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OZET

Bitki kimyasal bilesikleri sentezlendikleri metabolik yol ve fonksiyonlarina gore
primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilirlar. Sekonder metabolitler primer
metabolitlere nazaran daha kompleks yapida olma egilimindedirler. Bu maddeler,
¢ogu durumda bitkilerde ¢ok az miktarda bulunan diisiik molekiil agirlikl bilesiklerdir.
Fakat biyoteknolojik olarak sekonder metabolit miktarinin bitki hiicre ve organlarinda
arttirllmaya calisilmasinda biyoreaktdr kullanimi en giincel yaklasimlardandir. Bu
kapsamda tezin amaci, ilag endiistrisinin de ilgilendigi sikonin ve rozmarinik asit gibi
cesitli sekonder metabolitlerin iretildigi engerek otu (Echium italicum L.) gibi
ekonomik degere sahip yerel bitki kaynaklarinin mikrogogaltimi i¢in uygun besiyeri
ve bitki biiylime diizenleyicisi igeriginin yari-kat1 kiiltlir sisteminde belirlenmesi ve
optimize edilen besiyeri iceriginin giincel ¢ogaltim teknikleri olan sivi ve gegicli
daldirma biyoreaktor sistemlerinde denenmesi bdylece biyoteknolojik yontemlerle
stirdiiriilebilirliklerinin saglanmasidir. Tez kapsaminda Oncelikle farkli besi ortami
icerikleri [MS (Murashige ve Skoog besiyeri,1962) ve B5 (Gamborg besiyeri)],
sitokinin tipleri [BA (6-benziladenin), TDZ (Tidiazuron), KIN( Kinetin), 2-iP (2-
izopentiladenin)] ve miktarlar1 (1, 2, 4 mg 17) yari-kat: besiortaminda denenmistir.
Engerek otu bitkisine ait gdvde uglarindan en yiiksek proliferasyon (%100), 1 mg 1™
BA ile desteklenen yar1 kati B5 besiortaminda elde edilmistir. Govde ucu
eksplantlarinin gegici daldirma biyoreaktor sisteminde sivi besiortami ile 24 saatte bir
kez 24 dakikaligina temas etmesi (24s/24°) ile %100 proliferasyonun elde edilmesinin
yant sira ¢oklu gévde olusumunda istatistiksel olarak anlamli artig saglanmistir. Gegici
daldirma biyoreaktér uygulamalart sonucu vitrifikasyon olusmamistir. Olusan
govdeler de en yiiksek koklenme (%100), 2 mg 17 indol-3-butrik asit (IBA) ile
desteklenen yari-kat1 besi ortaminda saglanmistir. Koklenen govdeler, daha sonra in
vivo kosullara iklimlendirilmistir. Gelistirilen mikrogogaltim tekniklerinin, engerek
otunun yer aldig1 Boraginaceae ailesinde bulunan diger tiirlerin de in vitro kosullarda

¢ogaltimi i¢in model olusturma potansiyeli bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Sekonder metabolit, in vitro ¢ogaltim, mikrocogaltim, gecici

daldirma biyoreaktor sistemleri, Echium italicum
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SUMMARY

Plant chemical compounds is divided to primer and secondary metabolites
according tothe their synthezied metabolic pathway and functions. Secondary
metabolites tend to be more complex in regard to primer ones. These metabolites are
low molecular weighted compounds that usually exist in relatively lower amounts. In
this context, the aim of the thesis concerns the determination of the optimum media
and plant growth regulator type and amount in semi-solid media which is followed by
assessment of this optimized medium content in temporary immersion bioreactor for
the micropropagation of local plant sources like Echium italicum L. that produced
shikonin and rosemarinic acid secondary metabolites. In the scope of the thesis,
initially, different nutrient media contents [MS (Murashige and Skoog nutrient, 1962)
and B5 (Gamborg nutrient)], cytokinin types [BA (6-benzyladenine), TDZ
(Tidiazuron), KIN (Kinetin),2-iP (2-izopentyladenine)] and amounts (1, 2, 4 mg 17)
were tested in a semi-solid media. The highest proliferation (%2100) was obtained in
semi-solid B5 medium supplemented with 1 mg 1"t BA. Body end explants temporary
immersion bioreactor system in the liquid feeding environment once every 24 hours
up to 24 minutes of contact (24h / 24 ") with %2100 proliferation is achieved. As a result
of temporary immersion bioreactor applications, no vitrification occurred. Proliferated
microshoots showed the highest rooting percentage (%100) in 2 mg 1 indole-3-
butryric acid (IBA) supplemented semi-solid medium. The rooted microshoots were
then acclimatized to in vivo conditions. Improved micropropagation techniques, have
potential to be used a model for the in vitro mass propagation of other other species of

the Boraginaceae family.

Keywords: Secondary metabolite, in vitro proliferation, micropropagation,

temporary immersion system, Echium italicum
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci ve Literatiire Katkisi

Mikrogogaltim tekniginin ekonomik &neme sahip olan Echium.L. bitkisinde
gelistirilmesi, tiiriin hizli ve klonal ¢ogaltiminini saglamaktadir. Buna ek olarak, in
vitro proliferasyon tekniklerinin yari-kati ve sivi biyoreaktor sistemlerinde denenmesi
tiirtin ticari olarak tretilmesinde ve farkli kiiltiir sistemlerinin karsilastirilmasina
olanak saglamaktadir. Ayrica bitkisel yiiksek degerlikli sekonder metabolit tiretimi
saglanarak ilag¢ sanayisine de katki saglamaktadir.

Her ne kadar, sekonder metabolitlerin bitkideki gorevleri farklilik gosterse de
mikrobiyal patojenlere karsi sitotoksik etkili olanlar tipta “antimikrobiyal madde”
olarak kullanilmaktadir [Benli ve Yigit, 2005]. Herbivorlara kars etkileri merkezi
sinir sistemi tizerine ndrotoksik sekilde olup, bunlardan “anti-depresan”, sakinlestirici,
kas gevsetici olarak ya da anestetik ilaglarin eldesinde yararlanilmakta, ayrica
bazilarinin yapica ligandlara, hormonlara, signal transdiiksiyon molekiilleri veya
norotransmitlere benzerlik gostermesinden dolayi, merkezi sinir sistemi ile endokrin
sisteme karsi etkili ilaglarin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Ayni zamanda
antikanser 6zelliginden de ilag sektoriinde faydalanilmaktadir.

Bitki yerine bitki hiicrelerinin uygun kosullarda biyoreaktorlerde iiretilmesi
bitkisel unsurlarin doganin sundugu parametrelerden bagimsiz {iretimini
saglamaktadir. Dolayisiyla, ikincil metabolitlerin tam bitkiden bagimsiz {iretimi
piyasaya arzda siireklilik saglar, tiretim verimini arttirir ve ikincil metabolitler belirli
spesifikasyonlara sahip endiistriyel iriinler niteligine kavusmaktadir. Boylelikle in
vitro bitki kiiltiirleri kavrami ortaya ¢ikmaktadir. Biyolojik etkileri olan bu kimyasal
maddeler, ¢cogu durumda bitkilerde ¢ok az miktarda bulunan diisiikk molekiil agirlikli
bilesiklerdir. Fakat biyoteknolojik olarak sekonder metabolit miktarinin bitki hiicre ve
organlarinda arttirilmaya ¢alisilmasinda biyoreaktor kullanimi en giincel ve yenilik¢i
yaklasimlardandir. Bu kapsamda bu tezin amaci, ila¢ endiistrisinin de ilgilendigi
sekonder metabolitlerin {iretildigi Echium L. gibi ekonomik degere sahip yerel bitki
kaynaklarimin mikrogogaltimi i¢in uygun besiyeri ve bitki biiylime diizenleyicisi
iceriginin yari-kat1 kiiltiir sisteminde belirlenmesi ve optimize edilen besiyeri

iceriginin gilincel ¢ogaltim teknikleri olan sivi ve gecici daldirma biyoreaktor
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sistemlerinde denenmesi bdylece biyoteknolojik yontemlerle siirdiiriilebilirliklerinin

saglanmasidir.

1.2. Bitkisel Gen Kaynaklarmin Korunma ve Kullaniminda
Biyoteknolojik Yaklasimlar

Diinya hi¢ olmadig1 kadar biiyiik bir hizla degismektedir. Dogal varliklar
tiikkenmekte artan niifus ve kontrol edilemeyen tiiketim arzusunun yarattig1 baski gen
kaynaklarmin gelecegini tehlikeye atarak dogal dengenin bozulmasini da beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle insanlarin basta gida olmak {izere temel ihtiyaglarini
karsilamasinda bitkilerin korunmasmin 6nemi artik daha fazla bilinmekte ve
onemsenmektedir.

Biyoteknoloji de siiregelen hizli ve yeni gelismeler genetik kaynaklarin insanligin
yararina daha etkili olarak kullanilmasini saglamaktadir. Bu farkindalik insan yagsami
acisindan oldukga biiylik bir 6neme sahiptir. Bitkiler, dogadaki diger canlilarin
yasamina siirdiirebilmesi i¢in birincil tireticilerdir [Benli ve Yigit, 2005].

Canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in olduk¢a hayati 6neme sahip bitkiler ilag, gida
gibi birgok hammaddenin kaynagi olmakla birlikte, ekolojik dengenin saglanmasinda
da onemlidirler. Yapilarinda bulundurduklar1 sekonder metabolitler sayesinde sifa
kaynagi olarak gosterilmektedirler. Sahip olduklar1 bu molekiiller sayesinde hem insan
saglig1 agisindan hem de biyogesitlilik agisindan olduk¢a énemlidirler [Balandrin ve
Klocke, 1988]. 91 iilke iizerinde diinya saglik organizasyonu tarafindan yapilan bir
aragtirmaya gore tedavi amagli kullanilan tibbi bitki miktar1 20.000 kadardir. Bunlarin
500 civarinin iiretim i¢in kullanilarak nesilleri kaydedilmektedir [Kirbag, 1999].

Bitkisel gen kaynaklar1 basta niifus artis1 olmak {izere, sanayilesme, kentlesme,
bilingsiz tiikketim ve orman yanginlar1 gibi birgok etkenden 6tiirli yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiyadir. Bu nedenle bitki tiirlerindeki artis miktar1 diinya niifus artigiyla dogru
orantili bir sekilde biiylime gostermelidir. Fakat bu artis diinyanin maruz kaldigi
biyotik ve abiyotik streslerden oGtiirti kisitlanmaktadir. Bu nedenle biyogesitliligin
kaynaklarindan birisi olan bitki materyallerinin koruma altina alinmasi ¢aligmalar1 her
gecgen giin 6onemini arttirarak devam etmektedir [Holt et al., 1993].

Bitki tohumlarinin uzun siireli olarak depolanabilmesi, ayn1 anda ¢ok sayida

ornegin depolanabilmesi, depolama esnasinda canlilik kayiplarinin az olmasi gen



kaynaklarmin korunmasindaki temel prensipler arasindadir. Fakat bu prensiplere
uymayan bitki tiirlerinin varligi da s6z konusudur. Ornegin; tohumlari kurutmaya ve
sogukta depolamaya uygun olmayan bitki tiirleri i¢in uzun siireli depolama s6z konusu
degildir. Bu nedenle in vitro tekniklerin gelistirilmesi bir zorunluluk haline gelmistir.
Yapilan ¢aligmalar ile yalnizca depolama da degil ayn1 zamanda bitki 1slah ¢aligmalari
da gelistirilmektedir [Withers, 1994].

Bitki biyoteknolojisi alaninin gelisimi ile birlikte, bitki genetik materyallerinin
korunmasindan bitki doku kiiltiiri teknikleri ile yeni gelistirilen gesitlerin tarimda
kullanilmasina kadar birgok alanda ¢alismalar amaglanmaktadir.

Gelistirilen caligmalar ile ‘RFLP’, ‘RAPD’ gibi molekiiler teknikler kullanilarak
degisen cevre kosullarina uygun genetik cesitliligin belirlenmesi, gen aktarimi
teknolojisi ile istenilen 6zelliklerin bitkilere aktarilmasinin saglanmasi, bitki 1slah
siirelerinin  kisaltilmasi, mikrogogaltim ¢aligmalarinin kontaminasyon riskini
azaltmasi sebebiyle elde edilen tirlinlerin saglikli bireyler olmasi, bitkilerin kisa, orta
veya uzun siireli olarak depolanabilmesi, bitki hastaliklarinin tani ve tedavisi gibi

amagclardan faydalanilmaktadir [Simmonds, 1983; Benson, 1999].

1.3. Bitki Doku Kiiltiirii

In vitro, hiicre, aksenik ya da steril kiiltiir olarak da adlandirilan bitki doku kiiltiirii
temel ve pratik uygulamalarin yapi tasini olusturan 6nemli bir alandir. Karmagik
bircok metodu i¢inde barindiran bitki hiicre kiiltiiri teknolojisi, uygun fiziksel ve
kimyasal kosullar altinda bitki hiicre, doku ve organlarinin biiyiitiiliip yeni bitki elde
edilmesini amaglamaktadir. Bugiine kadar pek ¢ok bitki tiirliniin, in vitro kiiltiir
sartlarina aktarimi gerceklestirilmistir.

Doku kiiltiirii uygulamalar1 (1) hiicre davranisi, (2) bitki modifikasyon ve
gelisimi, (3) patojenden arindirilmig bitkilerin liretimi ve gen kaynaklarinin
korunmasi, (4) klonal ¢ogaltim ve (5) iirin olusumu basliklar1 altinda incelenebilir
[Thorpe, 1990].

Hiicre davranisi bagligir altinda hiicre bilimi, beslenme, birincil ve ikincil
metabolizma ile birlikte morfogenez ve kiiltiir dokularinin patolojisi hakkinda

arastirmalar yapilmaktadir [Thorpe, 1990].



Bitki modifikasyonu ve gelisimi periyodu siiresince, geleneksel 1slah
caligmalarina ek olarak, in vitro metotlar gelistirilmistir. Bu teknikler haploid bitkilerin
indiiklenmesi, cinsel uyusmazlik sorunun ortadan kaldirilmasi, intergenik ve
interspesifik hibritlerin iiretimi i¢in stigma, ovul ya da plasenta {izerinde in vitro
tozlagsma da kontrollii bir sekilde kullanilmistir [Yeung et al., 1981].

Patojenlerden bagimsiz bitkiler gen kaynaklart deposu agisindan oldukga biiyiik
bir 6neme sahiptir (Thorpe, 1990). Bitkilerin meristem ug¢ kiiltiirii teknikleri ile
viriislerden, bakterilerden ve mantarlardan arindirilma c¢alismalar1 1960°tan beri
ozellikle viriis enfekte bitkiler i¢in kullanilmaktadir. Cilinkii bakteri ve mantar bitkiden
basarili bir sekilde uzaklastirilabilir [Bhojwani and Razdan, 1983].

Klonal ¢ogaltim bitkilerin vejetatif ¢ogaltimi1 i¢in olduk¢a yaygin olarak
kullanilan uygulamalardan bir tanesidir. Uygulama biitlin bitki tiirleri i¢in
kullanilabilmektedir. Fakat hiperhidrisiti gibi ¢06ziilmesi gereken problemleri
icermektedir [Murashige, 1978; Conger, 1981]. Mikrogogaltimin saglanabilecegi ii¢
yol bulunmaktadir. Bunlar yan tomurcuklarin apikal dormansisinin kirtlmasini,
kallustan dogrudan ya da dolayli olarak tomurcuk {iretimini ve eksplantlar iizerinde
dogrudan ya da dolayli olarak somatik embriyogenezisin uyarilmasidir [Murashige,
1974; Murashige, 1978].

Bitkilerin iirlin olusturma kapasitelerine bakildiginda, yiiksek yapili bitkilerin
endiistri ve farmasotik biyoteknolojinin oldukga ilgi gosterdigi kimyasallar {irettigi
goriilmektedir. Sekonder metabolit olarak bilinen bu kimyasallarin iiretimi ¢esitli
uygulamalarla verimli bir sekilde arttirilabilmektedir [Zenk, 1978].

Doku kiiltiiri uygulamalarina bakildiginda yaygin olarak kullanilan
uygulamalardan bir tanesinin de gen transfer teknigi oldugu goriilmektedir. 1970’li
yillarin baslangicinda restriksiyon enzimleri alanindaki ¢aligmalarin gelismesiyle,
doku kiiltiirii de yeni bir arastirma alanina dogru yonelim gostermistir. Spesifik
yabanci genlerin bitki hiicrelerine aktarilmasiyla genetik olarak modifiye edilmis
trlinler ortaya cikmistir. Aktarilma yontemlerine bakildiginda Agrobacterium
tumefaciens bitki genetik miithendisligi alanindaki 6nemli yontemlerden bir tanesidir.
Ayn1 zaman da kimyasal yontemler ve elektroporasyon yoéntemi ya da
mikroenjeksiyon yontemi ile de transformasyon gergeklestirilmektedir [Hiei et al.,
1994]. In vitro teknoloji uygulamalari bitki biyolojisi ¢aligmalarinda énemli katkida
bulunmakta ve her gegen giin de gelisimini devam ettirmektedir [Brown and Thorpe,
1995].



2. INVITRO COGALTIM

In vitro ¢ogaltim; bitki hiicrelerinin, dokularmnin ya da organlarinin yapay besi
ortaminda ve aseptik kosullar altinda yeniden bir bitki olusturma kapasitesi olarak
tanimlanabilir. Dogada yaygin olarak bulunmayan ya da kimyasal olarak sentezi zor
olan maddelerin sentezlenmesine Onciiliikk etmektedirler. Elde edilmek istenilen bitki
ornegi ¢evre kirliliginden, mikroplardan ve toksinlerden bagimsiz olarak ve istenilen
zaman da iiretilebilmektedir. /n vitro ¢ogaltim tekniginin bu ydnleri daha 1994 yilinda
besin maddelerinin biyoteknolojik olarak iiretimi i¢in FAO (United Nation’s Food &
Agriculture Organization) tarafindan ortaya c¢ikarilmustir. [n vitro  ¢ogaltim
teknolojisine bakildiginda bitkisel kaynakli bilesiklerin kozmetik ve ila¢ endiistrisinde
kullanildig1 goériilmektedir. Cezayir meneksesinden elde edilen arbutin agartma ajan
olarak kullanilmakta, porsuk agacindan elde edilen pigment ise antitlimdr ajani olarak
kullanilmaktadir [Sch and Blum, 2008; Dodds et al., 1985].

Biyolojik olarak bakildiginda biitiin bitkiler, potansiyel olarak totipotent yani
hiicrelerden yine ayni bitkiyi elde edebilecek farklilasmamis hiicrelere sahiptirler.
Bitki tizerindeki herhangi bir mekanik hasar kallus olusumunu indiikler. Kallus
kiiltirleri farklilagmamis hiicre gruplarini icermektedir. Kiiltiirler igin uygun besiyeri
saglandiginda ayni zaman da bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilarak, hiicreler
uyarildiginda yetiskin bir bitkinin yeniden {iretilmesi saglanmaktadir. Bu teknik
mikrogogaltim teknigi olarak adlandirilmaktadir [Toso and Melandri, 2009; Toso and
Melandri, 2010].

Yeni bitki hiicre hattinin {iretilmesindeki ilk adim, uygun bitki materyalinin
secilmesidir. Yeni hiicre hattinin olusturulmasi i¢in gerekli ve ¢ok énemli olan ikinci
adim bitki materyalinin sterilizasyonudur. Sterilizasyonun saglanmadigi durumlarda
bakteri ve kiif kontaminasyonu kiiltiir gelisimini durdurmakta ya da yavaslatmaktadir.
Bu durum meristem hiicrelerinde kalict hasarlara sebep olmaktadir. Steril edilen bitki
materyalleri mikroskobik fragmentlere indirgenir ve kati besi yeri igeren petri {izerine
yerlestirilir.

Uretimi gergeklestirilen kallus, diizenli olarak hiicre metabolizmasi i¢in gerekli
olan biitiin maddeleri igeren besiyerine transfer edilir. Besiyeri karanlik ortamda
tutulur boylece kiiltlir fotosentez yetenegini kaybeder ve heterotrofik organizma

davranigini alir. Bu asama da bitki icin gerekli olan organik karbon ve enerji kaynagi



olarak sakkaroz, oksin, sitokin gibi bitki hormonlari, vitamin ile makro ve mikro
elementler besiyerine eklenerek bitki ile muameleleri saglanir. Bu sekilde
gergeklestirilen transferler, hiicre hatt1 tek tip hiicre seklini alana kadar devam ettirilir.

Dikkate deger noktalardan bir tanesi elde edilen hiicre hattinin genetik
ozelliklerinin degismemesidir. Kiiltiir kosullar {iretilen biyokiitlenin hacmi, hiicre
goriintiilenmesi, pH seviyesi, seker igerikleri gibi rutin dlglimlerin yapilmasiyla
kontrol edilmektedir [Dal Toso and Melandri, 2009; Dal Toso and Melandri, 2010].
Uygun kosullar altinda gelisimini siirdiiren eksplantlarin in vitro ¢ogaltim asamasinda
geldigi son basamaklardan bir tanesi koklendirmedir. Cogaltimi saglanan bitki
govdeleri koklenmeyi uyaran bitki biiyiime diizenleyicileri iceren farkli bir besi
ortamina alimirlar. Burada belirli bir siire koklenme saglandiktan sonra son olarak
iklimlendirme asamasina gecilir. Iklimlendirme basamag asamali olarak
gerceklestirilmelidir. Steril kosullar altinda, ihtiya¢ duyulan biitiin besin igeriklerinin
bulundugu ayn1 zamanda uygun nem ve 151k diizeyinin saglandigi bir ortamda yetigsen
bitkilerin, daha diisiik nem, daha yiiksek 1s1k diizeyi ve steril olmayan kosullara sahip
ortama aktarilmasi bitkilerin aktarildigi ortama uyum saglayabilmeleri i¢in asamali bir

stireci gerektirmektedir [Preece and Sutter, 1993].



3. INVITRO COGALTIM TEKNIKLERINDE SIVI
KULTURLERIN KULLANIMI

Mikrogogaltim patojenden bagimsiz bitki tiirlerinin liretimi i¢in olduk¢a yaygin
olarak kullanilan biyoteknolojik bir yontemdir. Mikrogogaltim yontemlerinin cogunda
kat1 besiyeri kullanilmaktadir. Bu durum eksplantlar i¢in baz1 dezavantajlara sebep
olmaktadir. Katilastirmanin jel ile saglandig kiiltiir ortamina yerlestirilen eksplantlar
jelden dolayr zamanla kararma gostermektedir. Ayni zamanda besi ortami, her
eksplantin besiyeri ile etkilesim halinde olmamasindan dolayr materyaller igin
heterojen bir ortam sunmaktadir. Katilagtirict olarak kullanilan agar, fitojel veya
fitoagar gibi maddeler pahali olup, iiretim maliyetini de arttirmaktadir. Tiim bu
sebeplerden dolay1 katilastirict ajanlarin kullanilmadigr sivi kiiltiir ortamlar1 tercih
edilmektedir. Doku kiiltiirii otomasyonundaki proliferasyonun hizlanmasi, kesim
islemlerinin  ve ayrim islemlerinin mekaniklestirilmesi gibi  gelismeler
biyoreaktorlerdeki sivi kiiltiirlerin kullanimina baghdir [Alper ve ark., 1993]. Etkili
ve verimli bir sekilde ¢ogaltimin saglanmasi, proliferasyonun hizli ve kapsaml
olmasinin yaninda ¢ogalma fazi i¢in biiylik 6l¢ekli kiiltiirlerin kullanimi gerekmektedir
[Ziv, 1991a; Ziv, 1991b; Ziv, 1995b]. Aymi zamanda mikrogogaltim siirecinin
otomasyonu geleneksel yontemlerin getirmis oldugu sinirlandirmalart azaltmaktadir
[Alper ve ark., 1993; Aitken-Christie et al., 1995; Vasil, 1994]. Siv1 kiiltiir kullanimi
ilk olarak Haris ve Mason (1983) tarafindan gelistirilmistir. Ve ilk basarili bitki
rejenerasyonu sonuglari Solanum tubaresum ve Coffee arabicananin somatik
embriyolarindan elde edilmistir [Etienne and Berthouly, 2002].

Kitle ¢ogaltimlarin verimli bir sekilde gergeklestirilmesinde sivi kiiltiirlerin

tercih edilmesinin avantajlari su sekilde siralanabilir:

e Bedensel is giiciinii azaltir.

e Bitkilerin transfer edilmesinden ziyade kiiltlir ortaminin degismesine olanak
saglar.

e Oldukc¢a maliyetli olan jel kullanimina gereksinim duymaz. Boylece maliyeti
diistiriir.

e Ticari olarak kitlesel iiretime olanak sagladigi icin zaman ve mekan yongnden

avantaj saglar [Ziv et al., 1998].



Biyoreaktorler de bitki biiylimesinin ve morfogenezin kontrol edilebilmesi
amaci ile atmosfer gazlari, oksijen seviyesi, COz degisimi, pH, mineraller,
karbonhidratlar, biiylime diizenleyicileri ve sicaklik gibi kiiltiir kosullarinin ayarlanmis
olmasi gerekmektedir.

Biyoreaktorlerdeki atmosfer gazlari, bitkilerin spesifik gelisim fazlari icin
oldukga biiyiik 6neme sahiptirler [Akita and Takayama, 1994]. Oksijen seviyesi bitki
metabolik aktiviteleri iizerinde etkilidir. Bu seviye bir tiirden bagka bir tiire gore
farklilik gostermektedir [Cazzulino et al, 1991]. Kiiltiir ortamindaki karbondioksit
gereksinimi fotosentez ile iliskili olmasa da amino asit gibi metabolik yolaklar igin
gereklidir [Preil, 1991]. Bitki hiicrelerinin gelisimi agisindan oldukga bilyiik 6neme
sahip olan pH, birgok hiicre kiiltiiriiniin baslangi¢ asamasinda 5.5 — 5.9 gibi bir deger
gostermektedir [Jay et al.,, 1994]. Kiiltir i¢in kullanilan mineral igeriklerine
bakildiginda ise, organik ve inorganik igerikleri diizenlenmis MS besiyerinin bir¢ok
bitki tlirli i¢in s1v1 ya da kati kiiltiirler de kullanildig1 goriilmektedir. Mineral igerikleri
kiiltiirlin fiziksel 6zelliklerine, bitki biyokiitlesinin tiir ve biiyiikliigiine gore degisiklik
gosterebilmektedir. Sicaklik, pH, 1sik, minerallerin konsantrasyonu, besiyeri hacmi
gibi faktorler besin iceriklerinin emilim hizini etkilemektedir. Bitki hiicrelerinin sivi
kiiltirler de besiyeri igeriklerini daha iyi absorbe ettigi goézlemlenmistir [Williams,
1992; Debergh et al., 1994]. Bitki kiiltiirleri enerji kaynagi olarak karbonhidratlara
hitiya¢ duymaktadirlar. Karbonhidrat kaynag: olarak ise genellikle sukroz, glikoz,
fruktoz ya da sorbitol kullanmaktadirlar [Smart and Fowler, 1984]. Yapilan galismalar
stvi kiiltiirler de bitki bilylime diizenleyicilerinin kullaniminin, bitki hiicrelerindeki
proliferasyon ve rejenerasyon agisindan elde edilen verimin kat1 besiyerilerine gore
daha etkili oldugunu gostermektedir [Ammirato and Styer, 1985]. Son olarak sicaklik
faktorline bakildiginda, biyoreaktdr igindeki sivi kiiltlirlerin sicaklik kontroliiniin
saglanmas1 bitki gelisimi acisindan oldukca biiyiilk 6neme sahiptir. Bu kontroliin
saglanmasi, biyoreaktor i¢indeki 1sitict bir eleman ya da biyoreaktor ile baglantili bir

sekilde su dolagiminin saglanmasi ile gergeklesmektedir [Akita and Takayama, 1994].



4. FARKLI SIVI KULTUR TEKNIKLERININ
KULLANIMI

Genel olarak, bitki hiicre ve dokular1 s1vi besi ortaminda kiiltiir edilebilirler. S1vi
besi ortamlarimin hiicre biiyiimesinde olumlu etkileri olmasinin yaninda dezavantajlari
da bulunmaktadir. Bitki hiicrelerinin s1v1 besiyerleri ile dogrudan temas halinde olmasi
bitkilerin vitrifiye olmasmna (cam haline gelmesine) ve bazi Dbitkilerin
proliferasyonundan ¢ok koklenmesine sebep olmaktadir. Ayrica mikrobiyal
kontaminasyonun kontrolii ve kiiltiirlerin biiyiitiilmesi daha zordur [Ziv et al., 1998].

S1v1 kdiltiir ortamlarinin kullanildigi biyoreaktdr sistemlerinin meydana getirdigi
bu problemlere ¢oziim olarak yeni teknikler gelistirilmektedir. Bu tekniklerden bir
tanesi, bitki dokularinin gelisimini destekleyecek ekonomik bir matriks materyalinin
kullanilmas: olabilir. Baska bir ¢6ziim noktasi ise gegici daldirma biyoreaktor
sistemlerinin (TIS) kullanimi olabilir [Alvard et al., 1993; Teisson and Alvard, 1995;
Adelberg, 2006; Afreen, 2006; Eibl and Eibl, 2006]. Gegici daldirma tekniklerinin
kullanim1 bitki dokularinin diizenli araliklarla sivi ile muamelesine, rejenerasyon
protokollerinin gelistirilmesine ve bazi kiiltiir asamalarinin otomatiklestirilmesine
imkan saglamaktadir. Bu biyoreaktor sistemlerinin kullanimi ilk 6nce ananas bitkisi
icin gelistirilmistir [Escalona et al., 1999]. Daha sonra diger bitki tiirleri i¢in de
rejenerasyon hizini ve bitki Ortiisii gelisimini iyilestirdigini gosteren ¢aligmalar rapor

edilmistir [Etienne et al, 2002].



5. GECICi DALDIRMA BIYOREAKTOR
SISTEMLERI

Siv1 kiiltiir ortamlarmin kullanildigi biyoreaktorler de en sik karsilasilan
problemlerden birisi bitkilerin vitrifiye olmasidir. Bu problemlerin iistesinden
gelebilmek adma gelistirilen biyoreaktor tiirii, 1980’ lerin sonuna dogru
gelistirilmistir. Gelistirilen biyoraktor ekipmanlar bitki materyallerinin siirekli kiiltiir
ile muamele edilmesinden ziyade belirli araliklar ile muamele edilmesine imkan
saglamaktadir. Gegici daldirma biyoreaktor sistemleri olarak adlandirilan bu
biyoreaktorler ile saglanan kitlesel bitki iiretimleri diger yontemlere gore daha
ekonomiktir.

Yar1 kat1 ve s1vi kiiltiiriin avantajlarini bir araya getiren bir yontem olan gegici
daldirma biyoreaktér sistemleri, Teisson ve arkadaslar1 tarafindan (1995)
tasarlanmigtir. Bu sistem ile yapilan ilk ¢aligma ise 1983 yilinda Haris ve Mason
tarafindan gelistirilmistir. Kullanilan bitki materyalleri sirasiyla Solanum tuberosum
ve Coffee arabicana 'dir [Etienne and Berthouly, 2002]. Bu sistem bitki materyali ile
stv1 besiyeri arasinda c¢esitli zaman araliklarinda etkilesimi saglayabilen bir imkan
sunmaktadir. Etkilesimi saglayan sistem hava akimidir. Hava akimi sayesinde
ortamdaki sivi besiyeri eksplantlar ile bir araya gelerek bitki materyallerinin gerekli
besini almasi saglanmaktadir. Bu islem siiresince bitki materyalleri herhangi bir zarara
ugramadan gerekli besin maddelerini alabilmektedir [Teisson and Alvard, 1995;
Etienne- Barry, 1999; Escalona et al., 1999; Espinosa et al., 2002].

Cesitli tiirlerin iiretimi icin elde edilen sonuglar, bu sisteme dayali iki
biyoreaktdr kullanilarak rapor edilmistir. Bu biyoreaktdrlerden birisi olan RITA®;
agirlikli olarak somatik embriyolarin kiiltiirlenmesi i¢in kullanilmakta olup, farkl bitki
tiirlerinde olumlu sonuglar verdigi rapor edilmektedir. Bu sistem, sivi ortami alttaki
bir kaptan bitki dokularmin iginde bulundugu {iist kisma dogru iten bir hava
kompresérii ile calismaktadir. RITA® biyoreaktdr sisteminin galigma prensibi, Sekil
5.1 de gosterilmistir [Teisson and Alvard, 1995]. Ikinci biyoreaktdr ise 10 litre
hacmindeki iki ayr1 biiyiik cam kaptan olusan ikiz kap sistemidir. Bu kaplardan birisi
bitki dokular1 digeri ise s1v1 besiyeri i¢in kullanilmaktadir. Stvi1 kiiltiir basingli hava ile
bir kaptan digerine tasinir [Escalona et al., 1999].

Gegici daldirma kiiltiirii calismalar1 bir¢ok avantaji beraberinde getirmistir.

Eksplantlar oksijen agisindan zayif olan sivi kiiltiir icerisinde siirekli tutulmayarak
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dokulara yeterli oksijen transferi saglanmaktadir. Ayrica, mekanik ¢alkalama ya da
strekli olarak havalandirma olmamas: bitki dokularimin strese girmesini
engellemektedir. Bitkilerin sivi kiiltiire dalma siireleri ve sikliklar1 degistirilerek
kontrol edilebildiginden hiperhidrisite sinirlidir [Etienne and Berthouly, 2002].
Yapilan bazi caligmalar da ayrica biyoreaktor sistemlerinin bitki gelisimini arttirdigini
ve bitkinin iklimledirilmesi asamasinda daha saglikli gelistigini gostermektedir
[Aitken-Christie et al., 1995]. Farkli bitki tiirlerinin mikrogogaltimin da kullanilan bu
sistem ile calisilan bitkiler Tablo 5.1° de gosterilmektedir. Bununla birlikte, bu
biyoreaktor sisteminin Echium italicum L. bitkisinde kullanildigina dair bir ¢alisma

heniiz literatiirde bulunmamaktadir.
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Sekil 5.1: Gegici daldirma biyoreaktor sistemlerinden birisi olan RITA® biyoreaktdr
sisteminin genel ¢alisma prensibi. Bitkiler sivi besiyeri ile temas etmeyecek sekilde
politiretan kopiik disk lizerine yerlestirilir (1). Pndmatik pompa sayesinde yiiksek
basinca sahip steril hava, siv1 besiyerinin alt kisimdan {ist kisma dogru hareketini
saglayarak eksplantlarin siv1 kiiltiir ortamu ile istenilen siire temasini saglar (2). Steril
hava akig1 siirekli olarak galkalanir boylelikle sivi kiiltiir ortamindaki havaninda
yenilenmesi saglanir (3). Pompanin durmasi ile engellenen hava basinci, sivi kiiltiiriin
kabin alt kismina ge¢mesini saglar, boylece eksplantlar ile s1v1 besiortaminin siirekli
temasi engellenir (4).
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Tablo 5.1: Gegici daldirma biyoreaktor sistemleri kullanilarak farkl bitki tiirlerinin - proliferasyon galigmalari.

Tur adi Eksplant tipi Besiortami Yontem Kaynakca
Ananas comosus Stirgiin MS+NAA+PB*+BA Mikrogogaltim (3 sa 2') Escalona ve ark., 1999
Crescentia cujete Nodal segment MS+KIN Mikrogogaltim (3 sa 3') Murc ve ark., 2004
Eucalyptus Nodal segment MS+BA+NAA Mikrogogaltim (10 sa 30 sn) McAlister ve ark., 2005
Fragaria ananassa Yaprak MS+TDZ+IBA Mikrogogaltim (4 sa 5') Hanhineva ve ark., 2005
Alocasia amazonica Govde MS+TDZ Mikrogogaltim (Giinde 4 kez 30') Jo ve ark., 2008
llex dumosa Nodal segment MS+BA Mikrogogaltim (4 sa 1') Luna ve ark., 2008
Saccharum spp. Govde MS+BA+PB Mikrogogaltim (3 sa 3') Bernal ve ark., 2008

Theobroma cacao

Embriyojenik kallus

DKW Besiyeri*

Somatik embriyogenez

Niemenak ve ark., 2008

Musa spp. Stirgilin MS Mikrogogaltim (3 sa 4') Aragon ve ark., 2009
Bactris gasipaes Zigotik embriyo MS+ 2IP* Somatik embriyogenez Steinmacher ve ark., 2011
Pistacia vera L. Nodal segment MS+BA+GA; Mikrogogaltim Akdemir ve ark, 2014

*PB, paklobutrazol; DKW, Driver ve Kuniyuki (1984) tarafindan gelistirilen besiortami; 2 IP: :2- izopentiladenin




6. ENGEREK OTU (ECHIUM ITALICUM L.)

Yaklasik olarak 100 cinsi ve 2500 tiirii ile genis bir alana yayilan Echium
italicum L. Boraginaceae ailesine ait bir bitki tiiridiir [Hartman, 1995]. Yaygin bir
sekilde engerek otu olarak bilinen Echium italicum L. tiirleri dikenli ve bocekler
tarafindan doéllenen zigomorfik ¢igeklere sahip tek yillik ya da ¢ok yillik bitkilerdir.
Bitkinin yapraklar1 soluk mavi-eflatun-pembemsi-beyazimsi renklere sahiptir ve
yaklagik olarak 7.5 ya da 9.5 mm uzunlukta huni seklinde tag¢ yapraklara sahiptir
[Edmondson , 1978] (Sekil 6.1 a ve b) Diinya iizerinde yayilim gosterdigi bolgeler
Avustralya, Avrupa, Akdeniz Bélgesi ve kuzey bat1 iran'dir. Tiirkiye’ de sadece E.
orientale endemik olmak iizere belirlenmis toplam 8 tiirii bulunmaktadir (E. russicum
L., E. glomeratum L., E. italicum L., E. vulgare L., E. plantagineum L., E.
angustifolium L. ve E. parviflorum L.) TUBIVES (2015). Ulkemizde dogal olarak
yetisen Echium L. tiirlerinin biyolojik 6zellikleri Tablo 6.1 * de gosterilmistir.

Sekil 6.1: a) Engerek Otu bitkisinin genel goriintiisii, b) Engerek Otu bitkisinin siki
huni seklindeki tag yapraklari.
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Tablo 6.1: Ulkemiz’ de yetisen Echium L. tiirlerinin biyolojik &zellikleri TUBIVES.

Tirkiye
Gmir Yap Gigeklenmes  Habitat Yiikszklik Endemik  Element daghimi Genel dagiimi
Fagusz ve Abies
armani K. Ve komsu
Echium apkhklan ya dz karaszl
grieniale ki yillike at Gyada7 calilik 850-1550 Endemik  Karadeniz  Anadolu Tirkiye
Daglardaki
Echium hozhirlzr, 1550- Endemik  Avrups- KE. VakKD.  O.Avrups,Balkanlar,
FUSSICUM ki yillike at Byada7 tabakah kayalar 2200 degil Sikirya Anadolu 0. Ve G. Rusya
Tarlalar, yaol
Echium kenarlan, corak Endemik G. Ve komsu
glomeratim ik yillike ot Eyada7 yerler 0-500 degil D Akdeniz  Anadolu B. Suriye
ki yillike Kirectas
Echium veya yamaclar, Endemik 0. Ve G. Avrupa,
italicum monokarpik ot Eyvadz g tarlzlar 0-1950 degil Akdeniz Tiirkiye GB. Asys
Picese ve Abiss
Echium armani, yol Endemik  Avrups- Avrups, GB.
vilgare i ik ot Eyadzg kenarlan 0-2440 deil Sibirya K. Tirkiye Ve 0. Asya
Tarlalar, kryilar, B. Avrups ve
Echium Tek veya iki gorzk yerler, Endemik Trakyawve Dz Akdeniz Havzas,
plantazingum yillik at 3yadz8 gimenlik 0-2400 degil Akdeniz Anadolu 0. Avrups, . Rusyz
Kyt kumullzrn,
kumilu K. Afrika,
Echium yamaglar, Endemik Trzkyave i Yunanistan, Ege,
angusiifalium Cokoylik ot Iyadad makiler 0-270 degil D Akdeniz  Anadolu Kibriz, Filistin
h{a',lallk
kirectas, K. &frika kryilan ve
Echium Tek veya iki yamaglar, Endemik G. Avrups, Portekiz,
parviflorum il ot Iyadad girmnenlik 0-50 deil Akdeniz G.Anadolu Yunanistan

Ulkemizde “Engerek otu” olarak bilinen Echium cinsi bitki, Tiirkiye’ de dogal
olarak yetismektedir. Yasadig1 alanlar aycicegi, tek yillik yem bitkileri, nohut ve
bugday tarlalaridir. Habitatlar1 bu sekilde yayilim gosterdiginden istilaci bitkiler
olarakta adlandirilirlar [ Y1ldirim ve Ekin, 2003]. Yapilan arastirmalar sonucunda Orta
Anadolu Bolgesinde bu bitkinin c¢esitli tilirlerine rastlanmistir. Cevre ve Orman
Bakanlig1 verilerine gore bitkinin yaygin oldugu iller sirastyla Kirklareli, Istanbul,
Bursa, Edirne, Samsun, Bolu, Kastamonu, Sinop, Giresun, Erzurum, Corum ve Ankara
olarak belirtilmistir [Yildirim ve Ekin, 2003].

Bitkinin kimyasal 6zelliklerine bakildiginda ise, sahip oldugu kirmizi pigmentli
koklerinin 6zellikle yanik ve yaralarin iyilestirilmesinde geleneksel olarak kullanildig:
goriilmektedir. Daha Once gergeklestirilen fitokimyasal calismalar, Boraginaceae
ailesinin yaklagik 150 tiirliniin koklerinin alkanin ve sikonin gibi naftakinon
pigmentlerini igerdigini gostermistir. Echium L. tlirlerince iiretilen sikonin ve alkanin

metabolitlerin kimyasal formlar1 Sekil 6.2' de gosterilmistir. [Papageorgiou et
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al., 1999, 2002, 2006a,b] Boraginaceae ailesine ait naftakinon pigmentleri lireten bazi
cinsler sirasiyla sunlardir; Lithospermum [Tabata et al., 1974], Onosma [Ozgen ve
ark., 2004; Sagratini et al., 2008], Arnebia [Yuan et al., 2006], Alkanna [Assimopoulou
ve ark., 2006; Mita et al., 1994] and Echium [Fukui et al, 1983].

Tibbi bir bitki ailesi olan Boraginaceae ' nin kok epidermisinde yaygin olarak
bulunan sikonin ve alkaninler sekonder metabolit olarak bilinmektedirler. Oldukga
genis bir spektrum aktivitesine sahip olan bu farmasotik maddeler; yara iyilesmesi
[Papageorgiou et al. 1999, 2006b, 2008], antibakteriyel [Shen et al., 2002], anti-HIV
[Chen et al., 2003], anti-tumor [Yoon et al., 1999; Singh et al., 2003] ve antioksidant
[Assimopoulou et al., 2004] gibi dzelliklere sahiptir.

OoH o] oH @]

OH O OH OH O OH
Sikonin Alkanin

Sekil 6.2: Echium L. tiirlerince tretilen sikonin ve alkanin.

Echium L. cinsine ait tiirlerin bir ¢ogu, ticari 6éneme sahip fitoaleksinlerin
(rozmarinik asit, sikonin ve alkanin) yaninda, dnemli ¢oklu doymamis yag asitlerinin
¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) , alfa-linolenik asit (ALA), stearidonik asit (SDA),
linoleik asit (LA), gamma linolenik asit (GLA) iiretimini de gergeklestirmektedir.
Echium L. tiirlerince iiretilen bazi metabolitlerin kimyasal formlar1 Sekil 6.3° te
gosterilmektedir. Sahip oldugu omega-3 ve omega-6 yag asitleri ile diger bitki
tiirlerine gére daha biiyiik dneme sahiptir. Urettigi metabolitler ile bir ¢ok sektdr igin
degerli olan bitki tiirli, bal arilarinin da tercihleri arasindadir. Yapilan c¢aligmalarda
engerek otundan elde edilen yagin cilt kirisikliklarini azalttigi, cildi giines 1sinlarinin
zararli etkilerinden korudugu, bazi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanildigi, kalp
rahatsizliklarinin tedavisinde olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir. Sekil 6.4’e
bakildiginda alfa-linolenik asitin (ALA), eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosahekzaenoik asit (DHA) sentezindeki ilk metabolitinin SDA oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle engerek tohumunun stearidonik asit¢ce zengin olmast EPA

ve DHA sentezi i¢in 6nemlidir [Guil-Guerrero, 2007] EPA ve DHA’ nin ancak balik
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yaglarindan direk alim1 miimkiindiir. Bu agidan bakildiginda SDA, deniz {iriinlerinden
saglanan yag asitlerine alternatif olarak bitkilerden elde edilebilme olanagi

gostermektedir [Berti, 2007].
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Sekil 6.3: Echium L. tiirlerince iiretilen bazi metabolitlerin kimyasal formlari.

Echium bitkisinden elde edilen yag, ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin olup
hayvansal kaynaklara alternatif bitkisel bir kaynak olarak gosterilmektedir. GLA ve
SDA yag asitlerince zengin olmasi bakimindan omega-3 ve omega-6 yag asitleri i¢in
onemli bir kaynaktir. Echium bitkisinden elde edilen SDA alimi, gogiis ve kolon
kanseri, cilt rahatsizliklari, kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde 6nemli rol oynamaktadir.

Echium bitkisi ile yapilan ¢alismalarda SDA igeriginin % 3,03 (E.auberianum)
% 12,9 (E.plantagineum) arasinda degistigi ve ortalama % 6,69 gibi bir degere sahip
oldugu goriilmektedir. Ayrica bu ¢aligmalar GLA yiizdesinin de % 9,15 (Echium
plantagenium) ile % 26,31 (Echium callithyrsum) arasinda degistigini géstermektedir.
GLA ortalama igerigi ise % 20,79’ dur [Guil- Guerrero, 2000] Echium L.” de SDA

olusumu Sekil 6.4’ te gosterilmistir.
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Sekil 6.4: SDA* nin biyosentezini gosteren yolak.
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7. LITERATURDE ENGEREK OTU BITKIiSINDE
YAPILAN CALISMALAR

Yag asitlerinin karasal kaynaklarin1 olusturan ve diinya iizerinde genis bir
yayilim gostermekte olan Boraginaceae familyasinin 6zellikle Echium tiirlerinden
elde edilen SDA {izerindeki ¢alismalar , ilk kez 1960’11 yillarda ortaya ¢ikmis 6nemini
giiniimiizde de hala korumaktadir. insan saglhig agisindan oldukga biiyiik dneme sahip
olan bu yag asitleri kalp rahatsizliklari, cilt hastaliklari, kanser gibi birgok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir [Clough, 2001].

Hem Avrupa kitasi hem de Akdeniz Bolgesinde ¢esitlilik gosteren Boraginaceae
ailesinin var olan fakat heniiz analiz edilmeyen tiirleri bulunmaktadir. Ikincil
metabolitler bakimindan zengin olan bu bitki analizleri ile yeni tohum yaglarinin
arastirilmasina kaynak olusturulmaktadir.

Bitkisel kaynakli olan ikincil metabolitlerin iiretiminde kullanilacak olan
bitkiler cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Bu nedenle in vitro kiiltiirlerin
kullanilmas1 saglikli sonuglari elde edilebilmesi igin gereklidir. Ikincil metabolitlerin
kullaniminda bitki materyallerinin tercih edilmesi, bakteri ve memeli hiicre
sistemlerine gore ekonomik olarak daha uygun ve daha giivenilir oldugundan tercih
edilmektedir. Siirgiin, kok, kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri gibi in vitro
kiiltiirler, SDA gibi 6nemli yag asitlerinin iiretiminde kullanilmaktadir [Czaplicki,
2009]. Ikincil metabolitlerin {iretimi esnasinda kullanilan bitkiler abiyotik ya da
biyotik strese maruz kalabilmektedir. Fakat in vitro ¢alismalar sayesinde strese maruz
kalan bitkilerin savunma mekanizmalarini harekete gegirmek i¢in elisitorlerin, absisik
asit (ABA) ve salisilik asit (SA)’ in ya da ge¢ici daldirma biyoreaktor sistemlerinin
kullanilmasi ikincil metabolit tiretimini arttirmaktadir [Ramachandra, 2002 ; Kumar,
2014; Wilken, 2005; Perez and Alonso, 2008].

Saglik, gida, kozmetik gibi birgok endiistriyel alanda kullanilan bu ikincil
metabolitlerin iiretilmesinde Boraginaceae familyasida kullanilmaktadir. Engerek otu
bitkisine ait tohum, govde, yaprak gibi kaynaklar kullanilarak yapilan g¢alismalar
olduke¢a fazladir. SDA miktarinin belirlenmesi, saflastirilmasi, sagak kok kiiltiiriiniin
olusturulmasi, abiyotik stres uygulanmasi gibi amaglarla yapilan ¢aligmalar Tablo 7.1’

de gosterilmektedir.
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Tablo 7.1: SDA miktarinin belirlenmesi, saflagtirilmasi, sagak kok kiiltiiriniin olusturulmasi, abiyotik stres uygulanmasi gibi

amaglarla yapilan ¢aligmalar.

Tiir Kaynak  Yapilan ¢aligma Sonug Referans
Echium L.tiirii (Makaronezy) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E.plantagineum L. (%36.65 SDA) Guil-Guerrero vd. 2000
Echium L.tiri (Makaronezy) Yaprak SDA miktarinin belirlenmesi E.boissieri L.( %54.45 SDA) Guil-Guerrero vd. 2000
Endemik Echium L. (Makaronezy) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E.pininana L.(%8.81 SDA) Guil-Guerrero vd. 2001
Tar Boraginaceae (Turkiye) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E.italicum L.(%11.9 SDA) Erdemoglu vd. 2004
Tir Boraginaceae (Fas) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi Echium humile ssp.Pycnanthum L.(%16.2 SDA) | Gui-Guerrero vd. 2006

Ciceklenme
sonrasi
E.vulgare L.(Polonya) tohum SDA miktarinin belirlenmesi %10.5 SDA Stolyhwo ve Mol 2007
Tir Boraginaceae ( Tirkiye) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E.italicum L.(%14.59 SDA) Ozcan 2008
) SDA miktarinin belirlenmesi ve E.fastuosumL. (%11.5 SDA) E.sabulicola
E.fastuosum L. E.sabulicola L.(Ispanya) Tohum saflagtirma L.(%6.5 SDA) Gui-Guerrero vd. 2008
E.vulgare L.(Polonya) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E.vulgare L. (%12.6 SDA) Czaplicki vd. 2009
Cequier-Sanchezvd. 2011
E. acanthocarpum L. (ispanya) Tohum Sacgak kok kultird Yiksek A6-desaturaz aktivasyonu
0,
3 Tir Boraginaceae (Rusya) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E. vulgare L. (%5.3 SDA) Yunusovavd 2012
Tur Boraginaceae (Fas ve Tunus) Tohum SDA miktarinin belirlenmesi E.parviflorum (%17.3 SDA) Guil-Guerrero vd. 2013
o A -
_ Sagak kok kiiltiirii ve abiyotik stres % 60" a kadar SDA miktarinda artig
E. acanthocarpum L. (Ispanya) Tohum uygulanmasi Zarate vd., 2013
SDA miktarinin belirlenmesi .

E. italicum L. (Turkiye Populasyon Tohum %15.48 SDA (Sariyer 6rnegi) Ozcan,2013




8. GEREC ve YONTEM

8.1. Geregler
8.1.1. Bitki Materyali

Tez calismasinda kullanilan Echium italicum L. bitki tohumlar1 Bingol
Universitesi Ars.Gor. Veysel Siizerer’den (1.lokasyon: 38°52°59°° Kuzey, 40°52°27
Dogu, 1200 metre-yiikseklik, Bingdl Universitesi-Bingdl, Tohumu var ; 2.lokasyon:
38°57°27° Kuzey, 40°13°46>° Dogu, 1800 metre-yiikseklik, Kuruca Geg¢idi-Bingél,
Tohumu var) temin edildi. Tohumlar kullanilincaya kadar 4°C’ da ve karanlik
kosullarda saklandi. Tez kapsaminda yapilacak olan tiim calismalarda, in vitro
kosullarda tohumlardan gelistirilen kiiltiirlerden elde edilen govde uglart ile

gerceklestirildi.
8.1.2. Kullanilan Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler Tablo 8.1 de sunulmustur.

Tablo 8.1: Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Ad1 Uretici Firma
(NH4)2S04 SIGMA A-3920
NaH2PO4.H20 SIGMA S5515
KH2PO4 DUCHEFA 7778-77-0
NH4NO3 SIGMA A-3795
KNOs SIGMA P-8291
KH2PO4 SIGMA P-8416
Ca(NO3z)2 SIGMA C- 2786
MgS0O4.7H20 SIGMA M-7774
CaCl2.2H20 SIGMA C-2536
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Tablo 8.1: Devam.

K2SO4 SIGMA P- 8541
MnSOa4.H-0 SIGMA M-7899
ZnS04.7H,0 SIGMA Z-1001
Na:M0O4.2H20 SIGMA M-1651
Kl Ridel-de Haen 03124
H3BOa. SIGMA B-9645
CoCl,.6H.0 SIGMA C 2911
CuS04.5H20 SIGMA C-8027
FeSo4.7H20 SIGMA F-8263
Na2EDTA SIGMA E-6635
L-Glisin Merck K 27061401
Nicotinic Acid SIGMA N-0765
Thiamin HCI SIGMA T-3902
Pyridoxine HCI SIGMA P-8666
Sukroz Merck K 31845651
Myo-inositol SIGMA 1-3011
Agar SIGMA A-1296
NaOH Merck 1 06462

HC J.T. Baker 6081
6-Benzil adenin (BA) SIGMA B-3408
Gibberelik asit (GA3) SIGMA G-7645
Kinetin (KIN) SIGMA K-3378
Indol-3-biitrik asit (IBA) SIGMA 1-5386
Hidrojen peroksit (H202) Merck K 31954097
Indol-3-asetik asit (IAA) SIGMA 1-2886

Tidiazuron (TDZ)

SIGMA P6186-25MG

2-izopentiladenin (2-iP)]

DUCHEFA 2365-40-0

Etanol

PROLAB KiMYA
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8.1.3 Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihaz listesi Tablo 8.2° de sunulmustur.

Tablo 8.2: Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi

Cihazin Markasi

Hassas terazi

Sartorius BL 2105

Analitik terazi

Sartorius BL 3100

Otoklav Hirayama HVE-50 Hirayama HVE-51
Bitki biiyiitme odas1 Botes Klima-Taahiit San. ve Tic. Ltd.Sti.
pH metre WTW pH526

Manyetik karistirict Schoot Heidolph MR3001

Sterilizator SIGMA S-3273

Laminar akimli kabin Tekno A.S.

Iklimlendirme dolab1 WTC Binder

-20 Buzdolab1 Indesit

+ 4 Buzdolabi Indesit

8.2. Yontemler

8.2.1. Sterilizasyon

Engerek otu bitkisine ait tohumlar in vitro kosullara aktarilmadan once
sterilizasyon islemlerinden gegirildi. Sterilizasyon islemlerinde kullanilan kimyasal
maddeler ve konsatrasyonlari bitkiden bitkiye gore degisiklik gostermekle birlikte,
bazi1 kimyasallar ve derisimleri tohumlara zarar verebildigi i¢in bitki tiiriine uygun olan
kimyasal ve derisimleri ¢esitli denemeler yapilarak, tohumun verimliligini
diistirmeden ve tohumda bulunan mikroorganizmalar1 en etkili sekilde yok eden
kimyasal maddeler secilmeye dikkat edildi. Tez kapsaminda tohumlarin
sterlizasyonunu en iyi sekilde saglayabilmek i¢in tohumlar steril edilmeden once

kabuklarindan ayrildi ( Sekil 8.1) ve tohumlar:
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* % 20’ lik Camasir suyu (Domestos; < %5 NaOCl) ile 20 dakika calkalandi.
(Calkalama islemi 100 rpm de gergeklestirildi.) (Sekil 8.2 a)

e Camasir suyu ile muamele edilen tohumlar 4’er kez 5 dakika arayla dH20 ile
durulandi.(Sekil 8.2 b)

e Son yikamadan sonra tohumlar kurutulmak amaciyla steril kurutma kagitlar

tizerinde laminar akimli kabin igerisinde bekletildi. (30-40 dakika). (Sekil 8.2 ¢)

Steril filtre kagitlari tizerinde kuruyan tohumlar in vitro ¢imlenme islemi i¢in
petri igersine alinarak, hazirlanan bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS

besiyerine aktarildi.

Sekil 8.1: a) Engerek otu bitkisine ait kabuklu tohumlar, b) Engerek otu bitkisine
kabuklarindan ayrilan tohumlar.
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Sekil 8.2: a) %20’lik domestos igerisinde 20 dakika steril edilen tohumlar, b)
Domestostan sonra dH20 ile durulanan tohumlar1, ¢) Laminar kabin igerisinde filtre
kagit lizerinde kurutmaya birakilan steril tohumlar.

8.2.2. Tohum Cimlenmesi

Steril edilen Echium italicum L. tohumlari herhangi bir bitki biiyliime

diizenleyicisi igermeyen yari-katt MS besiortamina aktarilarak ¢gimlenmeleri saglandi.

8.2.3. Proliferasyon Besiyerinin Belirlenmesi

Sterlizasyon agamasindan sonra ¢imlenmeye birakilan tohumlar iki hafta siire
ile gozlemlendi. Cimlenme belirtisi olan kdk ve govde olusumu gozlenen eksplantlar,
oncelikle farkl bitki tiirlerinin ¢ogaltilmasi i¢in de kullanilan Murashige ve Skoog
adli bilim adamlar1 tarafindan makro ve mikroelementler ve vitamin miktarlar
formiile edilen yari-kati MS besiyerine aktarildi. Buna ek olarak Gamborg besin
ortami olarak bilinen B5 besiyeri de engerek otu bitkisinin in vitro proliferasyonu
icin denendi. Tez kapsaminda kullanilan bu besiortamlarinin igerikleri Tablo 8.3’de
gosterilmistir.Bu iki besiortami igerisinden en iyi gévde ucu proliferasyonunu
saglayan besiortami, daha sonraki agamalarin yiiriitiilmesinde kullanildi.

Yiirttiilen ¢alismada kullanilan proliferasyon besiyerleri karbon kaynagi olarak
30 gr/l sukroz ve katilagtirict olarak 7 gr/l agar igermektedir. Ayn1 zamanda her iki
besiyerine de esit miktarlar da fitohormon olan BA (6-benziladenin) eklenerek
MS+1mg It BA ve B5+1 mg It BA seklinde 1’er litre besiyeri hazirlandi. Her iki
besiyerinin de pH 6l¢iimii agar eklenmeden once, BS besiyeri i¢in 5.5 ve MS besiyeri
icin 5.8 olacak sekilde ayarlandi. BA yiiksek sicakliktan etkilenmedigi i¢in otoklav
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oncesi besiyerlerine eklenerek pH dlctimleri yapildi. Besiyerleri 121°C’ da 20 dakika
otoklav ile steril edilmesi sonras1 yatay akimli laminar kabinde steril kosullarda kiiltiir
kaplarina dokiildii.

Laminar kabin igerisinde steril sartlarda kiiltiir ortamindan alinan bitki gévde
uclar1 her vitroventte 4 gévde ucu olup 20’ser adet govde ucu olacak sekilde aktarim
gerceklestirildi. Her iki besiyeri i¢in de 5 adet vitrovent kullanildi.

In vitro proliferasyonun gerceklesmesi igin herbir vitrovent 4 hafta siire ile
22°C ve 3000 liiks 151k siddetinde 16s aat aydinlik, 8 saat karanlik kosullarinda bitki
biiylime odasinda kiiltiirlendi. 4 haftalik siirenin sonunda ise yine aseptik sartlarda

laminar kabin igerisinde eksplantlardan olusan govde uglarinin dlgiimleri alindu.

Tablo 8.3: Tez ¢alismasinda kullanilan besiortamlar1 ve igerikleri.

Kimyasallar MS B5
(NH4)2SO4 0 134 mg
NaH2PO4.H20 0 150 mg
NHsNO3 1650 mg 0
KNO3 1900 mg 2500 mg
KH2PO4 170 mg 0
MgS0O,.7H20 370 mg 250 mg
CaCl,.2H20 440 mg 150 mg
MnSO4.H-0 16,9 mg 10 mg
SZnS04.7H20 8,6 mg 2 mg
Na:MO4.2H20 0,25 mg 0,25 mg
Kl 0,83 mg 0.75mg
H3BOa. 6,20 mg 3mg
CoCl,.6H,0 0,025 mg 0,025 mg
CuS04.5H0 0,025 mg 0,025 mg
Demir
FeSo4.7H20 28 mg 28 mg
Na,EDTA 37 mg 37 mg
Vitamin
Glisin 2mg 0
Nikotinik Asit 0,5mg 1mg
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Tablo 8.3: Devam.

Tiamin HCI 0,1 mg 10 mg
Pridoksin HCI 0,5mg 1mg
Sukroz 30 gr 20 gr
Myo-inositol 100 mg 100 mg
Agar 7qr 7qr
pH 5,8 55

8.2.4. Sitokininlerin In Vitro Proliferasyona Olan Etkilerinin
Belirlenmesi

En iyi biiylimeyi gosteren gévde ucu eksplantlarinin bulundugu besiortamina,
optimum sitokinin tipinin ve derisiminin belirlenebilmesi amaciyla farkli miktarlarda
(1, 2, 4 mg I'Y) 6-benziladenin (BA), kinetin (KIN), tidiazuron (TDZ) ve 2-
izopentiladenin (2-iP ) eklenerek, bu sitokininlerin engerek otu bitkisine ait govde
uclarinin proliferasyonuna olan etkileri gozlemlenmistir. 4 haftalik siire¢ sonunda elde
edilen sonuglar karsilagtirilarak engerek otu bitkisinin govde ucunda en yiiksek
proliferasyonu saglayan sitokinin tiirii ve derisimi belirlenmistir.

Yapilan arastirma sonucu proliferasyonu en iyi sekilde saglayan B5 besiyeri
icerik olarak  degistirilmeden hazirlanmigtir.  Besiyerine aktarilacak  olan
sitokininlerden TDZ ve 2-iP hormonlarinin yapist yiiksek sicaklikta bozuldugu i¢in bu
hormonlar besiyerlerine otoklavdan dnce aktarilmigtir. Bu hormonlarin sterilizasyonu
ise filtre ile gerceklestirilmistir. Diger iki sitokinin olan BA ve KIN ise otoklavdan
once besiyerine aktarilarak, sterilizasyonlar1 saglanmistir. Farkli sitokininlere sahip
besiortamina aktarilan gévde uglari, aktarim gergeklestirildikten sonra proliferasyon

icin 4 hafta siire ile bitki biiylitme odasina yerlestirilmistir.

8.2.5. Proliferasyonun Gegcici Daldirma Biyoreaktor Sistemlerinde
Denenmesi

Farkli bitki tiirlerinin mikrogogaltiminda kullanilan gegici daldirma biyoreaktor
sistemi, engerek otu bitkisinin in vitro proliferasyon ¢alismalarinda da kullanilmustir.
Bu nedenle optimize edilen besiyeri igerigi agar eklenmeden s1v1 olarak hazirlanmustir.

Daha sonra bitki gévde ucu eksplantlart aseptik kosullarda biyoreaktdre aktarilmas,
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eksplantlarin besiyeri ile ¢esitli temas araliklar ( 24 saatte bir kez) ve siire (8, 16, 24
dakika) denenmistir.

Arastirmanin bu agamasinda kullanilan materyallerin sterilizasyonuna 6zen
gosterilmistir. TIS kaplart otoklavda steril edilmis, ayni sekilde kullanilan
besiortaminin da sterilizasyonu saglanmistir. Kabin igerisinde govde uclarinin
aktarimi1 kaplara aktarildiktan sonra kaplar kapatilmis ve bitki biiyiitme odasina

yerlestirilmistir. (Sekil 8.3)

Sekil 8.3 : TIS kaplar1 ve gegici daldirma biyoreaktor sisteminde
mikrogogaltim.

8.2.6. Govdelerin De Novo Koklendirilmesi ve 7n Vivo Kosullara
Iklimlendirilmesi

In vitro ortamda cogaltilan bitki gdvde uclar1 uygun besiyerinde diizenli
araliklarla (her 4 haftada bir) altkiiltiirlendikten sonra in vitro koklendirilmeleri igin
farkl1 oksin ¢esitleri [indol-3-biitrik asit (IBA) ve indol asetik asit (IAA)] ve bu oksin
cesitlerinin farkli miktarlar1 (0, 1, 2, 4 mg 1) ile muamele edilmistir. Hazirlanan
besiyerleri vitroventlere dokiilerek her kap igerisine 10 adet gdvde ucu aktarimi
gerceklestirilmistir. Bitki govde uglart aktarilan kaplar koklenmenin gerceklesmesi

icin 4 hafta siire ile bitki biiyilitme odasina konulmustur.
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4 haftalik siire¢ sonunda koklenmenin gergeklestigi bitkiler, fotosentez
yapabilme yeteneklerinin yeniden kazandirilmasi, ototrof canli Gzelligini
kazanabilmeleri amaci ile sera kosullarinda iklimlendirilmislerdir. Iklimlendirilmenin
gerceklesebilmesi amaci ile ilk olarak bitkiler in vitro kosullardaki besiyerinden
arindirilmiglardir.  Besiyerinden arindirma islemi suyla yikama islemi ile
gerceklestirilmistir. Koklerde seker bulunmasi iklimlendirme asamasinda bakterilerin
liremesine sebep olacagindan yikama islemi uygulanmistir. Yikama isleminden sonra
sular siiziilen bitkiler otoklavda steril edilen toprakli saksilara aktarilarak gelismeleri
izlenmistir. Daha sonra hergiin diizenli olarak sulama islemi gergeklestirilerek in vivo

kosullara aligmalar1 amaglanmistir.

8.2.7. Govde Yari-Kati ve Biyoreaktor Kiiltiirlerin Rosmarinik Asit
Uretiminin TLC ile Belirlenmesi

Yari-kat1 besiyeri ve Biyoreaktor sistemleri kullanilarak elde edilen govde uglari
rasmorinik asit varliginin belirlenebilmesi amaciyla TLC yontemi i¢in hazirlanmistir.
Bu asamada ilk olarak bitkiler etiivde kurutulmustur. Daha sonraki asamalar ise

sarastyla su sekildedir:

e Yari Kat1 Besi Yeri Govde Oziitiiniin Hazirlanmasi
Yar1 kat1 besi yerinden alinan govdeler kurutulduktan sonra toz haline getirilmistir. 1
gr toz haline getirilen govde erlen igerisine alinarak iizerine 150 ml metil alkol ilave
edilerek 30°C de 90 dakika ultrasonik banyoda karistirllmistir. Karigtirma islemi
tamamlandiktan sonra 15.000 rpm de 20 dakika santrifiijlendikten sonra supernatant
kismi1 alimmistir. Bu kismin ¢oziisii doner buharlastirici ile vakumda 40°C de

uzaklastirilmigtir. Geriye koyu yesil renkli 6ziit kalmistir.

e Biyoreaktdr Govde Oziitiiniin Hazirlanmasi
Biyoreaktorden alinan govdeler kurutulduktan sonra toz haline getirilmistir. 1 gr toz
haline getirilen govde erlen icerisine alinarak tizerine 150 ml metil alkol ilave edilerek
30°C de 90 dakika ultrasonik banyoda karistinlmistir. Karistirma islemi
tamamlandiktan sonra 15.000 rpm de 20 dakika santrifiijlendikten sonra supernatant
kismi alinmistir. Bu kismin ¢oOziisii doner buharlastiric1 ile vakumda 40°C de

uzaklastinnlmistir. Geriye koyu yesil renkli 6ziit kalmigtir.
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Elde edilen &ziitlerin icinde rosmarinik asit varligini tespit etmek i¢in TLC (Ince
Tabaka Kromatografi) teknigi kullanilarak silica gel dolgu maddesi igeren TLC
kartlarma  numuneler ve  rosmarinik  asit referans1  damlatilarak

Toluen/etilasetat/formik asit (5/4/1) ylriitiicli sisteminde yiiriitilmiistiir.

8.2.8. Sonuclarin Toplanmasi ve Verilerin Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi

25°C + 2°C sicaklik ve 16 saat aydinlik (3000 liiks) ve 8 saat karanlik kosullar
altinda 4 hafta kiiltiirleme sonrasi her eksplanttan olusan govde proliferasyonu (%),
eksplant basina olusan ortalama govde sayisi ve ortalama gévde boyu (mm) verileri
kaydedilmistir.

Cogaltimi saglanan gdvde uclarinin koklenmelerini saglamak i¢in eksplantlar
koklenme besiyerine aktarilmistir. Aktarimdan en az 4 hafta sonra koklenme ytizdesi,
govde basma olusan kok sayist ve kok uzunlugu verileri kaydedilmistir. Her bir
deneme en az 10 eksplant ile yapilmustir.

Veriler degerlendirilirken gévde olusumu kapasitesi (G.0.K.) indeksi Lambardi

ve arkadaslarinin 1993 yilinda rapor ettikleri formiile gore;

Rejenere olan eksplant basina olugan ortalama govde sayis1 X

Rejenerasyon yiizdesi
GOK indeksi = e (8.1)

hesaplandi.

Elde edilen verilerin degerlendirmesi yapilirken, oransal veriler arasindaki
farkliliklar X2 testi ile, li¢ veya daha fazla ytlizdeler arasindaki farkliliklar ise Post hoc
coklu karsilagtirma testine (Marascuilo ve McSweeney, 1977) gore yapildi. Farkh
verilerin karsilastirilmasi igin, varyans analizleri (ANOVA) takiben ortalamalar

karsilastirmak i¢in P<0.05 olacak sekilde anlamli en az farklilik (LSD) testi kullanildi.
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9. BULGULAR

9.1. Proliferasyon Besiyerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda engerek otu bitkisinin B5 besiortaminda ¢ogaltilan
mikrogdvdelerinden almman govde uglarindan optimum proliferasyon besiyerinin
belirlenebilmesi i¢in farkli makro ve mikro elementleri iceren ve/veya ayn1 makro ve
mikro elementleri farkli miktarlarda iceren (Bkz. Tablo 8.3) MS, BS olmak iizere 2
cesit besiortami denenmistir. Denenen 2 besiortaminda da proliferasyon yiizdesi
(Tablo 9.1) ve ¢oklu govde olusumu (govde/eksplant>1, Sekil 9.1) elde edilirken,
eksplant basina en fazla gévde B5 besiortaminda saglanmustir. Istatistiksel olarak da
bu besiortaminda elde edilen c¢oklu govde olusumu, denenen MS besiortaminda
goriilen sonuclardan anlamli olarak farklilik gostermektedir.

Govde olusumu kapasitesi bakimindan sonuglar incelendiginde en fazla ¢oklu
govde olusumunu saglayan B5 besiortamlarinin yine engerek otu bitkisinin
proliferasyonu icin en uygun makro ve mikro element bilesenlerini icerdigi

goriilmektedir.

Tablo 9.1: In vitro gogaltilan engerek otuna ait mikrogdvdelerden alinan gévde
uclarmin 1 mg 1 benzil adenin (BA) igeren farkli besiortamlarinda gosterdikleri
proliferasyon sonuglari®.

Besiortami  Proliferasyon®  Goévde/Eksplant® G.OK. Govde boyu®
(%) (OrtxS.H.)° indeksi® (Ort+S.H.)°

(mm)
B5¢ 100 a 1.20+0.09 a 1.20 3.79+0.21a
MS¢ 100 a 1.00+0.00 a 1.00 3.55+0.23a

AVeriler kiiltiir baslatiimasindan 4 hafta sonra toplanmistir. Her bir deneme en az 20 eksplant
kullanilarak yapilmustir.

P Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gore belirgin
bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

€ SH: Standart hata

4 G.oK= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama govde sayis1 x Rejenere olan eksplant
yiizdesi / 100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmustir.

€ MS: Murashige ve Skoog besiortami, B5: Gamborg besiyeri
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Sekil 9.1: Farkli besiortamlarinda elde edilen proliferasyon sonuclari.
a)B5+1mg1iBA, b)MS+1mgl!BA

9.2. Sitokininlerin In Vitro Proliferasyona Olan Etkilerinin
Belirlenmesi

Engerek otu bitkisine ait gdvde uglarinin mikrogogaltimi i¢in B5 besiortamina
4 farkl sitokinin tiirii (BA, KIN, TDZ ve 2-Ip) 3 farkli miktarda (1, 2, 4 mg 17)
eklenmistir. 1 mg 11 TDZ, 2 mg 11 BA, 4mg 11BA, 2mg 11 KIN ve 2 mg 1" TDZ
hari¢ denenen 4 farkli sitokinin tiiriinde de %100 proliferasyon elde edilmistir.
(Tablo 9.2). Besiortamina eklenen sitokinin tiirii ve miktariin eksplant basina olusan
govde sayisinda 6nemli derecede etkileri oldugu goriilmiistiir. Eksplant basina en fazla
govde olusumu ve ¢oklu govde olusumu sadece 1 mg 1 BA besiortaminda elde
edilmistir. BA miktarinin arttirtlmasi ise proliferasyon saglanamamigtir. BA haricinde
denenen diger sitokininlerde ¢coklu gévde olusumu gergeklesememis ve tekli govdeler
olusmustur.

Besiortamina BA’ nin eklenmesinin ¢oklu gévde olusumuna olan olumlu etkisi
nedeniyle en fazla govde olusturma kapasitesi (1.2) gévde/eksplant oraninin en yiiksek
oldugu 1 mg 11 BA igeren besiortaminda elde edilmistir (Sekil 9.2). En uzun gévdeler
(>6.0 mm) 4 mg I KIN igeren besiortamindan elde edilmistir. En kisa govde ise (3.45
mm) 2 mg 17 iP igeren besiortaminda gozlemlenmistir. Dolayisiyla olusan gévdelerin
boylar1 bakimindan denenen sitokinin tipleri ve miktarilari arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark bulunmaktadir.
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Tablo 9.2: In vitro ¢ogaltilan engerek otu bitkisine ait mikrogévdelerden alinan
gbovde uclariin farkli miktarlada sitokinin i¢ceren B5 besiortaminda gosterdikleri
proliferasyon sonuglari®.

Sitokinin Proliferasyon®  Govde/Eksplant®  G.O.K. © Govde boyu ®

(%) (Ort+S.H.) indeksi (Ort+S.H.) ¢
(mm)

BA® (mg 17)
1 100 a 1.20+0.09 a 1.20 3.79+0.21c
2 0.0c 0.0+00cC 0 0.0+0.0d
4 0.0c 0.0+0.0c 0 0.0+0.0d
KIN ¢(mg 17)
1 100 a 1.0£0.0D 1.0 5.85+0.24a
2 9% b 095+0.5b 0.9 4.85+041
4 100 a 1.0+£00Db 1.0 6.20+032a
TDZ%(mg 1%)
2 0.0c 0.0+00c 0 00+0.0d
2 9% b 0.95+0.5b 0.9 40+0.27¢c
4 100 a 1.0£0.0Db 1.0 4.2+0.28 bc
2-Ip® (mg 1Y)
1 100 a 1.0+£00Db 1.0 485+0.31b
2 100 a 1.0+0.0D 1.0 345+031¢c
4 100 a 1.0+£0.0D 1.0 4.70+0.24b

4 Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmustir. Her bir deneme en az 25 eksplant

kullanilarak yapilmustir.

b Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gore belirgin

bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

¢ G.0.K= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama gévde sayis1 X Rejenere olan eksplant

ylizdesi / 100 formiili (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmistir.
d SH: Standart hata.
¢ BA: 6-benziladenin, KIN: kinetin, TDZ: tidiazuron, 2-iP:2-izopentil adenin.
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Sekil 9.2: a) B5+1mg 11 BA, b) B5+1mg 1"1KIN, ¢) B5+1mg11TDZ,
d) B5 + 1 mg 1! 2-iP, igeren yari-kat1 besiortamlarinda gévde uglarindan elde
edilen proliferasyon sonuglart.

9.3. Proliferasyonun Gegici Daldirma Biyoreaktor
Sistemlerinde Denenmesi

Tez kapsaminda gegici daldirma biyoreaktdr sistemi ile bitkiler 24 saat boyunca
sirasiyla 8, 16 ve 24 dakika olmak iizere 3 farkli siirede besiyeri ile muamele edilmistir.
Sivi besiortami ile muamele edilen engerek otu bitkisi govde uglarindan elde edilen
proliferasyon sonuglari, Tablo 9.3” de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore, 24 saat
boyunca 8 dakika sivi besiortami ile temas, %100 proliferasyon saglarken eksplant
basina diisen gévde sayis1 2’dir.

24 saat boyunca 16 dakika siv1 besiortami ile temas eden gévde uglarinda ise
yine %100 proliferasyon elde edilmis, eksplant basina diisen gévde sayis1 ise 2.6°d1r.

Eksplantlarin sivi besiortami ile temas araliginin 24 dakikaya ¢ikartilmasi ile
yine %100 proliferasyon saglanmis fakat eksplant basina diisen gévde sayis1 3.87 ile

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermistir.
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Sivi besiortami ile muamele de 3 farkli siire gévde olusturma kapasiteleri
bakimindan karsilastirildiginda ise giin igerisinde daha uzun araliklarla sivi
besiortamiyla muamelenin proliferasyon igin daha uygun oldugu goriilmektedir.
Denenen farkli siirelerde elde edilen govdelerin boylar1 arasinda bir fark
bulunmamaktadir. Stv1 besiortami ile 3.50 mm’den uzun govdeler elde edilmistir. En
yiiksek indeks olan 3.87, en fazla proliferasyon ve eksplant basina gévde olusumunun

gorildiigli 24 dakika s1vi besiortami ile muamele de elde edilmistir.

Tablo 9.3: In vitro ¢ogaltilan engerek otu bitkisine ait mikrogdvdelerden alinan
govde uglarinin farkl daldirma zamanlarinda B5 + 1 mg 1! BA igeren sivi
besiortaminda gosterdikleri proliferasyon sonuglari 2.

Daldirma Proliferasyon Vitrikasyon Goévde/Eksplant  Govde G.OK

Zamani (%)° (%)° (Ort=SH)™ Uzunlugu
(OrtESH)™
(mm)
24°/8°¢ 100 a Oa 2.00+£0.37b 325+029a 2.0
24°/16°¢ 100 a Oa 262+049b 333+027a 2.62
24°/24°¢ 100 a Oa 387+0.51a 377+£0.17 a 3.87

 Veriler kiiltiir baslatilmasindan 4 hafta sonra toplanmustir. Her bir deneme 8 eksplant kullanilarak
yapilmigtir.

b Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilagtirilmali teste gore belirgin
bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

¢ SH: Standart hata.

4G.0K= Rejenere olan eksplant bagina olusan ortalama govde sayisi x Rejenere olan eksplant
yiizdesi / 100 formiilii (Lambardi ve ark., 1993) kullanilarak, hesaplanmustir.

€s, saat; ’, dakika.
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Sekil 9.3 : Gegici daldirma biyoreaktor sisteminde elde edilen govde ucu
proliferasyonlar,a) Sirasiyla 24°%/8’ siireli, 24%16’ siireli ve 24°%24’ siireli daldirma
proliferasyonu, b) 24%/8°  siireli daldirma proliferasyonu, c) 24%16’ siireli daldirma
proliferasyonu, d) 24°%/24 siireli daldirma proliferasyonu, €) Sirasiyla 24%/8°, 24516’

ve 24%8’ siireli daldirmalara ait proliferasyon.

9.4. In Vitro Kéklenme ve In Vivo Kosullarda iklimlendirme

Engerek otu bitkisine ait koklenme sonuglarina bakildiginda kullanilan tiim
miktarlar ornekler iizerinde koklenme yiizdeleri farkli da olsa etki gostermistir.
Herhangi bir oksin diizenleyicisi olmayan 6rneklerde de koklenme goriilmiis olsa da
(Tablo 9.4), besiyerine IBA veya IAA eklenmesi govdelerde koklenme ylizdesini
arttirmuistir. Denenen IBA (2 mg 17! miktar1 (%100) en yiiksek koklenmeyi
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saglamigtir. Miktarin arttirilmast kdklenme yiizdesini %80’e diisiirmiistiir. IBA’dan
farkli olarak, diisiik miktarda eklenen (1 mg 1) 1AA ile %100 kéklenme saglanirken,
IAA miktarinin arttirilmasi koklenmeyi diistirmiistiir.

Govde basma olusan kok sayist bakimindan denemeler incelendiginde
kok/govde orani en fazla (16.1) besiortamina 2 mg 17 IBA eklenmesiyle elde
edilmistir. 1 mg 17 IAA eklenmesi de 15.4 gibi bir sonugla IBA’ya benzerlik
gostermektedir. Fakat IBA varhiginda olusan koklerin daha saglikli olduklar
gozlemlenmistir. Koklerin boylari incelendiginde ise genel olarak 1 ve 2 mg 171 IAA
ile desteklenen besiortamlarinda daha uzun kokler (sirasiyla 4.8 ve 5.4 mm) elde
edilmistir. IBA ve TAA ile besiortaminin desteklenmesi sonucunda in vitro ¢ogaltilan
engerek otuna ait govdelerde goriilen koklenmeler sirasiyla Sekil 9.4 ve 9.5°te
gosterilmistir. Koklenen govdeler daha sonra in vivo kosullara basariyla

iklimlendirilmislerdir (Sekil 9.6).

Tablo 9.4: In vitro gogaltilan engerek otu bitkisine ait mikrogévdelerdein farkli
miktarlarda oksin igeren B5 besiortaminda 4 hafta kiiltiirleme sonucunda elde
edilen koklenmeler®.

Oksin tiirii Koklenme® Ko6k/GovdeP Kok boyu®

(mgl?) (%) (Ort£S.H.)*° (Ort+S.H.)*°
(cm)

IBA

0 40c 8.60+3.01d 541+051a

1 100a 147+1.21b 327+0.15¢

2 100 a 16.1£09a 3.75+0.13 ¢

4 80b 114+325cd 276 £0.12d

IAA

0 40c 45+196¢e 3.70+0.51¢c

1 100a 154+2.10a 480+0.29b

2 100a 13.7+1.03b 540+0.19a

4 80b 7.6+221d 470+030b

& Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmustir. Her bir deneme en az 10 eksplant

kullanilarak yapilmustir.

b Her bir siitunda yer alan birbirinden farkli harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastirilmali teste gore
belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

€ SH: Standart hata.
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Sekil 9.4: Farkli IBA igeriklerinde elde edilen koklenme sonuglari, a) B5 0
besiortami, b) B5 + 1 mg 1" IBA besiortami, ¢) B5 + 2 mg 1! IBA besiortami, d) B5
+ 4 mg 17 IBA besiortamu.
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Sekil 9.5: Farkli IAA igeriklerinde elde edilen koklenme sonuglari, a) B5 0
besiortam1, b) B5 + 1 mg 1°? IAA besiortami, ¢) B5 + 2 mg 1° IAA besiortamu, d)
B5 + 4 mg 1"t IAA besiortamu.
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Sekil 9.6: In vivo kosullara iklimlendirme asamalari, a) Koklendirme
besiyerindeki koklenmis bitkiciklerin besiyerinden ¢ikarilmasi, su ile kdklenmig
bitkiciklerin kdklerinin yikanmasi ve sularinin siiziilmesi, b)Bitkiciklerin steril torf
iceren viyollere dikilmesi ve sulanmasi.
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9.5. Rosmarinik Asit Uretiminin TLC ile Belirlenmesi

Elde edilen dziitlerin i¢inde rosmarinik asit varligimi tespit etmek icin TLC (Ince
Tabaka Kromatografi) teknigi kullanilarak silika jel dolgu maddesi i¢eren TLC
kartlarma  numuneler ve  rosmarinik  asit referans1  damlatilarak
Toluen/etilasetat/formik asit (5/4/1) yiiriitiicii sisteminde yiriitilmistir. Kartlara
yiikklenmek iizere hazirlanan oziitler Sekil 9.7’ de gosterilmistir. Elde edilen TLC
kartinin asagida resmi verilmistir (Sekil 9.8). TLC goriintiisii incelendiginde elde
edilen Oziitlerin rosmarinic asit igerdigi goriilmektedir. Caligmanin bundan sonraki
asamasinda bu Oziitler icerisindeki rosmarinic asit izole edilerck saflastirilacak ve

saflig1 ¢esitli kromatografik ve spektroskopik yontemlerle tespit edilecektir.

Sekil 9.7: Kartlara yiiklenmek tizere hazirlanan, a) yari-kat1 gévde 6ziiti,
b) Kok 6ziitli, c¢) biyoreaktor oziitil.
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Sekil 9.8: Oziitlerin ve rosmarinic asitin TLC gériintiisii, (1) rosmarinik asit
referansi (R), (2) yar1 kat1 6ziit, (3) R +yar1 kati 6ziit, (4) biyoreaktor
0ziit, (5) R+biyoreaktor oziit.
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10. TARTISMA

10.1. Proliferasyon Besiortaminin Belirlenmesi

Eksplantlarin in vitro kosullarda biiyiiyebilmesi i¢in kullanilan besiortamina
bitki i¢cin gerekli olan makro ve mikroelementlerin ve vitaminlerin uygun bilesen ve
miktarlarmin eklenmesi gerekmektedir. Bitkiler ¢ogu zaman tiitlin bitkisi i¢in
kullanilan MS besiortaminda proliferasyon saglasa da, her bitki tiiriiniin kendisine
uygun besiortami belirlenmelidir. Bu nedenle tez kapsaminda engerek otu bitkisi i¢in
azot igerikleri farkli olan MS ve BS5 besiortami kullanilmistir.

Simdiye kadar yapilan in vitro galismalarda engerek otu bitkisi i¢in B5 besi
ortami1 kullanilmustir [Ozcan, 2000]. Tez kapsaminda engerek otu bitkisine ait
calismalarda en iyi proliferasyonu saglayan besiortaminin B5 oldugu goriilmiistiir.

Bitki Orneginin ayni besiortaminda uzun siireli olarak cogaltilmasl
proliferasyonunu olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle, in vitro ortamda yapilan
calismalarda olusturulan mikrogdvdelerin proliferasyonunda azalma goriildiigiinde
besiortaminin  igeriginin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin miktarlarinin
degistirilmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda eksplantlara bakildiginda 6rneklerin
B5 besiortaminda daha yiiksek proliferasyon gostermektedir. Besiortamlarinin
iceriklerine bakildiginda ise B5 besiortaminin daha diisiik sukroz ve azot igerigi
oldugu goriilmektedir. MS besiortaminda KNO3’e ek olarak, NHsNOz3’ te azot kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Ayrica B5 besiortaminin vitamin igerikleri MS besiortamina
gore daha fazladir dolasiyla Orneklerin vitamine daha c¢ok ihtiya¢ duyduklari

goriilmektedir.
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10.2. Optimum Sitokinin Tiir ve Miktarmin Belirlenmesi

In vitro ortamda cogaltilan bircok bitki oksin ve sitokinin igerikli
besiortamlarinda yetistirilmektedir. Oksin ve sitokinin tlirevlerinin bitki gelisimine
olan etkileri birgok calismada rapor edilmistir [Rout ve Jain, 2004]. Oksin ve
tirevlerinin eksplant {izerinde govde olusumunu etkiledigi bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir [Rout et al., 2006]. Calismalar incelendiginde tez kapsaminda 4 farkli
sitokinin engerek otu bitkisinin mikrogogaltimina etkisine bakilmistir. Elde edilen
sonuglara gore proliferasyonu en iyi saglayan bitki biiyiime diizenleyicisi bir adenin
tiirevi olan 1 mg 1"* BA’dir. Bu bitki diizenleyicisinin birgok siis bitkisi ve odunsu
bitki lizerinde kullanildigi rapor edilmistir.

Besiortamina 2-iP eklenmesinin gévde uzamasina olan olumlu etkisi engerek
otu bitkisinin gévdelerinde oldugu gibi Elliottia racemosa [Woo ve Wetzstein, 2008]
bitkisinde de gézlenmistir. Besiortamina 1 mg 1 TDZ,2mg 1*BA ve 4 mg 11 BA’
nin eklenmesi en diisiik govde/eksplant oranini verdiginden bu bitki biiyiime
diizenleyicilerinin engerek otu bitkisine ait govde uglarinda gévde olusturma

kapasiteleri de diistiktiir (0,0,0).
10.3. S Kiiltiir Ortamlarinda I Vitro Proliferasyon

In vitro ¢ogaltim teknikleri ile yapilan son c¢aligmalara bakildiginda sivi
kiiltiirlerinin kullaniminin oldukga arttigi goriilmektedir. Uygun besiortami igerigi,
gerekli olan sukroz miktarlarinin belirlenmesi, gerekli miktarlarda uygun bitki biiylime
diizenleyicilerinin  kullanim1  bitki proliferasyonun saglanmasi igin yari-kati
besiyerilerinde kullanildigi gibi sivi kiiltiirlerde de kullanilmaktadir [Ziv, 1989; Ilan et
al., 1995; Park et al., 2000].

Yapilan in vitro calismalarda goévde uglarinin daha hizli biiyiimesinin ve
cogalmasiin saglanmasi i¢in kullanilan kosullar bitki yapisini fizyolojik olarak
etkilemekte ve anormal bitkilerin olusmasma sebep olmaktadir. Ozellikle sivi
besiortaminda kullanilan bitkilerin yari-kat1 besiyeri ile kiiltiire alinan bitkilere gore
fizyolojik, morfolojik ve anatomik olarak anormalliklere daha yatkindirlar. Bu
anormalliklerin tamami hiperhidrisite olarak adlandirilmaktadir ve rejenere olan

bitkilerde degisik oranlarda camsilasmaya sebep olmaktadir [Ziv et al., 1987].
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Gegici daldirma biyoreaktor sistemlerinde eksplantlarin sivi ile temast siirekli
degildir. Siireklilik yerine belirli zaman araliklarinda sivi besiyeri ile temas edilen
bitkilerin proliferasyonu daha sagliklidir. Ayrica gecici daldirma biyoreaktor
sistemleri bitki biliyiimesi sirasinda yiiksek havalandirma imkan1 saglayarak
mikrogogaltimin daha verimli olmasini saglamaktadir. Eksplantlarin sivi besiortami
ile temas siklig1 ve daldirma siiresi proliferasyonu etkilemektedir. Bu farklilik bitkiden
bitkiye gore farklilik gostermektedir. Uzun siireli ve sik daldirma bitkide
vitrifikasyona sebep olmaktadir [Etienne and Berthouly,2002; Etienne et al., 1997].
Engerek otu bitkisi ile yapilan ¢alismada ise siv1 kiiltiir ortaminda hiperhidrisite sorunu
tespit edilmemistir.

Yapilan tez ¢alismasinda engerek otu bitkisine ait govde u¢larinin farkli daldirma
periyotlarinda sivi besiortami ile temas ettirilerek, gecici daldirma biyoreaktor
sistemlerinin bitki gévde uglarmin proliferasyonuna olan etkisi incelenmistir. Tez
kapsaminda gecici daldirma biyoreaktor sistemi ile bitkiler 24 saat boyunca sirasiyla
8, 16 ve 24 dakika olmak iizere 3 farkli siirede besiyeri ile muamele edilmistir. Yapilan
denemeler sonucunda vitrifikasyon gozlenmemistir. Elde edilen sonuglara goére en
lyiproliferasyon denenen en uzun siireli daldirma siiresi ile gergeklestirilmistir. 24
saatte 24 dakika sivi besiortami ile muamele edilen bitkilerden %100 proliferasyon
saglanmis olup, eksplant basina diisen gévde sayis1 3.87 ile oldukga yiiksektir. Bitki
govde uglarinin s1vi besiortami ile uzun stireli etkilesimi proliferasyonu olumlu yonde

etkilemistir.

10.4. In Vitro Koklenme

Bitki biiyiime diizenleyicileri eksplantlarda hiicreden hiicreye iletisimi saglayan
temel yapitaglaridir. Bitkiler biiyiime ve gelisimlerinin saglanabilmesi i¢in ihtiyaglar
olan bu temel maddeleri kendileri iiretmektedirler. Genel anlamda dogal olarak
bitkilerde sentezlenen, biiyiime ve buna bagli diger fizyolojik olaylar1 kontrol eden,
meydana geldigi yerden bitkilerin diger kisimlarina taginarak tagindigi bolgelerde de
etkin olabilen, ¢cok az konsantrasyonlarda bile etkisini gosterebilen organik
molekiillere hormon (fitohormon-bitki biiyiime diizenleyicileri) adi verilmektedir
[Oktiiren ve Soénmez, 2005]. Bitki biiyiime diizenleyicilerinden bir tanesi de

oksinlerdir. Bitkide organize olan oksinler apikal dominansinin saglanmasinin yanisira
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kok olusumunu da etkilemektedir [Tamas, 1995]. Tez kapsaminda iki farkli oksinin
(IBA ve IAA) in vitro ¢ogaltim ¢aligmalarina etkisi incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore denenen IBA (2 mg 1) miktar1 (%100) en yiiksek
koklenmeyi saglamigtir. Miktarin arttiritlmasi kéklenme ytizdesini %80’e diistirmiistiir.
IBA’dan farkli olarak, diisiik miktarda eklenen (1 mg 1Y) 1AA ile %100 proliferasyon
saglanirken, IAA miktarinin arttirtlmast koklenmeyi diistirmiistiir. Yapilan ¢aligmanin

sonucuna gore IBA’nin IAA’ya gore daha fazla govde basina kok olusturmustur.

10.5. Rosmarinik Asit Uretiminin TLC ile Belirlenmesi

TLC'nin agilimi aslinda "thin layer chromatography" olup, Tiirkge'ye ince tabaka
kromatografisi olarak ge¢mistir. Bildigimiz gibi kromatografi maddelerin ayrilmasi
icin kullanilan metottur. TLC; maddelerin ayrilmasi, herhangi bir karisimin kag
bilesenden olustugunun bulunmasi ve maddelerin kalitatif analizleri icin sikga
kullanilan bir metotdur. Ciinkii ¢ok kolay, hizli ve maliyeti ¢ok azdir. Elde edilen
oziitlerin iginde rosmarinik asit varligim tespit etmek i¢in TLC (Ince Tabaka
Kromatografi) teknigi kullanilarak silika jel dolgu maddesi igeren TLC kartlarina
numuneler ve rosmarinik asit referans: damlatilarak Toluen/etilasetat/formik asit
(5/4/1) yiiriitiicii sisteminde yiiritiilmistiir. TLC goriintiisii incelendiginde elde edilen

Oziitlerin rosmarinic asit icerdigi goriilmektedir.
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11. SONUC

Engerek otu bitkisine ait govde uglarinin in vitro proliferasyonu igin yari-kati
ve s1vi1 besiortamlarinin denendigi tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida

maddeler halinde 6zetlenmistir.

e Engerek otu bitkisine ait govde ucglar1 daha az azot ihtiyag duydugu
gorilmektedir. BS5 besiortaminin igerigine bakildiginda azot kaynagi
bakimindan MS besiortamina gore daha az iceriklidir. Yine B5 besiortami
sukroz bakimindan yine MS’e gore daha diisiik miktarda sukroz icermektedir.
Engerek otu bitkisin daha diisiik miktarda azot ve sukroz ile daha iyi proliferiye
olmaktadir. B5 besiortami engerek otu bitkisinin yiiksek proliferasyonu igin
uygundur.

e Denenen 4 farkli sitokinin iginde engerek otu bitkisinin in vitro proliferasyonunu
en iyi saglayan bitki biiylime diizenleyicisi bir adenin tiirevi olan BA’dir. 1 mg
11 BA ile muamele edilen besiortaminda %100 proliferasyon saglanirken,
eksplant bagina yaklasik 1.2 govde elde edilmistir.

o Gegici daldirma biyoreaktor sistemi kullanilarak sivi besiortaminin engerek otu
bitkisi lizerindeki proliferasyon etkisine bakilmak tizere 3 farkli periyotlarla
bitkilerin sivi kiltiir ile muamelesi incelenmistir. Govdelerin higbirisinde
vitrifikasyon gozlemlenmemistir.

e Elde edilen sonuglara gore en vermli proliferasyon denenen en uzun siireli
daldirma ile gergeklestirilmistir. 24 saatte 24 dakika siv1 besiortami ile
muamele edilen bitkilerden %100 proliferasyon saglanmis olup, eksplant
basina diisen govde sayis1 3.87 ile oldukga yiiksektir.

e FElde edilen sonuglara gore denenen IBA (2 mg 1) miktar1 in vitro ¢ogaltilan
govdelerde en yiiksek koklenmeyi saglamistir.

e Elde edilen TLC goriintiisti incelendiginde elde edilen 6ziitlerin rosmarinik asit

icerdigi goriilmektedir.
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