlarina gére; Kinm’da yetisen S. chlorostegia ve S.
catillaris tirlerinin gay olarak kullanildidi, S. conferta tirinin ise degerli fiksatif
regine igerigine sahip oldugu, ayrica S. montana'nin zararli yabani ot seklinde
atlan zehirledigi bildiriimektedir (Shishkin and Yuzepchuk, 1976). Ayni zamanda
Rus florasi'ndaki Sideritis cinsinin 16. ylzyil boyunca cesitli savaslarda yaralanan
insanlarin, yaralarinin iyilestiriimesinde kullanildigi éne surtimektedir. Yunanistan
ic pazarinda S. theezans, S. peloponnensiaca ve S. roeseri tirlerinin aromatik gay
olarak satildigina dair ¢cok eski kayitlar vardir (Uphof, 1968).

Ulkemizde Sideritis cinsine ait taksonlar 6zellikle bitkisel cay ve halk ilaci
olarak kullaniimaktadirlar. S. brevidens icel-Gllnarda adacayr olarak, S.
rubriflora ise icel-Anamur'da dag cayl olarak bilinmekte,
ve bulundugu yérelerde cay olarak tuketilmektedirler (Kirnmer et al., 1997). S. lycia
tirdndn hos bir aromaya sahip olmasi nedeniyle Antalya yoéresinde kaltGrinin



yapildigi belirtiimektedir (Goktirk and Simbdl, 2002). S. congestanin Mersin
ybresinde, S. libanoticanin Mersin ve Antalya ydéresinde, S. libanotica subsp.
linearis’in Mersin, Konya ve Afyon yoéresinde, S. pisidicanin Antalya ydresinde
tonik yapiminda kullanildigi ve ayni zamanda c¢ay olarak tiuketildigi, S. pisidicanin
ise bunlara ilaveten Konya y0resinde lapa halinde karin agrilarina karsi kullanildigi
belirlenmistir (Kirnmer et al., 1999).

Ulkemiz icin endemik oldugu belirlenen S. éztiirkii ise, adagay! olarak bilinmekte
ve yine ¢ay olarak halkimiz tarafindan tiketilmektedir (Ayta¢ and Aksoy, 2000).
S. wulcanica turl Elazig ilinde ates duslrict ve karin agrilarini giderici etkisi
sebebiyle cay olarak igilmekte, yine ayni ydrede basagrisi tedavisinde toz
haline getirildikten sonra burundan c¢ekilerek kullaniimaktadir (Arslan, 1999). S.
lycia turu ile farelerde yapilan bir denemede, anti-enflamatuar aktivitesinden dolayi
gastrik UOlsere karsi iyi geldigi bildirilmigtir (Akcos et al., 1999). Kaya (1990)'ya
gbre, S. congesta, S. arguta, S. argyrea ve S. libanoticanin enflizyon halinde halk
arasinda cay olarak icildigi belirtiimektedir. Bu tdrler ayni zamanda idrar
sOktlricu olarak, mide hastaliklarinda, bdbrek taslarini digtirmede, bazen de
soguk alginhginda Gilney Anadolu Bélgesi'nde kullaniimaktadir. S. perfoliata
enflizyon halinde soguk alginligi ve seker hastaligina
karsi, S. dichotoma ise enflizyon halinde soguk alginligina karsi etkilidir. S.
bilgerana, S. hispida, S. tmolea ve S. stricta istah agici ve gaz soOktirtcu
6zellige sahiptirler (Baytop, 1984).

S. germanicopolitananin iki alt tari de, tibbi déneminin yani sira park ve
bahcelerde sis bitkisi olarak yetistirimeye uygun estetik ve dekoratif bir
yaplya sahiptir. Bu ylzden park ve bahge dizenlemelerinde yer o6rtlcl
olarak veya kaya bahcelerinde kullanilacak ideal bitkilerden oldugu, ayni zamanda
yol kenarlarinin ve kayalik alanlarin bitkiler agisindan zenginlestirimesinde ve
erozyon kontrol calismalarinda kullanilabilecegi de agik¢a ifade edilmektedir
(Yucel, 1996).

Sideritis cinsine ait tdrlerin kimyasal bilesenleri ile ilgili pek ¢ok calisma
yapilmigtir. Bu calismalarin  ¢odu ucucu yag bilesenleri, flavonoidler ve

diterpenlere yodneliktir (Diaz et al., 1988; Garcia-Granados et al., 1994). Bunlara



ilave olarak varhigi bildirilen diger bilesikler steroller, fenilpropanoit heterozitleri,
lignanlar, iridoid heterozitleri, kumarinler, alkanlar, triterpenik saponozitler ve

serbest yag asitleridir (Akcos, 1994).

2.3. 0. minutiflorun’un Genel Ozellikleri

35 cm’e kadar boylanabilen ¢ok yillik yarigalilardir. ince tiylidir. Her gbévdede 4’er
cm’lik 10 c¢ift dal bulunur. Yapraklar sapli ya da sapsizimsi (yaprak sapi 6 mm
kadardir). Yapraklar ovat veya eliptiktir ve yaklasik 3-16 x 1-12 mm, tkeskin sivri
ugludur. igneler yaklasik 2-8 x 3 mm. Brakteler ovat ya da eliptik, 1-3 x 0.5-1.5
mm, nerdeyse kit uclu. Kaliks yaklagik 2 mm; Gst dudak loblu veya boyunun
yaklasik 2/5’i kadar olabilen tgenisge l¢gen digli; alt dudak asadi yukari (st dudak
kadar uzun, genisce ucgen disten olusmaktadir. Korolla beyaz renkli, 2,5-4 mm.
Tohumlar findiksi, yumurta bicimli, ki¢cik 1 mm, diz ve kahverengi renklidir.
Kayalik kiregli yamaclarda 1500-1800 m’de yayihig gosterir. Endemik, Dogu
Akdeniz elemanidir (Davis et al., 1982).

Bitki 4 farkli gelisim dénemi géstermektedir;

|. D6nem: Ciceklenme Oncesi Dénem (Mayis-Haziran)
[I. D6nem: Ciceklenme Dénemi (Temmuz-AJustos)

[ll. Dénem: Tohum Dénemi (Eylul-Ekim)

IV. Dénem: Tohum sonrasi Dénem (Kasim-Aralik)

Tar0n yayilis gésterdigi alanlar;

Tip Ornegi: C3 Antalya; Kemer, Tahtali Dagi, Cukur Yayla 1000 m. 15.viii.1947,
P.H. Davis 14185.

Calbal Dagi, Kar Cukuru-Feslikan Yaylasi arasi 1800 m. P.H. Davis 15402.
Gebiz, Bozburun Dagi, Tozlu CQukur Yaylasi-Bogaz Agzi arasinda P.H. Davis
15509.

O. minutiflorumun yoéresel isimleri; SUt¢Uler-Isparta yéresinde Esek kekigi, Antalya
ybresinde Toga kekigi veya Yayla kekigidir (Baytop, 1997).



2.4. Origanum L. Cinsinin Kullanim Alanlar

Origanum cinsinin kullanimi binlerce yil éncesine dayanir. incilde bahsedilen
‘hyssop’ (CQurdik, Zufa otu)un O. syriacum L. olduguna inanilr.
Avrupa'daki uzun hikayesine ragmen Origanum cinsi bu yuzyiln baginda
Amerika'ya girmistir (Bernath, 1996). Ulkemizde Origanum tirlerinin kullanimi cok
eski zamanlarda baglamig olup bitkinin kullanimi paleolitik déneme kadar
inmektedir (MO 50.000-7.000). ilk kayitlara, MO 1.600-1.200 yillarina ait Hitit
tablolarindaki resimlerde rastlanmistir. Baharat olarak kullanimi ise MO 7'nci
ylzyila kadar dayanmaktadir (Kitiki, 1996).

Geleneksel bir baharat ve halk ilaci olan Origanum bitkisini eski Yunanllar
guzel kokularinda, kozmetik ve ilaclarda kullanirlar ve "daglarin sevinci" anlamina
gelen "oregano" adiyla anarlardi. Origanum kelimesi Yunanca oros: dag ve ganos:
suUs kelimelerinden taremigtir. Genelde "oregano” veya "origan terimleri botaniksel
isimlerine gbére daha yaygindir. Arnavut dilinde karsiligi rigoni olan oregano terimi
Arnavutlarca sik kullaniimaktadir (Xhuveli ve Lipe, 1996). Origanum olmayan bir
cok bitki uluslararasi pazarlarda 'oregano' olarak bilinmektedir. Hatta bunlardan
bazilar Lamiaceae familyasina ait bile degildir (Bejilali, 1996).

Origanum'lar agri  kesici (analjezik), cinsel gucl azaltici (anafrodizyak),
antioksidant, antiseptik, antispazmatik, antiviral, antibakteriyal, gaz giderici, kalbi
uyaricl, terletici, sindirimi kolaylastrici, idrar arttirici, adet sékttrlcu, fungisidal,
balgam soktlrict, mushil, sakinlestirici, midevi, tonik, yara iyilestirici etkilere
sahiptir. Origanum gunluk hayatimizda énemli bir rol oynamakta ve 6zel tadindan
dolayi bircok yiyeceklerde baharat olarak kullaniimaktadir. Ayrica Origanum’lardan
elde edilen kekik suyu da astim ve kronik bronsit gibi hastaliklarda, zayiflamada,
ylksek tansiyonda, seker hastaliginda, parazit dékmede ve kan dolagimini
uyarmada kullaniimaktadir (Bernath, 1996; Kitiki, 1996; Sari vd., 2002). Origanum
cinsine ait tdrlerin kimyasal bilesenleri ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarin ¢ogu
ucucu yag bilesenleri, karvakol, timol, y-terpinen gibi bilesiklere ydneliktir (Bernath,
1996; Alves-Pereira and Fernandes-Ferreira, 1998; Socorro vd., 1998). Ayrica
glzel goértinimlerinden dolay! Origanum tirlerinin estetik amacli plantasyonlarda

kullanilabilmeleri de s6z konusudur (Kokkini, 1996).
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2.5. Mikrocogaltim

Doku kalttrt teknikleri kullanilarak bitki Gretmek, yani; mikrogogdaltim bir ¢cok bitki
tirinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hizli ve g¢ok
miktarda ¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir Gretim seklidir. Mikrogogaltim, bir
bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki
kisimlarindan (embriyo, tohum, gévde, slrgun, kdk, kallus, tek hlicre ya da polen
tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde
edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Mansuroglu ve Gurel, 2001). Egder bitkilerin
uygun besin maddeleri ihtiyaglari, hormon ve kiltir istekleri yeterince biliniyorsa,
mikrogogdaltim teknigi kullanilarak tim bitki tdrlerinin Gretilmesi mUmkindar
(Hartman and Kester, 1975). Mikrogcodaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi ydninden
6nemli avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlar; hastallk ve zararlilardan
arindirilmig bitkisel materyal elde edilmesi, kitlesel Uretimde Uretilen bitkilerde
fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) olmasi, alisilagelen yéntemlerden
daha kisa kaltdr suresine ihtiya¢ duyulmasi, zor dretilen tirlerin daha kolay Gretimi,
secilen belirli/Gstiin genotiplerin hizli Gretimi, Gretimde daha az verici (dondr)
kullanilmasi gibi yararlari ve somoklonal varyasyonlardan dolayi yeni gesitlerin
elde edilmesi seklinde siralanabilr. Ayrica kisa surede fazla bitkinin elde

edilebilmesi de diger bir avantajdir (Mansuroglu ve Gurel, 2001).

Basarili bir mikrogogdaltim bes asamada geceklesmektedir; 1) hazirhk asamasi, 2)
kiltdr baslangic asamasi, 3) surgln c¢ogaltim asamasi, 4) sdrgunlerin
koklendirilmesi ve 5) bitkilerin dig ortam kosullarina ahlstiriimasi (Debergh and
Read, 1993).

1) Hazirhk asamasi

Esas olarak bulagma problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla verici (donér)
bitkinin hijyenik kosullarda yetistiriimesini kapsamaktadir. Verici (dondr) bitkinin
vejetatif gelisme evresinde olmasi mikrogogdaltimda basariyi etkileyen etkenlerden
bir digeridir. Kultdr igin sdrgin gelisiminin hizli oldugu ve aktif blylimenin
bulundugu dénemler secilmelidir. Mikrogogaltimin basarisi eksplantlarin alindig

verici (dondr) bitkinin genotipi, saglik durumu ve yetisme kosullar (beslenme, 1sik,
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sicaklik, bitki blylme dizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme mevsimi) ile
dogrudan iligkilidir.

2) Kaltdr basglangic asamasi

Eksplant secimi ve sterilizasyonu, kultir ortamlarnin  sec¢imi ve kaltGrin
yurGtilecegi cevresel kosullarin belirlendigi agamadir. Mikrogogdaltimda gogunlukla
eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alti (aksiller) tomurcuklar secilmekle birlikte,
farkli organlar da eksplant olarak kullaniimaktadir. Ornegin 2-3 mm
blydkligindeki kdk parcalar (Huang and Chu, 1987), slirgiin ucu (Mariska et al.,
1991), yaprak, yaprak sapi ve cicek sapi pargalari (Chu and Huang, 1983;
Schwenkel and Grunewaldt, 1988), rizomlarin terminal ve lateral uclari (Pierik et
al., 1988), yaprak ve gbvde eksplantlari (Nakano et al., 1999), sogan pullar ve
yapraklari (Pelkonnen and Kauppi, 1999; Tipirdamaz vd., 1999; Cakirlar vd., 2000;
Tipirdamaz, 2003) basariyla kullaniimigtir.

Werbrouck ve Debergh (1994) eksplant secgiminde uyulmasi gereken bazi
Ozelliklere dikkat ¢ekmektedirler; bitkilerin toprak Ustd kisimlari toprak alti
kisimlarindan, bitki ic parcalar bitki dis parcalarindan daha az kontaminedir.
Eksplantin rejenerasyon yetenegi buyuklugine ve fizyolojik yasina baghdir.
Eksplantlar gelisme mevsiminin baslangicinda aktif blylyen sdrgtnlerden
alindiginda basarli sonuglar elde edilmektedir. Verici (dondr) bitkinin yatisme
ortamindaki 151k ve sicaklik kosullari, beslenme durumu ve yasi eksplantin
blylme ve gelisme basarisini etkilemektedir.

Arastiricilar, strgtn baydkliganin de énemli oldugunu ve slrgin ucundan alinan
eksplantin virlssliz olacak kadar buyUk, rejenerasyon yetenedini yitirmeyecek
kadar kiacUk olmasi gerektigini vurgulamaktadirlar. Terminal tomurcuk iceren
celikler ve btin tomurcuk, 0.5-1 mm’lik sdrgin ucglarina nazaran daha ylksek
oranda kontamine olmaktadir. Kigik sltrgin ucu eksplantlar dustk canlilik
oranina ve baslangi¢ta yavas gelisme 6zelligine sahip olmakla birlikte, virtslerle
kontrol edilen bazi karakterleri yok etmektedir (Bhojwani and Razdan, 1983).
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Mikrogogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan &énce tam
anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yéntemleri verici (dondr) bitkinin
yetistigi ortamin Ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa goére farklilik
gbstermektedir. Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve
uygulama sdresi sterilizasyonun basarisini etkilemekte ve bitki tarine gbére
degismektedir. Ayrica bitki dokularinin zarar gérmemesine dikkat edilmelidir
(Babaoglu vd., 2001).

Her bitki tdrd icin kullanilan besin ortamlari benzer maddeleri icermektedir. Bunlar,
inorganik maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol,
thiamin-HCI, adenin sulfat, pridoksin-HCI, nikotinik asit), bitki blylime
dlzenleyicileri (sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve seker, agar gibi diger
maddelerdir. Fakat kiltir amacina ve bitki 6zelligine bagh olarak ortam bilesimi ve
konsantrasyonlarinda degisiklik olabilmektedir (Scholten and Pierik, 1998).

Murashige ve Skoog (MS) ortami (Murashige and Skoog, 1962) bir ¢ok bitki icin
hem kultdr baglangicinda hem de surgiin ¢cogaltiminda kulaniimaktadir.

Kiltdr odasindaki 1sik, sicaklik ve nem gibi cevresel faktorler bitki turlerinin
istegine gbre degismekle birlikte 18-28 °C arasinda fakat ¢ogunlukla 23 °C
sicaklik, 16 saat 15k 8 saat karanlik fotoperyot, genellikle 30 pmol. m?. sn™" isik ve
¢ogunlukla beyaz floresan lambalar optimum kosullardir (Werbrouck and Debergh,
1994; Mansuroglu ve Girel, 2001).

3) Siirglin cogaltim asamasi

Genel olarak baglangi¢c igin kullanilan ortamlar c¢ogaltim asamasinda da
kullanilmakla birlikte, bazi durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki
dokularindan organ farklilagsmasinda oksin ve sitokininler énemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/oksin oraninin ytksek olmasi sirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin
yuksek olmasi kdk olugsumunu, oksin ve sitokinin ayni miktarda kullaniimasi ise
kallus olusumunu desteklemektedir. 6-benzil amino plrin (BAP) ¢ok sik kullanilan
ve genellikle olumlu sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/I sitokinin

cogu sistemde yeterlidir. Yiksek dizeyler, adventif sirgin olusumunu arttirma
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egilimindedir. Thidiazuron (TDZ) dusik konsantrasyonlarda (0.05-1.0 mg/l) etkili
oldugu icin umut veren bir sitokinindir. indol-3-asetik asit (IAA) ortamda cok az
stabil oldugundan, sentetik oksinlerden naftalen asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik
asit (IBA) tercih edilmekedir. Bunlarin surgin cogaltim asamasinda kullanilan
oranlari 0.1-1.0 mg/I'dir. Kallus olusumunu artirma egiliminde olan 2,4-
diklorofenoksi asetik asit (2.4-D)’in kullanimindan ise kaciniimaktadir (Werbrouck
ve Debergh, 1994).

Bitkilerin ¢cok hizli ¢ogaltiimasi onlarin totipotensi (tek hiicreden yeni bir birey
olusturma) 6zelline baghdir. Kulltire alinan hlcrelerden bitkilerin farkhlagsmasi
sUrgin-kék olusumu ya da somatik embriyogenesis ile meydana gelir. Kallustan
sUrgiin ¢ogaltilmasi yéntemi ile bitkilerin klonlanmasinda bazi sakincalari vardir:
Bu sakincalar hicrelerin stabil olmamasi, poliploid ve aneuploid bitkiler meydana
gelmesi ve bir ¢ok tdr icin uygulanmaz olusudur. Ayrica dokunun baslangictaki
bitki rejenerasyon kapasitesi zamanla alt kiltirlerde azalmakta ve sonunda yok

olmaktadir.

Yaprak koltuk alti (aksiller) ya da surgun tepelerinin (apikal) disinda herhangi bir
yerde olusan tomurcuklar adventif tomurcuk olarak adlandirilir. Kalluslardan
surgin farkllasmasi da adventif tomurcuk olarak ele alinmasina ragmen, bu
tomurcuklar kallus evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ ya da organ
parcasindan da olusabilmektedir. Bitki tGrlerinin klonal Uretiminde organlardan
dogrudan adventif strgin olusumu kallus yonteminden daha iyi sonuclar
vermektedir. Dogrudan bir organ ya da organ pargcasindan olusan adventif

tomurcuklar (strgunler) tek dize diploid bireyler olusturmaktadir.

Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak koltuklarinda bulunur ve her tomurcuk bir
strgiin gelistirme potansiyeline sahiptir. Mikrogogaltimda, aksiler dallanmayla
sUrgiin ¢ogalmasinin arttirlmasi uygun konsantrasyonda ve tipte sitokinin iceren
(oksinli ya da oksinsiz) besin ortamlarinda yapilir. In vitro sartlarda olusan
surgunler taze ortamlara aktarilarak aksiller dallanma ile sirgin c¢ogalmasi

sardurdlebilir.
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Aksiler dallanma ile sirgin c¢ogaltimi, kallustan sirgin olusumu veya dogrudan
adventif sirgin olusumuna gére baslangigta daha yavastir. Fakat her alt kiltlrde
sUrgiin sayisi logaritmik olarak artarak bir yil icinde astronomik rakamlara
ulagsmaktadir. Bu yéntemin klonal ¢ogaltimda ticari olarak yayginlasmasinin bir
diger nedeni ise strgln ucu hicrelerinin tek dize diploid olmasi ve kaltlr kosullari
altinda genotipik degisikliklere ¢cok az yatkin olmasidir.

Aksiller dallan kullanilarak yapilan mikrogcodaltimda ana bitkiden alinan tek
bogumlu gbévde veya dal segmentleri sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besin
ortaminda kultire alinir. Ortamdaki bliyime duzenleyicilerinin etkisiyle, aksiller
tomurcuklar bir veya birden fazla surgin meydana getirir. Daha sonra tekli
surgunler ayrilarak taze sirgin ¢ogaltim ortamina aktarnlir ve burada 3-4 hafta
icerisinde bir ¢ok yeni surgun elde edilir. Yeterli sayida sirgin elde edildikien
sonra bunlarin bir kismi ile g¢ogaltim islemi devam ettirilirken diger bir kismi
kdklendirme ortamina aktarilir. Yeterli kok sistemi gelistikten sonra, bitkiler iyi
drene olmus saksi topragina aktarilir ve ilk 10-15 giin boyunca yuksek nem altinda
tutulur (Bhojwani and Razdan, 1983).

4) Kéklendirme agamasi

Tam bir bitki olusturmak icin sdrgtnler, strgin olusturma ortamindan farkl bir
hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktariimaktadir. Strgtnler belli
bir uzunluga erigtikten sonra koklenme ortamina alinir. Tdrlerin  ¢ogunda
kdklenmenin desteklenmesi icin NAA ya da IBA (0.1-1.0 mg/l)y’e gereksinim
duyulur. Makro ve mikro tuzlarin konsantrasyonu ve uygulama zamani bu
ybntemin basarisini belirler. Yiksek seker konsantrasyonu (% 3-4) kdklenmeyi ve
bitkilerin kalitesini artirir.  Adventif ve aksiller sirgin gelisimi ortamlarinda
sitokininin varligr kdklenmeyi engellemektedir (Mansuroglu ve Garel, 2001).

5) Bitkilerin dig ortam kosullarina aligtiriimasi agsamasi

Steril kosullarda, disik 1sik yogunlugunda, yiksek nem iceren ve tim besin
maddelerinin bulundugu bir ortamda gelistirilen bitkilerin, daha distik nem, daha
yuksek 1sik diizeyi ve steril olmayan kosullara sahip dis ortama aktariimasi ¢ok
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dikkat isteyen bir islem olup, bunun asamali olarak yapilmasi gerekmektedir. In
vitro kosullarda gelisen kodklenmis bitkicikler dikkatli bir sekilde dis kosullara
aktarilmal ve yidksek nem (% 90-100) saglanmahdir. Asamal olarak saksilarin
Uzerine yerlestirilen cam kaplar agilarak hava sirkilasyonu saglanmali daha sonra

seradaki 6zel alanlarina alinmahdir (Preece and Sutter, 1993).

Mikrogogaltim asamalarinin bagariyla tamamlanmasi bitkiye uygun eksplant tipi,
sterilizasyon yontemleri, besin ortami bilesimi ve hormon kombinasyonlari ile

kaltar kosullarinin belirlenmesiyle mimkin olabilmektedir.

2.6. Bazi Tibbi, Aromatik ve Endemik Bitkiler ile Lamiaceae Familyasina Ait
Degisik Turlerde Mikrogcogaltim Calismalari

Kumari ve Saradhi (1992), O. wulgare L.nin kallus Kkiltriinden bitki
rejenerasyonunu ve hizli cogaltimini arastirmislardir. Calismada aseptik
kosullarda kulture alinan 15 glnlik fidelerden alinan kotiledon, hipokotil ve kdk
segmentleri eksplant olarak kullaniimigtir. Bu eksplantlar ayri ayr 2,4-D, NAA ve
BAP’In farkli kombinasyonlarini (0, 107, 10° ve 10®° M) iceren B5 ortamlarinda
kiltiire alinmiglardir. En yiiksek kallus olusumu 107 M 2,4-D iceren ortamda % 90
oraninda elde edilmistir. Kallus olusumu ic¢in en uygun eksplant kaynaginin
kotiledon olugu belirlenmistir. Kotiledon eksplantlari yalnizca BAP veya 107 M
veya 10° M NAA + BAP kombinasyonlarinda alt kiiltire alindiginda siirgiin
olusumu meydana gelmistir. Bununla birlikte 10° M NAA tamamiyla BAP’In siirgiin
olusturma etkisini baskilamistir. Genelde NAA tim eksplantlarda kék olugsumunu
tesvik etmistir. En yiksek siirgiin olusumu 10® M BAP + 10° M NAA iceren
ortamda % 95 olarak gergeklesmistir. 10° M IBA veya NAA iceren 1/2 Gamborg
(B5) (Gamborg et al., 1968) sivi ortaminin, kallustan c¢ikan strginlerin kdk

olusumuna esit sekilde etkili oldugu gdsterilmistir.

Nanenin (Mentha sp.) doku KkultirG ile c¢odaltiima olanaklarinin arastirildigi
calismalarda (Cellarova, 1992; Ellialtioglu vd., 1998) siirgiin ucu ve tek bogumlar
eksplant olarak kullanilmistir. 30 g/l sukroz ve 0.4 g/l agar dozu ve 2 mg/| BAP
iceren MS ortaminin ve pH 5.6’'nin etkin bir slrgln rejenerasyonu igin uygun
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oldugu belirlenmigstir. Eksplant basina ortalama 4-6 adet sirgtn elde edilmistir. En
iyi kbklenme ise hormonsuz MS ortaminda gergeklesmistir. Optimal kilttr kosullari
16 saat 11k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta, 2500 Ilks floresan 15131 olarak tespit
edilmigtir.

Yurekli ve Baba (1995) bazi endemik bitkilerin (Thymus sipyleus Boiss., Sideritis
sipylea Boiss.) doku kultiri yoluyla c¢ogaltiimasini ¢alismiglardir. Eksplantlarin
sterilizasyonu icin iki farkli sodyum hipoklorit (NaOCI) dozu (% 4.5 ve %10) 5, 8, 9
ve 10 dakika sirelerle denenmistir. Her iki tdr igin de eksplantlarin % 4.5 NaOCI
dozunda 10 dakika slreyle tutulmasinin sterilizasyon iglemi igin uygun oldugu
bulunmustur. Kallus, sirgin olusumu ve kdklenme 0.4 mg/l NAA ve 3 mg/l 6-
benziladenin (BA) iceren MS ortaminda gerceklesmistir. Kalluslardan slrgin
rejenerasyonu yukarida belirtilen ayni ortam bilesiminde elde edilmistir. Ayrica
strgunler kdklendiriimis ve dig ortamlara aktariimistir.

Erzen-Vodenik ve Baricevic (1996) Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Salvia
officinalis, Hypericum perforatum’un doku kiltarG ile ¢ogaltilmasini ¢alismislardir.
Bu dogrultuda slrgin ucu eksplant olarak kullanilmistir. Origanum ve Thymus’'un
cogaltimi pH’si 5.7 olan 6 g/l agar ve 25 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda elde
edilmistir. Salvia igin en uygun mikrogogaltim ortami ise 0.5 mg/I IAA ve 0.1 kinetin
iceren MS ortami olarak belirlenmistir. 0.010 g/l 2,2-dimetil hidrazid (B9) sentetik
blylme dlzenleyicisi iceren MS ortami tim tlrler icin kdéklenme oranini

arttirmigtir.

Arrebola ve Socorro (1997) adacayinin (Satureja obovata Lag.) mikrogogdaltimini
arastirmiglardir. Galismada tohumlar 0.57 mM gibberillik asit (GA3) ile muamele
edilerek, embriyo dormansisi ortadan kaldiriimis ancak GAs; uygulamasi kontrole
g6re in vitro kosullarda ¢imlenme oraninda énemli etki yapmamistir. In vitro ve in
vivo kosullarda yetigtirilen bitkilerden alinan tek bogum eksplantlarindan optimum
sUrgiin rejenerasyonu 2.22 mM BA iceren ortamda elde edilmistir. Strginlerin
kdklendirilmesi, surgunlerin 3 giin sureyle 4.92 mM IBA igeren kati veya sivi MS
besin ortaminda kulltire ahnip, oksinsiz MS ortamina transfer edilmesi ile
gerceklestiriimistir. Dis kosullara alistirilan bitkilerin yasama oraninin % 95’ten
daha fazla oldugu belirlenmisgtir.
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Sajina vd., (1997) baharat olarak kullanilan bazi énemli tarlerin (Thymus vulgaris,
Mentha spicata, Origanum vulgare) in vitro olarak ¢imlendiriimis fidelerinden alinan
sUrgiin ucu ve tek bogum eksplantlarini kullanarak bu tdrlerin mikrogogaltimi igin
gerekli kosullari optimize etmislerdir. Kallustan slrgiin rejenerasyonu bazi tdrler
icin 4-12 ayda blylme ortaminda alt kilttire almadan saglanmigtir.

Faria vd. (1998) Sideritis angustifolia yapraklarindan elde edilen protoplastlardan
rejenerasyonu tesvik eden faktérleri calismislardir. 6.0 mM BA ve 2.0 mM NAA
iceren degistiriimis sivi MS ortamlarinda protoplastlardan kallus elde edilmistir.
Daha sonra kalluslar katilastirilmis rejenerasyon ortamlarina aktarilmis ve adventif
strgtn farkhlagsmasi 8.0 mM BA ve 2.0 mM NAA iceren MS ortamlarinda
gelistirilen kalluslarda gdézlenmistir. Bu sirgUnler hormonsuz ortama aktarilarak

cogaltiimis ve kdklendirilmistir.

Origanum majorana L.’da in vitro kosullarda ydrGtalen galismada 2.0 mg/l BA
iceren MS ortaminda tek bogum eksplantlarindan ¢ok sayida strglnler elde
edilmistir (lyer ve Pai, 1998). Surgunler 0.2 mg/l IBA igceren MS ortaminda
koklendirilmis, bitkicikler giclendirilip topraga aktariimis ve yasama orani yaklasik
% 50 olarak belirlenmistir. O. majoranada yapilan bir baska in vitro rejenerasyon
calismasinda (lyer ve Pai, 2000), tek bogum eksplantlarindan ve kallustan bitki
rejenerasyonu saglanmistir. 2 mg/l BA ve karbon kaynagi olarak maltoz iceren MS
ortaminda kultire alinan tek bogum eksplantlari 40 kadar slUrgin vermistir.
Sarglnler 0.2 mg/l IBA varhdinda kéklendirilmistir. Tek bogum eksplantlarindan
kallus olusumu 0.4 mg/l 2.4-D iceren ortamda tesvik edilmistir. Bu kalluslar 3.0

mg/lI BAP ve 0.2 mg/l IBA iceren MS ortaminda organogenesis gdstermistir.

Socorro vd. (1998) Ispanya’nin endemik tird olan Origanum bastetanum’un in vivo
ve in vitro kosullarda mikrogogaltimi yapilmig bitkilerinin essansiyel yaglarini
karsilastirmali olarak arastirmiglardir. Calismada in vitro kosullarda bitkilerin
gogaltimi igin; O. bastetanuniun tohumlarini 5 hafta siireyle 24+1 °C 40 pmol. m™2.
sn”' 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullarda MS ortaminda kiiltire alarak
¢imlendirmiglerdir. Cimlenme oranini arttirmak amaciyla tohumlar farkl surelerde

0.57 mM GA; ile muamele edilmis ancak GA; muamelesi yapilmayan tohumlarda
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% 95 oranla en iyi ¢imlenme elde edilmistir. In vitro kosullarda elde edilmis
bitkilerden alinan tek bogum eksplantlar 8 g/l agar ve 0.22 uM BA igeren ¢odaltim
ortaminda kulltire alinmig ve 3 alt kdltdr ayni ortamda sOrdUrdlmustur.
Kéklendirme in vivo kosullarda da saglanmistir. Bitkiler giceklenme periyoduna

kadar yetigtirilerek essensiyal yag asitleri analiz edilmistir.

Erdag ve Yulrekli (2000), Thymus sipyleus Boiss.'un mikrogogaltimini
arastirmiglardir. Sterilize edilmis bitki tohumlari degistirilmis MS (mMS) ve Heller
ortamlarinda ¢imlendirilmistir. Daha sonra 0.4 mg/l NAA ve 3.0 mg/l BA igeren MS
besin ortamina aktarilan fideler ortamla temas ettikleri noktalardan kallus
olusturmuslardir. Yine ayni ortamda rejenere olan bitkicikler, 2 hafta sonra ¢oklu

strgln halini almig ve 4. alt kiltGr sonunda ayni ortamda kéklenmiglerdir.

Tisserat ve Silman (2000) Lamiaceae’de in vitro kosullarda yaptiklari calismada
Origanum vulgare ve Mentha piperitada surgin biyimesi ve morfogenetik
gelisme % 0.8 agar, 0.0 veya % 3.0 sukroz iceren MS ortaminda 8 hafta 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotta saglanmistir.

Minas (2001) Origanum dictamusun apikal meristemlerinden in vitro kosullarda
¢ogaltilmasini arastirmigtir. 0.5-1 mm boyutlarindaki meristem uglarini % 3 sukroz,
4.5 mg/l BAP, 0.009 mg/l IBA, 55.7 mg/l askorbik asit ve 25 mg/l phytagel iceren
MS ortaminda kiltlire almis ve bitkinin Uretimini basarmistir. Arastirici tim in vitro
cogaltim asamalan (eksplantlarin kudltire alinmasi, cogaltim ve koéklendirme

asamalari) icin de ayni ortam bilesimini kullanmigtir.

Jhumur ve Handique (2002), Polygonaceae’ye ait tibbi bir bitki olan Polygonum
microcephalum O. Don.un mikrogogdaltimini arastirmiglardir. Tek bogum
eksplantlari 3 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IAA kombinasyonu igceren MS ortaminda
kOltire alindiginda  sdrgin  rejenerasyonu ve c¢ogaltimi  saglanmigtir.
Mikrosurgunler 0.1-0.3 mg/l IAA veya IBA iceren MS ortaminda kdéklendirilmistir.
Kéklenmis bitkicikler bir ay sonra dig kosullara aligtiriimis ve tarlaya aktariimigtir.

Ari vd. (2002) Fabaceae’ye ait Turkiye icin endemik bir tlr olan Astragalus

chrysocholorus’'un c¢ogaltimi igin doku kuoltirG kosullarinin optimizasyonunu ve
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sekonder metabolitlerini aragtirmiglardir. Kallus olusumu 0.5 mg/l 2,4-D iceren MS
besin ortaminda slrgin eksplantlarindan elde edilmistir. Kdklendirme 0.4 mg/I
NAA veya 0.5 mg/l IBA i¢eren sivi MS ortaminda saglanmstir. Hicre suspansiyon
klltarleri ise yukarida belirtilen ortamdan elde edilen kalluslar kullanilarak
kurulmus ve sekonder metabolitlerin incelenmesi igin rutin olarak alt kilttrlere

alinmigtir.

Sarker vd. (2002) Rubiaceae’ye ait Paederia foetida L.’nin klonal c¢ogaltimini
arastirmiglardir. Potansiyel tibbi bir bitki olan P. foetida L.’nin tek bogum
eksplantlarindan elde edilen strgUnlerden 1.5 mg/| kinetin, 1.0 mg/| BAP ve 1.5
mg/l IBA’nin kombinasyonunu iceren MS ortaminda bitki olusumu saglanmistir.
NAA veya BAP’In 0.5-3.0 mg/l konsantrasyonlari da bitki olusumunu saglamis
ancak kinetin, BAP ve IBA kombinasyonunun bitki olusumu Uzerindeki etkisinin
daha iyi oldugu bulunmustur. NAA ve IBA ayni zamanda kallus olusumunu
indUklemigstir. 0.5-5.0 mg/| BAP c¢oklu slrgiin olusumunu uyarmis ve slrgin
gelisimini arttirmistir. Kinetin ise sirgin olusumu ve gelisminde yetersiz kalmistir.
2,4-D sadece kallus olusumunu indUklemistir.

Tepe vd. (2002) nane (Mentha longifolia) bitkisinde in vitro kosullarda kolkisin
uygulamalari ile poliploid bitkilerin elde edilmesini arastirmislardir. Acik arazide
yetisen nane bitkilerinden alinan tek bogum eksplantlari aseptik kosullarda 30 g/l
sukroz, 6 g/l agar, 0.5 mg/l BA iceren MS ortamlarinda kiltire alinmistir. Bir ay
sonra gelisen in vitro sUrgunlerden tek bogum eksplantlari ve sutrgin ugclari
hazirlanarak 100 ve 150 mg/l kolkisin iceren besin ortamlarinda 5, 7 ve 10 gln
sureyle vyetigtiriimis, bu uygulamanin ardindan kolkisin icermeyen taze besin
ortamlarina aktarilmiglardir. iki ay siireyle gelisen bitkiler serada dis kosullara
aktarilmig, k6k uglarinda kromozom sayimlari yapilarak poliploidi olusum oranlari
belirlenmistir. Kolkisin uygulamalarinda hem sdrgin ucu, hem de tek bodum
eksplantlarinin kullanilabilecegi, eksplantlarin 5 gin sureyle 100 mg/l kolkisin
uygulamasinin ardindan kolkisin icermeyen ortamlara aktariimasi halinde % 25-27
oraninda poliploid bitkiler elde edilebilecegi ortaya konmustur.

Arafah vd. (2003) Origanum syriacum’un in vitro kosullarda c¢ogaltimini
arastirmiglardir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 veya
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2.0 mg/l) kinetin, BA veya TDZ iceren MS ortamlari kullaniimigtir. En ylksek
sirgin olusumu 0.4 mg/l kinetin ve 0.8 veya 1.2 mg/l BA kullanilan MS
ortamlarinda elde edilmigtir. TDZ slirglin olusumunu uyarmamig, kallus olusumunu
induklemigtir. Kéklenme igin farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.1, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6
veya 2.0 mg/l ) NAA, IBA veya IAA igeren MS ortamlar kullaniimigtir. En yiksek
kdék sayisi 11.4 olarak 0.8 mg/l IAA igeren ortamda elde edilmistir. Kéklenmis
bitkicikler dis kosullara alistirlmig, topraga aktarilmig ve olgun bitkiler serada

yetigtirilmigtir. D1 kosullarda bitkilerin yasama orani % 90 olarak belirlenmistir.

Gattuso vd. (2003) Passifloraceae’ye ait Arjantin’in yerli tiri olan Passiflora
caeruleanin mikrogogaltimini ¢calismiglardir. Bu tlr geleneksel sakinlegtirici olarak
kullaniimaktadir. Yaprak eksplantlari 0.0, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/l| BA igeren MS
ortamlarinda kultire alnmistir.  Sitrgin olusumu basladiginda, surgunler
hormonsuz MS ortaminda, 24+2 °C, 60 pmol. m?. sn™, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyot kogullarinda kultire alinmigtir. BA icermeyen ortamda strgin
olusumu gbzlenmezken diger ortamlarda ¢oklu strgunler geligmistir. 50 giin sonra
ortalama ¢ogaltim orani 1.0 mg/I BA iceren ortamda % 62.43, 2.0 mg/l BA igeren
ortamda % 33.60 ve 4.0 mg/I BA iceren ortamda ise % 7.50 olarak belirlenmistir.

Goleniowski vd. (2003) Origanum vulgare x appeliinin meristem Kkultara ile
mikrocogaltimini  arastirmiglardir.  Calisma farkh  konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlarda BA ve NAA iceren MS ortamlarinin Origanum vulgare x
appelirnin mikrogogaltimi Gzerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Calismada 0.28
uM BA ve 0.5 pM NAA hormon kombinasyonunu igeren MS ortami slirgin
olusumu Uzerinde en etkin ortam bilesimi olmustur. Eksplant basina ortalama 22.2
adet surgun elde edilmistir. 60 gin sonra % 100 oraninda kbéklenmis bitkiler elde

edilmistir.

Makowczynska ve Andrezewska-Golec (2003) Plantaginaceae’ye ait tibbi agidan
6nemli bir tir olan Plantago asiatica L.’nin surgin ucu kaltGrd ile gogaltimini
calismiglardir. Bu amagla surgin uglarini IAA ve BAP veya kinetin iceren MS
ortaminda kiiltiire almislar ve en iyi sonucu 0.1 mg/dm® IAA ve 1.0 mg/dm® BAP
kombinasyonunu iceren ortamda elde etmislerdir. Alti hafta sonra bu slrginleri
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kdklendirmek amaciyla MS ortamina aktariimig ve 8 hafta icinde kdklenen
bitkicikler dis kosullara alistinimistir.

Perica (2003) Asteraceae’ye ait Centaurea rupestris L.’in in vitro kosullarda
c¢ogaltimini calismistir. Balkan-Alpler icin endemik olan, icerdigi flavoniod ile gugli
antifitoviral, antimikrobiyal ve antifungal etkiye sahip bu tirin c¢ogaltimi
saglanmistir. Tohumlarin aseptik olarak in vitro kosullarda gimlendiriimesi ile elde
edilen sdrgunler kaltdr baslangicinda eksplant olarak kullaniimigtir. En ylksek
cogaltim katsayisi eksplant bagina 11.88 surgin olarak 1.0 uM BAP ve 2.9 uM
2,4-D iceren MS ortaminda 3. alt kilttirde elde edilmistir. En iyi kbklenme % 58
oraninda 3.0 uM IBA igeren yari kuvvetteki MS besin ortaminda elde edilmistir.

Kdéklenmis bitkicikler saksilara aktariimis ve dis kosullara alistirilmistir.

Gao vd. (2003/4) tohum, kdk ve yapraklarinda bulunan rotenondan dolay! dogal
insektisit olarak kullanilan Fabaceae’ye ait Amorpha fruticosanin mikrogogaltimi
Uzerine BA ve kazein hidrolizatin etkisini arastirmislardir. 1/2 kuvetteki hormonsuz
MS besin ortaminda kiltire alinan tohumlardan elde edilen fidelerden alinan
apikal ve aksiler tomurcuklar eksplant olarak kullaniimigtir. 8.0 mg/l BA iceren MS
ortaminda kultire alinan eksplantlarin % 100’0 kdltir baslangicindan 6 hafta sonra
eksplant basina 4.94 adet surgin olusturmustur. Ayni ortam bilesimine alinan bu
strglinler coklu siirglin olusturmustur. Ortama 200 mg/dm?® kazein hidrolizat ilave
edilmesi alt kiltir basina 8.77°'ye kadar surgin sayisini arttirmistir. Ortama
hindistan cevizi sttu ilave edilmesi slrglin uzamasini arttirmig ve sirgunlerin daha
canli bayimesini saglamistir. 2.0 mg/dm3 IAA iceren 1/2 kuvvetteki MS ortaminda
alt kdltdre alinan sdrginlerden 3 hafta sonra % 82.53 oraninda slrgin olusumu

saglanmistir. KOkIU bitkicikler dig kosullara alistiriimigtir.

Zhao vd. (2003/4) Fabaceae’ye ait tibbi bir bitki olan Sophora flavescens Ait.in in
vitro kosullarda cogaltimini ¢alismiglardir. 1/2 kuvetteki MS ortaminda kulttre
alinan tohumlardan fideler elde edilmigtir. Fidelerden alinan tek bogum eksplantlari
farkl konsantrasyonlardaki TDZ, BA ve NAA kombinasyonlarini iceren 30 g/l
sukroz ve 7 g/l agar ilave edilmis MS ortamlarinda, 24 umol. m®. sn™', 16 saat
aydinlik 8 saat karanhk fotoperiyot kosullarinda kuoltire alinmistir. Olusan
surgunler de farkli konsantrasyonlarda NAA, IAA ve IBA iceren MS ortamlarinda
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kaltdre alinmistir. En iyi sirgin olusumu 8.88 pM BA ve 2.69 pM NAA
kombinasyonu igceren MS ortaminda ve en iyi kdk olusumu ise 5.37 NAA iceren
MS besin ortaminda gergeklesmistir. Strgin olusum orani % 93.4, kdk olusum
orani ise % 82.4 olarak tesbit edilmigtir. Eksplant bagina 4.2 adet surgin
olusmustur. Olusan strginler slrgiin olusumunu arttirmak igin ayni ortamda 6 kez
alt kaltare alinmig ve kdklendirilmis bitkicikler disg kosullara alistiriimigtir.

Benniamin vd. (2004) Capparidaceae’ye ait tibbi bir bitki olan Crateva magna
(Lour.) DC.’nin mikrogogaltimini arastirmiglardir. Tek bogum eksplantlari farkli
konsantrasyonlarda BAP ve 30 g/l sukroz iceren MS ortaminda kiltiire alinmigtir.
8.8 UM BAP iceren MS ortaminda 63.2+0.92 mm uzunlugunda eksplant basina
4.4+0.09 adet surgin olusmustur. Bu sutrginlerin kdklendirilmesi 9.84 uM IBA ve
0.54 uM NAA kombinasyonunu igeren 1/2 kuvvetteki MS ortaminda saglanmigtir.
Kdklendirilmig bitkicikler dis kosullara alistirilmig ve yasama orani % 68 olarak

belirlenmistir.

Miachir vd. (2004) Zingiberaceae’ye ait tibbi ve ticari agidan énemli olan Curcuma
zedoaria Roscoe’nin mikrogogdaltimini ve kallus olugsumunu c¢alismiglardir. Bu
amagcla farkli konsantrasyonlardaki (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 3.0 mg/l) BAP ve (0.0,
0.2, 0.5 ve 1.0 mg/l) NAA ayri ayr ya da kombinasyonlarini iceren, 8.0 g/l agar ve
30 g/l sukroz ilave edilmis MS besin ortaminda yetistirilen bitkilerin rizomlarinin
strgtn uclan ve meristemleri kullaniimistir. YlOksek konsantrasyonlarda BAP
iceren ancak NAA icermeyen ortamlarda surgun ucu eksplantlari % 72.3 oraninda
strgln olusturmustur. Bitkicikler basariyla dis kosullara ahstinimistir. Kallus
indiksiyonu ve gelisimi kdk pargalarinin 1 mg/I NAA igeren MS ortaminda karanlk

ve 2512 °C’de kdltire alinmasiyla saglanmigdir.

Prasad vd. (2004) Periplocaceae’ye ait sirgin ucu, tek bogum ve kotiledon
eksplantlari kullanarak tibbi bir bitki olan Cryptolepis buchanani Roem. &
Schult’nin in vitro kosullarda ¢ogaltimini arastirmiglardir. En iyi sonug¢ tek bogum
eksplantarindan elde edilmistir. Tek bogum eksplantlari farkli konsantrasyonlarda
sitokinin ya da sitokininle birlikte oksin veya gibberelin kombinasyonlarini igeren
MS ortamlarinda kdltire alinmigtir. Sitokinin tek basina ya da BAP ile birlikte
kullanildiginda slrgin olusumu Uzerinde en etkili olmustur. Eksplant basina 4.5-
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5.0 cm uzunlugunda, 12.5-13.0 adet sirgin olusumu 2.0 mg/l BAP, 0.1 mg/I
kinetin, 0.05 mg/l NAA ve 0.05 mg/l GAs kombinasyonunu iceren MS ortaminda
elde edilmigtir. Strgin olusum orani % 60 olarak belirlenmistir. Olugsan strglnler
farkh konsantarsyonlarda oksin; IAA, IBA ve NAA ve kombinasyonlarini iceren MS
ortaminda koklendirilmeye alinmistir. 1 mg/l IBA igceren MS ortaminda mikro
surgunlerin % 80’i yaklasik olarak sirgin basina 4.0-4.5 cm uzunlugunda 6.5-7.0

adet kok olusturmustur.

Tyagi ve Prakash (2004) Simmondsiaceae’ye ait Simmondsia chinensis (Link)
Schneider (Jojoba)'in 10 genotipinin mikrogogdaltimi i¢in kosullarin optimize
edilmesini aragtirmiglardir. Tarlada yetisen 5 disi ve 5 erkek jojoba genotiplerinden
alinan tek bogum eksplantlari MS ortaminda kultire alinmistir. Farkli genotiplerin
optimum sdrgln rejenerasyonu icin gerekli BA gereksinimlerinin farkli oldugu
belirlenmistir. Disi genotip (EC 99692) tek bogum eksplantari 10 uM BA iceren MS
ortaminda eksplant basina maksimum 10 slrgin olusturmus bunu eksplant basina
9.3 slirglin olusumuyla erkek geneotip (EC 171284) takip etmistir. Degisik genotip
klltdrlerinin - % 44-67’'sinde 50 pM IBA’in kdék olugsumuna neden oldugu
belirlenmistir.

Ayan vd. (2005) farkli sukroz igerikleri, bitki blylme dizenleyicileri ve eksplant
tiplerinin Hypericaceae'’ye ait Hypericum perforatum L.’da rejenerasyon yetenegi
ve hypericin igerigine etkilerini arastirmiglardir. Diinya literatiriinde St. John’s wort
olarak bilinen kantaron (Hypericum perforatum L.) gunimuizde depresyon
tedavisinde de yaygin olarak kullanilan ¢ok yillik bir tibbi bitkidir. Bitkinin
antidepresan etkisinin bir dianthrone pigmenti olan hypericidinden kaynaklandigi
disindlmektedir. Bu calismada hypericini doku kdltird yéntemiyle Gretmek ve
kantaron icin etkili bir mikrogogaltim sistemi tanimlamak amaglanmistir. Yaprak
parcalari ve gévde segmentleri 0.5, 1.0 veya 1.5 mg/I kinetin, 0.5, 1.0 veya 1.5
mg/l 2,4-D ve 30, 40 veya 50 g/l sukroz iceren MS ortamlarinda, karanlik sartlarda
2612 2C de 8 hafta boyunca kultire alinmiglardir. Bitki blyime duzenleyicileri
iceren batin ortamlarda kallus olusumu gézlenmistir. Ancak kallus olusum siklig
bakimindan en yiksek degerler 30g/l sukroz, 0.5 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetin
iceren MS ortaminda elde edilmigtir. Elde edilen kalluslar stirgtin olusumu icin 1.0
mg/l BA, kdék olusumu icin ise 1.0 mg/l I1AA iceren MS ortamlarinda kultire
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alinmiglardir. Kallus basina slrgin sayisi ve hypericin icerigi bu slrgunlerde
arastinlmistir. Yaprak parcalarinden gelisen stiginlerde bu degerler daha ylksek
olup kallus bagina 9 siirgiin ve % 0.048 oraninda hypericin tespit edilmistir. Elde
edilen sdrglnler basarili bir sekilde sera sartlarina adapte olmuslardir.

Chen ve Li (2005) Cin’e ait tehlike altinda ve tibbi bir tiir olan Saussurea laniceps
Hand.-Mazz.'in (Asteraceae) mikrogogaltimini ve kallus kultirinG galismislardir.
Hormon icermeyen MS besin ortaminda in vitro ¢imlendirilen 7-10 ginlik bitkilerin
0.5 cm x 0.5 cm yaprak eksplantlart NAA/2,4-D ve BA/kinetin iceren MS ortaminda
kaltdre alinmig ve 10 gun sonra kallus elde edilmigtir. 1.5 mg/| BA + 0.2 mg/| NAA
kombinasyonunu iceren ortama aktarihp 5 °C dlisUk sicaklikta inkiibe edilen
kalluslardaki sdrglin rejenerasyonu 23/20 °C’de inkiibe edilenlere gére dnemli
6lctide artmigtir. 0.2 mg/l NAA ieren 1/2 kuvvetteki MS ortaminda strglnlerin %
78’i kdklenmigtir. Bitkicikler dis kosullara aligtirilimis ve canlilik orani %63 olarak

belirlenmistir.

Gangaprasad vd. (2005) Asclepiadaceae’ye ait endemik ve tehlike altinda olan,
tibbi agidan énemli bir tir Decalepis arayalpathra (Joseph & Chandra) Venter'nin
mikrogogdaltimini ve ekorestorasyonunu arastirdiklari ¢alismalarinda tek bogum
eksplantlarini 0.1-5.0 mg/l BAP iceren MS ortaminda kultire almiglardir. 1.0 mg/I|
BAP igeren MS ortami en uzun slrgin olusumunu (6.8 cm) 60 giinde saglamistir.
Cogaltim asamasi icin in vitro kosullarda elde edilen nodlar ve slirgtin uglari 0.5
mg/l BAP iceren ortamlarda kiltire alindiginda 30 giinde 8 cm uzunlugunda 5-7
nod igeren surgunler olusturmustur. Daha sonrasinda 2-3 nod iceren 3-5 cm
uzunlugundaki mikro sdrginler 1.5 mg/l IAA iceren MS ortaminda kiltire
alindiginda 30 giinde ortalama 6.3 adet kok olusturmuslardir. Kéklenmis bitkicikler
dogal habitatlarina aktarilmiglar ve 2 sene sonra % 84 yasama orani ile bitkilerin

dogal kosullarina ahstirildigi rapor edilmistir.

Piatczak vd. (2005), Gentianaceae’ye ait Centaurium erythraea Rafn.’da sivi kalttr
sistemi kullanarak in vitro kosullarda g¢ogaltimini ve de elde edilen bitkilerden
farmakolojik olarak 6nemi olan sekoiridoid Gretimini ¢ahsmiglardir. In vitro
kosullarda 30 gUn bulyGtilmis fidelerden alinan sirgin ucu eksplantlarindan
surgin ¢ogaltimi 0.1 mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP iceren sivi MS ortami kullanilarak
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gelistirilmistir. 4 hafta icinde eksplant bagina 60 sirgin olusmustur. Bu deger, kati
ortamda elde edilen sirglnlerin 3 katindan fazladir. Sivi ortamda elde edilen
surgunler hormon icermeyen MS ve 1/2 kuvetteki MS ortamlarinda 4 ve 6 hafta
icinde sirasiyla % 77 ve % 85 oraninda koéklenmistir. Kéklenmis bitkicikler topraga
aktarilarak dig kosullara % 90 basariyla alistinlmistir. 10 haftalik bitkilerin
surgunlerinin 149 mg/g kuru agirhk’a kadar sekoiridoid glukozitleri biriktirdigi
belirlenmistir. Bu deger yabani bitki strginlerinde elde edilen miktardan édnemli

dizeyde fazladir.

Sadanandam vd. (2005) Combretaceae’ye tibbi bir bitki olan Terminalia bellirica
Roxb.’nin mikrogogdaltimini ¢calhsmislardir. Tek bogum eksplantlarindan aksiller
tomurcuk olusumunu saglamiglardir. Eksplantlar farkli konsantrasyonlarda BA ve
kinetin iceren MS ortamlarinda kiltire alinmistir. Birinci kdltirde 13.3 uM BA
iceren ortam en yuUksek strgin uzunlugunu (1.9+£0.2 cm) saglamistir. Strgtnler
ayrilip dusuk dizeyde BA (2.2, 4.4, 6.6 veya 8.9 uM) veya kinetin (2.3, 4.6, 6.9
veya 9.3 uM) iceren alt kilttrlere aktarildiginda en etkin siirgtiin indUksiyonu 4.4
UM BA iceren ortamda saglanmigtir. Strgunlerin kdklendiriimesi 4.9 uM IBA igceren
degistiriimis B5 veya Odunsu bitki ortaminda elde edilmistir. Kéklendirilmis bitkiler

seralara aktariimigtir.

Datta vd. (2006) Taxaceae'ye ait Taxus wallichiana (Zucc.)'’nin organogenezisini
ve bitki rejenerasyonunu calismislardir. insanlardaki tiimérlere karsi etkili taxan
maddesini igermektedir. Zigotik embriyolar 0.5 mg/l BA, 1.0-2.0 mg/l 2,4-D veya
NAA kombinasyonu ilave edilmis 1/2 kuvvetteki Lloyd ve MCCown ortamlarinda
kultdr baslangicindan 4 hafta sonra yesil ve sari olmak Uzere morfolojik olarak iki
farkll kallus kopmakti olusturmustur. Adventif strgin tomurcuk indiksiyonunun
optimum sikhdr % 63 olarak yesil kallus kompaktindan, 2.5 mg/l BA iceren 1/2
WPMSH ortaminda kultirden 4 hafta sonra elde edilmistir (her yesil kallus
kopmakti basina 3.0£0.67 sirglin tomurcuk). Ortama %1 aktif kdmdr ilave
edilmesi maksimum sirgin uzunluguna (2.15 cm) neden olmustur. Mikro
surgunler kiltdr baslangicindan 4 hafta sonra nitrat konsantrasyonu 1/5 oraninda
azaltilmis MS besin ortaminda kéklendirilmis ve kéklenme orani % 40 olarak tespit
edilmigtir.
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3. MATERYAL VE METOTLAR

Arastirma 2000-2006 yillari arasinda Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

B&IUM’ Une ait Doku Kiltlrt Laboratuvarinda yaratalmastar.

3.1. Bitki Materyali

Arastirmada bitkisel materyal olarak Bati ve Gliney Anadolu’da yetisen endemik
bir tlr olan Sideritis stricta Boiss. & Heldr. ve Bati Toroslarin Isparta ve Antalya
arasindaki dar bir seridinde yayilis gbsteren diger bir endemik tir Origanum

minutiflorum 0. Schwarz & P.H. Davis kullaniimistir.

S. stricta tohumlari dogal kosullarda yetistigi ve yogun yayilis gdsterdigi, C3
Antalya: Serik Tasagil-Beskonak, 20 km, 240 m, P. brutia agikhdi lokalitesinden H.
Duman, 8411, O. minutiflorum tohumlar ise, C3 Antalya: Saklikent Bakirli tepesi
etekleri, 1800 m lokalitesinden O. Unal, 1111 tarafindan toplanmistir. S. stricta ve
O. minutiflorum'un dogal yayilis alanlarindaki gértnasleri ile ilgili fotograflan
sirasiyla Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmistir.

Sekil 3.1. S. strictanin dogal yayilis alanindaki gériinisu.
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Sekil 3.2. O. minutiflorum’un dogal yayihs alanindaki gérinusgu.
3.2. Metotlar
3.2.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu
Tohumlarin ylzey sterilizasyonu Babaoglu vd. (2001)’nin tohum sterilizasyonu igin
6nerdigi yénteme gb6re yapilmistir. Buna gbére O. minutiflorum ve S. stricta
tohumlari birkag damla Tween-20 eklenmis % 10’luk NaOCI ¢dzeltisi icerisinde 25
dakika sUreyle tutularak dezenfekte edilmis, daha sonra (¢ kez beser dakika
sureyle steril saf su ile durulanmistir.
3.2.2. Tohumlarin Cimlendirilmesi
Gimlendirme denemelerinde temel besin ortami olarak MS ve B5 ortamlari

kullanilmigtir. Bu temel besin ortamlarinin igindeki maddeler ve miktarlari ile ilgili
bilgiler Cizelge 3.1’de verilmigtir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige and Skoog, 1962) ve B5 (Gamborg et al., 1968) temel
besin ortamlarinda bulunan besin maddeleri ve oranlari.

MS B5
Makro elementler (mg/l) (mg/l)
KNOs 1900 2500
NH4NO; 1650 134
KH2PO4 170 150
CaCl,.2H,0 440 250
MgSQ4.7H0O 370 150
Mikro elementler
MnSQO4.4H,0 22.30 10
ZnS04.7H.0 8.6 2
H3BO3 6.2 3
Kl 0.83 0.75
CuS04.5H,0 0.025 0.025
NazMoO4.2H,0 0.25 0.25
CoCl,.6H.0 0.025 0.025
Vitaminler ve aminoasitler
Myo-inositol 100 100
Tiamin 0.100 10
Nikotinik asit 0.5 1
Piridoksin HCI 0.5 1
Fe-selat
NaEDTA 37.30 37.30
FeS0,4.7H0 27.85 27.85
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Ortamlar % 0.6 oraninda agar ile katilastiriimis ve 30 g/l oraninda sukroz ilave
edilmigtir. Besin ortaminin pH seviyesi 5.7’e ayarlandiktan sonra kaynatilan
ortamlar; 2.5x10 cm boyutundaki cam tiplere 10’ar ml olacak sekilde
doldurulmusgtur. TUplerin agzi aliminyum folye kapak ile kapatiimig ve 15 dakika
streyle 121 °C’de otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi tamamlanan

ortamlar dikime hazir hale getirilmigtir.

Sterlize edilen tohumlar c¢imlendirimek Gzere MS ve B5 ortamlarina
aktarilmiglardir. S. stricta ve O. minutifloruma ait tohumlarin ¢imlendirme
ortamlarindaki fotograflar Sekil 3.3 a ve b’de verilmistir. Her iki tdr igin de her tlpte
bir adet tohum olacak sekilde toplam 300 tupe dikim yapilmigtir. Tohumlar
¢cimlenene kadar 14-21 gun boyunca karanlikta, 25 + 2 °C’de tutulup daha sonra
fide cikisi baslayinca 16 saat isik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta, 40 pmol. m2.sn™
floresan 15131 bulunan iklim odasinda kuiltire alinmigtir. Tohumlarda ¢imlenme

orani “%” olarak ifade edilmistir.

Sekil 3.3. S. stricta tohumlarnin (a) ve O. minutiflorum tohumlarinin (b)
¢imlendirme ortamlarindaki gérinusleri.
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3.2.3. in vitro Kosullarda Yetistirilen Fidelerden Eksplant izolasyonu ve
Mikrocogaltimi

Bitki blylme dlzenleyicilerinden; BAP’in 0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l ve NAA’in 0.0,
0.1 ve 0.5 mg/l konsantrasyonlarinin, 0.1 ve 0.5 mg/l NAA'in tek bagina kullanildigi
uygulamalar harig, on farkli kombinasyonlari kullanilarak hazirlanan MS ve B5
ortamlarn erlenmayerlere konulmus ve agizlar aliminyum folye ile kapatilarak
otoklavda sterilize edilmistir. Mikrogogaltim i¢in kullanilan ortam kombinasyonlari
Cizelge 3.2'de toplu olarak gdsterilmistir. Bu steril ortamlar daha sonra énceden
otoklavda 121 °C’de 45 dakika slreyle tutularak sterilize edilmis ve sogutulmus
petri kutularina ve cam kavanozlara konulmustur. Besin ortamlari 7 cm gapindaki
her bir cam petri kabina yaklasik 10 ml olacak sekilde, 6.5 x 7.5 cm boyutlarindaki
her kavanoza da 50 ml olacak sekilde doldurulmustur. Ortamlar, petri kutulari ve
kavanozlar igerisinde bir saat kadar bekleyince agarin etkisiyle jel kivamina
ulasmis ve dikime hazir hale gelmistir. Bu iglemlerin tamami laminar akish kabinde
(Sekil 3.4) steril sartlarda yapilmigtir.

Cizelge 3.2. Mikrogogaltim amaciyla kullanilan MS ve B5 ortamlarinin BAP ve
NAA kombinasyonlari.

BAP (mg/l)
NAA (mg/l) 0.0 1.0 2.0 3.0
0.0 + + + +
0.1 _ + + +
0.5 _ + + +

In vitro kosullarda elde edilmis 30-40 gunlik fidelerden (Sekil 3.5 a,b) alinan
yaprak parcgalari ve gévde pargalarn (hipokotil, tek bogum ve sirgiin ucu) (Sekil
3.6) eksplant olarak kullanilmistir. S. stricta ve O. minutiflorum igin sirasiyla her
uygulama grubunda toplam 40 ve 30 adet eksplant olacak sekilde, esit sayida
eksplant kullaniimasina 6zen g0sterilmigtir. Eksplantlar mikrogogaltim amaciyla
gelistiriimek Uzere GCizelge 3.2’de verilen hormon kombinasyonlarini igeren
ortamlara aktariimis ve 25+2 °C’de, % 40-50 nem, 16 saat 1sik ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta, 145 umol. m?. sn™ floresan 151§ bulunan iklim odasinda kiiltiire

alinmigtir.
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Sekil 3.4. Steril laminar akisli kabinde ¢alisma anindan bir gérinim.

Sekil 3.5. B5 ortaminda yetistirilen 30-40 gunlik S. stricta fidesi (a) ve MS
ortaminda yetistirilen 30-40 gunlik O. minutiflorum fidesi (b).
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Sekil 3.6. Denemelerde kullanilan eksplant tipleri; hipokotil (a), tek bogum (b)
stirglin ucu (c) ve yaprak parcalari (d).

3.2.4. Alt Kultar Asamasi

Mikrogogaltim asamasindan elde edilen yeni sirglnlerin bir kismi c¢ogaltim
katsayisini belilemek amaciyla 1., 2. ve 3. alt kiltrlere alinmistir. S. stricta tirG
icin alt kultir denemelerinde 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA hormon
kombinasyonunu ve sadece BAP (1.0-3.0 mg/l) igeren B5 ortamlarn kullaniimigtir.
O. minutiflorum tar0 igin ise 1.0 mg/| BAP + 0.1 mg/I NAA, 2.0 mg/| BAP + 0.1 mg/Il
NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlari ve sadece BAP (2.0-3.0
mg/l) veya sadece kinetin (2.0-3.0 mg/l) iceren MS ortamlar kullaniimistir. O.
minutiflorum igin alt kiltir denemelerinde MS ortaminin Fe-selat konsantrasyonu
iki katina ¢ikanlmistir. Her iki tOr icin alt kiltir denemelerinde kullanilan ortam
bilesimleri toplu olarak Cizelge 3.3'de verilmisitir. Tim alt kiltir denemelerinde her
uygulama grubunda S. stricta ve O. minutiflorum igin sirasiyla toplam 36 ve 48
adet surgun eksplant olarak kullaniimistir.
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Cizelge 3.3. S. stricta ve O. minutiflorum igin alt kultir denemelerinde kullanilan
ortam ve hormon kombinasyonlari.

Tiir Besin ortamm Hormon Kombinasyonlari
1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
‘§ BS 1 mg/l BAP
:3 2 mg/l BAP
3 mg/l BAP
1 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
" 2 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
g 3 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
T MS 2 mg/l BAP
=
S 3 mg/l BAP
< 2 mg/l Kinetin
3 mg/l Kinetin

3.2.5. Surgunlerin Koklendirilmesi ve Bitkilerin Dig Kosullara Alistiriimasi

Mikrogogaltim ve her alt kdltir asamasindan olusan sdrgunler, farkh IBA
konsantrasyonlari (0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l) iceren MS ve B5 ortamlarinda
koklendiriimeye aktariimistir. 3-4 hafta sonunda koéklenen sirginler dnce iklim
odasinda steril ‘perlit + toprak’ iceren 6.5 x 8 cm buyutundaki plastik kaplara
alinmigtir. Kaplarin Gzerine beher yerlestirilerek 7 glinde asamal olarak agilip
sulanarak, dis kosullara alismasi saglanmistir. Bitkiler 3 ay sonra 10 x 7.5 cm
boyutundaki klUgUk saksilara, 7 ay sonra da 14 x 13 cm boyutundaki blyUk
saksilara aktarilarak gelismeleri S. stricta turQ icin 12 ay sure ile, O minutiflorum

tOrd icin ise 3 ay sure ile izlenmistir. Bitkiler giin asir musluk suyu ile sulanmigtir.
3.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizler

Bltin denemeler Tesaduf Parselleri Deneme Desenine gbre 3 tekrarli olarak
yUritilmastdr. Gimlendirme, mikrogogdaltim, alt kiltir, bitkilerin kéklendiriimesi ve
dis kosullara ahgtiriimasi ile ilgili tim denemeler iklim odasinda yGratGaimuastar.
iklim odasinin kosullari; gimlendirme denemeleri igin karanlik, in vitro kosullarda

fidelerin gelismesi icin 16 saat 1s1k ve 8 saat karanlk fotoperiyotta, 40 umol. m.

34



sn”' floresan 1si§ olacak sekilde, mikrogodaltim, alt kiltir ve kéklendirme
denemelerinde ise 16 saat Isik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta, 145 umol. m*. sn™
floresan 1191 olacak sekilde ayarlanmistir. Sicaklik tim gelisme asamalari igin
25+2 °C'ye, nem ise % 40-50'ye ayarlanmistir (Cellarova, 1992). Calismanin
yaritalddgo iklim odasindan ve denemelerin degisik asamalarindan bir gérinim

Sekil 3.7°de verilmistir.

Sekil 3.7. Calismanin yiritdldiga iklim odasindan ve denemelerin degisik
asamalarindan bir gérinim.

Her iki bitki tirinde degisik eksplant tiplerinin ve farkli hormon kombinasyonlarinin
strgtn olusumu Uzerindeki etkileri eksplant basina olusan ortalama surgin sayisi,
strgln veren eksplant basina ortalama slrgun sayisi, strgin veren eksplant orani
ve gelisen eksplant oranlari (%) belirlenmigtir. Strgin veren eksplant oranlari,
surgin veren eksplant sayisinin dikilen eksplant sayisina bolintp 100 ile
carpilmasiyla hesaplanmistir. Benzer sekilde, gelisen eksplant orani, gelisen
eksplant sayisinin dikilen eksplant sayisina bolunip 100 ile carpilmasiyla
hesaplanmistir. Cogaltim katsayisi, mikrogogaltim asamasindaki eksplant basina
ortalama sdrgun sayisinin, 1., 2., 3.,....n. alt kdltir asamalarindaki eksplant bagina
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ortalama slrgun sayisi ile ¢arpiimasiyla hesaplanmistir. Eksplant tiplerinin ve
hormon kombinasyonlarinin  olusan slirgin sayisi Uzerindeki etki ve
etkilesimlerinin, alt kiltir agsamalarinda kullanilan hormon ve kombinasyonlarinin
eksplant basina olusan slrgin sayisi Uzerindeki etkileri, kdklendirme asamasi
denemeleri icin ise farkli IBA konsantrasyonlarinin kék olusumu Uzerindeki
etkilerinin 6nemi varyans analizleri ile incelenmistir. Varyans analizleri SPSS paket
programi ile yapilmigtir. Uygulamalar arasindaki farklarin énem kontroll ise
“Duncan Coklu Kargilastirma Testi” ile ortalamalar arasindaki farklar
karsilastirilarak belirlenmistir (Sokal and Rohlf, 1995).
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4. BULGULAR

Bu bélimde S. stricta ve O. minutiflorum’un in vitro kosullarda ¢ogaltimi igin en
uygun eksplant tipi, ortam, hormon kominasyonu, alt klltir sayisi ve ¢ogaltim
katsayisi belirlenmis, in vitro kosullarda kdklenen sdrganlerin dis kosulara
alistinimasi saglanmistir. GCalisma birka¢c asamada gergeklestirilmigstir. Birinci
asamada tohumlarin ¢imlendirme denemeleri, ikinci asamada in vitro kosullarda
yetigtirilen fidelerden eksplant izolasyonu ve mikrogcogaltim denemeleri, tGg¢lncu
asamada surgun olusumunun devam ettigi alt kaltir sayisi belileme denemeleri
kurulmustur. Dérdincl asamada ise rejenere olan surglnlerin kdklendiriimesi ve
dis kosullara alistirilmasi saglanmistir. ikinci agsamada farkli BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve
3.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l) kombinasyonlarini igeren MS ve B5 ortam
bilegimlerinin ve farkli eksplant tiplerinin (hipokotil, tek bodum, slirgin ucu ve
yaprak parcalarl) sirgiin olusumu (zerindeki etkileri belirlenmistir. Uglinci
asamada her bir alt kdltdr icin farkli BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve NAA (0.1
mg/l) kombinasyonlarini ve ayri ayri kinetin (2.0 ve 3.0 mg/l) veya BAP (2.0 ve 3.0
mg/l) iceren MS ve B5 ortamlarinin sirgiin olusumu UGzerindeki etkileri ve son
asamada ise farkli IBA konsantrasyonlarinin (0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l)
mikrogogaltim ve alt kilttrlerden elde edilen strglnlerin kék olugsumu Gzerindeki
etkileri arastirilmigtir. Bu asamalarla ilgili denemelerin sonuglari S. stricta ve O.
minutiflorum igin ayri bagliklar halinde verilmigtir.

4.1. S. strictaile ilgili Denemelerin Sonuclari

4.1.1. Tohum Cimlendirme Asamasi

Sterilize edilen tohumlar, hormonsuz MS ve B5 ortamlarinda, karanlikta, 25 °C’de
iklim odasinda c¢imlendiriimeye birakilmistir. Tohumlarda 3 ay sdreyle yapilan

gbzlemler sonucunda c¢imlenme gbzlenmemistir. Bu nedenle, tohumlari

¢imlendirmek amaci ile farkl metotlar uygulanmigtir.
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Bu metotlar;

1- Tohumlar her iki yizi kurutma kagidi ile kaplanmis, 1/2 Hoagland (Hoagland
and Arnon, 1938) c¢Ozeltisi ve ayrica saf su ile islatiimig steril petri kutularinda
10’ar adet olacak sekilde c¢imlenmeye birakilmistir. Ancak bu uygulama

sonucunda da tohumlarda ¢imlenme gerceklesmemigtir.

2- Yapilan literatir calismasinda (Martin, 2003) Sideritis tlrlerinde c¢imlenme
problemi oldugu ve bunun tohum kabugunun (testa) sert olmasindan
kaynaklandigi belirtiimektedir. Bu nedenle tohumlara degisik Sideritis tirleri icin
6nerilen bir uygulama yapilmistir (Martin, 2003). Buna gére, S. stricta tohumlarin
testasi 0 numara su zimparasi ile zimparalanmis ve tohum ylzeyi inceltilmistir. Bu
tohumlarin bir kismi, her iki yOzi kurutma kagidi ile kaplanmis ve saf su ile
islatiimis steril petri kutularinda 10’ar adet olacak sekilde oda sicakliginda,
karanlikta gcimlenmeye birakilirken, bir kismi da perlit iceren plastik kaplara ekilmis
ve 25 + 2 °C’ de, 16 saat Isik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta, 40 umol. m™. sn™
floresan 15131 bulunan iklim odasinda kultire alinmigtir. Fakat bu uygulamalar

sonucunda da tohumlarda ¢imlenmenin gergeklesmedigi géraimustar.

3- Tohumlar + 4-5 °C’de 24 saat bekletildikien sonra sterilize edilip MS ve B5
ortamlarinda in vitro kogullarda ve ayrica iki yizi kurutma kagidi ile kaplanmis ve
saf su ile 1slatiimis steril petri kutularinda in vivo kosullarda kultire alinmigtir. Bir
ay slreyle yapilan gbdzlemler sonucunda ne in vitro ne de in vivo kosullarda

¢imlenme gbézlenmemistir.

4- Tohumlar kaynamis su (100 °C) icinde 24 saat bekletilip sonra sterilize edilerek
MS ve B5 ortamlarinda in vitro kosullarda, ayrica iki yuzi kurutma kagidi ile
kaplanmig ve saf su ile i1slatiimis steril petri kutularinda in vivo kosullarda kaltire
alinmigtir. Bir ay sUreyle yapilan gézlemler sonucunda ne in vitro ne de in vivo

kosullarda ¢imlenme gézlenmemistir.

5- Sterilize edilmis tohumlar 25 x 102 M GAs ¢dzeltisi ile 24 saat muamele edilip
MS ve B5 ortamlarinda in vitro kosullarda ve ayrica iki ylzi kurutma kagidi ile
kaplanmig ve saf su ile islatiimig steril petri kutularinda in vivo kosullarda kultire
alinmigtir. Bu uygulamalardan dért hafta sonra in vitro kosullarda MS besin
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ortaminda % 10 oraninda, B5 ortaminda % 25 oraninda, in vivo kosullarda ise %

10 oraninda ¢imlenme gézlenmistir.

6- Sterilize edilmis tohumlarin testasi bir bistlri yardimiyla cikarilarak geri kalan
endosperm ve embriyo kismi MS ve B5 ortamlarinda kiiltiire alinmistir. iki hafta
sonra yapilan gézlemlerde MS ortaminda % 20 oraninda, B5 ortaminda ise % 100

oraninda ¢cimlenme oldugu belirlenmistir.

Bu bulgular 1s1ginda mikrogogaltim denemelerinde B5 ortaminda cimlendirilen ve
blayuttlen 30-40 gunlik fideler kullanilmigtir (Bkz. Sekil 3.5 a).

4.1.2. Mikrocogaltim Asamasi

Eksplant olarak kullanilan hipokotil, tek bogum, slrgtn ucu gibi gévde kisimlari ve
yaprak parcalarinin ve farkli BAP ve NAA kombinasyonlarindaki MS ve B5
ortamlarinin sirgiin olusumuna etkisi incelenmistir. Kullanilan eksplant tipleri ile
ilgili fotograflar Sekil 4.1'de go6rilmektedir. MS ortaminda kiltire alinan
eksplantlarda silrgiin olusumu gerceklesmemis, aksine kararmalar ve &lumler
meydana gelmistir. Bu nedenle MS ortami mikrogogaltim denemelerinden
cikarilmistir. Degisik eksplant tiplerinin, farkli BAP ve NAA kombinasyonlarindaki
B5 ortamlarinin stirgin olusumu Gzerindeki etkisi ile ilgili veriler Cizelge 4.1°de, bu

verilerin varyans analiz sonuglari ise Ek-1, Cizelge 1’de verilmigtir.
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Sekil 4.1. Mikrogogaltim amaciyla S. stricta fidelerinden alinan eksplantlar
hipokaotil (a), tek bogum (b), strglin ucu (c1-2) ve yaprak pargalar (di-2).
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Cizelge 4.1. S. strictanin degisik eksplantlarinda ve farkl BAP ve NAA
kombinasyonlarindaki B5 ortamlarinda strgin olusum oranlari.

Eksplant | BAP NAA Dikilen Ortalama Ortalama Siirgiin veren
(mg/l) | (mg/l) eksplant siirglin  sayist /| surglin sayisi/ | eksplant orani
sayisl eksplant sirgiin veren | (%)
(adet) eksplant
0.0 0.0 40 -- -- --
1.0 0.0 40 - -- --
1.0 0.1 40 — - -
= 1.0 0.5 40 -- -- --
2 2.0 0.0 40 - - -
S 2.0 0.1 40 - - -
T 2.0 0.5 40 - = =
3.0 0.0 40 -- -- --
3.0 0.1 40 -- -- --
3.0 0.5 40 -- -- --
Ortalama 40 -- -- --
0.0 0.0 40 1.25 (50) + 0.086 a* 1.25 (50) 100
1.0 0.0 40 0(0) 0(0) 0
1.0 0.1 40 4(160) +0.14 b 4 (160) 100
§ 1.0 0.5 40 3(120)+0.10¢c 3 (120) 100
k=2 2.0 0.0 40 1(40)+0a 1(40) 100
g 2.0 0.1 40 1(40) t0a 1 (40) 100
° 2.0 0.5 40 4(160) +0.14 b 4 (160) 100
3.0 0.0 40 2 (80) +t0.12d 2 (80) 100
3.0 0.1 40 0(0) 0(0) 0
3.0 0.5 40 1(40)+0a 1 (40) 100
Ortalama 40 1.725 1.725 80
0.0 0.0 40 -- -- --
1.0 0.0 40 -- -- --
5 1.0 0.1 40 0.5(20)+0 e 1 (20) 50
8 1.0 0.5 40 -- -- --
c 2.0 0.0 40 -- -- --
E) 2.0 0.1 40 - - -
P 2.0 0.5 40 -- -- --
3.0 0.0 40 -- -- --
3.0 0.1 40 -- -- --
3.0 0.5 40 -- -- --
Ortalama 40 0.05 0.1 5
0.0 0.0 40 -- -- --
_ 1.0 0.0 40 -- -- --
8 1.0 0.1 40 - - -
S 1.0 0.5 40 -- -- --
g 2.0 0.0 40 - - -
x 2.0 0.1 40 -- -- --
g 2.0 0.5 40 - - -
3 3.0 0.0 40 -- -- --
3.0 0.1 40 -- -- --
3.0 0.5 40 -- -- --
Ortalama 40 - - -

() parantez igindeki sayilar olugan toplam siirgiin sayisini ifade etmektedir.
* Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére ayni sutunda farkli harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemlidir (p<0.01).
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Varyans analiz sonuglari incelendiginde hormon ve eksplant etken ve
etkilesimlerinin sirgtn olusumu Uzerindeki etkilerinin istatistiksel olarak énemli
oldugu (p<0.01) gérulmektedir (Bkz. Ek-1, Gizelge 1).

Cizelge 4.1 incelendiginde farkh eksplant tiplerinin slrgln rejenerasyonu
Uzerindeki etkileri arasindaki farklarin énemli oldugu gérilmektedir (p<0.01).
Sargln ucu eksplantlarinin 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonu harig,
diger kombinasyonlarda gelismeye devam ettigi ancak yeni bir sirgin
olusturmadigi belirlenmistir. 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/| NAA kombinasyonunda ise
strgln ucu eksplantlarinin % 50’sinde eksplant basina 1 adet strgin olusmustur
(Sekil 4.2).

Hipokotil ve yaprak pargalarinin ise B5 ortaminda ve B5 ortamina ilave edilen BAP
ve NAA konsantrasyonlarinda sirgin olusturmadigr belirlenmigtir.  Yaprak
parcalarinin kahverengilestigi, hipokotillerde ise kallus olustugu gézlenmistir. Sekil
4.3.a’da kahverengilesmis yaprak parcalar, Sekil 4.3.b’de hipokotillerde kallus
olusumu gérilmektedir.

Tek bogum eksplantlarinin farkli BAP ve NAA kombinasyonlarinda olusturdugu
sirgun sayilari incelendiginde (Bkz. Cizelge 4.1) arasindaki farklarin da énemli
oldugu goértlmektedir (p<0.01). Tek bogum eksplantlarinin kullanilan tim hormon
kombinasyonlarinda surgin olusumu bakimindan en basarili eksplant oldugu
saptanmigtir. Kullanilan hormon kombinasyonlarinin etkileri ile karsilastirildiginda,
1.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlarinin
strgln rejenerasyonu (zerinde etkili olmadigi ve slOrgin olusturmadigi
belirlenmistir. Diger kombinasyonlar sirgin sayisini énemli dizeyde arttirmigtir.
Ancak 0.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA, 2.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA, 2.0 mg/l BAP +
0.1 mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA kombinasyonlarinin etkileri
arasindaki farklar istatistiksel olarak benzer oldugu gibi, 1.0 mg/| BAP + 0.1 mg/l
NAA ve 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA kombinasyonlarinin etkileri arasindaki
farklarda istatistiksel olarak biribiriyle benzer diizeyde olmustur.

1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA veya 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA hormon
kombinasyonu igceren B5 ortamlarinda kiltlr baglangicindan 4 hafta sonra sirgtn
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olusumu baglamis, eksplant basina 4 adet slirgiin ve 6 hafta sonra da gelismis
strglnler elde edilmistir (Sekil 4.4). Sonug olarak stirgiin olusumu bakimindan en
uygun eksplantin tek bogum, en uygun ortamlarin ise 1.0 mg/l| BAP + 0.1 mg/I
NAA ve 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA kombinasyonlarini iceren B5 besin
ortamlarinin oldugu ancak iki kombinasyonun etkileri arasindaki farkin ise énemsiz
oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.1)

Bu nedenle sonraki mikrogcogdaltim denemelerinde disik konsantrasyonda BAP ve
NAA iceren, 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/ NAA kombinasyonu ve tek bogum

eksplantlari kullaniimistir.

Sekil 4.2. 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/I NAA igceren B5 ortaminda S. stricta strgiin ucu
eksplantlarinin kiltirden 4-6 hafta sonraki gérinimd.

Sekil 4.3. 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren B5 ortaminda kahverengilesmis S.
stricta yaprak parcalari (a) ve hipokotillerde olusan kalluslar (b).
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Sekil 4.4. S. stricta tek bogum eksplantalarindan 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
iceren BS ortaminda kiltlirden 4-6 hafta sonra olugan strgdnler.

4.1.3. Alt Kultir Asamasi

Mikrogogaltim asamasinda elde edilen yeni slrglnlerin gogaltim katsayisini
belirlemek amaciyla 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/l BAP, 2.0 mg/| BAP ve
3.0 mg/l BAP iceren B5 ortamlari kullanilarak, bu ortam bilesimlerinin sirgln
olusumu Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Belirlenen sdrgin olusum oranlari
Cizelge 4.2'de ve bu verirlere ait varyans analiz sonuglari ise Ek-1, Gizelge 2'de

verilmistir
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Cizelge 4.2. S. stricta’da alt kiltir denemelerinde farkli hormon konsantrasyonlarinda stirgiin olusum oranlari.

Hormon Dikilen 1. alt kiiltirde 1. alt kiltirde 2. alt kiltirde 2. alt kiiltiirde Ortalama siirgiin sayisi/ eksplant
konsantrasyonu eksplant slirgiin veren kendi gelisen slirgiin veren kendi gelisen 1. alt kdiltdr 2. alt kaltar 1.+2. 3. alt kiiltiir
sayisi eksplant orani eksplant orani | eksplant orani | eksplant orani alt killtrler/2
(adet) (%) (%) (%) (%)
1.0 mg/l BAP + 0.1 36 100 0 83.3 5.6 4+0.39 a* 2111032 b 3.05 Vitrifikasyon
mg/INAA (36/36x100) (0/36x100) (30/36x100) (2/36x100) (144/36) (76/36) veya
rozet
olugsumu
1.0 mg/l BAP 36 72.2 27.8 67.7 11.1 233033 b | 1.8820.33 b 2.11 Vitrifikasyon
(26/36x100) (10/36x100) (24/36x100) (4/36x100) (84/36) (67/36) veya
rozet
olugsumu
2.0 mg/l BAP 36 75 25 83.3 16.7 192+036 b | 1.61£0.20 b 1.76 Vitrifikasyon
(27/36x100) (9/36x100) (30/36x100) (6/36x100) (69/36) (58/36) veya
rozet
olusumu
3.0 mg/l BAP 36 66.7 33.3 Vitrifikasyon Vitrifikasyon 1.28+0.19 b Vitrifikasyon 0.64 Vitrifikasyon
(24/36x100) (12/36x100) veya rozet veya rozet (46/36) veya rozet veya
olusumu olusumu olugsumu rozet
olusumu

* Duncan coklu karsilastirma testine gore her bir alt kiltlr igin, ayni sGtunda farkh harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir (p<0.01).
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1. ve 2. alt kiltirlerde farkli BAP ve NAA kombinasyonlarinin strgiin olusumu
Uzerine etkileri arasindaki farklarin énemli (p<0.01) oldugu tesbit edilmigtir (Bkz.
Ek-1, Cizelge 2).

Cizelge 4.2 incelendiginde 1. alt kiiltirde eksplant basina ortalama surguin sayisi
1.28-4 adet arasinda degistigi ancak 1.0 mg/I BAP, 2.0 mg/I BAP ve 3.0 mg/| BAP
iceren ortamlardaki sdrgin sayilarinin istatistiksel olarak ayni gruba girdigi

belirlenmistir.

2. alt kdltdrde ise 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/l| BAP ve 2.0 mg/l| BAP
iceren ortamlarin strgtn olusumu Uzerindeki etkilerinin ayni oldugu belirlenmistir.
3.0 mg/l BAP disinda diger ortam kombinasyonlarinda strgln sayisi ortalama
1.61-2.11 arasinda degismistir. 2. alt kiltirde 3.0 mg/| BAP iceren ortamda ve 3.
alt koltdrdeki tim ortam kombinasyonlarinda olusan yeni sirgunlerin vitrifiye
oldugu veya rozet seklinde gelistigi gézlenmistir. Surgtnlerdeki vitrifikasyon ve
rozet olusumlari Sekil 4.5’de gésterilmistir.

Vitrifikasyonu ve rozet olugsumunu engellemek icin alt kdltdr ortami olarak
kullanilan ortam bilesimlerine GAs'in farkl konsantrasyonlari (0.1 ve 0.5 mg/l)
ilave edilerek hazirlanan B5 ve 1/2 B5 ortamlarinda 3. alt kudltir denemeleri
yeniden kurulmustur. Ancak denenen ortam kuvvetlerinin ve GAgz’ in vitrifikasyon

ve rozet olusumunun engellenmesinde herhangi bir etkisi olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.5. 3. alt kultirde, 3.0 mg/l BAP iceren B5 ortaminda S. strictanin vitrifiye
olmus (a,b) veya rozet seklinde gelismis surgtnleri (c,d).

1. ve 2. alt kultirlerde en fazla sirgin olusumu 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
kombinasyonunu iceren ortamda gerceklesmis, bu hormon kombinasyonunun
strgin olugsumu Uzerine etkisi p<0.01 dizeyinde énemli bulunmustur. 1. alt
kiltirde eksplant basina ortalama 4 adet, 2. alt kdltirde 2.11 adet sirgin
olusmustur (Bkz. Cizelge 4.2). 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l| NAA kombinasyonunu
iceren B5 ortaminda 1. alt kdltire alinan siOrginler ve 4 hafta sonra bu
stirglnlerden elde edilen yeni strglnlerin fotografi Sekil 4.6’da verilmigtir.

2. alt kdltdr sonunda 1.0 mg/I BAP + 0.1 mg/| NAA, 1.0 mg/I BAP, 2.0 mg/| BAP ve
3.0 mg/l BAP iceren ortamlardaki cogatim katsayilar sirasiyla, 4x4x2.11=33.76,
4x2.33x1.88=17.52, 4x1.92x1.61=12.37 ve 4x1.28=5.12 olarak hesaplanmis ve
1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA igceren ortamin en basarnl ortam oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.6. 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonunu igeren B5 ortaminda 1.
alt kiltire alinan S. stricta surgunleri (a) ve 4 hafta sonra elde edilen yeni
surgunler (b,c).

4.1.4. Surgunlerin Koéklendirilmesi ve Bitkilerin Dis Kosullara Alistiriimasi

Mikrogogaltim asamasindan ve her alt kiltirden olusan sdrgunler farkh IBA
konsantrasyonlarini (0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l) iceren B5 besin ortamlarinda
kéklendirmeye alinmigtir. Bu ortamlarin kék olugsumu Gzerindeki etkileri ile ilgili
veriler Gizelge 4.3'de ve bu verilere ait varyans analiz sonuglari Ek-1, Cizelge 3'de
verilmigstir.
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Cizelge 4.3. Mikrogogaltim ve alt klltir asamasindan elde edilen S. stricta
surgunlerinin farkli IBA konsantrasyonlarini iceren B5 ortamlarindaki kdk olusum
oranlari.

Koklendirme Mikrocogaltim 1. alt kaltar 2. alt kaltar

ortamindaki asamasindan asamasindan asamasindan
IBA elde edilen elde edilen elde edilen
konsantrasyonlari stirglinlerin stirglinlerin stirglnlerin
kok olusum kok olusum kok olusum
orani orani orani
(%) (%) (%)

Hormonsuz 2+0.58 a* 3+0.58a 1+00a
1.5 mg/l IBA 32+231b 36£0.0b 28+1.16b

3.0 mg/l IBA 20+ 1.16¢C 18+1.16¢C 22+0.0c
4.5 mg/l IBA 38+0d 44 +1.16d 32+1.16d

10 mg/l IBA 18+2.31 ¢ 22+0.0c 14+0.0c

* Duncan ¢oklu karsilastirma testine goére ayni sttunda farkli harfler ile gésterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).

Ek-1, Cizelge 3’de farkh IBA konsantrasyonlarinin, S. stricta surgunlerinin kdk

olusum oranlan Uzerindeki etkisinin p<0.01 dizeyinde &énemli oldugu

g6rilmektedir.

Cizelge 4.3'de mikrogogaltim asamasi ile ilgili sonuglar incelendiginde 3.0 mg/l ve
10 mg/l IBA iceren ortamlarin kék olusumu Uzerindeki etkileri arasinda énemli
farkliik olmadigi belirlenmigtir. Diger asamalarda uygulanan farkh IBA
konsantrasyonlarinin kdk olusumu UGzerindeki etkileri arasindaki farklarin ise

6nemli oldugu bulunmustur (p<0.01).

Yapilan gézlemlerde 4-6 hafta sonra en ylksek k&k olusumunun 4.5 mg/l IBA
iceren ortamda gercgeklestigi gériimustir. Bu konsantrasyonda kdéklenme orani
mikrog¢ogaltim asamasindan elde edilen strgtnler icin % 38, 1. alt kultirden elde
edilen sirgunler icin % 44 ve 2. alt kultirden elde edilen siurgunler i¢in % 32 olarak
tesbit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.3). Ancak kdk olusum oranlari agisindan bu
asamalar arasindaki farklar énemsiz bulunmustur.
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Kokll fideler steril ‘perlit + toprak’ karnigimindan olusan ex vitro kosullara
aktarilarak dis kosullardaki gelismeleri izlenmistir. 4.5 mg/l IBA iceren B5 besin
ortaminda kéklenmis S. stricta fidelerinin fotograflar Sekil 4.7’de gérilmektedir.
Sekil 4.8'de S. stricta fidelerinin ex vitro kosullara alistiriima asamalari verilmigtir. 1
yil stre ile yapilan gb6zlemlerde fidelerin canliik orani tim k&klendirme
ortamlarinda % 90 olarak belirlenmistir. Mikrogogaltimi yapilmis S. stricta
bitkilerine ait fotograflar Sekil 4.9'da gdsterilmistir.

Sekil 4.7. 4.5 mg/l IBA iceren B5 ortaminda kéklenmis S. stricta fideleri.
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Sekil 4.8. S. stricta fidelerinin ex vitro kogullara alistiriima asamalari (a-f).
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Sekil 4.9 . iklim odasindaki 4 aylik (a,b) ve 10 aylik (c,d) S. stricta bitkileri.
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4.2. 0. minutiflorum ile ilgili Denemelerin Sonuclar

4.2.1. Tohum Cimlendirme Asamasi

Sterilize edilen tohumlar MS ve B5 ortamlarinda karanlikta, 25 °C’de iklim
odasinda ¢imlendiriimeye birakilmistir. iki hafta-21 giin siireyle yapilan gézlemler
sonucunda tohumlarda ¢imlenmenin her iki ortamda da ¢ok dusuk oranda (% 10)
oldugu belirlenmistir. Tohumlar stereomikroskop altinda incelenmis ve
¢ogunlugunun bos oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.10°da embriyosuz ve embriyolu
O. minutiflorum tohumlarinin stereomikroskopta ¢ekilmis fotograflari gérilmektedir.

Sekil 4.10. O. minutiflorum’un embriyosuz (a) ve embriyolu (b) tohumlari (x 63).

Embriyo iceren tohumlar secilerek cimlendirme denemeleri yapildiginda ise
¢imlenme orani MS ve B5 ortamlarinda sirasiyla % 100 ve % 20 olarak
belirlenmistir. Bu nedenle mikrogogaltim asamasindaki denemelerde MS
ortaminda ¢imlendirilen ve buytttlen 30-40 gunlik fideler kullaniimistir (Bkz. Sekil
3.5b).

4.2.2. Mikrocogaltim Asamasi
Eksplant olarak kullanilan hipokotil, tek bogum, slrgtn ucu gibi gévde kisimlari ve
yaprak pargalarinin ve farkh BAP ve NAA kombinasyonlarindaki MS ve B5

ortamlarinin sdrgiin olusumuna etkisi incelenmigtir. Kullanilan eksplant tipleri ile

ilgili fotograflar Sekil 4.11’de goérUlmektedir. B5 ortaminda kdltire alinan
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eksplantlarda sirgin olusumu gergceklesmediginden, aksine kararmalar ve élumler
meydana geldiginden bu besin ortami denemelerden ¢ikariimistir.

Degisik eksplant tiplerinin ve farkli BAP ve NAA kombinasyonlarindaki MS
ortamlarinin sdrgin olusumu Uzerindeki etkisi ile ilgili veriler Cizelge 4.4’'de, bu
verilerin varyans analiz sonuglari Ek-1, Gizelge 4’de verilmistir.

Sekil 4.11. Mikrogogaltim amaciyla O. minutiflorum fidelerinden alinan eksplantlar;
hipokatil (a), tek bogum (b), stirglin ucu (c) ve yaprak parcalari (d).
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Cizelge 4.4. O. minutiflorumun degisik eksplantlarinda ve farkli BAP ve NAA
kombinasyonlarindaki MS ortamlarinda sirgln olusum oranlari.

Eksplant | BAP NAA Dikilen Ortalama siirgiin | Ortalama Siirgin

(mg/l) (mg/l) eksplant sayisi / eksplant | siirgiin sayisi/ | veren
sayisi slirglin veren | eksplant
(adet) eksplant orani (%)

0.0 0.0 30 - -- --

1.0 0.0 30 - -- --

1.0 0.1 30 - -- --

= 1.0 0.5 30 - -- --
S 2.0 0.0 30 - - -
S 2.0 0.1 30 - - -
T 2.0 0.5 30 - - -
3.0 0.0 30 - -- --

3.0 0.1 30 - -- --

3.0 0.5 30 -- -- --

Ortalama 30 -- -- --
0.0 0.0 30 - -- --

1.0 0.0 30 - -- --

1.0 0.1 30 0.4 (12) £0.14 a* 2 (12/6) 20

§ 1.0 0.5 30 0.3(9) £0.085a 1.(9/9) 30
2 2.0 0.0 30 - -- --
i 2.0 0.1 30 0.8(24) £0.31b 4 (24/6) 20
° 2.0 0.5 30 0.3(9)+0.085a 1(9/9) 30
3.0 0.0 30 - -- --

3.0 0.1 30 0.6 (18) £ 0.18 ab 2 (18/9) 30

3.0 0.5 30 0.3(9) +0.085a 1.(9/9) 30

Ortalama 30 0.27 1 16
0.0 0.0 30 - -- --
1.0 0.0 30 - -- --
5 1.0 0.1 30 - -- --
S 1.0 0.5 30 - -- --
c 2.0 0.0 30 - -- --
) 2.0 0.1 30 - - -
2 2.0 0.5 30 - -- --
3.0 0.0 30 - -- --
3.0 0.1 30 - -- --
3.0 0.5 30 - -- --

Ortalama 30 -- -- --
0.0 0.0 30 - -- --
_ 1.0 0.0 30 - -- --
S 1.0 0.1 30 -- - -
S 1.0 0.5 30 - -- --
g 2.0 0.0 30 - - -
x 2.0 0.1 30 - -- --
S 2.0 0.5 30 - - -
S 3.0 0.0 30 - -- --
3.0 0.1 30 - -- --
3.0 0.5 30 - -- --

Ortalama 30 -- -- --

() parantez igindeki sayilar toplam siirglin sayisini ifade etmektedir.
* Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére ayni stutunda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemlidir. (p<0.01).
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Varyans analiz sonuglari incelendiginde hormon ve eksplant tipi etken ve
etkilesimlerinin sirgtn olusumu Uzerindeki etkilerinin istatistiksel olarak énemli
oldugu (p<0.01) gérulmektedir (Bkz. Ek-1, Cizelge 4).

Cizelge 4.4 incelendiginde farkh eksplant tiplerinin slrgln rejenerasyonu
Uzerindeki etkileri arasindaki farklarin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.01).

Sargln ucu kullanildiginda dikimden 4 hafta sonra yeni siirgiin olusmadigi ancak

var olan surguanlerin gelistigi go6zlenmistir (Sekil 4.12).

Yaprak parcalari ve hipokotil eksplatlarinda yukarida belirtilen deneme
kombinasyonlarinda herhangi bir gelisme olmadidi ve eksplantlarin blylk oranda

kahverengilestigi gézlenmistir (Sekil 4.13).

Diger eksplantlarla karsilastirildiginda kullanilan tim hormon kombinasyonlarinda
sUrgiin olusumu bakimindan sadece tek bogum eksplantlarinin basarili oldugu
tespit edilmistir. Tek bogum eksplantlarinin farkl BAP ve NAA kombinasyonlarinda
olusturdugu surgun sayilari incelendiginde (Bkz. Gizelge 4.4) ararsindaki farklarin
da 6nemli oldugu gorilmektedir (p<0.01). Sdrgln olusturma etkileri bakimindan
kullanilan hormon kombinasyonlari karsilastirildiginda, tek bogum eksplantlarinda,
2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonu iceren MS ortaminda kultir
baslangicindan 4 hafta sonra sirgin olusumu baslamig, strgin veren eksplant
basina 4 adet surgin elde edilmistir. 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA ve 3.0 mg/l
BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlarini igeren MS ortamlarinda ise siirgiin veren
eksplant basina 2 adet sirgin elde edilmistir (Bkz. Cizelge 4.4) ve olusan

surgUnlere ait fotograflar Sekil 4.14’de verilmigtir.
0.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA, 1.0 mg/| BAP + 0.0 mg/l NAA, 2.0 mg/| BAP + 0.0

mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA kombinasyonlarinin sirguin

rejenerasyonu Uzerinde etkili olmadigi ve strgin olusturmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.12. 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA iceren MS ortaminda O. minutiflorum
stirgtin ucu eksplantlarinin kiltirden 4-6 hafta sonraki gérinimi.

Sekil 4.13. 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda O.
minutiflorum’un kahverengilesmis yaprak pargalari (a) ve hipokotillerde olusan
kalluslar (b).

Sekil 4.14. O. minutiflorum fidelerinden alinan tek bogum eksplantlarinda, 1.0 mg/l
BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonu igeren MS ortamlarinda kiltir baglangicindan
4 hafta sonra olusan surgunler.
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Sonug olarak, surgin olusumu bakimindan en uygun eksplantin tek bogum, en
uygun ortamlarin ise 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/| BAP + 0.1 mg/l| NAA
ve 3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlarini iceren MS besin ortamlarinin
oldugu belirlenmigtir. Tom bu ortam kombinasyonlari sonraki mikrocogdaltim

denemelerinde kullaniimigtir.

4.2.3. Alt Kultiir Asamasi

Mikrogogdaltim asamasinda elde edilen yeni surgUnlerin ¢ogdaltim katsayisini
belirlemek amaciyla 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA,
3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 2.0 mg/l BAP, 3.0 mg/l BAP, 2.0 mg/I Kinetin ve 3.0
mg/l Kinetin iceren MS ortamlar kullanilarak, bu ortam bilesimlerinin slrgin
olusumu Uzerindeki etkileri arastiriimigtir. Eksplant basina olusan stigin sayilari
Cizelge 4.5de ve bu verilere ait varyans analiz sonuglari Ek-1, Cizelge 5'de

verilmigtir.

58



Cizelge 4.5. O. minutiflorumda alt kultir denemelerinde farkli hormon konsantrasyonlarinda surgiin olugsum oranlari.

Hormon Dikilen 1.alt 1.alt 2.alt 2.alt 3.alt 3.alt Ortalama siirgiin sayisi/ eksplant
konsantrasyonu eksplant | kultirde kultirde kiltirde kultirde kiltirde kultirde 1. alt kiltir 2. alt kaltar 3. alt kultar 1.+2.+3
sayisi slirglin kendi stirglin kendi slirglin kendi alt kiiltirler/3
(adet) veren gelisen veren gelisen veren gelisen
eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant eksplant
orani (%) orani orani orani orani orani
(%) (%) (%) (%) (%)
1.0 mg/l BAP-0.1 48 25 25 44 56 6.25 93.75 0.63 £0.19 a* 1.06 £0.23a | 0.1510.089 a 0.61
mg/INAA (12/48x100) | (12/48x100) | (21/48x100) | (27/48x100) (3/48x100) (45/48 x100) (30/48) (51/48) (7/48)
2.0 mg/l BAP-0.1 48 75 25 56 44 25 75 4.33+0.64b 213+031b 0.25 +0.061 a 2.24
mg/INAA (36/48x100) | (12/48x100) | (27/48x100) | (21/48x100) | (12/48x100) (36/48x100) (208/48) (102/48) (12/48)
3.0 mg/l BAP-0.1 48 83 17 25 75 25 75 35+049b 1.06 £0.34 a 0.63 £ 0.16 ab 1.73
mg/INAA (40/48x100) (8/48x100) | (12/48x100) | (36/48x100) | (12/48x100) (36/48x100) (172/48) (51/48) (30/48)
2.0 mg/l BAP 48 65 10 73 10 58.3 41.7 3.04+3.11cb 3.731+0.64c 1.42+0.18 b 2.73
(31/48x100) (5/48x100) | (35/48x100) | (5/48x100) (28/48x100) (20/48x100) (146/48) (179/48) (68/48)
3.0 mg/l BAP 48 54 21 81 10 4.2 95.8 210.38c¢c 3.5+0.67 cd 0.08 £ 0.58 a 2.1
(26/48x100) | (10/48x100) | (28/48x100) | (5/48x100) (2/48x100) 46/48x100) (96/48) (168/48) (4/48)
2.0 mg/l Kinetin 48 19 56 81 15 23 77 0.5+17a 2.17+0.38b 0.5+0.15ab 1.06
(9/48x100) | (27/48x100) | (28/48x100) | (7/48x100) | (11/48x100) | (37/48x100) (24/48) (104/48) (24/48)
3.0 mg/l Kinetin 48 17 56 44 40 8.3 91.7 0.69 +0.25 a 1.510.38 ab 0.10 £ 0.054 a 0.76
(8/48x100) (27/48x100) | (21/48x100) | (19/48x100) (4/48x100) (44/48x100) (33/48) (73/48) (5/48)

* Duncan c¢oklu karsilastirma testine gére her bir alt kiltr icin, ayni situnda farkli harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir (p<0.01).
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Ek-1, Cizelge 5°de goruldugu gibi BAP ve NAA'nin farkli kombinasyonlarinin O.
minutiflorum sirgin rejenerasyonu Uzerine etkileri arasindaki farklarin her Ug¢ alt
kOltirde de p<0.01 dizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Strgin olusumu
acisindan karsilastirildiginda U¢ alt kiltir arasindaki farklarin da énemli oldugu
(p<0.01) gérulmUstir (Bkz. Cizelge 4.5).

Cizelge 4.9 incelendiginde 1., 2. ve 3. alt kiiltirlerde en fazla slrglin olusumu 2.0
mg/l BAP iceren ortamda elde edilmis ve strgin olusumu GUzerine etkisi p<0.01
dizeyinde 6nemli bulunmustur. 1. alt kiltirde eksplant basina ortalama 3.04 adet,
2. alt kdltirde 3.73 adet ve 3. alt klltirde 1.42 adet strgln olugsmustur. 1.0 mg/I
BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonunu igeren MS besin ortaminda 1. alt kaltire
alinan surganler ve 4 hafta sonra bunlardan elde edilen yeni surganlerin
fotograflar Sekil 4.15°de verilmistir.

Slrgun sayilari 1. alt kaltirde 0.5-4.33 arasinda degisirken, 2. alt kiltirde 1.5-3.73
arasinda, 3. alt kdltirde ise 0.08-1.42 arasinda degismigtir (Bkz. Cizelge 4.5).

3. alt kultur sonunda c¢ogdaltim katsayilari 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 2.0 mg/I
BAP + 0.1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 2.0 mg/| BAP, 3.0 mg/l BAP, 2.0
mg/l kinetin, 3.0 mg/l kinetin iceren iceren ortamlarda ¢ogatim katsayilar sirasiyla,
2.67x0.63x1.06x0.5=0.89, 2.67x4.33x2.13x0.25=6.16, 2.67x3.5x1.06x0.63=6.24,
2.67x3.04x3.73x1.42=42.99, 2.67x2.0x3.5x0.08=1.50 2.67x0.5x2.17x0.5=1.45 ve
2.67x0.69x1.5x0.10=0.28 olarak hesaplanmig ve 2.0 mg/l BAP igeren ortamin en

basarili ortam oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.15. 2.0 mg/l BAP iceren MS ortaminda 1. alt kltire alinan O. minutiflorum
surgunleri (a) ve 4 hafta sonra elde edilen yeni strgunler (b,c).

4.2.4. Surgunlerin Koklendirilmesi ve Bitkilerin Dis Kosullara Alistirlimasi

Mikrogogaltim asamasindan ve her alt kiltirden olusan sdrgunler farkh IBA
konsantrasyonlarini (0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l) iceren MS besin ortamlarinda
kéklendirmeye alinmistir. Bu ortamlarin kdk olusumu Gzeine etkileri ile ilgili veriler
Cizelge 4.6'da ve bu veriler ait varyans analiz sonuglari Ek-1, Cizelge 6’da

verilmigstir.
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Cizelge 4.6. Mikrocogaltim ve alt klltir asamalarindan elde edilen O. minutiflorum
surgunlerinin farkli IBA konsantrasyonlarini iceren MS ortamlarindaki kdk olusum
oranlari.

Koéklendirme Mikrocogaltim 1. alt kaltar 2. alt kaltar 3. alt kultir
ortamindaki asamasindan elde asamasindan asamasindan asamasindan
IBA edilen siirgiinlerin elde edilen elde edilen elde edilen

konsantrasyonlari  kok olusum orani  siirgiinlerin kék  siirgiinlerin kék  strglinlerin kdk
(%) olusum orani olusum orani olusum orani
(%) (%) (%)

Hormonsuz 80+1.16 a* 75+0.58 a 84+231a 76+0.0a
1.5 mg/l IBA 53+0.0b 45+289b 40+1.16 b 50+£1.16 b
3.0 mg/l IBA 87+1.73¢c 94+0.0c 85+0.0ac 90+1.16 ¢
4.5 mg/l IBA 40+1.16d 36+231d 42+1.16 b 38+1.16d

10 mg/l IBA 17+0.58 e 15+0.0e 10+1.76 e 12+00e

* Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére ayni stutunda farkli harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemlidir (p<0.01).

Ek-1, Cizelge 6’'da géraldigu gibi farkli IBA konsantrasyonlarinin O. minutiflorum
surgunlerinin kdk olugsum oranlarn Gzerindeki etkisi p<0.01 dizeyinde 6nemli

bulunmustur.

Cizelge 4.6'da 2. alt kdltir asamasindaki kék olusum oranlari incelendiginde
hormon icermeyen koklendirme ortami ile 3.0 mg/l IBA iceren koklendirme
ortaminin kék olusumu Gzerindeki etkilerinin benzer oldugu goérilmektedir. Diger
yandan diger agsamalarda uygulanan farkli IBA konsantrasyonlarinin kék olugsumu
Uzerindeki etkileri arasindaki farklarin da énemli oldugu bulunmustur (Bkz. Cizelge
4.6). Ancak kok olusum oranlar bakimindan bu asamalar arasindaki farklar

cogunlukla 6nemsiz bulunmustur.

En ylUksek kék olusumu 3.0 mg/l IBA iceren ortamda saglanmistir. Bu ortamda kok
olusum oranlari mikrogogaltim asamasindan elde edilen strgtnler i¢in % 87, 1. alt
kultdr asamasindan elde edilen sirgtnler icin % 94, 2. alt kiltir asamasindan elde
edilen strglnler icin % 85 ve 3. alt kiltir asamasindan elde edilen strgunler igin
% 90 olarak tesbit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.6).
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Kokll fideler steril ‘perlit + toprak’ karnigimindan olusan ex vitro kosullara
aktarilarak dis kosullardaki gelismeler izlenmistir. Sekil 4.16’da 3.0 mg/I IBA igeren
MS ortaminda kéklenmis O. minutiflorum fideleri gérilmektedir. Sekil 4.17°de O.
minutiflorum fidelerinin ex vitro kosullara alistirnima asamalari verilmistir. 3 ay slre
ile yapilan gbzlemlerde fidelerin canhlik oranlan 0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l IBA
iceren tUm koklendirme ortamlarinda sirasiyla % 45, % 70, % 58 ve % 96 olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.16. 3.0 mg/l IBA iceren MS besin ortaminda kdklenmis O. minutiflorum
fideleri.
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Sekil 4.17. O. minutiflorum fidelerinin ex vitro kosullara alistirilma asamalari (a-f).
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, S. stricta ve O. minutiflorumun mikrogogaltimina olanak
saglayacak optimal kosullar belirlenmistir. iki tiriin tohumlari in vitro kosullarda
cimlendirilmis ve fideler elde edilmistir. Bu fidelerden alinan yaprak parcalari ve
gbvde eksplantlari (hipokotil, tek bogum ve sirgin ucu) farkli bitki blylime
duzenleyicileri olarak BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l)
kombinasyonlarini iceren MS ve B5 ortamlarinda kiltire alinmigtir. Elde edilen
surgunlerin alt kultir denemelerinde BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve NAA (0.1
mg/l) kombinasyonlarini ve ayri ayri kinetin (2.0 ve 3.0 mg/l) ve BAP (2.0 ve 3.0
mg/l) iceren MS ve B5 ortamlari kullaniimis ve farkli hormon kombinasyonlarini
iceren degisik besin ortamlari ve eksplant tiplerinin strgin olugsumu Gzerindeki
etkileri arastiriimistir. Fidelerin kdklendirilmesi icin ise 0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/I
IBA iceren besin ortamlari kullaniimis ve koék olusumu (zerindeki etkileri
belirlenmistir. Béylece her iki tiriin doku kultiri kosullarinda rejenerasyonu igin en
uygun eksplant tipi, ortam, hormon kombinasyonu, alt kdltir sayisi ve c¢ogaltim
katsayisi ortaya konmus ve koklenen bitkicikler basariyla dis kosullara

alistirnlmigtir.

Galismamizda O. minutiflorum tohumlarinin ¢gimlenme orani MS besin ortaminda
% 100, B5 besin ortaminda ise % 20 olarak tesbit edilmigtir (Bkz. Bélum 4.2.1).
Benzer olarak, Cellaroa (1992) Mentha'nin, Arrebola ve Socorro (1997) Satureja
obovatanin, Erdag ve Yurekli, (2000) Thymus sipyleus tohumlarini MS besin
ortaminda, Kumari ve Saradhi (1992) ise Origanum vulgare tohumlarini B5 besin

ortaminda cimlendirmeyi basarmislardir.

Denemelerimizde S. stricta tohumlari ne MS ne de B5 ortaminda ¢imlenmemis ve
¢imlenme problemi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, tohumlari ¢cimlendirmek amaci ile
farkh metotlar uygulanmigtir (Bkz. B6lum 4.1.1). Sideritis cinsine ait farkli tarlerin
¢imlenme problemi oldugu ve bunun tohum testasinin sert olmasindan
kaynaklandigi bildirilmektedir (Martin, 2003).

Tohum cimlenmesi bitki yasaminin en édnemli evrelerinden biri olup (Ghoulam and

Fares, 2001), yalnizca genotipik karakterler (dormansi, integiment kalinhgi,
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testanin sert olmasi gibi) tarafindan degil ayni zamanda c¢evresel kosullar
tarafindan da kontrol edilebilmektedir (Sy et al., 2001). Tohum dormansisini kirmak
amaciyla degisik uygulamalar yapilmaktadir. Degisik kimyasallar (Kinetin, GAs gibi
blyime duzenleyicileri, potasyum nitrat (KNOs), polietilen glikol (PEG))
kullaniimakta, yUksek sicaklik veya diusik sicaklik uygulamasi ve mekaniksel
uygulama gibi yollar izlenmektedir (Bewley and Black, 1982).

Galismamizda tohum ¢imlendirmesi icin uygulanan metotlar iginde tohum
kabugunun 0 numara su zimparasi ile zimparalanarak inceltimesi durumunda da
tohumlarda cimlenme gerceklesmemistir. Bu bulgunun aksine Martin (2003),
Sideritis cinsine ait farkli tlrlerin tohum testasinin 0 numara su zimparasi ile
zimparalanmasinin, tohum yuzeyini incelterek % 90 oraninda in vivo kosullarda
¢cimlenmesini sagladigini belirtmisdir. Ancak, ¢alismamizda bu uygulamanin S.
stricta tar0 icin tohum yUzeyini inceltmede yetersiz kaldidi belirlenmigtir.

Tohum kabugundan kaynaklanan dormanside, tohum kabugunun tamamen
cikariimasi gerekmeden tohum kabuguna yapilan fiziksel ve kimyasal uygulamalar
(tohum ydzeyinin inceltiimesi, kismen uzaklastiriimasi, perforasyon, mekaniksel
skarifikasyon, soguklama, isitma, radyasyon, basing¢, tohuma konsantre sulfirik
asit veya etanol uygulanmasi) embriyonun c¢imlenmesini saglayabilir. Tohum
kabugundan kaynaklanan dormanside tohum kabugu embriyo icin gerekli su
alinimini, gaz alisverigini engelleyebilir, inhibitér maddeler igerebilir, embriyodaki
inhibitérlerin  ¢ikisinda bariyer olarak yer alabilir, embriyoya 1sik ulasimini

engelleyebilir, mekaniksel diren¢ gbsterebilir (Bewley and Black, 1982).

Calismamizda S. stricta tohumlarinin + 4-5 °C’de 24 saat bekletildikten sonra
klOltire alinmasi sonucunda ne in vitro ne de in vivo kosullarda ¢imlenme
gbzlenmemistir (Bkz. Bélim 4.1.1). Bunun sebebinin ¢alismada uygulanan + 4-5
°C’de 24 saat disitk sicaklik uygulamasinin, hem sire hem de miktar olarak
yetersiz kalmasindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim disutk sicaklik uygulamasinin

1-15 °Cl’ler arasinda oldugu ve slresinin bitki tlriine gbére degistigi Bewley ve
Black (1982) tarafindan da bildirilmistir.
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Bu arastirmada, S. stricta tohumlarini kaynamig su (100 °C) ile muamele etmekte
ne in vitro ne de in vivo kosullarda ¢imlenmeyi saglayamamigtir (Bkz. Bélim
4.1.1). Tohumlarin kaynamis suda bekletiimesinin tohum kabugunun strofiol
kisminin suya gegirgen hale gelmesini sagladigi bildiriimektedir (Bewley and
Black, 1982). Ancak, calismamizda bu uygulamanin tohum kabugundan
kaynaklanan dormansinin ortadan kaldiriimasinda yetersiz kaldigi gériimektedir.

GAs'in  tohum dormansisinin ortadan kaldirilmasinda &nemli rol oynadig
bildiriimektedir (Bewley and Black, 1982). GA; embriyo dormansisinin ortadan
kaldirilmasinda rol oynadigi gibi embriyoda yer alan yedek maddelerin hareketinde
ve ayni zamanda perikarpin kirilmasindan sorumlu olan kotiledon geniglemesinde
de etkilidir (Bradbeer, 1988). Literatirde GAs'in ¢imlenmeyi stimile edici etkisinin
tohumda enzim sentezini ve ribonlkleaz aktivitesinin aktivasyonunu uyararak
sagladigi bildirilmektedir (Shepley and Chang, 1972).

Bu arastirmada, S. stricta tohumlarina 24 saat siireyle 25 x 102 M GA3 ¢dzeltisi
uygulanmasi in vitro kosullarda MS ortaminda % 10, B5 ortaminda % 25 oraninda,
in vivo kosullarda ise % 10 gibi disik oranda ¢imlenmeye neden olmustur. Bu
arastirma sonuclari asagida verilen literatlr bilgileri ile 6rtismektedir. GAs'in
bildirilen etkisinin tersine, Arrebola ve Socorro (1997)nin adagayinin (Satureja
obovata) mikrogogaltimini arastirdiklan ¢alismalarinda, tohumlarin 0.57 mM GA3
ile muamele edilmesiyle, embriyo dormansisi ortadan kaldinimis ancak GAj;
uygulamasi kontrole gbére in vitro kosullarda c¢imlenme oraninda 6nemli etki
yapmamigstir. Bagka bir calismada (Garcia-Granados et al., 1994) Sideritis foetens
tohumlarina 0.57 mM GA; uygulanmasinin ¢imlenme Uzerinde etkili olmadigi, %
80 oraninda ¢imlenmenin GAs; uygulamasi yapilmayan tohumlarda gergeklestigi
bildirilmistir. Diger bir ¢alismada da (Socorro et al., 1998) in vitro kosullarda
bitkilerin ¢ogaltimi i¢in, O. bastetanum tohumlarinin ¢imlenme oranini arttirmak
amaciyla tohumlar farkli strelerde 0.57 mM GAgs ile muamele edilmis ancak en

yuksek ¢imlenme (% 95) GAs uygulamasi yapiimayan tohumlarda gerceklesmistir.

Bu caligsmada tohumlarin testasinin bir bistlri yardimiyla ¢ikarlarak geri kalan
endosperm ve embriyo kisminin MS ve B5 besin ortamlarinda kdlttre
alinmasindan iki hafta sonra MS besin ortaminda % 20, B5 besin ortaminda ise %
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100 ¢imlenme saglanmigtir (Bkz. Bolim 4.1.1). Boylece S. stricta tohumlarinin sert
ve musilajsiz olan testasinin su alinimini engelleyerek tohum ¢imlenmesini inhibe
etmesi problemi, tohumlarin testalarinin ¢ikarilmasi ile ortadan kaldiriimis ve

¢imlenmenin gergeklesmesi saglanmigtir.

Bu arastirmada, farkl eksplant tiplerinin (hipokotil, tek bogum, sirgin ucu ve
yaprak parcalari) ve degisik hormon (BAP ve NAA) kombinasyonlarindaki farkli
besin ortamlarinin (MS ve B5) slirgiin olusumuna etkisi incelendiginde her iki tar
icinde BAP ve NAA’nin farkh kombinasyonlarini iceren MS ve B5 besin
ortamlarinin ve eksplant etken ve etkilesimlerinin strgtn olusumu Gzerinde énemli
etki yaptig1 belirlenmistir (S. stricta igin, Bkz. Cizelge 4.1 ve Ek-1, Cizelge 1; O.
minutiflorumicin, Bkz. Cizelge 4.4 ve Ek-1, Cizelge 4).

S. stricta ve O. minutiflorum igin kullanilan diger eksplantlarla (hipokotil, stirgiin
ucu ve yaprak pargalari) karsilastirildiginda tek bogum eksplantlarinin kullanilan
tim hormon kombinasyonlarinda strgtin olusumu bakimindan en basarili eksplant
oldugu saptanmistir (S. stricta igin, Bkz. Cizelge 4.1; O. minutiflorum igin, Bkz.
Cizelge 4.4).

Mikrogogaltim asamalarinin basariyla tamamlanmasi i¢in uygun eksplant secimi
onemli ve temel faktorlerden biridir. In vitro sirgin olusumu kullanilan eksplant
tipine bagh olarak degismektedir (Gupta and Conger, 1998; Zobayed and Saxena,
2003; Ayan et al., 2005). Calismamizda kullanilan eksplant tiplerine benzer olarak
degisik turlerin mikrogogaltiminda farkli eksplant tiplerinin kullanildigi ve slrgin
olusumu Gzerinde farkli etkilere sahip oldugu bir cok arastirici tarafindan da rapor
edilmistir. Kumari ve Saradhi (1992), O. vulgare'nin kallus kultiriinden bitki
rejenerasyonunu ve hizli ¢ogaltimini arastirdiklari calismalarinda kotiledon,
hipokotil ve kdék segmentlerini eksplant olarak kullanmiglardir. Nanenin (Mentha
sp.) doku kiiltirii ile cogaltilma olanaklarinin arastirildigi calismalarda (Cellarova,
1992; Ellialtioglu vd., 1998) sirgin ucu ve tek bodumlari kullaniimistir. Erzen-
Vodenik ve Baricevic (1996) Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Salvia officinalis,
Hypericum perforatun’un doku kaltdrQ ile ¢odaltiimasinda strgtn uglarini, Yarekli
ve Baba (1995) Thymus sipyleus, Sideritis sipyleade yaprak sapi, yaprak
parcalari, tek bodum ve sidrgin uclarini, Arrebola ve Socorro (1997)
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mikrogogaltiminda tek bogumlari eksplant olarak kullanmislardir. Sajina vd. (1997)
Thymus wvulgaris, Mentha spicata, Origanum vulgarenin in vitro olarak
cimlendirilmis fidelerinden alinan sirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarini, Faria vd
(1998) Sideritis angustifolia yapraklarindan elde edilen protoplastlari kullanarak bu
tirlerin mikrogogaltimi icin gerekli kosullari optimize etmislerdir. Origanum
majoranada in vitro kosullarda yUritilen galismada tek bogum eksplantlarindan
cok sayida sdrgunler elde edilmistir (lyer and Pai, 1998; 2000). Minas (2001)
Origanum dictamusun ve Goleniowski vd. (2003) Origanum vulgare x appeliinin in
vitro kosullarda cogaltilmasinda apikal meristemleri kullanmiglardir. Tepe vd.
(2002) Mentha Ilongifoliadnin  tek bodum ve slrgin ucu eksplantlarini
kullanmiglardir. Bizim bulgularimizla da benzer olarak diger ¢alisma sonugclari,
genellikle tek bogum eksplantlarinin kullanilmasinin sirgin olusumu Uzerinde
6nemli etki yaptigini ve birgok bitki tGrinin mikrogogaltiminda basariyla
kullanildigini géstermektedir.

Galismamizda S. stricta igin strgin olusumu bakimindan en basarili hormon
kombinasyonu ve ortamin 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l| NAA ve 2.0 mg/l| BAP + 0.5
mg/l NAA kombinasyonlarini iceren B5 besin ortamlarinin oldugu (Bkz. Cizelge
4.1), O. minutiflorum igin ise 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/| BAP + 0.1
mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlarini iceren MS besin

ortamlarinin oldugu (Bkz. Cizelge 4.4) belirlenmigtir.

O. minutiflorum igin 1., 2. ve 3. alt kiltirlerde en fazla sirgin olusumu 2.0 mg/I
BAP igceren ortamda gergceklesmis ve 3 alt kdltirde sirasiyla eksplant basina
ortalama 3.04, 3.73 ve 1.42 adet slrgln olusmustur (Bkz. Cizelge 4.5). 3. alt kiltir

sonunda ¢ogaltim katsayisi 19.32 olarak tespit edilmigtir.

S. stricta igin, 1. ve 2. alt kulttrlerde en fazla strgtn olusumu 1.0 mg/l BAP + 0.1
mg/l NAA kombinasyonunu iceren ortamda gergeklesmis 2 alt kaltirde sirasiyla
eksplant bagina ortalama 4 ve 2.11 adet surgin olugsmustur (Bkz. Cizelge 4.2). 2.
alt kaltdr sonunda da cogatim katsayisi 33.76 olarak belirlenmistir. 2. alt kilttrde
3.0 mg/l BAP igeren ortamda ve 3. alt kdltirde tim ortam kombinasyonlarinda
olusan yeni surglnler vitrifiye olmus veya rozet seklinde gelismistir (Bkz. Sekil
4.5).
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Mikrogogaltim calismalarinda genel olarak bitki tdrleri igin kullanilan besin
ortamlan benzer maddeleri icermektedir. Bunlar, inorganik maddeler (makro ve
mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol, thiamin-HCI, adenin siilfat,
pridoksin-HCI, nikotinik asit), bitki blyime duzenleyicileri (sitokininler, oksinler,
gibberellinler) ve seker, agar gibi diger maddelerdir. Fakat, kiltir amacina ve bitki
Ozelligine bagll olarak ortam bilesimi ve konsantrasyonlarinda degisiklik
olabilmektedir. MS ortaminin bir¢gok bitki icin hem kuiltir baglangicinda hem de
surgin cogaltiminda kulanilmasi ve iyi sonuglar elde edilmesine karsin, bu
ortamdaki tuzlarin orani baz bitkiler igin toksik etki yapmakta ya da fazla
gelmektedir (Werbrouck and Debergh, 1994).

Benzer sekilde ¢calismamizda O. minutiflorum tarG icin hem kiltlr baslangicinda
hemde slirgiin cogaltiminda da MS ortami basarili sonuclar vermistir (Bkz. Blim
4.2.2.). Ancak S. stricta tar0 i¢in kdltir baglangicinda ve sirgin olusumu Uzerinde
MS besin ortaminin etkisi olumsuz olmustur (Bkz. B6lim 4.1.2.). Bunun nedeni bu
ortamdaki tuzlarin oraninin bu tdr i¢in toksik etki yapmasi olabilir. Glnkil S. stricta
tirinde daha kuvvetli bir ortam olan B5 ortami kullaniimasi hem kaltar
baslangicinda hem de sdrgin cogaltiminda olumlu etki yapmistir. Bu sonug¢
muhtemelen B5’e gbre daha zayif bir ortam olan MS ortamindaki tuzlarin oraninin

bu tdr icin fazla gelmedigini ancak yetersiz kaldigini distindirmektedir.

Bitki dokularindan organ farklilagsmasinda oksin ve sitokininler énemli rol
oynamaktadir. Bilindigi gibi sitokinin/oksin oraninin yidksek olmasi sirgin
olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiksek olmasi kék olusumunu, oksin ve
sitokinin oranlarinin esit olmasi ise kallus olusumunu desteklemektedir (Werbrouck
and Debergh, 1994). BAP cok sik kullanilan ve genellikle olumlu sonuclar veren
bir sitokinindir. Genel olarak 1.0-2.0 mg/l sitokinin cogu sistemde yeterlidir. Ylksek
dizeyler, adventif slrgin olusumunu arttirma egilimindedir. IAA ortamda ¢ok az
stabil oldugundan, sentetik oksinlerden NAA tercih edilmektedir. Bunlarin strgin
¢ogaltim asamasinda kullanilan oranlar 0.1-1.0 mg/I'dir (Skoog and Miller, 1957;
Werbrouck and Debergh, 1994). Doku kultari ¢alhsmalarinda kullanilan oksin ve
sitokinin etkileri, Uzerinde c¢aligilan tlrlere gére degismektedir. Mikrogogdaltimda,

aksiller dallanmayla strgin ¢ogalmasinin arttiriilmasi uygun konsantrasyonda ve
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tipte sitokinin iceren (oksinli ya da oksinsiz) besin ortamlarinda saglanmaktadir
(Bhojwani and Razdan, 1983).

Bu arastirma sonuglarina benzer olarak BAP’in, bir¢cok bitki t0rl icin sirgin
olusumu Uzerinde en etkin hormon oldugu ve surgin olusumunu indiklemek igin
NAA ile birlikte de kullanilabileceg@i bir ¢cok arastirici tarafidan da bildiriimektedir
(Cellarova, 1992; Kumari and Saradhi, 1992; Garcia-Granados et al., 1994; Sajina
et al.,, 1997; Ellialtioglu vd., 1998; lyer and Pai, 1998; 2000; Tepe vd., 2002;
Arafah et al, 2003; Ozkum and Tipirdamaz, 2004; Tisserat ve Vaughn, 2004).
BAP’in protein sentezini ve enzim aktivitesini arttirarak adventif sirgiin olusumunu

sagladigl Lopez-Escamilla vd. (2000) tarafindan rapor edilmigtir.

Yaptigimiz calismada her iki tirde de eksplant basina en fazla sirgin olusumu
yuksek BAP konsantrasyonlarinda (1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve disik NAA
konsantarsyonunda (0.1 mg/l) elde edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.4).
Benzer olarak, Miachir vd. (2004) mikrogogaltimin BAP bagimli oldugunu ve
yuksek NAA konsantasyonlarinda sUrgin olugsumunun engellendigini ancak,
BAP’in diisik NAA konsantarsyonlari ile birlikte kullanilmasinin strgin olusumunu

arttirdigini bildirmiglerdir.

Degisik tarler ile yapilan pek cok arastirmalarda da, tek basina BAP veya farkli
BAP, NAA kombinasyonlarini iceren MS ve B5 besin ortamlarinin ve degisik

eksplantlarin strgin olusumu Gzerindeki etkileri gdsterilmistir;

Cellarova (1992) ve Ellialtioglu vd. (1998) Mentha sp. mikrogogaltimi icin siirgiin
ucu ve tek bogumlari eksplant olarak kullanilmiglar ve 30 g/l sukroz ve 2.0 mg/l
BAP iceren MS ortaminin etkin bir sirgin rejenerasyonu ig¢in uygun oldugunu
bildirmislerdir.

Yurekli ve Baba (1995) bazi endemik tdrler ile yaptiklari galismada slrglin

olusumu ve kéklenmenin 0.4 mg/l NAA ve 3.0 mg/I BA igeren MS besin ortaminda

gerceklestigini belirlemislerdir.
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Arrebola ve Socorro (1997) Adagayinin (Satureja obovata) mikrogogaltimi icin in
vitro ve in vivo kosullarda yetistirilen bitkilerden alinan tek bogum eksplantlarindan
optimum slrgun rejenerasyonu 2.22 mM BA iceren ortamda elde etmislerdir.

Origanum majoranada in vitro kogullarda yuratilen calismada 2.0 mg/l BA iceren
MS ortaminda tek bogum eksplantlarindan ¢ok sayida sdrglnler elde edilmistir
(lyer and Pai, 1998). Siirglnler 0.2 mg/l IBA iceren MS ortaminda kdéklendirilmis,
bitkicikler glclendirilip topraga aktariimis ve yasama orani yaklasik % 50 olarak
belirlenmistir. O. majoranada yapilan bir baska in vitro rejenerasyonu
calismasinda (lyer and Pai, 2000), bitkinin tek bogum eksplantlarindan ve
kallustan bitki rejenerasyonu saglanmistir. 2.0 mg/l BA ve karbon kaynagi olarak
maltoz iceren MS ortaminda kultiire alinan tek bogum eksplantlari 40 kadar

surgin vermistir.

Socorro ve ark. (1998) Origanum bastetanum’'dan in vitro kosullarda elde ettikleri
bitkilerinden alinan tek bogum eksplantlarinin 8 g/l agar ve 0.22 uM BA iceren MS
ortaminda ¢ogaltimini saglamiglardir.

Erdag ve Yulrekli (2000), Thymus sipyleusun mikrogogaltiminda sdrgin
rejenerasyonu igin 0.4 mg/l NAA ve 3.0 mg/lI BA iceren MS ortami kullanmislar ve

bu ortamin sirgin olusumu tzerinde dnemli etki yaptigini bildirmislerdir.

Polygonum microcephalum’un tek bogum eksplantlari, 3 mg/l BAP ve 0.1 mg/I IAA
kombinasyonu iceren MS ortaminda kdiltire alindiginda stirglin rejenerasyonu ve
cogaltimi saglanmistir (Jhumur and Handique, 2002).

Sarker vd. (2002) Paederia foetida L.’nin tek bogum eksplantlarindan elde edilen
surgunlerden kinetin, BAP ve IBA’nin sirasiyla 1.5, 1.0 ve 1.5 mg/l olacak sekilde
kombinasyonunu iceren MS ortaminda bitki olusumu saglanmistir. NAA veya
BAP’In 0.5-3.0 mg/l konsantrasyonlari da bitki olusumunu saglamis ancak kinetin,
BAP ve IBA kombinasyonunun bitki olusumu Gzerindeki etkisinin daha iyi oldugu
bulunmustur. 0.5-5.0 mg/l BAP c¢oklu sdrgin olusumunu uyarmis ve slrgin

gelisimini arttirmistir.
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Goleniowski vd. (2003) Origanum vulgare x appeliinin meristem Kultara ile
mikrogogdaltimini arastirdiklari ¢alismada 0.28 pM BA ve 0.5 pM NAA hormon
kombinasyonunu igceren MS ortami slrgin olugsumu Uzerinde en etkin ortam
bilesimi oldugunu belirlemislerdir. Eksplant bagina ortalama 22.2 adet sirgin elde

edilmistir.

Perica (2003) Centaurea rupestrisde en yiiksek cogaltim katsayisini eksplant
basina 11.88 slrgin olarak 1 pM BAP ve 2.9 uyM 2-4-D igeren MS besin

ortaminda 3. alt kiltirde elde etmigtir.

Sophora flavescens'in in vitro kosullarda cogaltiminda tek bogum eksplantlari
farkll konsantrasyonlardaki (2.27 ve 4.54 uM) TDZ, (4.44 ve 8.88 uM) BA ve (1.07
ve 2.69 uM) NAA kombinasyonlarini iceren 30 g/l sukroz ve 7 g/l agar iceren MS
ortamlarinda, 24 pumol. m?. sn”, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarinda kaltire alinmistir (Zhao vd., 2003/4). Olugan surgunler de farkl
konsantrasyonlarda (5.37 ve 10.74 uM) NAA, (5.71 ve 11.42 pM) IAA ve (4.92 ve
9.84 uM) IBA iceren MS besin ortamlarinda alt kultire alinmigtir. En iyi strgin
olusumu 8.88 uM BA ve 2.69 pM NAA kombinasyonu iceren MS ortaminda, %
93.4 olarak tesbit edilmigtir. Eksplant basina 4.2 adet slrglin olusmustur. Olusan
sirgunler surgin olusumunu arttirmak icin ayni ortamda 6 kez alt kiltlre

alinmistir.

Benniamin vd. (2004) Crateva magnanin tek bogum eksplantlarini farkl
konsantrasyonlarda BAP ve 30 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda kiltire
alinmiglar ve 8.8 uM BAP igeren MS ortaminda eksplant basina 4.4+0.09 adet

strgn olustugunu belirlemislerdir.

Prasad vd. (2004), sUrgin ucu, tek bogum ve kotiledon eksplantlari kullanarak
Cryptolepis buchananinin in vitro ¢ogaltimini arastirdiklari calismalarinda en iyi
cevap tek bodum eksplantarindan alinmistir. Eksplant basina 4.5-5.0 cm
uzunlugunda, 12.5-13.0 surgun olusumu 2 mg/l BAP, 0.1 mg/l kinetin, 0.05 mg/I
NAA ve 0.05 mg/l GAs iceren MS ortaminda elde edilmigtir. SGrgun olugsum orani
% 60 olarak belirlenmigtir.
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Gangaprasad vd. (2005), Decalepis arayalpathra’nin tek bogum eksplantlarini 0.1-
5.0 mg/l BAP igeren MS ortaminda kultire almiglardir. 1.0 mg/l BAP iceren MS
ortami en uzun sdrgin olusumunu (6.8 cm) 60 guinde saglamistir. Cogaltim
asamasi icin in vitro kogullarda elde edilen nodlar ve surgin uglari 0.5 mg/l BAP

iceren ortamlarda kilttre alindiginda yeni sirgtnler olusturmustur.

Sadanandam vd. (2005) Terminalia belliricanin tek bogum eksplantlar farkli
konsantrasyonlarda BA (4.4, 8.9, 13.3, 17.8 ve 22.2 uM) ve kinetin (4.6, 9.3, 14,
18.6 ve 23.2 puM) iceren MS ortaminda kiltire alindiginda en yuksek aksiller
strgin olusumunun 13.3 uM BA igeren ortamda saglanmistir. StrgUnler ayrilip
dislik dizeyde BA (2.2, 4.4, 6.6 veya 8.9 uM) veya kinetin (2.3, 4.6, 6.9 veya 9.3
uM) iceren alt kiltirlere aktarildiginda en etkin strglin indiksiyonunu ise 4.4 uM

BA iceren ortamda saglanmistir.

S. strictanin alt kdltir denemlerinde sirginlerde ortaya ¢ikan vitrifikasyonunu
(camlasma) ve rozet olusumunu engellemek igin, elde edilen strganlerin, alt kalttr
ortami olarak kullanilan ortam bilesimlerine GAg’in farkli konsantrasyonlari (0.1 ve
0.5 mg/l) eklenerek hazirlanan tam ve 1/2 kuvvetteki B5 ortamlarinda kultire
alinmasi da vitrifikasyon ve rozet olusumunu engelleyememistir (Bkz. Bolim
4.1.3).

Vitrifikasyon, asiri hidrasyon ve zayif lignifikasyona bagl malformasyon olarak
bilinmekte ve bazi uygulamalarla ortadan kaldirilabilecegdi rapor edilmektedir; Veno
ve Shetty (1997) Origanum vulgarede bazi spesifik olmayan, polisakkarit
olusturan rizosfer bakterilerinin  kullaniimasinin  vitrifikasyonu  6nlendigini
belirlemislerdir. Ayrica Eguchi vd. (1999)’e Origanum vulgare’de BAP tarafindan
indUklenen vitrifikasyonu 6nlemek amaciyla ortamda bazi protein hidrolizatlar,
maya ekstraktlari, kazein ve baktopepton kullanmiglar ancak bu uygulamalardan
sadece 1000 mg/l balik protein hidrolizadlarinin vitrifikasyonu kismen 6nledigini

gOstermiglerdir.

Literatlirde surgunlerde vitrifikasyon olusumunun ortamdaki sitokinin (BAP) varlig
ile indiklenmis olabilecedi bildiriimistir (Gaspar, 1991; Paques, 1991; Arrebola and

Soccorro, 1997). Sitokinin hlicre farkhlasmasi sirasinda hticre bdéllinmesini asiri
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dizeyde wuyararak malformasyon (vitrifikasyon) olusumuna neden oldugu
bildirilmektedir (Phan, 1991). Bu arastirmada slrgunlerdeki vitrifiksyonu énlemek
amaci ile kullanilan tim ortam kombinasyonlari da BAP i¢cermektedir. Bu durum
surgunlerdeki vitrifikasyonun ortamdaki BAP varlidi ile indiklenmis olabilecegini ve
ortama ilave edilen GAgz’in farkli konsantrasyonlarinin ve denenen ortam

kuvvetlerinin de vitrifikasyonu énlemede yetersiz kaldidini disindirmektedir.

Ortamda 0&zellikle sitokinin bulunmasi yaninda sivi ortam kullaniimasininda
vitrifikasyona yol acabilecegi bildirilmektedir. Ancak vitrifikasyonun, ortamin
hormon icermemesi, agar ile katilastinimasi ve ortam kuvvetinin tam ve 1/2
kuvvette kullaniimasi ile ortadan kadirabilecedi rapor edilmektedir (Bouza, 1997;
Piatczak et al., 2005). Ancak kullanilan agar cinsinin ve miktarinin 6nemli
olduguna dikkat cekilmektedir (Curtis and Shetty, 1996; Scholten and Pierik,
1998). Besin ortaminin agar veya seker konsantrasyonunun arttiriimasi, ortamin
osmotik potansiyelini arttiracagindan sdrglnlerin - su alinimini  azaltarak
vitrifikasyonu ortadan kaldiracagdi bildiriimektedir (Brand, 1993). Bu durumda
surglnlerin gelistigi ortamin disik agar veya seker konsantrasyonlarina sahip
olmasil, yani besin ortaminin osmotik potansiyelinin diisik olmasi veya sivi ortam
kullaniimasi, surglnlerin fazla su almasina yol acarak vitrifikasyon problemine
neden olmaktadir (Debergh, 1983; Pierik, 1987). Bu calismada doz denemesi
yapllmasada kullanilan agar ve seker dozunun muhtemelen slrgdnlerin

vitrifikasyonu ortadan kaldiracak diizeyde olmadigi séylenebilir.

Tam bir bitki olusturmak icin sdrgtnler, strgin olusturma ortamindan farkli bir
hormon kompozisyonuna sahip olan kdéklenme ortamina aktariimaktadir. Tarlerin
¢ogunda kdéklenmenin desteklenmesi icin NAA'e gereksinim duyuldugu (Erdag ve
Yurekli, 2000) ya da IBA (0.1-1.0 mg/l)’e gereksinim duyuldugu (Bhojwani ve
Razdan,1983; Prece ve Sutter,1993) literattirde bildirilmistir.

lyer ve Pai (1998; 2000) tarafindan yapilan ¢alismalarda Origanum majorana 'da
in vitro kosullarda elde edilen sirglnler 0.2 mg/l IBA iceren MS ortaminda
kdklendirilmis, bitkicikler guglendirilip topraga aktarilmis ve yasama orani yaklagik
% 50 olarak belirlenmisgtir.
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Jhumur ve Handique (2002), Polygonum microcephalum’un mikrogogdaltimi
calismalarinda, surganleri 0.1-0.3 mg/l IAA veya IBA iceren MS ortaminda
kéklendirmeyi basarmiglardir.

Centaurea rupestris’de strglnlerin en iyi kbklenme orani % 58 olarak 3.0 uM IBA
iceren yari kuvvetteki MS besin ortaminda elde edilmistir (Perica 2003).

Prasad vd. (2004)'nin ¢aligsmalarinda farkh konsantarsyonlarda oksin; IAA, IBA ve
NAA ve kombinasyonlarini iceren MS ortaminda koklendiriimeye alinan
Cryptolepis buchananinin sarglnlerinin % 80’i 1.0 mg/l IBA iceren MS ortaminda

koklendigi bildirilmigtir.

Bu arastirmada, kdk olugsumu icin farkh IBA konsantarsyonlarini (0.0, 1.5, 3.0, 4.5
ve 10 mg/l) iceren ortamlar kullaniimistir. Bu ortamlarin kék olusumu Gzerindeki
etkilerinin 6nemli oldugu belirlenmistir (S. stricta igin, Cizelge 4.3 ve Ek-1, Cizelge
3; O. minutiflorum igin, Cizelge 4.6 ve Ek-1, Cizelge 6). S. strictada en ylUksek
kdk olusumu 4.5 mg/l IBA iceren B5 ortaminda, O. minutiflorm’da ise 3 mg/l IBA
iceren MS ortaminda elde edilmigtir. Ancak O. minutiflorum icin 2. alt kdltirde
hormonsuz MS ortaminin etkisi 3 mg/l IBA ile benzer bulunmus ve kdk olusumunu
6nemli oranda arttirmistir (Bkz. Cizelge 4.11). Benzer sekilde Piatczak vd. (2005)
hormon icermeyen MS ortaminin kdklenmeyi arttirdigini rapor etmiglerdir. Bu
calismada hormonsuz ortamda kdk olusumu eksplantlarin baslangigtaki igsel IBA
dlzeyinin alt kdltire alma slrecinde artarak istenilen dlizeye gelmis olmasindan
kaynaklanabilir. Nitekim Arrebolla ve Socorro (1997) Satureja obovatanin
mikrogogdaltimini arastirdiklari ¢calismalarinda kéklendiriime asamasinda, ortamda
oksin bulunmamasi veya disik oranda bulunmasi durumunda bu tarin sahip
oldugu i¢sel oksin miktarinin kéklenme Uzerinde kisa bir sire i¢in yararl olacagini
bildirmiglerdir. Gao vd. (2003/2004)'ne gbre farkh tdrlerin in vitro kosullarda
koklenmelerinin - morfogenetik potansiyelleri, i¢gsel buyime duzenleyicilerin

seviyesine baglidir.
K&klh fideler steril ‘perlit + toprak’ karisimindan olusan ex vitro kosullara basariyla
aktarilmistir (S. stricta igin, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9; O. minutiflorum igin,

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). S. strictada 1 yil sire ile yapilan gézlemlerde fidelerin
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canlihk orani % 90 olarak, O. minutiflorum’da ise 3 ay sure ile yapilan gézlemlerde
% 58 olarak belirlenmisgtir.

Sonug olarak;

S. stricta ve O. minutiflorum’un in vitro kosullarda ¢ogaltimi yapilmis ve etkin bir
Uretime olanak saglayacak optimal kosullar belirlenmistir. Calismanin sonugclari
sOyle 6zetlenebilir;

1- S. stricta tohumlar kabugu cikarilip geri kalan embriyo ve endosperm kismi B5
ortaminda ve O. minutiflorum tohumlari ise MS ortaminda kultlire alindiginda %
100 oraninda ¢imlenmigtir.

2- Mikrogogaltim denemelerinde S. stricta icin B5 ortaminda ¢imlendirilen ve
blyGtilen 30-40 gunluk fidelerden, O. minutiflorum igin ise MS ortaminda
cimlendirilen ve blyUtilen 30-40 gunlik fidelerden eksplant alinmistir.

3- S. stricta ve O. minutiflorum igin kullanilan tek bogum eksplanti ile diger
eksplantlar (hipokotil, strgin ucu ve yaprak parcalarn) karsilastirildiginda tek
bogum eksplantlarinin kullanilan tim hormon kombinasyonlarinda sirgin olusumu
bakimindan en basarilh eksplant oldugu saptanmistir Hipokotil, strgin ucu ve
yaprak parcalarinin strgin rejenerasyonu Uzerinde etkili olmadigi ve sidrgin
olusturmadigi belirlenmisgtir.

4- S. stricta icin slirgtin olusumu bakimindan en basarili hormon kombinasyonu ve
ortamin 1.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA ve 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA
kombinasyonlarini iceren B5 besin ortamlarinin oldugu, O. minutiflorumigin ise 2.0
mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/| BAP + 0.1 mg/l NAA ve 3.0 mg/| BAP + 0.1
mg/l NAA kombinasyonlarini iceren MS ortamlarinin oldugu belirlenmistir.

5- O. minutiflorumicin 1., 2. ve 3. alt kiltlrlerde en fazla strgin olusumu 2.0 mg/I
BAP iceren ortamda gerceklesmis ve 3 alt kiltirde sirasiyla eksplant basina
ortalama 3.04, 3.73 ve 1.42 adet slrgin olusmustur. 3. alt kiltir sonunda
cogaltim katsayisi 42.99 olarak tespit edilmistir.
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6- S. stricta i¢in, 1. ve 2. alt kulturlerde en fazla strgun olusumu 1.0 mg/l BAP +
0.1 mg/l NAA kombinasyonunu igeren ortamda gerceklesmis 2 alt kultirde
sirasiyla eksplant basina ortalama 4 ve 2.11 adet strgin olusmustur. 2. alt kilttr
sonunda da ¢ogatim katsayisi 33.76 olarak belirlenmigtir. 2. alt kiltirde 3.0 mg/|
BAP iceren ortamda ve 3. alt kiltirde tim ortam kombinasyonlarinda olusan yeni

surgunler vitrifiye olmus veya rozet seklinde gelismisgtir.

7- S. strictada en yilksek kék olusumu 4.5 mg/l IBA iceren B5 ortaminda, O.
minutiflorm’da ise 3.0 mg/l IBA iceren MS ortaminda elde edilmistir. Ancak O.
minutiflorum igin 2. alt kiltirde hormonsuz MS ortaminin etkisi 3.0 mg/l IBA ile

benzer bulunmus ve kdk olusumunu dnemli oranda arttirmistir.

8- Koklu fideler steril ‘perlit + toprak’ karisimindan olusan ex vitro kosullara
basariyla aktanlmigtir. S. strictada 1 yil slre ile yapilan gdzlemlerde fidelerin
canlihk orani % 90 olarak, O. minutiflorum’da ise 3 ay sulre ile yapilan gézlemlerde
% 58 olarak belirlenmisgtir.

Gergeklestirilen bu calisma ile in vitro kosullarda S. stricta ve O. minutiflorum
bitkilerinin ¢ogdaltiimasina yodnelik protokol optimize edilmistir. Bu arastirma
sonuglari diger tibbi ve aromatik bitkilerde yapilacak doku kitlrt ¢alismalarina da
temel olusturacak ve yol gbsterecektir. Ayrica, bu calisma sonugclar her iki tartn
doku Kkultarh ile dinyadaki ilk calismasi olmasi bakimindan Tdrk ve dinya

literatGrine muhtemelen énemli katki saglayacaktir.
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Ek-1.

Cizelge 1.

S. strictanin degdisik eksplantlarinda ve farkl

BAP ve NAA

kombinasyonlarindaki B5 ortamlarinda slrgin olugsumu oranlarina ait varyans

analiz sonuglari.

Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler F-degeri P-degeri
Kaynaklar Toplami | Derecesi | Ortalamasi
Eksplant (A) 876,188 3 292,063 3749,938 0,000*
Hormon 223,062 9 24,785 318,224 0,000
kombinasyonu
(B)
AxB 578,188 27 21,414 274,950 0,000
Hata 121,500 0.079
Toplam 1798,938 1599
* p<0.01 dizeyinde énemli.
Cizelge 2. S. strictada 1. ve 2. alt kdltirlerde farkh BAP ve NAA
kombinasyonlarinin stirglin olugum oranlarina ait varyans analiz sonuglari.
1. alt kaltar
Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler F-degeri P-degeri
Kaynaklar Toplami | Derecesi | Ortalamasi
Hormon 98,076 3 32,692 8,503 0,000*
kombinasyonu
Hata 538,250 140 3,845
Toplam 636,326 143
2. alt kaltar
Hormon 98,972 3 32,991 14,448 ,000
kombinasyonu
Hata 319,667 140 2,283
Toplam 418,639 143

* p<0.01 diizeyinde énemli.
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Cizelge 3. Mikrogogaltim ve alt kultir asamalarindan elde edilen S. stricta
surgunlerinin farkh IBA konsantrasyonlarindaki kok olusum oranlarina ait varyans

analiz sonugclari.

Mikrogcogaltim agamasi

Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler F-degeri P-degeri
Kaynaklar Toplami | Derecesi | Ortalamasi
Hormon 2328,000 4 582,000 78,649 0,000*
konsantarsyonu
Hata 74,000 10 7,400
Toplam 2402,000 14
1. alt kaltiir agamasi
Hormon 3069,600 4 767,400 426,333 0,000
konsantarsyonu
Hata 18,000 10 1,800
Toplam 3087,600 14
2. alt kaltir asamasi
Hormon 1821,600 4 455,400 284,625 0,000
konsantarsyonu
Hata 16,000 10 1,600
Toplam 1837,600 14

* p<0.01dlzeyinde 6nemli.

Cizelge 4. O. minutiflorum’un degisik eksplantlarinda ve farkli BAP ve NAA
kombinasyonlarindaki MS ortamlarinda slirglin olusum oranlarina ait varyans

analiz sonuglari.

Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler F- P-degeri
Kaynaklar Toplami Derecesi | Ortalamasi | degeri
Eksplant (A) 5,157 9 0,573 4,567 0,000*
Hormon 15,602 3 5,201 41,445 0,000
kombinasyonu
(B)
AxB 15,473 27 0,573 4,567 0,000
Hata 145,567 1160 0,125
Toplam 181,799 1199

* p< 0.01 diizeyinde 6nemli.
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Cizelge 5. O. minutiflorumda 1., 2. ve 3. alt kiltirlerde farkli BAP ve NAA
kombinasyonlarinin, farkli BAP ve kinetin dozlarinin sirgtin olusum oranlarina ait
varyans analiz sonuglari.

1. alt kaltar
Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler F-degeri | P-degeri
Kaynaklar Toplami | Derecesi | Ortalamasi
Hormon 1452,238 6 242,040 3,340 0,003*
kombinasyonu
Hata 23840,021 329 72,462
Toplam 25292,259 335
2. alt kaltar
Hormon 607,363 6 101,227 11,107 0,000
kombinasyonu
Hata 2998,562 329 9,114
Toplam 3605,926 335
3. alt kultar
Hormon 50,976 6 8,496 12,108 0,000
kombinasyonu
Hata 230,854 329 0,702
Toplam 281,830 335

* p<0.01 diizeyinde dnemli.
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Cizelge 6. Mikrogcogaltim ve alt kiltir asamalarindan elde edilen O. minutiflorum
surgunlerinin farkh IBA konsantrasyonlarindaki kdok olusum oranlarina ait varyans

analiz sonugclari.

Mikrocogaltim agamasi

Varyasyon Kareler | Serbestlik Kareler F-degeri | P-degeri
Kaynaklar Toplami | Derecesi | Ortalamasi
Hormon 9963,600 4 62490,900 | 691,917 0,000*
konsantrasyonu
Hata 36,000 10 3,600
Toplam 9999,600 14
1. alt kiltir agamasi
Hormon 11886,000 4 2971,500 353,750 0,000
konsantrasyonu
Hata 84,000 10 8,400
Toplam 11970,000 14
2. alt kaltar agamasi
Hormon 11545,067 4 2886,267 432,940 0,000
konsantrasyonu
Hata 66,667 10 6,667
Toplam 11611,733 14
3. alt klltar agsamasi
Hormon 11438,400 4 2859,600 | 1191,500 0,000
konsantrasyonu
Hata 24,000 10 2,400
Toplam 11462,400 14

* 0.01 diizeyinde 6nemli.
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